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RESUMO

A industria farmacéutica é responsavel por produzir medicamentos seguros e eficazes
para a saude, contribuindo com a qualidade de vida da populacéo. Para que o produto
chegue ao consumidor final, o controle de qualidade é etapa imprescindivel no
processo de manufatura de medicamentos. Nesse sentido, a utilizagao de padrbes de
qualidade e que garantem resultados confiaveis € de suma importancia. Atrelado a
isso e visando reducao de custo, saber analiticamente até quando e em que condi¢cdes
de armazenamento sao ideais para otimizar o processo. Neste contexto, o objetivo
deste trabalho foi o estudo de estabilidade da substancia quimica de trabalho
azitromicina, obtida da Industria Farmacéutica Prati-Donaduzzi. Armazenou-se 0
padrdo na condi¢cdo de geladeira (2 — 8°C) e estufa (30°C) e ao longo do tempo foi
avaliada a recuperacado por cromatografia liquida de alta eficiéncia frente a dois
meétodos analiticos, respectivos as duas formas de liberagdes de produto acabado da
empresa. Foram avaliados para o método de azitromicina comprimido dois estudos,
um de menor tempo 20 horas e outro até 117 horas. Ao avaliar a recuperagao
contatou-se que o armazenamento na condicdo estufa foi o mais eficaz, pois a
recuperacao do padrao ficou dentro da especificacao de 98,5% a 101,5% em até 117
horas. Em relagdo ao ativo avaliado pela metodologia analitica pd para suspensao
oral, a condigéo geladeira até 113 horas foi mais eficaz em relagéo a condigao estufa.

Palavras chaves: Estabilidade, azitromicina, HPLC.



ABSTRACT

The pharmaceutical industry is responsible for producing safe and effective medicines
for health, contributing to the quality of life of the population. In order for the product to
reach the final consumer, quality control is an essential step in the drug manufacturing
process. In this sense, the use of quality standards and that guarantee reliable results
is of paramount importance. Linked to this and aiming at cost reduction, analytically
know when and when storage conditions are ideal to optimize the process. In this
context, the objective of this work was the stability study of the chemical substance
azithromycin, obtained from the Pharmaceutical Industry Prati-Donaduzzi. The
standard was stored in the refrigerator (2 - 8 ° C) and oven (30 ° C) condition and over
time the recovery by high performance liquid chromatography was evaluated against
two analytical methods, corresponding to the two forms of releases of the finished
product company. Two studies were evaluated for the compressed azithromycin
method, one with the shortest time 20 hours and the other with up to 117 hours. When
evaluating the recovery, it was reported that storage in the greenhouse condition was
the most efficient, since the recovery of the standard was within the specification from
98.5% to 101.5% in up to 117 hours. Regarding the active evaluated by the analytical
methodology powder for oral suspension, the refrigerator condition up to 113 hours
was more effective in relation to the greenhouse condition.

Keywords: Stability, azithromycin, HPLC.
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1 INTRODUGAO

A industria farmacéutica é responsavel por produzir medicamentos seguros
e eficazes para a saude, contribuindo para melhorar a qualidade de vida da populagao.
Para que o produto chegue ao consumidor final, o controle de qualidade é etapa
imprescindivel no processo de manufatura de medicamentos, nele sédo realizadas
analises fisicas, quimicas, microbiologicas e instrumentais, das quais deverao estar
de acordo, principalmente, com as normas nacionais que regem na Agéncia Nacional
de Vigilancia Sanitaria (ANVISA).

Dentre os medicamentos produzidos, tém-se os agentes antimicrobianos
que sao farmacos utilizados para o tratamento de diversos tipos de infeccdes
causadas por micro-organismos. Com grandes avangos na industria farmacéutica, as
infecgdes que eram em muitos casos letais, podem ser tratadas de forma rapida e
seguras em poucos dias. Como exemplo desta classe de medicamentos, existe a
azitromicina que € um antimicrobiano que tem efeito bactericida e bacteriostatico,
demonstrando eficacia tanto em bactérias gram-positivas como gram-negativas
(KATZUNG; MASTERS; TREVOR, 2014). Este antibiotico é utilizado principalmente
no tratamento de doencas respiratorias e infecgdes dermatoldgicas e suas formas de
apresentacao mais conhecidas sao em poO para suspensao oral de 600 mg e
comprimidos revestidos de 250, 500 ou 600 mg e capsula de gelatina de 250 mg
(Zithromax Product Information, 2017).

Neste contexto, a fim de garantir resultados mais rapidos, confiaveis e
rastreaveis, comumente € utilizada a cromatografia liquida para identificagdo e
quantificacdo e separagcao de compostos (RIBANI et al., 2004; MALDANER e
JARDIM, 2009; SKOOG et al. 2007, KUMAR et al, 2016). Para esta técnica € de suma
importancia a utilizacdo de padrbes de qualidade, podendo ser, por exemplo,
substancia quimica de trabalho (SQT) ou Substancia Quimica de Referéncia
Farmacopeica (SQF) (RDC 166, 2017).

Com intuito de gerar resultados confiaveis e reprodutiveis e visando uma
possivel utilizagdo a médio ou longo prazo dessas substancias quimicas, bem como
os reagentes utilizados, faz-se necessario avaliar analiticamente a estabilidade do
padrdo de azitromicina diidratada, frente a condigbes de temperatura ao longo do
tempo, a fim de otimizar o processo de analise e reduzir custos com analista,

equipamento e materiais.



12

1.1 OBJETIVOS

1.1.1 Objetivo geral

Realizar um estudo analitico de estabilidade do padrao de azitromicina

utilizados na rotina do controle de qualidade

1.1.2 Objetivo especifico

Avaliar a estabilidade de uso da substancia quimica de trabalho frente a
metodologia analitica de azitromicina comprimido revestido.
Avaliar a estabilidade de uso da substancia quimica de trabalho frente a

metodologia analitica de azitromicina p6 para suspensao oral.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 IMPORTANCIA DA CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA EFICIENCIA

Desde o inicio da cromatografia liquida (CL) até os dias atuais, muitas
pesquisas foram realizadas como, por exemplo, o aprimoramento da instrumentagao
a fim de garantir resultados mais rapidos, confiaveis e rastreaveis. Nas ultimas cinco
décadas, a cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) ou high performance liquid
chromatography (HPLC) tem sido a técnica analitica mais desenvolvida, empregada
e difundida em laboratérios de analises de industrias farmacéuticas e quimicas,
amostras forenses e matrizes ambientais e em muitas areas da ciéncia, devido a sua
capacidade de separar, identificar e quantificar os compostos que estdo presentes em
qualquer amostra que possa ser dissolvida em um liquido (RIBANI et al., 2004;
MALDANER e JARDIM, 2009; SKOOG et al. 2007, KUMAR et al, 2016).

O equipamento HPLC, conforme representado esquematicamente na
figura 1, consiste em uma coluna com uma determinada fase estacionaria, uma forca
motriz que impulsiona o solvente através da coluna (bomba), um sistema de injecéo
para injetar a amostra na coluna, um sistema que avalia a propriedade do analito
analisado (detector) e um sistema que grava os sinais do detector, convertendo-os em
cromatogramas ou graficos (MORENO — ARRIBAS e POLO, 2003, COLLINS et al.,
GIL, 2007).

| %} Amostra
— al
Bomba I.. Injetor - Detector
Coluna

)

Solvente Aquisicao dosdados

Descarte

Figura 1: Diagrama esquematico adaptado de instrumentag¢do do HPLC
Fonte: Laboratoryinfo (2015)



14

A técnica esta fundamentada na migracao diferencial dos componentes de
uma mistura, que ocorre devido a diferentes interacdes, entre duas fases imisciveis;
a fase mével com caracteristica liquida e a fase estacionaria com caracteristica sélida
(MORENO - ARRIBAS e POLO, 2003; LINDE, 2018).

A eficiéncia desse método de cromatografia atribui ao uso de suportes com
particulas diminutas e uso de bombas de alta pressédo para eluicdo da fase moével.
Para realizar a separagdo dos analitos utilizam-se colunas cromatograficas de ago
inoxidavel ou de plastico com comprimento de 5 a 30 cm e didametro interno de 1 a
5mm. Devido a movimentagdo da fase movel continuamente através da coluna
contendo a fase estacionaria, pode haver interacdo por adsor¢ao por adsorgao
(separacéo solido-liquido), particao (separacgao liquido-liquido), exclus&do molecular ou
troca ibnica. O suporte mais comumente utilizado € a silica. A atividade ou a
polaridade da superficie da silica pode ser modificada a grupos funcionais menos
polares (fase ligada). As fases assim obtidas sdo chamadas de quimicamente ligadas.
Essas fases, dependendo da modificacdo feita ao suporte, podem atuar no modo
normal, reverso ou ambos (WATERS, 2018).

Na cromatografia em fase normal, a fase estacionaria € mais polar que a
fase movel, e em fase reversa, a fase movel é mais polar. Considerando a fase
reversa, quando ocorre eluicdo da fase mével pela coluna cromatografica, acontece a
movimentacdo do analito entre a fase moével e fase estacionaria, dessa forma, as
moléculas hidrofilicas ficam menos retidas comparadas com moléculas hidrofébicas,
e 0 quanto mais tempo o soluto fica retido na fase estacionaria, consequentemente
maior sera o tempo de retengcado (WATERS, 2018; Schluter, 2000).

2.2 LEGISLACAO, PARAMETROS ANALITICOS E CROMATOGRAFICOS

A industria farmacéutica é responsavel por produzir medicamentos seguros
e eficazes para a saude, contribuindo para melhorar a qualidade de vida da populagao.
Conforme consta na RDC 17 (2010), as Boas Praticas de Fabricacédo (BPF) € a parte
da Garantia da Qualidade que os produtos sdo produzidos e controlados, com
padroes de qualidade apropriados para uso pretendido e requerido pelo registro.

Para o registro do produto, todos os 6rgaos reguladores do Brasil e de
outros paises exigem a validacdo de metodologia analitica. Por definigdo da ANVISA

(2003): “A validacao deve garantir, através de estudos experimentais, que o método
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atenda as exigéncias das aplicacbes analiticas, assegurando a confiabilidade dos
resultados”.

No Brasil, ha credenciadas duas agéncias para verificar a competéncia dos
laboratorios de ensaio, a ANVISA e o INMETRO (Instituto Nacional de Metrologia,
Normalizagdo e Qualidade Industrial). Internacionalmente, por exemplo, tem-se a
IUPAC (“International Union of Pure and Applied Chemistry”), US-FDA (“United States
Food and Drug Administration”) e ICH (“International Conference on Harmonization”)
(RIBANI et al., 2004).

Para a avaliacdo de cada ativo é utilizado um método de analise, em
algumas vezes atribuido a alguma técnica, por exemplo, cromatografia liquida. Por
definigdo, método de analise é um conjunto detalhado de diregbes (protocolo), inicia-
se desde o preparo da amostra de ensaio até a compilagdo dos dados, nos quais
deveréao ser seguidos para que os resultados sejam satisfatorios (AOAC, 2013).

Normalmente os paradmetros analiticos encontrados para validagao de
método de separagdo sao: precisdo; exatidao; limite de deteccdo e limite de
quantificacado; robustez, seletividade; linearidade e faixa de aplicagdo. Dentre os
parametros citados, na robustez € sugerido realizar o estudo de estabilidade. Em um
método cromatografico, € avaliada a sua resposta em meio a mudangas de ambiente
de analise, por exemplo, pela variacdo fatores como a concentragcdo de solvente
organico, pH, programagao da temperatura, entre outros. (RIBANI et al., 2004; DE
PAULA e SENA, 2007; LUO et al, 2018).

Seja na etapa de pesquisa e desenvolvimento do produto ou na liberagao
do produto acabado pelo controle de qualidade, o método de analise por cromatografia
liqguida inclui alguns parametros cromatograficos que validam o teste, ou seja, validam
o “System suitability”. Para monitorar a operacdo, a aquisigdo, processamento e
relatorio de dados, utilizam-se, por exemplo, o software Empower™. O software
determina o desempenho analisando a capacidade do sistema em separar
componentes. Nesse sentido, executa calculos estatisticos dos testes laboratorias nos
resultados e apresentam as informagdes em formato de tabela ou graficos, baseando-
se, por exemplo, na adequacdo do sistema United States Pharmacopeia (USP).
(Empower System Suitability Quick Reference Guide, 2002).

Neste contexto, sdo apresentadas a seguir algumas definigdes importantes

que garantem a conformidade do sistema cromatografico.
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O tempo de retengao é o tempo necessario de eluigdo de um analito desde
a sua injecao no equipamento, passando pela coluna e atingindo seu ponto mais alto
de detecgédo (SHIMADZU, 2019). Assim como a area e altura do pico, por exemplo, o
tempo de retencdo avalia a reprodutibilidade do sistema, analisando injegéo a injecéo.

O numero de pratos tedricos (N) € um parametro que indica a eficiéncia da
coluna com base em calculos nos quais quanto maior o numero de pratos tedricos,
maior o numero de interagdes com a coluna e mais nitidos serdo os picos. Segue

abaixo a equagéao (1):

N = 16(t/w)? (1)
Onde:
e W = largura do pico base.
e t: tempo de retengao da substancia (SHIMADZU, 2019).

/1N
.-'.I
/ \-,
\ Tempode |
/ 4—— retencio
] —— L
—
1 1
1 [
h .I
Largura

Figura 2: llustracdo adaptada do célculo de pratos teéricos conforme USP
Fonte: Empower System Suitability Quick Reference Guide (2002)

O fator de cauda é um coeficiente que mostra o grau de simetria do pico. E

¢é calculado de acordo com a equacéo (2).

As = Wo,05/2f (2)
Onde:
e Wo,05 = largura do pico a 5%.
o f = distancia a partir do valor cume do pico para a borda inicial do
pico, a distancia a ser medida em um ponto de 5% da altura do pico
a partir da linha de base (SHIMADZU, 2019).
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Figura 3: llustracdo do calculo de fator de cauda conforme USP
Fonte: Empower System Suitability Quick Reference Guide (2002)

A precisao do sistema se da pela repetibilidade de quantificacdo de um
unico padrdo, a variagado aceitavel do método analitico engloba o desvio padrao
relativo (DPR) < 2%. A simetria de pico < 2% e pratos teéricos > 2000 (MADHURI et
al., 2016).

2.3 ESTABILIDADE DE SOLUCOES

Para melhor aproveitamento do funcionamento do laboratdrio,
frequentemente, as analises cromatograficas sao realizadas o tempo todo.
Dependendo do fluxo de produgao, um produto a ser analisado pode ficar horas no
equipamento ou semanas. Nesse sentido, para gerar resultados satisfatérios e
reprodutiveis, as amostras, padrdes e reagentes devem ser estaveis por um periodo
adequado (Ribani et al., 2004).

A Resolucao 45 da ANVISA de 2012 dispde sobre a realizacado de estudos
de estabilidade em insumos farmacéuticos ativos (IFA), que é denominada como
qualquer substancia introduzida na formulagdo de uma forma farmacéutica, exercendo
atividade farmacoldgica, por exemplo. O teste de estabilidade tem por objetivo,
determinar ou acompanhar a data de reteste ou prazo de validade, avaliando
possiveis degradacdes quimicas e/ ou mudancgas fisicas, vinculadas ao teor do
insumo farmacéutico.

Segundo a RDC 166 (2017) a substancia quimica de trabalho ou a
Substancia Quimica de Referéncia Farmacopeica, sdo utilizadas para fins de

quantificacdo e identificacdo do analito de interesse em uma amostra, por
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cromatografia liquida de alta eficiéncia. A SQT possui um custo menor, pois é
padronizada a partir de uma SQF que possui um alto grau de pureza que reflete em
um custo mais elevado, pois sua aquisicdo demanda tempo, pois, na maioria das
vezes € importado de outros paises.

Mediante a esse fator, a aplicabilidade de um estudo de estabilidade
direcionado a um padrao, como temperatura ao longo do tempo, por exemplo, teria a
vantagem de redugédo de custo e tempo de preparo, pois, comprovando analiticamente
que o padrao é estavel a uma determinada condi¢ao, podera ser reutilizado sem o
comprometimento da analise.

Uma das avalia¢des analiticas que indicam a estabilidade do ativo € avaliar
a sua recuperagao ao longo do tempo. Alguns fatores como repetibilidade, ou seja,
condicbes mantidas constantes, analista, solugcbes e equipamentos, devem ser

levados em consideracao para a confiabilidade dos resultados.

2.4 SUBSTANCIA QUIMICA DE TRABALHO — AZITROMICINA

A azitromicina base possui a férmula molecular CssH72N2012 e estrutural

apresentada na figura 4. Possui a nomenclatura IUPAC:
(2R,3S,4R,5R,8R,10R,11R,12S,13S,14R)-11-[(2S,3R ,4S,6R)-4-(dimeilamino) 3-
hidroxi-6-metiloxan-2-ilJoxi-2-etil-3,4,10-trihidroxi-13-[(2R,4R,5S,6S)-5 hidroxi-4-
methoxi-4,6-dimetiloxan-2-ilJoxi-3,5,6,8,10,12,14-heptametil-1 oxa-6-

azaciclopentadecan-15-ona. A férmula molecular da azitromicina diidratada €
CssH72N2012 + 2H20 e apresenta-se a forma de um po branco cristalino. Em relacéo
a solubilidade é considerada muito pouco soluvel em agua, soluvel em cloroférmio,
facilmente solivel em etanol e metanol. (BUDAVARIS, 1996; FARMACOPEIA
BRASILEIRA IV, 2003; PubChem, 2018).
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Figura 4: Estrutura da azitromicina
Fonte: Fonte: PubChem (2018)

E um antibiético macrolideo semi-sintético, cujo medicamento referéncia é
o Zitromax®, produzido pela industria farmacéutica Pfizer e o nome genérico é
Azitromicina di-hidratada. Possui trés formas de apresentacdo fornecida pela
Zitromax®: Po para suspenséo oral de 600 mg e comprimidos revestidos de 250, 500
ou 600 mg e capsula de gelatina de 250 mg. (Zithromax Product Information (PI),
2017) (FIGURA 5).

Derivado da eritromicina, diferenciando-se desta ultima pela inclusao de
um atomo de nitrogénio no anel lacténico, sendo o unico representante desta familia
de antibidticos que apresenta quinze membros no anel, uma a mais que eritromicina.
A azitromicina parece se ligar ao mesmo receptor, obtendo uma maior concentragao
de tecido e sangue, propiciando, em parte, sua grande fungdo como antibidtico.
(RANG et al, 2001; G. Foulds et al, 1990). Com essa modificagdo no anel lactdnico,
houve uma melhoria em estabilidade em meio acido, aumentando o espectro de agao
e reducao dos efeitos colaterais gastroinstestinais (JAIN e DANZIGER, 2004).

Esse medicamento tem a acao de impedir que as bactérias sensiveis a
azitromicina produzam proteinas, que sdo a base da sua reproducgéo e crescimento.
Pois, liga-se com a subunidade ribossémica 50S, impedindo assim, a translocacao
dos peptideos. Seu pico de acao € apds 2 a 3 horas da administracdo por via oral.
(Zithromax Consumer Medicine Information (CMI), 2016); Ministério da Saude, 2013).
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A azitromicina tem sido amplamente utilizada desde meados dos anos 80.
Segundo Timoumi e colaboradores (2010), este farmaco possui uma alta agao
bacteriostatica diante de um amplo espectro de bactérias patogénicas e € usado
principalmente para o tratamento de doencas respiratérias e infecgbes
dermatolégicas. Mais recentemente as atividades imunomoduladoras foram
evidenciadas para esta droga expandindo assim, na terapia em longo prazo, seu uso
para patologias pulmonares crénicas (KANOH e RUBIN, 2010).

A azitromicina apresenta-se como um po branco, pouco soluvel em agua O
estado solido da azitromicina depende do solvente utilizado no processo de
cristalizacado (Montejo-Bernardo et al., 2006). Se o antibidtico é cristalizado em uma
mistura de agua e acetona, o produto obtido (azitromicina) € o di-hidrato (Djokic et al.,
1988). Se o antibidtico é cristalizado em uma mistura de alcool de agua a forma de
azitromicina obtida € a mono-hidrato (Montejo-Bernardo et al., 2006).

Figura 5: Zitromax® - Medicamento referéncia de azitromicina. Forma de apresentagao
comprimido e forma de apresentagao suspensao
Fonte: Google Imagens
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 DESCRIGAO DO LOCAL DA ANALISE

O trabalho foi realizado no laboratério Instrumental — Controle de qualidade,

localizado na Industria Farmacéutica Prati — Donaduzzi, na cidade de Toledo — PR.

3.2 OBTENGAO DA MATERIA — PRIMA

Para a realizagdo das analises foi disponibilizado todos os insumos
necessarios pela industria Farmacéutica Prati — Donaduzzi, incluindo a substancia
quimica de trabalho azitromicina diidratada, com teor declarado de 94,42%. Sendo
que a identidade e o teor foram devidamente comprovados experimentalmente, no

laboratério da empresa.

3.3 EQUIPAMENTOS

Todos os equipamentos que foram utilizados para realizar o estudo de
estabilidade estavam com suas respectivas calibragdes vigentes. Os equipamentos
CL_030 e CL_036 foram usados na avaliagcdo do método de azitromicina comprimido
e o CL_029, no método de azitromicina suspensdo. Segue a tabela 1 com os dados

dos mesmaos.

Tabela 1: Equipamentos utilizados

Equipamento Cédigo de Identificacdo Validade
HPLC Shimadzu Prominence® LC-20A CL_036 03/19
HPLC Shimadzu Prominence® LC-20A CL_029 12/19
HPLC Shimadzu Prominence® LC-20A CL_030 12/19

Fonte: Autor
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3.4 COLUNAS CROMATOGRAFICAS

Todas as colunas cromatograficas utilizadas no estudo de estabilidade sédo
colunas dedicadas ao produto e utilizadas na rotina do laboratério desde que atendem
as especificagdes solicitadas no método.

Segue a Tabela 2 com as colunas cromatograficas utilizadas no estudo e
suas respectivas informagdes e a fotografia de uma das colunas sendo utilizadas

durante a analise do estudo de estabilidade.

Tabela 2: Colunas cromatogréficas utilizadas no estudo de estabilidade

Coluna Cromatografica Serial Number Finalidade
. Uso na analise de doseamento
Akzo — Nobel Kromasil C8 150 L204724 do método de azitromicina
mm X 4,6 mm X 5um o .
comprimido no experimento 1.
. Uso na analise de doseamento
Akzo — Nobel Kromasil C8 L204725 do método de azitromicina
150 mm x 4,6 mm x 5,0 ym e )
comprimido no experimento 2.
. Uso na analise de doseamento
Akzo Nobel Kromasil C8 150 E187966 do método de azitromicina
mm x 4,6 mm x 5,0 ym ~
suspensao.

Fonte: Autor

3.5 REAGENTES

Os reagentes que foram utilizados no estudo de estabilidade sdo de
fornecedores confiaveis e em sua maioria sdo reagentes de grau de pureza para

analise em HPLC. Dessa forma, na tabela 3 sdo apresentados os reagentes.

Tabela 3: Reagentes utilizados nos estudos de estabilidade de azitromicina

Reagente Fabricante Pureza (%) Validade Lote
Agua Milli-Q® T|po;u:aUItra Variado' Variado'
Acetonitrila Biograde 99,9 31/03/2023 18030282
Hidroxido de sodio Synth Grau PA 05/06/2021 0141026
Fosfato de potassio Fluka 99,5 10/03/2020 995795
monobasico
Fonte: Autor

Nota:

1 - Avalidade e o lote da agua utilizada para analise alteram diariamente.
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3.6 METODOLOGIA ANALITICA E PROTOCOLO DE ESTUDO DE ESTABILIDADE

Primeiramente, realizou-se a pesagem na balan¢a analitica de dois
padrées por meétodo avaliado (Iltem 3.6.3), foi deixado no ultrassom até a completa
solubilizacdo do ativo, aproximadamente 20 minutos, atentando-se ao aquecimento
maximo de 40°C. Ao finalizar o preparo, foi realizada a etapa de fracionamento para
vials que foram armazenados em geladeira de 2 — 8°C e em estufa a uma temperatura
de 30°C, simulando a condigdo maxima permitida dentro do laboratorio. As analises
das solugdes padrbes foram avaliadas por cromatografia liquida de alta eficiéncia
(FIGURA 6).

1. Preparo
do padrido
1 T T T 2. Fracionamento
- ‘ | para vial
4. Frasco dmbar "-'4"“‘;; J | QQE
armazenado em estufa ou
geladeira 3. Vial armazenados em

/ frascos ambar

5. Avaliagdo por HPLC Geladeira

|| . J 2=8"C

Estufa 30 °C

Figura 6: llustracdo do delineamento experimental
Fonte: Autor

Apos o preparo do padrao (0 hora) e injetados em tempos distintos e em
diferentes condi¢des de armazenamento, a fim de determinar se nesse periodo havera
a recuperacgao do ativo. O autor Shabir (2003), sugere que a variagao entre o padrao
em estudo comparado a um padrao récem preparado seja de até 2%. Diante disso
optou-se em adaptar essa variagao para 1,5%, ou seja, 98.5% — 101.5%, com o intuito
de restringir a faixa de aceitag&o a fim de evitar possiveis desvios analiticos.
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3.6.1 Solucdes

e Solugdo tampéo fosfato de potassio monobasico 30mol L' pH 7.5: dissolveu-
se 4,08 g de fosfato de potassio monobasico em 1000mL de agua purificada
(Milli-Q) e o pH foi ajustado para 7,5 com hidroxido de sédio 50%.

e Hidréxido de sodio a 50%: pesou-se 50 g de hidréxido de sédio, transferiu-se
para um béquer de 100mL, dissolvendo-o em 50mL de agua purificada. Foi
resfriado a temperatura ambiente. Na sequéncia, transferiu-se para um baléo
volumétrico de 100mL e completou-se com o mesmo solvente.

e Fase moével — tampao fosfato de potassio monobasico: Acetonitrila (35: 65).

e Solugéao diluente: misturou-se acetonitrila e agua purificada na proporgao 1:1
(V/v).

3.6.2 Sistema cromatografico

e Fluxo: 1mL/ min.

e Detector: UV/Vis 220nm para analise de azitromicina diidratada — P6 para
suspensao oral e UV/Vis 210nm analise de azitromicina comprimido.

e Volume injetado - 50pL.

e Temperatura do forno: 40°C.

e Coluna: Akzo — Nobel Kromasil, C8, 150mm de comprimento x 4,6mm de
diametro x 5um de tamanho de particula.

e Tempo de retencédo aproximado: 7 minutos para azitromicina diidratada — Po6
para suspensdo oral e 8 minutos para azitromicina comprimido.

e Tempo de corrida aproximado: 1,5 vezes o tempo de retencédo do ativo para
azitromicina diidratada — P6 para suspensao oral e 15 minutos para azitromicina

comprimido.
3.6.3 Solucgdes analiticas
e Solucéo padrao de Azitromicina Diidratada — P6 para suspensao oral: pesou-

se 40mg de padrao de azitromicina diidratada para balao volumétrico de 20mL.

Adicionou-se cerca de 15mL de solucdo diluente e levou ao ultrassom
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(aquecimento maximo de 40°C) até completa solubilizacdo. Resfriou-se a
temperatura ambiente e completou-se o volume com diluente. A solugao foi
homogeneizada e filtrada em membrana de PVDF de 0,45uL. [Azitromicina
diitratada] = 2,0mg/mL.

e Solucdo padrao de Azitromicina comprimido revestido: pesou-se o equivalente
a 20,0mg de padrao de azitromicina diidratada para baldo volumétrico de 10mL.
Adicionou-se 5mL de fase movel e levou ao ultrassom com aquecimento
(maximo de 40°C) até completa solubilizagdo. Resfriou-se a temperatura
ambiente e completou-se o volume com fase moével. A solugdo foi
homogeneizada e filtrada em membrana hidrofilica de 0,45uL de abertura de

poro. [Azitromicina diitratada] = 2,0mg/mL.

3.6.4 Procedimento experimental

3.6.4.1 Avaliacao do sistema

ApoOs a estabilizagdo do sistema cromatografico, conforme metodologia
analitica, os padrdes foram injetados imediatamente apds o preparo, para verificar se
atendiam a recuperacao de 2,0%, conforme o manual de boas praticas
cromatograficas (MBPC) da empresa. Neste contexto, confirmou-se a exatiddo do
sistema e seguiu-se com o protocolo de 6 inje¢des do padréao 1, registrando o tempo
zero da analise.

Foram avaliados também os seguintes parametros para validar o sistema:

e A DPR para a area do pico do ativo nas replicatas nao deve ser superior a 2%.

e A eficiéncia da coluna, quando determinada para o pico da azitromicina
comprimido revestido ndo deve ser inferior a 2000 pratos tedricos.

e O valor de fator de cauda para o pico da azitromicina n&o deve ser superior a 2.

Apos a avaliagao do sistema, em intervalos de tempo os padrdes foram
retirados simultaneamente de suas condi¢des e foram injetados.

A obtencéo dos cromatogramas foi feita pelo software Empower 3, onde foi
avaliado e calculado o fator resposta, que € a razéo entre o sinal produzido pelo analito
e a quantidade de analito que gerou o sinal entre as solugdes padrao 1 e 2 e também

as recuperagdes dos controles ao longo das inje¢des para avaliagao da estabilidade
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das solucdes. As equacgoes (3), (4) e (5) sao utilizadas para avaliagao do sistema,
sendo elas:

FR = (Ap x FDp x 100) / (mp x Tp x Vinj) (3)
Onde:

e Ap = area do pico da solugéo padrao;

e FDp = fator de diluigdo (mL);

e mp = massa do padrdo (mg);

e Tp = teor do padrédo (%);

¢ Vinj = volume de injecao (uL).

Para avaliar a recuperacéo, foi utilizado a equacao (4):

Recuperagéo = (To/Tx) x 100 (4)
Onde:
e To: tempo inicial;

e Tx: tempo final de cada etapa de analise.

O desvio padrao relativo das replicatas injegdes do padréo 1, foi calculado

de acordo com a equacao (5):

DPRing = (Sin/A) x 100 (5)
Onde:
e Sinj= desvio padrao;
e A = média das areas do pico de azitromicina nas multiplas injecdes da Solugéo

padrao 1.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Algumas guias internacionais e artigos abordam a importéncia do estudo
de estabilidade de padrdes e solugcdes na etapa de robustez da validacido do método
analitico com intuito de garantir a confiabilidade dos resultados. (Linda L., 1994;
Rodrigues Oriqui, 2012; Shabir, 2003).

Dessa forma, cada ativo é avaliado por um método de analise e
dependendo da sua forma de apresentacédo, para um mesmo produto, o método &
diferente. Para estes estudos foram utilizadas as metodologias vigentes da analise de
doseamento de produto acabado de azitromicina comprimido e azitromicina diidratada
pO para suspensdo oral da empresa Prati- Donaduzzi. Essas metodologias sao
baseadas na Farmacopeia Brasileira e na Farmacopeia Americana (USP). Nesta
secdo serao discutidos os resultados de ambos os métodos avaliando o ativo

azitromicina.

4.1 AVALIAGAO DO PADRAO FRENTE AO METODO DE AZITROMICINA
COMPRIMIDO

O estudo foi realizado durante a rotina do laboratério, dessa forma, foram
realizados dois experimentos, experimento 1 (E1) avaliando em até 20 horas e
experimento 2 (E2) avaliando em até 117 horas. Para cada experimento seguiu-se
com o preparo de novo diluente, fase movel e trocou-se de coluna e cromatdgrafo. Foi
efetuada a pesagem de dois padrbes para cada experimento, conforme item 3.6.3.

A massa obtida das respectivas pesagens pode ser verificada na Tabela 4.
Para cada experimento com o sistema cromatografico estavel, injetou-se o padrao 2
(P2) e avaliou-se a sua recuperacgao frente a primeira inje¢gao do padrao (P1), que
segundo o manual de boas praticas cromatograficas da Prati-Donaduzzi deve estar
entre 98,0 a 102,0%. Neste primeiro momento preconizou-se avaliar os parametros
de pratos tedricos, fator de cauda e tempo de retengdo solicitado em metodologia.
Confirmando os parametros, seguiu-se com as réplicas do P1. A partir da primeira
injecao do padrao 1, contabilizou-se o tempo zero da analise.

Segundo Kalakuntla e Kumar, 2009 e Guia de Validagdo de método
Bioanalitico, 2012 da Agéncia Europeia de Medicina, recomenda-se um a inje¢cédo do

padrdao em sextuplicata (n =6) para que possa ser avaliada a estabilidade.
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A figura 7 apresenta o cromatograma de uma injegdo do padrao
azitromicina avaliado no inicio da analise. Este cromatograma refere-se ao
experimento 2 e apresenta o tempo de retencdo em 7,74 minutos, para o outro
experimento o tempo de retengado ficou em torno de 7,23 minutos, portanto, ambos
estdo de acordo com o tempo estipulado em metodologia que € de aproximadamente

8 minutos.
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100.004
50.00
0.00

T T T T T T T T
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Minutes

Figura 7: : Cromatograma de azitromicina comprimido
Fonte: Empower 3

A tabela 4 apresenta as médias das replicatas do P1 e do P2 frente aos
dois experimentos, com as suas respectivas areas, fator de cauda, pratos teoricos e
também o resultado da DPR para o pico do ativo nas replicatas do P1 que segundo a
metodologia ndo deve ser superior a 2% e para ambos os testes estédo de acordo,
confirmando assim a exatidao do sistema.

Posteriormente, observa-se o valor da média do fator de cauda (USP), no
primeiro estudo € de 1,59 e no segundo 1,12, a metodologia estabelece que nao deve
ser superior a 2. Vale ressaltar que quanto mais proximo de 1 mais simétrico € o pico.
A eficiéncia da coluna quando determinada para o pico do ativo ndo deve ser inferior
a 2000 pratos tedricos, assim sendo, para o experimento 1 a média ficou 7323 e para

o experimento 2, 4095 pratos tedricos.
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Tabela 4: Parametros cromatograficos avaliados nas curvas dos diferentes experimentos

Parametros Experimento 1 Experimento 2
Pureza do padréo (%): 94,42 94,42
Massa pesada do padrdo 1 (mg): 20,49 19,96
Massa pesada do padréo 2 (mg): 20,80 20,38
Area das replicatas:

Média da inje¢ao padrao 1 8115664 6993659
Injecao padrao 2 8195059 7098946
Média fator de cauda (USP): 1,59 1,12
Média pratos tedricos (USP): 7323 4095
DPR (%) padréo 1: 0,11 0,19
Recuperacao do padrao 2 (%): 99,47 99,41

Fonte: Autor

Diante da avaliacdo de todos os resultados ao longo das curvas, foi
possivel dar continuidade no estudo de estabilidade. Ribani et al., (2004), sugere que
os parametros devem ser monitorados ao longo das inje¢des para garantir a
conformidade do sistema (“system suitability”).

Segundo Association of Official Agricultural Chemists (AOAC, 2013), a
porcentagem do analito recuperado quando a amostra de teste € conduzida através
de todo o método é a recuperacéo.

Dessa forma, num primeiro momento sera abordada a condigdo de estufa
a 30°C dos dois experimentos avaliados (TABELA 5). O primeiro experimento (E1) foi
avaliado durante um periodo de 20 horas e o segundo experimento (E2), 117 horas.
Durante todo o estudo os parametros de fator de cauda e pratos tedricos
permaneceram de acordo com a metodologia. Apds cerca de 4 horas do inicio da
analise, retirou-se simultaneamente das suas condicbes de armazenamento e
realizaram-se as injecoes dos padrdes. Para E1 a recuperagao foi de 100,36% e para
E2 101,11%.

Para E1 no tempo 12 horas foi detectada que havia uma bolha no vial apés
a injecdo, sendo assim, este teste ndo sera considerado como um resultado valido.

Diante dos resultados, é possivel verificar que o padrdo azitromicina
avaliado na condicao de estufa esta na faixa de aceitacao de 98,5% a 101,5%, sendo,
portanto, estavel em até 117 horas. Para verificar a possibilidade de utilizacédo a partir
das 117 é necessario realizar um tempo de estudo maior. Vale ressaltar que a o
diluente utilizado para a solubilizagdo deste ativo € a fase mével e esta seguindo o

protocolo laboratorial tem estabilidade de 10 dias.
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Tabela 5: Avaliagao da estabilidade em horas do padrao de azitromicina na condig¢ao de estufa
para os experimentos E1 e E2

Area Fator de Pratos Recuperagao Tempo

(MV*sec) cauda Tedricos (%) ( = horas)
8144707 1,54 7157 100,36 4

- 7906763 1,50 6915 97,43* 12

- 8058612 1,43 6733 99,30 17
8027402 1,32 6600 98,91 20
7071279 1,15 3954 101,11 4
7047655 1,18 3671 100,77 24
7053601 1,18 3590 100,86 28

o 7060750 1,19 3519 100,96 50
7059406 1,21 3311 100,94 75
7089908 1,21 3272 101,38 84
7005773 1,10 3674 100,17 117

Fonte: Autor
Nota:

(*) Resultado desconsiderado.

Neste momento, serdo abordados os resultados dos padrées armazenados
em geladeira que abrange a faixa de temperatura entre 2- 8°C. O padréo aguardou
um tempo de estabilizagcao a temperatura ambiente de aproximadamente 15 minutos
apos ter sido retirado da geladeira. Conforme apresentado na Tabela 6, o E1 avaliado
em 20 horas e o E2 avaliado em 117 horas. Em 4 horas apés a primeira injegao do P1
foi injetado o padrdo e para ambos os experimentos os resultados ficaram dentro do
limite preconizado 98,5% a 101,5%.

Para o E1, foi injetado nos tempos 12, 17 e 20 horas e os resultados
atenderam a especificacdo. No E2, passado 24 horas, o padrao ficou com um
resultado de recuperacao do controle de 106,59% com uma area 7454512 uV*sec,
observou-se que em relagao a média das areas do padrao 1 (6993659 pV*sec), obteve
um aumento de aproximadamente 7% de sua area e nos proximos tempos injetados
os resultados permaneceram acima de 101,5%. Por se tratar de uma avaliagao
delicada, uma possibilidade de aumento de area seria a precipitacdo do ativo em
temperaturas baixas e a agulha teria injetado o precipitado de uma solugdo nao

homogénea. Nesse sentido, o padrao apresentou estabilidade de até 20 horas
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armazenado na condicdo de geladeira e apds este periodo os resultados ndo foram
satisfatorios.

Tabela 6: Avaliacido da estabilidade em horas do padrao de azitromicina na condicao de
geladeira (2- 8°C)

Fator

(veec) de redrices Rec.(9) (< poreg
Cauda
8152971 1,55 7110 100,46 4
o 8138868 1,51 6947 100,29 12
= 8232856 1,42 6696 101,44 17
8112366 1,29 6537 99,96 20
7031521 1,13 4128 100,54 4
7454512 1,15 3953 106,59 24
7348201 1,16 3752 105,07 28
o 7608389 1,18 3662 108,79 50
7161915 1,20 3328 102,41 75
7143589 1,23 3237 102,14 84
7468303 1,10 3521 106,79 117

Fonte: Autor

4.1.1 Detecgao de impureza

Ao longo dos estudos mencionados acima, observou-se a presenga de um
pico no tempo de retengdo em aproximadamente 2,3 minutos e foi nomeado como
impureza 1. As figuras 8 e 9 estdo relacionadas ao experimento 2, nelas sao
comparadas o perfil cromatografico no tempo zero de analise (A), no tempo 4 horas
(B) e no tempo 117 horas (C).
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Figura 8: Perfil cromatografico comparativo de 0 a 3 minutos para avaliar a impureza na
condicdo estufa do experimento 2. (A) Inje¢do padrao no tempo zero da analise. (B) Injegcao do
padrao no tempo 4 horas e (C) injecao do padrao no tempo 117 horas
Fonte: Autor
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Figura 9: Perfil cromatografico comparativo de 0 a 3 minutos para avaliar a impureza na
condicdo geladeira do experimento 2. (A) Inje¢ao padrao no tempo zero da analise. (B) Injecdao
do padrao no tempo 4 horas e (C) inje¢do do padrao no tempo 117 horas

Fonte: Autor

No tempo zero de analise (A) nao foi detectado a impureza 1. No tempo 4

horas para a condigao estufa a impureza é detectada com uma area de 182527 uV*sec

e apos 117 horas sua area esta em 2264973 yV*sec, 12 vezes superior a primeira.

Em contrapartida, para a condigdo geladeira houve detec¢cdo em 4 horas e em 117

horas o pico apresentou uma area de 695436 uV*sec. Dessa forma, € possivel

evidenciar uma relagao direta entre tempo e aumento da area da impureza para o

presente método cromatografico.

Na figura 10 pode-se observar os espectros de absorgdo UV da impureza

1 extraido ao longo do E1 por um detector de arranjos de diodos (DAD) modelo SPD

—M20A SHIMADZU, acoplado ao HPLC. Observa-se que as bandas apresentam

formas semelhantes, variando em sua intensidade de absorcgao.
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Figura 10: Espectro comparativo de absor¢ao UV da impureza no experimento 2. (A) Injegao
estufa no tempo 4 horas; (B) Inje¢do estufa no tempo 117 horas e (C) Inje¢cao geladeira no

tempo 117 horas
Fonte: Autor
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Para ilustrar o perfil de absorcao, espectro do padrao de azitromicina foram
escaneados entre 190 a 800nm e a absorbancia maxima obtida foi em 198 nm,
conforme figura 11. Sendo também representada na condi¢ao estufa nos tempos 4 e
117 horas (FIGURA 12).

Para que determinado farmaco possa ser analisado por esta técnica, o
mesmo deve possuir grupamentos cromoforos e ter absortividade em dado solvente.
Nesse sentido, a molécula de azitromicina contém um grupamento amina, que tem
por caracteristica a formagado de uma unica banda abaixo de 220nm com intensidade
de média a baixa (YANG et al., 2009).
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Figura 11: Espetro de absorgdo UV-VIS da azitromicina avaliado no tempo zero da analise
Fonte: Autor

Figura 12: Espetro de absorcdo UV da azitromicina na condicdo estufa. (A) Tempo 4 horas e (B)
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De acordo com a literatura, espera-se que o espectro de absorgdo para um
atomo seja composto de linhas muito agudas, em conformidade com um processo
quantizado em uma transicao eletrénica. No entanto, para as moléculas, como ha
varias possiveis transi¢des envolvidas devido aos muitos modos excitados de
vibracao e rotagao, o equipamento fornece o espectro de absorgao de UV como uma
banda larga tragada sobre as transicdes envolvidas. Consequentemente, a absorgao
maxima da banda encontra-se centrada proximo ao comprimento de onda da
transicéo principal da molécula. Nesse sentido, pode-se correlacionar a intensidade
da banda maxima e o numero de moléculas, ou seja, com o aumento do numero de
moléculas capazes de absorver em um mesmo comprimento de onda é esperado que
haja um aumento na intensidade da banda. Outro fator importante no aumento da
intensidade de absorcdo € a eficiéncia de absor¢do que a molécula neste dado
comprimento de onda apresenta. (Vaz et al., 2015).

A tabela 7 apresenta dados referentes aos experimentos da condi¢cao
estufa a qual apresentou um maior aumento da impureza 1. Nota-se que a area da
impureza aumenta conforme o tempo de estudo, aumentando também a intensidade
de absorg¢ao e em contrapartida, a area do padrao tendéncia a diminuir assim como a
intensidade de absorcdo do ativo. E importante evidenciar que o método utilizado é
especifico para andlise de doseamento, nesse sentido, sugere-se analises

relacionadas a degradacéao do ativo.

Tabela 7: Comparativo dos experimentos E1 e E2 na condigido estufa em relagdo a area do
ativo e area da impureza bem como suas respectivas intensidades de absorgao no espectro

uv

Area ativo Area imp. Intensidade de Intensidade Tempo
(nV*sec) (LV*sec) abs. ativo abs. Impureza ( = horas)
8100218 - 898,36 - 0

El 8144707 70052 891,91 18,66 4
8027402 604082 823,99 168,54 20
6998762 - 664,60 - 0

E2 7071279 182527 647,97 41,27 4
7005773 2264973 589,99 382,28 117

Fonte: Autor

4.2 AVALIACAO DO PADRAO FRENTE O METODO AZITROMICINA SUSPENSAO

O estudo foi realizado durante a rotina do laboratdrio, dessa forma, o

experimento foi avaliado em até 113 horas. Primeiramente foi efetuada a pesagem de
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dois padrées, conforme item 3.6.3. A massa obtida da primeira pesagem (P1) foi de
40,60 mg e a massa obtida da segunda pesagem (P2) foi de 40,94 mg. Com o sistema
cromatografico estavel, injetou-se o P2 e avaliou-se a sua recuperagdo frente a
primeira injecdo do P1 que ficou entre 98,5% e 101,5% (TABELA 8), dessa forma
seguiu-se com as réplicas do P1. A partir da primeira injecdo do padrao 1 as 14:47

horas, contabilizou-se o tempo zero de analise.

Tabela 8: Anadlise das replicatas do padrao 1 e recuperagao do padrao 2

Analise do padrao de Azitromicina suspensao

Pureza do padréao (%): 94,42
Massa pesada do padrdo P1 (mg): 40,60
Massa pesada do padrdo P2 (mg): 40,94
Area das replicatas:

Injecdo P1.1 3336005
Injecdo P1.2 3338772
Injecdo P1.3 3337725
Injecéo P1.4 3344578
Injecdo P1.5 3330648
Injecdo P1.6 3322331
Injecdo P2.1 3340156
Média das injecdes P1: 3340156
DPR (%) P1: 0,23
Recuperacao do P2 (%): 99,61

Fonte: Autor

A figura 13 apresenta o cromatograma de uma injegdo do padrao
azitromicina avaliado no inicio da analise. O tempo de retencédo do ativo iniciou em
6,41 minutos e na ultima inje¢cao avaliado estava em 6,75, estando, portanto, dentro
do estipulado em metodologia que € de aproximadamente 7 minutos. A eficiéncia da
coluna nado é solicitada como parametro avaliativo para este método, porém, esta
acima de 2000 pratos teodricos (USP), conforme é preconizado de modo geral
(MADHURI et al., 2016).

O fator de cauda (USP) para o pico de azitromicina nas replicatas do P1
ficou na média de 1.01 e no decorrer das injecdes foi aumentando e na ultima injegcao
avaliada ficou em 2,07. Para este parametro o método solicita que nao deve ser

superior a 2, neste caso, o resultado esta de acordo.
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Figura 13: Cromatograma de azitromicina suspensao
Fonte: Empower 3

A tabela 9 apresenta a recuperagao do padréao 1 e suas respectivas areas
ao longo aproximadamente 113 horas, nas duas condi¢des avaliadas. Apds cerca de
6 horas do inicio da analise, retirou-se simultaneamente das suas condi¢gdes de
armazenamento e realizaram-se as inje¢gdes dos padrdes. Para a condi¢ao estufa a
recuperacao foi de 98,84% e para a condicao geladeira 100,92%.

Depois de 11 horas injetou-se as duas condigbes e ambas ficaram dentro
do limite especificado. No tempo de 22 horas, o padrdo estufa obteve uma
recuperacao de 99,57% e nos tempos 40, 72 e 113 horas, os resultados foram
88,32%, 83,05% e 86,66%, respectivamente. Dessa forma, considerou-se para esta
condicdo a estabilidade em temperatura ambiente de até 22 horas. Pois, a partir desse
tempo, os resultados ndo foram reprodutiveis.

Para a situacao geladeira, os resultados dos controles a partir do tempo 12
horas até 72 horas, se mantiveram dentro da faixa de 98,5% a 101,5%, com média de
100,36%. O resultado para analise 113 horas ficou com recuperagao de 100,51%.

Tabela 9: Recuperagao do padrao azitromicina diidratada frente a condigao de estufa e
geladeira ao longo do tempo, avaliada pelo método de pé para suspensao oral

. Area Fator de Pratos o Tempo
Condicao (MV*sec) Cauda Teoéricos Rec. (%) (= horas)
3295938 1,13 10791 98,84 6
3308214 1,23 10909 99,21 11
3320230 1,40 10753 99,57 22
Estufa 2945256 1,68 10177 88,32 40
2769382 2,01 9153 83,05 72
2889843 2,01 9527 86,66 113
3365309 1,14 10824 100,92 6
3331551 1,24 10833 99,91 12
3352827 1,41 10855 100,54 22
Geladeira 3338527 1,70 10192 100,11 40
3345292 2,04 9101 100,32 72
3351549 2,07 9359 100,51 113

Fonte: Autor
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Segundo Ribani et al. (2004), se uma solugdo nao for estavel em
temperaturas ambientes, a diminuicdo da temperatura pode aumentar a estabilidade

das amostras e padrdes, conforme pode ser observado neste experimento.
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5 CONSIDERAGOES FINAIS

Ao avaliar a estabilidade de uso do padrdo frente a metodologia analitica
de azitromicina comprimido revestido, o padrao na condicdo estufa apresentou
estabilidade de até 117 horas e o de geladeira até 20 horas.

Em relagao a estabilidade de uso do padrao frente a metodologia analitica
de azitromicina pd para suspensdo oral, o padrao na condicdo estufa apresentou
estabilidade de até 22 horas e em geladeira de até 113 horas.

Vale ressaltar que embora o ativo seja 0 mesmo nas duas metodologias
avaliadas, os diluentes utilizados na solubilizacdo sao diferentes, assim como o
comprimento de onda.

Sugere-se a realizacdo de estudos analiticos voltados ao produto de

degradacao da azitromicina.
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