UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA
“JULIO DE MESQUITA FILHO”
FACULDADE DE CIENCIAS FARMACEUTICAS

CAMPUS DE ARARAQUARA

ANALISE QUIMICO-FARMACEUTICA DE
PREPARACOES INJETAVEIS CONTENDO

CEFTAZIDIMA

ANDREIA DE HARO MORENO

Orientadora: Profa. Dra. Hérida Regina Nunes Salgado

ARARAQUARA - SP

2007



UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA
“JULIO DE MESQUITA FILHO”
FACULDADE DE CIENCIAS FARMACEUTICAS

CAMPUS DE ARARAQUARA

ANALISE QUIMICO-FARMACEUTICA DE
PREPARACOES INJETAVEIS CONTENDO

CEFTAZIDIMA

ANDREIA DE HARO MORENO

Tese apresentada ao Programa de Pos-Graduacdo em Ciéncias
Farmacéuticas, Area de Pesquisa e Desenvolvimento de
Farmacos e Medicamentos, da Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas, UNESP, como parte dos requisitos para a
obtencdo do Titulo de Doutor em Ciéncias Farmacéuticas.

ORIENTADORA: Profa. Dra. Hérida Regina Nunes Salgado

ARARAQUARA - SP

2007



Ficha Catalografica
Elaborada Pelo Servigco Técnico de Biblioteca e Documentacao
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas
UNESP — Campus de Araraquara

M843a

Moreno, Andreéia de Haro
Anaélise quimico-farmacéutica de preparagdes injetaveis contendo
ceftazidima. / Andréia de Haro Moreno. — Araraquara, 2007.

207 f.

Tese (Doutorado) — Universidade Estadual Paulista. “Julio de Mesquita
Filho”. Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas. Programa de P6s Graduacao

em Ciéncias Farmacéuticas
Orientador: Herida Regina Nunes Salgado

1.Validagdo de metodos analiticos. 2.Cefalosporinas. 3.Ceftazidima.
4.Medicamentos (Controle de qualidade). I.Salgado, Hérida Regina Nunes,
orient..1l. Titulo.

CDD: 615.1901

CAPES: 40300005




ANDREIA DE HARO MORENO

ANALISE QUIMICO-FARMACEUTICA DE PREPARACOES
INJETAVEIS CONTENDO CEFTAZIDIMA

TESE APRESENTADA PARA OBTENCAO DO TiTULO DE DOUTOR

COMISSAO EXAMINADORA

Profa. Dra. Hérida Regina Nunes Salgado
Orientador e Presidente

Profa. Dra. Ana Maria Bergold
1° Examinador

Profa. Dra. Adélia Emilia de Almeida
2° Examinador

Profa. Dra. Maria José Vieira Fonseca
3° Examinador

Prof. Dr. Anselmo Gomes de Oliveira
4° Examinador

Aprovado em 06 de dezembro de 2007.



Epigrafe

Tdo bom viver dia a dia...

A vida assim, jamais cansa...

Viver tdo s6 de momentos
Como estas nuvens no céu...

E sé ganhar, toda a vida,

Inexperiéncia... esperanga...

E a rosa louca dos ventos
Presa a copa do chapéu.

Nunca dés um nome a um rio:
Sempre € outro rio a passar.

Nada jamais continua,
Tudo vai recomecar!

E sem nenhuma lembranga
Das outras vezes perdidas,
Atiro a rosa do sonho
Nas tuas mdos distraidas...

Cangdo do dia de sempre
Madrio Quintana
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RESUMO

A ceftazidima € uma cefalosporina semi-sintética de terceira geracdo com grande
atividade antibacteriana, muito usada no tratamento de infeccOes bacterianas frequentes,
incluindo espécies de Proteus e Pseudomonas aeruginosa e foi considerada farmaco de
escolha para infec¢bes graves causadas por espécies de Klebsiella, Enterobacter, Proteus,
Providencia, Serratia e Haemophylus. Entre elas, infec¢Ges biliares, 6sseas e nas articulacdes,
fibrose cistica (infeccBes do trato respiratério), endoftalmites, infeccbes em pacientes
imunodeprimidos (neutropénicos), meningite, peritonite, pneumonia, septicemia, infeccdes da
pele (queimaduras e ulceracdes) e infec¢Bes do trato urinario. As propriedades favoraveis da
ceftazidima sdo penetracdo eficiente na parede celular bacteriana, resisténcia a degradacao
enzimatica pelas bactérias, amplo espectro de atividade, toxicidade muito baixa, extensa
penetracdo nos tecidos, estabilidade metabdlica e baixa taxa de ligacdo a proteinas
plasmaticas. A ceftazidima é de administracdo injetavel como sal sédico ou em solu¢do com
arginina, sendo amplamente distribuida nos tecidos e fluidos; ela atravessa a placenta e é
distribuida no leite materno. A penetra¢do no humor aquoso do olho é relativamente boa apds
administracdo sistémcia de ceftazidima. Ha algumas evidéncias de que concentracGes
suficientes para terapia de infeccdes oculares causadas por microrganismos gram-positivos ou
gram-negativos podem ser obtidas ap6s administracéo sistémica. Apesar de a ceftazidima ser
bem estudada no que se refere a atividade terapéutica e comercializacdo, h4 somente um
método oficial farmacopéico para sua quantificacdo por cromatografia liquida de lata
eficiéncia. Este trabalho apresenta procedimentos para a quantificacdo de ceftazidima em pé
para solucdo injetavel por acidimetria, iodometria, volumetria em meio ndo-aquoso,
cromatografia liquida de alta eficiéncia, espectrofotometria (UV, visivel e infravermelho) e
ensaio microbiologico, fornecendo resultados precisos e exatos, conforme pode ser verificado
na andlise estatistica dos métodos. A degradacéo do farmaco foi seguida de diminuicdo de sua
atividade antimicrobiana, indicando que o farmaco deve ser armazenado protegido da luz e

temperatura apds sua preparagao.

Palavras-chave: validacdo de métodos analiticos; cefalosporinas; ceftazidima; controle de

qualidade.



ABSTRACT

Ceftazidime is a semisynthetic cephalosporin of the third generation with high
antibacterial activity, widely used in the treatment of commonly-occurring bacterial
infections, including indole-positive Proteus species and Pseudomonas aeruginosa and have
been considered to be the drugs of choice for serious infections caused by Klebsiella,
Enterobacter, Proteus, Providencia, Serratia and Haemophylus species. They include biliary-
tract infections, bone and joint infections, cystic fibrosis (respiratory-tract infections),
endophthalmitis, infections in immunocompromised patients (neutropenic patients),
meningitis, peritonitis, pneumonia, septicaemia, skin infections (including burns, ulceration)
and urinary-tract infections. The favorable properties of ceftazidime include efficient
penetration of the bacterial cell wall, resistance to bacterial enzyme degradation, a broad
spectrum of activity, very low toxicity, extensive tissue penetration, metabolic stability, and a
low degree of serum protein binding. Ceftazidime is administrated by injection as the sodium
salt or in solution with arginine and is widely distributed in body tissues and fluids; it crosses
the placenta and is distributed into breast milk. Penetration into the aqueous humor of the eye
is relatively good after systemic administration of ceftazidime. There is some evidence that
concentrations sufficient for therapy of ocular infections due to gram-positive and certain
gram-negative microorganisms can be achieved after systemic administration. Although
ceftazidime has been studied in terms of therapeutic activity and commercialized, there is
only one official pharmacopoeial monograph on its quantification by high performance liquid
chromatography. This work reports the procedures for the quantification of ceftazidime in
powder for injection by acidimetry, iodometry, nonaqueous titration, high performance liquid
chromatography, spectrophotometry (UV, visible and infrared) and microbiological assay,
providing precise and accurate results, which could be verified by statistical methods. The
degradation of the drug was followed by a decrease on its antimicrobial activity, showing the
drug must be stored protected of the light and temperature after its preparation.

Keywords: validation of analytical methods; cephalosporin; ceftazidime; quality control.
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Introdugdo 2

As doencas infecciosas sdo 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 cefalosporinas representam um importante grupo de antimicrobianos na medicina
atual e tém recebido muita atencdo clinica em virtude de sua eficicia no tratamento de
diversas infec¢des, tais como otites, pneumonia, faringites, infecgdes urinarias, de pele, 0ssos

e oportunistas, septicemia além do uso profilatico no pés-operatério (SILVA, 2002).

A ceftazidima é uma cefalosporina de terceira geracdo, semi-sintética, bactericida,
resistente a maioria das B-lactamases. E ativa contra extensa variedade de microrganismos
Gram-negativos, mostrando eficacia contra alguns Gram-positivos, incluindo cepas resistentes
a gentamicina e a outros aminoglicosideos. Possui, ainda, excelente acdo contra Pseudomonas
aeruginosa (OH et al., 2003).

A ceftazidima é comercializada no Brasil na forma de p6 para solugdo injetavel pelo
nome de Ceftazidon® pelo Laboratério Ariston; Cetaz® pelo Laboratorio Unido Quimica;
Fortaz® pelo Laboratério Glaxo Wellcome; Betanex® pelo Laboratorio Biochimica;
Ceftazidima® pelo Laboratério Bergamo; Kefadim® pelo Laboratério Eli Lilly do Brasil e

Tazidem® pelo Laboratorio Eurofarma (PEREIRA, 2002).

Véarios métodos analiticos tém sido propostos para andlise das cefalosporinas em
fluidos biologicos e preparagdes farmacéuticas. Dentre eles, podem ser citados a
cromatografia liquida de alta eficiéncia (LAKINGS; WOZNIAK, 1984; FABRE et al., 1985;
PHELPS et al., 1986; FALKOWSKI; SILBER, 1987; MARUNAKA; MATSUSHIMA;
MANIWA, 1987; DEMOTES-MAINARD et al.,, 1988; SCIACCHITANO; MOPPER,;
SPECCHIO, 1994; OKAMOTO et al., 1996; PEHOURCQ; JARRY, 1998; CAUSON, 2000;
SORENSEN; SNOR, 2000; BAFELTOWSKA et al., 2002; JOHNSON; ALLANSON;
JOSHI, 2002; SHARMA; CHAWLA; PANCHAGNULA, 2002; NASCIMENTO et al., 2003;
SAMANIDOU et al., 2003; ZAJAC et al., 2003; ZIVANOVIC et al., 2004), a
espectrofotometria (GRANNEMAN; SENNELLO, 1982; ABDEL-KHALEK; MAHROUS,
1984; FOGG; ABDALLA, 1985; ISSOPOULOS, 1988, 1989; NAVARRO; LAS PARRAS;
GARCIA, 1991; ZUHRI et al., 1994; AYAD et al., 1999; EL-WALILY et al., 2000; AL-
MOMANI, 2001; MOHAMED, 2001; MARTINEZ; FALCO; CABEZA, 2002; SALEM:;
ASKAL, 2002; SALEM; SALEH, 2002; EL-MAMMLI, 2003; MORELLI, 1988, 2003;
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AMIN; RAGAB, 2004), a polarografia (SENGUN; ULAS; FEDAI, 1985; REDDY; REDDY,
1997), a titrimetria (FOGG; ABADIA; HENRIQUES, 1982), a fluorimetria (KORANY; EL-
SAYED; GALA, 1989; ALY; HEFNAWY; BELAL, 1996; YANG et al., 1996), a
eletroforese capilar (NICKERSON; CUNNINGHAM; SCYPINSKI, 1995; CASTANHEDA,
JULIEN; FABRA, 1996; MRESTANI et al., 1997; GASPAR; ANDRASI; KARDOS, 2002) e
a voltametria (EL-MAALLI; ALI; GHANDOUR, 1994; ALTINOZ et al., 1994; OKKAN et al.,
2000).

Apesar de ser altamente estudada e pesquisada no que concerne a atividade
antimicrobiana, farmacocinética e farmacodindmica, quanto a determinacdo de ceftazidima,
ha poucas metodologias de analise padronizadas em compéndios oficiais e em periddicos de
circulacdo internacional; dentre eles, destacam-se a cromatografia liquida de alta eficiéncia
(MYERS; BLUMER, 1983; RODENAS et al., 1997; GUITTON et al., 1998) e a fluorimetria
(FARREL; ROWELL; CUMMING, 1995). As metodologias descritas em farmacopéias para
a determinacéo de ceftazidima sdo representadas pela cromatografia liquida de alta eficiéncia
(FARMACOPEIA PORTUGUESA, 2002; BRITISH PHARMACOPOEIA, 2005; USP 29,
2006). Pesquisas envolvendo métodos analiticos, sdo de fundamental importancia e altamente
relevantes para otimizar sua analise na industria e garantir a qualidade do produto ja

comercializado.

O presente trabalho tem como objetivos gerais o desenvolvimento e validagcdo de
metodologias de andlise para a ceftazidima, baseado em métodos gerais de andlise para
cefalosporinas, utilizando reacGes especificas para o farmaco de acordo com suas
caracteristicas estruturais e determinar o(s) fator(es) capazes de alterar a estabilidade quimica
de ceftazidima na forma sélida (pd para solucéo injetavel) e em solucdo, conforme descrito e

enumerado abaixo:

1- Desenvolvimento e validacdo de metodologia de analise de ceftazidima através

de espectrofotometria na regido de ultravioleta.

2- Desenvolvimento e validacdo de metodologia de anélise de ceftazidima através
de espectrofotometria na regido de infravermelho.

3- Desenvolvimento e validacdo de metodologia de analise de ceftazidima através

de espectrofotometria na regido do visivel.
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5- Desenvolvimento e validacdo de metodologia de anélise de ceftazidima através

de volumetria em meio ndo-aquoso.

6- Desenvolvimento e validagdo de metodologia de anélise de ceftazidima através

de cromatografia liquida de alta eficiéncia.

7- Desenvolvimento e validacdo de metodologia de andlise microbiolégica de

ceftazidima através de método de difusdo em agar (cilindros em placa).

8- Desenvolvimento e validacdo de metodologia de anélise de ceftazidima através
de acidimetria.

9- Desenvolvimento e validacdo de metodologia de analise de ceftazidima através de

iodometria.

10- Realizacdo de testes de estabilidade de ceftazidima na forma solida (p6 para
solucdo injetavel) e em solucdo (solucBes aquosas) a fim de verificar possiveis degradacdes
desta cefalosporina frente a condicdes e fatores especiais, tais como luz, temperatura e

radiacéo.
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2.1 Cefalosporinas

As cefalosporinas sdo agentes antimicrobianos resistentes as [-lactamases. Séo
utilizadas particularmente no tratamento de infecges bacterianas de diversos tipos e também
para o tratamento de infeccdes cujos agentes antimicrobianos apresentam grande resisténcia
ou em pacientes alérgicos a penicilina (NEU, 1988; PICHICHERO, 2007). Dentre 0s seus
diversos usos, destacam-se os tratamentos de infecgdes causadas por microrganismos Gram-
positivos e Gram-negativos, tais como septicemia, endocardites bacterianas, osteomielites,
pneumonias estafilococicas, otite média, suspeita de bacteremia, infeccGes hospitalares e
infecgBes graves, entre outros (RIBEIRO FILHO, 2000; WOOTEN; PANWALKER, 2001;
STEWART et al., 2006; BASKARAN et al., 2007; BRENT et al., 2007; EAGYE et al., 2007;
FRANCO-VIDAL et al., 2007; NGUYEN et al., 2007; RAJA, 2007).

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 ndo-purificados de culturas desse fungo inibiam o crescimento in vitro de
Staphylococcus aureus e tratavam as infecgdes estafilocdcicas e a febre tiféide nos seres
humanos. Verificou-se que os liquidos das culturas nos quais o fungo da Sardenha era
cultivado continham trés antibi6ticos distintos, que foram denominados cefalosporina P, N e
C. Com o isolamento do nucleo ativo da cefalosporina C, o acido 7-aminocefalosporanico, e
com o acréscimo de cadeias laterais, tornou-se possivel produzir compostos semi-sintéticos
com atividade antibacteriana muito maior que a da substancia original (JAWETZ, 1995;
SILVA, 2002; HARDMAN; LIMBIRD, 2006).

A cefalosporina C contém uma cadeia lateral derivada do acido D-o-aminoadipico,
que é condensado com um sistema de anel diidrotiazina p-lactamico (acido 7-
aminocefalosporanico). Os compostos que contém acido 7-aminocefalosporanico séo
relativamente estdveis em acido diluido e altamente resistentes a penicilinase,
independentemente da natureza de suas cadeias laterais e da sua afinidade com a enzima
(SERTIE; BASILE; SILVA, 1989).

A cefalosporina C pode ser hidrolisada em meio acido originando o acido 7-

aminocefalosporanico. Subsequentemente, esse composto foi modificado pelo acréscimo de
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diferentes cadeias laterais para criar toda uma familia de antibio6ticos da cefalosporina. Parece
que as modificacOes efetuadas na posi¢do 7 do anel B-lactdmico estdo associadas a alteracéo
da atividade antibacteriana, enquanto as substituicGes na posicdo 3 do anel diidrotiazina estéo
associados a alteracbes no metabolismo e nas propriedades farmacocinéticas dos farmacos
(BROOKS; BUTEL; MORSE, 2001). A Figura 1 representa a estrutura do nucleo cefémico

das cefalosporinas.
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Figura 1. Nucleo cefémico.

As cefamicinas sdo semelhantes as cefalosporinas, mas contém um grupo metoxi na
posi¢do 7 do anel B-lactdmico do ndcleo de &cido 7-aminocefalosporanico (HARDMAN;
LIMBIRD, 2003; ROLINSON; GEDDES, 2007).

O crescimento explosivo das cefalosporinas durante a Gltima década desafiou o0s
eventos mais lembrados do passado e estabeleceu um sistema de classificacdo muito
apropriado, descrito por Jawetz (1995), Montgomery (2000), Silva (2002) e Hardman e
Limbird (2006), a classificagdo por geracOes, que baseia-se nas caracteristicas gerais da

atividade antimicrobiana.

As cefalosporinas de primeira geracao, representadas pela cefalotina e cefazolina, tém
boa atividade contra bactérias Gram-positivas e atividade relativamente moderada contra
microrganismos Gram-negativos. A maioria dos cocos Gram-positivos (exceto enterococos, S.
aureus resistente a meticilina e Streptococcus epidermidis) é sensivel. Os anaerdbios da
cavidade oral sdo, em sua maioria, sensiveis, porém o grupo do Bacteroides fragilis ¢
resistente. A atividade contra Moraxella catarrhalis, Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae

e Proteus mirabilis é satisfatéria.
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As cefalosporinas de segunda geracao exibem uma atividade ligeiramente aumentada
contra 0s microrganismos Gram-negativos, mas sdo menos ativas do que os agentes de
terceira geragdo. Um subgrupo de agentes de segunda geracdo (cefoxitina, cefotetano e
cefmetazol) também é ativo contra o grupo do B. fragilis.

As cefalosporinas de terceira geragdo sdo, em geral, menos ativas que as de primeira
geracdo contra cocos Gram-positivos, mas sao muito mais ativas contra as enterobactérias,
incluindo as cepas produtoras de -lactamase. Um subgrupo de agentes de terceira geracdo
(ceftazidima e cefoperazona) também exibe atividade contra P. aeruginosa, porém é menos

ativo do que outros agentes de terceira geragdo contra cocos Gram-positivos.

As cefalosporinas de quarta geracdo, como a cefepima, tém espectro ampliado de
atividade em comparacdo com as de terceira geracdo e exibem maior estabilidade a hidrdlise
por B-lactamases mediadas por plasmideos e cromossomos. Os agentes de quarta geragdo
podem ter utilidade terapéutica particular no tratamento de infec¢bes causadas por bacilos

Gram-negativos aerdbios resistentes as cefalosporinas de terceira geracao.

A resisténcia das cefalosporinas pode estar relacionada com a incapacidade do
antibidtico de atingir seus locais de acédo; a alteragcdes nas proteinas de ligacdo (PBP) que sdo
alvos das cefalosporinas, de modo que os antibidticos ligam-se com menor afinidade; ou a
enzimas bacterianas (B-lactamases) capazes de hidrolisar o anel B-lactamico e inativar a
cefalosporina. O mecanismo de resisténcia mais prevalente as cefalosporinas consiste na
destruicdo desses agentes por hidrolise do anel B-lactamico. Entretanto, as cefalosporinas tém
sensibilidade variavel as -lactamases: entre os agentes de primeira geracdo, a cefazolina é
mais sensivel a hidrélise pela B-lactamase do S. aureus do que a cefalotina. A cefoxitina, a
cefuroxima e as cefalosporinas de terceira geracdo sdo mais resistentes a hidrolise pelas 3-
lactamases produzidas por bactérias Gram-negativas do que as de primeira geracdo. As
cefalosporinas de terceira geracdo sdo sensiveis a hidrolise por B-lactamases induziveis e
codificadas por cromossomos (tipo ). As cefalosporinas de quarta geracdo, como a cefepima,
sdo indutores fracos das B-lactamases do tipo | e sdo menos sensiveis a hidrolise por [3-
lactamases do tipo | do que os agentes de terceira geracdo (JONES; VARNAM, 2002;
GHELDRE et al., 2003; JAMIESON et al, 2003; OH et al., 2003; KIMURA et al., 2004,
BABIC et al., 2006; KIRATISIN et al., 2007; PERILLI et al., 2007; PLASENCIA et al.,
2007; STRATEVA et al., 2007).
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Quanto ao mecanismo de acdo, os antibidticos B-lactdmicos tém a capacidade de matar
as bactérias sensiveis. A parede celular das bactérias é essencial para 0 seu crescimento e
desenvolvimento normais. O peptideoglicano é um componente heteropolimérico da parede
celular, que proporciona estabilidade mecénica rigida em virtude da sua estrutura entrelacada
com alto indice de ligacdo cruzada. Nos microrganismos Gram-positivos, a parede celular tem
uma espessura constituida de 50-100 moléculas, ao passo que, nas bactérias Gram-negativas,
a espessura é constituida apenas de uma ou duas moléculas. O peptideoglicano é constituido
de cadeias de glicano, que consistem em filamentos lineares de 2 aminoacucares alternados
(N-acetilglicosamina e &cido N-acetilmurdmico) com ligacfes cruzadas estabelecidas por
cadeias peptidicas (RANG et al., 2004; HARDMAN; LIMBIRD, 2006; MARTINDALE,
2006).

A biossintese do peptidoglicano descrita por Hardman e Limbird (2006) implica cerca
de 30 enzimas bacterianas e pode ser dividida em trés estagios. O primeiro, que consiste na
formacdo do precursor, ocorre no citoplasma. O produto, o difosfato de uridina (UDP)-
acetilmuramil-pentapeptidio, acumula-se na célula quando os estagios subseqiientes da sintese
sdo inibidos. A Ultima reacdo na sintese desse composto consiste no acréscimo de um
dipeptidio, D-alanil-D-alanina. A sintese do dipeptideo implica racemizagdo prévia da L-
alanina e condensacdo catalisada pela D-alanil-D-alanina sintetase. A D-ciclosserina é uma
analogo estrutural da D-alanina, que atua como inibidor competitivo da racemase e da

sintetase.

Durante as reacGes do segundo estagio, ocorre ligacdo do UDP-acetilmuramil-
pentapeptideo e da UDP-acetilglicosamina (com liberacdo dos nucleotideos de uridina) para

formar um longo polimero.

O terceiro e ultimo estagio implica o término da ligacéo cruzada. Essa etapa € efetuada
através de uma reacdo de transpeptidacdo que ocorre fora da membrana celular. A propria
transpeptidase esta ligada a membrana. O residuo de glicina terminal da fonte de pentaglicina
liga-se ao quarto residuo do pentapeptideo (D-alanina), liberando o quinto residuo (também
D-alanina). Essa Gltima etapa na sintese de peptideoglicano é inibida pelos antibidticos B-
lactdmicos e por antibidticos glicopeptidicos, como a vancomicina. Estereomodelos revelam
que a configuragdo da penicilina ¢ muito semelhante a da D-alanil-D-alanina. A

transpeptidase € provavelmente acilada pela penicilina, ou seja, forma-se aparentemente uma
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enzima peniciloil, com clivagem da ligagdo —CO-N- do anel B-lactdmico. A biossintese

peptidoglicano esta representada na Figura 2.
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Figura 2. Biossintese do peptidoglicano.

Fonte: www.scielo.br/img/revistas/qn/v29n4/30269e1.gif

do

As cefalosporinas sdo excretadas primariamente pelos rins; por conseguinte, € preciso

modificar a posologia em pacientes com insuficiéncia renal. Véarias cefalosporinas penetram

no liquido cefalorraquidiano em concentragdo suficiente para serem Uteis no tratamento

da

meningite. Atravessam a placenta e sdo detectadas em altas concentracdes nos liquidos

sinovial e pericardico. A penetracdo no humor aquoso do olho é relativamente boa apés a

administracao sistémica de agentes de terceira geracdo, enquanto a penetracdo no humor

vitreo é precaria (SILVA, 2002; NICHOLS, 2004; MARTINDALE, 2006).

Os niveis séricos obtidos ap6s a administragdo parenteral sdo elevados e prolongados.

ConcentracOes terapeuticamente ativas sdo detectadas no soro, mesmo 8 a 12 horas apos a

administracao intramuscular ou endovenosa (SILVA, 2002).
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A ceftazidima é um antibiotico B-lactamico semi-sintético de amplo espectro para
administracdo  parenteral. E o  (6R,7R)-7-[[(Z)-2-amino-4-tiazolil)-2-[(1-carboxi-1-
metiletoxi)imino]acetilJamino]-8-oxo-3-[(1-piridinio)metil]-5-tia-1-azabiciclo [4.2.0]-2-

octeno-2-carboxilato penta-hidratado.

A férmula empirica é CH3,NgO12S,, com peso molecular de 636,6 g/mol e encontra-
se descrita em algumas farmacopéias e outras fontes oficiais, tais como Farmacopéia
Portuguesa (2002), British Pharmacopoeia (2005), Martindale (2006), The Merk Index (2006)

e USP 29 (2006). A estrutura quimica da ceftazidima esta representada na Figura 3.

HaC CO,H 5

Figura 3. Estrutura quimica da ceftazidima (CAS 78558-82-8).

A ceftazidima pode ser administrada por via intravenosa ou intramuscular profunda e
encontra-se disponivel em forma de pd anidro, que contém ceftazidima juntamente com
carbonato de sodio, que, apds reconstituicdo, forma-se ceftazidima sddica e libera-se didxido
de carbono. Existe uma formulagédo alternativa, a ceftazidima com arginina, para evitar os
problemas derivados da efervescéncia (MARTINDALE, 2006).

A ceftazidima ndo € metabolizada no organismo, sendo excretada pela urina sob a
forma ativa, através da filtracdo glomerular. Atravessa a placenta rapidamente e é excretada
no leite materno. Na auséncia de inflamacgdo a ceftazidima ndo atravessa com facilidade a
barreira hematoencefalica. Todavia, na vigéncia de inflamacdo das meninges, séo atingidos
niveis terapéuticos de 4 a 20 mg/L ou mais, no liquido cefalorraquidiano (MOUTON et al.,
1997; ADAMIS et al., 2004; ISLA et al., 2007; SADER et al., 2007).
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A meia-vida plasmatica é de 2 horas (NICHOLS, 2004) e o farmaco ndo é
metabolizado, sendo excretado inalterado através da urina em cerca de 24 horas (CONIL et
al., 2007).

Possui acdo bactericida, exercendo seu efeito pela inibicdo das enzimas responsaveis
pela sintese da parede celular, sendo utilizada no tratamento de diversas doengas, como
infeccbes das vias biliares, Osseas, articulares, respiratérias, urinarias, fibrose cistica,
endoftalmites, meningite, peritonite e septicemia, além de infeccbes da pele como
queimaduras, ulceracdo ou gangrena e em pacientes imunodeprimidos ou neutropénicos
(COHEN, 2006; CAVALLO et al.,, 2007; CLARIDGE et al.,, 2007; MARTIN, 2007;
MAYBAUER et al., 2007; ROBERTS et al., 2007). Também ¢ utilizada na profilaxia de
infecgdes cirargicas (MARTINDALE, 2006).

Uma ampla faixa de microrganismos Gram-negativos é susceptivel a ceftazidima in
vitro, incluindo Pseudomonas, enterobactérias e aqueles resistentes a gentamicina e outros
aminoglicosideos, sendo também ativa contra microorganismos Gram-positivos (JAMIESON
et al., 2003; BETHEL et al., 2004; KODYM et al., 2006; HUANG et al., 2007; MAIQUES et
al., 2007; MOUTON et al., 2007). Além disso, é dotada de elevada atividade in vitro, com
estreita faixa de concentracdo inibitéria minima para a maioria dos microrganismos sensiveis.

Abaixo, encontram-se alguns microrganismos sensiveis a ceftazidima:

Gram-negativos aerdbios: Citrobacter freundii e Citrobacter diversus, Enterobacter
cloacae e Enterobacter aerogenes, Escherichia coli, Haemophylus influenzae, Klebsiella
pneumoniae, Neisseria meningitidis, Proteus mirabilis, Proteus vulgaris, Pseudomonas

aeruginosa e Serratia sp.

Gram-positivos aerobios: Staphylococcus aureus, Streptococcus agalactiae,

Streptococcus pneumoniae, Streptococcus pyogenes.

Anaerobios: Bacteroides fragilis, Acinetobacter sp, Clostridium dificile,
Haemophylus parainfluenzae, Morganella morganii, Neisseria gonorrhoeae, Peptococcus sp,
Peptostreptococcus sp, Providencia rettgeri, Salmonella spp, Shigella sp, Staphylococcus

epidermidis, Yersinia enterocolitica.

Outros: Pseudomonas aeruginosa, Streptococcus faecalis, Listeria monocytogenes,

Campylobacter sp.
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Quanto as interacdes medicamentosas, foi relatado nefrotoxicidade apos a
administracdo concomitante de cefalosporinas com antibidticos aminoglicosideos ou
diuréticos potentes como a furosemida. A fungéo renal deve ser cuidadosamente monitorada
devido ao potencial nefrotdxico e ototoxico dos antibioticos aminoglicosideos, especialmente
se forem necessarias altas doses de aminoglicosideos ou se a terapia for prolongada. Se
houver a necessidade de administracdo concomitante de cloranfenicol deve ser considerada a
possibilidade de antagonismo (SILVA, 2002; ADAMIS et al., 2004; MARTINDALE, 2006).

A experiéncia clinica mostrou que a ceftazidima €, de uma forma geral, bem tolerada.
As reacOes adversas sdo pouco freqientes, incluindo flebite ou tromboflebite apés
administracdo endovenosa, dor e/ou inflamacdo ap6s a administracdo intramuscular, erupgéo
maculopapular, febre, prurido e, mais raramente, angiedema e anafilaxia (broncoespasmo e/ou
hipotensdo), diarréia, ndusea, vomito, dor abdominal e mais raramente inflamacéo bucal ou
colites, candidiase, vaginites, cefaléia, tontura, parestesia e sensacdo de gosto desagradavel.
Tém sido relatados casos de sequela neuroldgica, como tremor, mioclonia, convulsdes e
encefalopatias em pacientes com disfungdo renal. As alteracfes laboratoriais (transitorias)
incluem eosinofilia, teste de Coombs positivo (sem hemolise), trombocitose e elevagdo
discreta de uma ou mais das enzimas hepaticas. A exemplo das demais cefalosporinas podem
ser observados ocasionalmente aumentos transitorios da uréia sanguinea e no nitrogénio
ureico e/ou na creatinina sérica (MOUTON et al., 1997; SILVA, 2002; MARTINDALE,
2006).

2.2 Estabilidade de farmacos

A maioria dos farmacos estd sujeita a alguma forma de decomposicdo quimica,
particularmente em formulagfes liquidas. Uma das consequéncias da degradacdo € que
preparacdes medicamentosas envelhecidas ndo apresentam mais a atividade desejada. Além
disso, elas podem também exibir manifestacGes fisicas de decomposi¢cdo como descoloracéo
que frequentemente segue a fotodegradacéo ou, mais seriamente, porém ndo muito freqlente,

podem conter produtos de decomposicgéo prejudiciais.
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A estabilidade de produtos farmacéuticos pode ser definida como a capacidade de
determinada formulacdo, num recipiente especifico (sistema fechado) manter suas
especificacdes fisicas, quimicas, microbioldgicas, terapéuticas e toxicologicas. A estabilidade
também pode ser definida como o periodo a partir da data de fabricacdo e empacotamento da
formulacdo até que a sua atividade quimica e biologica ndo seja menor que um nivel
predeterminado de poténcia rotulada e suas propriedades fisicas ndo tenham mudado

apreciavelmente e de forma deletérica (VADAS, 2004).

Garantias de que o produto empacotado estard estavel pela sua vida de prateleira
precisa vir de um acumulo de dados validos sobre o farmaco em sua bula, incluindo
parametros seletivos que, tomados em conjunto, formam o perfil de estabilidade. Embora
existam excecdes, 90% das poténcias descritas em rétulos geralmente sdo reconhecidas como
o0 nivel minimo de poténcia aceitavel (FLORENCE; ATTWOOD, 2003).

Para prever o tempo de estocagem (validade) de um farmaco deve-se, principalmente,
entender a cinética do processo de sua decomposicao. Estas reacdes podem ser classificadas
em varias “ordens” e calcula-se a constante de velocidade para uma reacgdo, quando submetida

a uma seérie de condi¢Ges ambientais.

Métodos para acelerar a decomposicdo de farmacos, usando temperaturas elevadas,
sdo examinadas para se prever sua estabilidade nas condicdes requeridas de estocagem, a
partir das medidas desses estudos. Embora esses experimentos nao substituam o0s
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 formulacao
que possua estabilidade aceitavel (WATERMAN; ADAMI, 2005). Desta forma, € comum
expO-lo a condigOes de temperatura, umidade e intensidade de luz que se conhece, da

experiéncia, que provavelmente causam a decomposicao deste.

Condicoes elevadas de estresse aumentam a deterioracdo do produto e, portanto,
reduzem o tempo necessario para o teste. 1sso permite que mais dados sejam coletados em um
tempo curto, 0 que, por sua vez, permite que formulagdes ndo satisfatorias sejam eliminadas
nas etapas iniciais de um estudo, reduzindo, assim, o tempo necessario para que um produto

de sucesso seja langado no mercado.
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Além disso, a comercializagdo do produto industrializado implica em transporte por
longas distancias, muitas vezes em condigdes climaticas variadas, e tempo de armazenamento
maior, fatores importantes que podem interferir na estabilidade de um farmaco. Mesmo
farmacos estaveis quando sujeitos a simples técnicas de manipulacdo podem sofrer

transformacdes quando alta tecnologia é utilizada.

Assim, torna-se necessario o0 estudo da estabilidade das preparacfes farmacéuticas em
todas as suas formas de apresentacdo, para que se possa garantir a identidade, pureza,
inocuidade, poténcia e eficacia do produto até o momento de sua utilizacdo e estabelecer por
quanto tempo, desde 0 momento de sua producdo essas caracteristicas podem ser mantidas
(NUDELMAN, 1975).

Segundo Ansel, Popovich e Allen (2000), pode-se avaliar cinco tipos de estabilidade:

Estabilidade quimica: cada componente contido na preparacdo, ativo ou nao,
permanece inalterado quimicamente, mantendo sua integridade e poténcia rotulada, dentro

dos limites especificados.

Estabilidade fisica: as propriedades fisicas originais, como aspecto, cor, odor, sabor,
uniformidade, solubilidade, sdo mantidas por um tempo determinado.

Estabilidade microbiolégica: manutencdo da esterilidade ou resisténcia ao
crescimento microbiano, mantida de acordo com requerimentos especificados e aplicacdo do
produto. Os agentes antimicrobianos que estdo presentes mantém sua efetividade dentro dos

limites especificados.

Estabilidade terapéutica: o efeito terapéutico ou farmacodindmico permanece

inalterado dentro do periodo de vida util.
Estabilidade toxicoldgica: ndo ocorre nenhum aumento significativo da toxicidade.

Muitos fatores afetam a estabilidade do produto farmacéutico, incluindo a interagéo
potencial entre 0s componentes ativos e inativos, o processo de fabricacdo, a forma
farmacéutica, o recipiente de armazenamento e as condi¢cbes do ambiente encontradas durante
0 transporte, armazenamento e manipulacédo, além do tempo entre a fabricacéo e o uso (GIL;
BATISTA FILHO, 2005).
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O estudo da influéncia do pH na velocidade de degradacdo em formulacgdes liquidas é
um dos parametros mais importantes e também o mais investigado. Se a velocidade de
hidrolise de um farmaco € medida em pH diferentes, usando para isto uma serie de solugcdes
tampdes adequadas, pode-se determinar o perfil da relagdo pH/velocidade através da
construgdo de um gréafico empregando as constantes de velocidade de hidrolise em funcéo do
pH (VADAS, 2004). Entretanto, além da estabilidade, outros fatores dependem do pH, entre
eles, a solubilidade e a biodisponibilidade; assim, o uso de tampdes deve respeitar, além dos
aspectos citados, a biocompatibilidade com a via de administracdo (GIL; BATISTA FILHO,
2005).

O aumento da temperatura normalmente causa um aumento significativo na
velocidade de hidrdlise de farmacos em solucgdo, fato considerado um efeito positivo nos
estudos experimentais de estabilidade de farmacos, conduzidos a temperaturas altas (60 ou
80°C), porque a velocidade de hidrolise sendo maior, pode ser medida mais facilmente
(FLORENCE; ATTWOOD, 2003). A temperatura acelera todos os tipos de reagcdes quimicas,
podendo também causar evaporacdo e, conseqlientemente, concentracdo ou sedimentagdo do
farmaco no medicamento. Em contrapartida, oscilagdes de temperatura podem ainda
viabilizar mudancas de reticulo cristalino decorrentes de polimorfismo (GIL; BATISTA
FILHO, 2005). De modo geral, a velocidade da reacdo de degradacdo de um farmaco duplica
ou triplica para cada 10°C de aumento da temperatura (FERREIRA, 2002).

Outro fator relacionado com a estabilidade de farmacos em preparagdes farmacéuticas
é a forca ibnica. Freqlientemente necessita-se adicionar eletrélitos nas solugdes para controlar,
por exemplo, sua tonicidade (FLORENCE; ATTWOOD, 2003). Dessa forma, € preciso
observar os efeitos que eles possam ter sobre a estabilidade, seja por incompatibilidade fisica
(floculacdo por interferéncia no potencial zeta nas suspensdes) seja por incompatibilidade
quimica (reacOes de precipitacdo ou catalise).

O solvente também pode interferir na estabilidade, uma vez que muitos farmacos sao
susceptiveis a hidrolise e podem ser estabilizados na formulacdo, quando possivel, em
solugcBes ndo-aquosas. A razdo pela qual a mudanca para solvente ndo-aquoso €
freqlientemente bem-sucedida em reduzir a hidrélise € explicada em termos da constante
dielétrica (FLORENCE; ATTWOOD, 2003). Os solventes mais comumente utilizados sdo
etanol, glicerol ou propilenoglicol (FERREIRA, 2002). Deve-se, entretanto, avaliar a

biocompatibilidade sempre que recorrer a essas alternativas (GIL; BATISTA FILHO, 2005).
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O oxigénio molecular, uma vez que esta envolvido em muitos esquemas de oxidag&o,
pode ser usado para verificar se um farmaco esta sujeito a degradacdo oxidativa. 1sso pode ser
feito estocando solugdes do farmaco em ampolas contendo oxigénio e, entdo, comparar a sua
velocidade de decomposicdo com solucdes semelhantes do farmaco estocadas sob nitrogénio
ou didxido de carbono (NUDELMAN, 1975).

A presenca de tensoativos em formas micelares tem um efeito modificador na
velocidade de hidrolise de farmacos. A grandeza do efeito depende da diferenca na constante
de velocidade, quando o farmaco estd em solucdo aquosa e solubilizado dentro da micela, e
também da extensdo da solubilidade (FLORENCE; ATTWOOD, 2003). Por sua vez, havendo
compatibilidade quimica, a velocidade de degradacdo de um farmaco pode aumentar ou
diminuir caso este se dissolva dentro da micela. A extensdo dessa protecdo depende da
polaridade do farmaco, ou seja, quanto mais lipofilico, maior a probabilidade deste se

concentrar no centro da micela.

A adsorcdo da umidade afeta a estabilidade dos farmacos, principalmente os
higroscopicos ou que, decompondo, resultam em compostos higroscopicos. E importante
minimizar o acesso a umidade durante a manufatura e a estocagem de farmacos, sendo que a
selecdo da embalagem correta pode contribuir para minimizar este acesso (PUGH, 2005). Em
formulages liquidas, os efeitos deletéricos da dgua podem ser reduzidos, substituindo-a total
ou parcialmente por veiculos ndo-aquosos compativeis e em formulacbes sélidas sua agédo
pode ser minimizada pelo controle da umidade relativa no ambiente de producgéo, da
utilizacdo de dessecantes na embalagem ou a selegédo da embalagem (KITAMURA et al.,
1990).

A luz também esté relacionada com a degradacdo de muitos farmacos susceptiveis a
fotodecomposicdo, uma vez que a luz pode prover a energia necessaria para uma reagao de
degradacdo. Os efeitos da luz podem ser minimizados acondicionando-se o produto em
embalagens foto-resistentes, tais como vidro ou plastico ambar, plastico escuro, embalagem
de aluminio, entre outros (TONNESEN, 2001).

Embora de uma forma bem menos pronunciada, 0s excipientes também podem afetar a
degradacdo de farmacos, principalmente pelo aumento do conteudo da umidade na
preparacdo, e 0 efeito da umidade na estabilidade do farmaco depende do seu grau de

interacdo com a mesma (KALINKOVA, 1999). Ha relativamente pouco tempo que se
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conhece a importancia dos diluentes, lubrificantes, aglutinantes e desintegrantes sobre a
estabilidade dos comprimidos, assim como a influéncia dos excipientes considerados inertes
sobre a estabilidade de outras formas farmacéuticas: solugdes, emulsdes e pomadas. Foi
comprovado que esses ‘“componentes inertes” podem aceler a degradacdo quimica do
principio ativo, causando modificagdes em suas caracteristicas farmacotécnicas, como tempo
de desagregacdo, tempo de dissolugéo, friabilidade, dureza; podem influenciar de outra forma
a biodisponibilidade do medicamento modificando suas possibilidades de absorcdo, ou
provocando mudancas organolépticas indesejaveis (NUDELMAN, 1975).

Existem varios mecanismos de degradacdo das moléculas dos farmacos, todavia os
processos de instabilidade mais comuns sdo por hidrélise, oxidacdo, decomposicdo, pirdlise,
fotolise, interacdes, efeitos de substituintes, entre outros. Além disso, 0S processos
degradativos também podem ocorrer devido ao meio de reacdo, ou seja, as reacdes podem ser
em fase homogénea (fase gasosa, em solucdo ou estado solido) ou em fase heterogénea (gas-
liquido, liquidos imisciveis, gas-solido, liquido-sélido, mistura de sélidos) (NUDELMAN,
1975). Embora muitos desses processos possam ser observados através de mudancgas de
coloracgdo, formacgéo de precipitados e evolucdo de gases, a maioria das incompatibilidades
quimicas resultantes de interacbes que promovem alteracdes ou rearranjos moleculares ndo
sdo visivelmente observaveis (GIL; BATISTA FILHO, 2005).

A hidrélise € um processo de solvolise no qual a molécula de uma substancia interage
com moléculas de &gua, degradando-a; envolve o ataque pela dgua das ligacOes labeis de
moléculas do farmaco dissolvidas, resultando em mudangas moleculares (THOMPSON,
2006).

O processo hidrolitico é provavelmente a causa mais importante e freqliente de
degradacéo de farmacos, devido ao grande nimero de fArmacos com grupamentos funcionais
susceptiveis, principalmente ésteres e amidas. Obviamente, o volume de agua presente pode
exercer um efeito profundo na taxa de uma reacdo de hidrdlise, frequientemente catalisada por
ions hidrogénio ou hidroxila (VADAS, 2004).

A oxidacéo envolve a remocdo de um atomo eletropositivo, radical ou elétron, ou a
adicdo de um atomo eletronegativo ou radical. Muitas oxidagGes farmacéuticas sao reacdes
em cadeia que procedem bem lentamente sob a influéncia do oxigénio molecular, embora

tracos de metais pesados como os ions cuprico, cromico, ferroso e férrico podem catalisar

Andréia de Haro Moreno



Reviséo bibliografica 19

reacOes de oxidacdo (LACHMAN; DE LUCA; AKERS, 2001). A oxidacgdo pode ser inibida
por antioxidantes, chamados catalisadores negativos; sdo muito eficazes na estabilizacdo de
produtos que sofrem uma reagdo em cadeia mediada por radicais livres. Essas substancias
podem sofrer degradacédo preferencial ou agir como inibidores de cadeias de radicais livres
devido a apresentarem um potencial de oxidagdo menor que o ingrediente ativo
(THOMPSON, 2006). Substancias fendlicas, aminas aromaticas e esterdides estdo entre 0s

farmacos mais susceptiveis de sofrerem hidrolise.

A fotodegradacdo é a catalise pela luz de reacfes de degradacao tais como a oxidagdo
ou a hidrolise (TONNESEN, 2001). A captacdo de luz por uma molécula produz sua ativacao
a partir da qual a molécula ativada pode emitir energia de freqiiéncia diferente da recebida

(fluorescéncia ou fosforescéncia) ou ainda provocar a decomposicdo das moléculas (fotdlise).

As reacOes de fotodegradacdo dependem da intensidade e do comprimento de onda da
luz; quanto maior a intensidade e o comprimento de onda, maior sera a velocidade e o grau de
fotodegradacdo; portanto, a luz ultravioleta € mais deletérica que a luz visivel (ANSEL,;
POPOVICH; ALLEN, 2000; LACHMAN; DE LUCA; AKERS, 2001).

Os compostos mais sensiveis a radiacdes sdo aqueles que apresentam grupos
cromoforos como nitro, nitroso, cetona, sulfona, dupla ou triplice ligacéo. A sensibilidade sera
tanto maior quanto maior for o nimero desses cromoforos na molécula e, especialmente, se
estiverem conjugados, permitindo a interacdo entre os elétrons livres. As reacOes catalisadas
por radiacdes envolvem rupturas de ligacOes, oxidagOes, isomerizacgdes, polimerizacdes,
rearranjos e racemizagdes (NUDELMAN, 1975).

A racemizacédo pode ser definida como a acdo ou processo de modificar um composto
opticamente ativo para um composto racémico ou mistura opticamente inativa das
correspondentes formas dextrdgira e levogira (VADAS, 2004). Se a molécula do farmaco
possui somente um centro quiral, o processo de racemizacdo direciona para a formagéo de
uma mistura 50:50 dos dois isdbmeros. Caso exista mais de um centro quiral na molécula, um

isdbmero pode ser favorecido mais do que o outro (THOMPSON, 2006).

A polimerizagdo é o processo pelo qual duas ou mais moléculas idénticas se
combinam para formar uma molécula complexa. Tais substancias poliméricas mostram-se

com capacidade altamente antigénica em animais e sdo consideradas participantes no
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desenvolvimento de reacdes alérgicas (FLORENCE; ATTWOOD, 2003). Este processo

ocorre durante o armazenamento e solu¢Ges aquosas concentradas de amino-penicilinas.

A administracdo da ceftazidima é realizada por infusdo ou injecdo intravenosa. As
solugdes para infusdo sdo preparadas e estocadas, devendo por isso ser estimada a estabilidade
do principio ativo quanto ao tipo de solvente, temperatura, concentracdo do farmaco, tempo
de estocagem e tipo de frasco (ARSENE et al., 2002).

Frascos de vidro sdo os de preferéncia, mas frascos de cloreto de polivinila (PVC) e
polipropileno (PP) também s&o extremamente utilizados. O cloreto de polivinila forma cloreto
de hidrogénio e dioxinas quando incinerados e muitos farmacos sdo incompativeis com o
cloreto de polivinila devido aos fenbmenos de adsorcdo sofridos por eles (ARSENE et al.,
2002).

Segundo os autores, a piridina, produto de degradacdo da ceftazidima, aparece em
concentracdes consideradas elevadas quando o farmaco é estocado em frascos de cloreto de

polivinila e de polipropileno, mas ndo em frascos de vidro (ARSENE et al., 2002).

Assim, torna-se extremamente importante investigar a possivel presenca ou formagéo
de compostos de degradacdo ou possiveis fendmenos de inativacdo do farmaco através de

estudos de estabilidade das formulacdes.

Na revisdo bibliografica sobre a estabilidade da ceftazidima ou de farmacos com
estruturas quimicas semelhantes, encontram-se alguns trabalhos, sendo a maioria realizada
com o produto acabado e visando verificar possiveis incompatibilidades em misturas de

diferentes formulagdes.

A fotoestabilidade da ceftazidima foi objeto de estudo de alguns autores. Strom, Fox e
Ward (1992) verificaram a estabilidade de solugdes contendo ceftazidima submetidas a luz
fluorescente em temperaturas de 4°C e 24°C durante 24, 72 e 168 horas. As solucdes
mantiveram-se estaveis por 4 horas em temperatura ambiente e 8 horas no refrigerador.
Inagaki e colaboradores (1992) também verificaram a estabilidade de solucdes de ceftazidima
frente a exposicdo a luz fluorescente em temperatura de 24°C, e o farmaco foi determinado
por cromatografia liquida de alta eficiéncia imediatamente e ap0s 1, 2 e 4 horas de exposicao.

O farmaco mostrou-se estavel num periodo méximo de 4 horas de exposi¢éo.
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A estabilidade da ceftazidima em solucdo em diferentes temperaturas foi verificada
por varios autores (MARBLE; BOSSO; TOWNSEND, 1986; PENNELL; ALLINGTON;
CHANDLER, 1991; RIVERS; WEBSTER, 1995; CHOI; JOHNSON; JACOBSON, 1997;
HALL et al., 1997). 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). Manduru e colaboradores (1996) e Roger, Arruda e Haverstick (1996)
estudaram a estabilidade das solu¢es em temperatura de 37°C, posteriormente analisadas por
cromatografia liquida de alta eficiéncia, obtendo um periodo médio de estabilidade de 2 horas.

Porém, quando armazenadas a 4°C, mantiveram-se estaveis por até 12 dias.

Bosso, Prince e Fox (1994) e Mason, Johnson e O’Brien (1992) estudaram a
estabilidade de solucdes de ceftazidima em funcdo de diferentes valores de pH. A literatura
sugere que a degradagdo € minima na faixa de pH de 4,5 a 6,5 (AZHOU; NOTARI, 1995) e
0s autores determinaram o farmaco nas solucdes, o qual mostrou-se estavel num periodo de 8

a 16 horas.

Arsene e colaboradores (2002) compararam a degradacdo da ceftazidima em solugédo
em embalagens plasticas e de vidro em diferentes condi¢bes de temperatura e tempo de
exposicdo. 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).

Messerschmidt (1990) estudou a estabilidade de ceftazidima em pé (formulacéo
extemporanea para injetaveis) armazenada em temperatura ambiente e protegida da luz. Os
resultados mostraram a degradacdo do farmaco, sugerindo que as preparacdes 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 preparacdo p6 para solucéo
injetavel quando armazenada em temperatura de 25°C.

Os requisitos para o estudo de estabilidade e constituicdo da data de validade séo
apresentadas nas Current Good Manufacturing Practices, na Farmacopéia Americana (USP
29, 2006) e nas diretrizes do FDA.

No Brasil, segue a Resolugédo RE n° 1, de 29 de julho de 2005 da ANVISA (Agéncia

Nacional de Vigilancia Sanitaria), que dispGe sobre o Guia para a Realizacdo de Estudos de
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Estabilidade (BRASIL, 2005). O objetivo comum desses guias é fornecer as bases e diretrizes
para planejamento correto de protocolos de estudos de estabilidade e determinacéo de prazo

de validade.

Segundo a referida resolucédo, prazo de validade € a data-limite para utilizagcdo de um
produto farmacéutico definida pelo fabricante, com base nos seus respectivos testes de
estabilidade, mantidas as condi¢fes de armazenamento e transporte estabelecidos. Ja teste de
estabilidade é um conjunto de testes projetados para obter informacges sobre a estabilidade de
produtos farmacéuticos visando definir seu prazo de validade e periodo de utilizagdo em

embalagens e condi¢bes de armazenamento especificadas.

Os pontos abordados no guia de estudos de estabilidade incluem plano de amostragem,
condigBes experimentais ou ambientais, como estudo de estabilidade acelerado, de longa
duracdo e de acompanhamento, além do estudo de fotoestabilidade, freqiiéncia dos testes,
tolerancia nas condi¢bes de armazenamento e normas para elaboracdo do relatorio de

estabilidade.

Segundo a mesma resolugéo, o prazo de validade de um produto a ser comercializado
no Brasil é determinado por um estudo de estabilidade de longa duracdo de acordo com
parametros definidos, como forma farmacéutica, condi¢cGes de armazenamento e embalagem.
As embalagens de material impermeavel ndo sdo submetidas a condi¢des de umidade relativa
elevada (somente as semi-permedaveis) e as temperaturas de exposicdo sdo determinadas de

acordo com as condicOes de armazenamento de cada produto farmacéutico.
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3.1 Descrigao

Nome genérico: ceftazidima (CAS 78558-82-8).

Nome quimico: (6R,7R)-7-[[(Z)-2-amino-4-tiazolil)-2-[(1-carboxi-1-metiletoxi)imino]acetil]
amino]-8-oxo-3-[(1-piridinio)metil]-5-tia-1-azabiciclo[4.2.0]-2-octeno-2-carboxilato penta-
hidratado.

Formula quimica: C,,H22NgO7S; . 5H,0
Massa molecular: 636,65 g/mol

Propriedades fisico-quimicas: pd cristalino, branco ou quase branco, pouco sollvel na dgua e
no metanol e praticamente insolvel na acetona e no alcool; dissolve-se em solucdes acidas e
alcalinas (FARMACOPEIA BRITANICA, 2005; FARMACOPEIA PORTUGUESA, 2000;
THE MERCK INDEX, 2006; USP 29, 2006).

Categoria: antimicrobiano
Classe: cefalosporina
pKa: 1,9; 2,7 e 4,1 (ARSENE et al., 2002)

Nomes comerciais no Brasil: Ceftazidon®, Fortum®, Fortaz®, Kefadin®, Betanex®,
Ceftazidima®, Cetaz®, Taziden®.

3.1.1 Substancia quimica de referéncia

Foi utilizada ceftazidima, substancia de referéncia, com teor estimado em 99,98% e
identificada pelo nimero de lote 03073321, gentilmente fornecida pelo Laboratorio Ariston

Industria Quimica e Farmacéutica Ltda (Séo Paulo, Brasil).

3.1.2 Forma farmacéutica

Foi utilizado ceftazidima pO para solucdo injetavel, equivalente a 1000 mg de

ceftazidima para 10 mL de solucdo diluente, sob o nimero do lote 8652A com o nome
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comercial de Ceftazidon®, gentilmente fornecida pela Ariston Industria Quimica e

Farmacéutica Ltda (S&o Paulo, Brasil).

3.2 Analise qualitativa

3.2.1 Caracteristicas fisicas

A ceftazidima substancia de referéncia descrita no item 3.1.1 foi avaliada visualmente

em relagéo ao aspecto, cor e odor.

3.2.2 Solubilidade

Transferiram-se 25,0 mg de ceftazidima substancia de referéncia para tubos de ensaio
acrescentando aliquotas crescentes de cada solvente, sob agitacdo até completa solubilizagéo.
O ensaio foi realizado a 25°C e a solubilidade indicada de acordo com o descrito na Farm.
Bras. (1988). Os solventes utilizados foram: acetato de etila, acetona, acido cloridrico 0,1 M,
agua, cloroférmio, diclorometano, etanol absoluto, etanol 96%, hidroxido de sédio 0,1 M,
isopropanol, metanol, 1-propanol e toluol. Os reagentes utilizados foram todos de grau

analitico.

3.2.3 Determinacéo da faixa de fuséo

A faixa de fusdo foi determinado na substancia de referéncia, descrita no item 3.1.1,
utilizando equipamento automatico STUART Cientific SMP1 (Staffordshire, UK). A amostra,
previamente dessecada, 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

determinacéo simultanea utilizando-se até trés capilares.
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3.2.4 Determinacéo de umidade

A ceftazidima substancia de referéncia foi exatamente pesada em pesa-filtros
previamente tarados e dessecados em estufa NOVA ETICA Modelo 400/5ND (S&o Paulo,
Brasil) durante 3 horas a 60°C a vacuo, com pressdo ndo excedendo 5 mm de mercurio. Antes
da pesagem os pesa-filtros foram dispostos em dessecador contendo silica-gel como
substancia dessecante até atingirem a temperatura ambiente. O processo foi repetido até peso
constante e a perda em peso foi calculada em porcentagem. As anélises foram realizadas em
triplicata utilizando-se cerca de 500 mg em cada determinacdo, conforme procedimento
preconizado na monografia do farmaco (BRITISH PHARMACOPOEIA, 2005;
FARMACOPEIA PORTUGUESA, 2000; USP 29, 2006) e para substancias antibioticas,
Método 1, da Farmacopéia Brasileira (1988).

3.2.5 Residuo pela incineracéo

A substancia de referéncia foi exatamente pesada em cadinhos de porcelana
previamente tarados e dessecados em forno mufla COEL LW modelo 2000 (S&o Paulo,
Brazil) a 800°C. Antes da pesagem os cadinhos foram dispostos em dessecador para atingirem
a temperatura ambiente. O processo foi repetido até peso constante e o residuo calculado em
porcentagem. As analises foram realizadas em triplicata utilizando-se cerca de 1,0 g de

amostra em cada determinagéo.

3.2.6 Espectrofotometria na regido ultravioleta

Os espectros de absorcdo na regido ultravioleta foram obtidos na regido entre 200 a
400 nm com auxilio de Espectrofotémetro UV-Vis JAS.CO modelo 7800 (Columbia, USA),
empregando cubetas de quartzo de 1 cm de caminho dptico. A substancia de referéncia e a
amostra foram solubilizadas em diversos solventes, todos de grau analitico, na concentracdo
de 10 pg /mL descritos a seguir: agua, metanol, hidroxido de sédio 0,1 M e acido cloridrico
0,1 M.
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3.2.7 Espectrofotometria de absorcéo na regido de infravermelho

Os espectros foram obtidos com auxilio de espectrofotdometro SHIMADZU FTIR,
modelo 3000 (Columbia, USA), pesando 10 mg de ceftazidima substancia de referéncia e
quantidade equivalente de ceftazidima no medicamento (p6 para solugdo injetdvel) em

pastilhas de 250 mg de brometo de potassio dessecado.

3.2.8 Anélise térmica

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 Quimica da Universidade Estadual
Paulista, Araraquara, SP.

A faixa de temperatura utilizada foi de 0 a 800 °C, sob atmosfera dindmica de ar
(vazdo de 90 mL/min) e de nitrogénio (vazdo de 90 mL/min), razdo de aquecimento de
10°C/min e massa de amostra (ceftazidima) de aproximadamente 5 mg. A amostra foi
acondicionada em cadinho de aluminio hermeticamente fechado, e como substancia de

referéncia foi utilizado Al,Os.

3.2.9 Reac0es de identificacéo

Considerando a estrutura quimica da ceftazidima, representada na Figura 3, foram
realizadas reacdes para caracterizacdo estrutural do farmaco, principalmente para
identificacdo do anel P-lactamico (cefalosporina) e da piridina. Porém, uma das etapas
preliminares para os procedimentos analiticos € a degradacdo hidrolitica do antimicrobiano
(MARTINEZ; FALCO, CABEZA, 2002).

O ensaio de degradacao consiste na hidrélise acida ou alcalina do farmaco quando uma

solucdo aquosa do mesmo e aquecida até ebulicdo durante cerca de 20 minutos, em meio
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acido ou alcalino. Para tanto, foram pesados 20 mg do farmaco e dissolvidos com 10 mL de
solucdo de &cido sulfarico 4,5 M. A solucdo foi aquecida até a ebulicdo em banho-maria
durante 20 minutos. Apos, arrefeceu-se e neutralizou-se com solugéo de hidroxido de sodio
6,0 M e o volume foi completado com agua destilada em um frasco de 100 mL (MARTINEZ;
FALCO, CABEZA, 2002).

3.2.9.1 Caracterizacéo de cefalosporinas

A literatura destaca varios métodos para determinacdo de cefalosporinas e outros
compostos B-lactdmicos baseados na complexacdo do reagente com o farmaco, originando
compostos coloridos que podem ser determinados visivel ou espectrofotometricamente, como
as reacdes com cloridrato de hidroxilamina, ninidrina, vanadato de aménio, molibdato de
amonio, &cido fosfomolibdico, 2-nitrofenilhidrazina, imidazol, acetilacetonaformaldeido,
nitrato de cobalto, cromotrope 2B, sulfato de cério e amonio, ions ferro (I11), ions cobre (I1),
acido picrico, 2-dinitrofenol, p-nitrfenol, fenilhidrazina e outros (MARTINEZ; FALCO;
CABEZA, 2002; NAVARRO, LAS PARRAS; GARCIA, 1991; ZUHRI et al., 1994).

Foram selecionadas trés reacdes de caracteriza¢do de cefalosporinas: ensaio com ions

ferro (111), com ions cobre (1) e com molibdato de amonio.
As solucgdes foram preparadas com reagentes de grau analitico.
Solucéo de H,SO,4 0,8 M: foram adicionados 48 mL de H,SO, R em 1,0 L de agua destilada.

Solucéo de H,SO4 25 % (v/v): juntou-se 1 parte de &cido sulfurico R em 3 partes de agua
destilada, sob resfriamento e com as devidas protec¢des individuais.

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

mL de agua destilada.

Solucéo de Ferro (111) 0,01 M: foram pesados 4,040 g de Fe(NO3)3.9H,0 em 1,0 L de H,SO4
0,8 M.

Solugdo de molibdato de amonio 2%: foram dissolvidos 20,0 g de molibdato de amdnio em
1,0 L de agua destilada.

Solucéo de neocuproina 0,01 M: foram dissolvidos 520 mg de neocuproina em 250 mL de

etanol.
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Solugéo de o-fenantrolina 0,02 M: foram dissolvidos 3,965 g de o-fenantrolina em 1,0 L de

solugéo tampado citrato pH 4,2.

Solugdo tampdao citrato pH 4,2: foram dissolvidos 1,910 g de acido citrico em 900 mL de
agua destilada. O pH da solucéao foi ajustado a 4,2 com solu¢do de NaOH 0,5 M e o volume

completado com agua destilada para 1,0 L.

Na execucdo do ensaio, os testes foram realizados em tubos e a identificacdo baseada

na observacéo visual (aparecimento de coloracéo ou precipitado).

Na reacdo com ions ferro (111), em 1,0 mL das solucbes da substancia de referéncia e
da amostra degradadas, conforme procedimento discutido anteriormente, foram adicionados
1,0 mL de solucéo de ferro (I11) 0,001 M e 0,5 mL da solucdo de o-fenantrolina 0,02 M. Apds,

verificou-se o desenvolvimento da coloracdo produzida.

Na reacdo com molibdato de aménio, em 10 mL das solugfes da substancia de
referéncia e da amostra degradadas, conforme discutido anteriormente, foram adicionados 1
mL da solucdo de H,SO, 25 % (v/v) e 5 mL da solucdo de molibdato de aménio 2 %.
Procedeu-se ao aquecimento em banho-maria termostatizado durante 30 minutos. Apds,

arrefeceu-se e verificou-se o desenvolvimento da coloragéo produzida.

Na reacdo com ions cobre (I1), foram adicionados 1 mL de solucéo de cloreto de cobre
0,005 M e 1 mL de solucdo de neocuproina 0,01 M a solucgdes de ceftazidima a 30 mg/mL
preparardas em tampéo citrato pH = 4,2. Procedeu-se ao aquecimento em banho-maria

durante 10 minutos e arrefeceu-se.

Estes ensaios de identificacdo foram realizados também utilizando outras amostras de
compostos B-lactdmicos, como amoxicilina, ampicilina, cefalexina e cefuroxima, a fim de

comprovar a presenga do referido anel B-lactamico.

3.2.9.2 Caracterizacéo de piridina

Dentre as cefalosporinas comercializadas, a ceftazidima apresenta em sua estrutura
quimica uma molécula de piridina, conforme verificado na Figura 3. Reagfes especificas de

determinacdo de piridina tornam o ensaio de identificacdo de ceftazidima seletivo quando
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comparado com as demais cefalosporinas, uma vez que praticamente todas respondem aos
ensaios gerais de identificagdo (MARTINEZ; FALCO; CABEZA, 2002).

A literatura destaca a classica reacdo da piridina com o0 reagente cromogénico
bromocianogénio na presenca de aminas primarias aromaticas, tais como anilina ou o-tolidina,
resultando na formacgédo de bases de Schiff coloridas (amarelas), que constituem a base de
numerosos ensaios colorimétricos para determinacdo de piridina e seus derivados (FEIGL,
1966). Destaca ainda a reacdo da piridina com o bromocianogénio na presenca de solucéo de
acido barbitarico, resultando em compostos de coloracdo rosea (JUNGREIS, 1984). Segundo
0S autores, a reacdo requer a abertura hidrolitica do anel de piridina com a formacdo de
aldeido glutacdnico, o que ocorre imediatamente apds a adicdo de bromocianogénio (Reacéo
1); o aldeido glutacénico condensa-se com aminas priméarias aromaticas (Reacdo 2) ou acido
barbitirico (Reacdo 3), resultando em compostos coloridos (amarelo ou résea,

respectivamente). As reacdes envolvidas encontram-se descritas abaixo:

Reacéo 1:

N
=

CN-Br + + 2H,0 — OH-CH=CH-CH=CH-CHO + NH),CN + HBr

piridina aldeido glutaconico

Reacdo 2:
OH-CH=CH-CH=CH-CHO + NH;R — RHN-CH=CH-CH=CH-CH=RN + 2H,0

aldeido glutacdnico amina aromatica composto colorido

Andréia de Haro Moreno



Material e métodos 31

Reacéo 3:
H
o N /O
OH-CH=CH-CH=CH-CHO + NH -
O
aldeido glutacénico acido barbitdrico composto colorido

As solucdes utilizadas foram preparadas em capela com reagentes de grau analitico:

Solucdo de &cido barbitarico 0,3 % (p/v): foram dissolvidos 300 mg de acido barbitarico em
agua destilada, com auxilio de leve aquecimento e completou-se 0 volume com agua destilada

em baldo volumétrico de 100 mL.

Solucdo de anilina 2,5 % (v/v): foram adicionados 2,5 mL de anilina R em etanol R para 100

mL.

Solucéo de bromo 1 N: foram dissolvidos 10 g de brometo de sddio e 2,80 g de bromato de
potassio em 30 mL de agua. Juntou-se 1 mL de HCI R e completou-se o volume com &gua

para 100 mL. Preparada em capela.

Solucdo de bromocianogénio: foi adicionada, gota a gota e sob resfriamento, a solucdo de
cianeto de potéssio 5% (p/v) a solugdo de bromo 1 N até o desaparecimento da coloracdo
amarela. Esta solucdo deve ser preparada recentemente e armazenada sob refrigeragéo.

Cuidados foram tomados porque é muito toxico.

Solucdo de cianeto de potassio 5% (p/v): foram dissolvidos 5 g de cianeto de potassio em

agua destilada para 100 mL de solucéo. Preparada em capela.

Na execugdo do ensaio, os testes foram realizados em tubos e a identificagdo baseada

na observacéo visual (aparecimento de coloracdo ou formagéo de precipitado).

Para a reacdo com anilina, juntou-se a 2,0 mL de solucGes de ceftazidima substancia
de referéncia e amostra, previamente degradadas, 0,5 mL de solugdo de anilina 2,5 % (p/v) e
0,5 mL de solugdo de bromocianogénio. Verificou-se o desenvolvimento de coloragéo,

através da comparacéo entre os tubos padréo e amostra.
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Para a reagdo com &cido barbiturico, juntou-se a 2,0 mL de solucdes de ceftazidima
substancia de referéncia e amostra, previamente degradadas, 0,5 mL de solugdo de acido
barbitarico 0,3 % (p/v) e 0,5 mL de solugdo de bromocianogénio. Verificou-se o

desenvolvimento de coloragéo através da comparacao entre os tubos padréo e amostra.

3.2.10 Cromatografia em camada delgada

A literatura ndo descreve metodologia para identificacdo de cefalosporinas por
cromatografia em camada delgada, apenas o ensaio de substancias aparentadas (BRITISH
PHARMACOPOEIA, 2005; FARMACOPEIA PORTUGUESA, 2002; USP 29, 2006) que
utiliza como fase mével uma mistura de 6 volumes de butanol, 26 volumes de solugdo tampéo
de acetato de sodio 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.

As placas utilizadas para a identificacdo foram preparadas com silica-gel 60F (20 x 10
cm) com espessura de 0,25 mm e ativadas a 105 °C por 1 hora em estufa. Para o preparo das
solucdes da substancia de referéncia e da amostra, foram dissolvidos massas equivalentes a 50
mg da substancia de referéncia e da amostra em dimetilformamida R e os volumes
completados para 25 mL com o mesmo solvente. O sistema eluente utilizado foi butanol:
tampdo acetato de sodio pH 4.5: acetato de etila: acido acético glacial (6:26:32:32, vIvVIViv),

sendo todos os solventes utilizados de grau analitico.

Na execucdo do ensaio, primeiramente o sistema eluente foi colocado para a saturacéo
da cuba. As solugdes, preparadas no dia da analise, foram aplicadas em quantidade de 10 uL
transferida para a placa com a utilizacdo de pipetador automatico. Depois, a placa foi
colocada na cuba para elui¢do dos compostos. Posteriormente, a placa foi retirada da cuba de

vidro, para secagem com corrente de ar quente e observacao a luz ultravioleta em 254 nm.
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3.3 Analise quantitativa

3.3.1 Meétodo de analise microbiologica

3.3.1.1 Procedimentos preliminares

A partir de parametros especificados em ensaios com outras cefalosporinas (BARRY;
THORNSBERRY, 1991; FARMACOPEIA Brasileira, 1988), foram realizados testes
preliminares para padronizar as condicdes a serem utilizadas, verificando parametros como
microrganismo, meio de cultura, solucdo diluente, concentracdes do inéculo e do farmaco,

entre outros, conforme demonstrado na Tabela 1.
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Tabela 1. Parametros utilizados para a avaliacdo de ceftazidima por ensaio microbioldgico —

método de difusdo em agar — cilindros em placas.

Parametros Descricao

Microrganismo Staphylococcus aureus ATCC 6538

Staphylococcus epidermidis ATCC 12228

Brain-heart Infusion Agar (BHI)

Meios de cultura

Meio n° 1 de Grove-Randall
Meio n° 2 de Grove-Randall

Tryptic Soy Agar (TSA)

Solucdo diluente

Agua destilada
Solucdo tampaéo fosfato pH 6.0

Solucéao tampao fosfato pH 8.0

Concentracéo da solucéo padréo

2,0; 4,0 e 8,0 pg/mL
8,0; 12,0 € 16,0 pg/mL

100,0; 200,0 e 400,0 pg/mL

Concentracdo do indculo

0,5 %
1,0%

2,0 %

Temperatura de incubagéo

35+2°C

Tempo de incubacao

16 horas
18 horas

21 horas

Solucdo diluente inicial

Agua destilada
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3.3.1.2 Padronizacdo do método

A partir dos resultados obtidos com os diferentes microrganismos e meios de cultura
foi possivel estabelecer os pardmetros para a realizacdo do doseamento microbiologico
(Tabela 2). A padronizacdo do ensaio foi realizada utilizando-se técnica descrita para outros
agentes antimicrobianos (FDA, 1996; FARMACOPEIA Brasileira, 1988).

Tabela 2. Pardmetros fixados na padronizacdo de ceftazidima no ensaio microbioldgico —

método de difusdo em agar — cilindros em placa.

Parametros Descricéo
Microrganismo Staphylococcus epidermidis ATCC 12228
Meios de cultura Meio n° 1 de Grove-Randall

Meio n° 2 de Grove-Randall

Solucdo diluente Solucao tampao fosfato pH 6.0
Concentracdo da solucéo padréo 100,0; 200,0 e 400,0 pg/mL
Concentracdo do indculo 0,5%
Temperatura de incubacao 35+ 2°C
Tempo de incubagéo 21 horas
Solucao diluente inicial Agua destilada

3.3.1.3 Preparo das solugdes de ceftazidima substancia de referéncia

Foram transferidos 100,0 mg de ceftazidima substancia de referéncia, exatamente
pesados, para baldo volumétrico de 100 mL e dissolvidos em &gua destilada para obtencédo de
solugdo com 1 mg/mL. Desta solucdo, foram tomadas aliquotas de 1,0; 2,0 e 4,0 mL e
transferidas para baldes volumétricos de 10 mL, completando o volume com solugdo tampé&o
fosfato pH 6.0, obtendo as concentracdes de 100,0; 200,0 e 400,0 pug/mL.
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3.3.1.4 Preparo das solucdes de ceftazidima na forma farmacéutica

A partir do volume de solugdo injetavel utilizado para a extragdo, foi pesado o
equivalente a 100,0 mg e dissolvidos em &gua para obtencéo de solucdo a 1,0 mg/mL. Desta
solucdo, foram tomadas aliquotas de 1,0; 2,0 e 4,0 mL e transferidos para baldes volumétricos
de 10 mL, completando o volume com solucdo tampéao fosfato pH 6,0, obtendo as soluc¢des de
concentragdo de 100,0; 200,0 e 400,0 pg/mL.

3.3.1.5 Material

No doseamento microbiolégico, foram utilizados os meios n° 1 de Grove-Randall
(Merck) para a manutengdo dos microrganismos em tubos com meio inclinado e para a
preparacdo e padronizacdo do inoculo e meio n°® 2 de Grove-Randall como camada base. Os
meios de cultura e a solucao tampao utilizados foram esterilizados, previamente, em autoclave

a 121°C, durante 15 minutos. Todos os reagentes utilizados foram de grau analitico.

Foram empregadas placas de Petri com 20,0 mm de altura x 100,0 mm de didametro
externo x 10,0 mm de altura. Estes materiais, assim como a vidraria ndo volumétrica, foram

esterilizados em estufa.

3.3.1.6 Preparo do in6culo

Os microrganismos-teste Staphylococcus epidermidis ATCC 12228 foram mantidos
em meio inclinado n° 1, de manutencdo por 24 horas e repicado para solucdo fisioldgica
utilizada para a padronizacdo do in6culo realizado em fotocolorimetro a 580 nm com
transmitancia de 25 + 2% (Farm. Bras., 1988). Apés a padronizacéo, o in6culo foi utilizado a
0,5 % em meio n° 1 de Grove-Randall, mantido em banho a 47 + 1°C. Todos 0s meios de
cultura e solucdes tampao e fisiologica foram esterilizados em autoclave a 121°C durante 15

minutos.
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3.3.1.7 Ensaio

Foram utilizadas 12 placas de Petri para o doseamento de ceftazidima em po para
solucgéo injetavel. Em capela de fluxo laminar, foram transferidos com auxilio de pipetador

automatico, 21 mL de meio n° 2 de Grove-Randall para a camada base em cada placa.

Apdbs a solidificacdo desta camada, foram adicionados por meio de um pipetador
automatico, 4 mL de meio n°® 1 de Grove-Randall com inéculo a 0,5 % (v/v). Apls a
solidificacdo da camada semeada, foram distribuidos 6 cilindros de aco inoxidavel por placa
(6 placas), que receberam, com auxilio de pipetador automatico, respectivamente, 200 pL das
solucOes descritas nos itens 3.3.1.3 e 3.3.1.4 em cada cilindro. As placas foram incubadas a 35
+ 2°C e apo6s 21 horas realizadas as medidas dos didmetros dos halos de inibicdo com auxilio
de um paquimetro digital Starrett, modelo 799 (S&o Paulo, Brasil).

3.3.1.8 Curva analitica

A reta foi construida em grafico logaritmo da concentracdo versus didmetro dos halos
de inibicdo, com as médias dos diametros de cada uma das concentra¢es da substancia de

referéncia. A curva foi construida utilizando o programa Excel 98.

3.3.1.9 Célculo da poténcia do medicamento

A poténcia do medicamento foi calculada pela equacdo de HEWITT (1977). Os
ensaios foram realizados em dias diferentes, durante seis dias consecutivos dividindo-os em

ensaio I, 11, 111, IV, V e VI, sendo cada ensaio a média de seis determinagdes.

Equacéo 1: T/R (%) = Antilog M x 100

M=Fb b=El
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Na qual:

F=1/3 [(A1+ Az'l' Ag) — (P1+P2+P3)]
I = logaritmo da razéo das doses

E = % [(As+P3) — (A1+P1)]

3.3.1.10 Teste de recuperacao

O teste de recuperacdo foi realizado com o objetivo de determinar a exatiddo do
método proposto (AOAC, 1990; USP 29, 2006).

3.3.1.10.1 Preparo das solugoes

O teste de recuperacdo no doseamento microbioldgico é realizado da mesma forma
que para o doseamento das solucdes amostra, com a diferenca que, a solugdo amostra é
adicionada de padrdo em concentracdo conhecida.

No desenvolvimento do teste de recuperacdo do doseamento microbioldgico foram
padronizados valores de 5, 10 e 20 % de substancia de referéncia adicionada, acima dos 100%
preconizados. Neste ensaio, preparou-se uma solucdo de substancia de referéncia com
concentragdo de 1000 pug/mL pesando-se 100,0 mg de substancia de referéncia em 100 mL de
agua destilada. Desta soluc¢do, foi transferida uma aliquota de 25,0 mL para baldo volumétrico
de 50 mL, completando-se o volume com solugdo tampédo pH 6,0 e obtendo-se concentracéo
final de 500 pug/mL. A solugéo amostra foi preparada pesando-se o equivalente a 100,0 mg de
ceftazidima e dissolvidos em &gua num baldo volumétrico de 100 mL. As solugbes para o
teste de recuperacdo foram preparadas da seguinte forma: para a recuperacdo 1 foram
transferidos volumes de 1,0; 2,0 e 4,0 mL da solucdo amostra para cada baldo volumétrico de
10 mL. A partir da solugdo da substancia de referéncia de 500 ug/mL foram transferidos
analiticamente 0,1; 0,2 e 0,4 mL para os baldes volumétricos de 10 mL contendo a solucéo

amostra e completou-se o volume com tampéo fosfato pH 6,0.
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Para a recuperacdo 2 foram transferidos volumes de 1,0; 2,0 e 4,0 mL da solucédo
amostra para cada baldo volumétrico de 10 mL. A partir da solucdo substancia de referéncia
de 500 pg/mL foram transferidos analiticamente 0,2; 0,4 e 0,8 mL para os balGes
volumetricos de 10 mL contendo a solugcdo amostra e completou-se o volume com tampé&o
fosfato pH 6,0.

Para a recuperacdo 3 foram transferidos volumes de 1,0; 2,0 e 4,0 mL da solucéo
amostra para cada baldo volumétrico de 10 mL. A partir da solucdo substancia de referéncia
de 500 pg/mL foram transferidos analiticamente 0,4; 0,8 e 1,6 mL para os baldes
volumétricos de 10 mL contendo a solugdo amostra e completou-se o volume com tampéo
fosfato pH 6,0.

Desta forma, obtivemos as seguintes concentragdes tedricas:
Para o teste de recuperagédo 1: 105,0; 210,0 e 420,0 ug/mL, representando os 5 % adicionados.

Para o teste de recuperagdo 2: 110,0; 220,0 e 440,0 ug/mL, representando os 10 %

adicionados.

Para o teste de recuperacdo 3: 120,0; 240,0 e 480,0 ug/mL, representando os 20 %

adicionados.

Apos a execucdo do ensaio, as placas foram colocadas em estufa incubadora a 35 +
2°C. Apoés 21 horas, foram realizadas as medidas dos didmetros dos halos de inibicdo ao
centésimo de milimetro, com auxilio de paquimetro. A poténcia do antimicrobiano foi
calculada pela equagdo de HEWITT (1977) e a partir do valor encontrado da poténcia dos

ensaios de recuperagéo.

3.3.1.10.2 Calculo do teste de recuperagdo

A percentagem de recuperacdo (R%) é calculada através da expressdo descrita pela
AOAC (AOAC, 1990):

Equagao 2: R% = [(Pe-Pa)/Pp] . 100
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Na qual:
Pe = poténcia da substancia de referéncia + amostra
Pa = poténcia da amostra

Pp = poténcia da substancia de referéncia adicionada

3.3.2 Espectrofotometria na regido do ultravioleta

O espectro na regido ultravioleta foi obtido utilizando-se equipamento
Espectrofotémetro UV-Vis JAS.CO modelo 7800 (Columbia, USA) e cubetas de quartzo de 1
cm de caminho 6ptico. A leitura foi feita entre 200 e 400 nm. Foram preparadas solucdes de
ceftazidima a 10 pug/mL em &gua destilada, devido a este solvente haver sido escolhido
durante a comparagdo dos espectros em varios solventes, e as leituras foram realizadas a

255,5 nm conforme procedimento descrito no item 3.2.6.

3.3.2.1 Realizacdo da curva de Ringbom

Foram pesados analiticamente 100,0 mg de ceftazidima substancia de referéncia,
previamente dessecada em estufa a 105 °C durante 2 horas, e transferidos para baldo
volumétrico de 100 mL, completando-se o volume com &gua destilada. Uma aliquota de 5,0
mL foi transferida para baldo volumétrico de 100 mL para obtengdo de uma solucdo de
concentragdo de 50 ug/mL em agua destilada. A partir desta solugcdo foram transferidas
aliquotas para obtengdo de curva de Ringbom com 18 pontos de concentracfes crescentes,
com auxilio de pipetador automético. Os volumes foram completados com agua destilada em
balGes volumétricos de 10 mL, obtendo-se solugdes com concentragdes de 0,5 a 30,0 ug/mL

de ceftazidima.
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3.3.2.2 Obtencao da curva analitica

Para obtencédo da curva analitica foi preparada uma solucgéo de ceftazidima substancia
de referéncia a 50 ug/mL conforme realizado no item 3.3.2.1 e & partir desta solucdo foram
transferidas aliquotas com auxilio de pipetador automatico para obtencdo de solugdes com

concentragdes de 7,0 a 14,0 ug/mL de ceftazidima substancia de referéncia.

3.3.2.3 Determinacéao de ceftazidima no medicamento

3.3.2.3.1 Preparo da solugéo de ceftazidima substancia de referéncia

Foram transferidos volumes de 2,0 mL de solucdo de ceftazidima substancia de
referéncia com concentracdo de 50,0 ug/mL para baldo volumétrico de 10 mL. O volume foi
completado com agua destilada para obtencao de uma solugdo com concentracdo 10,0 ug/mL.

Este procedimento foi realizado em triplicata.

3.3.2.3.2 Preparo da solugéo de ceftazidima amostra

Foram pesadas 20 ampolas de ceftazidima p6 para solucdo injetavel para a
determinacdo do peso médio. Uma quantidade de pO equivalente a 3 pesos médios foi
exatamente pesada e transferida para baldo volumétrico de 1000 mL. O volume foi
completado com &gua destilada para obtencdo de solugdo de concentracdo teorica de 3,0
mg/mL. Uma aliquota de 5,0 mL foi transferida para um baldo volumétrico de 150 mL

completando o volume com agua destilada, obtendo solucdo de concentracdo de 100,0 ug/mL.

A partir desta solucéo foi transferida uma aliquota de 1,0 mL para baldo volumétrico

de 10 mL e o volume foi completado com agua destilada, obtendo solucdo de concentracédo

final de ceftazidima de 10,0 ug/mL

As leituras foram realizadas em espectrofotdmetro a 255,5 nm, utilizando-se cubeta de

quartzo com 1 cm de espessura e agua destilada como branco.
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3.3.2.4 Célculos

A concentracéo da solugdo amostra foi obtida pela equacéo 3:

Equacéo 3:

Na qual:

Ca=Aa.Csr/Asr

Ca = concentragdo da amostra (ug/mL)

Csr = Concentracdo da substancia de referéncia (ug/mL)

Aa = Absorvancia da amostra

Asr = Absorvancia da substancia de referéncia

O teor percentual de ceftazidima na amostra foi calculado pela equagéo 4:

Equacéo 4:

Na qual:

Ca = concentragdo de ceftazidima encontrada na amostra (ug/mL)

Ct = concentracdo de ceftazidima tedrica na amostra (mg)

Ca% =Cp . 100/ Ct
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3.3.2.5 Teste de recuperacao

3.3.2.5.1 Preparo das solugdes

Foram analiticamente pesados 100,0 mg de ceftazidima substancia de referéncia e
transferidos para baldo volumétrico de 100 mL para o preparo da solucdo de ceftazidima
substancia de referéncia com concentragdo de 1000 pug/mL. Desta solucéo, foi tomada uma
aliquota de 5,0 mL e transferida para baldo volumétrico de 100 mL e completado o volume
com &gua destilada, obtendo-se concentracéo de 50,0 ug/mL. A solucdo amostra foi preparada
com concentracdo 100,0 pug/mL, a partir da solucéo de ceftazidima p6 para solucéo injetavel a

1000,0 ug/mL, preparada pela dissolugéo de 127,2 mg de p6é em 100 mL de agua destilada.

Para o ensaio de recuperacdo foram transferidas aliquotas de 3,0 mL da solucdo
amostra para bal@es volumétricos de 25 mL denominados: A, R, R, e Rs. Foram adicionados
1,0; 2,0 e 3,0 mL da solucéo de ceftazidima substancia de referéncia em concentracdo de 50,0

ug/mL, nos balbes R;, R, e R, respectivamente.

Para o preparo da solucdo padréo foram transferidos 6,0 mL de solucédo de ceftazidima
substancia de referéncia de 50,0 ug/mL para um baldo de 25 mL, completando o volume com

agua destilada e obtendo solucao de concentracdo final de 12,0 ug/mL.

Os volumes nos balGes foram completados com &gua destilada, obtendo-se

concentragdes de 12,0; 14,0; 16,0 e 18,0 ug/mL para os baldes A, R;, R, e Rs.

3.3.2.5.2 Célculo do teste de recuperacao

A percentagem de recuperacdo (R%) foi calculada através da expressdo descrita pela
Association of Official Analytical Chemists (AOAC, 1990):

Equagéo 5: R% = [Cf - Cu) / Ca] . 100
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Na qual:
Cf = concentragdo da substancia de referéncia + concentragdo da amostra
Cu = concentracdo da amostra

Ca = concentracao da substancia de referéncia adicionada

3.3.3 Espectrofotometria na regido do visivel

3.3.3.1 Metodologia empregando bromocianogénio e anilina

O espectro na regido visivel foi obtido utilizando-se equipamento Espectrofotémetro
UV-Vis JAS.Co modelo 7800 (Columbia, USA) e cubetas de quartzo de 1 cm de caminho
optico. A leitura foi feita entre 400 e 700 nm. Foram preparadas solucdes de ceftazidima a 30
ug/mL em agua destilada, devidamente adicionada dos demais reagentes responsaveis pelo

desenvolvimento da coloragédo, conforme citado no item 3.2.9.2.

3.3.3.1.1 Realizacdo da curva de Ringbom

Foram pesados analiticamente 100,0 mg de ceftazidima substancia de referéncia,
previamente dessecada em estufa a vacuo durante 2 horas, e transferidos para baldo
volumeétrico de 100 mL, completando-se o volume com &gua destilada. Uma aliquota de 10,0
mL foi transferida para baldo volumétrico de 100 mL para obtencdo de uma solugdo de
concentracdo de 100 ug/mL em &gua destilada. A partir desta solugdo foram transferidas
aliquotas para obtencdo de curva de Ringbom com 18 pontos de concentracdes crescentes,

com auxilio de pipetador automatico.

Foram adicionados em cada bal&o, 500 uL de solugéo de anilina 2,5 % (v/v) e 500 uL
de solucdo de bromocianogénio. Os volumes foram completados com &gua destilada em
balGes volumétricos de 10 mL, obtendo-se solugdes com concentragdes de 0,5 a 80,0 ug/mL

de ceftazidima.

Andréia de Haro Moreno



Material e métodos 45

3.3.3.1.2 Obtencao da curva analitica

Para obtencédo da curva analitica foi preparada uma solucgéo de ceftazidima substancia
de referéncia a 100,0 ug /mL conforme realizado no item 3.3.3.1.1 e a partir desta solucéo
foram transferidas aliquotas com auxilio de pipetador automatico para obtencdo de solucdes

com concentragdes de 10,0 a 50,0 ng/mL de ceftazidima substancia de referéncia.

Foram adicionados em cada baldo 500 pL de solugdo de anilina 2,5 % (v/v) e 500 pL

de solucdo de bromocianogénio e o volume foi completado para 10 mL com &gua destilada.

3.3.3.1.3 Determinacao de ceftazidima nos medicamentos

3.3.3.1.3.1 Preparo da solugéo de ceftazidima substancia de referéncia

Foram transferidos volumes de 3,0 mL de solucdo de ceftazidima substancia de
referéncia com concentracdo de 100,0 ug/mL para baldo volumétrico de 10 mL. Adicionaram-
se 500 uL de solucdo de anilina 2,5 % e 500 puL de solugdo de bromocianogénio. O volume
foi completado com agua destilada para obtencdo de uma solucdo com concentracdo 30,0

ug/mL. Este procedimento foi realizado em triplicata.

3.3.3.1.3.2 Preparo da solugéo de ceftazidima amostra

Foram pesados 20 frascos de ceftazidima pO para solucdo injetavel para a
determinacdo do peso médio. Uma quantidade de pd equivalente a 3 pesos médios foi
exatamente pesada e transferida para baldo volumétrico de 1000 mL. O volume foi
completado com agua destilada para obtencdo de solucdo de concentracdo tedrica de 3,0
mg/mL. Uma aliquota de 1,0 mL foi transferida para um baldo volumétrico de 10 mL

completando o volume com agua destilada, obtendo solucdo de concentragdo de 300 0 pug/mL.
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A partir desta solugdo foi transferida uma aliquota de 1,0 mL para baldo volumétrico
de 10 mL, adicionaram-se 500 uL de solucdo de anilina 2,5 % (v/v) e 500 pL de
bromocianogénio e o volume foi completado com &gua destilada, obtendo solugdo de

concentragéo final teodrica de ceftazidima de 30,0 ug/mL

As leituras foram realizadas em espectrofotbmetro a 465 nm, utilizando-se cubeta de
quartzo com 1 cm de caminho Optico e agua destilada adicionada dos reagentes solucdo de

anilina 2,5 % (v/v) e bromocianogénio como branco.

3.3.3.1.4 Calculos

A concentragéo da solugdo amostra foi obtida pela equacéo 6:

Equacéo 6: Ca=An.Csr/ Ak

Na qual:

Ca = concentragdo da amostra (ug/mL)

Csr = Concentracao da substancia de referéncia (ug/mL)
Aa = Absorvéancia da amostra

Asr = Absorvancia da substancia de referéncia

O teor percentual de ceftazidima na amostra foi calculado pela equagao 7:

Equagdo 7: Ca% = Ca . 100/ Ct
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Na qual:
Ca = concentragdo de ceftazidima encontrada na amostra (ug/mL)

Ct = concentracdo de ceftazidima tedrica na amostra (mg)

3.3.3.1.5 Teste de recuperacao

3.3.3.1.5.1 Preparo das solucoes

Foram analiticamente pesados 100,0 mg de ceftazidima substéncia de referéncia e
transferidos para baldo volumétrico de 100 mL para o preparo da solucdo de ceftazidima
substancia de referéncia com concentracdo de 1000 ug/mL. Desta solugdo, foi tomada uma
aliquota de 1,0 mL e transferida para baldo volumétrico de 100 mL e completado o volume
com agua destilada, obtendo-se concentracdo de 10,0 ug/mL. A solucdo amostra foi preparada
com concentracdo 100,0 ug/mL, a partir da solucéo de ceftazidima p6 para solucéo injetavel a

1000,0 ug/mL, preparada pela dissolugéo de 127,2 mg de p6 em 100 mL de agua destilada.

Para 0 ensaio de recuperacdo foram transferidas aliquotas de 3,0 mL da solucdo
amostra para bal6es volumétricos de 10 mL denominados: A, R;, R, e Rs. Foram adicionados
1,5; 3,0 e 6,0 mL da solucéo de ceftazidima substancia de referéncia em concentracdo de 10,0

ug/mL, nos baldes R, R, e R3, respectivamente.

Para o preparo da solucdo padréo foram transferidos 3,0 mL de solucéo de ceftazidima
substancia de referéncia de 100,0 ug/mL para um baldo de 10 mL, completando o volume

com agua destilada e obtendo solugdo de concentragéo final de 30,0 ug/mL.

Os volumes nos baldes foram completados com &gua destilada apds a adi¢do de 500
uL de solucdo de anilina 2,5 % (v/v) e 500 uL de solugdo de bromocianogénio, obtendo-se

concentragdes de 30,0; 31,5; 33,0 e 36,0 ug/mL para os balGes A, Ry, R, e R3,
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3.3.3.1.5.2 Célculo do teste de recuperacao

A percentagem de recuperacdo (R%) foi calculada através da expressao descrita pela
Association of Official Analytical Chemists (AOAC, 1990):

Equagdo 8. R% = [Cf - Cu) / Ca] . 100

Na qual:
Cf = concentracdo da substancia de referéncia + concentracdo da amostra
Cu = concentracdo da amostra

Ca = concentracao da substancia de referéncia adicionada

3.3.3.2 Metodologia empregando neocuproina como agente complexante

O espectro na regido visivel foi obtido utilizando-se equipamento Espectrofotémetro
UV-Vis JAS.Co modelo 7800 (Columbia, USA) e cubetas de quartzo de 1 cm de caminho
optico. A leitura foi feita entre 400 e 700 nm. Foram preparadas solucdes de ceftazidima a 30
ug /mL em tampéo citrato pH 4,2, devidamente adicionada dos demais reagentes responsaveis
pelo desenvolvimento da coloragdo, conforme descrito no item 3.2.9.1. O preparo das
solugdes utilizadas encontra-se descrito abaixo, sendo o0s reagentes obtidos da Merck
(Darmstadt, Alemanha).

3.3.3.2.1 Realizagéo da curva de Ringbom

Foram pesados analiticamente 100,0 mg de ceftazidima substancia de referéncia,

previamente dessecada em estufa a vacuo durante 2 horas, e transferidos para baldo
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volumétrico de 100 mL, completando-se o volume com 4&gua destilada, obtendo-se
concentragdo de 1000,0 ug/mL, utilizada para a obtencéo das concentracdes de 10,0 a 70,0
ug/mL. Desta solugdo, foi tomada uma aliquota de 10,0 mL e transferida para baldo
volumetrico de 100 mL e completado o volume com agua destilada, obtendo-se concentragédo
de 100,0 ug/mL, utilizada para a obtencdo das concentracfes de 1,0 a 70,0 ug/mL. A partir
destas solugbes foram transferidas aliquotas para obtengdo de curva de Ringbom com 18

pontos de concentragdes crescentes, com auxilio de pipetador automatico.

Foram adicionados em cada baldo 1,0 mL de solucdo de neocuproina 0,01 M e 1,0 mL
de solucdo de cloreto de cobre (I1) 0,005 M. Os volumes foram completados com solugéo
tampdo citrato pH 4,2 em balGes volumétricos de 10 mL, obtendo-se solucdes com
concentragdes de 1,0 a 70,0 ug/mL de ceftazidima. Em seguida, as solucdes resultantes foram
aquecidas em banho-maria (40 °C) durante 10 minutos e arrefecidas para a leitura. O branco
foi preparado utilizando-se 1,0 mL de solucao de neocuproina 0,01 M e 1,0 mL de solucdo de
cloreto de cobre (1) 0,005 M. O volume foi completado com solugédo tampéo citrato pH 4,2
em baldo volumétrico de 10 mL e a solucdo aquecida em banho-maria (40 °C) durante 10

minutos e arrefecida para a leitura.

3.3.3.2.2 Obtencao da curva analitica

Para obtencdo da curva de calibracdo foi preparada uma solucdo de ceftazidima
substancia de referéncia a 1000,0 ug/mL conforme realizado no item 3.3.3.2.1 e & partir desta
solucdo foram transferidas aliquotas com auxilio de pipetador automatico para obtencao de

solucBes com concentragdes de 15,0 a 40,0 ug/mL de ceftazidima substancia de referéncia.

Foram adicionados em cada baldo 1,0 mL de solugdo de neocuproina 0,01 M e 1,0 mL
de solucdo de cloreto de cobre (Il) e o volume foi completado para 10 mL com solucdo
tampdo citrato pH 4,2. As solugdes foram aquecidas em banho-maria (40 °C) durante 10

minutos e arrefecidas para a leitura.
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3.3.3.2.3 Determinacéo de ceftazidima no medicamento

3.3.3.2.3.1 Preparo da solugéo de ceftazidima substancia de referéncia

Foram transferidos volumes de 300,0 uL de solucdo de ceftazidima substancia de
referéncia com concentracdo de 1000,0 ug/mL para baldo volumétrico de 10 mL. Adicionou-
se 1,0 mL de solucdo de neocuproina 0,01 M e 1,0 mL de solugdo de cloreto de cobre (II)
0,005 M. O volume foi completado com solugdo tampdo pH 4,2 para obtencdo de uma
solugdo com concentracdo 30,0 ug/mL. A solucdo foi aquecida em banho-maria (40°C)

durante 10 minutos e arrefecida para a leitura. Este procedimento foi realizado em triplicata.

3.3.3.2.3.2 Preparo da solugéo de ceftazidima amostra

Foram pesadas 20 ampolas de ceftazidima p6 para solucdo injetavel para a
determinacdo do peso médio. Uma quantidade de p6 equivalente a 3 pesos médios foi
exatamente pesada e transferida para baldo volumétrico de 1000 mL. O volume foi
completado com &gua destilada para obtencdo de solugdo de concentracdo tetrica de 3,0
mg/mL. Uma aliquota de 1,0 mL foi transferida para um baldo volumétrico de 10 mL

completando o volume com agua destilada, obtendo solucdo de concentracdo de 300,0 ug/mL.

A partir desta solucdo foi transferida uma aliquota de 1,0 mL para baldo volumétrico
de 10 mL, adicionou-se 1,0 mL de solucdo de neocuproina 0,01 M e 1,0 mL de solucdo de
cloreto de cobre (I1) 0,005 M e o volume foi completado com solugdo tampao citrato pH 4,2,
obtendo solugéo de concentragéo final de ceftazidima de 30,0 ug/mL. A solucdo foi aquecida
em banho-maria (40 °C) durante 10 minutos e arrefecida para a leitura. Este procedimento foi

realizado em triplicata.

O branco foi realizado utilizando-se 300,0 puL de &gua destilada, 1,0 mL de solucdo de
neocuproina 0,01 M e 1,0 mL de solucdo de cloreto de cobre (1) 0,005 M e o volume foi
completado com solucgdo tampdo citrato pH 4,2, em baldo volumétrico de 10 mL. A solucao

foi aquecida em banho-maria (40 °C) durante 10 minutos e arrefecida para a leitura.
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As leituras foram realizadas em espectrofotbmetro a 454 nm, utilizando-se cubeta de

quartzo com 1 cm de espessura.

3.3.3.2.4 Calculos

A concentracéo da solucdo amostra foi obtida pela equacéo 9:

Equagao 9: CA = AA i CSR / ASR

Na qual:

Ca = concentracdo da amostra (ug/mL)

Csr = Concentracdo da substancia de referéncia (ug/mL)
Aa = Absorvéancia da amostra

Asr = Absorvancia da substancia de referéncia

O teor percentual de ceftazidima na amostra foi calculado pela equacao 10:

Equa(;aO 10: CA% = CA .100/Ct

Na qual:
Ca = concentracéo de ceftazidima encontrada na amostra (ug/mL)

Ct = concentracdo de ceftazidima tedrica na amostra (mg)
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3.3.3.2.5 Teste de recuperacéao

3.3.3.2.5.1 Preparo das solucdes

Foram analiticamente pesados 100,0 mg de ceftazidima substancia de referéncia e
transferidos para baldo volumétrico de 100 mL para o preparo da solucdo de ceftazidima
substancia de referéncia com concentra¢do de 1000,0 ug/mL. Desta solucédo, foi tomada uma
aliquota de 10,0 mL e transferida para baldo volumétrico de 100 mL e completado o volume
com agua destilada, obtendo-se concentracdo de 100,0 ug/mL. A solu¢do amostra foi
preparada com concentragdo 1000,0 ug/mL, pela dissolucdo de 127,2 mg de p6 em 100 mL de

agua destilada.

Para 0 ensaio de recuperacdo foram transferidas aliquotas de 300,0 uL da solucéo
amostra para bal@es volumétricos de 10 mL denominados: A, R, R, e Rs. Foram adicionados
150; 300 e 600 pL da solugdo de ceftazidima substancia de referéncia em concentracdo de

100,0 ng/mL, nos baldes R;, R, e R, respectivamente.

Para o preparo da solucéo padréo foram transferidos 300 uL de solugéo de ceftazidima
substancia de referéncia de 1000,0 ug/mL para um baldo de 10 mL, completando o volume

com &gua destilada e obtendo solucdo de concentragdo final de 30,0 ug/mL.

Os volumes nos baldes foram completados com solucdo tampéo citrato pH 4,2 apés a
adicdo de 1,0 mL de solucéo de neocuproina 0,01 M e 1,0 mL de solucéo de cloreto de cobre
(11) 0,005 M, obtendo-se concentragfes tedricas de 30,0; 31,5; 33,0 e 36,0 ug/mL para 0s
baldes A, R, Rz e Rs.

3.3.3.2.5.2 Célculo do teste de recuperacéo

A percentagem de recuperacdo (R%) foi calculada através da expressdo descrita pela
Association of Official Analytical Chemists (AOAC, 1990):
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Equacéo 11:

R% = [Cf - Cu) / Ca] . 100

Na qual:
Cf = concentragdo da substancia de referéncia + concentracdo da amostra
Cu = concentracdo da amostra

Ca = concentracao da substancia de referéncia adicionada

3.3.4 Espectrofotometria na regido do infravermelho

Foi utilizada ceftazidima 99,9 % proveniente da Ariston Quimica e Farmacéutica Ltda
lote 0,3073321 e medicamento de distribui¢cdo nacional contendo ceftazidima em pd para
solucdo injetavel. Foi utilizado espectrofotdmetro convencional SHIMADZU (Columbia,
USA) com digitalizacdo de espectros que permite obter arquivos eletrdnicos das analises.

3.3.4.1 Obtencéo da curva analitica

Foram tomadas massas equivalentes a 0,5, 1,0, 2,0, 5,0 e 7,0 mg de ceftazidima
substancia de referéncia (previamente diluida em brometo de potassio a 1:10) e diluidas em
brometo de potéssio (Merck PA) previamente dessecado até peso constante e foram
preparadas as pastilhas para leitura com massa total de 250 mg por pastilha. As leituras foram

realizadas em absorvancia, a fim de avaliar a intensidade dos picos.
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3.3.4.2 Determinagéo de ceftazidima no medicamento

3.3.4.2.1 Preparo das pastilhas de ceftazidima substancia de referéncia

Foram tomadas massas de pé equivalentes a 3,0 mg de ceftazidima (30,0 mg da
diluicdo 1:10) e devidamente homogeneizadas com 220 mg de brometo de potassio,
perfazendo massa total da pastilha de 250 mg. As determinacfes foram realizadas em

triplicata e as leituras em absorvéancia.

3.3.4.2.2 Preparo das pastilhas de ceftazidima amostra

Foram tomadas massas de pd equivalentes a 3,0 mg de ceftazidima (30,0 mg da
diluicdo 1:10) em relacdo ao peso médio e devidamente homogeneizadas com 220 mg de
brometo de potéssio, perfazendo uma massa total da pastilha de 250 mg. As determinag6es

foram realizadas em triplicata e as leituras em absorbancia.

3.3.4.3 Calculos

A concentracdo da solugcdo amostra foi obtida pela equacdo 12:

Equacéo 12: Ca=Axa.Csr/Asr

Na qual:

Ca = concentracdo da amostra (mg)

Csr = Concentragédo da substancia de referéncia (mg)
Ana = Absorvéancia da amostra

Asr = Absorvancia da substancia de referéncia
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O teor percentual de ceftazidima na amostra foi calculado pela equac¢dol3:

Equacéo 13: Ca% =Ca . 100/ Ct

Na qual:
Ca = concentragdo de ceftazidima encontrada na amostra (mg)

Ct = concentracéo de ceftazidima tedrica na amostra (mg)

3.3.4.4 Teste de recuperacao

3.3.4.4.1 Preparo das pastilhas

Foi analiticamente pesado o equivalente a 2,0 mg de ceftazidima em relacdo ao peso
médio (diluicdo 1:10 em KBr) e 100,0; 200,0 e 400 ug de ceftazidima substancia de
referéncia (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 ceftazidima substancia de
referéncia as pastilhas, obtendo-se concentracbes de 2,1; 2,2 e 2,4 mg de ceftazidima em R;,
R, e R3, respectivamente. Em seguida, as leituras foram realizadas, e a intensidade dos picos

determinada em absorvancia.

3.3.4.4.2 Célculo do teste de recuperacao

A percentagem de recuperacdo (R%) foi calculada através da expressao descrita pela
Association of Official Analytical Chemists (AOAC, 1990):
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Equacéo 14:

R% = [Cf - Cu) / Ca] . 100

Na qual:
Cf = concentragdo da substancia de referéncia + concentracdo da amostra
Cu = concentracdo da amostra

Ca = concentracao da substancia de referéncia adicionada

3.3.5 Acidimetria

3.3.5.1 Preparo das solucées

NaOH 0,1 M: a solucdo foi preparada segundo Morita & Assumpcéo (1972) e a Farmacopéia
Brasileira (1988), dissolvendo-se 40 g de hidroxido de sodio em agua destilada isenta de
dioxido de carbono e completou-se o volume para 1000 mL em baldo volumétrico com o
mesmo solvente. Para a padronizacdo, pesaram-se exatamente cerca de 5 g de biftalato de
potéssio previamente triturado e dessecado a 120 °C durante 2 horas e dissolveu-se em 75 mL
de &gua isenta de dioxido de carbono. Juntou-se 2 gotas de fenolftaleina Sl e titulou-se com a
solucdo de hidréxido de sddio até o aparecimento de cor rosa permanente. Calculou-se a
normalidade, sendo que cada 204,2 mg de biftalato de potassio equivalem a 1 mL de
hidréxido de sodio 1 N. Uma aliquota de 100,0 mL desta solucéo foi diluida para 1000 mL em
baldo volumétrico com agua destilada isenta de dioxido de carbono, obtendo-se a solucéo de
NaOH 0,1 M.

HCI 0,1 M: a solugdo também foi preparada segundo Morita & Assumpcdo (1972) e a
Farmacopéia Brasileira (1988), diluindo-se 85 mL de acido cloridrico R em &gua destilada
para obter 1000 mL e padronizada como segue: pesou-se exatamente cerca de 1,5 g de
carbonato de sodio anidro padrdo primario previamente dessecado a 270 °C durante 1 hora e

dissolveu-se em 100 mL de &gua; adicionaram-se 2 gotas de vermelho de metila Sl e titulou-

Andréia de Haro Moreno



Material e métodos 57

se 0 &cido lentamente até que a solucéo se tornasse fracamente rosa. Aqueceu-se a solucdo até
a fervura, resfriou-se e continuou-se a titulagcdo, repetindo o processo de aquecimento e
resfriamento conforme necessario, até que a cor rosa fraca ndo fosse mais afetada pela
continuacgéo da fervura. Calculou-se a normalidade, sendo que cada 52,99 mg de carbonato de
sodio anidro equivalem a 1 mL de &cido cloridrico 1 M. Uma aliquota de 100,0 mL desta
solucéo foi diluida para 1000 mL em baldo volumétrico com agua destilada isenta de didxido

de carbono, obtendo-se a solucdo 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.

3.3.5.2 Determinacéo de ceftazidima no medicamento

Dissolveu-se exatamente uma quantidade de pd para solucdo injetavel equivalente a
500 mg de ceftazidima em 25 mL de agua destilada isenta de didxido de carbono, adicionou-
se 2 gotas de fenolftaleina Sl e neutralizou-se com HCI 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 precaucdo de evitar a absorcdo de dioxido de carbono. Esfriou-se e titulou-se o excesso de
NaOH 0,1 M com HCI 0,1 M usando fenolftaleina SI como indicador. Repetiu-se a operacao
sem a ceftazidima; a diferencga entre as duas titulacdes representa a quantidade de NaOH
gasta, sendo que 1 mol de NaOH 0,1 M corresponde a 54,658 mg de ceftazidima (medida
como CxH2N07S,).

3.3.5.3 Calculos

O percentual de ceftazidima foi calculado através da equacao 15:

Equacao 15: A (%) =[vx mEq x 100] / m
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Na qual:
v = mL de hidréxido de sédio 0,1 M
mEq = miliequivalente da ceftazidima (54,658 mg)

m = massa de ceftazidima (mg)

3.3.5.4 Teste de recuperacao

3.3.5.4.1 Preparo das solugdes

Foram analiticamente pesados 1000,0 mg de ceftazidima substancia de referéncia e
transferidos para baldo volumétrico de 100 mL para o preparo da solucdo de ceftazidima
substancia de referéncia com concentragdo de 10,0 mg/mL.

Para o0 ensaio de recuperacdo foram adicionados 2,5; 5,0 e 10,0 mL da solucdo de
ceftazidima substéncia de referéncia em concentracdo de 10,0 mg/mL, nos erlenmeyers Ry, R

e Rs, respectivamente, apds a neutralizagdo com HCI a frio.

Para o preparo da solugdo de referéncia foram pesados analiticamente 500,0 mg de
ceftazidima substancia de referéncia e transferida para erlenmeyer de 250 mL, dissolvendo-se
em 25 mL de &gua destilada isenta de dioxido de carbono previamente neutralizada a
fenolftaleina SI com NaOH 0,01 M.

Dissolveu-se exatamente uma quantidade de pd para solucdo injetavel equivalente a
500 mg de ceftazidima em 25 mL de &gua destilada isenta de didxido de carbono,
adicionaram-se 2 gotas de fenolftaleina Sl e neutralizou-se com HCI 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 precaucdo de evitar a absor¢do de didxido de carbono. Esfriou-se e titulou-se com
HCI 0,1 M usando fenolftaleina SI como indicador. Os volumes de solugdo de referéncia
foram adicionados logo apos a neutralizacéo a frio. Repetiu-se a operacdo sem a ceftazidima;
a diferenca entre as duas titulacGes representa a quantidade de NaOH gasta, sendo que 1 mL
de NaOH 0,1 M corresponde a 54,658 mg de ceftazidima (medida como C,;H2,Ng07S,).
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3.3.5.4.2 Célculo do teste de recuperagao

A percentagem de recuperacdo (R%) foi calculada através da expressao descrita pela
Association of Official Analytical Chemists (AOAC, 1990):

Equagdo 16: R% = [Cf— Cu)/ Ca] . 100

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

Ca = quantidade da substancia de referéncia adicionada

3.3.6 Volumetria em meio ndo-aquoso

3.3.6.1 Preparo das soluctes

Acido perclérico 0,1 M: a solucdo foi preparada segundo a Farmacopéia Brasileira (1988),
diluindo-se 8,5 mL de &cido perclorico R em 500 mL de acido acético glacial e 21 mL de
anidrido acético; apds resfriamento, adicionou-se &cido acético glacial para obter 1000 mL e
padronizada como segue: pesou-se exatamente cerca de 700 mg de biftalato de potassio
previamente triturado e dessecado a 120 °C durante 2 horas e dissolveu-se em 50 mL de acido
acético glacial; juntou-se 2 gotas de violeta cristal Sl e titulou-se com a solucdo de acido
perclorico até viragem do violeta ao verde azulado. Realizou-se 0 ensaio em branco a fim de
verificar o volume de &cido perclorico consumido pelos 50 mL de acido acetico glacial e
calculou-se a molaridade. Cada 20,42 mg de biftalato de potéssio equivalem a 1 mL de HCIO,
0,1 M.
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Violeta cristal Sl: foram dissolvidos 100 mg de cristal violeta em 10 mL de acido acético

glacial.

3.3.6.2 Determinacéo de ceftazidima no medicamento

Dissolveu-se exatamente uma quantidade de pd para solucdo injetavel equivalente a
250 mg de ceftazidima em 30 mL de &cido acético glacial; adicionou-se 2 gotas de violeta
cristal Sl e titulou-se com solucdo de HCIO, 0,1 M. Repetiu-se a operacdo sem a amostra;
calculou-se a quantidade de HCIO, gasta, sendo que 1 mol de HCIO, 0,1 M corresponde a
54,658 mg de ceftazidima (medida como Cy,H2,Ng0O-S,).

3.3.6.3 Calculos

O percentual de ceftazidima foi calculado através da equacao 17:

Equacéo 17: A (%) = [vx mEq x 100]/ m

Na qual:
v =mL de &cido perclérico 0,1 N
mEq = miliequivalente da ceftazidima (54,658 mg)

m = massa de ceftazidima (mg)
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3.3.6.4 Teste de recuperacao

3.3.6.4.1 Preparo das solugdes

Foram analiticamente pesados 1250,0 mg de ceftazidima substancia de referéncia e
transferidos para baldo volumétrico de 100 mL para o preparo da solucdo de ceftazidima

substancia de referéncia com concentragdo de 12,5 mg/mL.

Para o0 ensaio de recuperacdo dissolveu-se exatamente uma quantidade de po para
solucdo injetavel equivalente a 250 mg de ceftazidima em 30 mL de 4cido acético glacial em
erlenmeyers de 250 mL denominados: A, R1, R, e Rs. Foram adicionados 1,0; 2,0 e 4,0 mL da
solugdo de ceftazidima substancia de referéncia em concentragdo de 12,5 mg/mL, nos
erlenmeyers R;, R, e Rs, respectivamente. Para o preparo da solucdo padrdo foram pesados
analiticamente 250,0 mg de ceftazidima substancia de referéncia e transferida para erlenmeyer
de 250 mL, dissolvendo-se em 30 mL de acido acético glacial. Adicionou-se 2 gotas de
violeta cristal Sl e titulou-se com solu¢do de HCIO, 0,1 M até viragem do violeta ao verde
azulado. Repetiu-se a operagdo sem a amostra e a substancia de referéncia; calculou-se a
quantidade de HCIO, gasta, sendo que 1 mL de HCIO4 0,1 M corresponde a 54,658 mg de

ceftazidima (medida como CxH2:Ns07S,).

3.3.6.4.2 Célculo do teste de recuperacao

A percentagem de recuperacdo (R%) foi calculada através da expressao descrita pela
Association of Official Analytical Chemists (AOAC, 1990):

Equagdo 18: R% = [Cf-Cu)/Ca] . 100

Na qual:

Cf = quantidade da substancia de referéncia + quantidade da amostra
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Cu = quantidade da amostra

Ca = quantidade da substancia de referéncia adicionada

3.3.7 lodometria

3.3.7.1 Preparo das solugdes

As solugdes empregadas no ensaio iodométrico foram preparadas segundo Morita e
Assumpcdo (1972), Farmacopéia Brasileira (1988) e Harris (2001).

Alaranjado de metila SI: foram dissolvidos 100 mg em 100 mL de &gua destilada.

Amido SI: para o preparo do indicador amido pesou-se 5,00 g de amido soltvel e acrescentou-
se 10 mL de &gua destilada, fazendo uma pasta. Transferiu-se essa pasta para um béquer
contendo 500,0 mL de &gua destilada quente e ferveu-se em bico de Bunsen até a solucao

tornar-se clara. Utilizou-se somente o sobrenadante como indicador.
HCI diluido SR: foram diluidos 24 mL de &cido cloridrico R em &gua para 100 mL.

HCI 1 M: foram diluidos 85 mL de &cido cloridrico R. em baldo de 1000 mL e completado o

volume com agua destilada.

lodo 0,02 N: foram dissolvidos cerca de 28 g de iodo em solucdo de 72 g de iodeto de
potédssio em 100 mL de agua; juntou-se 3 gotas de acido cloridrico R, completou-se o volume
com &gua a 1000 mL. Padronizagdo: pesou-se exatamente cerca de 150 mg de trioxido de
arsénio e dissolveu-se em 20 mL de NaOH 1 M aquecendo, se necessario. Diluiu-se com 40
mL de agua, juntou-se 2 gotas de alaranjado de metila Sl (solucédo indicadora) e a seguir com
acido cloridrico diluido SR até viragem do amarelo para rosa. Juntou-se 2 g de bicarbonato de
sodio, diluiu-se com 50 mL de &gua e juntou-se 3 mL de amido SI. Titulou-se com solucdo de
iodo 0,2 M até cor azul. Cada 4,946 mg de tridxido de arsénio equivale a 1 mL de iodo 0,2 N.
Um aliquota de 100,0 mL dsta solucéo de iodo 0,2 N foi tomada e diluida em agua para 1000

mL em bal&o volumétrico, obtendo-se a solugéo de concentragdo 0,02 N.
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NaOH 1 M: dissolveram-se 40 g de hidroxido de sddio em agua destilada isenta de didxido de
carbono e completou-se o volume para 1000 mL em baldo volumétrico com o mesmo

solvente.

Tampéo acetato: dissolveu-se 5,44 g de acetato de sodio R em cerca de 20 mL de agua
destilada; acrescentou-se 2,40 mL de acido cloridrico R e completou-se o volume com agua

destilada para 100 mL em baldo volumétrico.

Tiossulfato de sédio 0,02 N: dissolveram-se cerca de 50 g de tiossulfato de sddio e 400 mg de
carbonato de sédio em 1000 mL de &gua isenta de didxido de carbono e padronizou-se como
segue: utilizou-se uma aliquota de 25,0 mL de solucdo de tiossulfato de sddio 0,2 N e titulou-
se com a solucdo padronizada de iodo 0,2 N, usando amido SI como indicador. Uma aliquota
de 100 mL da solucdo padronizada de tiossulfato de sodio 0,2 N foi diluida para 1000 mL
com agua em baldo volumétrico, obtendo-se a solucdo de concentragcéo 0,02 N.

3.3.7.2 Determinacao de ceftazidima no medicamento

Dissolveu-se exatamente uma quantidade de pd para solucéo injetavel equivalente a
100 mg de ceftazidima em agua destilada e completou-se o volume em baldo volumétrico de
100 mL, obtendo-se solucdo de concentragdo 1000 ug/mL. Transferiu-se uma aliquota de 10,0
mL desta solucdo para frasco de rolha esmerilhada, adicionou-se 5 mL de NaOH 1 N e
deixou-se em repouso durante 20 minutos. Adicionou-se entdo 20 mL de solucdo tampao
acetato, 5 mL de HCI 1 N e 25,0 mL de iodo 0,02 N. Fechou-se o frasco e deixou-se em
repouso durante 20 minutos, protegido da luz. Titulou-se o excesso de iodo com solucéo de
tiossulfato de sodio 0,02 N, usando amido SI como indicador, adicionado quando a titulagcdo
chegou préxima do fim. A outra aliquota de 10,0 mL da solucdo de amostra adicionou-se 20
mL de solucdo tampéo acetato e 25,0 mL de iodo 0,02 N, deixou-se em repouso durante 20
minutos e titulou-se com tiossulfato de sodio 0,02 N, usando amido SI como indicador quando
a titulacdo chegou proxima do fim. A diferenca entre as titulaces representa o volume de
iodo 0,02 N equivalente a ceftazidima total presente, sendo que 1 mL de iodo 0,02 N

corresponde a 2,7329 mg de ceftazidima (medida como Cy,H2:NgO-S,).
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3.3.7.3 Célculos

O percentual de ceftazidima foi calculado atraves da equagéo 19:

Equacéo 19: A (%) = [vx mEq x 100] / m

Na qual:
v =mL de iodo 0,02 N
mEq = miliequivalente da ceftazidima (2,7329 mg)

m = massa de ceftazidima (mg)

3.3.7.4 Teste de recuperacao

3.3.7.4.1 Preparo das solucdes

Foram analiticamente pesados 500,0 mg de ceftazidima substancia de referéncia e
transferidos para baldo volumétrico de 100 mL para o preparo da solucdo de ceftazidima
substancia de referéncia com concentracdo de 5000 ug/mL. A solugdo amostra foi preparada
com concentra¢do 1000,0 ug/mL, preparada pela dissolucéo de 127,2 mg de p6 (equivalente a

100 mg de ceftazidima) em 100 mL de agua destilada.

Para 0 ensaio de recuperacdo foram transferidas aliquotas de 10,0 mL da solugéo
amostra para frascos de rolha esmerilhada de 125 mL denominados: A, R;, R, e R3. Foram
adicionados 1,0; 2,0 e 4,0 mL da solucdo de ceftazidima substancia de referéncia em

concentragéo de 5000,0 ug/mL, nos bal6es Ry, R, e Rs, respectivamente.

Para o preparo da solucdo padrdo foram transferidos 10,0 mL de solucdo de
ceftazidima substancia de referéncia de 1000,0 ug/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.
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Adicionou-se entdo 20 mL de solucdo tampéo acetato, 5 mL de HCl 1 M e 25,0 mL de
iodo 0,02 N. Fechou-se o frasco e deixou-se em repouso durante 20 minutos, protegido da luz.
Titulou-se 0 excesso de iodo com solucdo de tiossulfato de sodio 0,02 N, usando amido Sl
como indicador, adicionado quando a titulagdo chegou préxima do fim. A outra aliquota de
10,0 mL da solucdo de amostra adicionou-se 20 mL de solugdo tampé&o acetato e 25,0 mL de
iodo 0,02 N, deixou-se em repouso durante 20 minutos e titulou-se com tiossulfato de sodio
0,02 N, usando amido SI como indicador quando a solugdo chegou proxima do fim. A
diferenca entre as titulagdes representa o volume de iodo 0,02 N equivalente a ceftazidima
total presente, sendo que 1 mL de iodo 0,02 N corresponde a 2,7329 mg de ceftazidima
(medida como C,,H2Ng07S)).

3.3.7.4.2 Célculo do teste de recuperacao

A percentagem de recuperacdo (R%) foi calculada através da expressao descrita pela
Association of Official Analytical Chemists (AOAC, 1990):

Equacdo 20: R% = [Cf - Cu) / Ca] . 100

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

Ca = quantidade da substancia de referéncia adicionada
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3.3.8 Cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE)

As andlises foram realizadas em cromatografo liquido Waters 1525 Binary HPLC
Tump com detec¢do UV/Vis (Milford, MA) e empregou-se coluna C18 Wat 054275 (Milford,

MA) de dimensBes 150 mm x 4,6 mm e tamanho de particula de 5 um e pré-coluna Waters).

Foram utilizados ceftazidima substancia de referéncia e pé para solucdo injetavel
descritos nos itens 3.1.1 e 3.1.2 Todos os solventes utilizados foram de grau analitico. A
padronizacdo do sistema cromatografico, equipamento e as condi¢des de trabalho estdo

apresentadas na Tabela 3.

A fase movel foi filtrada por membrana de 0,45 um de tamanho de poro e 47 mm de
didmetro, sob vacuo, e desgaseificada durante 15 minutos. Apds a estabilizacdo do sistema
foram injetados volumes pré-fixados de 20,0 uL da solucdo previamente filtrada em

membrana.

Tabela 3. Condi¢des cromatogréaficas utilizadas na adequacao de método por CLAE.

Caracteristicas Descricéo
Fase movel metanol : dgua (70:30)
Coluna Waters C18 (WAT 054275)
Comprimento de onda 245 nm
Fluxo 1,0 mL/min
Sensibilidade de detec¢éo 0,5 AUFS
Volume de injecéo 20,0 uL
Temperatura 20°+ 1°C
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3.3.8.1 Obtencao da curva analitica

A fase movel foi preparada pela mistura de 70 partes de metanol (grau CLAE) e 30
partes de &gua purificada por osmose reversa e filtrada em membrana de 0,45 um de tamanho

de poro e 47 mm de didmetro.

Para a realizacdo da curva de calibracdo foram pesados analiticamente 50,0 mg de
ceftazidima substancia de referéncia previamente dessecada e transferidos para baldo
volumétrico de 50 mL completando o volume com a fase movel utilizada para a obtencéo de
solucdo com concentracdo tedrica definida de 1 mg/mL. Desta solucdo foram transferidas
aliquotas de 0,5; 1,0; 1,5; 2,0; 2,5 e 3,0 mL para baldes volumétricos de 10 mL, sendo o
volume completado com a fase mével, para a obtencéo de solugdes de 50,0 a 300,0 ug/mL de

ceftazidima substancia de referéncia.

Destas solugdes, foram injetados volumes de 20,0 uL para a obtencdo dos respectivos

cromatogramas.

3.3.8.2 Determinacéo de ceftazidima no medicamento

3.3.8.2.1 Preparo da solucédo de ceftazidima substancia de referéncia

Foram transferidos volumes de 2,0 mL de solucdo de ceftazidima substancia de
referéncia com concentragcdo 1000,0 ug/mL para baldo volumétrico de capacidade de 10 mL.
O volume foi completado com fase moével para obtencdo de uma solu¢do com concentracéo
de 200 pg/mL.

3.3.8.2.2 Preparo da solucdo de ceftazidima amostra

Uma quantidade de p0 equivalente a trés pesos médios do pd para solucéo injetavel foi
exatamente pesada e transferida para baldo volumétrico de 1000 mL. O volume foi

completado com agua destilada para obtencdo da solucdo de concentracdo tedrica de 3000,0
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ug/mL. Uma aliquota de 50,0 mL foi transferida para baldo volumétrico de 150 mL,
completando o volume com a fase mdvel, obtendo-se solucdo de concentracdo de 1000,0

ug/mL.

A partir desta solucdo filtrada foi transferida uma aliquota de 2,0 mL para baldo
volumetrico de 10 mL completando-se o volume com a fase movel, obtendo-se concentragdo

final de ceftazidima de 200,0 pg/mL.

3.3.8.3 Calculos

A concentracdo da solucdo amostra foi obtida pela equacédo 21:

Equacao 21: Ca=Axs.Csr/ Asr

Na qual:

Ca = concentragdo da amostra (ug/mL)

Csr = concentragédo da substancia de referéncia (ug/mL)
A = area da amostra

Agr = area da substancia de referéncia

O teor percentual de ceftazidima na amostra foi calculado pela equacao 22:

Equacéo 22: Ca% =Ca . 100/ Ct

Na qual:
Ca = concentracéo de ceftazidima encontrada na amostra (ug/mL)

Ct = concentracdo de ceftazidima tedrica na amostra (mg)

Andréia de Haro Moreno



Material e métodos 69

3.3.8.4 Teste de recuperacéao

3.3.8.4.1 Preparo das solugdes

Foram analiticamente pesados 100,0 mg de ceftazidima substancia de referéncia e
transferidos para baldo volumétrico de 100 mL para o preparo da solucdo de ceftazidima
substancia de referéncia com concentragdo de 1000 pug/mL. A solucdo amostra foi preparada
com concentracdo 1000,0 ug/mL, preparada pela dissolucéo de 127,2 mg de p6 (equivalente a
100 mg de ceftazidima) em 100 mL de agua destilada. Apos, as solucBes foram filtradas em

membrana de 0,45 um de tamanho de poro.

Para o ensaio de recuperacdo foram transferidas aliquotas de 2,0 mL da solucdo
amostra para bal@es volumétricos de 10 mL denominados: A, R, R, e Rs. Foram adicionados
100,0; 200,0 e 400,0 uL da solucdo de ceftazidima substancia de referéncia em concentragdo
de 1000,0 pug/mL, nos baldes R1, R, e Rs, respectivamente, e os volumes completados com a

fase movel.

3.3.8.4.2 Célculo do teste de recuperacao

A percentagem de recuperacdo (R%) foi calculada através da expressdo descrita pela
Association of Official Analytical Chemists (AOAC, 1990):

Equagcao 23: R% = [Cf - Cu) / Ca] . 100

Na qual:

Cf = quantidade da substancia de referéncia + quantidade da amostra
Cu = quantidade da amostra

Ca = quantidade da substancia de referéncia adicionada
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3.4 Estabilidade

Este estudo foi realizado com a finalidade de avaliar a possivel interferéncia de fatores
externos, como luz, radiacdo e temperatura no sentido de alterar quantitativamente a
ceftazidima presente na forma farmacéutica pd para solugdo injetavel. Adicionalmente, foi
avaliada a estabilidade da ceftazidima em solugédo aquosa (1000 ug/mL) frente aos diferentes

fatores externos mencionados na literatura.

3.4.1 Avaliacédo do fator luz

3.4.1.1 Escolha da fonte de radiacéo

A revisdo bibliogréafica indica que a ceftazidima € passivel de sofrer alteracdo por
radiacdo luminosa (INAGAKI et al., 1992; STROM; FOX; WARD, 1992). Baseado nessa
literatura, utilizou-se como fonte de irradiacdo, lampada de luz negra de filamento de

mercurio, que emite radiacdo na regido de 320-400 nm.

3.4.1.2 Exposicdo da amostra a luz

Trés amostras, na embalagem original (frasco de vidro incolor) e trés frascos contendo
a solucdo aquosa (1000 ug/mL) foram colocadas sobre um suporte, de tal modo que todas as

amostras mantinham uma distancia constante e igual a 4 cm da fonte luminosa.

Como controle, foi colocado um frasco ampola de pd para solucdo injetavel de
ceftazidima e um frasco contendo solucdo aquosa (1000 ug/mL) envoltos em papel aluminio,
também a 4 cm da fonte de radiacdo. A avaliacdo da temperatura no interior da cdmara foi

avaliada com termodmetro.
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3.4.1.3 Coleta das amostras

As amostras foram coletadas nos tempos de exposi¢édo de 1, 2, 7, 14, 21 e 28 dias,
correspondendo a 24, 48, 168, 336, 504 e 672 horas, respectivamente, para ceftazidima po
para solucdo injetavel. As solugcbes aquosas (1000 ug/mL) foram coletadas ap6s 6, 12 e 24

horas de exposicéo.

3.4.1.4 Avaliacao da fotoestabilidade

As amostras expostas a luz, bem como as amostras controle, foram avaliadas quanto
ao teor por cromatografia liquida de alta eficiéncia, espectrofotometria no ultravioleta e ensaio
microbiol6gico, segundo metodologia estabelecida neste trabalho para determinacao

quantitativa de ceftazidima.

3.4.2 Avaliacao do fator temperatura

3.4.2.1 Exposicao da amostra ao calor

Dados da literatura indicam que a ceftazidima é estavel a temperatura de 24°C, porém
sofre inicios de degradacdo em solucdo aquosa a 37°C (MANDURU et al., 1996; ROGER,;
ARRUDA; HAVERSTICK, 1996). No entanto, ndo especifica a estabilidade da ceftazidima
em preparacdes na forma solida (pé para solucdo injetavel). Para testar sua estabilidade
térmica, nesta forma farmacéutica, foram colocados em estufa, mantida a 45 + 2°C, trés
frascos da amostra, em embalagem de vidro incolor original, e trés frascos contendo solucéo

aquosa (1000 pg/mL) de ceftazidima.
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3.4.2.2 Coleta das amostras

As amostras foram coletadas nos tempos de exposi¢édo de 1, 2, 7, 14, 21 e 28 dias,
correspondendo a 24, 48, 168, 336, 504 e 672 horas, respectivamente. As solugdes aquosas

(1000 ng/mL) foram coletadas apés 6, 12 e 24 horas de exposicao.

3.4.2.3 Avaliacéo da estabilidade térmica

As amostras expostas a temperatura de 45 + 2°C, foram avaliadas quanto ao teor por
cromatografia liquida de alta eficiéncia, espectrofotometria no ultravioleta e ensaio
microbioldgico, segundo metodologia estabelecida neste trabalho para determinacédo
quantitativa de ceftazidima. Amostra armazenada a temperatura ambiente e ao abrigo da luz

foi utilizada como controle.

3.4.3 Avaliacéo do fator radiagio

3.4.3.1 Escolha da fonte de radiacéo

A revisdo bibliogréafica ndo traz informagdes sobre a estabilidade da ceftazidima frente
a luz ultravioleta. Porém, de acordo com a literatura, sabe-se que a luz ultravioleta € mais
deletérica que a luz visivel (FERREIRA, 2002). Assim, utilizou-se como fonte de irradiacéo,

lampada Light Express LE UV (Glenside, PA), que emite radiacdo em 254 nm.

3.4.3.2 Exposi¢do da amostra a radiacao

Trés amostras, na embalagem original (frasco de vidro incolor) e trés frascos contendo
solucéo aquosa (1000 pug/mL) de ceftazidima 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

irradiacao.
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Como controle, foi colocado um frasco ampola de p6 para solucdo injetavel e um
frasco de solucdo aquosa (1000 ug/mL) de ceftazidima envoltos em papel aluminio, tambem a
4 cm da fonte de radiacdo. A avaliagdo da temperatura no interior da cdmara foi avaliada com

termdmetro.

3.4.3.3 Coleta das amostras

As amostras foram coletadas nos tempos de exposicdo de 1, 2, 7, 14, 21 e 28 dias,
correspondendo a 24, 48, 168, 336, 504 e 672 horas, respectivamente. As solucdes aquosas

(1000 ng/mL) foram coletadas apos 6, 12 e 24 horas de exposicao.

3.4.3.4 Avaliacado da estabilidade frente a radiacéo

As amostras expostas a luz UV, bem como a amostra controle, foram avaliadas quanto
ao teor por cromatografia liquida de alta eficiéncia, espectrofotometria no ultravioleta e ensaio
microbioldgico, segundo metodologia estabelecida neste trabalho para determinacéo
quantitativa de ceftazidima.

3.4.4 Preparo das amostras para a quantificacdo por espectrofotometria na regido do

ultravioleta

3.4.4.1 Amostras solidas (p6 para solucdo injetavel)

Pesou-se 0 equivalente a 50 mg de ceftazidima de cada uma das amostras expostas a
luz, temperatura e radiacdo ultravioleta e transferiu-se para bal6es volumétricos de 10 mL,
completando-se o volume com &gua. Destas soluc¢ds a 5000 ug/mL, foi transferida aliquota de
1000 uL para baldo volumétrico de 10 mL e o volume completado com &gua, obtendo-se
concentragdo de 500 pg/mL. Em seguida, foram transferidas aliquotas de 200 pL desta

solucdo para baldo volumétrico de 10 mL e o volume completado com &gua, obtendo-se a
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solugdo de concentragdo teorica de 10 ug/mL (solugdo de trabalho). As solugbes foram

analisadas a 255,5 nm utilizando 4gua como branco.

3.4.4.2 Amostras liquidas (solucédo aquosa 1000 pg/mL)

Das solugGes de ceftazidima pd para solucdo injetavel preparadas a 1000 pug/mL em
agua e expostas a luz, temperatura e radiacdo ultravioleta, foram transferidas aliquotas de 100
uL para baldo volumétrico de 10 mL e o volume completado com &gua, obtendo-se a solucdo
de concentragdo 10 ug/mL (solucdo de trabalho). As solugdes foram analisadas a 255,5 nm

utilizando &gua como branco.

3.4.5 Preparo das amostras para a quantificacdo por cromatografia liquida de alta

eficiéncia

3.4.5.1 Amostras solidas (pd para solugdo injetavel)

Pesou-se 0 equivalente a 50 mg de ceftazidima de cada uma das amostras expostas a
luz, temperatura e radiacdo ultravioleta e transferiu-se para bal6es volumétricos de 10 mL,
completando-se 0 volume com agua. Destas solugdes a 5000 ug/mL, foi transferida um
aliquota de 400 pL para baldo volumétrico de 10 mL e o volume completado com a fase
movel (metanol: &gua, 70:30, v/v) obtendo-se concentracdo de 200 ug/mL (solucdo de
trabalho). Em seguida, as solucdes foram filtradas em membrana de tamanho de poro 0,45 um

e volumes de 20 uL foram injetados.

3.4.5.2 Amostras liquidas (solu¢é@o aquosa 1000 pg/mL)

Das solugBes de ceftazidima pd para solucgdo injetavel preparadas a 1000 pug/mL em

agua e expostas a luz, temperatura e radiacdo ultravioleta, foram transferidas aliquotas de
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2000 uL para baldes volumétricos de 10 mL e o volume completado com a fase movel
(metanol: agua, 70:30, v/v), obtendo-se solucdo de concentragdo 200 pug/mL (solugdo de
trabalho). Em seguida, as solucdes foram filtradas em membrana de tamanho de poro 0,45 um

e volumes de 20 pL foram injetados.

3.4.6 Preparo das amostras para a quantificacdo por ensaio microbioldgico

3.4.6.1 Amostras solidas (p6 para solucéo injetavel)

Pesou-se 0 equivalente a 50 mg de ceftazidima de cada uma das amostras expostas a
luz, temperatura e radiacdo ultravioleta e transferiu-se para bal6es volumétricos de 10 mL,
completando-se o0 volume com agua. Destas solu¢des a 5000 ug/mL, foi transferida aliquota
de 2000 uL para balGes volumétricos de 10 mL e o volume completado com agua estéril,
obtendo-se concentracdo de 1000 ug/mL. Em seguida, aliquotas de 1,0; 2,0 e 4,0 mL destas
solucdes foram transferidas para baldes volumétricos de 10 mL e os volumes completados
com tampéo fosfato pH 6,0, obtendo-se concentragdes de 100, 200 e 400 ug/mL (solugbes de
trabalho).

3.4.6.2 Amostras liquidas (solucéo aquosa 1000 pg/mL)

Das solugGes de ceftazidima po para solugdo injetavel preparadas a 1000 pug/mL em
agua e expostas a luz, temperatura e radiacdo ultravioleta, aliquotas de 1,0; 2,0 e 4,0 mL
foram transferidas para baldes volumétricos de 10 mL e os volumes completados com tampéao

fosfato pH 6,0, obtendo-se concentragdes de 100, 200 e 400 ug/mL (solucdes de trabalho).
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4.1 Analise qualitativa

4.1.1 Caracteristicas fisicas

A ceftazidima apresentou-se sob a forma de pd branco inodoro. A descricdo €
condizente com a citada pelo fabricante e com o6rgdos oficiais, como a Farmacopéia
Portuguesa (2002), British Pharmacopoeia (2005) e USP 29 (2006).

4.1.2 Solubilidade

A expressdo partes refere-se a dissolucdo de 1,0 g de um sélido ou 1,0 mL de um
liguido no numero de mililitros de solvente estabelecido no ndmero de partes
(FARMACOPEIA Brasileira, 1988). O significado do termo descritivo utilizado esta

apresentado na Tabela 4.

Tabela 4. Significado do termo descritivo utilizado na indicacdo da solubilidade para
determinacdes feitas & temperatura de 25°C (FARMACOPEIA Brasileira 1988).

Termo descritivo Solvente
Muito soluvel Menos de 1 parte
Facilmente solGvel De 1 a 10 partes
Soluvel De 10 a 30 partes
Ligeiramente soluvel De 30 a 100 partes
Pouco soluvel De 100 a 1000 partes
Muito pouco soltvel De 1000 a 10000 partes
Praticamente insoltvel ou insolavel Mais de 10000 partes
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A Tabela 5 apresenta os resultados obtidos no teste de solubilidade para a ceftazidima

em diferentes solventes.

Tabela 5. Solubilidade da ceftazidima substancia de referéncia em diferentes solventes a
25°C.

Solventes Termo descritivo
Acetato de etila muito pouco soluvel
Acetona muito pouco solavel

Acido cloridrico 0,1 M pouco soluvel

Agua levemente soltvel
Cloroformio muito pouco soluvel
Diclorometano muito pouco sollvel
Etanol absoluto muito pouco soluvel
Etanol 96% muito pouco soluvel

Hidroxido de sodio 0,1 M facilmente soltvel
Isopropanol muito pouco sollvel

Metanol levemente soluvel
1-propanol muito pouco soluvel
Toluol muito pouco sollvel

4.1.3 Determinacao da faixa de fuséo

A taxa de aquecimento utilizada foi de 1°C por minuto a partir de 10°C antes do valor
esperado para a faixa de fusdo prosseguindo até 10°C ap0s este valor. Foram realizadas trés

determinages para a substancia quimica de referéncia (Tabela 6).
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Tabela 6. Valores de faixa de fusdo obtidos para ceftazidima substancia de referéncia.

Ensaio Faixa de fusédo (°C)*
1 265 - 268
2 269 - 273
3 273 - 276
média 269 - 272

* O produto apresentou decomposicao.

O pob apresentou faixa de fusdo em cerca de 270°C, com decomposicdo, evidenciada
pela alteracdo de cor do composto e formacao de bolhas. A mudanca de cor apresentada pelo
po teve inicio em cerca de 160°C, aumentando progressivamente de intensidade até completa
decomposicdo e fusdo (branco-amarelo-marrom). Esses resultados foram confirmados pela

andalise térmica.

Na literatura consultada ndo foi encontrada faixa de fuséo especificada para a

ceftazidima.

A faixa de fusdo pode ser empregada na caracterizacdo 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 ou alargar a
faixa de fusdo de um determinado composto (GRAHAM, 1995).

4.1.4 Determinacao de umidade

O teor de agua foi estudado pelo método gravimétrico (FARMACOPEIA Brasileira,
1988). Tal método consiste em secar o0 farmaco até peso constante, em temperatura apropriada
de 105 a 150°C, durante vérias horas, para farmacos termoestaveis; 20°C a principio e 105°C
durante 30 minutos ou uma hora, para farmacos termolabeis; temperatura baixa e pressdo

reduzida, em estufa a vacuo, para farmacos volateis (KOROLKOVAS, 1988).
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Segundo a Farmacopeia Brasileira (1988), a expressdo dessecacdo até peso constante
significa que a secagem deve prosseguir até que duas pesagens consecutivas ndo difiram em
mais de 0,5 mg por grama da substancia em exame, sendo que a segunda pesagem deve ser

efetuada ap6s uma hora de secagem adicional nas condicdes especificas.

As determinac@es foram conduzidas de acordo com a técnica preconizada pela British
Pharmacopoeia (2005), Farmacopéia Portuguesa (2002), USP 29 (2006) e pela Farmacopéia
Brasileira (1988) para dessecacdo de substancias antibiéticas (Método 1), estando o0s

resultados apresentados a seguir na Tabela 7.

Tabela 7. Teor de umidade da ceftazidima substancia de referéncia determinado pelo método

gravimetrico.

Ensaio Umidade (%0)
1 13,9
2 13,4
3 13,7
meédia 13,67 £0,25

E importante ressaltar que as substancias ativas foram armazenadas em frascos muito

bem fechados, em dessecador com silica-gel, a fim de evitar a absorcdo de dgua pelo farmaco.

Os resultados obtidos encontram-se em conformidade com os dados da literatura, que
estabelecem a faixa de 13,0% a 15,0% para perda por dessecacdo (British Pharmacopoeia,
2005; Farmacopéia Portuguesa, 2002; USP 29, 2006). A determinacdo de agua é de extrema
importancia, uma vez que a andlise de farmacos deve ser realizada com amostras secas devido
ao teor de umidade acima do especificado demonstrar deterioracdo ou ma conservacdo das

matérias-primas ou a provaveis erros de calculo de teor ou poténcia.
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4.1.5 Residuo pela incineracéo

O residuo pela incineracdo compreende o residuo ndo volatil a incineracdo. Em geral o
ensaio visa a determinar o teor de constituintes ou impurezas inorganicas contidas em
substancias orgéanicas. Também se destina a determinagdo de componentes inorganicos em
misturas e da quantidade de impurezas contidas em substancias inorganicas termolabeis
(KOROLKOVAS, 1988).

Segundo a Farmacopéia Brasileira (1988), a expressao incineracao até peso constante
significa que a secagem deve prosseguir até que duas pesagens consecutivas ndo difiram em
mais de 0,5 mg por grama da substancia em exame, sendo que a segunda pesagem deve ser
efetuada apds 15 minutos de incineragdo adicional nas condigfes especificas (800 + 25°C), a

menos que a monografia especifique as condigdes.

As determinagdes foram conduzidas de acordo com a técnica preconizada pela

Farmacopéia Brasileira (1988) e os resultados sdo apresentados a seguir na Tabela 8.

Tabela 8. Residuo por incineracdo obtido para ceftazidima substancia de referéncia

determinado pelo método gravimétrico.

Ensaio Residuo (%0)
1 0,064
2 0,069
3 0,077
média 0,070 + 0,006

A literatura ndo fornece o valor maximo permitido de residuo por incineracdo da ceftazidima;
porém, de acordo com o resultado obtido (0,070 + 0,006 %) verificou-se que encontra-se
abaixo de 0,1 %, valor considerado para muitos farmacos de natureza organica em suas

respectivas monografias farmacopéicas.
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4.1.6 Espectrofotometria na regido do ultravioleta

Ap0s a obtencdo dos espectros de absorcdo na regido do ultravioleta para ceftazidima
substancia de referéncia em varios solventes, optou-se por trabalhar com as solugdes aquosas
devido a obtencdo dos melhores espectros e ao fato de ndo utilizar solventes volateis. Os
espectros obtidos utilizando HCI 0,1 M e NaOH 0,1 M como solvente indicam inicio de
degradacdo hidrolitica do farmaco, conforme Martinez, Falc6 e Cabeza (2002), ndo sendo
adequados para este tipo de determinacdo qualitativa. Os espectros obtidos com diferentes

solventes utilizando ceftazidima substancia de referéncia estdo representados na Figura 4.
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0.000 v v T v 0000 - - v v
2 F 1 30 & 1 330
- - 70 20 30 L z0 250 70 200 30
1000 1.000
ABS ABS
0000 Y v - \ 0000 'ﬂ\
2 0 330 2 290 i0 330
o 230 250 70 250 o 230 250 70 3
8 D

Figura 4. Espectro na regido do ultravioleta de ceftazidima substancia de referéncia a 10
ug/mL em agua (A), metanol (B), HCI 0,1 M (C) e NaOH 0,1 M (D).
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O farmaco em estudo apresentou correspondéncia com o espectro da substancia de

referéncia em agua, indicando a identificagdo positiva, conforme Figura 5.
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ABS ARG
— 0.000 T T
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Figura 5. Espectro de absorcdo na regido do ultravioleta de ceftazidima substancia de

referéncia (A) e pd para solucéo injetavel (B) a 10 ug/mL em &gua destilada.

4.1.7 Espectrofotometria de absorc¢éo na regido de infravermelho

Os espectros obtidos com ceftazidima substancia de referéncia e ceftazidima pé para
solucdo injetavel, utilizando-se pastilhas de 250 mg de brometo de potassio estdo

representados pelas Figuras 6 e 7.
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Figura 6. Espectro na regido de infravermelho de ceftazidima substéncia de referéncia em
pastilhas de KBr.
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Figura 7. Espectro na regido de infravermelho de ceftazidima p6 para solugdo injetavel em
pastilhas de KBr.
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Através das andlises efetuadas em ceftazidima substancia de referéncia e amostra
(Figuras 6 e 7) foram obtidos os espectros, que apresentam as mesmas bandas de absorgéo,
foram comparados e analisados com dados apresentados na literatura (SILVERSTEIN et al.,
1996).

O espectro de absorcdo na regido infravermelho em pastilhas de KBr apresentou
bandas de absorcdo caracteristicas de compostos cefalosporinicos, tais como: as bandas em
3600-3250 cm™ devido & deformag&o axial dos grupamentos N-H, bem como as absorgées em
1750-1725 cm™ que se atribuem ao estiramento do grupo carbonila C=0 da funcdo carboxila,
as quatro bandas caracteristicas em 1475-1600 cm™ com deformacéo axial do C=C do anel
aromatico, bandas entre 1000-1350 cm™ devido & deformacdo axial de C-N e a banda em

1680-1630 cm™ devido & deformacdo axial do C=0 de grupamento amida.

4.1.8 Analise térmica

O objetivo deste estudo foi determinar a estabilidade de ceftazidima frente a
temperatura bem como sua pureza e ponto ou faixa de fusdo. Através da analise
termogravimétrica (TG), mede-se a variacdo da massa de uma substancia em funcdo da
temperatura ou tempo, sob um 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; CLAS; DALTON; HANCOCK, 1999). Na calorimetria
exploratdria diferencial (DSC) mede-se, ao inves da diferenca de temperatura, a diferenca de

energia que é fornecida a substancia em analise em comparacdo a um padrao inerte.

A Figura 8 apresenta a curva de termogravimetria (TG) e termogravimetria derivada
(DTA) de ceftazidima sob atmosfera dindmica de ar.

A Figura 9 apresenta a curva de termogravimetria (TG) e termogravimetria derivada

(DTA) de ceftazidima sob atmosfera de nitrogénio.
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Figura 8. Curva de termogravimetria (TG) e termogravimetria derivada (DTA) de

ceftazidima substancia de referéncia sob atmosfera dindmica de ar.
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Figura 9. Curva de termogravimetria (TG) e termogravimetria derivada (DTA) de

ceftazidima substancia de referéncia sob atmosfera de nitrogénio.
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O presente teste teve como objetivo o estudo de analise térmica de ceftazidima
substancia de referéncia através da termogravimetria e analise térmica diferencial em
atmosfera de nitrogénio e ar sintético. A curva de DSC para a ceftazidima substancia de
referéncia (A) e para ceftazidima po para solugéo injetavel (B) estdo representadas na Figura
10.

— &
: 4 |— B
_
En
= o
=
[m]
i
L]
8 -
[m]
=
=
[T
a
-G
T T T T T T T T T T T T T T 1
an 100 130 200 250 a00 as0 400

Temperatura (OI:j

Figura 10. Curva de andlise térmica diferencial (DSC) da ceftazidima substancia de

referéncia (A) e ceftazidima po para solucdo injetavel (B).

As curvas DTA e TG ndo apresentaram diferencas de comportamento nas condi¢fes

utilizadas de atmosfera de ar ou nitrogénio.

Nas curvas DTA foram observados picos endotérmicos em torno de 100°C,
correspondentes a perda de dgua (desidratacdo), dado confirmado pelo pico endotérmico nas
curvas de DSC obtidas para ceftazidima substancia de referéncia e po para solucédo injetavel.
Esse resultado confirma a presenca de agua na substancia, conforme especificacdo

farmacopéica de perda por dessecacgdo, citada em 4.1.4.

As curvas DTA apresentam ainda dois picos endotérmicos (198 e 270°C), atribuidos a
decomposicdo do composto. Através das curvas TG, verifica-se perda de massa total em duas
etapas, entre as temperaturas de 90°C e 198°C, sendo mais intensa e progressiva a partir de
198°C.
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As curvas de DSC obtida para ceftazidima substancia de referéncia e p6 para solucéo
injetavel apresentaram um pico exotérmico referente a desidratacdo e dois picos endotérmicos
em 198°C e 270°C. A decomposicéo foi verificada pela leve mudanca de coloragéo a partir de
163°C (branco-amarelo) e posteriormente, formagdo de bolhas e fusdo a aproximadamente
270°C. Esses dados visuais foram obtidos na determinacdo da faixa de fusdo (item 4.1.3) e

confirmados pela analise térmica.

Os métodos calorimétricos apresentam grande interesse para a analise farmacéutica,
fornecendo informagbes sobre a pureza da substancia em questdo, grau de hidratagéo,
compatibilidades, termoestabilidade e identidade (GIRON, 1998; KANDARAPU et al.,
2001).

Assim, a analise térmica €, atualmente, uma poderosa ferramenta para o
desenvolvimento e andlise de formulacGes farmacéuticas. Geralmente, a instabilidade de um
produto ou incompatibilidade entre os componentes de uma formulacdo sdo caracterizados

por processos exotérmicos (GIL, 2005).

4.1.9 Reacgdes de identificacédo

4.1.9.1 Caracterizacao de cefalosporinas

Para a reacdo com ions ferro (lll), observou-se o desenvolvimento de coloracéo
vermelha devido a oxidacdo da cefalosporina pelos ions ferro (111), produzindo ferro (11), o

qual reagiu com o-fenantrolina gerando o composto de cor avermelhada.

Para a reacdo com molibdato de aménio, verificou-se o desenvolvimento de intensa

coloragdo azul, comprovando a identificagcdo da cefalosporina.

Estes ensaios de identificacdo foram realizados também utilizando outras amostras de
cefalosporinas, como cefalexina e cefuroxima, apresentando a mesma coloracdo azul
desenvolvida para a ceftazidima, o que indica que essa reacdo identifica compostos

cefalosporinicos, porém, ndo possui especificidade para uma ou outra.
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4.1.9.2 Caracterizacéo de piridina

Verificou-se o desenvolvimento de coloracdo amarelo ouro, caracteristica para
identificagcdo de piridina com anilina, assim como o desenvolvimento de coloragéo rdsea,

caracteristica para identificacdo de piridina com &cido barbitarico.

Com o objetivo de padronizar a metodologia de analise espectrofotométrica na regiao
do visivel para o composto colorido produzido (amarelo ouro), procurou-se realizar a
varredura entre os comprimentos de onda de 450 a 475 nm. Foi possivel verificar a existéncia
de um pico de absorcdo méaxima nesta faixa em 465 nm, possibilitando a determinacao

quantitativa do farmaco, conforme pode ser verificado na Figura 11.

2000
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Figura 11. Espectro da regido visivel de 450 a 475 nm da solucdo aquosa de ceftazidima

substancia de referéncia.

O principal inconveniente das reacdes envolvendo o bromocianogénio € a toxicidade
do reagente, sendo necessario realizar todo o procedimento em capela de exaustdo. No
entanto, a adocdo de Boas Praticas de Laboratdrio veio ao encontro da formagdo de
profissionais qualificados e preocupados com o meio ambiente. Desta forma, o
desenvolvimento de métodos de analise, que atendam os principios de Boas Praticas de
Laboratorio, permite o estabelecimento de pardmetros que possibilitam avaliar todos os
produtos em diferentes estagios de desenvolvimento, bem como produtos ja comercializados.
O ensaio foi realizado para outras cefalosporinas, entre elas a cefalexina e a cefoxitina sodica,
também degradadas conforme procedimento mencionado para a ceftazidima. As amostras de

cefalexina e cefoxitina sodica ndo apresentaram desenvolvimento de coloragdo com os

Andréia de Haro Moreno



Resultados e discussdo 89

reagentes bromocianogénio, anilina e acido barbitarico devido a ndo possuirem em suas
estruturas a molécula de piridina. Além disso, as solucdes aquosas de cefoxitina sédica sdo

amareladas, permitindo a sua identificagdo dentre as demais analisadas no presente teste.

Desta forma, os ensaios realizados permitiram a rapida caracterizacdo de algumas
cefalosporinas amplamente comercializadas no mercado brasileiro, mostrando-se
reprodutiveis para identifica-las e distingui-las, podendo ser adotados em analises rotineiras

de controle de qualidade.

4.1.10 Cromatografia em camada delgada

A cromatografia é um método fisico-quimico de separacdo dos componentes de uma
mistura, realizada através da distribuicdo destes entre duas fases, que estdo em contato intimo.
Uma das fases permanece estacionaria enquanto a outra fase move-se através dela. Durante a
passagem da fase movel sobre a fase estacionaria, os componentes da mistura sdo distribuidos
entre as duas fases, de tal forma que cada um dos componentes € seletivamente retido pela
fase estacionéria, resultando em migragdes diferenciais destes componentes (WATSON,
1999).

Atualmente, a cromatografia ocupa um lugar de destaque entre os métodos de analise
devido a sua facilidade em efetuar separacOes, identificacdo 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 recuperacdo dos componentes
separados, e possui sensibilidade satisfatoria, com separacfes extremamente nitidas e capazes
de detectar quantidades muito menores que as manchas muito mais difusas obtidas na
cromatografia em papel (BARNARD; CHAYEN, 1970). Foi observado somente o
aparecimento da mancha principal comparada com a substancia de referéncia, com valor de R¢

0,462 quando examinadas a luz ultravioleta de 254 nm.
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4.2 Analise quantitativa

4.2.1 Método de analise microbioldgica

O objetivo deste estudo é realizar o desenvolvimento e a validacdo de ensaio de
quantificacdo de ceftazidima matéria-prima e po para solucdo injetavel, utilizando método
microbioldgico de difusdo em &gar, que relaciona o tamanho da zona de inibicdo com a
concentragédo da substancia ensaiada (PINTO; KANEKO; OHARA, 2003).

Trata-se de um método fisico, no qual um microrganismo é usado como revelador. O
método emprega meio de cultura sélido inoculado, distribuido em placas, em sistema de
bicamada, através do qual a substancia teste se difunde. E essencial que se trabalhe com
réplicas, de forma a compensar os desvios, inerentes ao ensaio ou acidentais (PINTO;
KANEKO; OHARA, 2003).

Na determinacdo dos parametros para a padronizacdo do ensaio microbioldgico —
método de difusdo em agar — cilindros em placa para ceftazidima (Tabela 2), optou-se por
trabalhar com S. epidermidis ATCC 12228, pois o crescimento do microrganismo foi bastante
homogéneo e os halos de inibicdo formados apresentaram-se bem definidos, além da menor
patogenicidade em relacdo ao S. aureus ATCC 6538. A velocidade de crescimento do
microrganismo nao foi afetada diretamente pela composi¢cdo do meio, pois, nos trés meios
testados, observou-se crescimento homogéneo. Foi selecionado 0 meio n° 1 de Grove-Randall
para a camada de superficie e 0 meio n°® 2 de Grove-Randall para a camada base. A
concentragdo do indculo empregada deve ser suficiente para apresentar crescimento
homogéneo do microrganismo, propiciando um contraste com a zona de inibicdo de
crescimento, sem apresentar colonias isoladas. Os melhores resultados e o crescimento mais

uniforme foram obtidos com o in6culo com concentracéo de 0,5 %.

Em solucBes diluentes em diferentes pH, observou-se que em pH 6,0 os halos de
inibicdo formados foram maiores e mais uniformes, sendo este pH compativel com o
crescimento bacteriano e com a atividade do farmaco. As concentrag¢fes do farmaco utilizadas
na curva de dosagem devem estar em progressdo geométrica, uma vez que existe relacdo
linear entre o logaritmo da concentracdo e o didmetro dos halos de inibi¢do de crescimento.

As concentragbes de 100,0; 200,0 e 400,0 ug /mL apresentaram excelentes resultados,
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avaliados através de analise estatistica. Em rela¢do a incubagdo, deve haver uma combinacao
entre tempo e temperatura para que o crescimento do microrganismo seja uniforme e os halos
formados ndo estejam pequenos. Os melhores resultados foram com 21 horas de incubagéo

com temperatura de 35 £ 2 °C.

Os valores dos diametros dos halos de inibicdo do crescimento bacteriano, obtidos
para as solugcdes em diferentes concentracGes de substancia de referéncia e amostra de

ceftazidima encontram-se na Tabela 9.
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Tabela 9. Valores dos didmetros dos halos de inibi¢do obtidos no doseamento de ceftazidima

pelo ensaio microbioldgico através do método difusdo em agar — técnica cilindros em placas.

Concentracéo Diametros dos halos Didmetro médio DPR
(ng/mL) de inibicdo (mm)* +e.p.m. (%)

12,81
P, 100,0 12,89 12,85+ 0,04 0,311

12,85

16,86
P, 200,0 16,83 16,83 £ 0,03 0,149

16,81

20,82
P3 400,0 20,87 20,84 £ 0,03 0,121

20,84

12,69
Aq 100,0 12,73 12,71+ 0,02 0,164

12,70

16,70
Az 200,0 16,79 16,75+ 0,05 0,273

16,76

20,60
As 400,0 20,68 20,64 + 0,04 0,196

20,68

*Cada valor é a média de seis determinacdes.
e.p.m. = erro padrdo da média
DPR (%) = desvio padrao relativo percentual
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A curva analitica construida em decorréncia dos valores da média do didmetro das
concentragdes 100,0; 200,0 e 400,0 pug/mL esta representada pela Figura 12.
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Figura 12. Representacdo grafica da curva analitica de ceftazidima atraveés do ensaio

microbiologico — método da difusdo em agar — cilindros em placas.

Para a construcdo da curva analitica foram utilizados 3 pontos como preconizado pela
Farmacopéia Brasileira (1988) para delineamento 3 x 3 e a disposi¢cdo das solugdes substancia

de referéncia (P) e amostra (A) na placa de Petri sdo demonstradas pela Figura 13.

Andréia de Haro Moreno



Resultados e discussdo 94

Figura 13. Delineamento 3 x 3, demonstrando a disposi¢cdo das solugbes substancia de
referéncia (P) e amostra (A) na placa de Petri, onde P; (100,0 pg/mL); P, (200,0 pg/mL); P3
(400,0 pg/mL) e A; (100,0 pg/mL); Az (200,0 pg/mL); A3(400,0 pg/mL).

Os resultados obtidos na determinacéo de ceftazidima em po6 para solucgéo injetavel,
calculados pela férmula de HEWITT (1977) apresentada na Equacdo 1 estdo apresentados na
Tabela 10.
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Tabela 10. Valores experimentais obtidos para o doseamento de ceftazidima p6 para solugdo

injetavel (1000 mg de ceftazidima) através do ensaio microbioldgico difusdo em &gar —

cilindros em placas.

Ensaio Valor encontrado* Teor Media £ e.p.m. DPR
(mg /ampola) (%) (%)
I 974,80 97,48
I 980,30 98,03
1 975,00 97,50 97,67 £ 0,406 0,415
v 977,00 97,70
V 971,00 97,10
VI 982,20 98,22
P <0,05

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

Na analise estatistica dos resultados, a equacdo da reta para representacdo grafica da

curva de calibracdo foi determinada através de regressdo linear, pelo método dos minimos

quadrados. Para a construcdo da curva de calibracdo foram utilizados 3 pontos, cada um

representando a média de trés determinacdes. A validacdo do método foi realizada pela

andlise da variancia (ANOVA), segundo tratamento estatistico preconizado pela Farmacopéia

Brasileira (1988) para ensaio 3 x 3 utilizando cilindros e esté representada na Tabela 11:
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Tabela 11. Anélise da variancia dos dados obtidos do doseamento de ceftazidima pelo ensaio

microbioldgico difusdo em agar — cilindros em placa.

Fontes de variacao GL SQ QM Fcalc Ftab
Preparacao 1 0,191 0,191 608,546* 4,24
Regressao 1 380,807 380,807 1215340,425* 4,24
Desvio de paralelismo 1 0,004 0,004 13,617 4,24
Quadratico 1 0,003 0,003 10,213 4,24
Diferenca de quadratico 1 0,014 0,014 44,326 4,24
Entre doses 5 381,019 76,204 243203,425* 2,6
Entre placas 5 0,001 0,000 0,681 2,6
Dentro (erro) 25 0,008 0,000 - -
Total 35 381,03 - - -

*Significativo para P < 0,05

O teste de recuperacdo, realizado com a finalidade de verificar a exatiddo do método
proposto através da adicdo de concentracGes conhecidas da substancia de referéncia as
solucBes contendo a amostra. A percentagem de recuperacdo (R%) foi calculada através da
expressao descrita pela AOAC (AOAC, 1990) e os resultados encontram-se representados na
Tabela 12:
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Tabela 12. Representacdo do esquema de preparagdo das amostras no teste de recuperacao de

ceftazidima no doseamento microbiol6gico método de difusdo em agar — cilindros em placas.

Vol. Amostra Vol. Solugéo padréo Concentracao tedrica de

adicionada (mL) adicionada (mL) amostra + padrédo em 10 mL
(1000 pg/mL) (500 pg/mL) (ug/mL)
1,0 0,1 105,0
R: 2,0 0,2 210,0
4,0 0,4 420,0
1,0 0,2 110,0
R, 2,0 0,4 220,0
4,0 0,8 440,0
1,0 0,4 120,0
R3 2,0 0,8 240,0
4,0 1,6 480,0

Os resultados do método microbioldgico para a determinacdo de ceftazidima em pé

para solucdo injetavel estdo representados na Tabela 13.
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Tabela 13. Valores experimentais do teste de recuperacdo obtidos em amostras de
ceftazidima po para solucdo injetavel, através do ensaio microbioldgico, método de difusdo

em agar — cilindros em placas.

Adicionada Encontrado Recuperacgéao
(ng/mL) (ng/mL) (%)
Recuperacéo 1 5,0 4,94 98,80
Recuperacéo 2 10,0 9,73 97,30
Recuperacédo 3 20,0 19,74 98,70

O ensaio microbioldgico de antibidticos consiste na determinacdo da poténcia ou
atividade bioldgica destes agentes; a quantificacdo de antibidticos por métodos quimicos, tais
como cromatografia liquida de alta eficiéncia e espectrofotometria mostram-se precisos,
porem ndo fornecem verdadeira indicacdo sobre a atividade biologica (ADAMS et al., 1998).
Além disso, os ensaios biologicos podem sofrer adequacbes para determinacfes especificas,
como em preparacdes farmacéuticas, em que freqlientemente se recorre ao uso de solucdes
diluentes tamponadas, e sdo capazes de indicar a atividade bioldgica de produtos de
degradacdo possivelmente originados (THOMPSON, 2000). Desta forma, o0s ensaios
bioldgicos continuam sendo essenciais para o desenvolvimento e controle de qualidade de

substancias antimicrobianas.

Para assegurar a validade do ensaio microbioldgico difusdo em &gar — cilindros em
placas na determinacdo da poténcia de ceftazidima, foram utilizadas trés concentragOes
diferentes para amostra, idénticas as da substancia de referéncia, em delineamento 3x3
(FARMACOPEIA Brasileira, 1988). Estas doses estdo em progressdo geométrica, ja que o
sistema utilizado possui relacdo linear entre logaritmo da concentracdo da substancia testada e
os didmetros dos halos de inibigdo. As dilui¢cbes foram estipuladas de acordo com o tamanho
dos halos produzidos, de forma a néo se sobreporem e ficarem espacgados.

Através dos resultados obtidos foi construida a curva de calibracdo com solucdes de
100,0; 200,0 e 400,0 ug/mL. Os resultados obtidos apresentaram correlagéo linear entre as

medidas dos halos de inibicdo e as concentracdes, no intervalo utilizado, com coeficiente de
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correlacdo igual a 1, o que indica a linearidade do método proposto. A equacdo da reta foi y =
5,7708 x — 13,732.

O teste de recuperacdo foi efetuado com o objetivo de comprovar a exatiddo do
método proposto. Desta forma, quantidades conhecidas da substancia de referéncia foram
adicionadas nas solucdes de ceftazidima p6 para solucdo injetavel para quantificacdo da
substancia. Obtivemos neste teste de recuperacdo média de 98,27 %. Com este resultado
comprovamos a exatiddo do método proposto, que é um requisito obrigatorio dos métodos
analiticos. A precisdo do método foi obtida utilizando-se seis determinacdes de ceftazidima pd
para solucdo injetdvel. O desvio padrdo relativo foi 0,42 % e o teor de ceftazidima
determinado no po para solucédo injetavel foi calculado através da equacdo de Hewitt (1977)
obtendo teor médio de 97,67 %, 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 farmacopéicas
(BRITISH Pharmacopoeia, 2005; FARMACOPEIA Brasileira, 1988; FARMACOPEIA
Portuguesa, 2002; USP 29, 2006).

A analise 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 microbiologico para ceftazidima (RODRIGUES, 1986).

O método proposto consiste de uma técnica que permite indicar a poténcia do produto
uma vez que apresenta sensibilidade, linearidade, exatiddo e precisdo adequadas, segundo
conceitos sobre validacdo apresentados na Farmacopéia Brasileira (1988) e por Riley e
Rosanske (1996).

6.2- Espectrofotometria na regido do ultravioleta

A espectrofotometria na regido do ultravioleta é um importante recurso utilizado na
quantificacdo de substancias, uma vez que esta relacionada com a estrutura eletrénica da
molécula. Baseia-se no fato de a absortividade de um composto quimico ser constante

dependendo da intensidade da radiacdo incidente, concentragdo e caminho Optico, embora
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dependa de fatores como: estrutura molecular do composto, solvente, temperatura e
comprimento da radiacdo (WATSON, 1999). E utilizada principalmente para a identificacio
de compostos quimicos organicos incluindo farmacos, porém, é também largamente utilizada
para o doseamento de farmacos (OHANNESIAN; STREETER, 2002).

A relacdo entre a concentragdo do analito e a intensidade de luz absorvida é a base das

aplicacOes da espectrofotometria.

A curva de Ringbom foi realizada com o objetivo de determinar a faixa de
concentracdo na qual o método espectrofotométrico na regido do ultravioleta obedece a
linearidade. A Tabela 14 representa a preparacdo das solucdes de ceftazidima substancia de

referéncia utilizadas na construcdo da curva.
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Tabela 14. Obtencdo da curva de Ringbom de ceftazidima através de espectrofotometria no

ultravioleta a 255,5 nm.

Pontos  Vol. Sol. ceftazidima 50 pg/mL Concentracdo final  Absorvancia *

(mL) (ng/mL)
1 0,1 0,5 0,039
2 0,2 1,0 0,053
3 0,4 2,0 0,088
4 0,6 3,0 0,135
5 0,8 4,0 0,213
6 1,0 5,0 0,255
7 1,2 6,0 0,289
8 1,4 7.0 0,325
9 1,6 8,0 0,360
10 18 9,0 0,399
11 2,0 10,0 0,440
12 2,4 12,0 0,515
13 2,8 14,0 0,589
14 3,2 16,0 0,673
15 3,6 18,0 0,751
16 4,0 20,0 0,822
17 4,8 24,0 0,992
18 6,0 30,0 1,239

*Cada valor € a média de trés determinagdes.
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A curva de Ringbom foi obtida utilizando-se logaritmo das concentragdes (ug/mL)

expresso como Log C versus absorvancia e encontra-se representada pela Figura 14.
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Figura 14. Curva de Ringbom obtida pelo método espectrofotométrico na regido do

ultravioleta para solucéo de ceftazidima substéncia de referéncia de 0,5 a 30,0 pug /mL.

A Tabela 15 representa a preparacdo das solucdes utilizadas para a obtencdo da curva

analitica de ceftazidima substancia de referéncia.
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Tabela 15. Preparo da curva analitica de ceftazidima através de espectrofotometria no

ultravioleta a 255,5 nm.

Pontos  Vol. Sol. ceftazidima 50 ug/mL ~ Volume de agua  Concentragcdo final

(mL) (mL) (ng/mL)
1 1,4 8,6 7,0
2 1,6 8,4 8,0
3 1,8 8,2 9,0
4 2,0 8,0 10,0
5 2,4 7,6 12,0
6 2,8 7,2 14,0

Os resultados das leituras de absorbancia obtidos para a curva analitica estdo

apresentados na Tabela 16.
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Tabela 16. Absorvancias determinadas na obtengdo da curva analitica de ceftazidima através

do método espectrofotométrico na regido do ultravioleta a 255,5 nm.

Concentracéo Absorvancia Abs média £ e.p.m. DPR
(ug/mL) (%)

0,325

7,0 0,324 0,325 + 0,0006 0,185
0,325
0,361

8,0 0,360 0,360 = 0,0006 0,167
0,360
0,398

9,0 0,398 0,398 + 0,0006 0,151
0,399
0,441

10,0 0,439 0,440 = 0,0006 0,136
0,440
0,516

12,0 0,515 0,515 + 0,0006 0,194
0,513
0,589

14,0 0,589 0,589 + 0,0006 0,102

0,590

e.p.m. = erro padrdo da média
DPR % = desvio padrao relativo percentual
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A representacdo grafica da curva analitica e o coeficiente de regresséo das solugdes de
ceftazidima em concentracdes de 7,0 a 14,0 ug /mL atraves do método espectrofotométrico na

regido do ultravioleta a 255,5 nm estéo representados na Figura 15.

0,7
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0,5 A
0,4
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Figura 15. Representacdo gréfica da curva analitica da solucdo de ceftazidima pelo método

espectrofotométrico na regido do ultravioleta a 255,5 nm.

Os valores experimentais da determinacdo de ceftazidima nas amostras de pd para

solucdo injetavel pelo método proposto encontram-se representados na Tabela 17.
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Tabela 17. Quantidades determinadas para o doseamento de ceftazidima p6 para solugdo

injetavel através do método espectrofotométrico na regido de ultravioleta a 255,5 nm.

Ensaios Abs* Encontrado Teor Média + epm DPR

(mg) (%) (%)
I 0,436 994,74 99,47
I 0,439 1002,6 100,26

1 0,438 1000,0 100,0 99,82+ 0,4295  0,4303

\Y, 0,439 1002,6 100,26
\Y 0,435 992,10 99,21
VI 0,437 997,37 99,73

*Cada valor € a média de trés determinacdes.
e.p.m. = erro padrdo da média
DPR% = desvio padré&o relativo percentual

O teste de recuperacdo € realizado com o objetivo de comprovar a exatiddo do método
proposto (AOAC, 1990; USP 29, 2006). Desta forma, quantidades conhecidas de substancia
de referéncia sdo adicionadas nas solugBes de ceftazidima pd para solucdo injetavel para
quantificacdo da substancia. Para o ensaio de recuperacdo sdo transferidas aliquotas de
solucdo-amostra para baldes volumétricos e nestes sdo adicionadas quantidades exatamente
definidas de solucdo de ceftazidima substancia de referéncia, preparadas em concentracdes

adequadas e referentes as obtidas para execucao do ensaio.

A Tabela 18 representa a preparacdo das solugdes de ceftazidima substancia de

referéncia e amostra utilizadas na realizacdo do teste de recuperacao.
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Tabela 18. Preparacdo das solugdes para o teste de recuperacdo aplicado & amostra de

ceftazidima para o método espectrofotométrico na regido do ultravioleta a 255,5 nm.

Vol. sol. amostra Vol. Sol. Referéncia Concentracao final em
(100,0 pg/mL) (50,0 pg/mL) 25 mL
(ng/mL)
A 3,0 - 12,0
R1 3,0 1,0 14,0
R, 3,0 2,0 16,0
Rs 3,0 3,0 18,0

Os valores encontrados no teste de recuperacdo para ceftazidima po para solucao

injetavel estdo representados na Tabela 19.

Tabela 19. Teste de recuperacdo de solucdo de ceftazidima substancia de referéncia
adicionada a solucdo de ceftazidima p6 para solucdo injetdvel através do método

espectrofotométrico na regido do ultravioleta a 255,5 nm.

Adicionado Absorvancia * Encontrado Recuperagéo
(ug /mL) (ng/mL) (%)
R1 2,0 0,589 13,97 99,68
R, 4,0 0,665 15,97 99,75
R 6,0 0,740 17,95 99,46

*Cada valor € a média de trés determinacdes.
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O espectro de absor¢do mostrou pico de absor¢do méxima de 255,5 nm, utilizando
solugéo aquosa de ceftazidima a 10,0 ug /mL. Com o objetivo de determinar a linearidade, foi
realizada a curva de Ringbom. De acordo com a Lei de Lambert-Beer, o intervalo de
concentragéo de 7,0 a 14,0 ug /mL, mostrou-se linear, apresentando coeficiente de correlacdo
de 0,9998. A equacéo da reta foi y = 0,038x + 0,058.

O teste de recuperacdo foi efetuado com o objetivo de comprovar a exatiddo do
método proposto. Desta forma, quantidades conhecidas de substancia de referéncia foram
adicionadas as solucdes de ceftazidima p6 para solucdo injetavel para quantificacdo da
substancia. Obtivemos neste teste recuperacdo média de 99,63 %. Com este resultado
comprovamos a exatiddo do método proposto, que é um dos requisitos obrigatorios dos
métodos analiticos. A precisdo do método foi obtida utilizando-se seis determinacdes de

ceftazidima em po para solucdo injetavel. O desvio padréo relativo foi de 0,4303.

O teor médio de ceftazidima determinado no medicamento foi de 99,82 %,
demonstrando a sensibilidade do método para detectar a substancia ativa, ndo ocorrendo
interferéncia do excipiente presente no medicamento (carbonato de sodio).

O método de quantificacdo por espectrofotometria na regido do ultravioleta foi
validado através de andlise estatistica e fatores como sensibilidade, precisdo, exatiddo e

linearidade.

4.2.3 Espectrofotometria na regido do visivel

A partir do composto colorido produzido na determinagdo qualitativa, conforme
relatado no item 4.1.9, foi desenvolvido método espectrofotométrico na regido do visivel para
quantificacdo de ceftazidima, uma vez que esta cefalosporina é a Unica que possui uma

molécula de piridina em sua estrutura (Figura 3).

A espectrofotometria na regido do visivel é um dos métodos mais utilizados no mundo
em laboratérios quimicos e clinicos. Em analise farmacéutica é amplamente usado para
identificacio e doseamento de farmacos e medicamentos. Todos o0s métodos

espectrofotométricos sdo baseados na interacdo de uma substancia quimica com energia
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radiante e, na maioria dos casos, o0 efeito desta interacdo é a absor¢do de energia pela
substancia que esta sendo analisada (WATSON, 1999; OHANNESIAN; STREETER, 2002).

4.2.3.1 Metodologia empregando bromocianogénio e anilina

A curva de Ringbom foi realizada com o objetivo de determinar a faixa de
concentracdo na qual o método espectrofotométrico na regido do visivel obedece a
linearidade. A Tabela 20 representa a preparacdo das solucdes de ceftazidima substancia de

referéncia utilizadas na obtencdo da curva de Ringbom.
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Tabela 20. Obtencdo da curva de Ringbom de ceftazidima através de espectrofotometria no

visivel a 465 nm.

Pontos  Vol. Sol. ceftazidima 100 ug/mL ~ Concentragdo final = Absorvancia *

(mL) (ng/mL)
1 0,05 0,5 0,002
2 0,1 1,0 0,013
3 0,2 2,0 0,016
4 0,3 3,0 0,029
5 0,4 4,0 0,034
6 0,5 5,0 0,043
7 0,6 6,0 0,056
8 0,7 7.0 0,062
9 0,8 8,0 0,076
10 0,9 9,0 0,087
11 1,0 10,0 0,103
12 2,0 20,0 0,204
13 3,0 30,0 0,303
14 4,0 40,0 0,405
15 5,0 50,0 0,506
16 6,0 60,0 0,611
17 7,0 70,0 0,710
18 8,0 80,0 0,703

*Cada valor € a média de trés determinagdes.
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A curva de Ringbom foi obtida utilizando-se logaritmo das concentragdes (ug/mL)

expresso como Log C versus absorvancia e encontra-se representada na Figura 16.
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Figura 16. Curva de Ringbom obtida pelo método espectrofotométrico na regido do visivel

para solugéo de ceftazidima substancia de referéncia de 0,5 a 80,0 ug/mL.

Para a construcao da curva analitica, foram utilizados volumes da solucéo estoque de

ceftazidima substéncia de referéncia a 100 ug/mL conforme demonstrado na Tabela 21.

Tabela 21. Preparo da curva analitica de ceftazidima através de espectrofotometria no visivel
a 465 nm.

Pontos  Vol. Sol. ceftazidima 100 ug/mL  Volume de agua Concentragdo final

(mL) (mL) (ng/mL)
1 1,0 8,0 10,0
2 2,0 7.0 20,0
3 3,0 6,0 30,0
4 4,0 5,0 40,0
5 5,0 4,0 50,0
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Os resultados das leituras de absorvancia obtidos para a curva analitica estdo

apresentados na Tabela 22.

Tabela 22. Absorvancias determinadas na obtencéo da curva analitica de ceftazidima através

do método espectrofotométrico na regido do visivel a 465 nm.

Concentragéo Absorvancia Abs média + e.p.m. DPR
(ng/mL) (%)

0,101

10,0 0,101 0,101 + 0,0006 0,594

0,100

0,208
20,0 0,208 0,208 + 0,0006 0,288

0,206

0,310
30,0 0,311 0,310 + 0,0006 0,194

0,311

0,409
40,0 0,408 0,408 + 0,0006 0,147

0,408

0,522
50,0 0,521 0,521 +0,0006 0,115

0,521

e.p.m. = erro padrdo da média
DPR % = desvio padrao relativo percentual
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A representacdo gréafica da curva analitica e o coeficiente de regressao das solugdes de
ceftazidima em concentracdes de 10,0 a 50,0 ug/mL atraves do método espectrofotométrico

na regiao do visivel a 465 nm estdo representados na Figura 17.

y = 0,0104x - 0,0029
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Figura 17. Representacdo gréafica da curva analitica da solugdo de ceftazidima pelo método

espectrofotométrico na regido do visivel a 465 nm.

Os valores experimentais da determinagcdo de ceftazidima nos pos para solugdo

injetavel pelo método proposto encontram-se na Tabela 23.
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Tabela 23. Quantidades determinadas para o doseamento de ceftazidima p6 para solugdo

injetavel através do método espectrofotométrico na regido de visivel a 465 nm.

Ensaios  Absorvéancia* Encontrado Teor Média + e.p.m. DPR

(mg) (%0) (%)
I 0,308 996,47 99,65
I 0,309 999,68 99,97

11 0,308 996,47 99,65 99,86 + 0,438 0,4376

v 0,309 999,68 99,97
\Y 0,307 993,27 99,33
VI 0,311 1006,09 100,61

*Cada valor € a média de trés determinacdes.
e.p.m. = erro padrdo da média
DPR% = desvio padré&o relativo percentual

O teste de recuperacéo € realizado com o objetivo de comprovar a exatiddo do método
proposto (AOAC, 1990; USP 29, 2006). Desta forma, quantidades conhecidas de substancia
de referéncia sdo adicionadas nas solucbes de ceftazidima pd para solucdo injetavel para
quantificacdo da substancia. Para o ensaio de recuperacdo sdo transferidas aliquotas de
solucdo-amostra para baldes volumétricos e nestes sdo adicionadas quantidades exatamente
definidas de solucdo de ceftazidima substancia de referéncia, preparadas em concentracdes

adequadas e referentes as obtidas para execu¢do do ensaio.

A Tabela 24 representa a preparagéo das solucgdes utilizadas na realizacdo do teste de

recuperagao.

Andréia de Haro Moreno



Resultados e discussdol115

Tabela 24. Preparacdo das solugdes para o teste de recuperacdo aplicado & amostra de

ceftazidima para o método espectrofotométrico na regido do visivel a 465 nm.

Vol. sol. amostra Vol. Sol. Referéncia Conc. final em 10 mL
(100,0 pg/mL) (10,0 pg/mL) (ng/mL)
A 3,0 - 30,0
R1 3,0 1,5 31,5
R, 3,0 3,0 33,0
Rs 3,0 6,0 36,0

Os valores encontrados no teste de recuperagdo para ceftazidima p6 para solugdo
injetavel estdo representados na Tabela 25.

Tabela 25. Teste de recuperacdo de solucdo de ceftazidima substancia de referéncia
adicionada a solucdo de ceftazidima pd para solucdo injetavel através do método
espectrofotométrico na regido do visivel a 465 nm.

Adicionado Absorvancia * Encontrado Recuperagéo
(ng/mL) (ng/mL) (%)
R; 1,5 0,324 31,43 99,33
R 3,0 0,339 32,88 98,00
R3 6,0 0,371 35,95 100,17

*Cada valor € a média de trés determinacdes.

O espectro de absor¢do mostrou pico de absor¢cdo maxima em 465 nm, utilizando

solucéo aquosa de ceftazidima a 30,0 ug/mL. Com o objetivo de determinar a linearidade, foi
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realizada a curva de Ringbom. De acordo com a Lei de Lambert-Beer, o intervalo de
concentragédo de 10,0 a 50,0 ug/mL, mostrou-se linear, apresentando coeficiente de correlagdo
de 0,9996. A equacéo da reta foi y = 0,0104x - 0,0029.

O teste de recuperacdo foi efetuado com o objetivo de comprovar a exatiddo do
método proposto. Desta forma, quantidades conhecidas de substancia de referéncia foram
adicionadas as solucbes de ceftazidima pé para solucdo injetavel para quantificacdo da
substancia. Obtivemos neste teste recuperacdo média de 99,17 %. Com este resultado
comprovamos a exatiddo do método proposto, que € um dos requisitos obrigatorios dos
métodos analiticos. A precisdo do método foi obtida utilizando-se seis determinagfes de
ceftazidima em pé para solucdo injetavel. O desvio padrao relativo foi de 0,4376.

O teor médio de ceftazidima determinado no medicamento foi de 99,86 %,
demonstrando a sensibilidade do método para detectar a substancia ativa, ndo ocorrendo

interferéncia do excipiente presente no medicamento.

O método de quantificagdo por espectrofotometria na regido do ultravioleta foi
validado através de andlise estatistica e fatores como sensibilidade, precisdo, exatiddo e

linearidade.

4.2.3.2 Metodologia empregando cloreto de cobre (Il) e neocuproina como agente

complexante

A curva de Ringbom foi realizada com o objetivo de determinar a faixa de
concentragdo na qual o método espectrofotométrico na regido do visivel obedece a
linearidade. O preparo das solugdes utilizadas para a obtencdo da curva de Ringbom esta

representado na Tabela 26.
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Tabela 26. Obtencdo da curva de Ringbom de ceftazidima através de espectrofotometria no

visivel a 454 nm.

Pontos Vol. Sol. ceftazidima Concentracdo final Absorvancia *
(nL) (ng/mL)

1 100 1,0 0,017

2 200 2,0 0,0413
3 300 3,0 0,0560
4 400 4,0 0,0802
5 500 50 0,1041
6 100 10,0 0,2043
7 150 15,0 0,3349
8 200 20,0 0,4090
9 250 25,0 0,4928
10 300 30,0 0,5645
11 350 35,0 0,6381
12 400 40,0 0,7110
13 450 45,0 0,8569
14 500 50,0 0,9236
15 550 55,0 0,9589
16 600 60,0 0,9752
17 650 65,0 1,2541
18 700 70,0 1,1864

*Cada valor € a média de trés determinagdes.

Andréia de Haro Moreno



Resultados e discussdo118

A curva de Ringbom foi obtida utilizando-se logaritmo das concentragdes (ug/mL)

expresso como Log C versus absorvancia e encontra-se representada na Figura 18.
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Figura 18. Curva de Ringbom obtida pelo método espectrofotométrico na regido do visivel

para solucdo de ceftazidima substancia de referéncia de 1,0 a 70,0 ug/mL.

As solucgdes utilizadas para a obtencdo da curva analitica estdo representadas na

Tabela 27.
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Tabela 27. Preparo da curva analitica de ceftazidima através de espectrofotometria no visivel
a 454 nm.

Pontos  Vol. Sol. ceftazidima 1000 pg/mL ~ Volume final  Concentracao final

(mL) (mL) (ng/mL)
1 1,5 10,0 15,0
2 2,0 10,0 20,0
3 2,5 10,0 25,0
4 3,0 10,0 30,0
5 3,5 10,0 35,0
6 4,0 10,0 40,0

Os resultados das leituras de absorvancia obtidos para a curva analitica estdo

apresentados na Tabela 28 e na Figura 19.
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Tabela 28. Absorvéncias determinadas na obtengdo da curva analitica de ceftazidima através

do método espectrofotométrico na regido do visivel a 454 nm.

Concentracéo Absorvancia Abs média £ e.p.m. DPR
(ug/mL) (%)

0,3352

15,0 0,3354 0,3352 £ 0,0002 0,059

0,3349

0,4078
20,0 0,4079 0,4080 £ 0,0003 0,073

0,4083

0,4923
25,0 0,4919 0,4920 £+ 0,0003 0,061

0,4918

0,5650
30,0 0,5644 0,5647 £ 0,0003 0,033

0,5648

0,6381
35,0 0,6377 0,6379 = 0,0003 0,047

0,6380

0,7113
40,0 0,7108 0,7111 £ 0,0003 0,042

0,7112

e.p.m. = erro padrdo da média
DPR % = desvio padrao relativo percentual
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Figura 19. Curva de absorcao de solugdes aquosas de ceftazidima/Cu(ll)/neocuproina.

A representacdo grafica da curva analitica e o coeficiente de regressdo das solugdes de
ceftazidima em concentracdes de 15,0 a 40,0 ug/mL através do método espectrofotométrico

na regiao do visivel a 454 nm estéo representados na Figura 20.
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Figura 20. Representacdo gréfica da curva analitica da solucéo de ceftazidima pelo método

espectrofotométrico na regido do visivel a 454 nm.
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Os valores experimentais da determinacdo de ceftazidima nas amostras de pd para

solucdo injetavel pelo método proposto encontram-se na Tabela 29.

Tabela 29. Quantidades determinadas para o doseamento de ceftazidima p6 para solugédo

injetavel através do método espectrofotométrico na regido de visivel a 454 nm.

Ensaios  Absorvancia* Encontrado Teor Média + e.p.m. DPR
(1) (%0) (%0)
I 0,5610 29,89 99,63
Il 0,5618 29,94 99,80
Il 0,5630 30,02 100,07 99,56 + 0,350 0,351
Y 0,5605 29,85 99,50
\% 0,5587 29,73 99,12
VI 0,5593 29,77 99,25

*Cada valor € a média de trés determinacdes.

e.p.m. = erro padréo da media

DPR% = desvio padrao relativo percentual

O teste de recuperacéo € realizado com o objetivo de comprovar a exatiddo do método
proposto (AOAC, 1990; USP 29, 2006). Desta forma, quantidades conhecidas de substancia

de referéncia sdo adicionadas nas solucbes de ceftazidima pd para solucdo injetavel para

quantificacdo da substancia. Para o ensaio de recuperacdo sdo transferidas aliquotas de

solucdo-amostra para baldes volumétricos e nestes sdo adicionadas quantidades exatamente

definidas de solucdo de ceftazidima substancia de referéncia, preparadas em concentragoes

adequadas e referentes as obtidas para execucdo do ensaio. O preparo das solucdes utilizadas

no teste de recuperacdo encontra-se descrito na Tabela 30.
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Tabela 30. Preparacdo das solugdes para o teste de recuperacdo aplicado & amostra de

ceftazidima para o método espectrofotométrico na regido do visivel a 454 nm.

Vol. sol. amostra Vol. Sol. Referéncia Concentracao final em
(1000,0 pg/mL) (100,0 pg/mL) 10 mL
(uL) (uL) (Hg/mL)
A 300 - 30,0
R1 300 150 31,5
R2 300 300 33,0
Rs 300 600 36,0

Os valores encontrados no teste de recuperagdo para ceftazidima p6 para solugdo
injetavel estdo representados na Tabela 31.

Tabela 31. Teste de recuperacdo de solucdo de ceftazidima substancia de referéncia
adicionada a solucdo de ceftazidima pd para solucdo injetavel através do método
espectrofotométrico na regido do visivel a 454 nm.

Adicionado Absorvancia * Encontrado Recuperagéo
(ng/mL) (u/mL) (%)
Ry 1,5 0,5851 31,48 101,33
R 3,0 0,6073 32,95 99,67
R 6,0 0,6523 35,93 99,50

*Cada valor € a média de trés determinacdes.

Uma significante coloracdo amarela foi desenvolvida somente pela adi¢do de

ceftazidima em uma mistura de Cu(ll) e neocuproina, podendo ser considerada a evidéncia da
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formacdo de um complexo ternério Cu(ll)-ceftazidima-neocuproina. A intensidade maxima da
coloracdo foi obtida imediatamente apds arrefecimento da mistura previamente aquecida em
banho de aquecimento (40°C) durante 10 minutos, sendo que a colora¢do amarela permaneceu
constante por até 2 dias. O complexo ternario forma-se na faixa de pH 3,0-5,5, € 0 maximo de

coloracgéo desenvolvida ocorreu em pH 4,2.

Os efeitos do aumento das concentraces de Cu(ll) (com concentracdo de neocuproina
constante) sobre a intensidade da coloracdo do complexo foi examinada e as concentragdes
6timas de Cu(lIl) e neocuproina para a maxima intensidade de coloracdo foram de 0,005 M e
0,01 M, respectivamente. Solucdo tampao citrato foi o escolhido, segundo procedimentos
recomendados para metodologia envolvendo a utilizacdo de neocuproina (JEFFREY et al.,
1992; ZUHRI et al., 1994).

A reacdo mostrou-se especifica para ceftazidima na presenca de cefalexina,
ampicilina, amoxicilina e cefuroxima, outras penicilinas e cefalosporinas relatada, cujos
produtos de degradacdo também reagem com Cu(ll). Os excipientes e diluentes néo

interferiram no ensaio.

O espectro de absorcdo mostrou pico bem definido de absorcdo maxima em 454 nm,
utilizando solugdo aquosa de ceftazidima a 30,0 ug/mL. Com o objetivo de determinar a
linearidade, foi realizada a curva de Ringbom. De acordo com a Lei de Lambert-Beer, 0
intervalo de concentragdo de 15,0 a 40,0 ug/mL, mostrou-se linear, apresentando coeficiente
de correlacdo de 0,9995. A equacao da reta foi y = 0,0151x + 0,1097 e o limite de deteccao
foi de 0,02 pg/mL.

O teste de recuperacdo foi efetuado com o objetivo de comprovar a exatiddo do
método proposto. Desta forma, quantidades conhecidas de substancia de referéncia foram
adicionadas as solucbes de ceftazidima pd para solucdo injetavel para quantificagdo da
substancia. Obtivemos neste teste recuperacdo média de 100,17 %. Com este resultado
comprovamos a exatiddo do método proposto, que € um dos requisitos obrigatorios dos
métodos analiticos. A precisdo do método foi obtida utilizando-se seis determinacdes de

ceftazidima em pé para solucdo injetavel. O desvio padrao relativo foi de 0,351.

O teor médio de ceftazidima determinado no medicamento foi de 99,56%,
demonstrando a sensibilidade do método para detectar a substancia ativa, ndo ocorrendo

interferéncia dos excipientes.
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O método de quantificacdo por espectrofotometria na regido do visivel foi validado
através de andlise estatistica e fatores como sensibilidade, precisdo, exatiddo e linearidade,
mostrando-se mais versatil e simples de ser aplicado em relacdo aos métodos cromatograficos
ou polarograficos, utilizando o0 minimo de reagentes e etapas de reacdo, sendo vantajoso o0 seu

emprego no controle de qualidade de formulagdes contendo ceftazidima.

4.2.4 Espectrofotometria na regido do infravermelho

Os espectros de infravermelho séo provocados pelos diferentes modos de vibracdo e
de rotagdo de uma molécula. Nos comprimentos de onda abaixo de 25 um a radiacdo possui
energia suficiente para provocar modificacdes dos niveis da energia vibracional da molécula,
e estas modificacBes sdo acompanhadas por alteracbes nos niveis de energia rotacional; no
entanto, essa energia € bastante grande para originar as transi¢cGes vibratorias no estado
fundamental da molécula, juntamente com as rotacdes 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).

Os espectros de absorcdo no infravermelho podem ser usados para a identificagéo de
compostos puros ou para a deteccdo e identificacdo de impurezas. A maioria das aplicacdes se
referem a compostos organicos, principalmente em virtude de a agua, o principal solvente dos
compostos inorganicos, absorver fortemente além de 1,5 um. Além disso, 0s compostos
inorganicos possuem bandas de absorcdo largas, enquanto as substancias organicas podem
proporcionar numerosas bandas mais estreitas (JEFFREY et al., 1992).

O espectro de absor¢do de um composto no infravermelho pode ser encarado como
uma espécie de “impressao digital” do composto. O espectro de uma mistura de compostos é
essencialmente o da soma dos espectros dos componentes individuais, desde que ndo ocorram
associagéo, dissociacdo, polimerizacdo ou formacdo de composto. A fim de detectar uma
impureza numa substéncia, pode-se fazer uma comparacdo entre o espectro da substancia e o
espectro do composto puro; as impurezas provocam o0 aparecimento de bandas de absorcao

extras no espectro (HARRIS, 2001). O caso mais favoravel serd quando as impurezas

Andréia de Haro Moreno



Resultados e discussdo126

presentes possuirem grupamentos caracteristicos que ndo estiverem presentes no constituinte

principal.

Apesar de a espectrofotometria no infravermelho ser aceita oficialmente para a
identificacdo de diversos compostos, a literatura registra poucas publicacdes que utilizam esta
técnica para a analise quantitativa (MATKOVIC et al., 2004). Assim, procedeu-se a
determinacdo dos parametros para a determinacdo quantitativa de ceftazidima por

espectrofotometria no infravermelho.

Os resultados das leituras encontram-se demonstrados na Tabela 32.

Tabela 32. Preparo da curva analitica de ceftazidima através de espectrofotometria no

infravermelho.

Pontos Quantidade ceftazidima Quantidade KBr Concentracao final
(mg) * (mg) (mg/250 mg)
1 5,0 245 0,5
2 10,0 240 1,0
3 20,0 230 2,0
4 50,0 200 5,0
5 70,0 180 7,0

* Ceftazidima na diluicdo de 1:10 em KBr.
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A representacdo gréfica da curva analitica e o coeficiente de regressdo de ceftazidima
em concentragbes de 0,5, 1,0, 2,0, 50 e 7,0 mg/pastilha atravées do método

espectrofotométrico na regido do infravermelho estéo representados na Figura 21.

15
©
e y=0,1717x + 0,2129
2 i 2 _
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Figura 21. Representacdo grafica da curva analitica de ceftazidima pelo método

espectrofotométrico na regido do infravermelho.

A concentracdo da amostra (em mg) foi obtida a partir da curva analitica desenvolvida,

utilizando a equagéo da reta (y = 0,1717x + 0,2129), sendo x a concentragdo e y a absorvancia.

A Tabela 33 representa as quantidades de ceftazidima encontradas nas pastilhas

analisadas.
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Tabela 33. Quantidades determinadas para o doseamento de ceftazidima p6 para solugéo

injetavel através do método espectrofotométrico na regido do infravermelho.

Ensaios  Absorvéancia* Encontrado Teor Média + e.p.m. DPR
(mg) (%0) (%)
I 0,7312 3,019 100,63
I 0,7154 2,93 97,67
11 0,7259 2,99 100,00 99,46 + 1,62 1,63
v 0,7372 3,054 101,80
\Y 0,7186 2,94 98,00
VI 0,7214 2,96 98,67

*Cada valor € a média de trés determinacdes.
e.p.m. = erro padrdo da média
DPR% = desvio padré&o relativo percentual

A Tabela 34 representa a preparacdo das pastilnas de ceftazidima substancia de

referéncia e amostra utilizadas na realizacdo do teste de recuperacao.

Andréia de Haro Moreno



Resultados e discussdo129

Tabela 34. Preparagdo das pastilhas para o teste de recuperagdo aplicado & amostra de

ceftazidima para o método espectrofotométrico na regido do infravermelho.

Quantidade amostra Substancia de Referéncia Total por pastilha

(mg)* (no)* (mg)
A 2,0 - 2,0
Ry 2,0 100,0 2,1
R2 2,0 200,0 2,2
Rs 2,0 400,0 24

* Diluicdo sélida 1:100 em KBr.

Os valores encontrados no teste de recuperagdo para ceftazidima p6 para solugdo

injetavel estdo representados na Tabela 32.

Tabela 35. Teste de recuperacdo de ceftazidima substancia de referéncia adicionada a
ceftazidima pd para solugdo injetavel através do método espectrofotométrico na regido do

infravermelho.

Adicionado Encontrado Recuperacgado DPR
(mg) (mg) (%) (%)
R1 0,1 0,9835 98,35
R 0,2 1,978 98,90 0,689
Rs 0,4 3,989 99,72

*Cada valor € a média de trés determinagdes.
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Na primeira etapa do trabalho de desenvolvimento de método analitico foi estudado o
espectro infravermelho de ceftazidima substancia de referéncia para identificar as bandas do
espectro, 0 que demonstrou que a ceftazidima apresenta uma banda intensa em 3303,8 cm™
que se atribui ao grupamento amina primario da molécula. Os resultados evidenciaram relagdo
linear entre as concentracdes de ceftazidima substancia de referéncia utilizada na preparacéo
das pastilhas versus absorvancia, sendo possivel a constru¢do da curva analitica, a qual
apresentou equacéo da retay = 0,1717x + 0,2129 e coeficiente de regressao linear de 0,9998,
indicando a linearidade do método e, portanto, a possibilidade de o mesmo ser utilizado para
quantificacdo de ceftazidima. Quanto a determinacdo nos medicamentos, tornou-se necessario
conhecer 0s excipientes comumente presentes que poderiam interferir na analise. Na forma
farmacéutica p6 para solucdo injetavel ndo houve interferéncia do carbonato de sédio, unico

excipiente em po presente na amostra.

Os resultados encontrados para o medicamento foram de 99,46 %, revelando boa
exatidao e preciséo, com desvio padrdo relativo de 1,63.

O teste de recuperacdo foi efetuado com o objetivo de comprovar a exatiddo do
método proposto. Desta forma, quantidades conhecidas de substancia de referéncia foram
adicionadas as solucdes de ceftazidima p6 para solucdo injetavel para quantificacdo da
substancia. Obtivemos neste teste recuperacdo média de 98,99 %. Com este resultado foi
comprovada a exatiddo do método proposto, que é um dos requisitos obrigatérios dos
métodos analiticos. A precisdo do método foi obtida utilizando-se seis determinacdes de

ceftazidima em po para solucdo injetavel. O desvio padrdo relativo foi de 0,689.

Assim, podemos concluir que a presente investigagdo demonstrou que a
espectrofotometria no infravermelho, até entdo empregada para a identificacdo de substancias,
pode estender-se a quantificacdo dos farmacos, tornando possivel sua aplicacdo em analises

rotineiras de controle de qualidade.

Atualmente, a combinacdo de espectrofotometria no infravermelho proximo e
calibracdo multivariada vém sendo amplamente utilizadas na determinacdo de diversas
substancias, dentre elas, farmacos e produtos alimenticios e vém apontando como métodos
emergentes de analise quantitativa (MORGANO et al., 2005).

Andréia de Haro Moreno



Resultados e discussdo131

4.2 5 Acidimetria

A analise volumétrica refere-se a analise quimica quantitativa efetuada pela
determinacdo do volume de uma solucdo, cuja concentracdo é exatamente conhecida, que
reage quantitativamente com um volume conhecido de solu¢do que contém a substancia a ser

determinada.

No passado, usava-se o termo “analise volumétrica” para identificar esta determinacéao
quantitativa, mas este temo foi substituido por andlise titrimétrica. Considera-se que esta
denominacdo exprime melhor o processo de titulagdo, enquanto a denominacgéo antiga poderia
ser confundida com medicdes de volumes, como as que envolvem gases. 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 estdgio 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 titulagdo segue resolvendo
problemas e sempre despertando discussdes sobre sua validade, o que permite dentro deste
mundo instrumental, desafiar o conhecimento dos analistas na busca de equacdes quimicas
que possam interpretar 0 processo titulométrico, tais como: estequiometria, reagdo quimica,
cinética, equilibrio ou outras analises que legitimem a titulacdo. Uma grande vantagem da
titulacdo é dispensar, na maioria das analises, o padréo analitico de referéncia. Além disso,
utiliza menor volume de solvente (LEITE, 2004).

As reacdes de neutralizacdo incluem a titulacdo de bases livres, ou de bases formadas
pela hidrélise de sais de acidos fracos, por uma solucdo padrdo de &cido (acidimetria) e a
titulacdo de acidos livres, ou de acidos formados pela hidrélise de sais de bases fracas, por
uma base padrdo (alcalimetria), sendo que as reacdes envolvem a combinagdo dos ions

hidrogénio e hidréxido para formar agua.

As penicilinas e cefalosporinas possuem como requisito minimo para a atividade a
presenca de um anel B-lactdmico ligado a uma funcdo &cida. Por hidrélise alcalina com
quantidade exatamente conhecida de NaOH rompe-se o anel B-lactamico e forma-se o sal
sodico do derivado do acido penicildico. Com solucdo padrdo de HCI doseia-se o0 NaOH que

n&o reagiu.
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Os valores experimentais da determinacdo de ceftazidima pd para solucdo injetavel

pelo método proposto encontram-se na Tabela 36.

Tabela 36. Quantidades determinadas para o doseamento de ceftazidima p0 para solugédo

injetavel através do método acidimétrico.

Ensaios Vol. NaOH 0,1 M  Encontrado Teor Média £ e.p.m. DPR
(mL)* (mg) (%) (%)
I 9,30 508,32 101,66
I 9,27 506,68 101,34
I 9,08 496,29 99,26 100,13+ 1,21 1,208
v 9,20 502,67 100,53
V 9,05 494,65 98,93
VI 9,06 495,20 99,04

*Cada valor € a média de trés determinacdes.
e.p.m. = erro padréo da media
DPR% = desvio padrao relativo percentual

O teste de recuperacéo € realizado com o objetivo de comprovar a exatiddo do método
proposto (AOAC, 1990; USP 29, 2006). Desta forma, quantidades conhecidas de substancia
de referéncia sdo adicionadas nas solucbes de ceftazidima pd para solucdo injetavel para
quantificacdo da substancia. Para o ensaio de recuperacdo sdo transferidas aliquotas de
solucdo-amostra para baldes volumétricos e nestes sdo adicionadas quantidades exatamente
definidas de solucdo de ceftazidima substancia de referéncia, preparadas em concentracdes

adequadas e referentes as obtidas para execu¢do do ensaio.

O preparo das solugdes utilizadas no teste de recuperacdo encontra-se descrito na
Tabela 37.
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Tabela 37. Preparacdo das solugdes para o teste de recuperacdo aplicado & amostra de

ceftazidima para o método acidimétrico.

Quantidade amostra Vol. Sol. Referéncia Concentracao final
(mg) (10,0 mg/mL) (mg)
A 500 - 500
R1 500 2,5 525
R2 500 50 550
Rs 500 10,0 600

Os valores encontrados no teste de recuperacdo para ceftazidima p6 para solugdo

injetavel estdo representados na Tabela 38.

Tabela 38. Teste de recuperacdo de solucdo de ceftazidima substancia de referéncia
adicionada a solucdo de ceftazidima pé para solucéo injetavel através do método acidimétrico.

Adicionado Vol. NaOH 0,1 M  Encontrado Recuperacgéao
(mg) (mL)* (mg) (%)
R: 25,0 9,58 523,62 100,56
R 50,0 10,03 548,22 99,48
R3 100,0 10,97 599,60 101,12

*Cada valor € a média de trés determinacdes.

O ensaio de determinacdo de ceftazidima por método volumétrico (acidimetria)
demonstrou-se simples, de facil execucdo, rédpido, ndo havendo a necessidade de
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equipamentos sofisticados, grande numero de reagentes ou longas etapas de extracdo e

preparacdo da amostra.

A degradagdo hidrolitica de antibioticos é freqlientemente muito usada como etapa
preliminar nos seus procedimentos analiticos de determinagéo, sendo a hidrélise alcalina a
mais empregada. A finalidade dessa etapa preliminar é romper o anel B-lactamico e formar o
sal sddico do derivado do acido penicildico, podendo ser facilmente determinado por
acidimetria (KOROLKOVAS, 1988; MARTINEZ; FALCO; CABEZA, 2004).

A amostra de ceftazidima pd para solucdo injetavel possui em sua constituicdo
carbonato de sodio anidro (equivalente a 2,3 mEq de Na* em 10 mL de solucdo injetavel)
como excipiente e sabe-se que o0 mesmo também reage com a solu¢do de HCI empregada para
dosear o NaOH que ndo reagiu com a amostra degradada. Para eliminar esta interferéncia sem
ter que passar por procedimentos de extracdo, procedeu-se a neutralizacdo a frio da amostra
dissolvida em agua com a solugdo de HCI 0,1 M para posteriormente realizar o ensaio
acidimétrico propriamente dito. Esta etapa ndo apresentou interferéncia nos resultados

obtidos, o que foi demonstrado pelo teste de recuperacao.

O teste de recuperacdo foi efetuado com o objetivo de comprovar a exatiddo do
método proposto. Desta forma, quantidades conhecidas de substancia de referéncia foram
adicionadas as quantidades de ceftazidima p6 para solucdo injetavel para quantificacdo da
substancia. Obtivemos neste teste recuperacdo média de 100,39 %. Com este resultado
comprovamos a exatiddo do método proposto, que € um dos requisitos obrigatorios dos
métodos analiticos. A precisdo do método foi obtida utilizando-se seis determinagfes de
ceftazidima em pé para solucdo injetavel. O desvio padrao relativo foi de 1,208.

O teor médio de ceftazidima determinado no medicamento foi de 100,13%,
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 anélise estatistica e

fatores como sensibilidade, precisdo e exatid&o.
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4.2.6 Volumetria em meio ndo-aquoso

Os farmacos que ndo 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 préton. As substancias que proporcionam pontos
finais indefinidos, em virtude de serem &cidos fracos ou bases fracas, em solucdo aquosa,
freqlientemente proporcionam pontos finais mais satisfatorios quando as titulagdes sdo
efetuadas em meios ndo-aquosos. Uma vantagem adicional é a de que muitas substancias que
sdo insollveis em agua sdo suficientemente sollveis em solventes organicos para que possam

ser titulados nestes meios ndo-aquosos (JEFFREY et al., 1992).

A capacidade de as substancias atuarem como acido ou como base depende muito da
natureza do solvente empregado, sendo que ele desempenha papel muito importante na
determinacdo do carater &cido-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 s&o 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 &cido perclérico, no caso de bases fracas. O acido acético glacial é uma base muito mais
fraca do que a agua e o acido acético protonado, um &cido mais forte que o ion hidrénio. A
debilidade relativa de &cido 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 comparagdo com as rea¢fes em agua. Os processos de dissociagcdo ocorrem em
extensdes diferentes, com o &cido percldrico apresentando maior tendéncia para a dissociacao.
Assim, o &cido acético glacial tem capacidade para diferenciar as forcas do acido perclérico,
sendo um solvente diferenciador (KOROLKOVAS; FERREIRA, 1986).

O método de deteccdo do ponto final de doseamento varia de acordo com o pKa das
bases em &gua. Naquelas que apresentam pKa da ordem de 4, a detec¢do 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
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mudangas de cor s&o: 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).

Dentre as vantagens do metodo, destacam-se a rapidez, exatidao, possibilidade de

titular dois ou mais farmacos em mistura pela escolha adequada de solventes, entre outras.

Os valores experimentais da determinacdo de ceftazidima pd para solucdo injetavel

pelo método proposto encontram-se na Tabela 39.

Tabela 39. Quantidades determinadas para o doseamento de ceftazidima p6 para solugédo

injetavel através do método volumétrico em meio ndo-aquoso.

Ensaios Vol HCIO,0,1 M  Encontrado Teor Média £ e.p.m. DPR
(b (mg) (%) (%)
I 4,54 248,15 99,26
Il 4,58 250,33 100,13
1] 4,55 248,69 99,48 99,08 £ 0,70 0,704
\v 4,51 246,51 98,60
\% 4,52 247,05 98,82
Vi 4,49 245,41 98,16

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

O teste de recuperacéo € realizado com o objetivo de comprovar a exatiddo do método
proposto (AOAC, 1990; USP 29, 2006). Desta forma, quantidades conhecidas de substancia
de referéncia sdo adicionadas nas solucbes de ceftazidima pd para solucdo injetavel para
quantificacdo da substancia. Para o ensaio de recuperacdo sdo transferidas aliquotas de

solucdo-amostra para baldes volumétricos e nestes sdo adicionadas quantidades exatamente
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definidas de solucdo de ceftazidima substancia de referéncia, preparadas em concentracGes

adequadas e referentes &s obtidas para execucdo do ensaio.

O preparo das solucgdes utilizadas no teste de recuperacdo encontra-se descrito na
Tabela 40.

Tabela 40. Preparacdo das solucdes para o teste de recuperacdo aplicado a amostra de

ceftazidima para o método volumétrico em meio n&o-aquoso.

Quantidade amostra Vol. Sol. Referéncia Concentracéo final
(mg) (12,5 mg/mL) (mg)
A 250 - 250
R1 250 1,0 262,5
R 250 2,0 275
R3 250 4,0 300

Os valores encontrados no teste de recuperacdo para ceftazidima po para solucao

injetavel estdo representados na Tabela 41.
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Tabela 41. Teste de recuperagdo de solucdo de ceftazidima substancia de referéncia
adicionada a solucdo de ceftazidima pé para solucéo injetavel através do método volumétrico

em meio ndo-aquoso.

Adicionado Volume Encontrado Recuperagdo
(mg) (mL)* (mg) (%)
R; 12,5 4,80 262,36 100,06
R, 25,0 5,03 274,93 100,56
R3 50,0 5,47 298,98 98,38

*Cada valor € a média de trés determinacdes.

O ensaio de determinacdo de ceftazidima 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

preparacdo da amostra.

A necessidade de degradacdo prévia a fim de romper o anel B-lactamico foi
descartada, uma vez que a titulacdo em meio nao-aquoso freqiientemente proporciona pontos
finais satisfatorios quando comparados aqueles obtidos utilizando-se solucBes aquosas
(bastante indefinidos) em se tratando de &cidos 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 esta na estreita dependéncia da for¢a dos dois (KOROLKOVAS; FERREIRA, 1986;
JEFFREY et al., 1992; HARRIS, 2001).

A amostra de ceftazidima po para solucdo injetavel possui em sua constituicéo
carbonato de sodio anidro (equivalente a 2,3 mEq de Na* em 10 mL de solucéo injetavel)
como excipiente e sabe-se que o mesmo também reage com a solugdo de HCIO, empregada
Para corrigir esta interferéncia sem ter que passar por procedimentos de extragcdo, procedeu-se
a titulacdo, descontando posteriormente o volume de HCIO, consumido pelo carbonato de

sodio. Essa célculo foi possivel levando-se em conta o peso médio determinado para 20
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ampolas de ceftazidima pod para solucéo injetavel, o qual foi de 1271,92 + 11,77 mg. Na
composicdo do medicamento, o carbonato de sodio € utilizado em quantidade de 118 mg por
ampola; sendo assim, para uma massa de pé equivalente a 250 mg de ceftazidima, temos
29,50 mg de carbonato de sodio, o qual consome 5,57 mL de solucéo de HCIO4 0,1 M. Desta
forma, o volume de 5,57 mL foi subtraido do volume total gasto nas titulagfes, a fim de
corrigir essa interferéncia do excipiente, uma vez que o mesmo também é solGvel em acido
acetico glacial. Esta etapa ndo apresentou interferéncia nos resultados obtidos, conforme

demonstrado pelo teste de recuperacgéo.

O teste de recuperacdo foi efetuado com o objetivo de comprovar a exatiddo do
método proposto. Desta forma, quantidades conhecidas de substancia de referéncia foram
adicionadas as quantidades de ceftazidima p6 para solucdo injetavel para quantificacdo da
substancia. Obtivemos neste teste recuperacdo media de 99,67%. Com este resultado
comprovamos a exatiddo do método proposto, que é um dos requisitos obrigatorios dos
métodos analiticos. A precisdo do método foi obtida utilizando-se seis determinacdes de

ceftazidima em po6 para solucdo injetavel. O desvio padrdo relativo foi de 0,704.

O teor médio de ceftazidima determinado no medicamento foi de 99,08%,
demonstrando a sensibilidade do método para detectar a substancia ativa, ndo ocorrendo

interferéncia dos excipientes.

O método de quantifica¢do por volumetria em meio ndo aquoso foi validado através de

analise estatistica e fatores como sensibilidade, precisao e exatid&o.

4.2.7 lodometria

O método iodometrico para doseamento de penicilinas e cefalosporinas é oficializado
em muitas farmacopéias, como British Pharmacopoeia (2005), Farmacopéia Brasileira (1988),
Farmacopéia Mexicana (1988), Farmacopéia Portuguesa (2000) e USP 29 (2006).

A ruptura do anel B-lactamico das penicilinas e cefalosporinas por alcali ou -
lactamase da um derivado do acido penicildico; este, ao contrario do que ocorre com 0
farmaco integro, consome iodo. Cerca de 8 equivalentes de iodo sdo consumidos por mL,

sendo que a equivaléncia exata de iodo deve ser determinada analisando uma amostra padréo
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sob as mesmas condi¢Oes usadas para a amostra (KOROLKOVAS, 1988; VENTURA,;
SOUZA; KOROLKOVAS, 1989).

ceftazidima forma inativa (anel aberta)

Figura 22. Hidrolise do anel B-lactamico na ceftazidima.

Um grande nimero de procedimentos analiticos é baseado nas reacBes de iodo.
Quando um analito redutor € titulado diretamente com iodo (para produzir I'), 0 método é
chamado “iodimetria”. Na “iodometria” um analito oxidante é adicionado a um excesso de I

para produzir iodo (I2), o qual é titulado com solucdo padrédo de tiossulfato.

A solubilidade do I, em &gua é bastante escassa (0,335 g/L a 25°C). Além disso, a
solucdo possui elevada pressdo de vapor de iodo, o que faz com que sua concentracdo va
diminuindo com o tempo devido & volatilizagdo. Tais dificuldades podem ser contornadas,
dissolvendo-se o iodo em uma solugdo de iodeto de potéssio. A solubilidade do iodo em
solucgdes de iodeto (tanto maior quanto mais concentrada for a solucéo de iodeto) é devido ao

equilibrio de formacdo do ion triiodeto:

I, +1 > I3

iodo iodeto triiodeto
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Desta maneira, as perdas por volatilizacdo (em comparagdo com a simples solugéo
aquosa de l) diminuem bastante. Todavia, € necessario manter os frascos sempre bem
fechados (HARRIS, 2001).

O amido ¢ o indicador escolhido para o iodo porque ele forma um complexo com o
iodo na presenca de iodeto de coloracdo azul intensa. A sensibilidade da reacdo corada ¢é tal
que a cor azul é visivel quando a concentragdo de iodo é 2 x 10> M. O amido é um indicador
redox porque corresponde especificamente a presenca de |, e ndo para uma variagdo no
potencial redox. Apresenta dois componentes principais: a amilose, que € um composto de
cadeia linear e da cor azul com o iodo e a sua cadeia assume uma forma espiralada, e a
milopectina, que possui cadeia ramificada e forma um produto de cor parpura-vermelho
provavelmente por adsor¢do (HARRIS, 2001, JEFFREY et al. 1992). Deve ser adicionado

proximo ao ponto de viragem a fim de fornecer visualizacdo mais nitida da coloracéo.

Os valores experimentais da determinacdo de ceftazidima pd para solucdo injetavel

pelo método proposto encontram-se na Tabela 42.

Tabela 42. Quantidades determinadas para o doseamento de ceftazidima p6 para solugéo

injetavel através do método iodométrico.

Ensaios Vol lodo 0,02 N Encontrado Teor Média £ e.p.m. DPR
(mb)* (mg) (%) (%)
| 3,67 10,03 100,30
1 3,63 9,92 99,20
Il 3,71 10,14 101,39 99,75+ 0,98 0,982
v 3,65 9,97 99,75
V 3,63 9,92 99,20
VI 3,61 9,86 98,66

*Cada valor € a média de trés determinacdes.
e.p.m. = erro padrdo da média
DPR% = desvio padrao relativo percentual
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O teste de recuperacéo € realizado com o objetivo de comprovar a exatiddo do método
proposto (AOAC, 1990; USP 29, 2006). Desta forma, quantidades conhecidas de substancia
de referéncia sdo adicionadas nas solucbes de ceftazidima pd para solucdo injetavel para
quantificacdo da substancia. Para o ensaio de recuperacdo sdo transferidas aliquotas de
solucdo-amostra para baldes volumétricos e nestes sdo adicionadas quantidades exatamente
definidas de solucdo de ceftazidima substancia de referéncia, preparadas em concentracdes

adequadas e referentes as obtidas para execucao do ensaio.

A Tabela 43 representa o preparo das solucdes utilizadas no teste de recuperacéo.

Tabela 43. Preparacdo das solucdes para o teste de recuperacdo aplicado a amostra de

ceftazidima para 0 método iodométrico.

Quantidade amostra Vol. Sol. Referéncia Quantidade final
(mg) (5,0 mg/mL) (mg)
A 10 - 10
Ry 10 1,0 10,5
R 10 2,0 11,0
Rs 10 4,0 12,0

Os valores encontrados no teste de recuperagdo para ceftazidima p6 para solugdo

injetavel estdo representados na Tabela 44.
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Tabela 44. Teste de recuperagdo de solucdo de ceftazidima substdncia de referéncia

adicionada a solucdo de ceftazidima pé para solucéo injetavel através do metodo iodométrico.

Adicionado Vol lodo 0,02 N Encontrado Recuperacgéo
(mg) (mL)* (mg) (%)
R1 0,5 3,83 10,47 98,40
R 1,0 4,02 10,99 101,10
Rs 2,0 4,38 11,97 99,75

*Cada valor € a média de trés determinacdes.

O método iodométrico para determinacdo de cefalosporinas necessita de uma etapa
prévia de degradacdo do anel B-lactdmico, o que se da geralmente por alcali ou B-lactamases,
originando um derivado do &cido correspondente que reage com o iodo. No entanto, o
farmaco integro ndo consome iodo. Assim, durante o ensaio, foi necessario analisar a amostra
degradada e sem sofrer degradacdo a fim de verificar se a mesma ja ndo encontrava-se 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 volatilizacdo do iodo em solugédo, embora esse problema tenha sido bastante reduzido

com a utilizagéo da solugéo de triiodeto.

O teste de recuperacdo foi efetuado com o objetivo de comprovar a exatiddo do
método proposto. Desta forma, quantidades conhecidas de substancia de referéncia foram
adicionadas as quantidades de ceftazidima po para solucdo injetavel para quantificacdo da
substancia. Obtivemos neste teste recuperacdo média de 99,75%. Com este resultado
comprovamos a exatiddo do método proposto, que € um dos requisitos obrigatérios dos
métodos analiticos. A precisdo do método foi obtida utilizando-se seis determinagdes de

ceftazidima em po para solucdo injetavel. O desvio padrdo relativo foi de 0,982.
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O teor médio de ceftazidima determinado no medicamento foi de 99,75%,
demonstrando a sensibilidade do método para detectar a substancia ativa, ndo ocorrendo

interferéncia dos excipientes.

O método de quantificagcdo por iodometria foi validado através de analise estatistica e

fatores como sensibilidade, precisao e exatidao.

O ensaio de determinacdo de ceftazidima por método iodométrico demonstrou-se
simples, de facil execucdo, rapido, ndo havendo a necessidade de equipamentos sofisticados,
grande nimero de reagentes ou longas etapas de extracdo e preparacdao da amostra.

4.2.8 Cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE)

A cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) é uma técnica freqlientemente
empregada na quantificacdo de farmacos em formulagdes farmacéuticas, sendo uma das mais
modernas técnicas de separacdo e quantificacdo de substancias em escala de tempo de poucos

minutos com alta resolucéo, eficiéncia e sensibilidade.

Para a analise de muitos farmacos empregam-se detectores UV/Vis fornecendo assim
um método de analise exato, preciso e robusto. A cromatografia juntamente com a detec¢édo
UV/Vis é capaz de monitorar a estabilidade de farmacos e formulagdes, detectando produtos

de degradacéo.

A partir de dados encontrados na literatura para outras cefalosporinas em fluidos
bioldgicos ou preparacfes farmacéuticas e também para a ceftazidima, alguns parametros

foram testados para a determinacéo de ceftazidima.

Foram experimentalmente testadas diferentes fases moveis, variando-se, basicamente,

a proporc¢éo da fase organica.

Segundo a Farmacopéia Portuguesa (2000), a British Pharmacopoeia (2005) e a USP
29 (2006) para a determinacao de ceftazidima os comprimentos de onda empregados séo 245
nm e 254 nm. Optou-se em desenvolver o0 método em A de 245 nm, embora em 254 nm 0s

picos também apresentem-se nitidos e com resolucéo.
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Ainda segundo as mesmas referéncias farmacopéicas, a fase movel utilizada € obtida
pela dissolugdo de 4,269 de fosfato dissodico R e 2,73g de fosfato monopotéssico R em 980
mL de agua e 20 mL de acetonitrila, mantendo-se um fluxo de 2 mL/min. Porém, sabe-se que
os tampdes acabam danificando a coluna com o tempo, assim como a utilizagcdo de um fluxo
elevado (acima de 1 mL/min). Sendo assim, optou-se pela seguinte fase mével: metanol-agua
(70:30), o que constituiu uma excelente melhora na metodologia, pois com esta fase movel
torna-se desnecessaria a lavagem da coluna apés as analises. Além disso, a amostra mostrou-

se bastante solvel nessa fase mével, sem qualquer problema de precipitacéo.

Os resultados das medidas das areas absolutas para a curva de calibracdo estdo

representados na Tabela 45, onde observa-se o coeficiente de variacao percentual médio.

A representacdo gréfica da curva analitica e o coeficiente de correlagdo das solucdes

foram determinados pela analise da regressao linear e estdo apresentadas na Figura 23.
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Tabela 45. Areas absolutas determinadas na obtencdo da curva analitica de ceftazidima
através de CLAE.

Concentragio Area do Area absoluta média CcV
(ug/mL) pico tep.m* (%)

3547233
50,0 3535317 3538925 + 6504 0,1838

3534225

6247393
100,0 6337835 6316690 £ 58724,5 0,9297

6364842

9356786
150,0 9401457 9418781,6 + 70658 0,7502

9498102

12493280
200,0 12523393 12510918 + 30113 0,2407

12516082

15538897
250,0 15592681 15568256 + 26892 0,1727

15573190

18589792
300,0 18666540 18681284 + 98864,5 0,5292

18787521

* cada valor é a média de trés determinacbes
e.p.m. = erro padrdo da média
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Figura 23. Representa¢do grafica da curva analitica da solucdo de ceftazidima em

concentragdes de 50 a 300 pug/mL através de CLAE.

Os valores experimentais da determinacdo de ceftazidima em pd para solucéo injetavel

pelo método proposto encontra-se na Tabela 46.

Tabela 46. Quantidades determinadas para o doseamento de ceftazidima p6 para solugédo

injetavel através de CLAE.

Ensaios Area do Encontrado Teor Media £ e.p.m. DPR

pico* (n9) (%) (%)
I 12428146 198,36 99,18
I 12394275 197,80 98,90

Il 12497321 199,49 99,75 99,42 + 0,412 0,414
v 12518037 198,19 99,10
\% 12495389 199,46 99,73
VI 12513686 199,76 99,88

*Cada valor € a média de trés determinacdes.
e.p.m. = erro padrdo da média
DPR% = desvio padrdo relativo percentual
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A Tabela 47 representa a preparacdo das solugdes de ceftazidima substancia de

referéncia e amostra utilizadas na realizagdo do teste de recuperacao.

Tabela 47. Preparacdo das solugdes para o teste de recuperacdo aplicado a amostra de

ceftazidima para o método CLAE.

Vol. sol. amostra Vol. Sol. Referéncia Concentracao final em
200,0 pg/mL 1000 pg/mL 10 mL
(mL) (uL) (ng/mL)
A 2,0 - 200
R1 2,0 100,0 210
R, 2,0 200,0 220
Rs3 2,0 400,0 240

Os valores encontrados no teste de recuperacdo para ceftazidima po para solucao

injetavel estdo representados na Tabela 48.

Tabela 48. Teste de recuperacdo de solucdo de ceftazidima substancia de referéncia

adicionada a solucéo de ceftazidima pé para solugéo injetavel através de CLAE.

Adicionado Encontrado Recuperacao DPR
(ng/mL) (ng/mL) (%) (%)
R1 10,0 10,078 100,78
R2 20,0 20,036 100,18 0,412
R 40,0 39,596 99,99

*Cada valor € a média de trés determinagdes.
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A cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) é um método analitico de alto
custo, tanto pelo uso necessario que se faz de solventes com alto grau de pureza como de
padrdes de referéncia. O método analitico desenvolvido emprega fase movel simples, sem a
utilizagdo de tampdo, que tornam as analises de CLAE mais complicadas, pois 0s sais
inorganicos podem danificar a coluna, através da interacdo com a silica (OHANNESIAN;
STREETER, 2002; SNYDER; KIRKLAND; GLAJCH, 1997; WATSON, 1999). O tempo de

retencdo obtido foi de 3,02 minutos, conforme Figura 24.
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Figura 24. Cromatogramas obtidos por CLAE para ceftazidima substancia de referéncia (A) e

ceftazidima po para solucdo injetavel (B).
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Através dos resultados obtidos foi construida a curva analitica, na faixa de 50,0 a
300,0 pug/mL. A equacdo da reta obtida foi de y = 60891x + 349946 com coeficiente de
correlagéo de 0,9997.

O teor médio de ceftazidima determinado em po para solucéo injetavel foi de 99,42%,

demonstrando a sensibilidade do método para detectar a substancia ativa.

O teste de recuperacdo foi efetuado com o objetivo de comprovar a exatiddo do
método proposto. Desta forma, quantidades conhecidas de substancia de referéncia foram
adicionadas as solucdes de ceftazidima p6 para solucdo injetavel para quantificacdo da
substancia. Obtivemos neste teste recuperacdo média de 100,32 %. Com este resultado
comprovamos a exatiddo do método proposto, que é um dos requisitos obrigatorios dos
métodos analiticos. A precisdo do método foi obtida utilizando-se seis determinacdes de

ceftazidima em po6 para solucdo injetavel. O desvio padrdo relativo foi de 0,412.

O método apresenta vantagens em relacdo aos encontrados em farmacopéias para a
determinacdo de ceftazidima, uma vez que ndo emprega tampdes na fase movel, o fluxo
utilizado é menor e a fase mdvel € muito simples, sendo desnecessaria a troca da fase movel

para a lavagem da coluna apds a realizacdo do ensaio.

4.2.9 Andlise comparativa dos métodos propostos

Os resultados obtidos para a determinacdo quantitativa de ceftazidima p6 para solucao
injetavel, pelos métodos propostos neste trabalho, encontram-se na Tabela 49. A andlise
estatistica dos valores experimentais obtidos para o doseamento de ceftazidima pelos

diferentes métodos propostos encontra-se na Tabela 50.
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Tabela 49. Valores médios experimentais obtidos para a determinacdo quantitativa de

ceftazidima na forma farmacéutica p6 para solucdo injetavel, pelos métodos avaliados.

Amostra  MB uv Vis*  Vis** v ACID VMNA IOD CLAE

I 97,48 99,47 99,65 99,63 100,63 101,66 99,26 100,30 99,18
I 98,03 100,26 99,97 99,80 97,67 101,34 100,13 99,20 98,90
I 97,50 100,00 99,65 100,07 100,00 99,26 99,48 101,39 99,75
v 97,70 100,26 99,97 99,50 101,80 100,53 98,60 99,75 99,10
\Y 97,10 99,21 99,33 99,12 98,00 9893 98,82 99,20 99,73

VI 98,22 99,73 100,61 99,25 98,67 99,04 98,16 98,66 99,88

*Método usando anilina: bromocianogénio
**Método usando cobre(ll):neocuproina

Tabela 50. Analise da variancia dos resultados obtidos para o doseamento de ceftazidma po

para solucéo injetavel pelos métodos propostos.

Fontes de SQ GL Variancia F
variacao
entre 8,768648 8 1,096081 0,000143

residuo 345276,1 45 7672,801

total 345284,8 53

Os métodos avaliados neste trabalho s&o precisos, exatos e ndo apresentam diferenca
estatisticamente significativa, podendo ser utilizados rotineiramente na determinagéo

quantitativa de ceftazidima em forma farmacéutica po para solucéo injetavel.
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Através da analise da variancia (ANOVA), os teores de ceftazidima determinados
pelos diferentes métodos foram comparados e os resultados dessa analise indicam que ndo ha

diferenca estatisticamente significativa para p < 0,05.

Os metodos propostos ndo diferem estatisticamente, porém, apresentam diferencas

quanto ao custo e tempo de execucao.

Os métodos espectrofotométricos (regibes do ultravioleta, visivel e infravermelho)
utilizam reagentes de baixo custo e sdo de simples execucdo. O método de cromatografia
liquida de alta eficiéncia exige equipamentos de custo mais alto, nem sempre disponiveis em
todos os laboratorios, além de trabalhar com reagentes de custo mais elevado (grau HPLC).
Os métodos titrimétricos sdo os de mais facil execucdo e rapidez, utilizando reagentes simples
e de custo mais baixo. J& o ensaio microbiolégico envolve um tempo de execucdo maior;
porém, € o Unico dos métodos propostos que apresenta a peculiaridade de analisar a atividade

bioldgica do farmaco.

Na comparacédo dos resultados obtidos pelos diferentes métodos propostos, observou-
se que a variabilidade entre eles € muito pequena, uma vez que os desvios relativos
mostraram-se menores que 1 %, com excecao dos métodos acidimetria e espectrofotometria
na regidao do infravermelho, que apresentaram, respectivamente, desvio padrdo relativo de
1,208 e 1,630. No entanto, essa variacdo continua sendo bem inferior ao recomendado pela
Resolucdo 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 que as
analises efetuadas sdo determinantes para a liberacao ou rejeicdo de um produto farmacéutico.

Essa confiabilidade € alcancada a partir da validagdo dos métodos analiticos.

Segundo LEITE (2002): “ndo ter validacdo é ter apenas um nUmero ndo um
resultado”. Logo, a importancia da validacdo de métodos analiticos para garantia e controle da

qualidade é incontestavel.

A validacdo de um método analitico tem como objetivo demonstrar que 0 mesmo é
adequado para a analise pretendida. E um processo pelo qual se estabelece por estudos de
laboratdrio, que as caracteristicas de desempenho do método satisfazem as exigéncias para a
aplicacdo analitica pretendida (RILEY; ROSANSKE, 1996).
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A validacdo ndo 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 conceito
integrado que visa a assegurar a qualidade, seguranca e eficacia dos produtos farmacéuticos
(ERMER, 2001).

Segundo a Resolucdo 899/2003 (BRASIL, 2003), a qual dispde um guia para a
validacdo de métodos analiticos e bioanaliticos, a validacdo deve garantir, por meio de
estudos experimentais, que o método atende as exigéncias das aplicacdes analiticas,
assegurando a confiabilidade dos resultados.

Segundo Gil e Baptista 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 exatiddo ndo desvie com interferentes potenciais, ser
sensivel ou capaz de determinar concentracdes as menores possiveis e, enfim, responder de

forma proporcionalmente linear, ao longo de ampla faixa de concentracao”.

4.3 Estabilidade

O estudo de estabilidade foi realizado com a finalidade de verificar a possivel
degradacdo do farmaco quando exposto a diferentes fatores, como luz, temperatura e radiacéo,
e para confirmar a sua estabilidade na forma sélida (p6 para solucéo injetavel) e em solucédo
(solucdo aquosa), procedeu-se a determinacdo quantitativa do mesmo utilizando trés
metodologias propostas no presente trabalho: ensaio microbiolégico, espectrofotometria na

regido do ultravioleta e cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE).

O ensaio microbioldgico pelo método de difusdo em &gar (cilindros em placas)
demonstrou a diminui¢do da atividade antibacteriana de ceftazidima na forma solida e em
solucdo exposta a luz, temperatura e radiagdo, em funcdo do tempo, sendo a diminuicdo da

atividade antimicrobiana mais intensa em solucéo do que na forma solida.

A anélise dos cromatogramas indica que ocorre um aumento da area do pico, em
funcdo do tempo de exposicao, que apresenta tempo de retencdo diferente daquele obtido para
ceftazidima integra (3,02 min); porém, néo foi verificado o aparecimento de outros picos que

possam indicar a formacéao de outros produtos de degradacao.

Andréia de Haro Moreno



Resultados e discussdol154

A literatura reporta a determinacdo de piridina como indicador de degradacdo da
ceftazidima (ARSENE et al., 2002; FARMACOPEIA Portuguesa, 2002; BRITISH
Pharmacopoeia, 2005). De acordo com a metodologia farmacopéica, a piridina é determinada
por CLAE utilizando-se detec¢do a 254 nm, enquanto que o farmaco integro é determinado a
245 nm. J& Arséne e colaboradores (2002) empregam a determinacdo simultanea de

ceftazidima e piridina utilizando as mesmas condi¢des cromatograficas, porém destacam a

dificuldade de deteccdo da piridina.

A fim de verificar o pico de piridina por CLAE, foram injetados 20 uL de piridina na
concentracdo de 400 pug/mL dissolvida na fase movel (metanol:agua 70:30, v/v) e a deteccédo
realizada a 245nm e 254 nm. Foi observado o aparecimento de um pico com tempo de
retencdo de aproximadamente 4,2 minutos, com e sem a adicdo de ceftazidima integra na
concentragdo de 200 pug/mL, a qual apresenta tempo de retencdo de 3,02 minutos, indicando

ser 0 método proposto sensivel a presenca de piridina, conforme representado nas Figuras 25

e 26.

')

Figura 26. Cromatograma obtido para piridina a 400 pug/mL e ceftazidima a 200

ug/mL (solugdes aquosas).
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Porém, sem a adicdo de piridina as solugdes de ceftazidima ndo ocorre aparecimento
de picos, provavelmente devido & baixa concentracdo de piridina liberada durante a
degradacéo, sendo a quantidade insuficiente para a determinagdo simultanea, uma vez que 0s
procedimentos farmacopéicos empregam solugdes de piridina a 2,5 ug/mL e de ceftazidima a

5000 pg/mL para a verificagdo de degradacao.

Desta forma, o0 método proposto para determinacédo de ceftazidima por CLAE nao foi
capaz de quantificar o produto de degradacdo, apenas indica a sua presenca através da

obtencdo de pico com tempo de retencdo diferente daquele obtido para o farmaco integro.

O método espectrofotométrico na regido do ultravioleta ndo foi capaz de distinguir o

produto original do produto de degradacao.

Os resultados obtidos na quantificagdo de ceftazidima em forma farmacéutica pé para
solucdo injetavel (forma solida) submetida a luz, temperatura e radiacdo, analisadas pelos

métodos propostos, estdo representados nas Tabelas 51, 52, 53, 54, 55 e 56.
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Tabela 51. Resultados obtidos na quantificacdo de ceftazidima pd para solucdo injetavel

exposta a luz, através do método de espectrofotometria na regido do ultravioleta (255,5 nm).

Tempo exposicao Concentracao Teor Intervalo de DPR

(dias) (ug/mL) (%0) confiancate.p.m. (%)
9,941 99,41 99,28

0 9,935 99,35 T 0,171
9,909 99,09 0,170
9,877 98,77 98,96

1 9,910 99,10 + 0,174
9,902 99,02 0,172
9,805 98,05 98,10

2 9,837 98,37 + 0,249
9,789 97,89 0,244
9,756 97,56 97,57

7 9,806 98,06 + 0,497
9,709 97,09 0,485
9,714 97,14 97,32

14 9,779 97,79 + 0,422
9,703 97,03 0,411
9,642 96,42 96,86

21 9,734 97,34 + 0,476
9,683 96,83 0,461
9,648 96,48 96,55

28 9,703 97,03 + 0,460
9,615 96,15 0,444
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Tabela 52. Resultados obtidos na quantificacéo de ceftazidima p6 para solugéo injetavel

exposta a luz, através do método de ensaio microbioldgico.

Tempo exposicao Concentracao Teor Intervalo de DPR

(dias) (ug/mL) (%0) confiancate.p.m. (%)
388,88 97,22 97,65

0 390,80 97,70 T 0,417
392,12 98,03 0,407
388,80 97,20 97,11

1 390,0 97,50 + 0,455
386,52 96,63 0,442
388,32 97,08 96,90

2 387,72 96,93 + 0,203
386,76 96,69 0,197
377,84 94,46 94,24

7 378,60 94,65 + 0,588
374,44 93,61 0,554
373,68 93,42 93,53

14 376,28 94,07 + 0,528
372,40 93,10 0,494
372,88 93,22 92,97

21 372,40 93,10 + 0,354
370,40 92,60 0,329
365,36 91,34 91,86

28 370,08 92,52 + 0,655
366,88 91,72 0,602
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Tabela 53. Resultados obtidos na quantificagdo de ceftazidima pd para solucdo injetavel
exposta a temperatura de 45 + 2°C, através do método de espectrofotometria na regido do
ultravioleta (255,5 nm).

Tempo exposicao Concentracao Teor Intervalo de DPR

(dias) (ug/mL) (%) confianca £ e.p.m. (%)
9,959 99,59 99,41

0 9,942 99,42 + 0,186
9,922 99,22 0,185
9,889 98,89 99,09

1 9,936 99,36 + 0,245
9,902 99,02 0,243
9,817 98,17 98,50

2 9,889 98,89 + 0,370
9,843 98,43 0,365
9,821 98,21 98,15

7 9,843 98,43 + 0,320
9,781 97,81 0,314
9,729 97,29 97,49

14 9,802 98,02 + 0,479
9,715 97,15 0,467
9,738 97,38 97,22

21 9,779 97,79 + 0,684
9,649 96,49 0,665
9,723 97,23 97,20

28 9,765 97,65 + 0,484
9,671 96,71 0,471
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Tabela 54. Resultados obtidos na quantificacdo de ceftazidima pd para solucdo injetavel

exposta a temperatura de 45 + 2°C, através do método de ensaio microbioldgico.

Tempo exposicao Concentracao Teor Intervalo de DPR

(dias) (ug/mL) (%) confiancaxe.p.m. (%)
390,68 97,67 97,85

0 392,12 98,03 + 0,184
391,44 97,86 0,180
389,96 97,49 97,43

1 391,24 97,81 + 0,430
387,92 96,98 0,419
386,84 96,71 96,50

2 387,60 96,90 + 0,556
383,56 95,89 0,537
384,48 96,12 95,53

7 381,72 95,43 + 0,573
380,16 95,04 0,547
379,72 94,93 94,41

14 378,76 94,69 + 0,751
374,40 93,60 0,709
371,64 92,91 93,05

21 373,60 93,40 + 0,324
371,40 92,85 0,302
366,80 91,70 91,73

28 369,44 92,36 + 0,676
364,48 91,12 0,620
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Tabela 55. Resultados obtidos na quantificacdo de ceftazidima po para solugdo injetavel
exposta a radiacdo UV, através do método de espectrofotometria na regido do ultravioleta
(255,5 nm).

Tempo exposicao Concentracao Teor Intervalo de DPR

(dias) (ug/mL) (%0) confiancate.p.m. (%)
9,933 99,33 99,33

0 9,956 99,56 T 0,236
9,909 99,09 0,235
9,917 99,17 98,99

1 9,928 99,28 + 0,415
9,852 98,52 0,411
9,813 98,13 98,36

2 9,861 98,61 + 0,244
9,835 98,35 0,240
9,728 97,28 97,68

7 9,813 98,13 + 0,437
9,763 97,63 0,427
9,701 97,01 97,24

14 9,764 97,64 + 0,360
9,706 97,06 0,350
9,648 96,48 96,84

21 9,725 97,25 + 0,400
9,680 96,80 0,387
9,643 96,43 96,57

28 9,706 97,06 + 0,452
9,622 96,22 0,437
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Tabela 56. Resultados obtidos na quantificacdo de ceftazidima po para solugdo injetavel
exposta a radiacdo UV, através do método de ensaio microbiologico.

Tempo exposicao Concentracao Teor Intervalo de DPR

(dias) (ug/mL) (%) confiancaxe.p.m. (%)
389,92 97,48 97,50

0 391,68 97,92 + 0,421
388,40 97,10 0,410
389,96 97,49 97,29

1 391,48 97,87 + 0,727
386,00 96,50 0,707
384,40 96,10 96,97

2 389,24 97,31 + 0,783
390,00 97,50 0,759
384,08 96,02 96,76

7 387,60 96,90 + 0,704
389,44 97,36 0,681
387,56 96,89 96,28

14 385,32 96,33 + 0,661
382,48 95,62 0,636
387,20 96,80 95,90

21 382,88 95,72 + 0,860
380,72 95,18 0,825
376,56 94,14 94,90

28 382,00 95,50 + 0,732
380,28 95,07 0,695

Andréia de Haro Moreno



Resultados e discussdo162

As figuras 27, 28 e 29 representam 0s cromatogramas obtidos na andlise de

ceftazidima pé para solucéo injetavel exposta a luz, temperatura e radiacéo.
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Figura 27. Cromatogramas obtidos para ceftazidima p6 para solucéo injetavel exposta a luz,
durante 1dia (A), 2 dias (B), 7 dias (C), 14 dias (D), 21 dias (E) e 28 dias (F).
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Figura 28. Cromatogramas obtidos para ceftazidima p6 para solucdo injetavel exposta a
temperatura de 45 + 2°C, durante 1dia (A), 2 dias (B), 7 dias (C), 14 dias (D), 21 dias (E) e 28

dias (F).
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Figura 29. Cromatogramas obtidos para ceftazidima p6 para solucdo injetavel exposta a
radiacdo UV, durante 1dia (A), 2 dias (B), 7 dias (C), 14 dias (D), 21 dias (E) e 28 dias (F).
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Os resultados obtidos na quantificacdo de ceftazidima em solugdo apds exposicdo a

luz, temperatura e radiacdo pelos métodos propostos encontram-se na Tabela 57, 58 e 59,

respectivamente.

Tabela 57. Teores médios de ceftazidima pé para solucdo injetavel (amostra sélida), obtidos

na avaliacdo da degradacdo pela luz, pelos diferentes métodos.

Tempo de exposicao uv MB
(dias) (%) (%)
0 99,28 97,65
1 98,96 97,11
2 98,10 96,90
7 97,57 94,24
14 97,32 93,53
21 96,86 92,97
28 96,55 91,86
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Tabela 58. Teores medios de ceftazidima pé para solucdo injetavel (amostra sélida), obtidos

na avaliacdo da degradagéo pela temperatura, pelos diferentes métodos.

Tempo de exposi¢do uv MB
(dias) (%) (%)

0 99,41 97,85

1 99,09 97,43

2 98,50 96,50

7 98,15 95,53

14 97,49 94,41

21 97,22 93,05

28 97,20 91,73

Tabela 59. Teores médios de ceftazidima pé para solucdo injetavel (amostra sélida), obtidos
na avaliacdo da degradacgdo pela radiacao, pelos diferentes métodos.

Tempo de exposi¢do uv MB
(dias) (%) (%)
0 99,33 97,50
1 98,99 97,29
2 98,36 96,97
7 97,68 96,76
14 97,24 96,28
21 96,84 95,90
28 96,57 94,90
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As tabelas 51-56 mostram a diminuicdo dos teores de ceftazidima po para solugdo
injetavel exposta a fatores como luz, temperatura e radiacdo, determinados pelos métodos

propostos de espectrofotometria na regido do ultravioleta e ensaio microbiologico.

Os resultados demonstraram que a amostra sélida (ceftazidima pd para solucéo
injetavel) apresenta diminuicdo no teor de forma semelhante pelos dois métodos, porém, o
ensaio microbioldgico apresentou maior sensibilidade em detectar a diminui¢do da atividade
antimicrobiana, demonstrando teores médios de 91,86 %; 91,73 % e 94,90 % apo6s a
exposicao a luz, temperatura e radiagdo, respectivamente, durante 28 dias, enquanto 0 método
espectrofotométrico na regido do ultravioleta demonstrou teores médios de 96,55 %; 97,20 %

e 96,57 % nas mesmas condicdes (tipo e tempo de exposicéo).

Os picos nos cromatogramas (Figuras 27,28 e 29) para ceftazidima indicaram que
houve um aumento na area do pico em funcdo do tempo de exposicdo, € um tempo de

retencdo diferente daquele obtido para o farmaco integro (Figura 24).

Os resultados mostraram ainda que luz, temperatura e radiacdo interferem na
estabilidade da ceftazidima pé de maneira semelhante, havendo perdas correspondentes nos
teores do farmaco e, praticamente, na mesma velocidade, conforme pode ser verificado nas
tabelas 57, 58 e 59.

Os resultados da quantificacdo de ceftazidima em forma farmacéutica pé para solugéo
injetavel (solucdo) submetida a luz, temperatura e radiacdo, analisadas pelos métodos

propostos, estdo representados nas Tabelas 60, 61, 62, 63, 64 e 65.
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Tabela 60. Resultados obtidos na quantificacdo de ceftazidima solucdo exposta a luz, através

do método de espectrofotometria na regido do ultravioleta (255,5 nm).

Tempo Concentracao Teor Intervalo de DPR

(horas) (ng/mL) (%) confianga £ e.p.m. (%)
9,947 99,47 99,38

0 9,952 99,52 + 0,196
9,916 99,16 0,195
9,845 98,45 98,68

6 9,931 99,31 T 0,555
9,829 98,29 0,548
9,683 96,83 96,39

12 9,674 96,74 + 0,705
9,561 95,61 0,680
1,944 19,44 19,66

24 1,980 19,80 + 0,992
1,975 19,75 0,195
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Tabela 61. Resultados obtidos na quantificacdo de ceftazidima solucdo exposta a luz, através

do método de ensaio microbioldgico.

Tempo Concentracao Teor Intervalo de DPR

(horas) (ng/mL) (%) confianga £ e.p.m. (%)
387,32 96,83 97,32

0 391,12 97,78 + 0,488
389,36 97,34 0,475
348,04 87,01 87,00

6 349,68 87,42 T 0,488
346,28 86,57 0,425
347,60 86,90 87,11

12 348,56 87,14 + 0,231
349,20 87,30 0,201
55,24 13,81 13,91

24 56,16 14,04 + 0,841
55,56 13,89 0,117
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Tabela 62. Resultados obtidos na quantificacdo de ceftazidima solucéo exposta a temperatura

de 45 £ 2°C, através do método de espectrofotometria na regido do ultravioleta (255,5 nm).

Tempo Concentracao Teor Intervalo de DPR

(horas) (ug/mL) (%) confianca + e.p.m. (%)
9,933 99,33 99,41

0 9,968 99,68 + 0,245
9,921 99,21 0,244
9,811 98,11 98,80

6 9,927 99,27 + 0,617
9,902 99,02 0,610
9,487 94,87 95,50

12 9,598 95,98 + 0,596
9,564 95,64 0,569
1,979 19,79 19,65

24 1,965 19,65 + 0,687
1,952 19,52 0,135
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Tabela 63. Resultados obtidos na quantificacdo de ceftazidima solucéo exposta a temperatura

de 45 £ 2°C, através do método de ensaio microbioldgico.

Tempo Concentracao Teor Intervalo de DPR

(horas) (ug/mL) (%) confianca + e.p.m. (%)
389,28 97,32 97,37

0 391,40 97,85 + 0,474
387,72 96,93 0,462
296,84 79,68 80,34

6 298,72 80,90 + 0,768
294,80 80,45 0,617
318,72 74,21 74,20

12 323,60 74,68 + 0,660
321,80 73,70 0,490
63,12 15,78 15,93

24 64,44 16,11 + 1,055
63,56 15,89 0,168
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Tabela 64. Resultados obtidos na quantificacdo de ceftazidima solugdo exposta a radiacao

UV, através do método de espectrofotometria na regido do ultravioleta (255,5 nm).

Tempo Concentracao Teor Intervalo de DPR

(horas) (ng/mL) (%) confianga £ e.p.m. (%)
9,941 99,41 99,33

0 9,955 99,55 + 0,277
9,902 99,02 0,275
9,833 98,33 98,78

6 9,940 99,40 T 0,563
9,860 98,60 0,556
9,517 95,17 95,32

12 9,593 95,93 + 0,582
9,485 94,85 0,555
1,923 19,23 19,40

24 1,957 19,57 + 0,876
1,941 19,41 0,170
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Tabela 65. Resultados obtidos na quantificacdo de ceftazidima solugdo exposta a radiacao

UV, através do método de ensaio microbioldgico.

Tempo Concentracao Teor Intervalo de DPR
(horas) (ng/mL) (%) confianga £ e.p.m. (%)
387,56 96,89 97,51
0 391,64 97,91 + 0,558
390,92 97,73 0,544
351,60 87,90 88,37
6 354,36 88,59 T 0,464
354,52 88,63 0,410
327,88 81,97 82,44
12 329,48 82,37 + 0,623
331,96 82,99 0,514
58,40 14,60 14,76
24 59,04 14,76 + 1,118
59,72 14,93 0,165

Os cromatogramas obtidos para determinacédo de ceftazidima solucéo aquosa exposta a
luz, temperatura de 45 * 2°C e radiagdo UV encontram-se representados nas figuras 30, 31 e

32, respectivamente.
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Figura 30. Cromatogramas obtidos para ceftazidima solucdo aquosa exposta a luz, durante 24
horas (A: controle; B: 6 h; C: 12 h e D: 24 h).
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Figura 31. Cromatogramas obtidos para ceftazidima solucdo aquosa exposta a temperatura de
45 + 2°C, durante 24 horas (A: controle; B: 6 h; C: 12 h e D: 24 h).
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Figura 32. Cromatogramas obtidos para ceftazidima solucéo aquosa exposta a radiacdo UV,
durante 24 horas (A: controle; B: 6 h; C: 12 h e D: 24 h).
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Os resultados obtidos na quantificacdo de ceftazidima em solugdo apds exposicdo a
luz, temperatura e radiacdo pelos métodos propostos encontram-se nas Tabelas 66, 67 e 68,

respectivamente.

Tabela 66. Teores médios de ceftazidima em solugdo, obtidos na avalia¢cdo da degradacdo

pela luz, pelos diferentes métodos.

Tempo de exposicao uv MB
(horas) (%) (%)
0 99,38 97,32
6 98,68 87,00
12 96,39 87,11
24 19,66 13,91

Tabela 67. Teores médios de ceftazidima em solucdo, obtidos na avaliacdo da degradacéo

pela temperatura a 45 + 2°C, pelos diferentes métodos.

Tempo de exposi¢do uv MB
(horas) (%) (%)
0 99,41 97,37
6 98,80 74,20
12 95,50 80,34
24 19,65 15,93
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Tabela 68. Teores médios de ceftazidima em solucdo, obtidos na avaliacdo da degradacdo

pela radiacdo UV, pelos diferentes métodos.

Tempo de exposi¢do uv MB
(horas) (%) (%)
0 99,33 97,51
6 98,78 88,37
12 95,32 82,44
24 19,40 14,76

As tabelas 60-65 indicam a diminuicdo acelerada nos teores de ceftazidima exposta a
fatores como luz, temperatura e radiacdo em solucdo quando comparado a diminuicdo dos

teores na forma solida.

De acordo com o observado para a forma sélida, o ensaio microbiolégico mostrou-se
mais sensivel que o método espectrofotométrico na regido do ultravioleta, com valores médios
de 13,91 %; 15,93 % e 14,76 % respectivamente para a exposi¢cdo a luz, temperatura e
radiacdo, contra teores de 19,66 %; 19,65 % e 19,40 % nas mesmas condi¢des (tipo e tempo

de exposicao). Esses valores médios encontram-se nas tabelas 66, 67 e 68.

Os resultados revelam a contribuicdo da 4gua na aceleracdo das reacdes de degradagéo
de farmacos (EV, 2003). Quando a decomposicdo do farmaco é resultante de uma reacgdo de
hidrélise, como € 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 solidas, como é o caso da ceftazidima, a qual normalmente encontra-se
disponivel na apresentagdo extemporanea de po para solucgdo injetavel, justamente em funcéo
da sua instabilidade em formulacgdes liquidas em poucas horas, conforme pode ser verificado

no presente trabalho.
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Os picos obtidos nos cromatogramas para ceftazidima em solu¢do também indicaram

um aumento na area do pico e tempo de retengdo diferente daquele obtido para o farmaco
integro (Figuras 30, 31 e 32), comprovando a degradacdo do farmaco.

A Figura 33 representa os teores de ceftazidima pd para solucdo injetavel obtidos por

espectrofotometria na regido do ultravioleta (A) e por ensaio microbioldgico (B), apds a
exposicao a luz, por um periodo de 28 dias.

100
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Figura 33. Representacdo gréafica dos teores de ceftazidima obtidos ap6s exposi¢do a luz por
espectrofotometria na regido do ultravioleta (A) e por ensaio microbiolégico (B) por um

periodo de 28 dias.

A Figura 34 representa os teores de ceftazidima pé para solucédo injetavel obtidos por

espectrofotometria na regido do ultravioleta (A) e por ensaio microbiolégico (B), ap6s a
exposicdo a temperatura, por um periodo de 28 dias.
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Figura 34. Representacdo grafica dos teores de ceftazidima obtidos apds exposicéao a
temperatura de 45 + 2°C por espectrofotometria na regido do ultravioleta (A) e por ensaio

microbiologico (B) por um periodo de 28 dias.

A Figura 35 representa os teores de ceftazidima pé para solucdo injetavel obtidos por
espectrofotometria na regido do ultravioleta (A) e por ensaio microbiolégico (B), ap6s a
exposicdo a radiacdo UV, por um periodo de 28 dias.
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Figura 35. Representacéo grafica dos teores de ceftazidima obtidos apds exposicéo a radiacao
UV por espectrofotometria na regido do ultravioleta (A) e por ensaio microbioldgico (B) por

um periodo de 28 dias.
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A Figura 36 representa os teores de ceftazidima solugédo aquosa obtidos por

espectrofotometria na regido do ultravioleta (A) e por ensaio microbiolégico (B), apos a
exposicdo a luz, por um periodo de 24 horas.
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Figura 36. Representacdo grafica dos teores de ceftazidima solucdo aquosa obtidos apos
exposicao a luz por espectrofotometria na regiao do ultravioleta (A) e por ensaio

microbiologico (B) por um periodo de 24 horas.

A Figura 37 representa o0s teores de ceftazidima solugédo aquosa obtidos por
espectrofotometria na regido do ultravioleta (A) e por ensaio microbiologico (B), apos a
exposicao a temperatura de 42 + 2°C, por um periodo de 24 horas.
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Figura 37. Representacdo grafica dos teores de ceftazidima solucdo aquosa obtidos apos
exposicdo a temperatura de 42 + 2°C por espectrofotometria na regido do ultravioleta (A) e

por ensaio microbioldgico (B) por um periodo de 24 horas.

A Figura 38 representa os teores de ceftazidima solugédo aquosa obtidos por

espectrofotometria na regido do ultravioleta (A) e por ensaio microbiolégico (B), ap6s a
exposicdo a radiacdo UV, por um periodo de 24 horas.
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Figura 38. Representacéo grafica dos teores de ceftazidima solucdo aquosa obtidos apos
exposicao a radiagdo UV por espectrofotometria na regido do ultravioleta (A) e por ensaio

microbioldgico (B) por um periodo de 24 horas.
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A diminuicdo nos teores do farmaco também pode ser visualizada nas Figuras 33 a 38,

onde essa diminui¢cdo mostra-se nitida em funcdo do tempo de exposigéo.

Ja as solugdes aquosas de ceftazidima mantiveram a atividade biologica por algumas
horas, apresentando em seguida diminuigéo drastica dos teores do farmaco, conforme Figuras
36, 37 e 38. Esse fato confirma a necessidade do correto armazenamento do medicamento,
uma vez que 0s processos degradativos tém inicio quando condigcdes adversas de
luminosidade, temperatura e/ou radiacdo estdo presentes. Os resultados indicam que o
farmaco deve ser utilizado por um periodo de até 6 horas ap6s a preparacdo da solucdo

aquosa; periodos de tempo maiores devem ser analisados caso a caso.

O método espectrofotométrico na regido do ultravioleta ndo foi capaz de distinguir o
produto de degradacéo, apenas demonstrou teores mais baixos do produto original, indicando

diminuicéo de sua concentragéo inicial.

A cromatografia liquida de alta eficiéncia, nas condi¢bes estabelecidas, indicou que
ocorre um aumento da area do pico, em funcdo do tempo de exposicdo, e um tempo de
retencdo diferente daquele obtido para o farmaco integro, inclusive com as amostras liquidas
(solugdes), conforme verificado nas figuras 27, 28 e 29.

O ensaio microbioldgico pelo método de difusdo em 4agar-cilindros em placas
demonstrou maior sensibilidade em detectar a diminuicdo da atividade antimicrobiana de
ceftazidima que o método espectrofotométrico na regido do ultravioleta, indicando ser de
extrema importancia a sua realizacdo em produtos que necessitam da confirmagdo de sua

atividade bioldgica, como é o caso dos farmacos antimicrobianos.

Deve ser considerada ainda a degradacdo acida e alcalina do farmaco estudado.
Conforme verificado na figura 4, a ceftazidima apresenta diferencas nos espectros obtidos na
regido do ultravioleta quando preparada em solugcbes de &cido cloridrico ou hidréxido de
sodio. Assim, solugdes do referido farmaco devem ser utilizadas em curto periodo de tempo
apOs a preparacdo, alem da necessidade de abrigo da luz, evitar a exposicdo a altas
temperaturas e controlar possiveis variacbes de pH. Tais requisitos sdo 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”?
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No presente trabalho foi possivel desenvolver e validar novos métodos para
determinacdo quantitativa de ceftazidima, verificando-se a importancia dos pardmetros de

validacdo realizados para a aceitabilidade de cada novo método proposto.

As analises qualitativas permitiram caracterizar o farmaco através da
espectrofotometria nas regides infravermelho, visivel e ultravioleta, da cromatografia em
camada delgada e das reagOes de coloracdo, que demonstraram resultados positivos quando
comparados com aqueles da substancia de referéncia. As determinacOes de faixa de fuséo,
umidade, residuo por incineracdo, solubilidade e caracteres fisicos permitiram verificar a
possivel presenca de impurezas na substancia de referéncia e o estudo de andlise térmica,
realizado pelo método termogravimétrico, foi possivel demonstrar que a ceftazidima
substancia de referéncia ndo apresentou degradagdes ou impurezas antes do desenvolvimento

dos métodos quantitativos.

As analises guantitativas permitiram desenvolver e validar alguns métodos analiticos
para determinacdo de ceftazidima, tais como ensaio microbioldgico, espectrofotometria nas
regides infravermelho, visivel e ultravioleta, titrimetria por acidimetria, iodometria e meio
ndo-aquoso e cromatografia liquida de alta eficiéncia. Os métodos avaliados no presente
trabalho mostraram-se precisos, exatos, ndo apresentando diferencas estatisticamente

significativas.

No estudo de estabilidade, foi possivel concluir que a ceftazidima sofre degradacéo
tanto na forma solida (pé para solucdo injetavel) como na forma liquida (solucdo) quando
exposta a fatores como luz, temperatura e radiacdo, sendo a degradacdo mais acelerada

quando o farmaco apresenta-se em solucao.

Foi possivel verificar também a importancia da realizacéo de ensaios de atividade para
substancias antimicrobianas, uma vez que esse método foi o mais sensivel na deteccdo dos
teores de ceftazidima remanescentes. Porém, os métodos ndao foram capazes de detectar os

produtos de degradacdo do farmaco quando exposto a condi¢des adversas.

O estudo de estabilidade procurou demonstrar a importancia do correto
armazenamento de farmacos, dando énfase a protecdo contra exposicdo a luz, temperatura
elevada ou radiacéo, a fim de se garantir os teores de farmaco aceitaveis durante o periodo de

validade do medicamento.
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