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OBJETIVO

O presente trabalho objetiva o desenvolvimento de uma for
mulagao racional e justificavel, bem como o estudo de uma tec
nologia adequada para a preparagao da Cefalexina monoidratada

em Suspensao oral.

Objetiva, ainda, a avaliagao da biodisponibilidade, toxi
cidade, estabilidade fisico-quimica e determinagao do tempo de

vida Gtil do principio ativo na forma farmacéutica proposta.
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SINOPSE

Desenvolveu-se uma formulagao propria para a Cefalexina

monoidratada em Suspensao oral.

O estudo realizou-se em duas etapas. A primeira ocupou-se
com o estudo de pré-formulagdes, no que diz respeito as incom
patibilidades quimicas e estabilidade fisica, com a finalidade
da otimizagao de uma formulagao definitiva. A segunda envolveu
o controle fisico-quimico e bioldgico da formulagao proposta,

com o objetivo da confirmagdao dos parametros tecnoldgicos.



INTRODUGAO

Os antibidticos beta-lactamicos constituem um dos impor
tantes grupos de medicamentos empregados na terapéutica anti
bacteriana incluindo as penicilinas, cefalosporinas e cefamici
nas. As penicilinas e cefalosporinas diferem primariamente pe
lo fato que as primeiras derivam do acido 6-amino-penicilanico
(6-APA), enquanto que as cefalosporinas derivam do acido 7-ami
no-cefalosporanico (7-ACA). O nucleco 7-ACA relaciona-se com a
Cefalosporina C, sendo as cefamicinas também relacionadas qui

micamente com a Cefalosporina C (5).

A historia das cefalosporinas iniciou-se em julho de 1945,
quando o Professor Giuseppe Brotzu, da Universidade de Caglia
ri, descobriu, nas aguas do mar Mediterraneo, na Costa da Sar
denha, proximo a desembocadura de esgotos, o fungo Cephalospo
rium. Dois anos ap6s, no Congresso Farmacéutico em Milao, ele
relatou que o microrganismo, mais tarde identificado como Ce
phalosporium acremonium, elaborava substancias com agao antimi

crobiana (1, 104).

Em 1948, os experimentos do Prof. Brotzu atrairam a aten
gao do Prof. Sir Howard Florey. Pesquisas realizadas na Univer
sidade de Oxford e, posteriormente, nos laboratdrios de Pesqui
sa de Antibidticos em Clevedon, revelaram que os produtos de
fermentagao do fungo continham a Cefalosporina N que, na reali
dade, € uma penicilina de nicleo 6-APA, com cadeia lateral de

rivada do acido D-a-aminoadipico (1, 8, 19).

A continuidade dos estudos levou ao isolamento da Cefalos
porina P, um antibidtico de estrutura esteroidal, relacionado

quimicamente com os acidos fuccidico e helvolico (1, 3, 19).

As preparagoes, parcialmente purificadas, de Cefalospori

na N, descobertas por NEWTON & ABRAHAM (77), continham uma



substancia contaminante, de estrutura quimica semelhante, que
foi denominada de Cefalosporina C. Coube a esses mesmos pesqui
sadores o isolamento da Ccfalosporina C, na forma de sal sédi

co cristalino (78).

Esse produto € o mais importante dos compostos isolados
com atividade antimicrobiana, diferindo da Cefalosporina N por
apresentar o nicleo do 7-ACA e, mais importante, € Tresistente

a penicilinase (104).

A quimica da Cefalosporina C foi elucidada por Abraham e
Newton, cujos trabalhos foram de grande ajuda na area das cefa

losporinas semi-sintéticas (50).

O primeiro processo de sintese quimica integral dessa ce
falosporina, foi desenvolvido por Woodward e colaboradores, em

1966, mas nao foi industrialmente viavel (59).

A Cefalosporina C € produzida pelo Cephalosporium sp. e
sua principal importancia reside nas cefalosporinas semi-sinté

ticas que dela podem resultar (3).

O nlicleo da molécula, acido 7-aminocefalosporanico, pode
ser produzido por processos enzimaticos ou quimicos a partir
da Cefalosporina C. Apesar do grupo D-o-aminoadipico poder ser
removido da molécula por hidrolise acida, o rendimento do pro

duto desejado € muito baixo (62).

Para a produgao de novas cefalosporinas, em escala indus
trial, foi necessario desenvolver um método,economicamente via
vel, para a produgao do 7-ACA. Os Laboratorios de Pesguisa Lil
ly resolveram o problema utilizando um método (figura 1), no
qual a Cefalosporina C & tratada com cloreto de nitrosila em
acido formico, formando um intermediario iminolactona, que &

hidrolisado em agua, fornccendo o 7-ACA (72).



Figura 1 - Esquema da sintese do 7-ACA, a partir da Cefalospo

rina C,

A partir dai, outros métodos foram desenvolvidos e estuda

dos por varias firmas farmacéuticas.

As possibilidades favoraveis de modificagdo na molécula
apareceram com a descoberta de que o grupo O-acetil da Cefalos
porina C podia ser removido por hidrolise, com uma acetil-este
rase (53), e que o grupo acetoxi podia ser removido por hidro

genolise, fornecendo a Desacetoxicefalosporina C (2).

Dessa forma, pdde-se preparar a série das Desacetil-, bem
como das Desacetoxicefalosporinas, sendo um dos compostos en
quadrados nesse uUltimo grupo o antibidtico objeto de nosso es

tudo.
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Figura 2 - Formula estrutural de algumas Cefalosporinas semi

. - .
-sinteticas.

As cefalosporinas possuem uma estrutura B-lactamadiidro
tiazinica, isto €, contém um anel B-lactamico, essencial para
a atividade antibiodtica, condensado a um anel diidrotiazinico
(fig. 1). Essa estrutura contém dois centros assimétricos,exis
tindo, portanto, quatro formas opticamente ativas. No isomero
natural es anéis condensados estao dobrados ao longo da liga
gao C-6, N-5, e o atomo de carbono C-7, ligado a amida, apre

senta configuracgao L.

A Cefalexina (fig. 3) corresponde quimicamente ao acido
(6R—7R)-7-[(R)-2-amino-Z-fenilacetamido]-3—metil—8-oxo-5-tia-1
-azabiciclo[4.2.0]oct-Z-eno—Z-carboxilico monoidrato (102). Po
de ser preparada a partir do antibiotico natural, Cefalospori

na C, por acilagao com D-fenilglicina num meio desidratante



apropriado (88). RYAN e col. (90), descrevem sua sintese e de

alguns analogos derivados da D-fenilglicina.
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Figura 3 - Formula espacial da Cefalexina.

PFEIFFER ¢ col. (83), estudaram a natureza do pscudopoli
morfismo da Cefalexina e sua interconversao na forma de hidra

to.

A Cefalexina € utilizada em terapéutica na forma de monoi
drato (45, 102), apresentando-se como um pd cristalino de cor
branca a levemente amarelada, fracamente higroscopico e odor
caracteristico. Soldvel em 100 partes de agua, 30 partes de
acido cloridrico 0,2%; muito pouco solivel em dioxano, dimeti
lacetamida e dimetilformamida; praticamente insoldvel em al

cool, acetona, cloroformio e eter (11, 31, 65, 88).

A administragdo oral € altamente efetiva, proporcionando
absorcao de aproximadamente 90% da dose (25, 46). A combinagao
da cadeia fenilglicina com o grupo 3-metil, na cefalosporina,

promove esta eficiente absorgao oral (90).

Embora, numa monografia (5), tenha sido citado que a pre
senca de alimentos no estomago nao interfere com a absorgao do
antibiotico, GRIFFITH § BLACK (46) verificaram que a ingestao

-

da Cefalexina com alimentos diminui apreciavelmente o nivel sé&

rico.

Ligagoes com proteinas plasmaticas ocorrem na ordem de
10-15% (26), quantidade csta considerada minima por outros au

tores.



A Cefalexina nao & metabolizada, sendo excretada inaltera
da via renal (46). SULLIVAM e col. (96) também concluiram o)
mesmo estudando o metabolismo da Cefalexina-14c em camundongos

e ratos.

0 produto € um antibidtico de amplo espectro (9),sendo al
tamente eficaz nas patogenias causadas por uma série de micror
ganismos gram positivos e gram negativos (65), tais como, es
treptococos, estafilococos penicilino sensiveis ou resistentes
a penicilina G, N.meningitidis, N.gonorrheae (44, 104). E ati
va, também, contra muitos microrganismos encontrados em infec

goes do trato urinario, ecntre outros, Escherichia coli,

Klebsiella sp, Enterobacter sp. € Proteus mirabilis (80, 103).

Estudos farmacocinéticos, mostram intensidades de picos
de absorgao variaveis, devido a fatores individuais, mas ha
concordancia em que a concentragdo sérica maxima e alcangada

em torno de 1 hora (15, 16, 32, 33, 46, 94).

Na urina, a mais alta concentragao € verificada em 3 a 4

horas ap0s a administragao (36, 46, 81).

O mecanismo pelo qual a Cefalexina atua € o mesmo dos ou
tros antibidticos beta-lactamicos, ou seja, age inibindo a sin
tese da parcde celular bacteriana. O processo ¢ cxplicado ba
seando-se no fato de que a transpeptidase cataliza o Uultimo
passo da sintese da parede celular bacteriana, que consiste nu
ma reagido de ligagdao cruzada entre duas unidades glicopeptidi
cas nascentes. A semeclhanga estrutural desses antibidticos com
o grupo terminal D-alanil-D-alanina da porgao pentapetidica
desses glicopeptideos nascentes, proporciona a ligagao da enzi
ma aos antibidticos por ligagao covalente, impedindo a forma

cao da parede celular bacteriana (59, 74).

FINLAND (34) faz uma analise objetiva a respeito da Cefa

lexina, demonstrando, em comparagao com outros agentes, quais



as indicagoes e limitagoes de seu emprego na terapia antibacte

riana.

O trabalho de SPEIGHT e col. (95) apresenta uma revisao
detalhada e completa sobre as propriedades antibacterianas,far

macologicas e terapéuticas do antibidtico em questao.

A Cefalexina apresenta a vantagem de poder contornar a ad
ministragao parenteral das outras cefalosporinas. E um antibid
tico vantajoso pelas suas propriedades farmacocinéticas favora
veis, possuindo um cspectro de agao rclativamente amplo ¢ 11
vre de efeitos toxicos sérios (34). As reagoes adversas in
cluem nauseas, vomitos, diarréia e desconforto abdominal, me
nos frequente que nas outras cefalosporinas. Rachaduras na pe
le e um discreto aumento no nivel das transaminases séricas fo
ram observados. Neutropenia e eosinofilia podem ocorrem em al
guns pacientes. Casos de superinfeccao com microrganismos re
sistentes, particularmente Candida, podem ocorrer durante o
tratamento. Fcenomenos de hipersensibilidade sao raros, tradu
zindo-se em pruridos genital e anal, urticaria, anginoedema ou
reagoes anafilaticas. A sensibilidade cruzada com as penicili

nas tambem foi observada (5, 65, 88).

Uma formulagao correta compreende o estabelecimento quali
tativo e quantitativo do agente terapéutico e adjuvantes da
formula, de tal modo que o principio ativo conserve por maior

tempo possivel suas propriedades iniciais.

Desse modo, a natureza do veiculo empregado influencia di
retamente na estabilidade fisico-quimica das suspensoes de Ce
falexina. Outro fator pertinente a formulagdo € a possibilida
de de incompatibilidade direta da Cefalexina com outros compo

nentes da forma farmaceutica.

A Cefalexina, como outros antibioticos beta-lactamicos, €

marcantemente instavel em solugdes ou suspensoes aquosas (50,



52, 65, 105), apresentando, entretanto, um otimo de estabilida

de a pH 4,5 (65).

YAMANA § TSUJI (105) observaram que em solugoes aquosas a
pH 1, a Cefalexina e Cefradina sdo cerca de 25 vezes mais esta
veis que a Cefaloridina, Cefalotina e Cefaloglicina e, cerca
de 180 vezes mais estaveis que a Ampicilina. Os autores estuda
ram, ainda, a cinética e mecanismos de degradagao das cefalos

porinas em condigdes acidas, neutras e alcalinas.

BUNDGAARD (12) verificou que os produtos de decomposigao
da Cefalexina, em solugoes aquosas neutras, sao resultantes da
abertura do anel beta-lactamico por amindlise intramolecular
entre o grupo aminico, situado no C-7, e o grupo carbonila do

ancl beta-lactamico.

O trabalho de YASUAHARA e col. (106) demonstra o feito ca
talitico dc micelas cationicas na degradagao da Cefalexina, o
que foi explicado em termos de interagao entre o antibidtico e

as micelas.

PRIETO & SALTO (85) estudaram o efeito do tampao TRIS so
bre a degradagao de algumas Desacetoxicefalosporinas, verifi
cando que a forma protonizada do tampao praticamente nao exer
ce agao catalitica sobre a Cefalexina ionizada, havendo uma

fraca catalise sobre sua forma dipolar.

A estabilidade do antibidtico, em capsulas, foi estudada
por CONINE e col. (18), concluindo que a 5°c, 25°C e 40°¢, as

sim como a 40°C com umidade relativa de 75%, a degradagao era

insignificante durante 6 meses de estocagem.

A precaria estabilidade dos xaropes reconstituidos foi

comprovada pelos estudos de INOUE e col (52) e BOND e col(9}).

Outros fatores, como a presenca de Ions metalicos, certos
anions, oxidantes, redutores, alcoois e aminas primarias,podem

provocar a ruptura do anel beta-lactamico (100).
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Importante, ainda, no processo de inativagao das cefalos
porinas € a agao das enzimas bacterianas, principalmente as be
ta-lactamases, que hidrolizam as ligagoes do anel beta-lactami
co produzindo derivados do acido cefalospordico, antibiotica
mente inativos; as acilases, que hidrolizam a cadeia N-acil; e
as acetilesterases, de menor importancia, que atacam seletiva
mente o grupo acetilester do carbono 3 produzindo Desacetilce

falosporinas (50).

Além dos fatores relativos ao proprio farmaco, outros mo
tivos que justificam o emprego das formas farmaceéuticas 1liqui
das de uso oral sao, principalmente, sua utilizagao em pedia
tria e geriatria, devido a dificuldade da administragao das
formas farmacéuticas s6lidas ou a manutengao da terapia com in
jetaveis.

As suspensdes, particularmente consideradas, sao adequa
das a essas aplicagoes devendo-se, entretanto, considerar como
fator decisivo a viabilidade tecnoldgica e economica da formu
lagao, sua estabilidade fisico-quimica, bem como suas proprie

dades farmacocinéticas.

Uma das maneiras de assegurar a estabilidade fisica das
suspensoes € evitar a formagao de sedimentos compactos, de di
ficil redispersdo, através da utilizagao de agentes  floculan
tes (13, 27, 28, 64, 68, 75). Nessc tipo de sistema ocorre se
dimentagdo em conjunto, dando origem a flocos cujas particulas

encontram-se ligadas frouxamente (14).

Entre os floculantes de uso corrente, os agentes tensioa
tivos, principalmente os ionicos, encontram grande aplicagao

(7, 10, 49, 57, 89).

A granulometria da fase dispersa € outro aspecto importan
te, pois alem de influenciar na estabilidade fisica da suspen
sao (7), condiciona, em parte, a atividade farmacologica do

medicamento (101).
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Nao menos significativo € a estabilidade quimica da prepa
ragao que, evidentemente, depende da natureza do meio disper
sante e dos adjuvantes da formulacao e que, em ultima instan
cia, pode ser avaliada através do comportamento térmico e foto

quimico da forma farmacéutica.

A esse respeito GARRET (37, 38, 39, 40, 41, 42) foi o pio
neiro na utilizacdo dos processos de degradacao acelerada, na
predigao do tempo de vida Util de medicamentos. A partir de en
tdao, a metodologia foi amplamente empregada por varios pesqui

sadores (71, 86, 93).

TINGSTAD § SHAMI (98) desenvolveram um método simplifica
do para a determinacdo da estabilidade quimica de farmacos em

suspensoes farmaceuticas.

Por odutro lado, AMIRJAHED (6) utilizou um método grafico
simples e de facil execugdo para a determinagao do prazo de va

lidade de medicamentos.

0 estudo da cinética de dissolugao "<n vitro' €& um método
aplicavel para a definigao dos parametros tecnoldgicos da for
ma farmacéutica (58), pois a etapa liberacao/dissolugao  pode

ser a determinante no processo de absorgao ''in vivo' (84).

Num contexto geral, a forma farmacéutica final implica
num conjunto de fatores técnicos e praticos de alta significan

cia nos resultados finais.

Essas informagoes contribuiram rclevantemente na concreti
zagao do objetivo deste trabalho, que, em sintese, € o da ob
tencdo de uma forma farmacéutica de facil administragdo, esta
vel sob o aspecto fisico-quimico, com caracteristicas farmaco
cinéticas adequadas e que nao apresente toxicidade significati

va ao organismo.
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PARTE EXPERIMENTAL

CARACTERIZACAO DA MATERIA PRIMA:

TESTES DE IDENTIFICAGAO

A matéria prima empregada, Cefalexina monoidratada, foi
submetida aos testes de identificagdo indicados na Farmacopéia
Brasileira (31) e Farmacopéia Britanica (11). Foi, ainda, tra
gado o espectro de absorgao no ultra-violeta, o qual foi anali

sado comparativamente com o da Cefalexina monoidratada padrao.

DETERMINACAO DO TEOR DE UMIDADE

Foi realizada em aparelho Mettler LP 11, acoplado a uma
balanga analitica digital Mettler PL 100, através da metodolo

gia usual. Os resultados foram expressos percentualmente.

ANALISE GRANULOMETRICA

A determinagio foi realizada por microscopia, em Microsco
pio Jena, cuja calibragao correspondeu a 3,45 um por divisao.
Foram analisados 3 campos, procedendo-se a contagem de, no mi
nimo, duzentas particulas por campo. Os resultados foram ex

pressos percentualmente em funcdo dos intervalos de diametros.

DETERMINAGCAO QUANTITATIVA DA CEFALEXINA MONOIDRATADA

Espectrofotometria de ultra-violeta

a) Preparacao da solugao padrao

Pesaram-se exatamente 50 mg de Cefalexina monoidratada  pa
drao. Foram transferidas para unbalao volumétrico de 50 ml de
capacidade, adicionou-se 30 ml de agua destilada- Agitou-se ate
solubilizacao e completou-se o volume com agua destilada. Em

seguida, transferiu-se uma aliquota de 2 ml para balao volu
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métrico de 100 ml dc capacidade e completou-se o volume com

agua destilada, de modo a obter concentracao final de 20 ug/ml.

b) Preparacao da amostra

Preparou-se de maneira analoga a da solugao padrao, de mo

do a obter concentragao final teorica de 20 upg/ml.

c) Ensaio do Padrao e da Amostra

As absorbancias das solucoes do padrao e da amostra foram
determinadas em espectrofotdmetro ultravioleta-visivel Varian
Techtron mod. 634 S a 262 nm, usando como branco agua destila-

da, em cubetas de 1,00 cm de espessura.

d) Obtencao dos resultados

A concentragao percentual da Cefalexina monoidratada foi
calculada a partir da média aritmética de trés ensaios, atra

vés da expressao abaixo:

ce Abs.A X P.Pa X Pot.Pa x 10
Abs.Pa PA (100-m)
Abs.A - absorbancia da amostra
Abs.Pa - absorbancia do padrao
P.Pa - peso do padrao (mg)
PA - peso da amostra (mg)
Pot.Pa - poténcia do padrao (ug/mg)
m - percentual de umidade na amostra

e) Curva Padrao de Absorcao

Partindo-se da quantidadc ja indicada para a preparagao
da solugao padrao, obteve-se uma solugao de lmg/ml. Em seguida,
diluiu-se convenientemente de modo a obter-se concentragoes fi
nais de 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35 e 40 pg/ml.

A leitura das respectivas absorbancias foi realizada a

262 nm, em cubeta de 1,00 cm de espessura.
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Tragou-se um grafico, relacionando as absorbancias obti
das, com as respectivas concentragocs. Utilizou-se o método
dos minimos quadrados para o calculo da equagao da reta. O re

sultado corresponde a média aritmética de 3 determinagdes.

Ensaio microbioldgico

A poténcia antibidtica da matéria prima foi determinada
pclo método microbiologico dos cilindros em placa, aduptado de

GROVE & RANDALL (48).

a) Preparacao das solucoes do padrao

Pesaram-se exatamente 50 mg de Cefalexina monoidratada pa
drdo. Foram transferidas para baldo volumétrico do 50 ml, adi-
ciou-se 30 ml de agua destilada, agitou-se até solubilizagdo e
completou-se o volume com agua destilada. Em seguida, transfe-
riu-se aliquotad de 1, 2 e 4 ml para baldes volumétricos de 100
ml, completou-se o volume com tampdo fosfato de potassio pH 6
estéril (102), obtendo-se concentragdes finais de 10, 20 e 40

ug/ml, respectivamente.

b) Preparacao da amostra

Preparou-se de maneira analoga a da solugdo do padrao, de

modo a obter concentracoes finais tedricas de 10, 20 e 40 ug/ml.

c) Preparacao dos meios de cultura

Meios de cultura n®s 1, 2 e 3, segundo GROVE § RANDALL
(48), foram dispersos em agua destilada, com auxilio de Banho
-maria a 1000C, nas proporgoes indicadas pelo fabricante e es

terilizados em autoclave FABBE Mod. 103, a 121°C, por 15 minu

tos.
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d) Preparacao dos cilindros

Cilindros de ago inoxidavel, com 10 mm de altura, 8 mm de
diametro externo e 6 mm de diametro interno, foram lavados e
secos. A seguir, embalados cm placas de Petri, foram esterili
zados a 180°C, por 2 horas, em estufa termostatizada Luferco

mod. 41181.

e) Preparacdo do Inbculo

O microrganismo Bacillus subtilis (ATCC 6633), foi inocu
lado em tubo inclinado contendo 4 ml do meio n? 1, deixando-se
desenvolver durante 5 dias a 32-35°C em estufa microbiologi
ca Heraeus tipo B 5042, repicado para outro tubo contendo 4 ml

do meio n? 3 e mantido a mesma temperatura durante 24 horas.

Apdos esse tempo e imediatamente antes do ensaio, a cultu
ra foi diluida a 2% (v/v) com meio n® 2 mantido a temperatura

aproximada de 46°C.

f) Preparacao das placas

Vinte e quatro placas de Petri, com 20 mm de altura e
10 ¢m de diametro, lavadas ¢ esterilizadas, foram abertas edis
tribuidas em camara de fluxo Laminar - BSH. Essas placas rece
beram, como camada base, 20 ml do meio n® 2 liquefeito por
aquecimento. ApoOs solidificagao foram adicionados, em cada pla
ca, 4 ml do inoculo liquefeito a 46°C e deixado solidificar.
Em cada placa, foram colocados 4 cilindros de ago inox, sendo

2 destinados a receber a solugao padrao e 2 a solugao amostra.
g) Ensaio

Os cilindros de cada 8 placas recebcram 3 gotas dc¢ cada
diluigao do padrao e da amostra, totalizando 16 leituras para

cada uma das 3 diluicoes de padrao e amostra.
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O conjunto foi incubado em estufa microbioldgica a32-35°C
por 18 horas, e os halos de inibigdo foram medidos em centési

mo de milimetros com paquimetro Polaris 6411 G 15.

h) Obtengao dos resultados

A atividade percentual da Cefalexina monoidratada foi de
terminada pelo método grafico, relacionando-se o logaritmo das
concentragoes com a média aritmética dos diametros dos halos
de inibicao para cada diluigao de padrao e amostra. A figura 4

exemplifica a determinagao.

A
40
Al e e e e e e ——- - -
eo]
poh --------------------
A=amostra
10 o= padrdo
'I'A - A Il 'y i A L 2 e 'y 'y y )
18 16 14 | ] 9 20 2l 22 23 24 28
didmetro dos halos de Inibic8o (mm)
A% = log Pa . 1000 x 100
log A Cp
A = amosiro
Pa = padr8o
Cp = atividade do padrlo em pg / mg
Figura 4 - Representagao grafica da determinagao da atividade

da Cefalexina monoidratada.
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DETERMINACAO DAS CONSTANTES FISICAS DO MEIO DISPERSANTE:

DENSIDADE

Foi determinada pelo método do picnometro, seguindo-se a
metodologia indicada na Farmacopéia Brasileira (31). Foram rea
lizadas pesagens do picnémetro vazio, com agua destilada recen
temente fervida e com Oleo mineral. Os resultados correspondem

a média aritmética de 3 determinacgoes.

Calculo:
Pp - D
P - peso do picnometro com o liquido que se quer determinar a

densidade.

P, - peso do picnometro com o liquido padrdo (agua destilada).

1
p - peso do picnometro vazio.

0 ensaio foi realizado a 25°C.

VISCOSIDADE

Foi realizada com Viscosimetro de Queda de Esfera segundo
Hbppler, em aparelho Haake modelo B/BH 74120, acoplado a um Ba
nho Termostatizado Circulantc llaake FJ. A esfera utilizada foi
a n® 2, com constante K = 0,0527 e densidade 2,391. As determi
nagoes foram realizadas a temperatura de 25°C, e os resultados

correspondem a média aritmética de 10 determinagoes.

Calculos:
N =1t (d1 - dz) K
N - viscosidade do 1iquido em g.cm—l.s_1 (mPa.s)
t - tempo de queda em segundos
K - constante da esfera

d, - densidade da esfera (g/cms)

d, - densidade do liquido na temperatura de medigao.
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DESENVOLVIMENTO DA FORMA FARMACEUTICA

ESTUDO DAS PRE-FORMULAGOES:

Método de extracao para avaliagdo quantitativa do antibio
tico

Trés métodos foram testados para a extragao da Cefalexina
monoidratada da forma farmacéutica. A metodologia que ora des
crevemos apresentou resultados adequados e o isolamento do pro

duto foi comprovado por cromatografia.

O conteuddo de 2 frascos contendo 60 ml da suspensao foi
juntado e homogeneizado. Transferiram-se volumetricamente 10 ml
da suspensao (equivalente a 250 mg de Cefalexina monoidratada)
para uma ampola de decantagao de 250 ml e extraiu-se 4 vezes
com porgoes de 100 ml de agua destilada e uma vez com 50 ml, sen
do que com a 4dgua utilizada na primeira extragao lavou-se exaus
tivamente a pipeta volumétrica. Juntaram-se oS extratos aquosos
em baldo volumétrico de 500 ml e completou-se o volume com agua
destilada. Transferiram-se cerca de 25 ml da solugao para uma am
pola de decantagao de 125 ml e lavou-se 3 vezes com pOrGO€S
de 15 ml de cloroformio, desprezando-se-as. Separou-se a solu
cao-mae, contendo 0,5mg/ml, que foi adequadamente diluida de
modo a obter as concentragoes para as determinagoes espectrofo

tométrica e microbiologica.

Os cnsaios cromatograficos foram rcalizados em placas de
20 x 20 cm, utilizando como adsorvente Silica Gel GF 254 em ca
madas com espessura de 0,2mm e em placas de aluminio CCM SIF
10 x 20 cm de silica gel com indicador 254 nm com camadas de
0,2 mm de espessura. As placas foram ativadas a 115°C por 20
minutos. O ecluente foi uma mistura de acectato de ctila, acido
acético e agua (3:1:1). As manchas foram detectadas sob luz ul

travioleta a 254 nm.
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Teste de incompatibilidades entre os componentes das

pré-formulas.

Foram preparadas pré-formulagoes, contendo ou nao princi
pio ativo, as quais foram expostas por 6 dias a temperatura de
50°C, em estufa termostatizada SE. Retilinea Fanen Mod. 320/2.
Nas pré-formulas que continham o antibiético, seu teor foi de
terminado antes e ap0s o teste. Em todas, foram observadas as
caracteristicas de cor, odor e sabor. As pré-formulagoes testa

das estao apresentadas no Quadro 1.

Floculacdo controlada e cinetica de sedimentacao

Tomando por base os resultados do teste de incompatibili
dades, propos-se uma formulagao padrao para a seqlencia dos es
tudos:

Cefalexina monoidratada 2,5 g

Cloreto de cetilpiridinio monoidratado q.s.

Sacarose pulverizada Tamis 90 (31) 1,0 g
Oleo de limao 0,2 ml
Oleo mineral q.s.p. 100,0 ml

Preparou-se onze pré-formulas, denominadas de FO a F10, a
primeira isenta do floculante e as demais contendo quantidades

crescentes da substancia (Quadro 2).

A seguir, colocou-se 25 ml de cada preparagao em provetas
graduadas de 25 ml, agitou-se e, nos tempos adequados, foram e
rificados os volumes do sedimento, até estabilizacdo total. A
partir desses dados verificou-sc a cficicncia ..do floculante
através do calculo da relagdo Hs/Hl e de fotomicrografias do
sedimento final de cada uma. Para a confecgao das fotomicrogra
fias, foi colhida uma amostra do sedimento, com auxilio de pi
peta de Pasteur, a qual foi distendida em lamina para microscd

pio e fotografada em equipamento para fotomicrografia Carl
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Zeiss mod. 30G549, utilizando aumento original de 100x. A ciné
tica de sedimentacdo também foi avaliada através do calculo da

velocidade média de sedimentagao Vs.

PROPOSICAO DA FORMA FARMACEUTICA FINAL

Apos criteriosa verificagao da literatura especializada,
na forma farmacéutica suspensdo, bem como dos resultados obti
dos nos testes anteriores, estabeleceu-se a seguinte formula
¢ao, que foi utilizada no prosseguimento dos estudos:

.

Cefalexina monoidratada 2,5 g

Cloreto de cetilpiridinio monoidratado 0,1 g

Sacarose pulverizada Tamis 90 (31) 1,0 g
Oleo de limdo 0,2 ml
Oleo mineral q.s.p. 100,0 ml

Cabe observar, que um ensaio prévio demonstrou a viabili
dade técnica da formulagao, principalmente no que diz respeito
a estabilidade fisica e térmica, bem como a tecnologia de fa

bricacgao.

PREPARAGAO DA FORMA FARMACEUTICA.

A forma farmacéutica em estudo, Suspensao de Cefalexina
monoidratada a 2,5%, foi preparada segundo formulagao anterior
mente sugerida e tecnologia otimizada em testes prévios. A tec
nologia empregada consistiu, primeiramente, em misturar intima
mente a Cefalexina monoidratada com o Cloreto de cetilpiridinio
e adicionar parte do Oleo mineral, sob agitagao, até a forma
cdo de uma dispersao viscosa homogenea. A essa mistura foi adi
cionado cerca de 60% do total do Oleo, sob agitagao constante,
em agitador Biomatic T 1003, sendo, apos, adicionado o Oleo de
limao e a Sacarose e completado o volume com 0leo mineral, man

tendo-se a agitagao até completa homogeneizagao. A seguir, a
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Suspensao foi novamente homogeneizada, em Moinho Coloidal Tipo
M 332-6 e envazada em frascos ambar de 100 ml (contendo 60 ml
da suspensdo) com tampa de rosca e batoque, em maquina Erweka
Ar 400, para enchimento de 1iquidos a pistdo. Logo apds a pre
paracdo, a Suspensdao foi submetida a analise quanto ao aspecto
e caracteres organolépticos, assim como realizadas determina
cdes quantitativa, densidade, pH e viscosidade. O volume de sus

pensao produzido foi de 5 litros.

DETERMINAGCAO DAS CONSTANTES IFTSTCO-QUTMICAS DA SUSPENSAO

a) Densidade

Foi empregado o método do picndometro, ja descrito ante
riormente. Foram realizadas determinagdes para a suspensao rg¢
cém-preparada e em todos os tempos em que se determinou o teor
do principio ativo durante os testes de decomposigao térmica e

. - . o
fotoquimica. Os ensaios ocorreram a 25 C.

b) Viscosidade

Foi utilizado o Viscosimetro de Queda de Esferas segundo
H8ppler, aparelho Haake mod. B/BH 74120, acoplado a um banho
circulante termostatizado Haake FJ, empregando a metodologia ja
descrita anteriormente. Foram realizadas determinagoes para a
suspensao recém-preparada e em todos os tempos em que se deter
minou o teor do principio ativo, durante os testes de decompo

sigao térmica e fotoquimica.

c) Determinacao do pH

0 conteddo de 2 frascos foi homogeneizado, uma aliquota de
20 ml1 de suspensao transferida para um frasco erlenmeyer com
tampa esmerilhada, adicionada de 100 ml de agua destilada e
deixada sob agitagao por 15 minutos. A seguir, o liquido foi
transferido para uma ampola de decantagao e deixado em repouso

ate separagao das fases. O pH foi determinado em aparelho



-22-
Corning mod. 5, na fase aquosa, para a suspensao recém-prepara
da e em todos os tempos em que se determinou o teor do princi

pio ativo, nos testes de decomposigao térmica e fotoquimica.

DEGRADACAO FOTOQUIMICA ACELERADA

Amostras da suspensiao, acondicionadas na embalagem origi-
nal, foram submetidas a acg3o da luz solar simulada, ou seja,
luz fluorescente de 1intensidade 60, 28-62, 43 Klx (5600-5800
"foot-candle'"), a uma distancia de 40 cm. A temperatura ambien
te foi de 20 1°C. A degradagao do principio ativo foi avaliada
a cada 5 dias, durante um periodo total de 30 dias. A extragao
do principio ativo foi realizada pelo método descrito anterior
mente. As concentragdes percentuais foram determinadas pelo mé
todo microbioldgico dos cilindros em placas. A cada determina-
cao quantitativa foram observadas, também, as caracteristicas

de cor e redispersibilidade do sedimento.

DEGRADACAO TERMICA ACELERADA

Amostras da suspensao, acondicionadas na embalagem origi
nal, foram divididas em trés lotes e submetidas as temperatu
ras de 40, 50 e 60°C, em estufas termostatizadas Biomatic. O
principio ativo remanescente foi avaliado a cada 5 dias, duran
te um periodo total de 30 dias. A extracdo do principio ativo
foi realizada pelo método descrito anteriormente. As concentra
¢0es percentuais foram obtidas pelo método espectrofotométrico
a 262 nm e as atividades percentuais pelo método microbioldgi
co dos cilindros em placa. A cada determinagdo quantitativa fo
ram observados, também, os aspectos de cor e redispersibilida

de do sedimento.
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TESTE DE DISSOLUCAQO "IN VITRO"

A cedéncia do principio ativo foi realizada em Célula de
Fluxo Desaga. 0O aparelho foi montado com 3 células de
fluxo horizontal sendo em cada uma, introduzido 5 ml da suspen
sao, equivalentes a 125 mg de Cefalexina monoidratada. O fluxo
do 1iquido de dissolugao foi regulado em 40ml/hora. O teste de
senvolveu-se durante 3 horas, sendo que até a 12 hora as ali
quotas foram colhidas a cada 10 minutos, dai até a 22 hora a
cada 20 minutos e no Ultimo intervalo a cada 30 minutos. Os vo
lumes das aliquotas foram medidos e o antibidtico avaliado quan
titativamente pelo método espectrofotométrico, utilizando como

branco o liquido de dissolugao, ou seja, solugdo de acido clo

ridrico 0,1N.

ENSAIOS BIOLOGICOS

DISPONIBILIDADE BIOLOGICA

A ratos Wistar adultos, pesando cerca de 170-190 g, foram
administradas, com sonda gastrica, doses da suspensao de Cefa
lexina monoidratada equivalentes a 25 mg/kg. Apos 30, 60, 90,
120 ¢ 180 minutos da administragao, os animais foram seda
dos com pentobarbital sddico na dose de 40 mg/kg, via intrape
ritonial. A seguir, a regido proxima a carotida foi depilada e
dissecada, e esta, uma vez exposta, foi seccionada, sendo o
sangue coletado em tubos de centrifuga. O material coletado foi
mantido em estufa a 35°C durante 1 hora e 30 minutos para a
completa separagao do soro sendo, apods, centrifugado a 2500 rpm
por 10 minutos em centrifuga Fanem Exelsor 2. A Cefalexina mo
noidratada foi avaliada diretamente no soro dos animais por mé
todo microbioldgico e expressa em ug/ml. Os resultados corres
pondem a média aritmética do ensaio em cinco animais por deter

minagao.
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TOXICIDADE

Dois grupos de camundongos, contendo sete animais em cada
um, pesando cerca de 22-26g, receberam uma solugao aquosa ex
trativa da suspensao mantida a temperatura ambiente e daquela
mantida a 60°C durante 30 dias, respectivamente. A via de admi
nistragao foi a endovenosa e a dose, de acordo com a maxima
diaria recomendada (65) foi de 50 mg/kg. Os animais foram ob
servados durante 72 horas, sendo o teste interpretado de acor

do com a orientagao da Farmacopéia Brasileira (31).

DROGAS, FARMACOS E REAGENTES

Cefalexina monoidratada micropulverizada (Bristol), Cefa
lexina monoidratada padrao (Lilly), Cloreto de cetilpiridinio
monoidratado (Merck), Sacarina base (Henrifarma), Oleo mineral
(Delaware), Oleo de menta (Frutiflora), Oleo de laranja (Cris
ci), Oleo de tangerina (Crisci), Oleo de limao (Crisci), Saca
rose pulverizada tamis 90 segundo a Farmacopéial Brasileira
3.ed. (Unido), Meios de cultura nameros 1, 2 e 3 segundo GROVE
& RANDALL (Merck), Fosfato de potassio monobasico p.a.(Merck),
Acido acético glacial p.a. (Merck), Acctato de «ctila p.a.
(Merck), Silica gel GF 254 tipo 60 (Merck), Nembutal sodico
(Abbot), Folhas de aluminio para cromatografia CCM SIF 10x20cm

revestidas com silica gel 254 em camadas de 0,2 mm (Riedel).

Os insumos utilizados na formulagao foram analisados se
gundo codigos oficiais (11, 31, 76, 102), estando dentro dos

limites estabelecidos nas respectivas especificagoes.
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RESULTADOS

CARACTERIZACAO DA MATERIA PRIMA

TESTES DE IDENTIFICAGAO

A Cefalexina monoidratada respondeu positivamente aos tes
tes quimicos de identificacgao a que foi submetida. O espectro
de absorgdo no ultra-violeta foi concordante com o da Cefalexi

na monoidratada padrao, apresentando A max. a 262 nm.

DETERMINACAO DO TEOR DE UMIDADE

Apresentou teor de umidade da ordem de 6%, estando, por
tanto, dentro dos limites estabelecidos pelos codigos oficiais

(11, 102).
ANALISE GRANULOMETRICA

A Cefalexina monoidratada apresentou a seguinte composi

cdo granulométrica percentual:

particulas menores que 3,45 jm 59,34% "

3,45 um 6,90um 17,03%

6,90 um 10,35um 10,16%

13,80 um 17,25um 6,04%

—
—

10,35 um |— 13,80um 6,32%
—
—

17,25 um 20,70um 1,10%

Esses resultados estao ilustrados na figura 5.



-26-~

percentual

~

COmposicao

\\ AN \\\\’ \\\§ \\\\\\ - .
- L 1] 18 2i
diametro das particulas (p m)

Figura 5 - Representagao grafica da composigao granulometrica

percentual da Cefalexina monoidratada.

DETERMINACAO QUANTITATIVA DA CEFALEXINA MONOIDRATADA

Espectrofotometria no ultra-violeta

A percentagem relativa de absortividade a 262 nm foi de
100,7 estando, portanto, dentro dos limites estabelecidos pe
los codigos oficiais (11, 31, 102). A curva padrao de absorgao,
bem como a equacgao da reta, estao apresentadas na figura 6. Os
resultados correspondem a média aritmética de treés determina
goes. Houve linearidade na resposta do detector dentro da fai

xa de concentragao utilizada (5 a 40 ug/ml).
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Figura 6 - Curva padrao de absorgao da Cefalexina monoidratada

a 262 nm.

Ensaio microbiolégico

A atividade da Cefalexina monoidratada frente

ao

metodo

microbiolégico dos cilindros em placa foi de 1008,7 ug/mg es

tando, portanto, dentro dos limites estabelecidos pelos codi

gos oficiais (11, 31, 102).
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DETERMINACAO DAS CONSTANTES FISICAS DO MEIO DISPERSANTE

0 Oleo mineral utilizado na preparagao da Suspensao de Ce
falexina monoidratada aprecscentou densidade relativa, wutilizan
do-se agua destilada como liquido referéncia a 25°C, da ordem
de 0,8347. O resultado corresponde a média aritmética de 3 de

terminagoes.

A viscosidade, determinada a 25°C em Viscosimetro de Que
da de Lsfera scgundo HBppler, aprescntou resultados da ordem
de 65,86 mPa.s. O resultado corresponde a média aritmé€tica de

10 determinagoes.

DESENVOLVIMENTO DA FORMA FARMACEUTICA

ESTUDO DAS PRE-FORMULACOES

Método de extracao para avaliacao quantitativa do

antibiotico

A metodologia empregada para a extragao e isolamento da
Cefalexina monoidratada, da forma farmaceutica, apresentou 6t1
mos resultados, pois, durante os testes de decomposigcdo térmi
ca e fotoquimica nao houve diferengas significativas entre con
centragoes percentuais e poténcia antibiotica, mesmo para as

amostras com maior grau de degradagao. (Quadros 3, 4 e 5).

Paralelamente, a verificagao cromatografica das diversas
etapas da extracgao nao detectou a existencia de outros produ
tos, que nao a Cefalexina, na solugao final que foi avaliada
espectrofotometricamente e por método microbioldgico (Figura

8).
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Os pontos de aplicacao nas placas cromatograficas corres

pondem, respectivamente, a:

ponto 1 - solugado cloroformica da suspensao.

ponto 2 - padrdao do Oleo essencial de limdo.

ponto 3 - fase aquosa inicial.

ponto 4 - padrao de Cloreto de cetilpiridinio.

ponto 5 - fase cloroformica.

ponto 6 - padrao de Cefalexina monoidratada.

ponto 7 - fasc aquosa final.

ponto 8 - fase oleosa extraida.

A separagao das fases foi efetuada de acordo com o esque

ma apresentado na figura 7.

SOLUCAO CLOROFORMI
[suspensXo] + [cLorordrMiocl——— pa sgsptusb.m'o?
+
AGUA

FASE CLOROFORMI-
CA-Ponto 8

FASE OLEOSA| [ FASE AQuosA v

Ponto 8 INICIAL - Ponto3| [ CLOROFORMIO
FASE AQUOSA FI-
NAL - Ponto 7

Figura 7 - Esquema de separagao das fases para aplicagao croma

tografica.
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Figura 8 - Esquema das placas cromatograficas das diversas

fases da extragao da Cefalexina monoidratada.
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Teste de incompatibilidades entre os componentes das

pré-formulas

As pré-formulagocs cstudadas, bem como os resultados obti

dos estao sumarizados no Quadro 1.
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Quadro 1 - Composigao das pre-formulas. Resultados observados

.~ . o
por exposicao durante 6 dias a temperatura de 60 C,
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Floculagdo controlada e cinética de sedimentacao

Foram estudadas onze pré-formulagdes, sendo que a primei
ra (F,) nao continha floculante e as outras (F; a F,,) apresen
tavam quantidades crescentes do floculante. A partir dos volu
mes finais do sedimento foi calculada a relagao Hs/Hl1 para ca
da caso, verificando-se que o maior grau de floculagao foi ob
tido com o emprego de 0,3911 mMol% de Cloreto de cetilpiridi
nio. Ainda, baseando-se nos tempos necessarios para a sedimen
tagcao total e nos volumes finais do sedimento foi calculado,
também, para cada caso, a velocidade média de sedimentagao, ve
rificando-se que a menor delas foi obtida com o emprego de
0,3911 mMol% de floculante. Dos sedimentos finais foram feitas
fotomicrografias em laminas, comprovando a floculagao do siste
ma. Os resultados obtidos encontram-se sumarizados no Quadro 2

e Figuras 9, 10 e 11.

I ]

L _

Figura 9 - Resultado pratico do estudo da floculagao controla

da. F, a F da esquerda para a direita.
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Figura 10- Fotomicrografias do sedimento das suspensoes,
a- suspensao nao floculada (FO);
b- suspensao parcialmente floculada (Fy)s5

c- suspensao floculada (FS)'

+ —- —t- —- —p —- —t- -+ — + —3p
00889 o7 0,676 0,2238 0,2793 0,3382 Q391 0,448 (05028 06587
concentrac80 de floculante (m Mol %)

Figura 11- Influencia da concentracao de Cloreto de cetilpiri

dinio na relagao Hs/Hl.
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L {
Quadro 2 - Estudo da floculagao controlada e cinetica de sedimentagao.
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PREPARAGCAO DA FORMA FARMACEUTICA E SUAS CARACTERISTICAS

O processo de preparacao da suspensao transcorreu de ma
ncira facil, demonstrando scr de simples exccugao e ocorrendo
perfeita incorporagao do principio ativo, finamente dividido,
ao meio dispersante. A suspensao preparada, Cefalexina monoi
dratada a 2,5%, apresentou-se como um liquido branco leitoso,
de aspecto homogéneo que, com o tempo, exibiu uma superficie
1impida. A concentracdo percentual, pelo método espectrofotome
trico, foi de 103,66% e a atividade percentual, pelo metodo mi
crobiologico dos cilindros em placa, foi de 104,05%. A densida
de relativa a ZSOC foi de 0,8469, a viscosidade a mesma tempe
ratura foi da ordem de 67,87 mPa.s, e o pH da solugao aquosa

extrativa igual a 4,55.

DEGRADACAO FOTOQUIMICA ACELERADA

As concentracoes percentuais de Cefalexina monoidratada
nas amostras submetidas a agao da luz solar simulada apresenta
ram degradagao da ordem de 5,57% no final de 30 dias de exposi
g¢ao. As atividades percentuais das mesmas amostras, no mesmo €s
paco de tempo, mostraram uma queda de 7,14%. Os resultados ob
tidos para as concentragdes e atividades percentuais estao su
marizados no Quadro 3. Os logaritimos das respectivas concen
tracdes e atividades percentuais foram langados em graficos,em
funcao do tempo de estocagem, estando ilustrados na Figura 12.
A partir desses dados, calcularam-se as constantes de velocidade

de degradacdo, cujo valor médio foi de 2,265588 x 107°  qia”l

pelo método espectrofotométrico e de 2,350433 x 10_3 dia_1 pe
lo método microbiologico e, através da expressao abaixo calcu

lou-se a cquagio das respectivas retas (60, 82).

log C = log Co - ———ji——— . t onde,

2,303
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t - tempo em dias

Co - concentragao inicial do principio ativo

C - concentragao do principio ativo no tempo t
K - valor médio das constantes de velocidade de

decomposigao.

As equacgoes das retas estao ilustradas na figura 12. Foi
determinada a ordem da reagao, a qual demonstra que a degrada
cdo do principio ativo ocorre segundo reagao com cinética de

primeira ordem.

Método de TEMPO DE ESTOCAGEM (dias)
Determinacgao
5 10 15 20 25 30

Espectrofoto

métrico 98,46 97,62 97,13 96,35 94,59 94,43
Microbiolo

gico 99,47 97,83 96,62 95,60 94,02 92,86
Quadro 3 - Influencia da luz solar simulada na degradagao da

Cefalexina monoidratada.
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Figura 12- Representacgao grafica do efeito da luz solar simula
da sobre a atividade e concentragao percentuais da
Cefalexina monoidratada, em fungao do tempo de expo

sigao.

DEGRADACAO TERMICA ACELERADA

As amostras estocadas nas diferentes temperaturas e nos
diversos tempos, mostraram queda crescente nas concentragoes e
atividades percentuais da Cefalexina monoidratada, em fungao

do aumento da temperatura, bem como do tempo de exposigao as

mesmas.

Os valores determinados espectrofotometricamente expres

sam as concentragoes percentuais residuais da Cefalexina monoi
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dratada nas amostras estudadas, podendo ser visualizados no
quadro 4. Esses valores foram langados em grafico, relacionan
do-se o logaritmo das concentragoes percentuais em fungao dos
tempos de exposigdo a cada temperatura considerada, estando

ilustrados na figura 13.

Os valores obtidos através do método microbioldgico, ex
pressam as atividades percentuais residuais do principio ativo
nas mesmas amostras anteriores, estando sumarizados no quadro
5. Esscs valores foram plotados em grafico através dos logarIE
mos das atividades percentuais residuais, em fungao dos tempos
de exposigao a cada temperatura considerada, podendo ser obser

vados na figura 14.

TEMPERATURA TEMPO DE ESTOCAGEM (dias)
Oc 5 10 15 20 25 30
40 99,85 99,01 98,74 98,35 97,37 95,96
50 99,05 98,03 97,01 96,11 94,13 93,38
60 96,13 92,02 91,13 87,57 83,24 80,31
Quadro 4 - Concentragoes percentuais de Cefalexina monoidratada

determinadas por espectrofotometria de ultravioleta,

TEMPERATURA TEMPO DE ESTOCAGEM (dias)
oc 5 10 15 20 25 30
40 99,75 99,02 98,68 98,94 97,19 95,43
S0 99,48 98,67 96,63 96,08 95,61 90,02
60 96,09 91,99 90,93 86,51 83,01 79,89
Quadro 5 ~ Atividades percentuais de (Cefalexina monoidratada

determinadas pelo metodo microbiologico.
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bre a concentragao percentual da Cefalexina monoi

dratada, em funcao do tempo e da temperatura de
exposigao.
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CALCULO DAS CONSTANTES DE VELOCIDADE DE DECOMPOSICAO

A partir dos resultados dos quadros 4 e 5, foram calcula
das as constantes de velocidade de decomposigao (K) para cada
temperatura experimental, nos diferentes tempos, atraveés da

equacgao (60, 82):

K= log Co X 2,303

C t

onde,

Co - concentracao inicial do produto
C - concentragao no tempo t

t - tempo em dias.

Pela média aritmética dos valores de K, calculados em ca
da tempo, obteve-se o K médio para cada temperatura, em ambos

0os casos, cujos resultados encontram-se abaixo relacionados:

Método espectrofotométrico:

4 -1

40°C = 8,213613 x 10" dia

=

3 -1

=

50°C = 2,0965 x 10 ° dia

60°C = 7,27671 x 107> dia”!

=

Método microbioldgico:

40°C = 9,362955 x 10~ % dia”?

=

50°C = 1,99849 x 10> dia~!

=

60°C = 7,474945 x 10°° dia !

=

Aplicando-se esscs valores a expressao abaixo (60, 82),
foram determinadas as equagoes das retas, representadas nas fi

guras 13 e 14, respectivamente.

log C = logCo - X _ .t

2,303
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Pelo método grafico, a partir desses resultados, foi de

terminada a ordem de reacao, a qual sugere uma cinética de de

composigao de primeira ordem.

DETERMINAGAO DO TEMPO DE VIDA UTIL DA PREPARACAO

O tempo necessario para que ocorresse uma degradagao de
10% do principio ativo (tlo) nas amostras estocadas em diferen

tes temperaturas, foi calculado pela expressao (6, 60):

¢ = 2,303 .. Co

10 X C

onde,

=l
1

constante média de velocidade de decomposigao
Co - concentragao ou atividade inicial do principio ativo

C - corresponde a 90% do principio ativo.

Com esscs dados e, através do mcétodo grafico proposto por
AMIRJAHED (6), foi calculado o tempo, em dias, para que a pre
paragao sofresse uma degradacdao de 10% a temperatura ambiente
(25°C). Foram, entdo, plotados em grafico os logaritmos de tio
em fungao dos respectivos inversos das temperaturas em graus
absolutos. Os resultados estao apresentados nas figuras 15 e

16.
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Figura 15- Representagao da determinagao do tempo de vida util
da Cefalexina monoidratada peclo metodo grafico, a

partir das concentragoes percentuais.
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Figura 16- Representacao da determinagao do tempo de vida util
da Ccfalexina monoidratada pelo metodo grafico, a

partir das atividades percentuais.
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VERIFICACAO DA REDISPERSIBILIDADE, COLORACAO, pH E VISCOSIDADE

Durante os ensaios de decomposigao fotoquimica e decompo
sigdo térmica acelerada, foram verificadas as variagoes do pH,
viscosidade, coloragao e redispersibilidade, & cada determina
¢do quantitativa do principio ativo, cujos resultados encon

tram-se sumarizados nos quadros 6 e 7 e ilustrados nas figuras

17 e 18.
Condigoes de TEMPO DE ESTOCAGEM (dias)
estocagem 5 10 15 20 25 30
4OOC * * * * * *
SOOC * * * * * % * %
600C * % * % * % x * Kk * ok ok * ok ok
Luz * * * * * *
Quadro 6 - Caracteristicas de redispersibilidade das suspensoes
durante os processos de degradaggo termica e fotoquimica.
* redispersao por inversao na posigao do frasco
** redispersao por agitagao branda (tendencia a
compactagao)
**%* redispersao por agitagao moderada (camada com
pacta redispersivel)
Condigoes de TEMPO DE ESTOCAGEM (dias)
estocagem 5 10 15 20 25 30
400C * * * * * *
SOOC * * * * ¥ W *uw
600C * * * Kk % * %k k % % % Kk k Kk * k k k k * *k k kK
Luz * * * * * *
Quadro 7 - Caracteristicas de cor das suspensoes durante OS

processos de degradagao termica e fotoquimica.
* branco
** branco amarelado

kk%k  kkk%  *k*x%* intensificagao da cor amarela.
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Figura 17- Representagao da variagao do pH nas amostras estoca
das durante os ensaios de decomposigao termica e fo
toquimica.
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Figura 18- Representagao da variagao da viscosidade nas amos

tras estocadas durante os ensaios de decomposigao

termica e fotoquimica.
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TESTE DE DISSOLUCAO "IN VITRO"

A cinética de dissolugao é a prova mais caracteristica pa
ra correlacionar o ensaio 'Zn vitro' com a biodisponibilidade
pois, permite avaliar num detecrminado tempo, a quantidade de
principio ativo liberada pela forma farmacéutica. O ensaio foi
realizado em aparelho de célula de fluxo e os resultados en

contram-se relacionados no quadro 8 e ilustrados na figura 19.

TEMPO | l,lm;lu\(;,\o,.T LIKERAGAO | pLIBERAGAO | LIBLRAGAO | L1BERAGAO I L1BERAGAO
(minutos) g) | MEDIA (mg) MEDTA %) MEDIA (1) MEDIA
30,99 l 24,792
10 28,01 29,52 1,48 29,52 22,432 23,02 11,18 23,62
253 23,624
0,00 29,280
20 31,87 34,80 = 1,75 64,38 27,896 27,89 % 1,40 51,51
35,11 26,488
23,40 18,768
30 22,30 22,35 T 12 86,73 17,888 17,88 1 0,90 69,39
21,23 16,984
14,30 11,440
40 12,93 113,02 80,09 100,35 | 10,344 10,90 % 0,55 80,29
13,03 10,904
5,23 4,184
50 5,48 f s.22 10,27 105,57 4,384 4,18 =" 0,22 84,47
l 1,95 | 3,960
|
] 1,07 ! 3,256
oU | 5,45 ] 4,00 2 0,21 109,03 3,080 3,25 20,17 57,82
l i.26 3,408
f I
i LRI 3,300
8u ' 4,15 4,05 > 0,22 113,68 3,320 3,24 20,18 90,96
; 3,50 | 3,040 i
3,53 2,824
100 3,338 3,37 2 0,17 117,05 2,704 2,70 2 0,14 Y3, 00
[ 3,20 2,500
' 2,12 1,690
120 2,28 2,24 20,10 119,29 1,800 1,79 £ 0,08 95,45
2,35 1,880
1,77 1,416
150 1,84 1,76 2 0,09 121,05 1,472 1,41 % 0,07 96,86
1,67 1,330
1 1
0,80 | 0,640
180 0,75 0,79 - 0,04 121,84 0,000 0,03 % v,03 y7,49
i 0,82 | 0,056 |
I DU SN 0 U U S 1 .
Quadro 8 - Resultados do teste de dissolugao "iZn vitro" da

Suspensao de Cefalexina monoidratada a 2,5%.
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ENSAIOS BIOLOGICOS

DISPONIBILIDADE BIOLOGICA

0 soro dos animais que receberam a Suspensao de
Cefalexina monoidratada, na dose de 25 mg/kg, coletado nos va
rios tempos, foi avaliado em sua atividade antibidtica. Os re
sultados foram plotados em grafico, relacionando-se a quantida
de de principio ativo absorvido (ug/ml) em fungao do tempo de
corrido em minutos, apds a administragao da suspensao. Os valo
res obtidos sdao resultado da média aritmética da determinagao

em cinco animais, estando ilustrados na figura 20.

plasmatica

2 3

concentracdo
o
°

v

—>

a4
W v ¥ v v

30 €0 80 120 180 180
tempo (minutos)

Figura 20- Representacao grafica da biodisponibilidade da Sus
pensao de Cefalexina monoidratada a 2,5%, adminis

trada via oral em ratos.
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TOXICIDADE

Nenhum dos animais submetidos as administragoes endoveno
sas da solugao aquosa extrativa da Suspensao de Cefalexina mo
noidratada, morreu no periodo de 72 horas em que foram observa

dos.

Esses resultados foram obtidos conforme a interpretagao
do teste de Toxidez Anormal, inscrito na Farmacopéia Brasilei

ra (31).



-51-

DISCUSSAO

PADRONIZACAO DA MATERIA PRIMA

TESTES DE IDENTIFICAGAO

A identificagao da Cefalexina monoidratada, realizada de
acordo com os testes quimicos indicados pelos codigos oficiais
(11, 31), desenvolveu as reagoes descritas nas monografias. O
espectro de absorgao no ultravioleta foi concordante com o do
padrao da Cefalexina monoidratada, apresentando A max.a 262 nm

confirmando, portanto, a identificagdo do principio ativo.

DETERMINAGAO DO TEOR DE UMIDADE

O resultado obtido para a umidade, 6%, encontra-se dentro
dos parametros aceitaveis pelos codigos oficiais (de 4 a 8%),

assegurando, dessa forma, a boa qualidade da substancia.

ANALISE GRANULOMETRICA

Levando-se em consideragao a melhor eficiencia de absor
¢do gastrointestinal quando o grau de divisdo das particulas €
aumentado, procurou-se utilizar a Cefalexina monoidratada mi

cropulverizada.

A esse respeito, TRAISNEL § MERLE (101) observam que o
grau de micronizagao de um po € um importante fator que condi
ciona a disponibilidade bioldgica. De acordo com PRISTA (86),
os farmacos micronizados mostram apreciavel energia de superfi
cie, apresentando maior velocidade de dissolugao, o que expli

ca sua melhor biodisponibilidade.

Segundo CASADIO (14) um p6 micronizado € constituido de

particulas cujos diametros variam entre 0,5 e 10 micra, o que

4

corresponde a uma area superficial de 6 a 12.10 cmz/g. Dos re
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sultados da analise granulométrica observa-se que 86,5% das
particulas, na aliquota analisada, enquadram-se nesses parame
tros, 92,85% possuem diametro menor que 14 micra e que todas
sao menores que 21 micra. Considerando-se, ainda, que para o
nimero de particulas analisadas o método oferece um rigor apro
ximado de 9% (86) e que apenas um pequeno percentual das parti
culas encontram-se a margem do limite considerado, pode-se su
gerir que os resultados apresentados sao suficientes para asse

gurar a eficiéncia terapéutica do medicamento.

DETERMINAGAO QUANTITATIVA:

A literatura mostra varios metodos destinados a estimar a

concentragao da Cefalexina monoidratada.

Certos codigos oficiais preconizam a utilizagao do método

iodométrico (11, 102) e espectrofotométrico direto (102).

MAYS e col. (69) utilizaram a reacao das cefalosporinas
com o reagente hidroxilamina contendo niquel II, resultando o

acido hidroxamico, que forma complexos com ¢s ions férricos.

Outro método espectrofotométrico, proposto por CSIBA §
CZEH (23), consiste na condensacdao dos derivados do acido cefa
losporanico com acetilacetona e formaldeido a temperatura am

biente.

ALICINO (4) propos o uso do reagente N-bromossuccinimida
para a titulagao iodométrica das penicilinas e cefalosporinas.
GRIME & TAN (47) utilizaram o método de titulagdo direta, ba
seado na oxidagao com solugao de iodato. Mais recentemente, KA
MINSKI § BODOS (55) desenvolveram um método de determinagao pa

ra penicilinas e cefalosporinas usando 3-bromo-4,4-dimetil-2 -

-oxazolidiona.

Outros métodos viaveis sao a espectrofluorimetria de INDE
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LICATO e col. (51) e de FABREGAS § BENEYTO (29), as técnicas
colorimétricas de MATOUSOVA & PETERKOVA (67) e de CHUNG &
JO (17), os métodos utilizando cromatografia liquida de alta
eficiencia desenvolvidos por CROMBEZ e col. (20) e MASON &

TRANTER (66) e a polarografia de FOOG e col. (35).

Métodos especificos para o doseamento da Cefalexina em
fluidos bioldgicos sdo a espectrofluorimetria de CSIBA § GRA
BER (24) e a cromatografia liquida de alta eficiéncia de TAKA

GISHI e col. (97).

MAGNEM e col. (63) desenvolveram um método combinado de
cromatografia em camada delgada e espectrofotometria, para eli

minar os possiveis erros da espectrofotometria direta.

Levando-se em conta que no estudo da estabilidade a deter
minagao das concentragdes seria complementada pela avaliagao
das respectivas atividades antibidtica, optou-se pela escolha

da espectrofotometria direta (102).

Esse meétodo mostrou-se eficaz, tanto para a avaliagao da
matéria prima como para o produto acabado, obedecendo adequada
mente a lei de Lambert-Beer (54), nas concentragoes utilizadas,
conforme pode ser verificado na figura 6 e, mostrando Otima re
produtividade durante os testes de decomposigdo térmica e foto
quimica. A viabilidade de seu emprego foi confirmada pelos re
sultados paralelos obtidos frente ao método microbiolégico dos
cilindros em placa, mesmo nas condigoes de maior degradagao do

produto (Quadros 3, 4 e 5).

O método microbioldgico dos cilindros em placa, - inscrito
na Farmacopéia Internacional (30) e na Farmacopéia Americana
(102), recomendado para a determinagdo da poténcia do antibid
tico em questao, utiliza como microrganismo teste o Staphylg.
coccus aureus. BOND e col. (9) preconizam o método dos cilin

dros em placa, utilizando a Sarcina lutea ou Bacillus subtilis.



-54-

Autores como SCHNEIDER e col. (91), MILLER (70) e ORSOLI
NI (80), preferem a utilizagao da Sarcina lutea, enquanto que
CHOW e col. (16), DANIELI & MONTRONI (25), FINKELSTEIN e col.

(33) e KAVANAGH (56) utilizam o Bacillus subtilis.

A esse respeito, € conveniente referenciar que um teste
prévio conduzido com o Bacillus subtilis e Sarcina lutea, em
pregando concentragoes de 10, 20 e 40 ug/ml do antibiStico,dg
monstrou a maior sensibilidade do segundo microrganismo. Quan
to ao Staphylococcus aureus, achou-se inoportuno trabalhar com
microrganismos patogénicos, uma vez que se utilizou camara de
fluxo laminar horizontal na preparagao das placas. A escolha
recaiu sobre o Bacillus subtilis pois, além de apresentar me
lhor visualizagao dos halos de inibicao, esse adequava-se per
feitamente as concentragbes pretendidas para o ensaio do anti
biodotico.

Desse modo, optou-se pela utilizagao do método adaptado
com o Bactillus subtilis, respeitando-se, também, a indicagao
dos meios de cultura para o microrganismo nos codigos oficiais

(102). Os resultados indicam o exito da metologia empregada.

MEIO DISPERSANTE E SUAS CONSTANTES FISICAS

ESCOLHA DO MEIO DISPERSANTE:

E fato comprovado a instabilidade dos antibioticos beta-

-lactamicos em meio aquoso (12, 50, 52, 63, 105).

Para contornar o problema, tem-se preparado formas farma
céuticas liquidas (xaropes e suspensoes) extemporaneas que, po
rém, apresentam o inconveniente de manter sua estabilidade por
curto espago de tempo (7 dias a temperatura ambiente), apds re

constituigao (9, 52).

Por outro lado, a reconstituigao da suspensao,pelo pacien

te, € um processo pouco confiavel, visto que, a quase totalida
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de das Suspensoes de Cefalexina monoidratada disponiveis no
mercado nao sao acompanhadas dos respectivos 1liquidos de re
constituicdo e, qualquer erro, poderia causar discrepancias nas
dosagens, comprometendo, dcssa forma, a eficacia terapéutica do
antibiotico.

Paralelamente, tem-se procurado desenvolver agentes sus
pensores de natureza lipofilica, estudar as caracteristicas reo
logicas de suspensoes farmaceéuticas oleosas (61), bem como ve
rificar o comportamento de certos analgésicos e antibioticos

em suspensocs contendo (Glco mineral como dispersante (21, 22).

Entretanto, o Oleo mineral, quando utilizado por via oral
por tempo prolongado, pode interferir com a absorgao das vita
minas lipossoldveis, assim como causar reagoes granulomatosas
se absorvido pelo intestino delgado (65). Essa substancia & in
digerivel e, no trato intestinal, amolece e lubrifica o bolo
fecal, atuando, portanto, como laxante suave de agdao mecanica.
Entretanto, o efeito s6 se faz presente se¢ a dose wutilizada
for relativamente alta, ou seja, de 15 a 45 ml uma ou duas ve
zes ao dia (88, 65). Casos de pneumonia lipoide, pelo uso de
parafina liquida em gotas nasais, solugoes spray ou por -inala

gao do oleo pela boca, foram relatados (65).

Em vista do que foi exposto e, considerando que a forma
farmacéutica € destinada ao uso oral em terapias nao prolonga
das e que o volume a ser ingerido, cerca de 5ml (equivalente a
125 mg do antibiotico), encontra-sc muito aquém da dose laxati
va, optou-se pela preparacao de uma suspensao definitiva, uti

lizando Oleo mincral como meio dispersante.

De acordo com os resultados obtidos para a densidadee vis
cosidade, o Oleo mineral empregado na preparagao encontra-se

dentro das especificagoes da Farmacopéia Americana (102).
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DESENVOLVIMENTO DA FORMA FARMACEUTICA

ESTUDO DAS PRE-FORMULACOES:

0 método de extragao empregado visa, primordialmente, o
isolamento da Cefalexina monoidratada dos outros componentes
da formulagao, excetuando-se a Sacarose, pelo fato dessa nao
interferir na avaliagao espectrofotométrica ou microbioldgica.
Em testes prévios, comprovou-se que a extragao com agua, segui
da de lavagem com Cloroféormio, cra o caminho mais indicado,
pois a diluigdo da suspensao em Cloroformio, com posterior cen
trifugagao ou filtragao, nao eliminava totalmente os outros

componentes, causando erros na dosagem.

A aplicagao de métodos cromatograficos confirma o éxito

da metodologia empregada (figura 8).

No que diz respeito as incompatibilidades entre os compo
nentes das pré-formulas, o estudo (quadro 1) revelou uma queda
significativa no teor do principio ativo, quando se wutilizou
a Sacarina base ou Oleo de menta, acentuando-se pela associa
gdo de ambos, respectivamente, edulcorante e aromatizante (pré
-formulas 3 a 6). Isso indica que a Sacarina base e/ou o Oleo
de menta catalizam a decomposigado térmica da Cefalexina monoi

dratada.

Por outro lado, modificagdes organolépticas também se fi
zeram presentes sempre que a Sacarina base ou ambos os compo
nentes encontravam-se associados ao floculante e ao principio
ativo. I'ssas alteragdoes devem-se, provavelmente, a interagao
conjunta do edulcorante/floculante/principio ativo ou edulco
rante/aromatizante/floculante/principio ativo (pré-formulas 3
e 4), visto que nos outros casos, mantiveram-se os caracteres

organolépticos (pré-formulas de 1 a 11).

Da andlise dos resultados das pré-formulas de 12 a 16,

cuHatdtyl«se qU€ 8 problema pederia ser solucionado com a subs
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tituicao da Sacarina base pela Sacarose pulverizada, e do Oleo
de menta por Oleo essencial de frutas citricas (limao, laranja

ou tangerina).

Assim, tendo-se em vista as observagoes descritas e, que
nao sc pretendia incluir corantes na preparagdo, optou-se, tam
bém por motivos estéticos, pela utilizacdo da pré-formulagao 16
do quadro 1, que emprega o Oleo de 1limao associado com a Saca

rose pulverizada.

Um dos processos utilizados para a floculagao de suspen

sées € o do emprego de substancias tensioativas (7, 89).

Alguns detergentes, tanto ionicos como nao idnicos, tém

sido empregados como agentes floculantes (49).

NASH & HAEGER (75) empregaram tensioativos nao ionicos,as
sociados com eletrdlito, para diminuir o potencial-zeta e pro

vocar a floculagao de suspensoes.

Segundo ARANCIBIA (7) e RIGAMONTI & RUGGIMENTI (89), pode
-se utilizar tensioativos anionicos para flocular particulas
positivas, e tensioativos cationicos, como o Cloreto de benzal
conio ou Cloreto de cetilpiridinio para flocular particulas ne
gativas. A explicagao decorre do fato que o tensioativo, pos
suindo carga contraria a das particulas, produz diminuigao do

potencial-zeta, favorecendo, dcssa maneira, a floculagao.

As cefalosporinas, sendo antibioticos de carater  acido,
consoante sua carga elétrica comportam-se como anios,sendo pas
siveis, portanto, de serem floculadas com tensioativos cationi

Ccos.

Segundo HIESTAND (49), quando um so6lido hidrofilo € dis
persado num 6leo, uma minima quantidade de agua €& adsorvida em
cada particula. No momento em que duas particulas se tocam, o
filme 1liquido concentra-se entre elas formando uma ponte liqui

da. Nossos resultados demonstram tal possibilidade. As fotomi
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crografias apresentadas na figura 10 ilustram o fato.

Em testes prévios foram verificadas as agoes floculantes
do Cloreto de benzalcdnio e do Cloreto de cetilpiridinio fren
te a Cefalexina monoidratada, tendo-se observado melhor efi
ciéncia do segundo tensioativo, razao que levou ao seu emprego

nas pré-formulas.

Verificou-se¢ que a agaio floculante do Cloreto de cetilpi
ridineo é diretamente proporcional a sua concentragao até um
maximo de 0,3911 mMol % seguindo-se, a partir desse ponto, in
versamente proporcional até o limite das concentragoes testa

das (figura 11).

Evidentemente nossos estudos ndo forneceram subsidios su
ficientes para explicar o mecanismo pelo qual ocorre tal feno
meno, pois isso exigiria estudos mais aprofundados, o que nos
desviaria completamente do objetivo principal do trabalho. En
tretanto, na pratica,; obscrvou-se que inicialmente ocorria uma
coagulagao geral, provavelmente por atragdo particula/particu

la (49), iniciando-se a seguir a sedimentagao.

As velocidades médias de sedimentagao comportam-se inver
samente proporcionais 3 concentragao do floculante até o maximo
de 0,3911 mMol %, seguindo-se diretamente proporcionais nos 1i

mites das concentragoes testadas (quadro 2).

Na formulagao final, optou-se por uma concentragao de flo
culante (0,2793 mMol%) que, alem de eficiente, oferecesse com

pleta seguranga quanto ao ponto de inversao de carga.

PREPARACAO DA FORMA FARMACEUTICA:

A formulagdo desenvolvida apresentou adequadas possibili

dades quanto a tecnologia de preparagao empregada.
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DECOMPOSICAO FOTOQUIMICA ACELERADA

Os resultados das concentragoes percentuais, bem como aque
les apresentados para as atividades antibiética das amostras
estudadas, demonstram a boa estabilidade da suspensdo a luz so
lar simulada, quando acondicionada em frascos ambar.

As constantes de velocidade de decomposigao foram da or

dem de 2,27x10_3dia.1 e 2,35x10—3dia_1, obtidas, respectivamen
te, pelo método espectrofotométrico e microbioldgico, e aemons
tram a eficiéncia desses métodos de avaliacdo, ja que os valo

res sao bastante proximos.

A analise do tratamento gréfico (figura 12) a que foram
submetidos os resultados obtidos, por ambos os mctodos de ava
liagao quantitativa, bem como as respectivas equagoes das re

tas, indicam que o antibidtico sofre decomposigao segundo uma

reagao de cinética de primeira ordem.

DEGRADACAO TERMICA ACELERADA

A avaliagao da concentracao percentual da Cefalexina mo
noidratada nas amostras submetidas a decomposigao térmica ace
lerada, mostrou uma queda de 4,04, 6,62 e de 19,69% no final
de 30 dias de exposigdo, respectivamente, as temperaturas de
40°c, 50°C e 60°C, demonstrando que no Ultimo caso a catdlise
térmica € muito mais acentuada. O mesmo efeito catalitico pode
ser observado, comparando-se as constantes de velocidade de de
composigao obtidas, respectivamente, para cada uma das tempera
4 1

turas experimentals, que sao da ordem de 8,21x10 "dia .

1 1

2,1x107%dia" Y e 7,28x10 %dia”

As mesmas amostras, submetidas a decomposigao térmica ace
lerada, também foram avaliadas quanto a sua poténcia antibioti
ca, constatando-sc uma queda da ordem de 4,57, 9,98 e 20,11% e,

verificando-se a mesma eficiéncia catalitica da temperatura
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que aquela observada para as concentragdes percentuais.As cons
tantes de velocidade de dccomposicao, da ordem de
9,36x10 %a1a™Y, 2,0x1073dia”! e 7,47x107°dia”! também demons

tram a mesma tendéncia.

Independente do método de avaliagdo a decomposigao térmi

) .~ P
ca a 50°C e decomposigao fotoquimica, apresentaram constantes
de velocidade de degradagao de mesma grandeza indicando, nesse

caso, equivaléncia de efeito catalitico.

Comparando-se os dados resultantes dos dois métodos de ava
liagao quantitativa, nao se verificaram diferengas significati
vas que possam comprometer os processos de extragao e de ava
liagdo quantitativa do antibidtico. O incremento, praticamente
insignificante, no valor das constantes de velocidade de decom
posigao, observado no caso das atividades percentuais, deve-se,
provavelmente, a produtos de degradagao que, sem atividade an
tibiotica, absorvam radiagGes no ultravioleta e que nao tenham
sido totalmente eliminados durante a extragao do antibidtico.
Embora nenhuma substancia estranha tenha sido detectada na ana
lise cromatografica da solugdo-mde, que foi submetida a deter
minacao espectrofotométrica (figura 8), produtos de degradagao
em concentragées nao detectaveis cromatograficamente,podem oca
sionar essas pequenas diferengas, devido a grande sensibilida

de da espectrofotometria.

O tratamento grafico para o calculo do tempo de vida Gtil
da suspensao, apresentado nas figuras 15 e 16, baseado no métg
do de AMIRJAHED (6), onde se relaciona o logaritmo de th com
o inverso das temperaturas absolutas a que foram submetidas as
amostras e extrapolando-se para a temperatura ambiente (25°C),
mostrou um periodo de vida Gtil de 776 dias (cerca de 26 meses)
frente ao método espectrofotométrico e de 708 dias (cerca de
24 meses) frente ao metodo microbioldgico. Esses valores foram

verificados considerando-se o teor inicial de principio ativo
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referente a 100%. Todavia, a Farmacopéia Americana (102) suge
re para a Suspensao de Cefalexina monoidratada, uma faixa de
90 a 120% do valor rotulado, propiciando aumentar sensivelmen
te esse prazo de validade, caso o produto seja preparado em soO

bredosagem, dentro desses limites.

VERIFICACAO DA REDISPERSIBILIDADE, COLORACAO, pH E VISCOSIDADE

As determinagoes de pH, para as amostras submetidas a dg
composigao fotoquimica, bem como para aquelas estocadas a 50°¢C
no teste de decomposigao térmica (figura 17) mostraram-se esta
veis até o 59 dia, apds o que apresentaram um aumento gradual
até o 159 dia de estocagem, seguido de uma queda até valores
pouco abaixo daqueles correspondentes aos das amostras manti
das em temperatura ambiente. As amostras estocadas a 40°C se
guiram o mesmo curso, mantendo o valor do pH estavel até o 10¢
dia, apds o que houve um aumento crescente até o 25° dia,segui
do de uma queda brusca até valores semelhantes aos anteriores.
As amostras mantidas a 60°C exibiram uma caracteristica parti
cular, apresentando uma queda ja no 5° dia, mantendo-se aparen
temente estaveis até o 15° dia de armazenagem, seguido de que

da constante até valores bem inferiores aqueles observados nos

outros casos.

A formagao de produtos de degradagdo que se mantém esta
veis durante determinado tempo, decompondo-se a seguir, em ou
tros sub-produtos, pode explicar as alteragoes do pH, nos ca
sos da degradacdo frente a luz e as temperaturas de 40 e 50°C.
No caso das amostras mantidas a 60°C, & provavel que os produ
tos de degradagao iniciais nao se mantém estaveis,devido a for
te catalise térmica, decompondo-se logo apds sua formagdo, oca

sionando quecda subseqUcente de pit (figura 17).

As variagoes da viscosidade ocorrem, provavelmente, pela
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solubilizagdo de produtos de decomposigao no meio dispersante,
uma vez que em amostras do Oleo mineral mantidas nas mesmas
condigoes, nao se observou tais variagoes. Mantiveram-se as ca
racteristicas observadas para o pH, ou seja, ocorreram altera
goes paralelas nos casos da degradagao a luz e as temperaturas
de 40 e 50°C, enquanto que a 60°C verificou-se a mesma caracte
ristica isolada. Esse comportamento era de se esperar, em ra
zao da semelhanga de grandeza observada nas constantes de velo
cidade de decomposigao, para a degradacao fotoquimica e para

as temperaturas de 40 e 50°¢ e, do valor particularmente supe

rior dessa constante, verificado para a temperatura de 60°C.

Esses dados constituem subsidios suficientes para se esta
belecer uma correlacao entre a decomposi¢do do principio ativo,
através das constantes de velocidade de degradagao, e as alte

racoes detectadas na viscosidade e pH (figuras 17 e 18).

Analisando-se os resultados apresentados nos quadros 6 e
7, verifica-se uma correlagao intima entre as caracteristicas
de redispersibilidade e de cor, pois, nas amostras mantidas a
50 e 60°C no teste de degradagao acelerada, observa-se que o
aparecimento de coloracgdo € seguido, em ambos os casos, pelo
comprometimento da redispersao. Em vista desses fatos,supoe-se
que o surgimento de coloragao esteja relacionado com a decompo

sigao do floculante.

TESTE DE DISSOLUGAO "IN VITRO'" E ENSAIOS BIOLOGICOS

A presenga de um farmaco na circulagio sanglinea,apds sua
administragao por via diferente da endovenosa, envolve os pro
cessos de liberagao do principio ativo da forma farmacéutica,
com posterior dissolugao, e o transporte através das membranas

biologicas (92).

De acordo com a lei de NOYES (101), a velocidade de absor
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cao de uma substancia, contida numa forma farmacéutica, €& fun

gao de sua velocidade de dissolugao (figuras 19, 20 e 21).

Por outro lado, sabe-se que a cedencia de um principio
ativo € dependente da forma farmacéutica em que ele esta conti
do, GIBALDI (43) afirma que essa cedéncia decresce na seguinte

ordem:
SOLUCAO - SUSPENSAO - CAPSULAS - COMPRIMIDOS - DRAGEAS.

Através do estudo da dissolugdo "in vitro' € possivel ava
liar o comportamento de determinada formulagao, considerando
ser ela a etapa determinante do processo de absorgao '"in vivo"
(84, 101). Entretanto, somente testes experimentais '"Zn vivo"

poderao definir os parametros finais.

PRINCIPIO ATIVO EM SO-
LUCAO NOS FLUIDOS
GASTRO- INTESTINAIS
ARTIFICIAIS

AVALIACAO

SUSPEN S A0 DISSOLUCAO

PRINCIPO ATIVO EM SO- PRINCIPIO ATIVO
LUCRO NOS FLUIDOS GAS- ABSORVIDO PELO
TRO INTESTINAIS ORGANISMO

Figura 21- Esquema da cinetica de dissolugao e absorgao.

Dentro desses propdsitos, a formulagao objeto deste estu
do, foi submetida aos testes de dissolugao "in vitro', na ten
tativa de se estabelecer parametros aplicaveis aos experimen
tos "in vivo",

O conceito de biodisponibilidade fundamenta-se, principal
mente, na avaliacao de parametros especificos como oOs niveis

plasmaticos.

A disponibilidade biologica, realizada em ratos, apresen

tou um pico de absorgao maxima na primeira hora apoés a adminis
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tracao da suspensao por via oral (figura 20), resultado seme
lhante aos obtidos por FINKELSTEIN e col. (32, 33), BOND e
col. (9), WALKER e col. (103) e OCLANDER (79) em humanos.

Os dados obtidos no ensaio de biodisponibilidade mostram
correlagdo com o teste de dissolugao "in vitro". A comparagao
desses resultados demonstra que a maiof percentagem do antibio
tico (cerca de 85%) foi liberada, encontrando-se em dissolugao
nos fluidos gastrointestinais simulados, em tempo habil para

que se desse o pico de absorgao maxima "<n vivo" no tempo em

que se configurou (1 hora).

KISHI e col. (58) correlacionaram o teste de dissolugao
"{n vitro" com a absorgao ou excregao da Cefalexina em humanos,
concluindo que esse experimento € um método confiavel para a

!

avaliagao bioldogica da Cefalexina "in vitro".

Esses resultados comprovam, ainda, a adequabilidade da mi
cronizagao da matéria prima, avaliada através da andlise granu

lométrica, para que a absorgao ocorresse em niveis ideais.

Finalmente, os resultados obtidos no ensaio de toxicidade,
demonstram que o produto mantém-se atoxico, mesmo em seu esta

do de maior degradagao.
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CONCLUSOES

1 - A tecnologia empregada na preparagao da forma farma

céutica mostrou-se¢ plenamente adcquada.

2 - A metodologia de extragdo do principio ativo  compro

vou ser eficiente.

3 - Os métodos espectrofotométrico e microbioldogico mos
traram-se adequados para a avaliagao quantitativa tanto da ma

téria prima como do produto acabado.

4 - Os resultados obtidos nos ensaios de decomposigao tér
mica e fotoquimica sugerem que a degradagdo do principio ativo

ocorre segundo uma reacao de cinética de primeira ordem.

5 - Os valores das constantes de velocidade de decomposi
¢do demonstram a boa estabilidade térmica e fotoquimica da Ce

falexina monoidratada na suspensao proposta.

6 - O provavel tempo de vida Util da Suspensdo de Cefale
xina monoidratada a temperatura ambiente, € de aproximadamente
2 anos, podendo ser sensivelmente aumentado se o principio ati
vo for utilizado em sobredose, dentro dos limites farmacopéi

Ccos.

7 - Os valores do pH e da viscosidade mantém-se dentro de
niveis aceitaveis, mesmo ap0s as amostras serem submetidas a

condigoes drasticas de temperatura.

8 - O comportamento do parametro rcdispersibilidade de

monstra a boa estabilidade fisica do produto acabado.

9 - 0 teste de dissolugao "<n vitro'" correlaciona-se com
o ensaio de biodisponibilidade, exibindo liberagao adequada pa

ra uma rapida absorgao.
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10- O ensaio de dissolugao "in vitro'" pode ser aplicado
como método indicativo da disponibilidade biolédgica do produto,
podendo ser utilizado na definigio dos parametros tecnolédgicos

durante a produgao.

11- A disponibilidade biologica do produto apresentou va

lores apropriados para a resposta terapeutica.

12- A solugao aquosa extrativa mantém-se atoxica, mesmo

nas amostras com maior grau de decomposicao.

13- 0 acondicionamento da suspensao em frascos ambar nor
mais € suficiente para a manutencao da qualidadc do produto

acabado.

14- Conclui-se, finalmente, em fungao dos resultados obti
dos, que o produto final apresenta amplas possibilidades de

producao industrial.
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