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RESUMO

A cefoxitina sddica (CAS 33564-30-6), antimicrobiano cefalosporinico, apresenta
espectro de atividade contra microrganismos Gram-negativos mais amplo que as
cefalosporinas mais antigas. Também € eficaz contra Proteus e Serratia indol-positivos,
mostrando alta resisténcia a hidrélise por PB-lactamases. Indicada no tratamento de
peritonites e outras infeccdes intra-abdominais e intrapélvicas; sinusites, infeccdes
ginecoldgicas, septicemias; endocardites; infecgdes do trato urindrio, gonorréia nao
complicada, infeccdes do trato respiratorio, ossos, articulagdes e pele. Apesar de este
farmaco ser altamente estudado e pesquisado no que concerne a atividade antimicrobiana,
farmacocinética e farmacodindmica, hd poucos estudos na literatura em relagdo ao
desenvolvimento de metodologia analitica para esta cefalosporina. Desta forma, pesquisas
envolvendo métodos analiticos sdo de fundamental importancia e altamente relevantes para
otimizar sua andlise na industria farmacéutica e farmpacia magistral de modo a garantir a
qualidade do produto jid comercializado. A proposta deste projeto foi desenvolver
metodologias de andlise para a cefoxitina sddica, farmaco comercializado no mercado
médico-farmacéutico brasileiro. Foram desenvolvidos e validados métodos por CLAE com
detector UV a 235 nm, com acetonitrila: dgua: dcido acético 5 M (22 : 78 : 1) como fase
movel e faixa de concentragdo de 20,0 a 30,0 ug/mL, tempo de retencdo de 7,5 minutos.
O coeficiente de correlagdo obtido foi de 0,9995 e a equacdo da reta y = 335,67x + 2391,9.
O teste recuperacdo média obtido foi de 100,50%, com desvio padrao de 1,70%. O teor
médio de cefoxitina sédica determinado por CLAE nos frascos ampolas foi de 94,24%,

demonstrando a sensibilidade do método para detectar a substdncia ativa nos frascos
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ampolas.; por espectrofotometria no UV a 235 nm com faixa de concentracio de 18,0 a
28,0 ng/mL mostrou-se linear, apresentando coeficiente de correlacido de 0,9997 e equagdo
dareta y =0,0297x + 0,0341. . Obtivemos neste teste recuperacdo média de 100,40% com
desvio padrdo de 0,3%. O teor médio de cefoxitina sddica determinado nos frascos ampolas
foi de 97,60%; e doseamento microbioldgico utilizando Staphylococcus epidermidis
ATCC 12226 como microrganismo indicador apresentando coeficiente de correlagcdo igual
a 0,9998. A equacgdo da reta foi y = 13,935x — 3,712. O teste de recuperacdo apresentou
média de 100,20% com desvio padriao de 0,81%. Também foram validados doseamento por
titulometria em meio nio aquoso (anidrovolumetria) com acido perclérico 0,1 M utilizando
cristal violeta como indicador, obtendo teor médio das amostras de 97,17% e recuperagdo
média de 99,41%; e doseamento por titulometria iodométrica com tiossulfato de soédio 0,02
M, apresentando baixo custo em instrumentagdo e facilidade de execug¢do em laboratérios
de rotina. Para o teste de recuperagdo foi encontrada média 100,66% com desvio padrdo
médio de 0,55%; paralelamente foi realizado estudo de estabilidade de 12 meses a 30,0 +
2,0°C; 75,0 £ 5,0% UR aplicando para a determinagdo do teor os métodos validados por
CLAE e doseamento microbioldgico, permitindo a comparagdo com sucesso das duas

metodologias de andlise validadas.

Palavras-chave:  cefoxitina, validacdo, espectrofotometria, CLAE, iodometria,

anidrovolumetria, doseamento microbiolégico, andlise qualitativa.
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ABSTRACT

Sodium cefatoxin (CAS 33564-30-6), a cephalosporinic antibiotic, has a wider
spectrum of activity against Gram-negative microrganisms than older cephalosporin. It is
also efficient against the indol-positive Proteus and Serratia and has a high resistance to [3-
lactamases hydrolysis. Sodium cefatoxin is recommended for the treatment of peritonitis
and other intra-abdominal and intra-pelvic infections; sinusitis, gynecological infections,
septicemy, endocarditis; urinary tract infections, non-complicated gonorrhea, respiratory
tract infections, bones, articulations and skin. Although this drug has been strongly studied
and many researches have been developed about its antibiotics activity, pharmacokinetics
and pharmacodynamics, there are few studies in the literature about the development of
analytical methodology to this cephalosporin. Researches dealing with analytical methods
are extremely important and highly relevant to optimize its analysis at the pharmaceutical
industry and manipulation pharmacy, guaranteeing quality of the commercialized product.
This project proposes the development of methodologies for analysis of sodium cefatoxin, a
commercialized drug at the medical-pharmaceutical Brazilian market. Methods for CLAE
with UV detector at 235nm were developed and validated with acetonitrile: water: acetic
acid SM (22: 78:1) as mobile phase and concentration range of 20.0 to 30.0 pg/mL,
detention time of 7.5 minutes. The correlation coefficient obtained was 0.9995 and the line
equation y = 335.67x + 2391.9. The medium recovery test was 100.50% with standard
deviation of 1.70%. The medium content of sodium cefoxitin determined by CLAE in flask

bottles was 94.24%, demonstrating the method sensibility to detect the active substance in
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flask bottles; by spectrophotometry on the UV at 235 nm with concentration range of 18.0
to 28.0 ug/mL, it was linear, presenting a correlation coefficient of 0.9997 and the line
equation was y = 0.0297x + 0.0341. At this test we obtained medium recovery of 100.40%
with standard deviation of 0.3%. The medium content of sodium cefoxitin determined in
the flask bottles was 97.60%; and microbiological dosage using Staphylococcus
epidermidis ATCC 12226 as indicator microrganism presenting correlation coefficient of
0.9998. The line equation was y = 13.935x — 3.712. The medium recovery test was
100.20% with standard deviation of 0.81%. It was validated the dosage by titulometry in a
non aqueous medium ( anhidrovolumetry) with perchloric acid 0.1M using violet crystal
as indicator, obtaining a medium sample content of 97.17% and medium recovery of
99.41%; and also the dosage by iodometric titulometry with sodium tiosulphate 0.02M,
presenting a low instrumentation cost and being easily performed at a routine laboratory. At
the recovery test it was found an average of 100.66% with a medium standard deviation of
0.55%; the study of 12 months stability was also carried at 30.0 £ 2.0°C; 75.0 £ 5.0% UR
and applied methods of validation by CLAE and dosage microbiological to determination
of content. This allowed successful comparisons between the two methodologies analysis

validated.

Key-words: cefoxitin; validation; spectrophotometry; CLAE; iodometry;

anhidrovolumetry; microbiological dosage; quantitative analysis.
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1. Introducao

Dentre os diferentes processos que levaram a descoberta de farmacos, o “acaso”
representando fatores circunstanciais, fortuitos, permitiu que algumas classes terapéuticas
importantes fossem descobertas.

Os antibidticos auténticos farmacos “salva-vidas” observaram um desenvolvimento
impar desde a descoberta da penicilina-G — um dos mais importantes exemplos da
contribui¢cdo do “acaso” para a descoberta de novos farmacos (BARREIRO e FRAGA,
2000).

Gracas a uma série de fatores fortuitos e a sagacidade de Sir Alexander Fleming,
entdo Diretor do Departamento de Inoculacdo do Hospital St. Mary em Paddington
Londres, a acdo antibidtica da penicilina-G foi reconhecida por volta de 1930, embora
tenha sido descoberta em 1896 pelo estudante francé€s de medicina Erne Duchesne.
Provavelmente, devido a sua instabilidade quimica, os quimicos da época ndo lograram
caracteriza-la estruturalmente (BARREIRO e FRAGA, 2000).

Alguns poucos relatos existiam na literatura da época de Fleming sobre a
propriedade antimicrobiana de fungos; entretanto, ainda ndo haviam sido comprovadas suas
propriedades terapéuticas. Em setembro de 1928, ao retornar de férias, Fleming recebia um
visitante em seu laboratdrio, quando observou algumas placas de cultura esquecidas sobre
sua bancada, ao invés de estarem acomodadas no incubador térmico. Estas placas
apresentavam-se contaminadas, com reduzido crescimento de coldnias de estafilococos que

haviam sido semeados no inicio do verdo. Esta observacao fortuita despertou a sagacidade
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de Fleming, que, apds tratar a placa contaminada com uma solu¢do de formaldeido, para
preservé-la, guardou-a. A posterior constatacio de que contaminante era um fungo do
género Penicillum foi realizada consultando o laboratério de vacinas no andar superior.

A observacdo da inibicdo do crescimento das cepas de estafilococos e o
reconhecimento da presenga de metabolitos do fungo Penicillum notatum com propriedades
antibacterianas, conduziram Fleming a identificacdo da penicilina, sendo seu trabalho
completo sobre o tema publicado em 1932. Talvez devido as inumeras dificuldades de
isolamento do principio ativo puro, a importancia terapéutica da penicilina ndo foi
reconhecida nem por Fleming nem pelos membros da Royal Society. Alguns anos apds,
por volta de 1940, o processo de isolamento da penicilina foi finalmente desenvolvido por
Sir Ernst Chain e Lord Hovvard Florey, em Oxford, estimulados pela entdo recente
descoberta do prontosil, em 1935. No ano seguinte, dispondo da substancia isolada, as
propriedades antibacterianas da penicilina foram comprovadas em animais de laboratorio,
evidenciando efeitos adversos causados pela presenga de impurezas. Ainda neste ano,
Edward Abraham purificou a penicilina cromatograficamente e demonstrou suas
propriedades antimicrobianas por injecdo endovenosa em ratos. Estes resultados foram
publicados, e os estudos clinicos com voluntirios se iniciaram, confirmando sua
instabilidade ao suco géstrico e sua rdpida eliminacdo renal. Estes estudos contribuiram
decisivamente para o conhecimento de sua melhor forma de administra¢do, que permitiu a
sua primeira utiliza¢do em fevereiro daquele ano (BARREIRO e FRAGA, 2000).

No verdo de 1943, nos laboratérios da Universidade de Oxford, Sir Robert
Robinson e colaboradores elucidaram a estrutura da penicilina-G, viabilizando sua sintese.
A producio de penicilina por rota fermentativa foi desenvolvida, o que permitiu seu amplo

emprego terapéutico cerca de 12 anos ap6s a identificacdo de suas propriedades na colonia
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de fungo, validando a antiga premissa de Pasteur: “La vie empeche la vie”, que fundou as
bases da quimioterapia.

A descoberta da penicilina-G rendeu a Sir A. Fleming, Sir Ernst Boris Chain e Lord
Howard Walter Florey o Prémio Nobel de Medicina em 1945. Gragas a descoberta da
penicilina iniciou-se a “antibioticoterapia”, que teve significativo impacto para o aumento
da esperanca e da qualidade de vida de homens e mulheres em todo mundo e,
conseqiientemente, para a saide da humanidade (BARREIRO e FRAGA, 2000).

A penicilina-G foi a primeira representante da importante classe dos antibidticos [3-
lactamicos, em que encontram também as cefalosporinas. Atualmente, esta classe de
antibidticos se encontra entre os firmacos mais comercializados no mundo, comprovando
sua excepcional importancia terapéutica.

Indmeros outros antibidticos, descobertos a partir de entdo por screening
randomico, manifestam suas propriedades através de diversos mecanismos de acdo,
distintos daquele pelo qual atuam os B-lactdmicos, que sdo inibidores da “biossintese” da
membrana celular externa de microrganismos (BARREIRO e FRAGA, 2000).

O mecanismo de agdo atualmente aceito para os antibiéticos B-lactamicos, consiste
na inibicdo da atividade D-alanina carboxipeptidase (DD-Cbase) do microrganismo,
prevenindo a insercdo da unidade dipeptidica D-Ala-D-Ala na etapa final da construcio
de sua membrana celular externa. A unidade B-lactimica, eletrofilicamente reativa, é
essencial e participa levando a formagdo de ligacdes covalentes, provavelmente
irreversiveis.

As bases moleculares deste mecanismo foram elucidadas por Blumberg e

Strominger em 1974, que evidenciaram a similaridade estrutural entre a penicilina-G e o
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término D-alanil-D-alanina do peptideoglicano da membrana de microrganismos
susceptiveis (BARREIRO e FRAGA, 2000).

Em funcdo de sua natureza peptdide, as penicilinas de primeira gera¢do ndo resistiam
a acidez do trato gastrintestinal, sendo inativadas quando administradas por via oral.
Entretanto, subseqiientes modificagdes estruturais ou identificacdo de outras estruturas [3-
lactimicas em outros fungos levaram as novas geragdes de antibidticos B-lactimicos que
sdo ativos quando administrados por via oral, como ilustrado pela tienamicina, derivado da
classe dos carbapenenos isolado de fungo, onde o dtomo de enxofre ndo mais compde o
nucleo tiazolidinico, sendo substituido por um grupamento metilénico (KOROLKOVAS,
1982).

A histéria da penicilina-G € um exemplo da possibilidade de “domesticar-se” a
estrutura quimica natural, “selvagem”, apds identificarem-se os principais grupamentos
responsdveis pela atividade terapéutica, o grupamento farmacoforico, de maneira a superar-
se as eventuais limitacdes da fase farmacocinética e introduzir-se novas caracteristicas
estruturais que potencializem sua eficicia terapéutica (BARREIRO e FRAGA, 2000).

A estrutura original da penicilina-G foi significativamente modificada, de forma
planejada, levando a novas geracdes de potentes antibidticos B-lactdmicos sintéticos com
amplo espectro de acdo e ativos por via oral, simultaneamente, no Japao e nos Estados
Unidos, no ambito de um screening planejado para identificar-se, de fontes naturais,
compostos B-lactdmicos. Esta nova classe de antibidticos, estruturalmente simplificados,
em relacdo as penicilinas originais, foi modificada de maneira a introduzirem-se
caracteristicas estruturais capazes de permitir atividade em cepas de microrganismos

resistentes a penicilina que possuem a enzima [B-lactamase, uma peptidase, responsavel pela
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hidrélise do grupamento farmacofdrico P-lactimico, bioinativando o antibiético

(BARREIRO e FRAGA, 2000).

As cefalosporinas sdo antibiGticos [B-lactdmicos cldssicos que apresentam as
mesmas caracteristicas estruturais das penicilinas (SILVA, 2002). Possuem a mesma
estrutura P-lactamadiidrotiazinica contendo dois centros quirais. Assim, existem quatro
formas opticamente ativas. Os anéis condensados ndo sdo coplanares, porém dobrados ao
longo da ligagdo C-6, N-5, mas de forma menos acentuada que nas penicilinas. O dtomo de
carbono ligado a amida (C-7) possui configuracio L (WILSON e GISVOLD, 1998;

WILLIANS e LENKE, 2002).

As propriedades fisico-quimicas das cefalosporinas sdo muito semelhantes a das
penicilinas, por exemplo, maior parte das cefalosporinas sao encontradas na forma de sais
hidrossoliveis ou anféteros. Somente a cefalosporina C € encontrada na natureza, isolada
de culturas de fungos, particularmente de espécies de Cephalosporium. Em 1966,
Woodward e sua equipe desenvolveram o primeiro processo de sintese quimica integral da
cefalosporina C. A descoberta do dcido 7-aminocefalosporanico (7-ACA), como produto de
hidrélise da cefalosporina C, levou a introducio de diversas cefalosporinas melhoradas,
obtidas por modificacdes moleculares nas duas cadeias laterais: a 7-acilamida e a 3-
acetoximetila. Variagdes na primeira cadeia sdo realizadas através do mesmo processo
empregado na preparacdo de penicilinas semi-sintéticas, mas o método compreende
acetilacdo por cloretos de acila (KOROLKOVAS e BURCKHALTER, 1988; WATSON,

1999).

Foram sintetizadas cefalosporinas em que o S do anel diidrotiazinico foi modificado ou

substituido por oxigénio ou metileno, na mesma posi¢do 1 ou na posi¢do 2. A atividade
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z

antibacteriana  destes andlogos nucleares ¢é semelhante a das cefalosporinas
correspondentes. Isso comprova que o dtomo de enxofre ndo € essencial a atividade
antibidtica nas cefalosporinas. Ademais, o grupo carboxilico foi substituido pelo
tetrazolilico, que € iséstero do primeiro; a atividade permaneceu e o novo antibidtico se
mostrou resistente a P-lactamase (KOROLKOVAS e BURCKHALTER, 1982;
DONOWITZ, 1989).

As cefalosporinas encontram aplicacdo no tratamento de infec¢des causadas pela
maioria dos cocos Gram-positivos e muitas bactérias Gram-negativas, especialmente
Escherichia coli, Proteus mirabilis ¢ Klebsiella (MANDELL e PETRI, 1996). Elas sao
ineficazes contra infeccdes causadas por Pseudomonas e a maioria das espécies indol-
positivas de Proteus e Enterobacter. As cefalosporinas podem ser inativadas pela enzima
EC 3.5.2.8., chamada cefalosporina amido--lactama hidrolase, que é capaz de cindir o anel
B-lactamico. A esta B-lactamase, as cefalosporinas, em sua maioria, sdo resistentes. Esta
resisténcia € atribuida a presenca da cadeia lateral em C-3. Contudo, as P-lactamases
produzidas especialmente por bactérias Gram-negativas cindem este anel, inativando as
cefalosporinas (KOROLKOVAS e BURCKHALTER, 1982; DONOWITZ, 1989).

Por esta razio, elas ndo estdo incluidas entre os firmacos essenciais, nem mesmo
como medicamentos de segunda escolha. Por ndo atravessarem a barreira hematoencefilica,
nao devem ser usadas para tratamento de meningite. Tampouco devem ser usadas como
quimioterdpico Unico em casos de septicemia causada por microrganismos Gram-negativos.
Igualmente, elas ndo sdo apropriadas para o tratamento de gonorréia e sifilis, doengas para

as quais o antibiético de escolha € a benzilpenicilina (MANDELL e PETRI, 1996).
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Entretanto, hd sempre o risco de ocorrer reacdo alérgica quando se administra este
antibidtico a um paciente sensivel a penicilina. Por isso, € mais prudente que este seja
medicado por outro antibidtico, como eritromicina, por exemplo. Entre os efeitos colaterais
citam-se casos de necrose tubular, diarréia, tromboflebite e, raramente, anafilaxia. As
cefalosporinas de uso terapéutico sdao as seguintes: cefaclor, cefadroxila, cefaldnio.
cefalorama, cefamandol, cefamicina, cefaparol, cefatiamidina, cefatrizina, cefaflur,
cefazedona, cefmetazol, cefonicida, cefoperazona, ceforanida, cefotaxima, cefotiam,
cefroxadina, cefsulodina, cefsumida, ceftezol, ceftiéxido, ceftizoxima, cefuroxima e
pivcefalexina. A cefaloglicina € atualmente considerada obsoleta, pois outras
cefalosporinas sdo mais eficazes (KOROLKOVAS e BURCKHALTER, 1982;
DONOWITZ, 1989).

As cefalosporinas podem ser agrupadas em trés classes segundo a administragao:

1. De administracdo parenteral: cefacetrila, cefaloridina, cefalotina, cefamandol,
cefanona, cefapirina, cefazaflur, cefazolina, cefotaxima, cefoxitina e cefuroxima

2. De administragdo oral: cefaclor, cefadroxila, cefalexina e cefatrizina.

3. De administragd@o oral ou parenteral: celadina.

A cefoxitina sddica apresenta espectro de atividade contra microrganismos Gram-
negativos mais amplo que as cefalosporinas mais antigas. Também € eficaz contra Proteus
e Serratia indol-positivos, mostrando alta resisténcia a hidrélise por B-lactamases. Indicada
no tratamento de peritonites e outras infec¢Oes intra-abdominais e intrapélvicas; sinusites,
infeccdes ginecoldgicas, septicemias; endocardites; infec¢des do trato urindrio, gonorréia

ndo complicada, infecgdes do trato respiratdrio, ossos, articulacdes e pele; infecgdes por
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cepas susceptiveis, demonstradas por antibiograma. No trato respiratdrio inferior € utilizada
contra: Streptococcus pneumoniae, Staphylococcus aureus, E. coli, Klebsiella sp.,
Haemophilus influenzae, Bacteroides sp.; infeccdes geniturindrias: E. coli, Klebsiella sp.,
Proteus mirabilis, Morganella, Proteus vulgaris, Providencia sp., Neisseria gonorrhoeae
(nd3o complicada); infec¢Oes intra-abdominais: E. coli, Klebsiella sp., Bacteroides sp.,
Clostridium sp.; infec¢des ginecoldgicas: E. coli, Neisseria gonorrhoeae, Bacteroides sp.,
Clostridium sp., Peptococcus sp., Peptostreptococcus sp., € estreptococos do grupo B;
septicemias: S. pneumoniae, S. aureus, E. coli, Klebsiella sp., Bacteroides sp. Infeccdes dos
ossos e articulacdes: S. aureus. Pele: S. aureus, S. epidermidis, E. coli, Proteus, Klebsiella
sp., Bacteroides sp.; peritonite, apendicite, endometrite, doenca inflamatéria pélvica,

colecistite (KOROLKOVAS e BURCKHALTER, 1982; MANDELL e PETRI, 1996).

A cefoxitina sédica € uma cefalosporina injetdvel de segunda geracdo com atividade
bactericida sobre numerosos microrganismos Gram-positivos e Gram-negativos,
especialmente bactérias anaerdbias, Bacteroides. Sua ag@o antibacteriana é devida a
inibi¢do da sintese da parede celular, é resistente a uma grande variedade de -lactamases e
cefalosporinas. Em geral é bem tolerada. Os efeitos adversos mais comuns t€m sido reacdes
locais na regido da injecdo IV ou IM. Foram observadas reagdes como erup¢do cutinea,
prurido, febre e outras reagdes alérgicas, inclusive anafilaxia, nefrite intersticial; hipotensao
arterial, nduseas e vomitos, eosinofilia, leucopenia, granulocitopenia, neutropenia, anemia
(inclusive anemia hemolitica), trombocitopenia e depressdo da medula 6ssea. Em alguns
pacientes, em particular nos que t€m hiperazoemia, a prova de Coombs direta pode tornar-
se positiva durante o tratamento com cefoxitina. Foram observados aumentos passageiros

das transaminases glutimico-oxalacético e pirivica, da desidrogenase lactica e da fosfatase
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alcalina no soro; ictericia, como também aumentos da creatinina sérica e do nitrogénio

uréico sangiiineo (KOROLKOVAS e BURCKHALTER, 1982).

A cefoxitina € comercializada no Brasil pelo nome de Cefton®, pelo Laboratério
Ariston; Gamacef®, pelo Laboratério Bergamo®, como Mefoxin®, pela Merck Sharp
Dome, Kefox® pela ABL do Brasil e como Cefoxitina sddica pela Eurofarma
(Medicamento genérico). Apesar da comprovada eficdcia e seguranga no seu tratamento,
este farmaco, até entdo, possui poucas metodologias de andlise padronizada (COX et al.,
1998; TUNG-HU et al, 2000) em compéndios oficiais e em periddicos de circulacdo
internacional. Na Farmacopéia Britanica, USP 28 e Farmacopéia Portuguesa VII constam a
metodologia de andlise por CLAE. O projeto objetiva novas pesquisas nessa area para

desenvolvimento de novas metodologias analiticas para a cefoxitina sddica.
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2. Revisao bibliografica

A atividade farmacodindmica dos antibidticos cefalosporinicos é dependente do tempo de
atividade bacteriana. A atividade antibacteriana se d4 quando a concentragdo do farmaco excede
a concentragdo inibitéria minima (CIM) e aumenta até alcancar um limite superior de
concentracdo, definido de 2 a 4 vezes maior que a CIM; niveis mais elevados da droga ndo
conferem vantagem antibacteriana adicional (MAZZEI e DENTICO, 2000; CRAFT e PARISH,
2000).

Para que se garanta a atividade antibacteriana, € preferivel, ainda que ndo estritamente
necessdrio, exceder a CIM por todo periodo entre os intervalos de posologia devido aos efeitos
pos-antibidticos (CRAFT e PARISH, 2000; LEVINSON, 1995; MCDONALD et al., 1981).
Considera-se geralmente adequado manter-se 50 a 70% dos intervalos de posologia com
concentracgdes de droga acima da CIM (MAZZEI e DENTICO, 2000; CRAFT e PARISH, 2000).

Todavia, a manutencdo dos niveis de substincia ativa acima da CIM durante todo o
periodo de posologia assegura eficdcia e, neste caso, é pouco provavel que esteja associada as
vantagens de grupos bacterianos resistentes (MAZZEI e DENTICO, 2000; LEVINSON, 1995;
LORIAN, 1975). A atividade antibacteriana dependente do tempo requer grande atencdo quanto
as diferencas farmacocinéticas entre as cefalosporinas, uso de posologia e intervalos adequados, e
complacéncia. A resisténcia a cefalosporinas tem sido revisada por MARSHALL e BLAIR
(1999), LABIA ¢ MORAND (1994) e KARCHMER (2000); que incluem: a susceptibilidade
individual da cefalosporina a B-lactamases especificas; alteracdes das enzimas alvo (PBPs); e
alteracdes na permeabilidade da membrana externa, o que limita a penetracdo do antibidtico.

Virias formas de B-lactamase, produzidas por um amplo arranjo de organismos bacterianos, t€ém

Greici Cristiani Gomes Tozo 10

Please purchase PDF Split-Merge on www.verypdf.com to remove this watermark.



Revisao bibliografica

sido identificadas. A maioria das cefalosporinas sdo resistentes as -lactamases produzidas por
estafilococos. Um complexo arranjo de B-lactamases pode ser produzido por organismos Gram-
negativos, incluindo tanto plasmideos e enzimas cromossomicas (MARSHALL e BLAIR, 1999;
LABIA e MORAND, 1994).

As B-lactamases podem ser os componentes primarios da resisténcia bacteriana ou podem
ser induzidas pela exposi¢do a uma cefalosporina antibidtica; comenta-se, ainda, a falha do
tratamento com organismos Gram-negativos, tais como Enterobacter spp e Citrobacter spp,
apesar da susceptibilidade inicial in vitro e clinica (MARSHALL e BLAIR, 1999; LABIA e
MORAND, 1994). A resisténcia as cefalosporinas em bactérias Gram-negativas pode resultar de
alteracdes nos canais aquosos, chamados porinas, que estdo localizados dentro da membrana
celular externa.

Dentro das circunstancias usuais, as porinas permitem a penetra¢do de cefalosporinas, que
podem, entdo, ganhar acessos para atingir os sitios de PBP localizados internamente. A
resisténcia emerge quando mudangas ocorrem na estrutura da porina que limita ou bloqueia a

penetracdo da cefalosporina (MARSHALL e BLAIR, 1999).

2.1. Classificacao

As cefalosporinas de primeira geracdo encontram-se os antibidticos que iniciaram este
grupo, caracterizados por um espectro de atividade antimicrobiano entre Gram positivos € Gram
negativos, porém mais estreito do que os de segunda e terceira geragcdo. Sdo representadas pela
cefalotina, cefazolina, cefapirina, cefradina, cefalexina e cefadroxil. A segunda geracdo consiste
em cefamandol, na cefoxitina, no cefaclor e na cefuroxima apresentando maior atividade contra

as bactérias Gram negativas do que as de primeira geracdo. A cefoxitina € uma cefamicina, e é
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mais resistente as [-lactamases, sdo entretanto, menos ativas contra Gram positivas. Incluem-se
entre as cefalosporinas de terceira geracdo a cefotaxima, maxolactama, a cefoperazona, a
ceftriazona, a ceftizoxima, a ceftazidima e a cefsulodina. Apesar de possuir espectro de aividade
menor que as outras cefalosporinas de terceira geragao, a cefsulodina possui maior especificidade
contra Pseudomonas aeruginosa. Novas cefalosporinas continuam sendo desenvolvidas, mais
potentes que as atuais, com a¢cdo mais prolongada.

Embora os antibidticos cefalosporinicos sejam freqiientemente classificados pela geracio
(primdria, secunddria e tercidria), ¢ mais apropriado discutir estes agentes em termos de seu
espectro de atividade limitado, intermedidrio e amplo. Exemplos de cefalosporinas de espectro
limitado sdao cefazolinas e cefalexinas (US PRODUCT MONOGRAPH KEFLEX, 2001).
Agentes de comum espectro intermedidrio sdo ceftriaxona, cefonicida e cefaclor. A maioria das
cefalosporinas recentes sdo de amplo espectro, incluindo cefoxitina e cefepima, e novos agentes

orais, tais como as cefeximas.

2.2. Estrutura

Os antibidticos cefalosporinicos consistem de quatro anéis de B-lactamicos ligados a seis

anéis de diidrotiazina. Modificacdes na posi¢do 7 do anel de B-lactamico alteram a atividade

antimicrobiana. Substitui¢des na posi¢ao 3 do anel de diidrotiazina alteram a farmacocinética e a

toxicidade das cefalosporinas (GOLDBERG, 1987).
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2.3. Mecanismo de acao

As cefalosporinas, assim como outros antibidticos penicilanicos, sdo bactericidas. Pela
ligacdo a proteinas as cefalosporinas inibem vdrias fun¢des bacterianas, conduzindo a lise celular
(AMERICAN MEDICAL ASSOCIATION, 1992). A fim de que uma cefalosporina seja
bactericida, o antibidtico precisa penetrar na parede celular externa da bactéria, ligar-se as

proteinas ligadas a penicilina, e permanecer estdvel a f-lactamases.

2.4. Resisténcia

As bactérias possuem ao menos trés mecanismos para resistir aos efeitos bacterianos das
cefalosporinas. No primeiro, a bactéria pode alterar a permeabilidade da parede celular. Nas
bactérias Gram-negativas, a penetracdo na parede celular externa pelos antibidticos
cefalosporinicos depende das porinas, uma classe especializada de proteinas de membranas
externas. Certas bactérias Gram-negativas, tais como as Pseudomonas aeruginosa e algumas
Enterobacteriaceae, podem alterar as fun¢des ou o nimero de canais de porina, reduzindo assim,
a permeabilidade da membrana celular a vérias cefalosporinas (LIVERMORE, 1987).

No segundo, certas bactérias Gram-positivas e Gram-negativas adquirem resisténcia a
cefalosporinas por meio de mutacdes nas proteinas. Este mecanismo de resisténcia tem sido
descrito em algumas espécies de Streptococcus pneumoniae, Haemophyllus influenzae e
Neisseria gonorrhoeae, bem como em Staphylococcus aureus resistentes a meticilina (CUNHA e
GILL, 1995; MOELLERING e SENTOCHNIK, 1998).

O terceiro e mais importante mecanismo de resisténcia a antibidticos P-lactamicos,

encontrados tanto entre bactérias Gram-positivas quanto negativas, € a produgdo de B-lactamases,
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enzimas que hidrolisam o anel de lactdmico. As B-lactamases podem, ainda, ser derivadas de
cromossomos ou plasmideos. -lactamases mediadas cromossomicamente sdo espécies e géneros
especificos e podem ser induzidos por concentracdes baixas de antibidticos P-lactamicos. Os
plasmideos que mediam as B-lactamases podem ser transferidos entre as bactérias, aumentando

assim o nimero de bactérias resistentes ao antibiético (GRAHAM et al., 1992).

2.5. Faixa de atividade

Embora semelhantes a penicilina, as cefalosporinas sio resistentes as [-lactamases que,
por sua vez, inativam a penicilina. Portanto, as cefalosporinas sdo alternativas eficazes para o
tratamento de infec¢Oes causadas por bactérias resistentes a penicilina. Cefalosporinas de
espectro limitado sdo geralmente resistentes as [-lactamases de Gram-positivos, mas
freqiientemente sao susceptiveis as f-lactamases mais potentes das Gram-negativas. Assim, estes
agentes t€ém ampla aplicacio em Gram-positivas, incluindo os S. aureus sensiveis a meticilina.
Eles sdo ativos contra muitos microrganismos Gram-negativos, tais como Escherichia coli,
Klebsiella sp., e Proteus sp., mas t€ém baixa ou infima atividade contra Pseudomonas, Neisseria e
bacteridides (CUCHURAL, 1990). Cefalosporinas de espectro intermedidrio variam em sua
susceptibilidade a B-lactamases. Estas substancias sdo moderadamente efetivas contra bactérias
anaerdbias e significativamente melhores do que as cefalosporinas de espectro limitado contra
organismos Gram-negativos, incluindo as espécies Neisseria e Haemophyllus.

A maioria das cefalosporinas de amplo espectro séo resistentes a hidrélise devido as -
lactamases produzidas pelas bactérias Gram-negativas (ERIKSEN e BLANCO, 1992). As mais
novas cefalosporinas de maior espectro, tais como as cefepimas, s@o estdveis contra f-lactamases

mediadas por plasmideos e ndo tém capacidade para induzi-las. Dessa forma, sdo extremamente
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potentes contra uma ampla faixa de infec¢des causadas por microrganismos Gram-positivos e
negativos. Ceftazidima e cefoperazona t€ém a melhor aplicacdo para as Pseudomonas. Nenhum

dos antibiéticos cefalosporinicos € ativo contra clamidia ou micoplasma.

2.6. Espectro de atividade e uso clinico

Com tantos compostos de cefalosporina disponiveis, por vezes torna-se dificil selecionar
terapias dentre esta ampla e diversificada familia de antibidticos. De acordo com Marshall e
Blair, “diferencas entre as inimeras cefalosporinas antimicrobianas sdo, as vezes, subitas; porém,
a compreensdo destas diferencas € essencial para que se otimize o uso destes agentes”
(MARSHALL e BLAIR, 1999).

Durante um estudo no qual se avaliou a atividade de vérias cefalosporinas, incluindo os
13 agentes orais e 3 antibidticos orais macrolideos, diferengas significativas na poténcia
antibacteriana e no espectro da atividade contra patégenos foram demonstradas (FUNG-TOMC et
al., 1995). Os autores concluiram que as atividades anti-estafilococos das cefalosporinas orais
“podem ser determinadas somente pelo teste de agentes individuais” (FUNG-TOMC et al., 1995).

Variacdes na susceptibilidade de formas especificas de espectros amplos e estreitos de [3-
lactamases produzidas por diferentes bactérias Gram-positivas e negativas tém sido também
demonstradas, apontando algumas diferencas na atividade entre cefalosporinas individuais e
quando usadas em préticas clinicas (LABIA e MORAND, 1994; MARSHALL e BLAIR, 1999;
KARCHMER, 2000).

A maioria das cefalosporinas exibe alguns graus de atividade inibitéria tanto contra

organismos Gram-postivos quanto aos Gram-negativos; eis, portanto, sua utilizacdo como
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antibidticos de amplo espectro (MOELLERING e SENTOCHNIK, 1998; MARSHALL e
BLAIR, 1999; KARCHMER, 2000; SADICK, 2001).

Na realidade, atividades relativas contra organismos especificos podem variar
significativamente entre os compostos de cefalosporinas. Cefalosporinas individuais, relevando-
se sua classificacdo de sua geracdo, diferem na atividade antibacteriana contra organismos Gram-
positivos e negativos especificos, tanto in vitro quanto in vivo (SULTAN, 1994; LABIA e
MORAND, 1994; FUNG-TOMC et al., 1995; MOELLERING e SENTOCHNIK, 1998;
MARSHALL e BLAIR, 1999; DEL ROSSO, 2001). Além disso, em certos casos, diferencas
farmacocinéticas podem produzir variacdes na habilidade de se adquirir e manter atividade
terapéutica a sitios especificos de infeccao (KLEPSER et al., 1995; MAZZEI e DENTICO, 2000;
CRAFT e PARISH, 2000; KARCHMER, 2000; CRAIG, 2000). Os perfis farmacocinéticos de
cefalosporinas individuais influenciam também na freqiiéncia das vias de administracdo e
posologia (MOELLERING e SENTOCHNIK, 1998; MARSHALL e BLAIR, 1999;

KARCHMER, 2000; SADICK, 2001).

2.7. Contra-indica¢oes/Precaucoes

2.7.1. Alergia e risco de hipersensibilidade

Estudos iniciais mostraram o risco de alergia a cefalosporina em reacdes adversas em
mais de 16.5% dos pacientes com histdrico de alergia a penicilina (MARSHALL e BLAIR, 1999;
ANNE e REISMAN, 1995). O verdadeiro risco € fracamente definido em estudos mais recentes
que sugerem uma incidéncia mais baixa de contrarreagdes abrangendo de 1.0 — 7.0%

(MARSHALL e BLAIR, 1999; KARCHMER, 2000). Recomanda-se evitar terapias com
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cefalosporina em pacientes com histdricos de hipersensibilidade mediada por reac¢des Ig-E para

penicilinas ou cefalosporinas, tais como anafilaxia, urticdrias, ou angioedema.

2.7.2. Uso durante gestacao

Sado classificadas varias cefalosporinas como fator de risco a gravidez categoria B,
incluindo cefadroxil, cefaclor, cefazolina, cefepima, cefexima, cefoperazona, cefotaxima,
cefotetan, cefoxitina, cefpodoxima, cefprozil, ceftazidima, ceftibuten, ceftriaxona e cefuroxima.
Cefalexina e cefdinir (US PRODUCT MONOGRAPH OMNICEF, 2001) sao também listados
nesta mesma categoria em seus produtos aprovados (AMERICAN ACADEMY OF

PEDIATRICS, 1994).

2.7.3. Uso durante a lactaciao

A Academia Americana de Pedriatras enumera vdrias cefalosporinas como compativeis

com a amamentacdo, incluindo cefadroxil, cefazolina, cefotaxima, cefoxitina, cefprozil,

ceftazidima e ceftriaxona (AMERICAN ACADEMY OF PEDIATRICS, 1994).

2.8. Efeitos colaterais

Em geral, o perfil de seguranca das cefalosporinas € excelente. As reacdes mais comuns

sdo as gastrintestinais, maculopapulares tempordrias ou erup¢des cutaneas urticdrias e reagdes de

hipersensibilidade (MARSHALL e BLAIR, 1999; KARCHMER, 2000).
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2.8.1. Reacoes gastrintestinais

Em geral, diarréias associadas a antibidticos nao-especificos ocorrem em 2.0 a 5.0% dos
pacientes que receberam terapia com cefalosporinico. Colites pseudomembranosas podem
ocorrer € ndo estdo associadas mais freqlientemente com qualquer agente cefalosporina
(MARSHALL e BLAIR, 1999; KARCHMER, 2000).

A hepatotoxicidade clinicamente significativa é rara (KARCHMER, 2000); a ceftriaxona
tem sido associada com a formacdo de lodo biliar (pseudolitiase), que €, geralmente,
assintomdtica e tipicamente sanada dentro de 2 meses apds a interrupcdo da terapia
(KARCHMER, 2000). Casos sintomdticos com presenca de colelitiase podem ocorrer
especialmente em criangas que recebm altas doses (2 g diariamente) ou terapias prolongadas

(KARCHMER, 2000).

2.8.2. Reacoes cutaneas

A erupcdo cutanea maculopapular, com ou sem febre ou eosinofilia, pode ocorrer em 1.0 a

3.0% dos pacientes e desenvolver-se apds periodos variados de uso (MARSHALL e BLAIR,

1999; KARCHMER, 2000). Reacdes urticdrias sa0 menos comuns.

2.8.3. Reacoes locais

A dor tem sido associada com inje¢Oes intramusculares de cefalosporinas; a adi¢do de

1.0% de lidocaina na solu¢@o reduz desconfortos (MARSHALL e BLAIR, 1999; KARCHMER,

Greici Cristiani Gomes Tozo 18

Please purchase PDF Split-Merge on www.verypdf.com to remove this watermark.



Revisao bibliografica

2000). Tromboflebites na regido da canula ocorrem em mais de 5.0% dos pacientes que recebem

terapia com cefalosporina intravenosas (KARCHMER, 2000).

2.8.4. Reacoes de hipersensibilidade

Reacgdes de hipersensibilidade a cefalosporinas sdo as reagdes sistemdticas mais comuns
(KARCHMER, 2000). As reacOes alérgicas de cefalosporinas ocorrem de 1.0 a 2.5% dos
pacientes sem um histérico de alergia a penicilina; a incidéncia em pacientes com alergia a
penicilina é da ordem de 1.0 a 7.0 % (MARSHALL e BLAIR, 1999; KARCHMER, 2000). As
reacOes mediadas por Ig-E imediatas e retardadas, tais como anafilaxia ou urticéria severa, sao
raras e ocorrem com menor freqiiéncia do que com penicilinas (MARSHALL e BLAIR, 1999;

KARCHMER, 2000).

2.8.5. Reacoes no sorolégicas

O cefaclor tem sido associado as reagdes no soro, surgindo dentro dos primeiros 21 dias
de terapia com a triade de urticdria, febre e artralgias com ou sem linfodenopatia ou eosinofilia
(AMERICAN ACADEMY OF PEDIATRICS, 1994; US PRODUCT MONOGRAPH CECLOR,
2001; US PRODUCT MONOGRAPH CECLOR CD, 2001).

Ao contrdrio das reais ‘“doencas do soro”, complexos imunes da circulagdo,
hipocomplementemia, vasculites e glomerulonefrites ndo ocorrem (AMERICAN ACADEMY OF
PEDIATRICS, 1994). O risco desta reacdo se desenvolver com cefaclor, baseando-se em anélises

de pacientes pedidtricos, é relatado como sendo 0.024 a 0.2% por curso da administracio
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(AMERICAN ACADEMY OF PEDIATRICS, 1994). As reagdes no sistema imunoldégico tém

ainda sido relatadas com cefprozil (HECKBERT et al., 1990).

2.8.6. Reacoes hematologicas

A eosinofilia, geralmente introduzida como descobertas hematoldgicas, pode ser vista em
1.0 a 7.0% dos casos (KARCHMER, 2000). A anemia hemolitica é pouco freqiiente com as
cefalosporinas apesar de ter sido apontada em 3.0% dos testes positivos de Coombs
(KARCHMER, 2000). Determinadas cefalosporinas parenterais, especialmente aquelas que
exibem um radical N-metiltiotetrazol (MTT) em sua cadeia, t€ém sido associadas, quando
utilizadas sozinhas, com hipoprotrombinemia. Dentre os exemplos, sdo citados ceftetan e

cefoperazona (KARCHMER, 2000).

2.8.7. Nefrotoxicidade

A nefrotoxicidade associada com o uso de cefalosporina € bastante rara (KARCHMER,
2000). Em virtude de vérias cefalosporinas serem excretadas via renal, freqlientemente como
drogas inalteradas, a reducdo na posologia pode ser autorizada em pacientes com deficiéncias

renais (MANDELL e PETRI, 1996).

2.9. Interacoes gastrintestinais

A maioria das cefalosporinas orais pode ser administrada independente das refeigcdes,

incluindo cefalexina, cefaclor, cefprozil e cefdinir (PRINCE e VILLAR, 1983). A absorc¢do das
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cefalosporinas esterificadas, tais como cefuroxime e cefpodoxime, requer clivagem enzimadtica
dentro da parede da mucosa intestinal (KARCHMER, 2000).

A absorcdo destes agentes ¢ aumentada pela administracdo com a alimentacdo, devido ao
atraso no esvaziamento gastrico, o que produz um tempo de contato prolongado com a mucosa. A
liberag¢do prolongada da formulagdo de cefaclor deve ser tomada com alimentacdo (STOCKLEY,
1999). A co-administracdo de agentes supressores da acidez gastrica, tais como antidcidos e
receptores antagdnicos de H-2, parece reduzir a absor¢io de cefuroxime. A ingestdo de antidcidos
também reduz a absorc¢do de cefdinir (PHYSICIANS’ DESK REFERENCE, 2001). Um estudo
sugere a terapia concomitante da supressdo de &dcido como um fator de risco para falhas
terapéuticas com cefalexinas em pacientes que tiveram tratamento para celulites (MADARAS-
KELLY et al, 2000).

Virias outras cefalosporinas, incluindo cefixime, cefprozil e ceftibuten, ndo aparentam ser
significativamente afetadas pela co-administragdao com agentes, gerando dcido géstrico. Devido a
significativa redu¢do na absor¢do do cefdinir, a co-administra¢cdo com sulfato ferroso e outros
sais de ferro deve ser evitada (STOCKLEY, 1999; TATRO, 2001). Isto se da pela complexagao

do cefdinir pelo ferro.

2.10. Outras interacoes

Relatos de interacOes clinicas significativas entre outros farmacos e cefalosporinas sio
incomuns. Dados limitados sugerem que a ceftriaxona e o ceftazidime podem aumentar os niveis
de soro da ciclosporina; porém, um relato mais recente sugere que os niveis aumentados de soro
da ciclosporina nao ocorrem (STOCKLEY, 1999; UENO et al., 1993; ALVAREZ et al., 2001).

2.

E sugerido cuidado (UENO et al., 1993). Cefalosporinas associadas com hipoprotrombinemia
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podem aumentar o efeito anticoagulante da varfarina e outras vitaminas anticoagulantes
dependentes de K (XU et al., 1997). Casos esporddicos sugerindo interacdes potenciais do
cefixime ou cefaclor com varfarina tém sido relatados (STOCKLEY, 1999; TATRO, 2001; XU et

al., 1997).

2.11. Consideracoes gerais

Cefalosporinas sdo usadas para o tratamento de vdrias infeccdes bacterianas, incluindo
tecidos da pele, infeccdes respiratorias, otoldgicas, do trato urindrio e doengas bacterémicas
(MARSHALL e BLAIR, 1999; KARCHMER, 2000).

A escolha de um agente cefalosporinico especifico e a via de administracdo € depentente
do agente etioldgico e tanto do tipo quanto da gravidade da doenca. Uma vez que a atuagdo da
cefalosporina pode variar significativamente para cada organismo, a selecdo do antibidtico €
extremamente dependente, tanto de suspeitas clinicas quanto da confirmacdo laboratorial do
organismo etiolégico (MARSHALL e BLAIR, 1999; KARCHMER, 2000; MOELLERING e
SENTOCHNIK, 1998; LIPSKY e BERENDT, 2000).

A primeira geracdo de cefalosporinas inclui agentes parenterais, a exemplo da cefalotina
ou cefazolina, e agentes orais, tais como cefalexina ou cefadroxila (KARCHMER, 2000;
SADICK, 2001; MOELLERING e SENTOCHNIK, 1998).

Dependendo do quadro clinico, tais agentes sdo comumente utilizados para casos de
infec¢Oes respiratdrias relacionadas as comunidades estafilocdccicas e estreptocdecicas, ou
infeccOes mais simples na pele e as do trato urindrio causadas por patégenos Gram-negativos,
como Escherichia coli (MARSHALL e BLAIR, 1999; KARCHMER, 2000; MOELLERING e

SENTOCHNIK, 1998).
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Quando infec¢des por Pseudomonas spp, Haemophyllus influenza, anaerébios nao
estreptocdccicos, e infeccdes nosocomiais de Gram-negativos estdo presentes, a primeira geragao
de cefalosporinas ndo é aplicivel (MARSHALL e BLAIR, 1999; KARCHMER, 2000). A
cefazolina figura como agente parenteral preferivel para a profilaxia contra patégenos que sio
mais comumente associados as infec¢des de ferimentos, como é o caso do Staphylococcus
aureus (MARSHALL e BLAIR, 1999). As cefamicinas derivadas da segunda geracdo parenteral,
a exemplo da cefoxitina, sdo uteis para pneumonia, infec¢des intra-abdominais e doencas
inflamatérias pélvicas (MARSHALL e BLAIR, 1999; KARCHMER, 2000). A cefuroxima é
benéfica para infec¢des causadas por Haemophyllus influenza, incluindo espécies produtoras de
B-lactamase (MARSHALL e BLAIR, 1999; KARCHMER, 2000; MOELLERING e
SENTOCHNIK, 1998). Agentes orais, incluindo cefprozil, cefaclor e cefuroxima, sdo
freqiientemente recomendados para doengas simples do trato respiratorio, otites médias ou
sinusites, onde os patdgenos predominantes sao Moraxella catarrhalis, Streptococcus
pneumoniae e Haemophyllus influenzae (MARSHALL e BLAIR, 1999; KARCHMER, 2000;
MOELLERING e SENTOCHNIK, 1998).

Outras indicacdes para tais agentes orais incluem infec¢des simples do trato urindrio e
tecidos da pele. Cefalosporinas de terceira geragcdo sdo freqiientemente utilizadas para tratar uma
variedade de infec¢des, incluindo doengas nosocomiais severas. Agentes parenterais, incluindo
cefotaxime e ceftriaxona, fornecem excelentes atividades para um vasto arranjo de infecgdes
nosocomiais de Gram-negativas, considerando-se também pneumonias e doencas do trato
urinario (MARSHALL e BLAIR, 1999; KARCHMER, 2000). Ambas sao utilizadas como
tratamento primdrio de meningites devido as suas atividades, predominantemente, contra

patégenos e suas habilidades em adquirirem niveis terap€uticos em patégenos do fluido
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cerebroespinhal (MARSHALL e BLAIR, 1999; KARCHMER, 2000; MOELLERING e
SENTOCHNIK, 1998).

A ceftazidima e a cefoperazona sdo as duas cefalosporinas ativas contra os patdgenos
Pseudomonas aeruginosa e Escherichia coli (MARSHALL e BLAIR, 1999; KARCHMER,
2000; MOELLERING e SENTOCHNIK, 1998).

A maioria dos agentes orais de terceira geracdo exibem elevada atividade contra infec¢des
causadas pelos patdgenos Haemophyllus influenza e varios Gram-negativos, incluindo a
Enterobacteriaceae (KARCHMER, 2000). Com exce¢do do ceftibuten, a maioria também exibe
atividades favoraveis contra Moraxella catarrhalis e Streptococcus pneumoniae susceptiveis a
penicilina (KARCHMER, 2000). Ao contrdrio da maioria das outras cefalosporinas orais de
terceira geracdo, o cefdinir € altamente ativo contra Staphylococcus aureus e exibe ainda
aplicacdo favordvel contra Streptococcus pyogenes, viabilizando terapias efetivas de infecgdes
simples dos tecidos da pele devido a patégenos (KARCHMER, 2000; DEL ROSSO, 2001). Pode
ser ainda aplicado aos Streptococcus pyogenes, Streptococcus pneumoniae, Staphylococcus
aureus susceptiveis a meticilinas, Haemophyllus influenzae, Enterobacteriaceae e Pseudomonas
aeruginosa (MARSHALL e BLAIR, 1999; KARCHMER, 2000; SADICK, 2001).

O cefdinir oferece ainda uma faixa mais ampla de eficidcia para Gram-positivas se
comparado com a terceira geracdo de cefalosporinas parenterais a medida em que mantém
atividade significativa contra varios organismos Gram-negativos, incluindo a Pseudomonas
aeruginosa. Na presenga de outras cefalosporinas parentalmente administradas, este agente é
usuado com freqiiéncia em pacientes hospitalizados (SADICK, 2001). Organismos peculiarmente
resistentes acefalosporinas sdo resistentes aos Staphylococcus aureus, enterococci, Mycoplasma
pneumoniae, Chlamydia spp e Legionella sp., resistentes a meticilina (KARCHMER, 2000;

FUNG-TOMC et al., 1995; SULTAN, 1994; DEL ROSSO, 2001).
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2.12. Absorc¢ao, distribuicao e excrecao

A cefalexina e a cefradina sdo bem absorvidas quando administradas por via oral, e a
presenga de alimentos ndo causa interagdo. Algumas s@o mal absorvidas ao nivel do tubo
gastrintestinal, sendo entdo de uso parenteral. As cefalosporinas atravessam a barreira placentéria
e penetram no liquido sinovial e pericardio. Os niveis séricos de algumas cefalosporinas estd
descrito na Tabela 1. A via principal de metabolismo de elimina¢do das cefalosporinas €
representada pelos rins; o figado desempenha papel muito limitado; a eliminacio destes produtos
de faz por filtracdo glomerular. Algumas cefalosporinas como cefalotina, cefapirina degradam-se
no organismo tarnsformando-se numa forma menos ativa que também € excretada pelos rins. As
concentragdes urindrias podem atingir de 600 mg/mL até 5000 mg/mL sendo cerca de 80,0 a

100,0% secretados entre 8 e 12 horas apds administracao destas cefalosporinas (SILVA, 2002).

Greici Cristiani Gomes Tozo 25

Please purchase PDF Split-Merge on www.verypdf.com to remove this watermark.



Revisao bibliografica

Tabela 01 — Algumas cefalosporinas usadas por via oral classificadas por geracdo, forma

farmacéutica e amplitude posoldgica.

Amplitude Posologica

Nome Genérico
(Nome comercial)

Forma farmacéutica

Dose para Adulto e
Intervalo

Dose Pediatrica
(mg/kg/d) e intervalo

Primeira Geracao
Cefalexina (Keflex, Keftab,
Biocef)

0,25, 05 g comp./caps
125,250 mg/ 5 mL susp.
0,25-0,5 g caps.

0,25-1g, a cada 6 horas

0,25-1g, a cada 6 horas

25-100, a cada 6 horas

25-50, a cada 6 horas

Cefradina (Velosef) 125,250 mg /5 mL susp.
0,5, 1,0 comp. 0,5-1g, a cada 12-24 horas 30, a cada 12-24 horas
Cefadroxil (Duricef, 125,250, 500 mg/5 mL susp.
Ultracef)
Segunda Geracao
Cefaclor (Ceclor) 0,25, 0,5 caps. 0,25-0,5 g, a cada 8 horas 40, a cada 8 horas
125, 87,250, 375 mg/5 mL susp.
(Ceclor CD) 0,375, 0,5 g caps. 0,375-0,5g, a cada 12 horas
Cefuroxima axetil (Ceftin) 0,125, 0,25, 0,5g comp. 0,25-0,5 g, a cada 12 horas 30-40, a cada 12 horas*
Cefprozil (Cefzil) 0,25, 0,5 caps. 0,25-0,5 g, a cada 12-24 30, a cada 12 horas
125,250 mg/5 ml susp. horas
Loracarbef (Lorabid) 0,20 g comp. 0,2-0,4 g, a cadal?2 horas 15-30, a cada 12 horas*
Terceira Geracao
Cefixima (Suprax) 0,2-0,5 caps. 0,2 g, a cada 12 horas 8, a cada 12 ou 24 horas
100 mg/5 ml susp.** 0.4 g, a cada 24 horas
Cefpodoxima proxetil 0,1 -0,2 g comp. 0,2-0,4 g, acada 12 10, a cada 12 ou 24 horas

(Vantin)

Ceftibuteno (Cedax)
Celdinir (Omnicef)

50,100 mg/5 ml susp.
400 mg céps., 90 ou 180 mg/5 ml
300 mg céps., 125 mg/ Sml susp.

horas***
0,2 - 0,4g, a cada 12 horas

9, a cada 24 horas

0,3-0,6g, acada 12 - 24 hora 7 - 14, acada 12 - 24 horas

* Concentracao sérica mais elevada com suspensio

**Infec¢do do trato urindrio inferior: Cefuroxima axetil na dose de 0,125-0,25g, a cada 12 horas; loracarbef, 0,2 g por dia; cefpodoxima, 0,1g,

acada 12 horas.

*#% Dose mais levada recomendada para otite média.

2.13. Vias de administracao e doses habituais

Existem cefalosporinas para uso oral e parenteral, se faz necessario o conhecimento de
pelo menos uma cefaloporina de cada grupo para uso oral e parenteral. A Tabela 2 apresenta

dosagens e vias de administracdo de algumas cefalosporinas de uso parenteral. Para uso oral
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contamos com a cefalexina, a cefadrina, o cefaclor com algumas semelhancas em termos de
atividade antimicrobiana, absor¢do, distribuicdo e excrecdo; indicadas para furunculose, otites,
sinusites e infec¢des do trato urindrio e respiratorio. Para uso por via intramuscular o produto
mais usado € a cefazolina na dose 0,5 g a cada 6 horas ou 1 g a cada 8 horas; substituindo a
utilizacdo de cefaloridina por sua nefrotoxicidade. Por via intravenosa contamos com a cefalotina
na dose de 1 g de uma vez a cada 2 ou 4 horas. Como alternativa pode-se usar uma cefalosporina

de terceira geracdo com espectro mais amplo (SILVA, 2002).

Tabela 02 — Algumas cefalosporinas parenterais classificadas por geracdo, vias de admnistracao e

amplitude posoldgica.

Amplitude Posolégica
Adultos Criancas*
Nome genérico Via de Dose diaria,
(Nome comercial) admllnst Dose e intervalo infeccao Dose (mg/Kg/d) e intervalo
racio grave
Primeira geracio
Cefalotina (Keflin, Seffin) v 0,5 — 2,0 g cada 4-6 horas 6,0-12,0 g 75,0 — 125,0 cada 4-6 horas
Cefazolina (Ancef, Kefzol) IV/iIM 0,5 -1,5 g cada 6-8 horas 30-6,0¢g 50,0 — 100,0 cada 6-8 horas
Cefapirina (Cefadyl) 1IV/IM 0,5 - 2,0 g cada 4-6 horas 6,0-120¢g 40,0 — 80,0 cada 4-6 horas
Cefradina (Velosef) IvimM 05-20gcadad-6horas 40-120¢g 50,0 — 100,0 cada 6 horas
Segunda geracao
Cefamandol (Mandol) IV/iIM 0,5-2,0gcada4-6 horas 60— 12,0 g 100, 0 — 150,0 cada 4-8 horas
Cefonicid (Monocid) IV/IM 0,5 — 2,0 g cada 24 horas 2,0 g 40,0 cada 24 horas*
Cefuroxima (Kefurox) IV/iIIM 0,75 — 1,50 cada 6-8 horas 4,5-6,0 g 100,0 — 240,0 cada 6-8 horas
Cefamicinas
Cefoxitina (Mefoxin) IV/iIM 1,0-2,0gcadad4-6 horas  6,0—- 12,0 g 80,0 — 160,0 cada 4-6 horas
Cefotetan (Cefotan) IV/IM 1,0 — 3,0 g cada 12 horas 40-60g 40,0 — 80,0 cada 12 horas
Cefmetazol (Zefazone) v 2,0 g cada 6-12 horas 8,0¢g *
Terceira geracao
Cefotaxima (Claforan) IV/iIM 1,0-2,0gcada4-8horas 6,0 - 12,0 g 100,0 — 180,0 cada 4-6 horas
Ceftizonima (Cefizon) IV/iIM 1,0-4,0¢gcadag8-12horas 6,0 — 12,0 g 150,0 — 200,0 cada 6-8 horas
Ceftriaxona (Rocephin) IV/IM 0,5-2,0 gcada 8-12 horas 6’0 g 90,0 — 150,0 cada 8 horas
Quarta geracao
Cefpiroma 1IV/IIM 1,0 — 2,0 g cada 12 horas 40¢g o
Cefepima IV/IM 1,0 - 2,0 g cada 12 horas 40¢g 50,0 cada 8 horas

* a dose em recém nascidos, no primeiro més de vida, pode diferir. Consultar um especialista, ** experiéncia em pdiatria ainda
limitada, ndo aprovada para uso pedidtrico.
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2.14. Metodologia de analise

Um método para a andlise de cefalotina e cefoxitina utilizando primeira derivada
espectrofotométrica permitiu a quantificagdo destas drogas com recobrimento aproximado das
bandas espectrais sem qualquer passo de separacdo. As curvas analiticas dos valores da primeira
derivada a 235.00 e 236.75 nm para cefalotina e cefoxitina, respectivamente, foram obtidas na
faixa de 4.0-32.0 pug/mL. Os resultados da determinacdo destes antibidticos na mistura de
injetdveis sdo também apresentados, junto com suas determinagdes no soro fisiologico e soro
fisiolégico com glicose (MURILLO et al., 1996).

A determinacio por CLAE e métodos microbioldgicos para antibidticos cefalosporinicos
de terceira geracdo estdo descritos em artigo revisdo, incluindo agentes de uso oral e parenteral
sdo discutidos quanto as suas propriedades farmacocinéticas bem como as condi¢des especificas
dos procedimentos analiticos (PEHOURCQ e JARRY, 1998).

Produtos de degradagdo de cefoxitina sédica foram induzidos por meio de reacdes com
ninidrina em meio de 4cido sulfamico e determinados por espectrofotometria. A determinagdo da
ninidrina-cefoxitina foi comparada com a CLAE de fase reversa e com o método iodométrico
(CAMPINS-FALCO et al., 1996).

Um método simples, rdpido e sensivel para andlise de cefoxitina sédica foi desenvolvido
para fluidos organicos (0,5 mL) e tecidos (100 mg) depois de homogeinizacdo e centrifugacdo a
alta velocidade. O método cromatografico foi realizado utilizando coluna mBondapak C e como
fase movel biftalato de potdssio 0.005 M, acetonitrila e 4cido acético glacial (77.5:22:0.5, v/v/v),

fluxo de 2.0 mL/min com detector ultravioleta a 235 nm. O procedimento apresentou curva
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linear na faixa de concentracdo de 100-5000 ng/mL. A dosagem produziu boa repetitividade e
resultados rapidos para ambas as amostras de soro e tecido sem a necessidade de utilizagdao de
substancias quimicas para realizacdo da extracdo (TUNG-HU et al., 2000).

Provas simultaneas de microdidlise foram administradas na veia jugular do atrio direito e
cérebro de ratos Sprague—Dawley para examinar o nivel de cefoxitina sédica no sangue e cérebro
ap6s a administracdo de cefoxitina (20 mg/kg, i.v.). As amostras foram eluidas na fase mével
contendo metanol e fosfato monossédico 100 mM (25:75, v/v, pH 5.5), com detector utilizado
UV a 235 nm. O método usado proporcionou recuperagdo de cefoxitina (1 e 5 pg/mL) 44.47 +
1.76 e 39.87 + 1.83% para o sangue do animal e cefoxitina (50 e 100 ng/mL) 16.78 £ 3.66 e
14.56 £ 3.13% para o cérebro. As andlises intra-dia e inter-dia apresentaram precisao e exatidao
em 11% na faixa de 0.05 — 10 pug/mL. Estes estudos farmacocinéticos das andlises obtidas pelo
referido método indicaram que a cefoxitina sodica € capaz de penetrar a barreira
hematoencefalica (TUNG-HU et al., 2000).

JOHNSON e colaboradores (2000) compararam métodos analiticos como UV-visivel,
niridrina, CLAE e método iodométrico utilizados para as andlises de cefoxitina, cefotaxima,
cefazolina e cefalexina. Para se obter as curvas analiticas foram usados: absorvancia, absorvancia
da primeira e segunda. Um método simples de CLAE para determinag¢do da cefradina nas
amostras do plasma sangiiineo humano foi desenvolvido e validado. Cefradina e cefaloridina
(padrdo interno) foram extraidas do plasma humano pela precipitacdo de proteinas com 4cido
perclérico seguido de centrifugacdo. Aliquotas dos extratos foram analisadas por colunas CLAE
de fase reversa, utilizando-se uma coluna de fase reversa seguida pela deteccio UV a 260 nm. O
método tem uma faixa de aplicagdo de 0.2 a 30.0 ug/mL a partir de 200 UL do plasma humano.

Este método tem sido aplicado com eficicia em estudos clinicos incluindo estudos de
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bioequivaléncia comparando a farmacocinética de 500 mg de Kefdrin® com 500 mg de
Velosef® em voluntarios.

Utilizacdo de CLAE para quantificacdio de algumas cefalosporinas selecionadas:
cefotaxima, ceftazidima e ceftriaxona, na presencga de seus produtos de degradagdo sob condi¢des
alcalinas e em inje¢des comerciais, foram descritas. Os produtos de degradac@o ou excipientes
da formulagdes nao interferiram na andlise. O método espectrofotométrico foi baseado no uso do
software FSQ da andlise de multicomponentes para determinag¢do simultinea de antibidticos
examinados na presenga de seus produtos de degradac@o sob condi¢des alcalinas de degradacao.
O procedimento CLAE foi baseado na resolu¢do do cefotaxima ou ceftazidima ou ceftriazona de
produtos induzidos-alcalinos de degradacdo utilizando-se uma coluna ODS e fase mdvel de
solucdo tampao (0.1 M) de acetonitrila-acetato de amoénia (pH 7.5) com deteccdo a 270 nm
utilizando detector de arranjo de diodo. Os dados coletados mostraram que ambos o0s
procedimentos foram precisos e exatos, contudo, o método CLAE teve maior sensibilidade (<< 1
pg/mL) comparado ao método FSQ. As taxas de pH constantes mostraram que os antibidticos
foram relativamente estdveis acima de pH 4 - 6, com estabilidade 6tima a pH 5. Os valores
extrapolados de vida util, como determinado nos graficos de Arrhenius a pH 5 e 25°C, foram
6.56, 2.14 e 0.88 h para cefotaxima, ceftazidima e ceftriaxona, e a 4,0°C estes valores foram 15.0,
3.62 e 2.14 h, respectivamente (MOHAMMED e ABEL-HAMID, 1998); outro método
espectrofotométrico para determinacdo de cefalosporinas foi desenvolvido por METWALLY e
colaboradores (2001).

Um artigo revisdo escrito por Joshi (2001) relaciona diferentes condi¢des de andlise por
CLAE para antibidticos; dentre estes sdo abordadas condi¢cdes para penicilinicos e
cefalosporinicos, a exemplo da cefalexina onde emprega-se colunas C18 com fase moével
composta por tampao KH2PO4 10 mM: MeCN: MeOH (45 : 40 : 1) com pH ajustado para 4.5
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com H3PO4; para cefotaxima e ceftriaxona descreve a utilizagdao de tampao de MeCN: KH2PO«.
mM (1 : 4) com pH ajustado para 2.65 com H3POs4.

Duas B-lactamases tipo I do Bacillus cereus e B-lactamase TEM-1 do Haemophyllus
ducreyi foram imobilizadas em coluna Quelante de Rdpido Fluxo. A andlise de injecdo do fluxo
de B-lactamases foi realizada utilizando-se um reator de coluna ajustado dentro da enzima. Com
ambas enzimas, foi possivel monitorar as penicilinas e cefalosporinas. Além disso, as constantes
de Michaelis da B-lactamase TEM-1 foram significativamente aumentadas acima da imobilizacio
para todos os substratos, especialmente carbenicilina, cefalosporina e cefoperazona (LAWUNG
et al., 2001).

Os métodos citados por AYAD, SALEM e ASKAL sdo vantajosos quando comparados a
muitos outros métodos de espectrofotometria e titulagdo relatados, em virtude de sua maior
sensibilidade que permite a determinagdo acima de 0.5 pg/mL. Eles podem ser aplicados para
andlises de controle de qualidade de dosagens de cefaslosporinas sem interferéncia dos
excipientes e dos produtos de degradacdo (AYAD et al., 1999; SALEM e ASKAL, 2002; SUN et
al., 2004).

Um método rapido, exato e sensivel foi desenvolvido e validado para determinagdo
quantitativa simultdnea de quatro cefalosporinas: cefalexina e cefadroxil (primeira geragdo),
cefaclor (segunda geracdo), cefataxin (terceira geragdo), em matéria-prima bem como no plasma
sanguineo humano e urina. Foi utilizada uma coluna analitica Spherisorb ODS-2 250 x 4 mm,
S5uM, utilizada com um sistema eluente consistindo de uma mistura tampao de acetato (pH 4.0) —
metanol, 78 — 22% (v/v) sob vazdo de 1.2 mL/min, com detector UV-visivel de comprimento de
onda UV-Vis varidvel a 265 nm, resultando num limite de deteccdo de 0.2 ng/mL para
cefadroxila e cefalexina, mas apenas 0.1 ng/mL para cefotaxima e cefaclor por inje¢dao de 20 mL.

Hidroclorotiazida (HCT) foi utilizada como padrdao interno na concentragdo de 2 ng/mL.
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Observou-se uma relagdo linear acima de 8, 5, 12 e 35 ng/mL para cefadroxila, cefotaxima,
cefaclor, cefalexina, respectivamente. O tempo de anédlise foi menor que 7 minutos. O método foi
aplicado a determinacdo das cefalosporinas em produtos comerciais e fluidos bioldgicos: plasma
sangiiineo humano apds extracdo em fase s6lida e urina ap6s filtragdo e dilui¢do. A recuperagdo
dos analitos nas amostras foi da ordem de 76.3 to 112.0% de 1 - 8 ng/mL (SAMANIDOU et al.,
2003). AMIN e RAGAB (2004) descreveram um método espectrofotométrico para determinag¢ao
de cefelosporinas em medicamentos.

Um método sensivel de injecdo de fluxo quimioluminescente (IF-QL) para a
determinacdo de cefalosporinas foi baseado nas propriedades destes antibidticos cefalosporinicos
que podem aumentar a reacdo quimioluminescente de glioxal e KMnO4 em 4cido sulfirico. Sob
condi¢des otimizadas foram determinadas: cefalexina, cefadroxila e cefazolina sddica. Os limites
de deteccdo do método foram 10 ng/mL para cefalexina, 2 ng/mL para cefadroxila, e 2 ng/mL
para cefazolina soédica (YUANYUAN et al., 2004). WHEATLEY e TOWNSHEND (2005)
descrevem outro método utilizando quimioluminescéncia com KMnO4 e ruténio.

Um método de injecdo de fluxo utilizando o tris (2,2-bipiridil) ruténio(Il)[Ru(bpi); e
permanganato de potassio quimioluminescente (QL) foi desenvolvido para determinagdo das
cefalosporinas tais como cefoxitina, cefazolina, cefalexina, cefadroxila, cefaclor e cefoperazona.
O método é baseado na reagdo de QL das cefalosporinas e Ru(bpi)ngr com permanganato de
potdssio na presenga de dcido perclorico, catalisado por Mn (II). As curvas analiticas foram
lineares acima da faixa 0.10 — 12.0 pg/mL para cefoxitina, 0.10 —10.0 pg/mL para cefoperazona e
0.10 — 15.0 ug/mL para cefazolina, cefalexina, cefadroxila e cefaclor. Os limites de detecc¢do
foram 0.03 pg/mL para cefoxitina e cefadroxila, 0.06 ug/mL para cefoperazona e 0.08 pg/mL
para cefazolina, cefalexina e cefaclor, respectivamente. O método foi aplicado com sucesso a

determinacdo da cefoxitina, cefazolina, cefalexina e cefadroxila nas amostras. Nao houve de
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interferéncias de alguns excipientes comuns usados nos preparos das formulagdes

(THONGPOON et al., 2005).

2.15. Estabilidade

Todos as substancias estdo sujeitas a alguma forma de decomposi¢do quimica ou fisica.
Algumas classes quimicas sdo mais vulnerdveis e tendem a se decompor mesmo em condigdes
brandas. As condi¢des externas envolvidas na deterioracdo de farmacos e medicamentos sdo tidas
como fatores extrinsecos ou ambientais; entre os principais fatores temos a luz, temperatura, ar e
a umidade. Estes fatores podem afetar a estabilidade fisica de medicamentos e acelerar processos

de decomposicao quimica do farmaco (GIL, 2005).

E sabido, que ao longo do tempo decorrido entre a fabricacdo, passando pelo transporte,
o 13 Z e 3 2
estocagem, o ponto de venda e finalmente durante o armazenamento no “armario do banheiro”, o

principio ativo (as substancias de efeito terapéutico) podem sofrer alteragdes.

Os principais processos de degradacdo quimica sdo hidrdlise, oxidacdo, reacdes
fotoquimicas, isomerizagdo e polimerizagdo. A maior ou menor vulnerabilidade de uma espécie
sofrer uma reacdo quimica € definida como fator intrinseco de estabilidade. Outros fatores
intrinsecos sdo aqueles associados as propriedades fisico quimicas, tais como ponto de fusdo e

coeficiente de solubilidade (GIL, 2005).

A estabilidade de formas farmacéuticas sélidas depende da natureza da base empregada
na formulagdo. A escolha dos excipientes pode influenciar na estabilidade fisica, quimica e
biodisponibilidade; desta forma deve-se respeitar a compatibilidade com os excipientes

escolhidos; sdo componentes importantes Das formulagdes e podem significar melhorias das
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caracteristicas das formulacdes mas podem também reduzir a eficdcia de algumas preparagdes
(KALINKOVA, 1999).

A umidade, a luz, oxigénio e temperatura podem influenciar durante o periodo de
estocagem das formas farmac€uticas, mesmo em formas sélidas podem reduzir o tempo de
estabilidade. Na década de 50, concomitante com os acidentes que incentivaram a
farmacovigilancia, estabeleceram-se as primeiras alternativas para previsao do prazo de validade
de medicamentos (NOGUEIRA et al, 2001).

Convém lembrar que até 1984, as metodologias de avaliagdo da estabilidade de farmacos
e medicamentos seguiam principios técnicos e cientificos, sem interferéncia de atos regulatorios
emitidos por agéncias ou Orgdos de vigilancia sanitdria. As empresas utilizavam metodologias
proprias, juntando seus dados e informagdes na documentacdo de registro.O incremento do
comércio internacional, o processo de especializacdo de unidades produtivas, a racionalizacio da
producdo de medicamentos e reconhecimento das zonas climdticas dos paises importadores para
atender aos principios de producdo em escala econdmica, todos incluidos no contexto
caracterizado como globaliza¢do, contribuiram para que fosse considerado indispensivel o
conhecimento do comportamento das formas farmacéuticas nas diferentes areas (MORETTO,
1999).

Na década de 90, Japao, EUA e Unido Européia reuniram esfor¢os para harmonizacio da
legislacdo, realizando a ICH (Stability Testing of New Drug Substances and Product, 2003). No
Brasil, os principios da Farmacovigilancia e de estabilidade foram mencionados na Lei N° 6.360,
de 23 de setembro de 1976 (BRASIL, 1976). No entanto, ndo ha regulacdo especifica para
farmacovigilancia e, apenas em abril de 2002, foi publicado o Guia para a Realizagdo de Estudos

de Estabilidade; revogado pela RE n° 398, de 12 de novembro de 2004 que teve como referéncia
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os guias de qualidade editados pelo ICH relativo a requerimentos técnicos para registro de
medicamentos para uso humano (BRASIL, 2004).

Esse guia define trés tipos de estudos de estabilidade: a) estabilidade acelerada: estudo em
que se acelera a degradacdo quimica ou mudancas fisicas de um produto em condicdes for¢adas
de armazenamento; b) estabilidade de longa duracdo: estudo projetado para verificar as
caracteristicas fisicas, quimicas, bioldgicas e microbiolégicas de um produto durante o prazo de
validade esperado e, opcionalmente, apds seu vencimento; ¢) estabilidade de acompanhamento:
estudo realizado apds o inicio da comercializagdo do produto, para verificar a manutencao das
caracteristicas fisicas, quimicas, bioldgicas e microbioldgicas, previstas nos estudos de
estabilidade de longa duracdo; e a inclusdo do estudo de estabilidade de acompanhamento, do
“plano de estudo de estabilidade reduzido de medicamentos” e especificacdes para “estudo de

fotoestabilidade”.

Em 2005, a resolugdo RE N° O1 instituiu novo guia, definindo trés tipos de estudos de
estabilidade: (1) Estabilidade acelerada: projetada para acelerar a degradacdo quimica e/ou
mudancas fisicas de um produto farmacéutico em condicdes forcadas de armazenamento. Os
dados assim obtidos, juntamente com aqueles derivados dos estudos de longa duracdo, usados
para avaliar efeitos quimicos e fisicos prolongados em condi¢des ndo aceleradas e para avaliar o
impacto de curtas exposi¢des a condi¢des fora daquelas estabelecidas no rétulo do produto, que
podem ocorrer durante o transporte; (2) Estabilidade de acompanhamento: realizado para
verificar que o produto farmac€utico mantém suas caracteristicas fisicas, quimicas, bioldgicas, e
microbioldgicas conforme os resultados obtidos nos estudos de estabilidade de longa duragdo; (3)
Estabilidade de longa duracdo: projetado para verificacdo das caracteristicas fisicas, quimicas,

bioldgicas e microbioldgicas de um produto farmacéutico durante e, opcionalmente, depois do
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prazo de validade esperado. Os resultados sdo usados para estabelecer ou confirmar o prazo de

validade e recomendar as condi¢cdes de armazenamento (BRASIL, 2005).

Na RE namero 01, o prazo de validade de um produto a ser comercializado no Brasil é
determinado por um estudo de estabilidade de longa duracdo e de acordo com os parametros
definidos e por ocasido do registro poderd ser concedido um prazo de validade provisorio de 24
meses. Se o relatério de estudo de estabilidade de longa duragc@o de 12 meses ou relatério de
estudo de estabilidade acelerado de 6 meses estiver acompanhado dos resultados preliminares do
estudo de longa duracdo com, conforme pardmetros definidos que classificam os produtos de
acordo com a forma farmacéutica fornecendo dados a respeito das condi¢des de armazenamento e
estudos.

Entende-se por estabilidade a capacidade de uma formula¢do de manter as especificagdes
fisicas, quimicas, microbioldgicas, terapéuticas e toxicoldgicas. Um bom estudo de estabilidade é
meta fundamental de um programa de garantia da qualidade. Outra meta seria a seguranga
clinica, intimamente relacionada a estabilidade farmacéutica (VADAS, 2000).

A monitorizacdo da estabilidade de medicamentos é um dos métodos mais eficazes para
avaliacdo, previsdo e prevengdo de problemas relacionados a qualidade do produto durante seu
tempo de validade. Também a seguranca e a eficicia podem ser avaliadas por estudos de
estabilidade, pelo monitoramento da formagdo de produtos de degradacdo, que podem gerar
perda de atividade terapé€utica ou toxicidade.

Classicamente, a avaliacdo da estabilidade de produtos farmac€uticos € separada em
estudos de estabilidade fisica ou farmacéutica, quimica (incluindo-se a bioquimica) e fisico-
quimica. Reconhecer a estabilidade fisica de uma formulag¢do € importante para o profissional e o
usudrio. Em primeiro lugar, o produto farmacéutico deve manter boa aparéncia. Alteragdes como

descoloracdo ou escurecimento devem ser motivos para desconfianca; a uniformidade de dose do
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ingrediente ativo deve ser assegurada com o tempo, pois alguns produtos sdo dispensados em
embalagens de dosagem multipla e o firmaco ativo deve ter eficiéncia durante o tempo de
validade esperado da preparacdo. Para cada forma farmacéutica, ha diferentes parametros a ser
avaliados: propriedades organolépticas, velocidade e volume de sedimentacdo, consisténcia e
viscosidade, polimorfismo, dureza, desintegracdo e outras. Vdrias reagdes quimicas podem
resultar na degradacdo de principios ativos e excipientes. Qualquer alteracdo na estrutura do
principio ativo pode reduzir a atividade terapéutica e levar a efeitos indesejados, devido a
formacao de produtos toxicos (VADAS, 2000).

As reagdes quimicas mais comuns sdo as de oxidagdo e hidrdlise, devido a presenga de
oxigénio e umidade na propria atmosfera. Outras formas de degradagdo ocorrem por reagdes
fotoquimicas (isomerizacdo, cicliza¢do, fragmentacdo), racemizacdo, incompatibilidade com
outros componentes da formula ou embalagem, entre outras. Algumas vezes mais de uma reacdo
ocorre a0 mesmo tempo, outras vezes ocorrem consecutivamente (LUND, 1994; VADAS, 2000).

A estabilidade quimica é importante para selecionar as condi¢des de armazenagem
(temperatura, luz, umidade), escolha do recipiente adequado (vidro, pléstico claro, ambar ou
opaco), tipo de tampa e para prever as interacdes ao misturar fairmacos e excipientes (ANSEL et
al, 2000). A degradagdo quimica de excipientes pode acarretar problemas de estabilidade fisica
ou microbiolégica (NOGUEIRA et al, 2001).

Em geral, as reagdes quimicas ocorrem mais prontamente no estado liquido que no sélido.
Portanto, sérios problemas de estabilidade sdao mais comuns em medicamentos liquidos. Também
pode interferir na estabilidade e fatores externos como temperatura, umidade e luz (VADAS,
2000).

O armazenamento, distribuicdo e uso inadequados podem levar a degradacdo fisica e

quimica, resultando em atividade reduzida ou formacdo de produtos de degradagdo téxicos. A
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degradacdo tende a ocorrer em condi¢des tropicais de altas temperaturas e umidades e, por causa
da interacdo quimica entre principio ativo e excipientes, as formas farmacéuticas sdo mais
vulnerdveis a degradacdo que as substancias puras. Estudos de estabilidade realizados em climas
temperados, no entanto, ndo fornecem indicacdo confidvel de sua validade em paises com
condicdes climdticas extremas. Assim, provas adicionais de estabilidade devem ser solicitadas ao
fabricante, que deve assumir a responsabilidade por formular um produto que seja estdvel nas
condi¢des climdticas do local de destino (WHO, 2002; QUALITY ASSURANCE OF
PHARMACEUTICALS, 1997).

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

O problema estaria solucionado, ndo fossem as diferencgas no interior de uma mesma zona
climdtica. Pode-se tomar como exemplo o Brasil, situado na zona climética IV, que se caracteriza
por alta temperatura e umidade. Outros problemas sdo desrespeitos as normas de transporte,
armazenamento inadequado e uso incorreto de medicamentos. O guia vigente para realizagdo de
estudos de estabilidade brasileiro estabelece a necessidade de informagdo do periodo de
utilizagdo pelo qual o produto mantém sua estabilidade depois da reconstitui¢do, nas condig¢des
de armazenamento determinadas, de preparacdes que requeiram reconstituicao ou diluicao.

Considerando que os produtos de degradacdao podem resultar em atividade reduzida ou

téxica e que as notificagdes classificadas como possiveis desvios da qualidade com envolvimento
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de pacientes poderiam estar relacionadas a problemas de estabilidade dos medicamentos,
verifica-se a relevancia dos estudos de estabilidade para a farmacovigilancia.

A determinacdo da vida util ou shelf life € realizada quando se pretende estabelecer o
periodo de tempo no qual um produto de composicdo definida, procedimento de fabricacdo
estabelecido, numa embalagem determinada é capaz de conservar suas caracteristicas quimicas,
fisicas, microbioldgicas, toxicologicas e de funcionalidade dentro de especificagdes
estabelecidas.

Jones e Rigge (2004) realizaram a determinacdo da vida util de netilmicina conservada a
7,0 £ 1,00C, 25,0 £ 2,0 oC com 60,0% de umidade relativa durante 300 dias. As determinagdes
foram realizadas por cromatografia liquida de fase reversa; concluindo que as amostras
conservadas a 7,00C e 25,00C com 60% UR permaneceram estdveis durante 90 dias e 30 dias
respectivamente.

Um estudo de determinacdo de vida util foi realizado para formulagcdo parenteral de
hidrocortisona, inicialmente acondicionados em bolsas de PVCe poliolefina (ndo-PVC) a 7,00C e
25,0 °C com 60% de umidade relativa, bem como em seringas. Durante um periodo de 120 dias
de armazenamento. As analise foram realizadas por CLAE com detector UV utilizando como
fase movel tampao fosfato pH 7.0 e metano (50:50). As amostras permaneceram estdveis por 41
dias e 48 dias quando armazenadas na bolsas de PVC e nao-PVC, respectivamente. Quando na
forma farmacéutica injetdvel permaneceu estavel 6 dias a 25,00C/60%UR e por 81 dias a 5,00C
(JONES & RIGGE, 2004).

Os mesmo autores publicaram em 2006 um artigo sobre a determinac¢do em piperacilina e
tazobactam utilizando as mesmas condi¢Oes de temperatura do ensaio para a hidrocortisona, em

bolsas de PVC e ndo-PVC (JONES & RIGGE, 2006). Oliveira e colaboradores descreveram o
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efeito das microemulsdes na estabilidade dos P-lactamicos; cefaclor, cefatrizine e cefadroxil
(OLIVEIRA et al, 2003).

A estabilidade do meropenem, um antibidtico do largo espectro foi estudado a fim
investigar a cinética de degradacdo desta droga no po para a injecio e a amostra reconstituida. O
carbapenem foi submetido as condi¢des do decomposicdo térmica acelerada. A degradacdo do
meropenem foi modelada adequadamente por equacdes especificas para cinética e as andlises
foram realizadas por CLAE e método microbioldgico.Em temperaturas mais altas, as reagdes de
decomposi¢do do meropenem no pd para a injecdo podiam ser descritas pela cinética de primeira
ordem. A taxa mais elevada da degradacdo foi observada no meropenem reconstituido em 0.9%
de cloreto de sédio. Os resultados obtidos confirmam a confiabilidade do método cromatografico
para determinar a cinética do meropenem na presenca de seus produtos da degradacdo
(SCHAPOVAL et al, 20006).

Estudo de estabilidade para comprimidos de captopril de 25 mg acondicionados em tipos
diferentes de filmes foi realizado por Nobrega e colaboradores (2006); foram utilizados
policloreto de vinila (PVC) cristal e o cloreto de poliviniledeno (PVDC) revestido de PVC nas
cores cristal e vermelho. Com a embalagem de PVCPVDC- vermelho obteve-se os melhores
resultados, constituindo-se numa barreira adequada para a umidade e para gases em geral.

Comprimidos de cefuroxima foram submetidos de acordo com as normas do ICH de
30,00C a 60,0% UR, 40,00C a 75,0% UR, analisados durante 1, 2, 3 e 6 meses e analisados por
CLAE (IVANA et al, 2006).

Estudos de estabilidade de cefoxitina sédica na forma sélida e solugdo foram realizados a
fim de fornecer a informacgdo fisico quimica bdsica necessdria para preparar um formulac¢io
parenteral apropriada. A cefoxitina sodica é muito solivel em dgua e exibe a decomposicdo de
primeira ordem neste meio em pH de 3.0 a 9.0, sendo que a estabilidade méxima na dgua estd em
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pH 5.0 a 7.0. Os lotes de substancia do estado solido indicaram perdas rdpidas iniciais seguidas

por um periodo de deterioracdo mais lento (Oberholtzer & Brenner, 1979).

2.16. Qualidade dos produtos farmacéuticos

O conceito de qualidade embora bastante subjetivo, pode ser definido como modo bem
simples como um conjunto de atributos que se deseja para um determinado produto, no entanto a
satisfacdo das expectativas dos clientes e o cumprimento dos aspectos técnicos sdo dois fatores
determinantes neste conceito.

O conjunto de normas obrigatérias descritas pelas Boas Praticas de Fabricacdo (BPF) para
medicamentos e produtos afins surgiu nos Estados Unidos por volta de 1902, servindo de base
para todas as normas adotadas nos outros paises. A OMS também criou um conjunto de normas
de Boas Praticas de Fabricacdo, revisadas com base nas normas ISO. As normas ISO sdo
complementares as BPFs, podemos dizer que tal certificagdo d4 o fabricante posi¢do de status.; o
entanto as ISSO se precocupam ndo s6 com a qualidade do produto, mas também uma série de
outros fatores que levam a satisfacdo do cliente. (GIL, 2005). A industria farmacéutica de
medicamentos de uso humano possui a RDC n°210, que regulamenta as BPFs do setor, enquanto
as Farmdcias Magistrais devem seguir a RDC n°67. Nos tultimos anos o setor magistral
apresentou um grande crescimento, assumindo uma grande importincia cada vez maior no
mercado dos medicamentos contribuindo para o mercado de medicamentos; a qualidade dos
medicamentos manipulados tem sido objeto de inimeras discussdes, principalmente em funcdo
da RDC n°214 (FERREIRA, 2002).

As normas ISO/IEC 17025 tratam da competéncia dos laboratdrios para executar

determinados ensaios para o quais foi credenciado junto a ANVISA trouxeram uma nova
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realidade aos laboratdrios; o reconhecimento dos laboratérios torna-se importante para que este
tenha reconhecimento nacional e internacional, que faga parte da rede de laboratdrios brasileiros,
provando que seu sistema da qualidade funciona e desta forma alcancar novos mercados
(BAHIA, 2003).

Existem diversos fatores relacionados a qualidade dos produtos que podem ser afetados
pela falta de BPF; o controle de qualidade das matérias primas, produtos intermedidrios, produtos
acabados e material de acondicionamento e embalagem , validagdo dos processos de producao,
limpeza e metodologias analiticas sdo elementos importantes na implementacao de BPFs.

O processo de escolha de um fornecedor de matérias primas pode ser realizado pelos
departamentos de Controle de Qualidade e Garantia da Qualidade; pois devem ser avaliada as
primeiras amostras do fornecedor, fornecendo subsidio para aprovacdo dos mesmos. Na inspecao
de recebimento, devem ser observadas divergéncias relativas ao pedido, checando rétulos,
certificados analiticos e da embalagem (LAZARO et al, 2007). O processo de qualificacio
também traz beneficios para o fornecedor, que deve estar permanentemente buscando um
aprimoramento para atender as necessidades de seus clientes, significando uma melhoria continua
(MACEDQO, 2003).

A amostragem ¢ um dos passos mais importantes dentro do contexto de obtencdo do
resultado final, visto que, feita inadequadamente pode influenciar no resultado analitico. A
diferenca entre os termos amostrar e coletar € muito sutil, porém, podemos interpretar, amostrar
como um termo abrangente e coletar, o ato de “pegar’ ou retirar, isolar ou de tomar uma aliquota
do que se deseja conhecer analiticamene. A amostra deve ser feita heterogeneamente, e o
amostrador deve ter conhecimento claro sobre a metodologia de coleta. Durante a amostragem
devem ser observados os seguintes critérios: facilidade de contaminagdo (higroscopia), efeito de

superficie (atra¢do eletrostdtica), perdas por evaporacdo de espécies da mistura, processos de
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oxidacdo, decomposi¢des catalisadas, acdo da temperatura, umidade e luz; radiagcdes ionizantes e
ndo ionizantes, por contato, contaminacgdo aerdbica, anaerobica bem como a capacidade do meio
propiciar o crescimento dos microrganismos (LEITE, 2003).

A 4gua, na grande maioria dos casos, estd ligada diretamente ao produto, fazendo parte de
sua composi¢do; ou indiretamente, quando € utilizada na lavagem de utensilios e materiais
utilizados na produ¢@o dos medicamentos. Os compéndios oficiais trazem diversas classificagdes
para os tipos de dgua; de forma geral a dgua purificada € o insumo resultante da utilizagdo de
processos combinados de tratamento, os quais incluem como unidades finais a destilacio, colunas
de troca i0nica ou aparelhagem de osmose reversa devendo cumprir as especificagdes fisico
quimicas e microbioldgicas (PENNA et al, 2002; J ONCK, 2002).

O controle integrado de pragas deve ser aplicado a toda a extensdo da unidade fabril; os
maiores riscos desta natureza incluem: criticidade quanto a localizacdo da unidade, condicao de
manutencio predial, riscos de contamina¢do advindas de fornecedores, inexisténcia de barreiras
fisicas e mecanicas, falta de conscientizacdo dos colaboradores e ineficiéncia do Programa de
Controle de Pragas (VENERANDA, 2004).

A contaminacdo microbiana da drea industrial pode ser proveniente do ar, dos materiais
de acondicionamento e embalagem, dos equipamentos e utensilios de producdo, de matérias
primas, da dgua do processo, do ar comprimido, do ar ambiente (condicionado ou nio). E
importante ressaltar que os controles a serem conferidos ao produto final dependem, além das
exigéncias farmacopeicas, do grau de risco de contaminacdo que o processo implica o produto. O
controle efetivo de todas as etapas, incluindo a qualificagdo dos fornecedores, € fundamental para
garantir a qualidade do produto; a estratégia para prevencdo de contaminacdo estd na
determinacdo dos principais vetores de microrganismos e pontos critico nos processos definindo

medidas corretivas (AMARAL, 2004).
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No controle de qualidade das matérias primas se tornam importantes a criacio de uma
ficha de andlise bem como as especificagdes do ensaios descritas de forma detalhada e completa
contendo as metodologias que serdo realizadas no controle de qualidade e as especificagdes
correspondentes, que devem ser buscados nas monografias farmacopeicas ou qualquer outra
literatura reconhecida. As matérias primas que apresentarem resultados de acordo com as
especificacdes serdo aprovadas e liberadas, enquanto as nao-conformes deverao ser devolvidas ou
destruidas, fazendo-se os respectivos registros (PEZZINI et al, 2004).

As embalagens tém funcdes variadas como embalar, proteger, transportar e vender,
produtos para saide requerem mais cuidado com as embalagens. Qualquer falha pode resultar em
alteracdes na formulagdo causando ineficdcia do produto. Assim como as matérias primas, as
embalagens também devem ser avaliadas apds seu recebimento, incluindo os seguintes
parametros: aspecto visual, verificagdo da presenca de bolhas, lascas, falhas; dimensdes,
espessura e diametro; capacidade de fechamento das embalagens; resisténcia ao choque térmico e
teste de alcalinidade no caso de vidros; pesquisa de metais pesados, substancias redutoras, acidez
e alcalinidade das embalagens plésticas; resisténcia ao amassamento e aderéncia (JONCK, 2003;
PEZZINI et al, 2004). Outro fator importante se relaciona a falsificacdo de medicamentos,

podendo alterar o tratamento e até levar o individuo a morte.
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3. Objetivos

A cefoxitina possui algumas metodologias descritas em compéndios oficiais. O
presente trabalho tem como objetivos gerais o desenvolvimento de metodologias de analise
para esta cefalosporina, incluindo a caracterizacdo de cefoxitina sddica substincia de
referéncia através da execucdo de métodos tradicionais em controle de qualidade como:
umidade, ponto de fusdo, solubilidade, caracteristicas organolépticas, residuo por igni¢ao,
espectrofotometria infravermelho e ultravioleta, bem como andlise térmica da substancia de

referéncia com objetivo de caracterizacio desta quanto a TG e DTA.

O trabalho também inclui a proposta de aplicagcdo e validacdo de metodologia de
andlise de espectrofotometria na regido de ultravioleta, por cromatografia liquida de alta
eficiéncia, metodologia de andlise microbioldgica através de método de difusdo em dgar-
cilindros em placa, metodologia de andlise por titulometria em meio ndo aquoso,
metodologia de andlise por titulometria iodométrica de cefoxitina sédica substancia de

referéncia e amostra.

Realizar estudo de estabilidade da cefoxitina sédica por 12 meses a 30,0 + 2,0°C;
75,0 £ 5,0% UR e posterior avaliagdo das amostras pelas técnicas validadas por
cromatografia liquida de alta eficiéncia e doseamento microbioldgico por difusdo em Agar

com avaliacdo do desempenho das técnicas validadas.
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4. DESCRICAO
Nome: Cefoxitina sddica

Forma farmacéutica: p6 para injetavel

Nome quimico: Sdédio (6R, 7S)-3-[(carbamoloxi)metil]7-metdxi-8-oxo-7[[tiopen-2-il)

acetil]amino]-5-tia-1-azabiciclo [4.2.0]oct-2-eno-2-carboxilato (BP, 2005).

Nomes comerciais: Cefton® (Ariston; Brasil), Cefoxitina sddica (Genérico, Eurofarma),
Gamacef® (Bergamo), Mefoxin® (Merck Sharp; Africa do Sul, Argentina, Austrdlia,
Bélgica, Brasil, Canadd, Estados Unidos da América, Finlandia, Franca, Hong Kong,
Inglaterra, Itdlia, Paises Baixos, Nova Zelandia, Portugal), Cefociclin® (Itdlia), Ceftixin®
(Tailandia), Destrepen®, Metaptyl®, Mefoxil® (Grécia), Pluricefo® (Argentina), Tifox®

(Italia), Mefoxitin® (Austria, Alemanha, Espanha, Noruega, Suécia, Suiga).

Figura 1 — Estrutura da cefoxitina sddica

(CAS:33564-30-6 / NCM: 2941.90-36/ DCB:02.20.02-7)
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DCB: 02.20.02-7

NCM: 2941.90-36

CAS: 33564-30-6

Categoria: Antimicrobiano cefalosporinico

Férmula quimica: C16H16N3NaO7S2

Peso molecular: 449.4

C (58,16%) H (5,45%) F (10,81%) N (11,96%) O (13,66%)

4.1. Substancia quimica de referéncia

Foi utilizada cefoxitina sddica, substancia quimica de referéncia (padrdo secundario)
gentilmente doada por Ariston Inddstria Quimica e Farmacéutica Ltda. O teor estimado esta

em 99,6% e identificado pelo lote NR: 050804.

4.2. Forma Farmacéutica

Foram utilizados frascos-ampola contendo p6 para solucdo injetdvel gentilmente
doados por Ariston Industria Quimica e Farmacéutica Ltda, sob o nome comercial de

Cefton® e identificado pelo lote de nimero 040326-B1.
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Cada frasco ampola contém cefoxitina sddica correspondente a 1000 mg de
cefoxitina. Cada ampola diluente contém 10,0 mL de dgua para injecdo, estéril e

apirogénica.
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5. Andlise qualitativa

5.1. Caracteres fisicos

5.1.1. Material e métodos

A cefoxitina sdédica descrita no item 4.1. foi avaliada em rela¢do ao aspecto, cor e

odor.

5.1.2. Resultados

A cefoxitina sédica apresenta-se sob a forma de granulos, com odor leve e cor
amarelo pdlido. A descri¢do é condizente com a citada pelas referéncias descritas para a

caracterizag¢do organoléptica desta substancia na BP, 2005 e USP26 e 28.

5.2. Solubilidade

5.2.1. Material e métodos

Transferiram-se 100,0 mg de cefoxitina sddica para tubos de ensaio acrescentando
aliquotas crescentes de cada solvente, sob agitacdo até completa solubiliza¢do. O ensaio foi
realizado a 25,0°C e a solubilidade indicada de acordo com o preconizado pela
Farmacopéia Brasileira (FARM. BRAS., 1988). Os solventes utilizados foram: dagua,
metanol, etanol absoluto, diclorometano, éter, cloroférmio, dimetilformamida, acetona,

dimetisulféxido e hidréxido de sédio 0,1 M.

Os reagentes utilizados foram todos de grau analitico.
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5.2.2. Resultados

A expressdo partes refere-se a dissolugdo de 1,0 g de um sélido ou 1,0 mL de um
liquido no nimero de mililitros do solvente estabelecido no nimero de partes (FARM.

BRAS., 1988).

A Tabela 3 apresenta os resultados obtidos no teste de solubilidade para o cefoxitina

sddica. O significado do termo descritivo utilizado estd apresentado na Tabela 4.
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Tabela 3 - Solubilidade da cefoxitina soédica substincia de referéncia em diferentes

solventes a 25,0°C.

solventes termo descritivo
dgua muito soldvel
metanol soltvel
etanol absoluto insoludvel
diclorometano insoluvel
éter insoluvel
cloroférmio insoluvel
dimetilformamida pouco solivel
acetona insoluvel
dimetilsulféxido solivel
NaOH 0,1 M muito soldvel
HC10,1 M muito solivel
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Tabela 4 - Significado do termo descritivo utilizado na indica¢do da solubilidade para

determinagdes feitas a temperatura de 25,0°C (FARM. BRAS., 1988).

termo descritivo solvente
muito solivel menos de 1 parte
facilmente soltivel de 1 a 10 partes

solivel de 10 a 30 partes

ligeiramente solivel de 30 a 100 partes
pouco soluvel de 100 a 1000 partes

muito pouco soldvel de 1000 a 10000 partes

praticamente insolivel ou insolivel mais de 10000 partes

Foram utilizados diversos solventes na determinacdo das solubilidades cuja
finalidade foi de realizar a caracterizagdo da substincia qualitativamente testando sua
polaridade bem como funcionar como ensaio preditivo na determinacdo da melhor
solubilizacdo para os testes quantitativos para espectrofotometria UV e CLAE.

Os resultados obtidos foram condizentes com os citados pelas referéncias descritas
para a solubilidade desta substancia na BP, 2005 (muito solivel em &dgua, insolivel em
etanol e éter), USP28 e Farmacopéia Portuguesa (muito soliivel na dgua); o teste de

solubilidade pode ser tratado como teste preditivo para determinacdo de impurezas.
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5.3. Determinacao da faixa de fusao

5.3.1. Material e métodos

A faixa de fusdo foi determinada na substancia de referéncia, descrita no item 4.1,
utilizando equipamento automdtico STUART Cientific SMP1. A amostra, previamente
dessecada em estufa a 60,0°C durante 2 horas, foi colocada em tubos capilares com 1 mm
de espessura e 6 cm de comprimento que foram introduzidos horizontalmente no

equipamento. Foi possivel realizar a determinacdo simultanea utilizando-se trés capilares.

5.3.2. Resultados

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

realizadas trés determinagOes para a amostra (Tabela 5).

Tabela 5 — Valores de faixa de fusdo obtidas para cefoxitina sddica.

ensaio faixa de fusao (°C)*
1 152,0 £ 0,60
2 155,0 £ 0,50
3 159,0 £ 0,80

* cada valor € a média de trés determinagdes

O p6 apresentou ponto de fusdo em cerca de 155,3°C.
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Na literatura consultada (THE MERCK INDEX, 2001) a faixa de fusdo para
cefoxitina estd especificada entre cerca de 149,0 - 150,0°C com decomposi¢do; no entanto

para a cefoxitina sodica ndo consta tal pardmetro.

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 e/ou

alargar a faixa de fusdo de um determinado composto (SHRINER et al, 1998).

5.4. Determinacao de umidade

5.4.1. Material e métodos

A cefoxitina sdédica foi exatamente pesada em pesa-filtros previamente tarados e
dessecados em estufa QUIMIS 702.780 durante 30 minutos a 60,0 °C. Antes da pesagem o0s
pesa-filtros foram dispostos em dessecador para atingirem a temperatura ambiente. O

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

As andlises foram realizadas em triplicata utilizando-se cerca de 1,0 g em cada

determinacao.

5.4.2. Resultados

O teor de dgua foi estudado pelo método gravimétrico (FARM. BRAS., 1988). Tal
método consiste em secar o farmaco até peso constante, em temperatura apropriada de

105,0 a 150,0°C, durante vérias horas, para farmacos termoestaveis; 20,0°C a principio e
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105,0° C durante 30 minutos ou uma hora, para firmacos termoldbeis; temperatura baixa e

pressdo reduzida, em estufa a vacuo, para farmacos volateis (KOROLKOVAS, 1988).

Segundo a Farmacopéia Brasileira (FARM. BRAS, 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 apés uma hora de secagem adicional nas condi¢des

especificas.

As determinacdes foram conduzidas de acordo com a técnica preconizada pela
Farmacopéia Brasileira (FARM. BRAS, 1988) e os resultados sdo apresentados a seguir na

Tabela 6.

Tabela 6 - Umidade da cefoxitina sddica determinada pelo método gravimétrico.

ensaio umidade (% )*
1 1,20+ 0.21
2 1,70 £0.53
3 1,70+ 0.19
média 1,53 £0.27

* Cada valor é a média de trés determinagdes em dias diferentes
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2

E importante ressaltar que as matérias-primas devem ser armazenadas em frascos
muito bem fechados, a fim de evitar a absor¢cdo de dgua pelo farmaco. Nao foram

encontradas referéncias descritas para a perda por dessecacao de cefoxitina sddica.

5.5. Espectrofotometria de absorc¢ao na regiao de infravermelho

5.5.1. Material e métodos

Foram utilizadas cefoxitina sddica substincia de referéncia e amostra, descrita nos
itens 4.1 e 4.2. A cefoxitina sédica foi exatamente pesada em pesa-filtros previamente
tarados e dessecados em estufa QUIMIS 702.780 durante 30 minutos a 60,0 °C e realizada
a compressdo com KBr para confeccio das pastilhas. Foi utilizado espectrofotdmetro FTIR

SHIMADZU 3000 nas leituras.

5.5.2. Resultados

Os espectros foram obtidos com 1,0 mg de cefoxitina sédica substancia de
referéncia e injetdvel, utilizando-se dispersao de 150,0 mg de brometo de potdssio (Figuras

2e3).
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Figura 2 — Espectro na regido de infravermelho de cefoxitina sddica substancia de

referéncia em dispersao de KBr.
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Figura 3 — Espectro na regido de infravermelho de cefoxitina sédica injetdvel em dispersdo

de KBr.
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A Figura 4 representa o espectro de infravermelho da cefoxitina sédica padrio

publicado na Farmacopéia Britanica (BP, 2005).
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Figura 4 - Espectro na regido de infravermelho de cefoxitina sédica padrao BP, 2005.
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A Tabela 7 demonstra os picos de absor¢do da cefoxitina sédica na regido do

infravermelho.

Tabela 7 — Absor¢do de cefoxitina sédica espectro de infravermelho em dispersao de KBr.

cm’ grupamento responsavel

31978 Deformagao axial dos grupamentos N-H e O-H

2937,4 Deformagao axial de C-H de CH; e piperazina

2831,3

1762,8 Deformagao axial de grupamentos C = O do

aldeido, cetona

1683,7 Deformagao axial dos grupamentos C = O da
carboxila

1600,8

1542.9 Deformacao axial de C-N e C-C do anel
lactamico

1525,6

1284,5 Deformacgéo axial de C-O

O espectro de absor¢do na regido infravermelho em pastilha de KBr, apresenta picos

de absor¢do caracteristicos de fungdes presentes na estrutura quimica da cefoxitina sédica,

demonstrando os grupos funcionais presentes na molécula estudada.
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5.6. Residuo pela incineracao

5.6.1. Material e métodos

Cefoxitina sédica substancia de referéncia foi exatamente pesada em cadinhos de
porcelana previamente tarados e dessecados em forno mufla COEL LW 2000 a 800,0 °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 andlises foram realizadas em triplicata utilizando-se cerca de 1,0 g em cada
determinacdo, utilizando forno tipo mufla COEL LW 2000 a temperatura de cerca de

800,0°C.

5.6.2. Resultados

O residuo pela incineragdo compreende o residuo ndo volatil a incineracdo. Em
geral o ensaio visa determinar o teor de constituintes ou impurezas inorganicas contidas em
substancias organicas. Também se destina a determina¢do de componentes inorganicos em
misturas e da quantidade de impurezas contidas em substincias inorganicas termolabeis

(FARM. BRAS, 1988).

Segundo a Farmacopéia Brasileira (FARM. BRAS, 1988) a expressdo incineragdo
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
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a segunda pesagem deve ser efetuada apds 15 minutos de incinera¢do adicional nas

condicdes especificas (800,0 + 25,0°C), a menos que a monografia especifique.

As determinagdes foram conduzidas de acordo com a técnica preconizada pela
Farmacopéia Brasileira (FARM. BRAS., 1988) e os resultados sdo apresentados a seguir na

Tabela 8.

Tabela 8 — Residuo de cefoxitina sédica determinado pelo método gravimétrico.

ensaio residuo (%)*
1 <0,10
2 < 0,10
3 <0,10
média <0,10

* Cada valor é a média de trés determinagdes em dias diferentes.
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5.7. Analise térmica

Andlise térmica € definida como um grupo de métodos pelos quais as propriedades
fisicas ou quimicas de uma substincia, uma mistura ou um reativo sdo medidas como
fungdes de temperatura ou tempo, enquanto a amostra estd sujeita a um programa de
temperatura controlada. O programa pode consistir em aquecer ou resfriar (dinamico), ou
manter a temperatura constante (isotérmica), os métodos térmicos sdo de grande utilidade
para o controle da qualidade e aplicagdes de investigagdo sobre produtos industriais como
polimeros, farmacéuticos, metais e ligas. Em termogravimetria (TG) a andlise da massa da
amostra em uma atmosfera controlada é medida como uma fun¢@o de temperatura ou de
tempo. A TG pode ser usada para monitorar qualquer reacdo que envolve uma fase de gés
como a oxidagd@o ou desidratacdo. O tamanho da amostra varia de uns poucos mg a 10 mg
dependendo do equipamento usado. Os estudos podem ser realizados a temperaturas de até
1550 oC. Este método € util para determinar a pureza e a 4gua na amostra, os conteidos de
carboneto e organicos e para o estudo das reacdes de decomposicdo. A temperatura ideal
registrada em um termograma é a temperatura da amostra. Esta temperatura pode ser
medida com um termopar pequeno diretamente na amostra, o mais préximo possivel do
recipiente da amostra. As termobalancas modernas normalmente usam um controle de
temperatura computadorizado que, automaticamente, compara a voltagem de saida do

termopar com uma tabela de voltagem versus temperatura guardada na memoria s6 para

leitura. Na andlise térmica diferencial (DTA) mede-se a diferenca de temperatura entre a
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substancia analisada e o material de referéncia, quando ambos sdo submetidos a um
controle de temperatura programado (MOTHE, 2004).

O objetivo deste estudo foi determinar a estabilidade de cefoxitina sddica frente a
temperatura, como teste complementar na identificacao do composto.

Uma série de sais sodicos de penicilinas foram analisadas pelas técnicas
termoanaliticas (TG, DTG e DSC). As andlises foram realizadas em uma atmosfera do
oxigénio e residuo final da decomposi¢do térmica para todos os compostos analisados foi o
sulfato de s6dio. A pureza das penicilinas analisadas foi determinada pela quantidade de
s6dio nos compostos analisados (Ascenzo & Curini, 2001).

Foram estudadas a decomposi¢do térmica de penicilina G, cefalotina sddica,
cefamandole sédico e cefamandole nafato. A cinética da reacdo apresentou-se de primeira
ordem (LANG et al, 1977)

Os sais de potdssio e de sédio de algumas penicilinas e cefalosporinas foram
analisados pelas técnicas termoanalitica (TG, DTG e DSC). As andlises foram realizadas
nas atmosferas do ar e do oxigénio, com e sem a adi¢do do sulfato de amoénio ou do
persulfato de amonio. Foi possivel avaliar a pureza destes antibidticos através do residuo
resultante do sulfato de s6dio ou potéssio.Os melhores resultados nos termos da exatiddo e
da precisdo foram obtidos pela adi¢do do sulfato ou do persulfato do amodnio aos compostos
analisados (SORRENTINO et al, 2001).

A andlise termogravimétrica modulada (MTGA) foi avaliada para determinar a
estimativa rdpida da estabilidade térmica usando diversos antibidticos penicilinicos. A
técnica de MTGA utiliza um programa oscilatério da temperatura para obter parimetros
cinéticos de Arrhenius com uma perda macica durante a degradagdo térmica. Os valores do

registro k estimados por MTGA concordado bem com os valores de literatura quando a
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perda do peso observada por MTGA foi mostrada para ser devido a primeira etapa da
decomposi¢ao do composto (WANG et al, 2004).

Os complexos do cefadroxil (Cef) com metais divalentes da transi¢do da férmula
MCefnH20 (onde n=2 para M=Cu2+, Ni2+, Zn2+ e n=3 para Co2+) e CdCef1.54H20
foram preparados e caracterizados por infravermelho. A andlise térmica dos complexos
investigados na atmosfera do ar foi realizada por meio da técnica simultanea de TG-DSC.
A primeira etapa da perda da massa € a perda de dgua dos complexos. Em seguida, o
decomposi¢do ocorre com evolugdo do CO2 e do NH3. Adicionalmente, como produtos
gasosos do decomposicio: O HCN, HNCO (HOCN), H2CNH, os CO, o SO2, os

hidrocarbonetos e os compostos de carbonila foram observados (Mrozek,2004).

5.7.1.Material e métodos

Foram utilizadas cefoxitina sddica substiancia de referéncia e amostras descritas nos

itens 4.1. e 4.2. Foram utilizados reagentes de grau analitico.

As curvas TG e DTA foram obtidas através de andlise térmica simultineo (SDT 2960),
da TA Instruments, no Instituto de Quimica da Universidade Estadual Paulista, Araraquara,
(SP) pelo Departamento de Fisico-Quimica. A faixa de temperatura utilizada foi de 0,0 a
1200,0 °C, sob atmosfera dindmica de ar (vazdo de 90,0 mL/min) e massa de amostra de

aproximadamente 9,0 mg.

A amostra foi acondicionada em cadinho de alumina hermeticamente fechado, e como

substancia de referéncia foi utilizado Al203.
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5.7.2. Resultados

As Figura 5 apresenta a curva de termogravimetria (TG) e termogravimetria

derivada (DTA) de cefoxitina s6dica sob atmosfera dinamica de ar.

O presente teste teve como objetivo o estudo de andlise térmica de cefoxitina sddica
com finalidade qualitativa através da termogravimetria e andlise térmica diferencial em

atmosfera de ar sintético. As curvas DTA e TG sado apresentadas a seguir.

Em torno de 150,0°C observa-se diminui¢do de massa em virtude de perca de
umidade da substincia. Nas curvas observaram-se um pico endotérmico em torno de 150,0
a 250,0°C atribuido a perca das estruturas NH2 e COONa, acima de 650,0°C ocorre a saida
do anel B-lactdmico. Através da curva TG, verifica-se a perda de massa total em duas

etapas, entre as temperaturas de 180,0 e 250,0°C.
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Figura 5 — Curva TG e DTA de cefoxitina sodica substancia de referéncia sob atmosfera

dinamica de ar (vazao de 90,0 mL/min), razdo de aquecimento: 20,0°C /minuto.
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5.8. Espectrofotometria na regiao ultravioleta

5.8.1. Material e métodos

Foram utilizadas cefoxitina sédica substancia de referéncia e amostra descritas nos

itens 4.1 e 4.2 e espectrofotdmetro UV-Vis JAS.CO 7800

O espectro na regido ultravioleta foi obtido utilizando-se cubetas de quartzo de 1,0
cm de espessura. As leituras foram feitas entre 200 e 400 nm. Os solventes utilizados foram
de grau analitico. Foram utilizados dgua purificada, metanol, NaOH 0,1 M e HC1 0,1M com
o0 objetivo de verificar o comportamento das leituras e maximos de absorvancia da
substancia de referéncia e amostras e selecdo do melhor solvente para a determinacio

espectrofotométrica na regido do UV.

A 4gua purificada utilizada nos ensaios foi obtida por processo de osmose reversa

com condutividade menor que 1,3 uS/cm e pH de 5.8.

5.8.2. Resultados

5.8.2.1. Em hidroxido de sédio 0,1 M

As solucdes de cefoxitina soédica substancia de referéncia e amostra foram
preparadas pesando-se 20,0 mg de cefoxitina sddica completando o volume com NaOH 0,1

M em baldo volumétrico de 100 mL. Desta solu¢do de concentracdo de 200,0 pg/mL foi
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tomada uma aliquota de 10,0 mL, que foi transferida para um baldo volumétrico de 100 mL

completando o volume com NaOH 0,1 M obtendo concentracdo final de 20,0 pg/mL.

Os espectros na regido ultravioleta estdo apresentados nas Figuras 6 e 7.
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Figura 6 - Espectro na regido ultravioleta da solu¢do de cefoxitina sédica amostra a 20,0

ng/mL em NaOH 0,1 M.
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Figura 7 - Espectro na regido ultravioleta da solucdo de cefoxitina sddica substancia de

referéncia de a 20,0 pg/mL em NaOH 0,1 M.

5.8.2.2. Em acido cloridrico 0,1 M

As solucdes de cefoxitina soédica substancia de referéncia e amostra foram
preparadas pesando-se 20,0 mg completando o volume com HCl 0,1 M em baldao
volumétrico de 100 mL. Desta solucdo de concentracdo de 200,0 pg/mL foi tomada uma
aliquota de 10,0 mL que foi transferida para um baldao volumétrico de 100 mL completando
o volume com HCI 0,1 M obtendo concentragdo final de 20,0 pg/mL. O espectro na regido

ultravioleta sdo apresentados nas Figura 8 e 9.
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Figura 8 - Espectro na regido ultravioleta da solu¢do de cefoxitina sédica amostra a 20,0

png/mL em HC1 0,1 M.
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Figura 9 - Espectro na regido ultravioleta da solu¢do de cefoxitina sddica substancia

quimica de referéncia a 20,0 pg/mL em HCI1 0,1 M.
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5.8.2.3. Em agua purificada

A solugdo de cefoxitina sédica substancia de referéncia foi preparada pesando-se
20,0 mg completando o volume com dgua purificada em baldo volumétrico de 100 mL.
Desta solu¢do de concentracdo de 200,0 pg/mL foi tomada uma aliquota de 10,0 mL que
foi transferida para um baldo volumétrico de 100 mL completando o volume com 4gua de

purificada obtendo concentracao final de 20,0 pg/mL.
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Figura 10 - Espectro na regido de ultravioleta da solucdo de cefoxitina sddica substancia de

referéncia 20,0 pug/mL em 4gua purificada.
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Figura 11 - Espectro na regido de ultravioleta da solu¢do de cefoxitina sédica amostra a

20,0 ug/mL em 4gua purificada.

5.8.2.4. Em metanol

As solucdes de cefoxitina soédica substancia de referéncia e amostra foram
preparadas pesando-se 20,0 mg completando o volume com metanol em baldo volumétrico
de 100 mL. Desta solu¢do de concentracdo de 200,0 pug/mL foi tomada uma aliquota de
10,0 mL que foi transferida para um baldo volumétrico de 100 mL completando o volume
com metanol obtendo concentracdo final de 20,0 pg/mL. Os espectros de cefoxitina sédica
substancia de referéncia e amostras na regido ultravioleta sdo apresentados nas Figuras 12 e

13.
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Figura 12 — Espectro na regido de ultravioleta da solu¢do de cefoxitina sddica amostra a

20,0 pg/mL em metanol.
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Figura 13 — Espectro na regido de ultravioleta da solucdo de cefoxitina sédica substancia

quimica de referéncia a 20,0 pg/mL em metanol.
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Analise qualitativa

Os espectros na regido ultravioleta de cefoxitina sddica amostras e substancia
quimica de referéncia em dgua de purificada, metanol, HCI 0,1 M e NaOH 0,1 M estdo

representados na Figura 14 e 15, respectivamente.

Dentre os diversos solventes utilizados para determinacdo dos mdximos de
absorc¢do, a dgua por ser de facil aquisi¢do, baixo custo e facil descarte foi elegida como
solvente de escolha para o desenvolvimento da validagdo do método por espectrofotometria
UV; os demais solventes como HCI 0,1 M e metanol apresentaram também méximos de
absorc@o por volta de 235 nm como a dgua purificada; sendo que o solvente HCI 0,1 M
apresentou uma diminui¢do do maximo de absor¢@o, sendo considerado o pior caso; quanto

ao solvente NaOH 0,1 M provou ligeiro deslocamento no maximo de absor¢do.
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Figura 14 — Espectro na regido de ultravioleta da solugcdo de cefoxitina s6dica amostra em

metanol, dgua purificada, NaOH 0,1 M e HC1 0,1 M em concentracio de 20,0 pg/mL.
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Figura 15 — Espectro na regido de ultravioleta da solucdo de cefoxitina sédica substancia

quimica de referéncia em metanol, dgua purificada, NaOH 0,1 M e HCl 0,1 M em

concentracdo de 20,0 pg/mL.
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Anadlise quantitativa

6. ANALISE QUANTITATIVA
6.1. Material
6.1.1. Equipamentos

Foram utilizados os seguintes equipamentos citados:

¢ Cromatdgrafo liquido de alta eficiéncia JAS.CO 980

e Detector INTRALAB 5100

¢ Integrador Processador CG 2000

® (Coluna Phenomenex Ci18 (150 mm x 4,6 mm L.D., 5 um tamanho da particula), deteccao
200-400 nm, 00F-4252-EO.

e Espectrofotometro FTIR SHIMADZU 3000

¢ Espectrofotometro UV-VIS JAS.CO 7800

e Balanca analitica Sartorius BL2105

e Estufa bacteriolégica QUIMIS 316.24

e Autoclave PRISMATEC / QUIMIS 190.21

e (Camara fluxo laminar LOGEN Scientific 1053

¢ Micropipetador BOECO, mod 20-200 pL

® Pipetador automético BOECO

* Ponto de fusdo STUART Cientific SMP1

e Estufa de secagem QUIMIS 702.780

e Fotocolorimetro MERCK SQ 118
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Anadlise quantitativa

e Agitador de tubos, PHOENIX, modelo AP56

e (Osmose Reversa, Quimis

e Seringa HAMILTON, 50uL

e Paquimetro, STARRET, modelo digital eletronico, série 727
¢ (Osmose reversa, GEHAKA

e Agitador de tubos, Phoenix

6.1.1. Solventes, matérias-primas e reagentes.

Os reagentes, solventes e matérias primas utilizados na andlise quantitativa
encontram-se listados a seguir:
e Cefoxitina sddica substancia de referéncia e amostras gentilmente doadas pelo Ariston
Industria Quimica e Farmacéutica Ltda descritas nos itens 4.1.e 4.2.
e Acido acético PA (Merck)
e Acetonitrila grau CLAE (Merck)
e Metanol grau CLAE (Merck)
® Fosfato monobdsico de potdssio PA (Merck)
e Fosfato dibésico de potassio PA (Fluka)
° Agar n°l1 (Merck)
. Agar n°l (Merck)
e (Caldo BHI (Biobras)
e Acido acético PA (Synth)

e Hidréxido de s6dio PA (Merck)

Greici Cristiani GomesTozo 78

Please purchase PDF Split-Merge on www.verypdf.com to remove this watermark.



Anadlise quantitativa

Acido cloridrico PA (Synth)

Metanol PA (Synth)

Acetato de etila PA (Synth)
Cloroférmio PA (Synth)
Diclorometano PA (Synth)

Acetona PA (Synth)

Eter etilico PA (Synth)

Etanol PA (Synth)

Hidréxido de amonio PA (Synth)
Acido férmico PA (Synth)

Iodo ressublimado PA (Mallinckrodt)
Iodeto de potéssio PA (Merck)

Acido cloridrico PA (Merck)
Dicromato de potdssio padrao primdrio (Merck)
Tiossulfato de sédio PA (Merck)
Acetato de s6dio PA (Merck)

Amido PA (Synth)

Acido perclérico PA (Merck)
Biftalato de potéssio PA (Merck)

Cristal violeta (Merck)
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Anadlise quantitativa

6.1.2. Microrganismos

e Staphylococcus aureus ATCC 12226

e Staphylococcus epidermidis ATCC 6538

o Escherichia coli ATCC 9372
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7. Espectrofotometria na regiao de ultravioleta

7.1.Consideracoes Gerais

A espectrofotometria na regido de ultravioleta € um importante recurso utilizado na
quantificacdo de substincias, uma vez que estd relacionada com a estrutura eletronica da
molécula. Baseia-se no fato de a absortividade de um composto quimico ser constante
dependendo da intensidade da radiag¢do incidente, concentracdo e caminho 6ptico, embora
dependa da: estrutura molecular do composto, solvente, temperatura € comprimento da

radiagdo (KOROLKOVAS, 1998).

Viérios métodos para determinacdo de cefalosporinas sdo descritos com a
determinacdo espectrofotométrica; utilizando cério (VI) e 1-clorobenzotriazol (AYAD et
al., 1999a; AYAD et al, 1999b) quantificacdo de cefazolina sddica, cefalexina
monoidratada, cefadroxila monoidratada e cefoperazona na forma pura e também em suas
respectivas formas farmacéuticas (SALEH et al., 2001). Também foi proposto um método
baseado na reacdo em meio dcido com ferro resultando em formacdo de complexos Fe-
fenantrolina a 254 nm, para determinacdo de cefuroxima, ceftriaxona, cefaclor, cefixima,

ceftizoxima e cefalexina (AL-MOMANI, 2001).

Outro método descrito para determinacdo de certas cefalosporinas por
espectrofotometria através da complexacdo com dicromato de potdssio em meio dcido foi
proposto para cefotaxima, cefuroxima sddica e ceftriaxona dissddica obtendo linearidade

entre 0,20 — 0,28 pug/mL (AMIN e RAGAB, 2004). Como identificagdo para esta
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cefalosporina hé descrito na literatura uma identificacao realizada por espectrofotometria de

ultravioleta (USP, 2005).

7.1.1. Método

O espectro na regido de ultravioleta foi obtido utilizando-se equipamento
espectrofotdmetro UV-VIS JAS.CO 7800 e cubetas de quartzo de 1 cm de caminho 6ptico.

O solvente escolhido para o desenvolvimento foi a dgua purificada conforme
descrito no item 5.8.2.

As solugdes foram preparadas com a substincia de referéncia de cefoxitina

previamente dessecada e pesada.

O espectro de absorcdo de cefoxitina substancia quimica de referéncia na regido de

ultravioleta € representado na Figura 16.
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Figura 16 - Espectro na regido ultravioleta da solugdo de cefoxitina sddica substancia de

referéncia a 20,0 pg/mL em 4gua purificada.

7.1.2. Realizacao da curva de Ringbom

A curva de Ringbom foi realizada com o objetivo de determinar a faixa de
concentracdo na qual o método espectrofotométrico na regido de ultravioleta obedece a
linearidade. Foram preparadas solugdes de cefoxitina substancia de referéncia de

concentracdes crescentes, para obtencao de curva analitica de 18 pontos.

Foram pesados analiticamente 20,0 mg de cefoxitina sédica substincia quimica de
referéncia, previamente dessecados em estufa a 60,0°C durante 2 horas, e transferidos para
baldo volumétrico de capacidade de 100 mL. A substancia foi dissolvida completando-se o
volume com dgua purificada. Foi obtida uma soluc¢do de concentragdo de 200,0 ug/mL em

agua purificada. A partir desta solucdo foram transferidas aliquotas para obtencdo de curva
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analitica com 18 pontos de concentragdes crescentes, com auxilio de bureta calibrada de

10,0 mL. As solugdes foram preparadas em triplicata.

Os volumes foram completados com &dgua purificada obtendo-se solu¢des com

concentracdes de 2,0 a 36,0 ug/mL de cefoxitina sédica utilizando baldes volumétricos de

100 mL (Tabela 9).
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Tabela 9 - Obtencdo da curva de Ringbom de cefoxitina sdédica através de

espectrofotometria no ultravioleta a 235 nm.

pontos Cefoxitina sodica  quant. de cefoxitina sédica concentracio Abs*
200,0 pg/mL (mL) (mg) final (ug/mL)
1 1,0 200,0 2,0 0,063
2 2,0 400,0 4,0 0,117
3 3,0 600,0 6,0 0,181
4 4,0 800,0 8,0 0,248
5 5.0 1000,0 10,0 0,316
6 6,0 1200,0 12,0 0,367
7 7,0 1400,0 14,0 0,477
8 8,0 1600,0 16,0 0,510
9 9.0 1800,0 18,0 0,561
10 10,0 2000,0 20,0 0,633
11 11,0 2200,0 22,0 0,692
12 12,0 2400,0 24,0 0,743
13 13,0 2600,0 26,0 0,807
14 14,0 2800,0 28,0 0,863
15 15,0 3000,0 30,0 0,930
16 16,0 3200,0 32,0 0,992
17 17,0 3400,0 34,0 1,059
18 18,0 3600,0 36,0 1,119
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A curva de Ringbom (Figura 17) foi obtida utilizando-se logaritmo das

concentracdes (Lg/mL) versus absorvancia (100 - T%).

100
90 - /
80 1 Ro
70 - o
60 - .

50 - .
40 ¢
30
20 -
10
0 ‘ ‘
0,1

100 % -T

1 10 100
Log concentracao (ug/mL)

Figura 17 — Curva de Ringbom obtida pelo método espectrofotométrico na regido de

ultravioleta para solucdo de cefoxitina sddica substancia de referéncia de 2,0 a 36,0 ug/mL.

7.1.3. Obtencao da curva analitica

Para obten¢do da curva analitica foram pesados analiticamente 20,0 mg de
cefoxitina sédica substincia quimica de referéncia, previamente dessecados em estufa a
105,0°C durante 2 horas, e transferidos para baldo volumétrico de capacidade de 100 mL. A
substancia foi dissolvida completamente completando-se o volume com &dgua purificada
obtendo uma solucdo de concentragdo de 200,0 pg/mL. Com a utilizacio de bureta

calibrada, a partir desta solu¢do, foram transferidas aliquotas para baldes volumétricos de
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100,0 mL, para obtengcdo de solucdes com concentragdes de 18,0 a 28,0 ug/mL de

cefoxitina sddica substancia de referéncia, como demonstrado na Tabela 10.

Tabela 10 — Preparo da curva analitica de cefoxitina sddica através de espectrofotometria

no ultravioleta a 235 nm.

vol. de cefoxitina vol. de 4gua qsp bV concentracio final

pontos sédica 200,0 pg/mL 100 miL (mL) ug/ml
(mL)
1 9,0 100,0 18,0
2 10,0 100,0 20,0
3 11,0 100,0 22,0
4 12,0 100,0 24,0
5 13,0 100,0 26,0
6 14,0 100,0 28,0

Os resultados das leituras de absorvancia obtidos para curva de calibracdo estio

apresentados na Tabela 11. Cada determinacdo corresponde ao preparo de trés solucdes e

leitura das mesmas no espectrofotdmetro a 235 nm.
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Tabela 11 — Absorvancias determinadas na obten¢@o da curva analitica de cefoxitina sédica

através do método espectrofotométrico na regido de ultravioleta a 235 nm.

concentracio (ug/mL)

Abs*

Abs média £ e.p.m

DPR %

18,0

20,0

22,0

24,0

26,0

28,0

0,564
0,565
0,567
0,628
0,626
0,629
0,692
0,695
0,691
0,746
0,744
0,748
0,803
0,808
0,807
0,863
0,867

0,865

0,565 £0,0012

0,627 £0,0012

0,692 £0,0016

0,746 £ 0,0016

0,806 +0,0021

0,865 +0,0016

0,27

0,24

0,30

0,27

0,33

0,23

* cada valor ¢ média de trés determinacdes, e.p.m. — erro padrao da média, DPR% - desvio padrio relativo

percentual, Abs — absorvancia.
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A representacdo grafica de curva analitica e o coeficiente de regressdo das solucdes
de cefoxitina sédica em concentracdes de 18,0 a 28,0 pg/mL através do método

espectrofotométrico na regido de ultravioleta a 235 nm estdo representados na Figura 18.

0,9 -
0,8 -
0,7 -
0,6 -
0,5 -
0,4 -
0,3 - y = 0,0297x + 0,0341
0,2 R? = 0,9997
0,1 -
14 16 18 20 22 24 26 28 30

Concentracao ug/mL

Absorvéncia

Figura 18 — Representacdo grafica da curva de calibra¢do da solucdo de cefoxitina sédica

pelo método espectrofotométrico na regido ultravioleta a 235 nm.

7.1.4. Determinacao de cefoxitina na forma farmaceéutica

7.1.4.1. Preparo da solucao de cefoxitina substancia de referéncia

Foram pesados exatamente 20,0 mg de cefoxitina sédica substancia de referéncia e
transferida para baldao volumétrico de capacidade de 100 mL; o volume foi completado com

dgua purificada para obtencdo de uma solu¢@o com concentracao de 200,0 pg/mL.
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A partir desta solucdo foi transferida uma aliquota de 10,0 mL para baldo
volumétrico de 100 mL completando-se o volume com dgua purificada, obtendo solucio de
concentracdo final de cefoxitina sodica de 20,0 pg/mL, conforme Figura 19. Este

procedimento foi realizado em triplicata.

10,0 mL
200,0 pg/mL 20,0 pg/mL

BV 100,0 mL BV 100,0 mL

Figura 19 — Preparacdo das solucdes-substancia de referéncia utilizada no método

espectrofotométrico na regido de ultravioleta a 235 nm.

7.1.4.2. Determinacao do peso médio

Os recipientes que contém sélidos destinados a solugdes ou suspensdes injetaveis
devem ser examinados quanto ao peso de sdlidos dispensados a satisfazer as exigéncias

especificadas na monografia.
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Os solidos, cujos pesos médios sao maiores que 40 mg deve satisfazer as exigéncias
do teste descrito, quando o mesmo € realizado sobre 20 unidades. Para realizar o peso
médio devemos remover o rétulo do recipiente. Lavar e secar o recipiente externamente,
abrir e pesar imediatamente seu conteido. Esvaziar o recipiente o mais completamente
possivel por meio de leves batidas e enxaguar com &dgua, se necessdrio, € a seguir com
alcool etilico. Secar o recipiente a 105°C por uma hora ou, conforme a natureza do

conteudo, a temperatura mais baixa, até peso constante. Esfriar em dessecador e pesar.

A diferenca entre o peso do recipiente com o contetido e o peso do recipiente vazio
representa o peso do conteddo. Repetir este procedimento com dezenove recipientes. Nao
mais que dois dos pesos individuais podem desviar mais que 10% do peso médio
determinado sobre os vinte recipientes € nenhum devem desviar mais que 20% (FARM.

BRAS., 1988).

7.1.4.3. Preparo da amostra

ApOs a realizagdo do peso médio, uma quantidade de po equivalente ao teor do
frasco ampola foi exatamente pesada e transferida para baldo volumétrico de 1000 mL. O
volume foi completado com 4gua purificada para obtencdo de solugdo de concentracio
tedrica de 1,0 mg/mL. Uma aliquota de 10,0 mL foi transferida para balao volumétrico de
50,0 mL completando o volume com &dgua destilada, obtendo solucdo de concentragdo de

200,0 pg/mL.
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A partir desta solucdo foi transferida uma aliquota de 10,0 mL para baldo
volumétrico de 100 mL completando-se o volume com dgua destilada, obtendo solugdo de
concentracdo final de cefoxitina sédica de 20,0 pg/mL, conforme Figura 20. As leituras
foram realizadas em espectrofotdometro a 235 nm, utilizando-se cubetas de quartzo com 1,0
cm de espessura e &dgua purificada como branco. As solu¢des foram preparadas em

triplicata.

10,0 mL 10,0 mL

1,0 mg/mL 200,0 pg/mL 20,0 pg/mL
BV 1000,0 mL BV 50,0 mL BV 100,0 mL

ﬂ@“w‘@ — 7 =

Figura 20 — Preparacdo das solugdes-amostra utilizada no método espectrofotométrico na

regido de ultravioleta a 235 nm.
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7.1.4.4. Calculo

A concentragdo da solucdo amostra foi obtida pela Equacdo 1:

CA = AA . CSR / ASR

Em que:

CA = concentragdo da amostra (1Lg/mL)

Equaciao 1

CSR = concentragdo da substancia de referéncia (ug/mL)

AA = absorvancia da amostra

ASR = absorvancia da substancia de referéncia

O teor percentual de cefoxitina s6dica nas amostras foi calculado pela Equacio 2:

CA% = CA . 100 / Ct

Em que:

Equagdo 2

CA = concentracdo de cefoxitina sédica encontrado na amostra (mg)

Ct = concentracao de cefoxitina sddica tedrica na amostra (mg)
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Os valores experimentais da determinagdo de cefoxitina sddica nos frascos ampolas

pelo método proposto encontram-se na Tabela 12.

Tabela 12 — Quantidades determinadas para o doseamento de frascos ampolas de 1000,0

mg de cefoxitina sddica através do método espectrofotométrico na regido de ultravioleta a

235 nm.
ensaios Abs* quantidade teor % média + DPR %
encontrada e.p.m.
(mg)
I 0,608 971,00 97.10
I 0.611 976.00 97.60
I 0.610 975.00 97.50
97.60 % + 0.30
v 0,612 978,00 97,80 0.27
\ 0,611 976.00 97.60
A 0,612 980,00 98,00

* cada valor é a média de trés determinacgdes distintas.

e.p.m. — erro padrao da média; DPR% - desvio padrdo relativo percentual
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7.1.5. Teste de recuperaciao

O teste de recuperacdo foi realizado com o objetivo de comprovar a exatidao do
método proposto (AOAC, 1990; USP 28, 2005). Desta forma, quantidades conhecidas da
substancia de referéncia foram adicionadas nas solu¢des de cefoxitina s6dica amostras para
a quantificacdo da substancia. Para o ensaio de recuperaciao foram transferidas aliquotas de
solucdo-amostra para baldes volumétricos e nestes sao adicionadas quantidades exatamente
definidas de solucdo de cefoxitina sédica substincia de referéncia, preparadas em

concentracdes adequadas e referentes as obtidas para execucio do ensaio.

7.1.5.1. Preparo das solucoes

Foram analiticamente pesados exatamente 20,0 mg de cefoxitina sddica e
transferidos para baldao volumétrico de 100 mL para o preparo da solugdo de cefoxitina
sodica substancia de referéncia com concentragdo de 200,0 pg/mL. A solu¢do da amostra
foi preparada com concentracdo de 200,0 pug/mL, a partir da solucdo de cefoxitina sddica

frascos ampolas em concentrag¢do de 1,0 mg/mL, conforme descrito no item 7.1.4.2.

Para o ensaio de recuperagdo foram transferidas aliquotas de 10,0 mL de solugao-
amostra para baldes volumétricos de 100 mL denominados; A, R;, R, e R3;. Foram
adicionados 1,0; 2,0 e 3,0 mL da solu¢do de cefoxitina sddica substincia de referéncia em

concentracdo de 200,0 ug/mL, nos baldes Rj, R, e R3, respectivamente.
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Para o preparo da solu¢do padrdo foram transferidos 10,0 mL de solucdo de

cefoxitina sddica substancia de referéncia de 200,0 pg/mL para um baldo de 100 mL

completado o volume com dgua purificada, obtendo solucdo de concentracdo final de 20,0

png/mL.

Os volumes dos baldes foram completados com dgua purificada, obtendo-se

concentracdes de 20,0; 22,0; 24,0; 26,0; 20,0 pg/mL para os baldes A, Ri, R, Rz e P,

respectivamente (Tabela 13).

Tabela 13 — Preparacdo das solucdes para o teste de recuperacdo aplicado a amostra de

cefoxitina sédica para o método espectrofotométrico na regido de ultravioleta a 235 nm.

vol. solucao-

vol. cefoxitina

concentracao final

amostra sodlcaAsul?st. (ug/mL)
referéncia
em 100 mL
200,0pg/mL (mL)  200,0 pg/mL (mL)
A 10,0 - 20,0
Ry 10,0 1,0 22,0
R; 10,0 2,0 24.0
R; 10,0 3,0 26,0
P - 10,0 20,0

* cada valor é a média de trés determinacdes.
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7.1.5.2. Célculo de teste de recuperacao

A percentagem de recuperacao (R%) foi calculada através da expressdo descrita

pela AOAC conforme a equagdo 3 (AOAC, 1990):

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

Em que: Equagdo 3

Cf = Concentracgao da substancia de referéncia + concentracdo da amostra

Cu = Concentragao da amostra

Ca = Concentracio da substancia de referéncia adicionada

Os valores encontrados no teste de recuperacdo para frascos ampolas de cefoxitina

sddica estdo na Tabela 14.
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Tabela 14 - Teste de recuperacdo de solucdo de cefoxitina sédica substincia de referéncia
adicionada a solu¢do de cefoxitina sodica frascos ampolas através do método

espectrofotométrico na regido UV a 235 nm.

conc.tedrica Abs* conc. recuperacio
adicionada encontrada (%)
(pg/mL) (ug/mL)
2,0 0,657 22,27 102,00
R,
4,0 0,713 24,17 98,50
R;
R; 6,0 0,775 26,3 100,60

* Cada valor € média de trés determinacdes

7.1.6. Analise estatistica

A representagdo grafica da equagdo da reta foi determinada pela andlise de regressao
linear através do método dos minimos quadrados. As absorvancias utilizadas na
determina¢do da curva de calibracdo foram estatisticamente avaliadas pela andlise da

variancia (ANOVA), apresentada na Tabela 15 (MARONA e SCHAPOVAL, 1998).

Os parametros do tratamento estatistico sobre os valores experimentais obtidos para

a curva analitica encontram-se na Tabela 16.
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Tabela 15 — Anélise da variancia (ANOVA) das absorvancias determinadas na obtencao da

curva analitica de cefoxitina sddica através do método espectrofotométrico na regido de

ultravioleta a 235 nm.

fontes de variacao GL soma dos variancia F P
quadrados
ENTRE 5 0,18672 0,0373 778,02% 3,11
regressao linear 1 0,18649 0,1865 3885,24* 4,75
desvio de 4 0,00023 0,0001 1,21 4,79
linearidade
RESIDUO 12 0,00005 0,00005 - -
TOTAL 17 0,18677 - - -
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Tabela 16 - Parametros analiticos utilizados na determina¢@o de cefoxitina sddica através

do método espectrofotométrico na regido de ultravioleta a 235 nm.

parametros resultados
A maximo (nm) 235
€ 14088,93
limites da Lei de Beer (ug/mL) 18,0 a2 28,0
equacio:y =a + bx
a 0,0297
b 0,0341
r (coeficiente de correlacio) 0,9997
n 6

7.1.7. Discussao

Os espectros de absor¢do no ultravioleta sdo instrumentos uteis na identificacio de

compostos organicos e na elucidacdo de suas estruturas, no entanto a relacdo detalhada da

estrutura molecular com as bandas de absorcdo é muito extensa, mas uma informacdo

relativa a um composto de estrutura desconhecida pode algumas vezes ser obtida através da

comparagdo direta do seu espectro de absor¢do com os compostos-modelo de estrutura

conhecida (EWING, 2001).

A Lei de Lambert Beer explica que ha uma relacdo exponencial entre a transmissao

de luz através de uma sustincia e a concentragao da sustancia, assim como também entre a
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transmissdo e a longitude do corpo que a luz atravessa. Se conhecemos / e a, a
concentracdo da substincia pode ser deduzida a partir da quantidade de luz transmitida

(EWING, 2001).

O espectro de absor¢do mostrou pico de absor¢do maxima de 235 nm, utilizando
solucdo aquosa de cefoxitina sédica a 20,0 pg/mL (Figura 18). Com o objetivo de
determinar a linearidade, foi realizada curva de Ringbom. De acordo com a Lei de
Lambert-Beer, o intervalo de concentracdo de 18,0 a 28,0 pug/mL, mostrou-se linear,

apresentando coeficiente de correlacdo de 0,9997. A equacdo da reta, que se apresenta na

Figura 18, foi de y = 0,0297x + 0,0341.

O teste de recuperacdo foi efetuado com o objetivo de comprovar a exatidio do
método proposto. Desta forma, quantidades conhecidas da substancia de referéncia foram
adicionadas nas solugdes de cefoxitina sddica frascos ampolas para quantificacdo da
substancia. Obtivemos neste teste recuperacdo média de 100,40%. Com este resultado
comprovamos a exatiddo do método proposto, que € um dos requisitos obrigatérios para a
validacdo de métodos analiticos. A precisdo do método foi obtida utilizando-se seis
determinacdes de cefoxitina sddica frascos ampolas, sendo cada preparagdo realizada em
triplicata e as medicOes realizadas de preparagdes distintas. O desvio padrdo relativo foi de

0,30%.

A andlise estatistica dos resultados de absorvancia obtida foi matematicamente
verificada pela anédlise da varidncia (ANOVA). A andlise de variancia € um teste estatistico
amplamente difundido entre os analistas, e visa fundamentalmente verificar se existe uma

diferenca significativa entre as médias e se os fatores exercem influéncia em alguma

Greici Cristiani GomesTozo 101

Please purchase PDF Split-Merge on www.verypdf.com to remove this watermark.



Uuv

varidvel dependente, a principal aplicagdo da ANOVA € a comparagc@o de médias oriundas
de grupos diferentes, também chamados tratamentos; e os resultados obtidos, com F
significativo para fontes de variacdo ENTRE e regressdo linear, sendo que o desvio da
linearidade calculado mostrou-se menor que o tabelado; desta forma valida o método de

espectrofotometria na regido ultravioleta para cefoxitina sodica.

O teor médio de cefoxitina sédica determinada nos frascos ampolas foi de 97,60%;
medidos durante seis dias em triplicata, sendo cada medic¢do originada de solugdes distintas,
demonstrou a sensibilidade do método para detectar a substancia ativa nos frascos ampolas,

nao ocorrendo interferéncia dos excipientes.

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

exatiddo e linearidade.
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8. Método de analise microbiolégica
8.1. Consideracoes gerais

O objetivo deste estudo € realizar o desenvolvimento e a validagdo de ensaio de
quantificacdo de cefoxitina substancia de referéncia e forma farmacéutica, utilizando
método microbioldgico de difusdo em &dgar, que relaciona o tamanho da zona de inibicdo

com a concentracdo da substincia ensaiada.

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

2003).
8.2. Método

A partir de parametros especificados em ensaios com outros farmacos, como citam
os autores (FROEHLICH, 1991; FRATINI, 1993; SOUZA, 1995; EV, 1997, MARONA e
SCHAPOVAL, 1998; EV e SCHAPOVAL, 2002; WHITE, 1999), foram realizados testes
preliminares para padronizar as condi¢des a serem utilizadas verificando parametros como
microrganismo, meio de cultura, solu¢do diluente, concentragdes do inéculo e do farmaco,

conforme Tabela 17.
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Tabela 17 — Parametros utilizados para a avaliacdo de cefoxitina sddica por ensaio

microbiolégico — método de difusdo em 4gar — cilindros em placas.

parametros descricao

Staphylococcus aureus ATCC 12226

. . Staphylococcus epidermidis ATCC 6538
microrganismo

Escherichia coli ATCC 9372

meios de cultura meio n° 1 de Grove-Randall

meio n°2 de Grove-Randall

solugiio diluente solucdo tampao fosfato pH 6,0

solucdo tampao fosfato pH 8,0

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

concentracao da solucio padrao
50,0; 100,0 e 200,0 pg/mL
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8.3.Execucao do ensaio

A partir dos resultados obtidos com os diferentes microrganismos e meios de cultura
foi possivel estabelecer os parametros para a realizacdo do doseamento microbiolégico
(Tabela 18). A padronizacdo do ensaio foi realizada utilizando-se técnica descrita para

outros agentes antimicrobianos (FDA, 1996; Farm. Bras., 1988).

Tabela 18 — Parametros fixados na padronizacio de cefoxitina sédica no ensaio

microbiolégico — método difusdo em dgar — cilindros em placa.

parametros descricao
microrganismo Staphylococcus epidermidis ATCC 12226
meios de cultura meio n°l de Grove-Randall

meio n°2 de Grove-Randall

solucao diluente solugdo tampao fosfato pH 8,0
concentracao da soluciao padrao 50,0; 100,0 e 200,0 pg/mL
concentracao do inéculo 0,5% (V/V)
temperatura de incubacio 35,0+ 2,0°C
tempo de incubacio 18 horas
solucao diluente inicial dgua purificada
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8.3.1. Preparo das solucoes-padrao de cefoxitina sodica

Foram transferidos 100,0 mg de cefoxitina sdédica substiancia de referéncia,
exatamente pesados, para baldo volumétrico de 100,0 mL e dissolvidos em dgua para
obtencdo de uma solu¢do com 1,0 mg/mL. Desta solu¢do foram tomadas aliquotas de 0,5;
1,0 e 2,0 mL com auxilio de uma bureta de 10,0 mL e transferidas para baldo volumétrico
de 10,0 mL, respectivamente, completando o volume com solu¢do tampao pH 8.0, obtendo

as solucdes de concentragdo de 50,0; 100,0 e 200,0 pg/mL.

8.3.2. Preparo das solucoes de cefoxitina na forma farmacéutica

A partir do peso médio dos frascos ampolas realizado confome item 7.1.4.2, foi
pesado o equivalente a 100,0 mg de cefoxitina sddica que foram transferidos para baldo
volumétrico de 100 mL e dissolvidos em dgua para obten¢do de uma solu¢cdo com 1,0
mg/mL. Desta solu¢do foram tomadas aliquotas de 0,5; 1,0 e 2,0 mL e transferidos para
baldo volumétrico 100,0 mL, respectivamente, completando o volume com soluc¢do tampao

pH 8,0, obtendo as solugdes de concentracao de 50,0; 100,0 e 200,0 pg/mL.
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8.4. Material

No doseamento microbiolégico, foram utilizados os meios n°l de Grove-Randall
(Merck), para a manutencao dos microrganismos em tubos com meio inclinado, meio n°l
de Grove-Randall (Merck), como camada base e meio n°2 como camada de indculo e caldo
nutriente (Merck) na preparacdo e padronizacdo do indculo. Os meios de cultura e as
solucdes 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 diametro
e cilindros de aco inoxiddavel com 6,0 mm de didmetro interno x 8,0 mm de diametro
externo x 10,0 mm de altura. Estes materiais, assim como a vidraria ndo volumétrica, foram

esterilizados em estufa.

8.5. Preparo do inéculo

Os microrganismos-teste Staphylococcus epidermidis ATCC 12226 foram mantidos
em meio inclinado n°1, de manuten¢do por 24 horas e repicados para caldo nutriente de
forma a obter uma suspensdo de bactérias que fornecesse 25,0 + 2,0% de transmitancia,
medida em fotocolorimetro a 580 nm (FARM. BRAS, 1988). Apds a padronizagdo, o
inoculo foi utilizado a 0,5% (V/V) em meio n°2 de Grove-Randall, mantido em banho a
47,0°C = 1,0°C. Todos os meios de cultura e solugdes tampao foram esterilizados em

autoclave a 121,0°C durante 15 minutos.
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8.6. Ensaio

Foram utilizadas 36 placas de Petri para o doseamento de cefoxitina sddica em
frascos ampolas. Em capela de fluxo laminar, foram transferidos com auxilio de pipetador

automatico, 20,0 mL de meio n°1 de Grove-Randall para a camada base em cada placa.

Ap06s a solidificacdo desta camada, foram adicionados por meio de um pipetador
automatico, 5,0 mL de meio n° 2 de Grove-Randall com indéculo a 0,5% (V/V). Apos a
solidificacdo da camada semeada, foram distribuidos 6 cilindros de ago inoxidavel por
placa, que receberam, com auxilio de pipetador automdtico, 200,0 uL das solugdes

descritas no item 8.3.3.1 e 8.3.3.2. em cada cilindro.

As placas foram incubadas a 35,0°C + 2,0°C e apds 18 horas realizadas as medidas

dos didmetros dos halos de inibi¢do com auxilio de paquimetro.

Os valores dos diametros dos halos de inibi¢do do crescimento bacteriano, obtidos
para as solucdes em diferentes concentracdes de padrdo e amostra de cefoxitina sddica

encontram-se na Tabela 19.
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Tabela 19 — Valores dos didmetros dos halos de inibi¢do obtidos no doseamento de
cefoxitina sdédica pelo ensaio microbioldgico através do método difusdo em agar — técnica

cilindros em placas.

concentracao didmetros dos halos didmetro médio DPR %

(ng/mL) de inibicao (mm)* + e.p.m

19,70 - 19,80
50,0 20,30 - 19,40

19,943 + 0,37 1,89
P1 20,40 - 20,00

24,80 — 24,30
100.0 23,80 - 24,50

+
P2 23,70 — 24,20 24,210 0,41 1,72

28,10 — 28,40
200.0 28,30 - 28,50

28,310 £0,2 1,01
P3 27,90 — 28,70 8,310:£0,28 -

20,00 - 19,40
50,0 19,70 - 19,30

19,660 + 0,29 1,50
Al 20,00 - 19,60 9660 +0

23,70 - 23,80
100.0 23,30 - 23,40

23,70 + 1,2
A2 23,60 — 24,10 3,70 £0,30 ,28

28,00 — 28,30
200.0 28,10 — 28,00

28,100 £ 0,27
A3 27,70 — 28,50 8100 £0, 0.98

Cada valor do halo de inibi¢do corresponde a média de 6 determinagdes, média £ erro padrdo

média, DPR % - desvio padrao relativo percentual
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8.6.1. Calculos

A reta foi construida em grafico logaritmo da concentracdo versus diametro dos
halos de inibicdo, com as médias dos diametros de cada uma das concentracdes da
substancia de referéncia. A curva analitica foi construida, em decorréncia dos valores da
média do diametro das concentragdes 50,0; 100,0 e 200,0 png/mL. A curva foi construida

utilizando o programa Excel 98 (Figura 21).

E 30,00
S 2500 |
o
2 20,00
£
@ 15,00 -
S 1000 | y = 13,935x - 3,712
o R® = 0,9998
% 5,00 -
E
:E - T T T T
[a]
1,5 1,7 1,9 2,1 2,3 2,5
Log C (ug/mL)

Figura 21 — Representacdo grafica da curva analitica de cefoxitina sddica através do ensaio

microbioldgico — método de difusdo em 4gar.

Para a construcdo da curva analitica foram utilizados 3 pontos como preconizado
pela Farm. Bras. (1988) para delineamento 3 x 3. A disposi¢@o das solu¢des substancia de
referéncia (P) e amostra (A) na placa de Petri antes e apds o ensaio sdo demonstradas pelas

Figuras 22 e 23, respectivamente.
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Figura 22 - Delineamento 3 x 3, demonstrando a disposicdo das solugdes substancia de
referéncia (P) e amostra (A) na placa de Petri, onde P; (50 pug/mL); P> (100 ug/mL); P3

(200 pg/mL) e A; (50 pg/mL); As (100pug/mL); A3 (200 pg/mL)

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

ensaio I, II, III, IV, V e VI, sendo cada ensaio a média de seis determinagdes.
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Figura 23 - Delineamento 3 x 3, demonstrando a disposicdo das solugdes substancia de
referéncia (P) e amostra (A) na placa de Petri, onde P; (50 pg/mL); P, (100 pg/mL); P3
(200 pg/mL) e A; (50 pg/mL); A, (100 pg/mL); A3 (200 pg/mL)
Equacao de HEWITT

T/R (%) = Antilog M x 100 Equacdo 4

M=F/b b=E/N

Em que:

F= 1/3[(A1 +A; + A3) - (P1+P2+ P3)]
I = logaritmo da razdo das doses

E=Y[(A3+ P3) - (A1 + Py)]
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Os resultados obtidos na determinagdo de cefoxitina sddica frascos ampolas no
ensaio microbioldgico, calculados pela férmula de HEWITT (1977) estdo apresentados na

Tabela 20.

Tabela 20 — Valores experimentais obtidos para o doseamento de cefoxitina sodica através

do ensaio microbioldgico difusdao em dgar — cilindros em placa.

ensaio valor encontrado teor (%) média + e.p.m. DPR %
(mg/ampola)
I 947,00 94,70
IT 981,40 96,14
III 940,00 94,00 94,90 +£0,77 0,81
10" 940,00 94,50
v 955,00 95,50
VI 946,00 94,60
P <0.05

e.p.m. - erro padrdao da média, DPR % - desvio padrao relativo percentual
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8.6.2. Analise estatistica

A equacdo da reta para representacdo grafica da curva de analitica foi determinada
através de regressdo linear, pelo método dos minimos quadrados. Para a constru¢do da
curva analitica foi utilizado trés pontos, cada um representando a média de trés
determinagdes. A validacdo da metodologia foi realizada pela andlise da varidncia
(ANOVA), segundo tratamento estatistico preconizado pela Farm. Bras. (1988) para ensaio

3 x 3 (Tabela 21).
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Tabela 21 — Analise da variancia dos dados obtidos no doseamento de cefoxitina sodica

pelo ensaio microbioldgico difusdo em agar — cilindros em placa.

fontes de variacao GL SQ QM Fcalc Ftab
preparacao 1 1,000 1,000 8,779* 4,24
regressao 1 424,200 424,200 3723,960% 4,24
desvio paralelismo 1 0,004 0,004 0,033 4,24
quadratico 1 0,017 0,017 0,148 4,24
diferenca de quadratico 1 0,151 0,151 1,328 4,24
desvio linearidade 2 0,168 0,084 0,7381 3,38
entre doses 5 425,372 85,074 746,849* 2,6
entre placas 5 0,416 0,083 0,760 2,6
dentro (erro) 25 2,348 0,114 - -
total 35 428,64 ; - -

* significativo para P < 0,05

8.7. Teste de recuperacao

O teste de recuperacgdo foi realizado com o objetivo de determinar a exatidao do método

proposto (AOAC, 1990; USP 28, 2003).
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8.7.1. Preparo das solugoes

O teste de recupera¢do no doseamento microbioldgico € realizado da mesma forma
que para o doseamento das solu¢des amostra, com a diferenga que, a solucdo amostra estara

adicionada de padrdo.

No desenvolvimento do teste de recuperacdo do doseamento microbiolégico foram
padronizados valores de 5,0; 10,0 e 20,0% de substancia de referéncia adicionada, acima
dos 100,0% preconizados. Neste ensaio, preparou-se uma solu¢do de substancia de
referéncia com concentracdio de 1,0 mg/mL, pesando-se 100,0 mg de substincia de
referéncia em baldo volumétrico de 100 mL com 4gua purificada. A solu¢do amostra foi
preparada pesando-se o equivalente a 100,0 mg de cefoxitina sddica e diluida com dgua
purificada em baldo volumétrico de 100 mL, obtendo-se solu¢do de concentracdo de 1,0
mg/mL. As solucdes para o teste de recuperagdo foram preparadas da seguinte forma: para
a recuperacdo 1 foram transferidos volumes de 0,25; 0,50 e 1,0 mL da solu¢do amostra
para cada baldo volumétrico de 100 mL. A partir da solu¢do substincia de referéncia de
1,00 pg/mL foram transferidos analiticamente, 5,0; 10,0 e 20,0 mL para baldes
volumétricos de 100 mL, 100 mL, 100mL respectivamente, completando-os com tampao

fosfato pH 8.0.

Para a recuperag@o 2 foram transferidos volumes de 0,5; 1,0 e 2,0 mL da solucgdo
amostra para cada baldo volumétrico de 100 mL. A partir da solucdo substancia de

referéncia de 1,00 ug/mL foram transferidos analiticamente, 5,0; 10,0 e 20,0 mL para
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baldes volumétricos de 100 mL, 100 mL, 100mL respectivamente, completando-os com

tampao fosfato pH 8.0.

Para a recuperagdo 3 foram transferidos volumes de 1,0 ; 2,0 e 4,0 mL da solucgdo
amostra para cada baldao volumétrico de 100 mL. A partir da solucdo substancia de
referéncia de 1,00 pg/mL foram transferidos analiticamente, 5,0; 10,0 e 20,0 mL para
baldes volumétricos de 100 mL, 100 mL, 100mL respectivamente, completando-os com

tampao fosfato pH 8.0.

Desta forma obtivemos as seguintes concentragdes tedricas:

- Para o teste de recuperacao 1: 52.5; 105,0 e 210,0 pg/mL, representando os 5,0%

adicionados.

- Para o teste de recuperacao 2: 55,0; 110,0 e 220,0 pg/mL, representando os 10,0%

adicionados.

- Para o teste de recuperacao 3: 60,0; 120,0 e 240,0 ug/mL, representando os 20,0%

adicionados.

- Solucoes Padrao e Amostra: 50,0; 100,0 e 200,0 nug/mL, representando os 30,0%

adicionados.

As solugdes foram preparadas conforme Tabela 22.
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Tabela 22 - Representacdo do esquema de preparacao das amostras no teste de recuperagdo

de cefoxitina sédica no doseamento microbioldgico difusdo em dgar cilindros em placa.

vol. da amostra

vol. da solucao

concentracio tedrica

adicionada padrao adicionada  de amostra + padrao
em 100 mL
(mL) (mL)
(ug/mL)
(1,00 mg/mL) (1,00 mg/mL)

0,25 5,00 52,50
recuperacio 1 0.50 10,00 105,00
1,00 20,00 210,00
0,50 5,00 55,00
recuperacao 2 1,00 10,00 110,00
2,00 20,00 220,00
1,00 5,00 60,00
recuperacio 3 2,00 10,00 120,00
3,00 20,00 240,00

Apoés a execucdo do ensaio, as placas foram colocadas em estufa incubadora a

35,0°C + 2,0°C. Apés 18 horas, foram realizadas as medidas dos didmetros dos halos de

inibicio ao centésimo de milimetro, com auxilio de paquimetro. A poténcia do

antimicrobiano foi calculada pela equacdo de HEWITT (1977), e a partir do valor

encontrado da poténcia dos ensaios de recuperacio.
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8.7.2. Calculo do teste de recuperacao

A porcentagem de recuperacdo (R%) foi calculada através da expressdo descrita pela

AOAC (AOAC, 1990):

R% = [(Pr - PA)/Pp] . 100 Equacdo 5

Em que:
Pr= poténcia da substancia de referéncia + amostra
P4 = poténcia da amostra

Pp = poténcia da substancia de referéncia adicionada

Os resultados do método microbiolégico para a determinacdo de cefoxitina sdédica em

frascos ampolas estdo apresentados na Tabela 23.
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Tabela 23 — Valores experimentais do teste de recuperacdo obtidos em amostras de
cefoxitina sddica em frascos ampolas, através do ensaio microbiolégico, método difusdo

em agar — cilindros em placas.

atividade percentual de padrao recuperacao (%)
adicionada
recuperacao 1 5,00 99,00
recuperacio 2 10,00 102,00
recuperacio 3 20,00 99,50

8.8. Discussao

Para assegurar a validade do ensaio microbioldgico difusdo em édgar — cilindros em
placa na determinag@o da poténcia de cefoxitina sédica foram utilizados trés concentracdes
diferentes para amostra, idénticas as da substincia de referéncia, em delineamento 3 x 3
(FARM. BRAS., 1988). Estas doses estdo em progressdo geométrica, jd que o sistema
utilizado possui relagdo linear entre logaritmo da concentracdo da substancia testada e os

diametros dos halos de inibicao.

As diluicdes foram estipuladas de acordo com o tamanho do halo produzido, de
forma a ndo se sobreporem e ficarem bem espagados. A solu¢do tampao fosfato utilizada
foi pH 8.0, pois em pH 6.0 havia sobreposi¢do dos halos e pouca repetibilidade entre as

medidas.
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A utilizagdo cepas de S. aureus e E. coli, ndo apresentou condi¢des de utilizagdo por
apresentar halos mal delimitados e medidas irregulares nas faixas de concentracio e
diluentes testados. No entanto, S. epidermidis mostrou-se muito adequado por fornecer

halos regulares, bem delimitados, boa repetitibilidade e possuir baixa patogenicidade.

Através dos resultados obtidos foi construida a curva analitica com solucdes de
50,0; 100,0 e 200,0 pug/mL, as solugdes foram preparadas em triplicata, apresentando

coeficiente de correlagdo igual a 0,9998. A equacgdo da reta foi y = 13,935x — 3,712.

O teste de recuperacdo foi efetuado com o objetivo de comprovar a exatidio do
método proposto. Desta forma, quantidades conhecidas da substancia de referéncia foram
adicionadas nas solugdes de cefoxitina sédica frascos ampolas para quantificacdo da
substancia. Obtivemos neste teste recuperagdo média de 100,20%; realizado em triplicata.
Com este resultado comprovamos a exatidao do método proposto, que é um dos requisitos
obrigatérios dos métodos analiticos. A precisdo do método foi obtida utilizando-se 6
determinacdes de cefoxitina sédica em frascos ampolas, realizadas em triplicata. O desvio
padrao relativo foi 0,81% e o teor de cefoxitina sddica determinado nos frascos ampolas foi

calculado através da equacao de HEWITT obtendo teor médio de 94,90%.

A andlise estatistica dos resultados de didmetro dos halos obtidos foi
matematicamente verificada pela andlise da variancia (ANOVA). A andlise de variancia é
um teste estatistico amplamente difundido entre os analistas, e visa fundamentalmente
verificar se existe uma diferenca significativa entre as médias e se os fatores exercem

influéncia em alguma varidvel dependente, a principal aplicacio da ANOVA € a

comparacdo de médias oriundas de grupos diferentes, também chamados tratamentos; e os
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resultados obtidos, com F significativo para fontes de variacdo preparacdo, regressdo e
entre doses, sendo que o desvio do paralelismo, desvio da linearidade, entre placas
calculado mostrou-se menor que o tabelado; desta forma valida o método microbioldgico

para cefoxitina sédica em frascos ampolas (Tabela 19).

O método proposto consiste de uma técnica que permite indicar a poténcia do
produto uma vez que apresenta sensibilidade, linearidade, repetitibilidade, exatiddo e

precis@o adequadas, segundo a Farmacopéia Brasileira (FARM. BRAS., 1988).
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9. Titulometria iodométrica

9.1. Consideracoes gerais

Os métodos volumétricos que utilizam reacdes de oxidagao e redu¢dao dependem dos
potenciais das semi-reagdes envolvidas, mas além dos potenciais favordveis, os agentes
oxidantes e redutores devem ser estdveis em solugdo e a substincia a ser determinada deve
ser colocada sob um determinado estado da oxidagdo, definido e estdvel, antes da titulacio

ser iniciada.

A iodometria ¢ um método volumétrico indireto, em que um excesso de fons iodeto
¢ adicionado a uma solu¢do contendo o agente oxidante, que reagird produzindo uma
quantidade equivalente de iodo que serd titulado com uma solu¢do padronizada de

tiossulfato de sédio.

Pelo fato do potencial de redugdo ser relativamente baixo, poucas substancias sao
oxidadas pelo iodo, daf a existéncia de poucos métodos iodimétricos. Por outro lado, muitas
espécies sdo capazes de oxidar o iodeto a iodo, resultando numa ampla variedade de
métodos indiretos ou iodométricos, em que a espécie de interesse € quantitativamente
reduzida em excesso de solucdo de iodeto liberando o equivalente em iodo, e esse € dosado
por titulagdo com uma solu¢do padrio de um redutor. O método iodométrico € mais
vantajoso porque o iodo é gerado in situ evitando perdas por volatilizagdo, uma vez que é
facilmente sublimavel (VOGEL, 1992).

O tiossulfato de sédio é o redutor mais empregado como titulante do iodo gerado

nas metodologias iodométricas. Normalmente as solugdes sdo preparadas a partir do sal

Greici Cristiani Gomes Tozo 123

Please purchase PDF Split-Merge on www.verypdf.com to remove this watermark.



Método Iodométrico

pentaidratado, NaxS>03. 5SH,O (PF = 248,18 g/mol), e devem ser posteriormente
padronizadas, pois este sal ndo se enquadra como um padrdo primdrio. Normalmente as
solucdes devem ser preparadas com dgua destilada previamente aquecida a ebuli¢do para
eliminar o CO; dissolvido e também prevenir a decomposi¢do do tiossulfato por bactérias.
E de praxe adicionar algumas gotas de cloroférmio que funciona como um eficiente
conservante. Além disso, cerca de no maximo, 0,1g/LL de Na,COs € adicionado para
garantir uma leve alcalinidade na solugdo, pois ion 82032' se decompde em meio 4cido,
catalisado pela agdo da luz, liberando enxofre coloidal e conferindo turbidez na solugao.
Por outro lado, hidréxidos de metais alcalinos e bérax, ndo devem ser adicionados, pois
tendem a acelerar a decomposicao sob a¢do do oxigénio atmosférico:

Assim: 82032' +20,+H,0 —» 28042' +2H", asolucdo deve ser armazenada
em frasco escuro (ambar) logo apds a preparac@o.O dicromato de potéssio (K,Cr,O7) pode
ser utilizado como padrido primdrio para a padronizacdo indireta do tiossulfato, da mesma
forma que o bromato e o iodato. Porém, em meios moderadamente 4cidos, a reacdo de
geracdo de iodo (triiodeto) ndo € instantanea, sendo necessdrio um meio de elevada acidez,
concomitantemente aumentando o risco da oxidacdo do iodo formado pelo oxigé€nio
atmosférico (CLEWELL et al., 2003 VOLZKE et al., 2003).

Nas titulagdes iodométricas, o amido € utilizado como indicador, pois forma
complexo com I, de coloracdo azul intensa, € mesmo em concentracao de 10°mol/L, o iodo
pode ser detectado. O denominado amido solivel é encontrado comercialmente e se
dispersa facilmente em dgua. Por outro lado, o complexo amido-I, € relativamente pouco
soluvel, e, portanto, nas titulagdes iodométricas o indicador deve ser adicionado na solucio
do analito um pouco antes do ponto de equivaléncia em que a concentragdo do iodo € baixa,

pois ocorre o fendmeno de adsor¢do do iodo. Uma vez que o amido € susceptivel ao ataque
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por microrganismos, € recomendavel preparar a solu¢do no dia da andlise. Normalmente,
prepara-se solucido de amido solivel a 0,5 — 1,0% (m/v) e adiciona-se dcido bérico como

preservativo, para prolongar o tempo de vida util (VOGEL, 1992).

9.2. Preparo das solu¢oes

9.2.1. Solucao de NaOH 0,1 M

Foram dissolvidos 40,0g de hidréxido de sédio R (Merck) em cerca de 950 mL de

dgua e completos com dgua para 1000 mL em baldo volumétrico (USP28, 2005).
9.2.2. Solucao de HC1 0,1 M

Foram diluidos 8,5 mL de acido cloridrico R (Merck) e completados com dgua para

1000 mL em baldao volumétrico (USP28, 2005).
9.2.3. Tiossulfato de sodio 0,02 M

Foram dissolvidos cerca de 26,0 g de tiossulfato de sédio R (Merck), 200,0 mg de
carbonato de soédio R, e adicionado &4gua para 1000 mL em baldo volumétrico,

recentemente fervida e resfriada (USP28, 2005).

9.2.3.1. Padronizaciao

Foram pesados exatamente cerca de 210,0 mg de dicromato de potdssio padrdo
primério (Merck), previamente pulverizados e dessecados a 120° durante 4 horas, e
dissolvidos em 100 mL de dgua em Erlenmeyer de 500 mL de rolha esmerilhada. A

amostra foi dissolvida por agitacdo do contetdo e, posteriormente, foram adicionados
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rapidamente 3,0 g de iodeto de potdssio R (Merck), 2,0 g de bicarbonato de s6dio R
(Merck) e 15 mL de acido cloridrico R (Merck). O frasco de Erlenmeyer foi fechado com
rolha e mantido em repouso no escuro durante 10 minutos.

A rolha e as paredes internas do Erlenmeyer foram lavadas com dgua e o iodo
titulado com a solucdo de tiossulfato de s6dio 0,02 M até que a solugdo apresentasse apenas
uma ligeira cor amarela. Uma aliquota de 3,0 mL de amido SI foi adicionada e a titulacdo
desenvolvida até o desaparecimento da cor azul.

A normalidade € calculada conforme a equacio 7.

m (mmg)
Teor = Equagao 7

V (mL) x 4,903

Em que:
m= massa de dicromato de potdssio em mg.

V= volume gasto na titulag¢do c/ tiossulfato de sédio 0,02 M.

9.2.4. Solucao de iodo 0,01 M

Foram dissolvidos 14,0 g de iodo R (Mallinckrodt) em solu¢do iodeto de potdssio
SR (36,0 g em baldo volumétrico de 100 mL com &gua), adicionadas 3 gotas de acido
cloridrico R (Merck) e volume completado com dgua para 1000 mL em baldo volumétrico

(USP28, 2005).
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9.2.4.1. Padronizaciao

Foram transferidos 25,0 mL volumetricamente desta solucdo de iodo 0,01 M para
um frasco de Erlenmeyer de 250 mL, diluido com 100,0 mL de dgua e adicionado 1,0 mL
de acido cloridrico 1N. O conteudo foi agitado vagarosamente e titulado com tiossulfato de
s6dio 0,02 M até amarelo pélido. Neste ponto foram adicionados 2,0 mL de amido SI para
determinac¢do do ponto final da titulacdo que se da pela visualizagdo da transparéncia da
solucdo.

O calculo da padronizagdo foi realizado conforme a Equagao 8:

VxFc=X
1000 mL 24,817¢g Equacao 8
X Y
Equivalente iodo: 12,69----------------- 24,81 Equivalente tiossulfato de s6dio
A Y

Valor teérico do Iodo 0,1M =0,31725

Fc= Y/0,31725

Em que:

V= volume tiossulfato gasto na titulagdo;

Fc= fator de corre¢do do tiossulfato de s6dio 0,02 M

Greici Cristiani Gomes Tozo 127

Please purchase PDF Split-Merge on www.verypdf.com to remove this watermark.



Método Iodométrico

9.2.5. Tampao acetato

Foram pesados exatamente 5,44 g de acetato de sédio R (Merck) e 2,40 g de 4cido

acético (Merck) e diluidos com 4dgua em baldao volumétrico de 100 mL.

9.2.6. Solucao amido SI

Foi triturado 1,0g de amido solivel com 10,0 mL de 4gua fria e adicionados
lentamente, sob agitacdo constante, em 200mL de dgua fervente. A mistura foi aquecida até
obter um fluido translicido tomando cuidado, uma vez que o aquecimento mais prolongado
que o necessdrio torna a solu¢do menos sensivel. O material foi deixado em repouso para
sedimentar e permitir a separacdo do liquido sobrenadante limpido para ser utilizado. E

necessdrio que seja preparada solu¢do nova no dia do uso (USP28, 2005).

9.3. Método

ApOs a realizagdo do peso médio descrito no item 7.1.4.2, uma quantidade de po
equivalente a 300 mg de cefoxitina sddica foi pesada em frasco de Erlenmeyer de 250 mL
com rolha esmerilhada adicionando-se volumetricamente 10,0 mL de solucdo de NaOH 0,1
M. O conteido foi deixado em repouso durante 20 minutos. Apds este tempo foram
adicionados volumetricamente 10,0 mL de HCI 0,1 M, 10 mL de tampao acetato e 25,0 mL
de solugdo de iodo 0,01 M e mantido ao abrigo da luz em repouso durante 20 minutos. O
excesso de iodo foi titulado com solucdo de tiossulfato de sédio 0,02 M usando como

indicador solu¢@o de amido SI.
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O teor de cefoxitina sédica foi determinado pela Equacdo 6:

Teor (%) =V x mEq x 100

Equacdo 6
2m

Em que:

V = volume de iodo 0,01M (mL)

mEq = miliequivalente de cefoxitina sddica (44.944 mg)

m = massa pesada de cefoxitina sddica

9.4. Determinacao de cefoxitina nas amostras

Ap6s a realizagdo do peso médio, conforme descrito no item 7.1.4.2 as amostras

foram anlisadas conforme procedimento descrito no item 9.2.

Este procedimento foi realizado em triplicata.

A determinac¢do do teor foi realizada de acordo com a equagdo 9:
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Teor (%) =V x mEq x 100

Equagdo 9
2m

Em que:

V = volume de iodo 0,01M (mL)

mEq = miliequivalente de cefoxitina sddica (44.944 mg)

m = massa pesada de cefoxitina sddica

Os resultados obtidos para a determinagdo de cefoxitina sddica nos frascos ampolas

sdo encontrados na Tabela 24.
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Tabela 24 — Quantidades determinadas para o doseamento de frascos ampolas de 1000 mg

de cefoxitina sddica através de iodometria.

repeticao dial (%) dia 2 (%) dia 3 (%) média inter-dia (%)

1 95,95 96,94 96,48
2 96,04 97,34 96,09
3 97,44 96,76 96,61 96,33
4 95,33 96,34 95,79
5 95,88 96,58 95,16
6 96,54 95,90 96,71

média

intra-dia (%) 96,20 96,64 96,14

S 0,72 0,50 0,59 0,60

DPR % 0,66 0,45 0,54 0,55
n 6 6 6 6

s — desvio padrdao; RSD - desvio padrio relativo percentual.

9.5. Teste de recuperacao

O teste de recuperacdo deverd ser realizado com o objetivo de determinar a exatidao

do método proposto (AOAC, 1990; USP 28, 2005).
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9.5.1. Preparo das amostras

O ensaio de recuperacdo foi conduzido da seguinte maneira: Para os ensaios de
amostra (A) e substancia de referéncia (P) foram pesados 300,0 mg e analisados conforme

procedimento descrito no item 9.4.

Resumidamente, foram pesadas quantidades de 300,0 mg de cefoxitina sédica
amostra em trés frascos de Erlenmeyer com rolha esmerilhada, sendo R1, R2 e R3. Foram
adicionados 30,0; 60,0 e 90,0 mg de cefoxitina sddica substiancia de referéncia,
representando 10,0%, 20,0% e 30,0% em cada um dos Erlenmeyers R;, R, e Rsj,

respectivamente. Desta forma procedeu-se a anélise de teor conforme descrito no item 9.4.

A balancga utilizada nas pesagens foi previamente calibrada e aferida; as solugdes e

reagentes utilizados no ensaio foram todos de grau analitico.

O preparo das solugdes para o teste de recuperacio encontra-se na Tabela 25.
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Tabela 25 — Preparacdo das solucdes para o teste de recuperacdo aplicado a amostra de

cefoxitina sédica para o método de iodometria.

Massa amostra Massa da Concentracao
adicionada substincia de
referéncia final
(mg)
A 300,00 - 300,00
Ry 300.00 30,00 330,00
R, 300.00 60,00 360,00
R; 300.00 90,00 390,00
P - 300,00 300,00

* cada valor € a média de trés determinagdes

9.5.2. Calculo do teste de recuperacio

A percentagem de recuperagdo (R%) foi ser calculada através da expressao descrita

pela AOAC demonstrada através da equacio 10 (AOAC, 1990):
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R%=[(Cf-Cu)/Ca]. 100

Equacdo 10

Em que:

Cf = Concentracao da substancia de referéncia + amostra

Cu = Concentragdo da amostra

Ca = Concentragdo da substancia de referéncia adicionada

Os valores encontrados no teste de recuperacdo para cefoxitina sédica estdo na

Tabela 26.

Tabela 26 — Teste de recuperacdo de solug¢do de cefoxitina sddica substancia de referéncia

adicionada a solucdo de cefoxitina sddica frasco ampolas através de iodometria.

Padrao adicionado (%) Padrao adicionado recuperaciao (%)

(mg)
R, 10,00 30,00 99,59
R, 20,00 60,00 102,49
R3 30,00 90,00 99,89
* Cada valor € média de trés determinacdes
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9.6. Discussao

O método iodométrico para determinacdo de cefoxitina sdédica em matéria-prima e
injetdveis apresenta baixo custo em instrumentacdo e facilidade de execugcdo em
laboratérios de rotina. O método analitico desenvolvido teve como referéncia o método

publicado na Farmacopéia Portuguesa para cefalexina.

O teste de recuperacdo foi efetuado com o objetivo de comprovar a exatidio do
método proposto. Desta forma, quantidades conhecidas da substancia de referéncia foram

adicionadas nas solucdes de cefoxitina sddica amostra para quantificagdo da substancia.

A recuperacdo média do método foi de 100,66%. Com este resultado comprovamos
a exatiddo do método proposto, que € um dos requisitos obrigatérios na validacdo de
métodos analiticos. A precisdo do método foi obtida utilizando-se 6 determinacdes de

cefoxitina sdédica frascos ampolas. O desvio padrdo relativo foi de 0,55%.

O teor médio de cefoxitina sddica determinado nos frascos ampolas foi de 96,33%;
demonstrando-se um método adequado para detectar a substiancia ativa nos frascos
ampolas. O método desenvolvido foi validado para a quantificacio de cefoxitina sédica em

frascos ampolas através de fatores como precisdo, exatidao e linearidade.
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10. Titulometria em meio nao aquoso
10.1. Consideracoes gerais

Farmacos que sdo bases ou dcidos muito fracos, ndo podem ser doseados em meio
aquoso, pois a dgua, solvente no processo, compete com o farmaco pelo titulante
dificultando a observacdo do ponto final da titulacdo. Por exemplo, em casos de farmacos
de natureza bdsica, a titulacio em meio aquoso sO € possivel quando sua basicidade
corresponde a pH = 6 (dissociagdo 10). Porém, se a base é mais fraca, podera ocorrer uma

reacdo de hidrdlise do sal formado impedindo a titulagao (SKOOG, 1996).

No entanto, farmacos com essas caracteristicas podem ser doseados em meio ndo
aquoso, sendo o 4cido acético glacial o solvente mais usado na anidrovolumetria. Essa
metodologia possui algumas vantagens como método rdpido e exato, podem-se titular
misturas de farmacos; grande utilidade, pois a grande maioria dos farmacos sdo acidos ou

bases muito fracas (VOGEL, 1992).

No entanto, também existem algumas desvantagens: os solventes organicos
apresentam expansao cubica superior a da dgua, portanto variacdoes de temperatura podem
causar erros analiticos, a amostra deve ser finamente pulverizada e solubilizada por

completo no solvente, alguns solventes sdo vendidos de forma restrita (VOGEL, 1992).

Os solventes inorgadnicos e orgdnicos para determinacdes em meio nao aquoso,
devem ser puros e de grau analitico. O dcido acético glacial é o mais utilizado, no entanto

se faz necessdrio verificar seu teor de dgua, que pode estar entre 0,1 e 1,0%; desta forma
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deve-se adicionar anidrido acético para converter toda d4gua em 4cido. O dcido acético pode
ser utilizado sozinho ou em combinagdo com outros solventes, tais como acetonitrila.
Podem também ser empregados DMF, dioxano, dlcoois (2-propanol, 1-butanol) (VOGEL,

1992).

10.2. Preparo das solugoes

10.2.1. Solucao de HCIO4

Para o preparo da solug@o de é4cido percldrico, uma aliquota de 8,5 mL de &4cido
perclérico foi adicionada em 500 mL de 4cido acético glacial e 21,0 mL de anidrido acético
(Merck), ap6s o resfriamento foi adicionado a solugdo dcido acético glacial R (Merck) em
baldo volumétrico para completar 1000 mL. A solu¢do foi mantida em repouso por um dia

para posterior padronizacdo (FARM. BRAS., 1988).

10.2.1.1. Padronizacao

Foram pesados exatamente cerca de 700 mg de biftalato de potassio (Merck),
previamente triturados e dessecados por 2 horas a 120°C e dissolvidos em 50,0 mL de 4cido
acético glacial em Erlenmeyer de 250 mL. Apds a adicdo de 2 gotas de indicador cristal
violeta SI, procedeu-se a titulacdo com a solu¢do de dcido perclérico até o ponto de
viragem indicado pela coloracio verde esmeralda.

A molaridade foi calculada considerando-se que 20,42 mg de biftalato de potdssio

equivalem a 1 mL de 4cido perclérico 0,1 M (FARM. BRAS, 1988).
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O célculo da molaridade foi realizado de acordo com a equacio 12.

Teor (%) = Mg)

V (mL) x 20,42

Equacao 12

Em que:
m= massa de biftalato de potdssio em mg;

V= volume gasto na titulag¢do c/ dcido perclérico 0,1 M em mL.

10.2.2. Solucao de cristal violeta SI

Foram dissolvidos 100 mg de violeta cristal R, em acido acético glacial em baldo

volumétrico de 100 mL (USP28, 2005).

10.3. Método

Todos os reagentes utilizados no ensaio foram de grau analitico e vidrarias

calibradas.

Ap6s a realizacdo do peso médio descrito no item 7.1.4.2, uma quantidade de pd
equivalente a 300 mg de cefoxitina sddica foram pesados em frasco de Erlenmeyer de 250
mL com rolha esmerilhada adicionando-se 50,0 mL de 4cido acético glacial R (Merck).
Apos agitagdo para promover a completa dissolucdo foi realizada a titulacdo com solucgdo

de 4cido perclorico 0,1 M usando como indicador solucdo de cristal violeta SI.

Greici Cristiani Gomes Tozo 138

Please purchase PDF Split-Merge on www.verypdf.com to remove this watermark.



Anidrovolumetria

O cdlculo para quantificacao foi realizado de acordo com a equagdo 11:

Teor (%) =V x mEq x 100

m Equacdo 11

Em que:

V = volume de HCIO4 (mL)
mEq = miliequivalente de cefoxitina sddica (44.944 mg)

m = massa pesada de cefoxitina sodica

10.4. Determinacao de cefoxitina nas amostras

Ap6s a realizacdo do peso médio, conforme item 7.1.4.2, uma quantidade de pd
equivalente a 300 mg de cefoxitina sddica foi pesada em frasco de Erlenmeyer de 250 mL
com tampa esmerilhada adicionando-se 50,0 mL de 4cido acético glacial R (Merck). Agitar
para promover a completa dissolug@o e titular com solu¢do de &acido perclérico 0,1 M

usando como indicador solucdo de cristal violeta SI.
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Realizar o célculo de acordo com a equagdo 13:

Teor (%) =V x mEq x 100

Equacdo 13
m

Em que:

V = volume de HCIO4 (mL)

mEq = miliequivalente de cefoxitina sddica (44.944 mg)

m = massa pesada de cefoxitina sddica

Os resultados obtidos para a determinagdo de cefoxitina sédica pelo método

titulométrico ndo aquoso encontram-se na Tabela 27.
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Tabela 27- Quantidades determinadas para o doseamento de frascos ampolas de 1000 mg

de cefoxitina sddica através de titulometria em meio ndo aquoso.

repeticao dial (%) dia 2 (%) dia 3 (%) média inter-dia (%)

1 95,95 97,60 96,48
2 96,04 97,30 95,70
3 95,50 96,76 96,61
4 97,90 96,34 96,80 97,17
5 97,30 96,58 97,45
6 96,80 97,87 95,40

média

intra-dia (%) 97,50 97,60 96,41

S 0,91 0,61 0,75 0,76

RSD % 0,83 0,55 0,68 0,69
n 6 6 6 6

s — desvio padrdo, RSD - desvio padrio relativo percentual
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10.5. Teste de recuperacao

O teste de recuperagao devera ser realizado com o objetivo de determinar a exatidao do

método proposto (AOAC, 1990; USP 28, 2005).

10.5.1. Preparo das amostras

O ensaio de recuperacdo foi conduzido da seguinte maneira: Para os ensaios de
amostra (A) e substancia de referéncia (P) foram pesados 300,0 mg e analisados conforme
procedimento descrito no item 10.4. Resumidamente foram pesadas quantidades de 300, O
mg de cefoxitina sédica amostra em trés frascos de Erlenmeyer com rolha esmerilhada,
sendo R1, R2 e R3. Foram adicionados 30,0; 60,0 e 90,0 mg de cefoxitina sédica
substancia de referéncia, representando 10,0%, 20,0% e 30,0% em cada um dos
Erlenmeyers R;, R, e Rj, respectivamente. Desta forma procedeu-se a andlise de teor

conforme descrito no item 10.4.

A balanca utilizada nas pesagens foi calibrada e aferida; as solucdes e reagentes

utilizados no ensaio foram todos de grau analitico.

A preparacdo das solucdes para o ensaio de recuperagdo encontra-se na Tabela 28.
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Tabela 28 - Preparacdo das solucdes para o teste de recuperacdo aplicado a amostra de

cefoxitina sédica para o método de titulometria em meio nao aquoso.

Massa amostra Massa da Quantidade
adicionada substancia de
referéncia final
(mg)

(mg)
A 300,00 - 300,00
R 300,00 30,00 330,00
R, 300,00 60,00 360,00
R; 300,00 90,00 390,00
P - 300,00 300,00

10.5.2. Calculo do teste de recuperacao

A percentagem de recuperagdo (R%) foi ser calculada através da expressio descrita

pela AOAC na equacdo 14 (AOAC, 1990):

Em que:

Cf = Concentragdo da substancia de referéncia + amostra

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

Cu = Concentragao da amostra

Ca = Concentracio da substancia de referéncia adicionada

Os resultados obtidos para o teste de recuperagdo encontram-se na Tabela 29.
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Tabela 29 — Teste de recuperacdo de solucdo de cefoxitina sddica substincia de referéncia

adicionada a solu¢do de cefoxitina sddica frascos ampolas através de titulometria nio

aquosa.
Padrao adicionado (%) Padrao adicionado recuperacao (%)
(mg)
R; 10,00 30,00 98,70
R, 20,00 60,00 100,75
R3 30,00 90,00 98,78
média 99,41

*Cada valor ¢ média de trés determinagdes

10.6. Discussao

O método por titulometria em meio ndo aquoso para determinacdo de cefoxitina
sédica em matéria-prima e injetdveis apresenta baixo custo em instrumentacdo e facilidade

de execucdo em laboratérios de rotina possibilitando o ponto final visual da titulag@o.

O teste de recuperacdo foi efetuado com o objetivo de comprovar a exatidio do
método proposto. Desta forma, quantidades conhecidas da substancia de referéncia foram

adicionadas nas solucdes de cefoxitina sddica amostra para quantificagdo da substancia.

O teste recuperacao forneceu média de 99,41%. Com este resultado comprovou-se a

exatiddo do método proposto, que € um dos requisitos obrigatérios na validacao de métodos
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analiticos. A precisdo do método foi obtida utilizando-se 6 determinagdes de cefoxitina

sddica frascos ampolas. O desvio padrdo relativo foi de 0,69%.

O teor médio de cefoxitina sddica determinado nos frascos ampolas foi de 97,17%;
demonstrando-se um método adequado para detectar a substincia ativa nos frascos
ampolas. O método desenvolvido foi validado para a quantificagdo de cefoxitina sédica em

frascos ampolas através de fatores como precisdo, exatidao e linearidade.
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11. Cromatografia liquida de alta eficiéncia
11.1. Consideracoes gerais

A cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) € uma das mais modernas
técnicas de separagdo e quantificagdo de substincias em escala de tempo de poucos minutos
com alta resolucdo, eficiéncia e sensibilidade. A partir de dados encontrados na literatura
para outras cefalosporinas (PEHOURCQ e JARRY, 1998; SAMANIDOU et al., 2004;
JOSHI, 2002; JOHNSON et al., 2000; EL-WALILY et al., 2000; SORENSEN e SNOR,
2000; FUJIMOTO et al.,, 1999; ABDEL-HAMID, 1998; BOMPADRE et al., 1998;
NISHINO et al., 2000) em fluidos bioldgicos e também para o cefoxitina (USP28, 2005),

alguns parametros foram testados para a determinacdo da cefoxitina.
11.2. Método

Foram testados para a selecdo de fase movel, misturas de acetonitrila, metanol e
dgua purificada de grau analitico previamente filtrados por membrana (0,45 pm e 47 mm),
sob vacuo, e desgaseificada empregando ultra-som ou pelo borbulhamento com gés hélio,
durante 15 minutos. Apds a estabilizacdo do sistema, foram injetados volumes pré-fixados

da solu¢do previamente filtrada em membrana com poro de 0,45 um.

Foram realizadas avaliacdes com diferentes tipos de fase movel, colunas para

elucidacdo das condigdes ideais de ensaio, conforme Tabela 30.
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O cromatograma obtido para cefoxitina sédica no sistema composto por:

acetonitrila: dgua: dcido acético 5 M (22:78: 1) encontra-se na Figura 24.
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Figura 24 — Cromatograma obtido por CLAE para solucdo de cefoxitina sédica amostra (A)
e substancia de referéncia (B) (condicdes cromatograficas: acetonitrila: dgua: dcido acético

SM (22 :78: 1), coluna Waters C18 (250,0 mm X 4, 6 mm; 5 tm) a 235 nm, tr = 7.5min.
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Tabela 30 - Parametros analiticos utilizados na determina¢@o de cefoxitina sddica através

do método por CLAE.

Parametro

Testes

Fase Movel

acetonitrila: d4gua: acido acéticoS M (22:78 : 1)
metanol: acetonitrila: tampao fosfato pH 7.0
(40:30:30)
acetonitrila: dgua: acido acéticoS M (19: 81 : 1)

metanol: dgua: dcido acético 5 M (12 : 87 : 1)

acetonitrila: dgua: acido acético 5 M (13 : 84,2 : 2,8)

Concentracao de
Substancia de Referéncia

5,0; 10,0; 20,0 e 30,0 ng/mL

Vazao 1,0 mL/min
1,5 mL/min
Detector UV
Comprimento de onda 235 nm
254 nm
Volume de injecao 20,0 uL
Velocidade de registro 0,5 cm/min
Temperatura 20,0 £ 1,0°C
Coluna Phenomenex C18 (150,0 mm X 4,6 mm; 5 pm)

Phenomenex C8 (250,0 mm X 4,6 mm; 5 m)

Waters C18 (250,0 mm X 4,6 mm; 5 [tm)
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Dos varios sistemas testados, o sistema utilizando a coluna Phenomenex C8 (250,0
mm X 4,6 mm; 5um) com fase mével Metanol: acetonitrila: tampao fosfato pH 7.0 (40 : 30
: 30) e metanol: dgua: acido acético (12 : 87: 1) apresentou pico em 9.5 minutos, com baixa
residuos abaixo da linha base; o sistema utilizando fase mével acetonitrila: 4gua: acido
acético 5 M (19 : 81 : 1) e acetonitrila: dgua: dcido acético S M (13 : 84, 2 : 2,8) com coluna
Phenomenex C18 (150,0 mm X 4,6 mm; Spum) e Waters C18 (250,0 mm X 4,6 mm; Spum)
apresentaram pico com baixo tempo de retencdo e baixa resolucdo.Os sistemas acima
citados foram avaliados nos comprimentos de onda de 235 e 254 nm; sendo escolhido para

validacdo do sistema a 235 nm, em vista dos ruidos apresentados nas leituras presentes em

254 nm.

O sistema que apresentou melhor desempenho em relacdo ao tempo de retencdo e
defini¢cdo dos picos, foi pré-selecionada a fase mével composta por acetonitrila: dgua: 4cido
acético 5 M (22 : 78 : 1), utilizando detector UV a 235 nm, coluna Waters C18 (250,0 mm
X 4,6 mm; 5 wm), por ser mais nova; vazdo 1 mL/min, nas concentracdes de 5,0; 10,0;
20,0 e 30,0 pg/mL obtendo linearidade indicada pela Figura 25. Os parametros
selecionados para o desenvolvimento do método cromatogrifico relacionados a curva

analitica encontram-se na Tabela 31.
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Figura 25 — Representacdo grafica da curva analitica da solugdo de cefoxitina sédica em

concentracdes de 5,0 pg/mL a 30,0 pug/mL através de CLAE a 235 nm.
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Tabela 31 — Condig¢des cromatograficas utilizadas na adequagdo de método por CLAE.

fase mével acetonitrila: d4gua: dcido acético 5 M
22:78:1)
coluna Waters C18 (250,0 mm X 4,6 mm; 5 wm)
comprimento de onda 235 nm
vazao 1,5 mL/min
sensibilidade de deteccao 0,5 AUFS
volume de injecao 20,0 uL.
velocidade de registro 0,5 cm/min
temperatura 20,0 £ 1,0°C
Faixa de concentracao 20,0 a 30 ug/mL
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11.3.0btencao da curva analitica

Para a realizagdo da curva analitica, foram pesados, analiticamente, 20,0 mg de
cefoxitina substancia de referéncia, previamente dessecadas e transferidas para baldo
volumétrico de 200,0 mL e adicionada dgua purificada para a obten¢do de solugdo com
concentracdo tedrica de 100,0 pg/mL. Desta solucdo, aliquotas foram transferidas para
baldes volumétricos de 10,0 mL para a obten¢do de solugdes com concentracdes dentro da
faixa de andlise de 20,0 a 30 ug/mL (Tabela 32). A representacio grafica da equacdo da reta
pode ser determinada pela andlise de regressdo linear através do método dos minimos
quadrados (RODRIGUES, 1986) (Figura 26). As dreas absolutas utilizadas na determinagao
da curva de calibracdo foram estatisticamente avaliadas pela andlise de varidncia

(ANOVA).
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Tabela 32 - Obtengdo da curva analitica de cefoxitina sodica em concentracdes de 20,0

png/mL a 30,0 pg/mL através de CLAE.

volume de volume de balao  concentracao final
cefoxitina sodica  volumétrico (mL)
100,0 pg/mL (mL) (ng/mL)
1 2,0 10,0 20,0
2 2,2 10,0 22,0
3 2,4 10,0 24,0
4 2,6 10,0 26,0
5 2,8 10,0 28,0
6 3,0 10,0 30,0

Os resultados das medidas das dreas absolutas obtidas para a curva analitica estdo

apresentados na Tabela 33 onde se observa o coeficiente de variagdo percentual médio.
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Tabela 33 — Areas absolutas determinadas na obtencdo da curva analitica de cefoxitina

sddica através de CLAE.

~ A l
concentracio (ug/mL)  areasabsolutas o 1ot média + DPR %

e.p.m.

8685,00

20,00 8692,00 8667,66 + 21,26 0,42
8625,00
9289,00

22,00 8901,00 9122,00 £ 198,19 0,72
9181,00
10530,00

24,00 10424,00 10459,00 + 61,48 0,59
10423,00
11167,00

26,00 11223,00 11234,00 £ 42,53 0,66
11313,00
11734,00

28,00 11884,00 11820,00 = 77,38 0,65
11842,00
12405,00

30,00 12537,00 12468,00 + 66,20 0,53
12462,00

e.p.m. — erro padrao da média, DPR% - desvio padrio relativo percentual
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Figura 26 — Representacdo grafica da curva de calibra¢do da solucdo de cefoxitina sédica

em concentracdes de 20,0 pg/mL a 30,0 pug/mL através de CLAE.

11.4. Analise estatistica

A representagdo gréfica da curva analitica e o coeficiente de correlacdo das solucdes

de cefoxitina sédica foram determinados pela andlise de regressdo linear através do método

dos minimos quadrados (RODRIGUES, 1986). As dreas absolutas utilizadas na curva

analitica foram estatisticamente avaliadas pela andlise da variancia — ANOVA (FARM.

BRAS., 1988), apresentadas na Tabela 34.
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Os parametros de tratamento estatistico sobre os valores experimentais obtidos para

a curva analitica encontram-se na Tabela 35.

Tabela 34- Andlise da variancia (ANOVA) das dreas absolutas determinadas na obtenc¢ao

da curva analitica de cefoxitina sddica através de CLAE.

fontes de GL soma dos variancia F P
variacao quadrados
ENTRE 5 23675011,11  4735002,222 261,5036 * 3,11
regressao linear 1 23662410 23662410,42 1306,8221 * 4,75
desvio de 4 12601 3150,173016 0,1740 3,26
linearidade
RESiDUO 12 217,282 18106,83333 - -
TOTAL 17 23892293,11 - - _

* significativo P < 0,05
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Tabela 35 - Parametros analiticos utilizados na determinagdo de cefoxitina sddica através

de CLAE.

parametros resultados

equacio: y =a + bx

a 2391,9
b 335,67
r (coeficiente de correlacio) 0,9995
n 6

11.5. Determinacao de cefoxitina nas amostras

11.5.1. Preparo da solucio de cefoxitina substancia de referéncia

Foram pesados 20 mg de cefoxitina sédica substincia quimica de referéncia e
transferidos para um baldao volumétrico de capacidade de 100 mL completando-se o volume
com &gua purificada, obtendo solu¢do final de concentracdo de 200 pg/mL. A partir desta
solucdo foi tomada uma aliquota de 2,5 mL com uma bureta e transferida para baldo
volumétrico de capacidade de 10,0 mL completando o volume com dgua purificada

obtendo concentracdo final de 25,0 pug/mL. Este procedimento foi realizado em triplicata.
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11.5.2. Preparo da amostra

Ap6s a realizacdo do peso médio, conforme item 7.1.4.2, uma quantidade de pd
equivalente 20 mg de cefoxitina sédica substancia quimica de referéncia e transferido para
um baldo volumétrico de capacidade de 100 mL completando o volume com &gua
purificada, obtendo solucdo final de concentracao de 200 pg/mL. A partir desta solucdo foi
tomada uma aliquota de 2,5 mL e transferida para um baldo volumétrico de capacidade de
10,0 mL completando o volume com &4gua purificada obtendo concentracdo final de 25,0

png/mL conforme Figura 27 . Este procedimento foi realizado em triplicata.

—> ﬁ —> ﬂ@ 1235
T

200,0 pg/mL 2.50 mL 25,0 pg/mL
BV 100,0 mL BV 10,0 mL

Figura 27 - Preparacdo das solugOes-substincia de referéncia utilizada no método por

CLAE para cefoxitina sédica substincia de referéncia e amostra.
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11.5.3. Calculo

Os valores experimentais da determinagdo de cefoxitina sédica em frascos ampolas

pelo método proposto encontra-se na Tabela 36.

Tabela 34 — Quantidades determinadas para o doseamento de frascos ampolas de 1000 mg

de cefoxitina sédica através de CLAE.

quant.
encontrada
repeticoes  areas absolutas® média + e.p.m teor % DPR %
(mg)

1034700 10361,00

1 10372,00 7,53 94,92 949,20 0,12
10365,00
10489,00

2 10462,00 10475,00 % 94,84 948,40 0,13

7,80

10475,00
10695,00

3 10633,00 10667,00 £ 93,45 934,50 0,30

18,21

10674,00
10787,00

4 10825,00 % 93,77 937,70 0,57
10896,00 35,53
10792,00

e.p.m. — erro padrao da média; DPR % - desvio padrio relativo percentual.
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A concentragdo da solucdo amostra foi obtida pela Equacao 15:

CA = AA . CSR / ASR

Em que:

CA = concentragdo da amostra (1g/mL)

CSR = concentracdo da substancia de referéncia (iLg/mL)

AA = area da amostra

ASR = area da substancia de referéncia

Equacao 15

O teor percentual de cefoxitina s6dica nas amostras foi calculado pela Equacao 16:

CA% = CA . 100 / Ct

Em que:

Equacdo 16

CA = concentracdo de cefoxitina sédica encontrado na amostra (mg)

Ct = concentracao de cefoxitina sddica tedrica na amostra (mg)
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11.6. Teste de recuperaciao

O teste de recuperagao devera ser realizado com o objetivo de determinar a exatidao do

método proposto (AOAC, 1990; USP 28, 2005).

11.6.1. Preparo das solucoes

Foi preparada solucdo de cefoxitina sdédica substincia de referéncia com
concentracdo de 100,0 pg/mL pesando-se exatamente 10,0 mg da substancia de referéncia e
diluindo-se com dgua purificada em baldo volumétrico com capacidade de 100 mL. A
solucdo amostra foi preparada com concentragdo 200,0 pg/mL, pesando-se 20 mg da

amostra e diluindo-se com dgua purificada em baldao volumétrico com capacidade de 100

mL.

Para o ensaio de recuperacdo foram transferidas aliquotas de 1,0 mL de solucdo
amostra (200,0 pg/mL) para baldes volumétricos de 10 mL denominados A, R;, R e Rs3.;
completando-se o volume com dgua purificada. Foram adicionados 0,2; 0,4 e 0,6 mL da
solucdo de cefoxitina sédica substincia de referéncia em concentragdao de 100,0 pg/mL, nos
baldes R;, R, e Rs, respectivamente. A solu¢do padrdo (P) foi preparada com 2,0 mL da
solucdo de cefoxitina sédica substancia de referéncia em concentracdo de 100,0 pg/mL em

baldo volumétrico de 10 mL.
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Todos os volumes foram transferidos com auxilio de bureta calibrada. Os volumes

dos baldes foram completados com dgua purificada, obtendo-se concentracdes de 20,0;

22,0; 24,05 26,0; 20,0 para os baldes A, Rj, Rz, R3 e P, respectivamente (Tabela 37).

Tabela 37- Preparacdo das solugdes para o teste de recuperacdo aplicado a amostra de

cefoxitina sédica para o método por CLAE.

vol. solucao-

vol. cefox. subst.

amostra referéncia
concentracao final
200,0 pg/mL (mL) 100,0 pg/mL (mL) (ug/mL)
A 1,0 - 20,0
R; 1,0 0,20 22,0
R; 1,0 0,40 24,0
Rs 1,0 0,60 26,0
P - 2,00 20,0
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11.6.2. Calculo do teste de recuperacao

A percentagem de recuperagdo (R%) foi ser calculada através da expressao descrita

pela AOAC conforme a equagdo 17 (AOAC, 1990):

R% =[(Cf-Cu)/Ca]. 100 Equagdo 17

Em que:

Cf = Concentragdo da substancia de referéncia + amostra

Cu = Concentragdo da amostra

Ca = Concentragdo da substancia de referéncia adicionada

Os valores encontrados no teste de recuperagdo para os frascos ampolas de

cefoxitina sddica estdo na Tabela 38.
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Tabela 38 — Teste de recuperacdo de solucdo de cefoxitina sddica substincia de referéncia

adicionada a solugdo de cefoxitina sédica em frascos ampolas através de CLAE.

conc. tedrica adicionada area absoluta* recuperacio (%)
(ug/mL)
Ry 20,00 8160,66 100,50
R, 40,00 8958,00 102,50
R; 60,00 9613,25 98,50

* Cada valor € média de trés determinagdes

11.7. Discussao

A cromatografia liquida de alta eficiéncia ¢ um método analitico de alto custo, tanto
pelo material de consumo necessario que se faz de solventes com alto grau de pureza e de
padrdes de referéncia como o custo do equipamento, sensivel, com capacidade de separacao
e quantificacdo dos compostos ativos e seus produtos de degrada¢do quando presentes,

podendo ser considerado como método de escolha.

Na cromatografia liquida as espécies que estdo sendo analisadas sofrem influéncia
enorme da fase estaciondria, e a0 mesmo tempo as propriedades destas sdo influenciadas
pela fase mével, fato que nao ocorre na cromatografia gasosa. Nesta técnica hd necessidade
de combinacdo de condi¢des experimentais como: tipo de coluna, fase mével e sua

composi¢do e vazdo, temperatura e quantidade de amostra injetada (CIOLA, 1998).
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De forma geral, as diversas fases mdvel testadas provocaram alteracdes na altura do
pico, baixa resolu¢do, alargamento dos picos e velocidade de migracdo diminuindo o tempo

de retencdo do composto analisado.

O método analitico desenvolvido teve como referéncia o método publicado na
Farmacopéia Britanica (BP, 2005), com fase mdvel simplificada, sem a utilizacdo de
tampdo, que tornam as andlises de CLAE mais complicadas, pois 0s sais inorganicos
podem danificar a coluna. A fase mével utilizada foi acetonitrila: dgua: acido acético 5 M

(22 :78 : 1, V/V/V). O tempo de retencao obtido foi de 7,5 minutos.

Através dos resultados obtidos foi construida a curva analitica na faixa de
concentracdo de 20,0 a 30,0 pg/mL, calculando-se o erro padrao da média e o coeficiente

de correlacdo de linear (R = 0,9995). A equacio da reta obtida foi de y = 335,67x + 2391,9.

O teste de recuperacdo foi efetuado com o objetivo de comprovar a exatidio do
método proposto. Desta forma, quantidades conhecidas da substancia de referéncia foram

adicionadas nas solucdes de cefoxitina sddica amostra para quantificagdo da substancia.

Obtivemos no teste recuperacdo média de 100,50%, realizada em triplicata. Com
este resultado comprovamos a exatiddo do método proposto, que é um dos requisitos
obrigatérios na validacdo de métodos analiticos. A precisdo do método foi obtida
utilizando-se 4 determinacdes de cefoxitina sddica frascos ampolas. O desvio padrdo

relativo foi de 1,70%.

A analise estatistica dos resultados das areas obtidas foi matematicamente verificada
pela andlise da varidncia (ANOVA). A andlise de varidncia € um teste estatistico

amplamente difundido entre os analistas, e visa fundamentalmente verificar se existe uma
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diferenca significativa entre as médias e se os fatores exercem influéncia em alguma
varidvel dependente, a principal aplicagdo da ANOVA € a comparagcdo de médias oriundas
de grupos diferentes, também chamados tratamentos; e os resultados obtidos, com F
significativo para fontes de variacdo ENTRE e regressdo linear, sendo que o desvio da
linearidade calculado mostrou-se menor que o tabelado; desta forma valida o método de

cromatografia liquida de alta eficiéncia para cefoxitina sddica.

O teor médio de cefoxitina sédica determinado por CLAE nos frascos ampolas foi
de 94,24%, realizada durante quatro dias sendo realizados em triplicata, demonstrando a
sensibilidade do método para detectar a substincia ativa nos frascos ampolas. O método
cromatografico desenvolvido ndo apresentou picos relativos a excipientes ou outros
interferentes presentes na amostra e foi validado para a quantificacdo de cefoxitina sédica
em frascos ampolas através de andlise estatistica através de fatores como sensibilidade,

precisdo, exatidao e linearidade.
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12. Estudo de estabilidade

Os estudos de estabilidade sdo conjuntos de métodos qualitativos e quantitativos,
realizados pelos fabricantes em produtos, os quais sdo submetidos a diferentes tempos e
condicdes de armazenamento, no sentido de avaliar seu prazo de validade e determinar sua
data de vencimento. Os testes podem ser divididos em fisicos, quimicos e microbioldgicos.
Os testes fisicos variam de acordo com a forma farmac€utica. Nos ensaios quimicos
destaca-se a realizacdo do doseamento e ensaios limites para produtos em decomposi¢ao
enquanto que os ensaios microbiolégicos podem incluir ensaios do tipo teste de eficdcia de
conservante ou mesmo ensaios de poténcia para fatores de crescimento e antibidticos. Tais

estudos devem ser realizados em camaras climaticas controladas e qualificadas.

A avaliagdo da velocidade de degradacdo de um medicamento ou de um de seus
componentes possibilita estimar o seu prazo de validade, tempo no qual o produto podera
ser usado, e para medicamentos € caracterizado pelo tempo durante o qual o farmaco perde
no maximo 10,0% de sua integridade, fundamentado no estudo de estabilidade sob
condicdes variadas. As velocidades das reagdes dependem de uma série de condicdes, tais
como: concentragdo de reagentes, temperatura, pH, radiacdo ou presenca de catalisadores.
A cinética de uma reacdo diz respeito a velocidade especifica de reacdo, a qual € expressa
por k, que indica a intensidade de degradacdo ou alteracdo dos componentes do
medicamento durante um determinado tempo. Seja uma reagdo entre compostos A ¢ B
formando produtos C e D, ki corresponde a cinética de formacdo de C e D e k-7 a reagdo

inversa. A meia-vida (t,,) de uma reacdo € importante termo derivado de equacdes de
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cinética quimica, é definida como tempo necessdrio para que a concentracdo de reagente
caia pela metade do valor inicial NUDELMAN, 1975).
A ti e o prazo de validade podem ser calculados com base na cinética de reacio k,

pelas equagdes:

t1/2 = 0,693 / k Equagao I8
Em que:
t12 = tempo de meia-vida
k = constante especifica
Equacdo 19

too = 0,1054/ £

Em que:
t12 = tempo de meia-vida

k = constante especifica

Embora todas as reacdes obedecam a lei de acdo das massas, a velocidade de uma
reacdo pode variar dependendo do tipo de reacio:

As reacdes sdo classificadas quanto a cinética como:

D reacdo de ordem zero (n = 0)
1I) reacao de primeira ordem (n = 1)
1II) reacdo de segunda ordem (n = 2)
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Equacao 20
c=k.t+cO quag

Em que:
Co = concentragdo inicial
¢ = concentracdo de produto no tempo ¢
Logo, considerando-se que o prazo de validade requer a detec¢do de, no maximo,
10,0% de produtos de degradagdo, ou seja, no minimo 90,0% de integridade. A meia-vida

(t1/2) e topg, podem ser calculados (NUDELMAN, 1975).

tla=c0/2k Equagﬁo 21

t90%=0,1c0/k|  Equacio 22

12.4. Material e métodos

O presente estudo de estabilidade realizado neste trabalho teve por objetivo
acompanhar o comportamento das amostras submetidas a condi¢des forgcadas de
armazenamento em camara climdtica (Marconi, MA-835) por um periodo de 12 meses a

uma temperatura de 30,0 £ 2,0°C e com 75,0 +5,0% de umidade relativa.

Greici Cristiani GomesTozo 169

Please purchase PDF Split-Merge on www.verypdf.com to remove this watermark.



Estabilidade

Uma quantidade de 24 frascos-ampolas foram submetidas ao ensaio em sua
embalagem original de vidro. Neste periodo as amostras foram analisadas mensalmente
empregando-se os métodos validados para doseamento de cefoxitina sdédica por
cromatografia liquida de alta eficiéncia Waters C18 (250,0 mm X 4,6 mm; 5 im), detector
UV-Vis 235 nm, fase mével: acetonitrila: dgua: dcido acético S M (22 : 78 : 1, V/IV/V),
fluxo 1,5 mL/min) conforme item 11 e através do método de doseamento microbioldgico

delineamento 3 x 3 (Staphylococcus epidermidis ATCC 12226, 50,0; 100,0 e 200,0

png/mL), conforme item 8.

Ao final do periodo de armazenamento as amostras foram analisadas através dos
dois métodos propostos, em triplicata; obedecendo-se as condi¢des propostas durante as
validacOes. Quanto aos estudos cinéticos a constante de degradacdo k foi calculada
conforme equagdo 20; e o prazo de validade (t90%) e meia vida (t1/2) conforme as equacdes

21 e22.

12.5. Resultados

Os resultados obtidos para a determinacdo do doseamento de cefoxitina sédica em
injetdveis submetidos ao estudo de estabilidade sob condicdes de temperatura de 30,0 +
2,0°C e com 75,0 £5,0% de umidade relativa por cromatografia liquida de alta eficiéncia

e doseamento microbioldgico estdo nas Tabela 39 e Tabela 40, respectivamente.

Nas reagdes de ordem zero a velocidade da reacdo ndao depende da concentragdo das

massas dos reagentes, desta forma o fator limitante pode ser a solubilidade, presenca de
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catalisadores ou luz, sendo caracterizados por gréficos lineares da correlacdo tempo versus
concentracdo, pode ser representada pela equacdo (NUDELMAN, 1975; GIL, 2005).

O grafico da concentracdo versus tempo para determinacdo de teor de cefoxitina
sodica durante 12 meses por CLAE e doseamento microbiol6gico mostrou-se linear,
conforme demonstrado na Figura 29, obtendo-se uma reta indicando uma reagdo de

degradacgdo de ordem zero. O tggg calculado foi correspondente a 5,6 anos e ti» de 28 anos.
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Tabela 37 — Quantidades determinadas para o doseamento de frascos ampolas de 1000 mg

de cefoxitina s6dica submetidas ao estudo de estabilidade através de CLAE a 235 nm.

Meses areas absolutas

teor %

média + e.p.m.

DPR %

1 9545,00
9618,00
9760,00

94,20

9641,00 + 63,12

1,13

) 9364,00
9487,00
9411,00

94,70

9421,00 + 35,83

0,66

3 9612,00
9457,00
9561,00

95,60

9543,33 £ 45,61

0,83

4 9597,00
9484,00
9483,00

95,30

9521,00 + 37,83

0,69

5 9527,00
9466,00
9595,00

95,30

9529,00 + 37,26

0,68

6 9406,00
9499,00
9542,00

94,82

9482,00 + 40,13

0,73

9606,00
7 9499,00
9542,00

94,82

9482,33 + 31,09

0,56

9564.00
8 9595.,00
9618.00

95,92

9592,33 + 15,65

0,28

9487.00
9 9364,00
9364.00

94,05

9405,00 + 41,00

0,76

9595,00
10 9618,00
9487.00

95,66

9566,67 + 80,18

0,73

9487.00
11 9618,00
9564.00

95,56

9556,33 + 38,01

0,69

9595.00
12 9564.,00
9527.00

95,62

9562,00 + 15,65

0,28

DPR% = desvio padrao relativo percentual
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Tabela 38— Quantidades determinadas para o doseamento de frascos ampolas de 1000 mg

de cefoxitina sodica submetidas ao estudo de estabilidade através do doseamento

microbioldgico.
Meses teor % média * e.p.m. DPR %
1 95.70 95,70 + 1,08 0.81
2 95.30 95,30 + 1,12 1,05
3 94,00 94,00 + 1,30 0,77
4 94.50 94,50 * 0,98 1.12
5 95.50 95,50 + 1,15 0,75
6 94,60 94,60 + 1,20 0,83
7 95.50 95,34 + 0,70 0,93
8 95.70 95,45 + 0,86 0,77
9 95.50 95,50 = 1,10 0.85
10 05.64 95,87 + 1,08 0,81
11 96,10 95,12 + 0,74 0.67
12 94,00 94,34 £ 1,10 0,79

Os resultados expressos na Tabela 38 estdo demonstrados na Figura 28.
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Figura 28 — Teor de cefoxitina sddica determinado no estudo de estabilidade pelos métodos

CLAE e microbiolégico ( 30,0 +2,0°C; 75,0 £ 5,0% UR).
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Figura 29 — Cinética de reacdo de ordem zero de cefoxitina sodica determinadas pelo

método CLAE e doseamento micioldgico.
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12.6. Discussao

As amostras foram armazenadas durante 12 meses a temperatura de 30,0 + 2,0°C e
umidade relativa de 75,0 + 5,0% UR. Durante o decorrer dos meses foram realizadas as
andlises de determinacdo de teor através dos métodos validados por cromatografia liquida
de alta eficiéncia e doseamento microbiolégico. Nos doze meses do teste nao foi observada
queda significativa do teor quando comparados com os resultados obtidos na validag¢ao dos
respectivos métodos. De acordo com a figura 28 os valores de teor para cefoxitina sédica
submetida ao ensaio de estabilidade apresentaram-se equivalentes, tanto pelo método por
cromatografia liquida de alta eficiéncia, como pelo método de doseamento microbioldgico

apresentando baixos valores de DPR%.

Nos cromatogramas ndo foi evidenciado nenhum pico adicional, a ndo ser o
apresentado pela presenca da substancia analisada, com tempo de reten¢do de 7.3 minutos.
No método microbiolégico nio foi evidenciado crescimento bacteriano no interior do halo
de inibi¢do; mostrando-se eficiente como durante a validacdo da metodologia, quanto aos
célculo cinéticos obteve-se uma reta indicando uma reac¢do de degradacio de ordem zero. O

toos calculado foi correspondente a 5,6 anos e t;;, de 28 anos.
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13. Conclusoes gerais

As andlises qualitativas permitiram caracterizar a cefoxitina sddica pelos seguintes

métodos:

e Caracteristicas fisicas: a cefoxitina sédica apresenta-se sob a forma de granulos, com
odor leve e cor amarelo palido. A descri¢do € condizente com a citada pelas referéncias

descritas para a caracterizacdo organoléptica desta substincia na BP, 2005 e USP26 e

28.

e Determinacao da solubilidade: foram utilizados diversos solventes na determinagdo das
solubilidades cuja finalidade foi de realizar a caracterizacdo da substancia
qualitativamente testando sua polaridade bem como funcionar como ensaio preditivo na
determinacio da melhor solubilizagdo para os testes quantitativos para
espectrofotometria UV e CLAE. Os resultados obtidos foram condizentes com os
citados pelas referéncias descritas para a solubilidade desta substancia na BP, 2005
(muito soldvel em 4gua, insolivel em etanol e éter), USP28 e Farmacopéia Portuguesa
(muito solivel na dgua); o teste de solubilidade pode ser tratado como teste preditivo

para determinacdo de impurezas.

® Determinacdo do ponto de fus@o: o p6 apresentou ponto de fusdo em cerca de 155,3°C.
Na literatura consultada (THE MERCK INDEX, 2001) a faixa de fusdo para cefoxitina
estd especificada entre cerca de 149,0 - 150,0°C com decomposi¢do; no entanto para a
cefoxitina sddica ndo consta tal parametro. A faixa de fus@o pode ser empregada na

caracterizacdo de um composto, sendo ainda um importante indicativo de pureza,
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quando comparado com padrdoes de referéncia, pois uma pequena quantidade de
impureza pode causar abaixamento do ponto de fusdo e/ou alargar a faixa de fusdo de

um determinado composto (SHRINER et al, 1998).

e Determinacdo da umidade: as determinagdes foram conduzidas de acordo com a técnica
preconizada pela Farmacopéia Brasileira (FARM. BRAS, 1988) e a média obtida foi de

111,53% com desvio de 0,23%.

e Residuo pela incineracdo: as determinagdes foram conduzidas de acordo com a técnica
preconizada pela Farmacopéia Brasileira (FARM. BRAS, 1988) e a média obtida foi

menor que 0,1%.

e Espectrofotometria na regido do infravermelho: utilizada para identificar grupos
funcionais da cefoxitina sédica substancia de referéncia e amostra. O espectro de
absorc@o na regido infravermelho em pastilha de KBr, apresenta picos de absorc¢do
caracteristicos de funcdes presentes na estrutura quimica da cefoxitina sddica,

demonstrando os grupos funcionais presentes na molécula estudada.

e Espectrofotometria ultravioleta: dentre os diversos solventes utilizados para
determinacdo dos maximos de absor¢do, a dgua por ser de facil aquisi¢do, baixo custo e
facil descarte foi elegida como solvente de escolha para o desenvolvimento da
validagdao do método por espectrofotometria UV; os demais solventes como HCI 0,1 M
e metanol apresentaram também maximos de absor¢do por volta de 235 nm como a
dgua purificada; sendo que o solvente HCl 0,1 M apresentou uma diminui¢cdo do
maximo de absor¢@o, sendo considerado o pior caso; quanto ao solvente NaOH 0,1 M

provou ligeiro deslocamento no maximo de absor¢ao.
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e Estudo de andlise térmica: realizada pela aplicacdo de métodos termogravimétricos, o
presente teste teve como objetivo o estudo de andlise térmica de cefoxitina sédica com
finalidade qualitativa através da termogravimetria e andlise térmica diferencial em
atmosfera de ar sintético. As curvas DTA e TG sao apresentadas a seguir. Em torno de
150,0°C observa-se diminuicao de massa em virtude de perca de umidade da substancia.
Nas curvas observaram-se um pico endotérmico em torno de 150,0 a 250,0°C atribuido
a perca das estruturas NH2 ¢ COONa, acima de 650,0°C ocorre a saida do anel -
lactamico. Através da curva TG, verifica-se a perda de massa total em duas etapas,

entre as temperaturas de 180,0 e 250,0°C.

Foram desenvolvidos e validados métodos para determinacdo quantitativa de

cefoxitina sédica sob a forma farmacéutica injetdvel:

e Espectrofotometria ultravioleta: o espectro de absor¢ao mostrou pico de absor¢do
maximade 235 nm, utilizando solucdo aquosa de cefoxitina sédica a 20,0 pg/mL.
Com o objetivo de determinar a linearidade, foi realizada curva de Ringbom, de
acordo com a Lei de Lambert-Beer, o intervalo de concentragdo de 18,0 a 28,0
png/mL, mostrou-se linear, apresentando coeficiente de correlagdo de 0,9997. A
equacgdo da reta obtida foi de y = 0,0297x + 0,0341. No teste de recuperacio foi
obtida média de 100,40%. O teor médio de cefoxitina sddica determinada nos

frascos ampolas foi de 97,60% com desvio padrao de 0,30%.
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® Doseamento Microbioldgico: para assegurar a validade do ensaio microbioldgico
difusdo em 4gar — cilindros em placa na determinacdo da poténcia de cefoxitina
sodica foram utilizados trés concentracOes diferentes para amostra, idénticas as da
substancia de referéncia, em delineamento 3 x 3 (FARM. BRAS., 1988). Através
dos resultados obtidos foi construida a curva analitica com solucdes de 50,0; 100,0 e
200,0 png/mL, as solucdes foram preparadas em triplicata, apresentando coeficiente
de correlacdo igual a 0,9998. A equagdo da reta foi y = 13,935x — 3,712.
Obtivemos neste teste recuperacdo média de 100,20% com desvio padrao de 0,81%.
O teor de cefoxitina sodica determinado nos frascos ampolas foi calculado através

da equacdo de HEWITT obtendo teor médio de 94,90%.

¢ (Cromatografia liquida de alta eficiéncia: o método analitico desenvolvido teve como
referéncia o método publicado na Farmacopéia Britanica (BP, 2005), com fase
movel simplificada, sem a utilizacdo de tampao, que tornam as andlises de CLAE
mais complicadas, pois os sais inorganicos podem danificar a coluna. A fase mével
utilizada foi acetonitrila: dgua: dcido acético 5 M (22 : 78 : 1, V/V/V). O tempo de
retenc¢do obtido foi de 7,5 minutos. A curva analitica na faixa de concentracdo de
20,0 a 30,0 ug/mL, calculando-se o erro padrdo da média e o coeficiente de
correlacdo de linear (R = 0,9995). A equagdo da reta obtida foi de y = 335,67x +
2391,9. O teor médio de cefoxitina sédica determinado por CLAE nos frascos
ampolas foi de 94,24%, no teste recuperacdo a média foi de 100,50% com desvio

padrdo de 1,70%.
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Doseamento por titulometria em meio ndo aquoso (anidrovolumetria) com 4cido
perclorico 0,1M utilizando cristal violeta como indicador, obtendo-se teor médio de
97,17%. O teste recuperacdo forneceu média de 99,41%. Com este resultado
comprovou-se a exatiddo do método proposto, que € um dos requisitos obrigatdrios
na validagdo de métodos analiticos. A precisdo do método foi obtida utilizando-se 6
determinacdes de cefoxitina sddica frascos ampolas. O desvio padrdo relativo foi de

0,69%.

Doseamento por titulometria iodométrica com tiossulfato de soédio 0,02 M
utilizando amido como indicador, obtendo-se teor médio de 96,33%. A recuperagcdo
média do método foi de 100,66%. Com este resultado comprovamos a exatiddo do
método proposto, que € um dos requisitos obrigatérios na validagdo de métodos
analiticos. A precisdo do método foi obtida utilizando-se 6 determinacdes de

cefoxitina sddica frascos ampolas. O desvio padrdo relativo foi de 0,55%.

e FEstudo de estabilidade: as amostras foram armazenadas durante 12 meses a
temperatura de 30,0 + 2,0°C e umidade relativa de 75,0 = 5,0% UR. Durante o
decorrer dos meses foram realizadas as andlises de determinacao de teor através dos
métodos validados por cromatografia liquida de alta eficiéncia e doseamento
microbioldgico. Nos doze meses do teste ndo foi observada queda significativa do
teor quando comparados com os resultados obtidos na validacdo dos respectivos

métodos, mantendo-se um teor médio de 95,00%.

Greici Cristiani Gomes Tozo 180

Please purchase PDF Split-Merge on www.verypdf.com to remove this watermark.
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Foram validados dois métodos para cefoxitina sédica com técnicas cldssicas
utilizando anidrovolumetria e iodometria apresentando bons resultados e alternativa de
andlise em laboratorios mais simples, pois requerem menor investimento em
equipamentos e reagentes; dois métodos por técnicas instrumentais, espectrofotometria
no UV e CLAE; que apesar de requerer equipamentos e reagentes caros, demonstraram
bons resultados e maior sensibilidade, bem como o método microbioldgico aplicado a
vitaminas e antibidticos, permitindo a avaliacdo da poténcia frente a0 microrganismo
indicador.

Desta forma podemos eleger o método cromatografico como seletivo, sensivel,
preciso, exato nos permitindo a separacdo dos componentes de uma amostra; sendo
aplicavel ao estudo dos produtos de decomposicao. Quanto ao método UV, de segunda
escolha por ser menos seletivo, mas como capacidade de quantificacdo de pequenas
quantidades de analito e com custo relativamente menor que um cromatégrafo CLAE.

O método microbioldgico, embora sensivel e ttil na avaliacdo da poténcia do analito
frente ao microrganismo indicador, apresenta algumas dificuldades de execucdo como
aquisicdo das cepas por seu custo, padroniza¢do das placas, camadas de 4gar base e
inoculo, inser¢do dos cilindros sobre a superficie do dgar, controle de temperatura da
estufa de cultura bem como medicao do halo de inibi¢do pelo analista.

Quanto aos métodos por titulometria, contam como pontos positivos a facilidade de
aquisicao de vidrarias, mas em se tratando de calibragdes, o custo aumenta cerca de 4
vezes o preco da mesma; reagentes e solucdes, hd a necessidade de padronizagdo e
correto preparo, o ponto final ou de viragem também pode ser influenciado pelo

observador no reconhecimento da mudanca de cor; porém se faz necessdrio ponderar
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que a quantidade de amostra empregada no ensaio se torna bem maior devido a baixa
sensibilidade destes métodos em questao.

Todos os métodos apresentam suas diversas aplicabilidades em virtude de custos,
poder de aquisicdo e finalidade de ensaio, estando todos validados, com seus

respectivos riscos e beneficios de uso.
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Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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