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RESUMO

Este estudo apresenta uma andlise qualitativa do medicamento Amoxicilina suspenséo 250mg/ 5ml,
utilizando o método de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN). Foram comparados os sinais de 1H-
RMN e 13C-RMN de um padréao de amoxicilina com medicamentos vencidos (3 anos) e no prazo de
validade, sendo observadas mudangas dos sinais referentes a molécula de amoxicilina. Os
medicamentos ndo sofreram nenhum tratamento prévio para analise, sendo apenas dissolvidos em
dimetilsulféxido (DMSO-d6) para a realizacdo dos experimentos e foram realizados com 0os mesmos
parédmetros de ajuste do equipamento. Para comparacéo dos sinais foi realizada a sobreposicao dos
espectros, ndo sendo observada auséncia de nenhum dos sinais referentes ao farmaco. A utilizacéo
de comparagdo dos sinais mostrou-se bastante intuitiva e de facil interpretacdo e ndo foram
observadas diferencgas significativas nos sinais do farmaco em ambos os medicamentos, valido e
vencido.

PALAVRAS-CHAVE: Amoxicilina. RMN. Prazo de validade

ABSTRACT

This study presents a qualitative analysis of the drug Amoxicilxin suspension 250mg/ 5ml, using the
Nuclear Magnetic Resonance (NMR) method. The signs of *H-NMR and 3C-NMR of an amoxicilline
pattern with expired drugs (3 years) and on shelf life were compared, and changes in signals
referring to the amoxiciline molecule were observed. The drugs did not undergo any previous
treatment for analysis and were only dissolved in dimethylsulxide (DMSO-d6) for the experiments
and were carried out with the same parameters of adjustment of the equipment. To compare the
signs, the spectra were overlaped, and no absence of any of the signs related to the drug was
observed. The use of comparison of the signs was very intuitive and easy to interpret and no
significant differences were observed in the signs of the drug in both drugs, valid and expired.
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1. INTRODUCAO

Antibiéticos sao metabolitos secundarios produzidos por microrganismos ou por organismos
especificos, que em quantidades pequenas sdo capazes de inibir o desenvolvimento de patégenos
e, portanto, sdo usados no combate as infecgbes em seres humanos e animais (BELTER, 1985).
Dos antibioticos produzidos por microrganismos, 66% sdo de actinomicetos, 22% de fungos e 12%
de outras bactérias. Dentre os actinomicetos, 80% s&o obtidos a partir do género Streptomyces
(KIESER et al., 2000).
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A histéria das penicilinas se iniciou com Alexander Fleming em 1928, ao notar em um de

seus experimentos com cultura de bactérias, que havia ficado exposta ao ar durante semanas, uma

contaminacgédo por fungos. Em seu experimento observou-se que certa area da coldnia de bactérias

ao redor da colbnia de fungos estava morrendo. Fleming concluiu que a colénia de fungos estava

produzindo algum agente antibacteriano que estava se espalhando ao redor da coldénia com o

objetivo de se proteger. Posteriormente, Fleming identificou a coldnia como sendo uma espécie rara
de Penicillium (PATRICK, 2001).

Figura 1. Placa de cultura na qual Alexander Fleming descobriu a colénia de fungo penicillium.
Destaque para o Halo de inibicdo causado por esta coldnia. Fonte: Lactam Antibiotics. The
background to their use as therapeutic agents by Prof. M. H. Richmond. Department of Bacteriology
- University of Bristol, University Walk. Bristol, England.

Esse composto revolucionou o tratamento de uma grande variedade de infec¢des, dentre
elas, a febre escarlate, a pneumonia, a gonorreia e sérias infec¢bes causadas por bactérias do
género Staphylococcus, as quais, até entdo, ndo possuiam tratamento. Apdés muita investigagao,
observou-se que havia muitos derivados naturais da penicilina que eram letais a uma grande
variedade de bactérias Gram-positivas, contudo, certas classes de bactérias Gram-positivas eram
resistentes ao efeito das penicilinas e estas apresentavam baixa atividade contra bactérias Gram-
negativas. Existem diversos analogos da penicilina onde a diferenca reside na cadeia lateral ligada
ao anel pB-lactamico (DEMAINE ELANDER, 1999).

Devido a estas substancias serem derivadas de sistemas bioldgicos, torna-se importante se
estudar a estabilidade das moléculas responsaveis pelos efeitos terapéuticos desejados nos
diferentes medicamentos, podendo existir nestas moléculas sitios reativos ou interagdes intra e
intermoleculares fracas, causando por exemplo uma instabilidade a condi¢cdes adversas de
temperatura, luminosidade, armazenamento, entre outros. Desta maneira, a estabilidade é um
importante parametro para avaliar a qualidade, seguranca e eficicia exigidas para o registro
sanitario de produtos farmacéuticos. A determinac@o deste pardmetro fundamenta-se ndo apenas
no cumprimento de exigéncias legais, mas, também, na preocupac¢do com a saude publica, uma vez
gue a instabilidade pode estar relacionada a perda do efeito terapéutico ou a exposicao do
consumidor aos efeitos téxicos de produtos de degradacéo. Para tal, a necessidade de um controle
de qualidade seguro e confiavel em produtos e/ou matérias-primas provenientes das inddstrias
farmacéuticas torna as andlises de seus ativos e constituintes extremamente importantes para os

fabricantes, bem como para os usuarios desses produtos.
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As industrias farmacéuticas e os 6rgdos governamentais tém procurado cada vez mais
garantir a qualidade dos medicamentos comercializados no pais. Devido a isso, ha uma demanda
crescente por métodos de controle de qualidade que, além de serem seguros e confiaveis, sejam
simples, rapidos, de baixo custo, com o minimo de residuo quimico e que possam ser aplicados a
muitos principios ativos e excipientes, sejam eles na matéria-prima ou nos produtos finais
(medicamentos) (SANTOS; CARVALHO; PINA, 2011).

As técnicas mais empregadas para analises de farmacos sdo as cromatograficas acopladas
a diversos detectores e as espectroscépicas, como as espectroscopias na regido do ultravioleta
visivel (UV-Vis), na regido do infravermelho médio (FTIR), infravermelho préximo (NIR),
espectroscopia RAMAN e espectroscopia de Massas (MS). (KOLOMIETS et al., 2008, CUNHA,;
ESTRELA, 2021) Apesar de muito eficientes, estes métodos apresentam algumas desvantagens
como: alta demanda de tempo para aquisicdo de andlises, grande gasto de solventes e reagentes
para preparo da amostra e execucao dos experimentos. Comparado a estes métodos a ressonancia
magnética nuclear pode ser bastante eficiente. Para uma analise quantitativa, utiliza-se apenas uma
pequena quantidade de solvente e um tempo muito menor que outros métodos de analise.

A espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN), é uma das técnicas mais
importantes de analise qualitativa de compostos organico. A analise por esta técnica é atualmente
suportada por uma enorme quantidade de sequéncias de pulso, sendo adquiridos espectros em 1 e
2 dimensdes com uma vasta quantidade de informacgfes, porém ainda € uma técnica pouco usada
para fins qualitativos na industria farmacéutica brasileira, sendo encontrados poucos estudos
gualitativos por RMN validados na literatura e, considerando-se o desenvolvimento de novos
métodos qualitativos, sua validagdo se torna indispensavel (CANTARELLI; PELLERANO;
MARCHEVSKY; CAMINA, 2011; MONAKHOVA et al., 2018).

Existe um grande interesse na indistria farmacéutica em descobrir novos métodos de
andlise, mais eficientes e mais baratos. Apesar dos gastos que uma inddstria poderia ter
inicialmente com a aquisicdo de um aparelho de RMN, este custo logo poderia ser recuperado com
um menor gasto com reagentes e tempo de andlise. Desta maneira este trabalho tem como objetivo
utilizar a RMN na analise qualitativa da amoxicilina em suspenséo, sendo comparado lotes de um
Unico fabricante, evitando assim possiveis variacbes de formulacdo, sendo nesta analise
identificados os sinais referentes ao farmaco, através da comparacdo com um padréo e observar se
houve alteracdo destes sinais em um medicamento expirado hd trés anos. Principalmente o
desaparecimento de sinais na molécula podem indicar ocorréncia de mudancgas estruturais do

farmaco apds sua data de validade.
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2. REFERENCIAL TEORICO

A amoxicilina, um acido estavel, € uma droga semi-sintética pertencente a classe das
penicilinas (antibioticos B-lactamicos). Esta € uma aminopenicilina que se difere por conter hidroxila
na cadeia lateral fenil (KAUR; RAO; NANDA, 2011).
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Figura 1. Estrutura do anel beta-lactamico e antibiéticos que contém este anel em sua estrutura, em
destague Amoxiciina. Fonte: Préprio Autor.

Em 1972 a amoxicilina foi introduzida no Reino Unido para uso oral, mantendo atividade de
amplo-espectro da ampicilna, mas com biodisponibilidade aumentada (Subhas, 2010; WHO, 2004).
Em 1981, SmithKline Beecham patenteou a amoxicilina e a inseriu no mercado em 1998, com 0s
outros nomes amoxil e trimox (GARAU, 2005). O antibitico atua como um antibacteriano de amplo
espectro utilizado no tratamento de infecgdes (KAUR; RAO; NANDA, 2011).

A forma das bactérias pode ser observada através de coloracdo de Gram que divide as
bactérias em dois grupos: Gram-positivas e Gram-negativas, aproximadamente iguais em ndmero e
importancia. A reacéo das bactérias a técnica de Gram expressa diferentes caracteristicas, de modo
especial no que diz respeito a composi¢do quimica, estrutura, permeabilidade da parede celular,
fisiologia, metabolismo e patogenicidade (BURNETT; SCHUSTER, 1982; NISENGARD; NEWMAN,
1994).

O método de Gram é utilizado na maioria das infecgGes bacterianas, permitindo o
diagnoéstico presuntivo com bastante seguranca. A parede celular dos microrganismos gram-
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positivos é uma estrutura relativamente simples. A parede celular dos microrganismos gram-
negativos é muito mais complexa. A dificuldade em penetrar nesta camada complexa € a razao pela
gual alguns antibiéticos sdo menos ativos contra as bactérias gram-negativas.

Segundo Freitas et al. (1997), como fatores de ataque ou agressdo, as células Gram-
positivas e Gram-negativas caracterizam-se por graus diferentes de viruléncia. As bactérias Gram-
negativas sado constituidas por uma endotoxina, o LPS, que lhes confere a propriedade de
patogenicidade, enquanto nas bactérias Gram-positivas a exotoxina, composta pelo acido
lipoteicoico, tem como caracteristica principal a aderéncia.

A amoxicilina apresenta maior efetividade no tratamento contra microorganismos gram
positvos do que negativos. Ela tem sido usada no tratamento de otite média, tonsilites, pneumonia,
infeccdo do trato urindrio, infeccdo cutanea, gonorréia e endocardite bacteriana (EL-SOOUD;
AL-TARAZI; AL-BATAINEH, 2004).

Entre as abordagens enzimaticas, a rota controlada cineticamente apresenta viabilidade na
sintese de antibiéticos derivados de a- aminoacidos (YOUSHKO et al., 2000), utilizando um doador
de cadeia lateral (éster ou amida) e o nacleo de penicilina, &cido 6-aminopenililanico (6-APA). Na
sintese enzimatica de amoxicilina por éster metilico hidroxifenilglicina (HPGM) e 6-APA, a penicilina
G acilase (PGA) catalisa a sintese do antibiético por acoplamento (BEZERRA; CHIAVONE-FILHO;
MATTEDI, 2013).

Ao se utilizar a amoxicilina estda € bem absorvida no trato gastrointetinal. Seu volume
aproximado de distribuicdo é de 0.26-0.31 L/Kg para figado, pulmdes, prostata, musculo, bile,
liquido ascitico, pleural, sinovial, ocular, aminiético. A droga apresenta porcentagem de ligacdo a
proteinas do plasma entre 17-20% (AMIN; EL-ANSARY; ISSA, 1994). Sua excrecdo é
predominantemente renal (KAUR; RAO; NANDA, 2011).

Os antibidticos disponiveis no mercado hoje perdem sua eficdcia apdés o periodo de
validade (SRIDHARAN et al, 2012). Sendo perigoso ndo apenas a administracdo dessas
substancias devido a perda de sua integridade quimica, mas também devido sua possibilidade de
promover resisténcia microbiana. Além de sofrer alteragdes estruturais, muitos destes antibiticos
séo revestidos para assegurar que a medicacdo resista ao trato digestivo e seja liberada no local
pré-definido. Se o revestimento é comprometido, o antibiético pode ser liberado previamente no
sangue e causar complicagfes intestinais como diarreia. As drogas também podem perder sua
poténcia quando expostas ao oxigénio, calor, luz ou umidade. (KIRON; SHIRWAIKAR; SARITHA,
2011).

A preocupacgdo que a expiracdo pode subestimar a real vida de prateleira das drogas tem
sido questionada (WOODS, 2005). A Associacdo Médica Americana (AMA) tem revisado o0s
processos que determinam a selecdo de datas de expiracdo dos farmacos, assim como suas
consequéncias clinicas e fiscais (AMA, 2001). A AMA concluiu que a verdadeira vida de prateleira

de alguns produtos é maior do que o periodo de expiracdo rotulado. Pequenos estudos tém
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abordado estabilidade a longo prazo de drogas (REGENTHAL, 2002) e substancias
medicamentosas. (LYON et al., 2006).

21 RESSONANCIA MAGNETICA NUCLEAR

A espectroscopia por Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) define o padrdo para
solucionar a estrutura de moléculas aquosas e organicas soluveis. A técnica gera informacao sobre:
alteracdo quimica; interacdo dipolar, nuclear, spin-spin; e de parametros de relaxamento
(WUTHRICH, 1995). Essas informac¢des podem ser exploradas para elucidacdo e compreenséo de
conformacdes moleculares, de reacdes cinéticas e mecanismos. Sendo desta maneira uma técnica
eficiente no estudo de mudancas estruturais de substéancias devido as condicdes em que esta se
encontra (MCGILL, 2012).

Desde o desenvolvimento da RMN de alta resolu¢do na década de 50, o espectro de RMN
tem sido a principal ferramenta de estudo de produtos isolados de plantas, bactérias, por exemplo.
Em meados de 1980 a introdugdo de magnetos supercondutores combinado a técnicas sofisticadas
de pulso e a transformacao de Fourier, foi utilizada para determinar a estrutura tridimensional de
moléculas grandes em solu¢cdo (MUTHRCH, 1995).

Substancias organicas sdo compostas basicamente por hidrogénio (H), carbono (C), fésforo
(F), nitrogénio (N) e oxigénio (O). Estes elementos temmais de um nucleo isotépico, sendo que pelo
menos um deles pode ser detectado através da RMN. Sendo necessdria apenas a utilizacdo de
diferentes canais em uma mesma sonda para realizar a analise sequencial destes elementos. O
experimento por RMN promove observacdo direta dos possiveis atomos contidos no analito. Os
sinais gerados sdo uma mensuracdo de taxa molar, independente do peso molecular (CONALGO;
MARCONCINI, 2015).

Uma desvantagem da espectroscopia por RMN € a baixa sensibilidade comparada a outras
técnicas como cromatografia liquida e gasosa (MCGILL, 2012). A pesar da falta de sensibilidade e

alto custo de aquisicdo e manutencdo, a espectroscopia € vantajosa por ser uma técnica que
mantém a integridade da amostra, e também utiliza quantidades minimas de solvente, o que pode
gerar uma economia que supera o0s gastos de manutencdo do aparelho (CHATHAM; BLACKBAND,

2001).
3. METODO

Para o experimento em todos 0s espectros retirados durante a pesquisa, 0 espectrometro
utilizado foi um BrukerAvancel4.10 T (600 MHz). N&o foi feita durante a andalise o controle da
temperatura destas amostras, sendo feitas a temperatura ambiente. Para a andlise foram utilizados
tubos de RMN de 5mm.

A Ressonancia Magnética Nuclear como todas as formas de espectroscopia, tem como

base a interagéo da radiacé@o eletromagnética com a matéria.
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3.1 Escolha do solvente a ser utilizado

O primeiro passo a ser feito com o recebimento do padréo, foi a escolha do solvente em que
este se comportava melhor, ou seja, o solvente em que a substdncia amoxicilina melhor se
dissolvesse. Os solventes escolhidos para o teste de solubilidade foram os dois solventes de uso
mais comum para as analises de RMN.

O primeiro foi 0 DMSO-d6 (dimetilsulfoxido), a molécula constituinte desta substancia possui
seis atomos de deutério ligados a um sulféxido, estando todos em uma mesma regido do espectro,
pois estdo todos em regides moleculares equivalentes, no espectro de RMN!H. Observa-se um
quinteto na regido de 2,49ppm.

O segundo solvente que também participou da escolha foi o cloroférmio deuterado (CDCI3),
esta molécula apresenta apenas um deutério ligado ao carbono, em 7,26 ppm em RMN *H.

E bom lembrar que estes picos que aparecem no espectro de RMN do solvente utilizado
sdo devido a presenca de hidrogénios residuais nestes reagentes. Em ambos os solventes a
substancia referéncia utilizada para ajustar o “zero” na escala foi o tetrametilsilano (TMS), esta
substancia é comumente utilizada devido a sua alta densidade eletrénica nos atomos de carbono e
hidrogénio.

Em ambos os solventes, houve a dissolucdo da amoxicilina, porém em DMSO-d6, esta
dissolucdo apresentou-se mais rapida e eficiente, sem a necessidade de muita agitacdo, ao
contrario do cloroférmio que houve um baixo coeficiente de solubilidade. Por este motivo, foi
escolhido para a analise o DMSO-d6 como solvente.

N&ao foram realizados, desta maneira nenhum experimento de RMN utilizando o CDCls, ja

gue os solventes utilizados para o teste ndo foram os deuterados devido ao seu alto custo.
3.2 Tratamento da amostra

As analises foram realizadas sem o tratamento prévio da amostra, ndo sendo desta maneira

realizado nenhum processo prévio de extracdo do farmaco do medicamento.
3.3. Anédlise do espectro

Foram realizados experimentos de 'H e '3C, sendo estes nicleos sintonizados de acordo
com o solvente escolhido e 0 ajuste do aparelho realizado j& com o medicamento e o padrdo em
solucéo.

O padrdo de amoxicilina foi utilizado como referéncia para comparacdo dos sinais do
farmaco no medicamento analisado, sendo a molécula inicialmente caracterizada para posterior

comparacao.
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Foram comparados os sinais do farmaco que ndo suprimidos pelos sinais dos excipientes
utilizados no medicamento.

Atribuiu-se os sinais aos hidrogénios que nado foram supridos pelos excipientes do

medicamento.
4, RESULTADOS E DISCUSSAO

Observando os experimentos de 'H e *°C. Figura 3 e 4, do padrdo, podemos observar que
todos os sinais da molécula de amoxicilina podem ser caracterizados, ndo havendo nenhum outro
sinal no espectro referente a impurezas. As integrais dos sinais no espectro de hidrogénio e o
namero de carbono também confirmam que a substéncia padrao é formada apenas pela molécula

de amoxicilina, ndo havendo davidas, desta maneira, com relagéo a qualidade do padrao analisado.
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Figura 3. Espectro de 1H-RMN do padréo de amoxicilina. Os valores destacados correspondem as
integrais dos sinais observados. Fonte: Proprio Autor.
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Figura 4. Espectro de 13C-RMN do padrdo de amoxicilina. Os valores destacados correspondem
aos deslocamentos dos sinais. Fonte: Proprio Autor.

Os espectros dos medicamentos vencidos e no prazo de validade podem ser observados
nas (Figuras 5 e 6) respectivamente. A similaridade dos espectros de *H pode ser claramente
visualizada, com apenas poucos sinais dos prétons da amoxicilina em regides que sofram
alterac6es dos excipientes do medicamento. Os excipientes deste medicamento podem ser

observados, principalmente nas regides compreendidas entre 3,06 e 5,37ppm destacada em rosa
nas figuras.
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Figura 5. Espectro de H-RMN do medicamento contendo amoxicilina dentro do prazo de validade.

A regido entre 4,0 e 3,0 ppm é destacada. Os valores observados nos sinais correspondem aos
seus respectivos deslocamentos. Fonte: Préprio Autor.
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Figura 6. Espectro de *H-RMN do medicamento contendo amoxicilina fora do prazo de validade. A

regido entre 4,0 e 3,0 ppm € destacada no espectro, os valores acima dos sinais correspondem aos
seus respectivos deslocamentos. Fonte: Préprio Autor.

A andlise dos espectros de 13C, Figura 7 e 8, torna-se um pouco mais complexa, devido a

um maior nimero de sinais referentes aos excipientes presentes no medicamento. Sendo
necessario maiores cuidados na analise dos sinais destes espectros.
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Figura 7. Espectro de **C-RMN do medicamento contendo amoxicilina dentro do prazo de validade.
Os deslocamentos quimicos sao mostrados acima dos sinais. Fonte: Préprio Autor.
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Figura 8.Espectro de **C-RMN do medicamento contendo amoxicilina fora do prazo de validade. Os
deslocamentos quimicos sdo mostrados acima dos sinais. Fonte: Proprio Autor.

Para uma melhor comparacgéo, os trés espectros de H (padrdo, medicamento vencido e
dentro do prazo de validade) foram superpostos (Figura 9, 10 e 11), facilitando desta maneira a
visualizagéo dos sinais referentes a amoxicilina.

N&o deve ser levada em consideracdo a relacdo entre a intensidade dos sinais destes
espectros, uma vez que a proposta do trabalho ndo foi a analise quantitativa, desta maneira ndo se
pode concluir nada a respeito da concentragdo destes farmacos no medicamento analisado, 0 que
também justifica os métodos de tratamento utilizados do medicamento para a posterior andlise por

RMN.
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Amoxicilina fora do prazo de validade
"H-RMN

Amoxicilina dentro do prazo de validade
'"H-RMN

N L
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6 4
5 (ppm)
Figura 09. Sobreposicéo dos sinais do expectro de *H-RMN de amoxicilina dentro do prazo de

validade (espectro em azul) e fora do prazo de validade (espectro em vermelho). Fonte: Préprio
Autor.

Amoxicilina Padrdo '"H-RMN

Amoxicilina fora do prazo de validade
'H-RMN
6 4 12 10 8 6 4 2 -2 -4

6 (ppm)

Figura 10. Sobreposicéo dos sinais de *H-RMN de amoxicilina padrédo (espectro em preto) e do
medicamento fora do prazo de validade (espectro em vermelho). Fonte: Proprio Autor.
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Figura 11. Sobreposicéo dos sinais de *H-RMN de amoxicilina padrédo (espectro em preto) e do
medicamento dentro do prazo de validade (espectro em azul). Fonte: Proprio Autor.

Os espectros de 3C do padrdo amoxicilina, do medicamento vencido e dentro do prazo de

validade também foram superpostos (Figura 12, 13 e 14), facilitando a identificagdo dos sinais

correspondente aos excipientes nestes espectros.
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Figura 2. Sobreposicdo dos sinais de *C-RMN de amoxicilina padréo (espectro em preto) e do
medicamento dentro do prazo de validade (espectro em azul). Fonte: Proprio Autor.
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Amoxicilina Padrdo “C-RMN
Amoxicilina fora do prazo de validade
BC-RMN
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Figura 3. Sobreposicdo dos sinais de *C —RMN de amoxicilina padrédo (espcectro em preto) e do
medicamento fora do prazo de validade (espectro em vermelho). Fonte: Préprio Autor.
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Amoxicilina Padrdo *C-RMN
Amoxicilina dentro do prazo de validade
*C-RMN
IL
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220 200 180 160 140 120 100 80 60 40 20 0 -20

5 (ppm)

Figura 144. Sobreposicdo dos sinais de **C -RMN de amoxicilina padrdo (espcectro em preto) e do
medicamento dentro do prazo de validade (espectro em azul). Fonte: Proprio Autor.

Para uma melhor andlise comparativa dos deslocamentos dos hidrogénios e carbonos desta
molécula, foram construidas tabelas, apresentando todos os sinais observados no espectro (Tabela
01).
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Tabela 1Analise de *H do deslocamento (ppm) nas amostras do medicamento amoxicilina padréo,
dentro do prazo de validade e fora do prazo de validade.

Medicamento fora do

Medicamento dentro

Anédlise tH Amoxicilina padréo

prazo de validade do prazo de validade

1,11 (t-butanol) 1,06 1,11

1,40 1,36 1,41

1,50 1,46 1,51

2,50 (DMSO) 2,45 (DMSO) 2,51

..... 3,06 3,12

_____ 3,08 314

..... 3,37 321

----- 3,51 3,42

Deslocamento (ppm) 4,01 3,93 3,96

4,76 4,69 4,76

5,34 5,29 5,34

5,35 5,30 5,35

5,43 5,37 5,42

5,74 (Diclorometano) 5,69

6,72 6,69 6,73

7,23 7,18 7,22

8,92 8,81 8,8

Fonte: Proprio Autor.
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Tabela 2.Andlise de 13C dos deslocamentos (ppm) nas amostras do medicamento amoxicilina
padrdo, dentro do prazo de validade e fora do prazo de validade.

Analise ¢ Amosxicilina padrao Medicamento fora do Medicamento d-entro
prazo de validade do prazo de validade

27,03 (Solvente) 27,12 27,23

30,88 31,04 30,98

39,51 (DMSO) 39,51 39,51

55,68 56,10 55,76

57,52 57,40 57,39

60,53 60,57

-—- 62,16 62,20

64,11 64,18 64,25

66,74 66,74 66,65

69,89 69,92

71,67 71,70

72,48 72,89 72,88

Deslocamento (ppm) s el

--- 77,19 77,22

-—- 82,57 82,59

91,78 91,82

--- 104,07 104,10

115,16 115,10 115,18

128,66 128,37 128,26

--- 129,21 129,25

-—- 132,28 132,05
157,66

(Diclorometano) 157,43 157,66

169,43 169,67 170,08

170,52 170,70 170,28

173,37 173,00 172,99

Fonte: Proprio Autor.

Os resultados experimentais encontrados se assemelham em partes a revisao bibliogréfica,
demostrando que ndo houve diferencas significativas com alteracdes nas amostras analisadas de
Amoxicilina suspengdo 250mg /5ml, tanto em *H, como em *3C. Assim concordando com objetivo da
pesquisa de avaliar qualitativamente as caracteristicas quimicas relevantes como: degradacdes e

subprodutos que poderiam prejudicar a poténcia e efetividade do medicamento analisado.
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A possibilidade de degradacdo da amostra de 3 anos apés o prazo de validade mostrou-se

compativel
através da

necessario

guando comparado com o padrdo puro. Desta maneira, as observacdes realizadas
RMN mostram que o medicamento ndo sofreu alteracdo em sua estrutura, sendo

a utilizacdo de outros métodos qualitativos como cromatografia gasosa (CG) e

cromatografia liquida (HPLC) para confirmar esta afirmacéao.

Através das tabelas pode-se também ser observados os seguintes comportamentos

referentes aos sinais destas moléculas.

Para os deslocamentos de *H:

Os sinais dos medicamentos vencidos apresentam um deslocamento para menores
frequéncias quando comparados com o0s espectros obtidos nas amostras do
medicamento dentro e fora do prazo de validade. Nada que possa afirmar a formacéo
de subprodutos ou degradac&o nas amostras.

Ndo héa sinais na faixa de frequéncia entre 3,06 ppm a 3,46 ppmno padrao, Alguns
sinais sdo observados nestas regifes para as amostras do medicamento dentro do
prazo de validade e fora do prazo de validade, mostrando que, nessas regifes de sinais
sdo detectados provaveis excipientes/ veiculos contidos na formulagdo do
medicamento, existindo uma similaridade entre o perfil destes sinais.

Héa no espectro da amoxicilina padréo um sinal em 5,74 ppm, este sinal ocorreu devido
a presenca do solvente diclorometano utilizado na lavagem do tudo de RMN.

Todos os sinais referentes ao padrdo de amoxicilina puderam ser observados nos
medicamentos analisados, demonstrando que, o experimento utilizando RMN é muito
eficiente nesse tipo de estudo.

Houve uma grande similaridade entre os espectros do medicamento vencido e fora do

prazo de validade, havendo apenas dois sinais no espectro do medicamento vencido,

Para os deslocamentos de =

Na amostra da amoxicilina padrdo comparadas aos deslocamentos do medicamento
dentro e fora do prazo de validade, ndo houve diferencas significativas de sinais
relativos ao experimento em RMN.

Somente na amostra do medicamento dentro do prazo de validade foi possivel observar
sinais no campo entre 57,39 e 62,20 ppm, comparado ao medicamento dentro do prazo
de validade. No entanto, houve uma similaridade entre o deslocamento 57,52 ppm na
amostra padrao.

Comparando os deslocamentos dos medicamentos vencido e padrdo, foi possivel
observar momentos em que os sinais obtidos no experimento foram idénticos, tais
como: 39,51 ppm. 39,93 ppm... 66,74 ppm... 115,10 ppm. Ja comparado com a amostra
dentro do prazo de validade constatou-se menor semelhanca entre os deslocamentos,
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salvo em alguns pontos especificos como: 39,51 ppm (DMSO) e 157,66 ppm
(diclorometano).

Se comparado, os deslocamentos do medicamento padrdo, fora do prazo de validade e
dentro do prazo de validade é possivel observar Unico sinal semelhante as trés
amostras, na regido de 39,51 ppm, correspondente ao solvente utilizado (DMSO).

Nas regides de deslocamento do medicamento dentro do prazo de validade e fora do
prazo de validade, entre 74,33 ppm e 104,08 ppm foi observada uma similaridade de
sinais, comparado com o padrdo, onde o deslocamento ndo é visivel no espectro.
Demonstrando que nessa regido possivelmente € encontrado os sinais dos excipientes/

veiculos nessa analise.

Outras observacBes além das analises espectrais puderam ser realizadas durante a

execucdo dos experimentos. A dissolu¢cdo das moléculas no DMSO apresentou diferencas de

coloracdo do medicamento vencido e do medicamento dentro do prazo de validade, com o

medicamento dentro do prazo apresentando uma coloragdo rosa mais intensa que o medicamento

vencido (Figura 15). Provavelmente este fato pode ser atribuido a mudancgas de formulac¢des do

medicamento ao longo do tempo, mesmo este pertencendo a uma mesma marca, excipientes como

flavorizantes podem ser alterados para melhora de propriedades organolépticas dele.

Foi

nao foi total

Figura 15.

validade,

Um

medicamento quando solubilizado, na presenca de uma radiacdo UV, através de uma “luz negra

observado a presenca de cristais de alguma substancia presente no medicamento que

mente solubilizada pelo solvente.

Medicamento dentro do prazo de validade (esquerda) e medicamento fora do prazo de
demonstrando diferencas de coloracdo no momento da dissolucdo em DMSO. Fonte:
Préprio Autor.

outro resultado encontrado durante a execucao dos experimentos foi a fluorescéncia do

(315 nm a 400nm). Esta fluorescéncia pode ocorrer devido a rigidez do anel p-lactdmico, uma vez

gue o padrao de amoxicilina em um mesmo solvente apresentou também fluorescéncia (Figura 17).
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Figura 16. Amostra do padrdo amoxicilina solubilizado em DMSO em contato com radiagao
UV. Fonte: Proprio Autor.

A andlise dos espectros de RMN H e 'C mostram que ndo ha ou que ha diferencas
significativas entre os sinais do medicamento vencido e no prazo. Sendo mostrado através desta
técnica que o medicamento vencido ndo sofreu nenhuma alteragdo. E importante ressaltar que
apenas uma técnica analitica ndo pode levar a uma confirmacdo da degradacdo do medicamento,

devendo haver contraprova para confirmagéo.
GERACAO E RECOMENDACOES

Os resultados evidenciaram que o medicamento analisado 3 anos ap6s a data de validade
estipulada pelo fabricante, ndo sofreu alteracbes aparentes em sua estrutura, tendo como base a
ndo ocorréncia de mudancas nas regides onde os sinais da molécula de amoxicilina estéo claros.
Sendo assim, ndo houve o surgimento ou a alteracdo dos sinais da molécula que indiquem a
ocorréncia de mudancgas estruturais no medicamento e os sinais do farmaco tanto no medicamento
vencido, como no medicamento dentro do prazo de validade, mostraram-se compativeis quando
comparado com os sinais do padréo puro.

Estes resultados se assemelham & reviséo bibliografica, demostrando ndo haver diferencas
significativas com alteracdes nas amostras analisadas de Amoxicilina suspenc¢édo 250mg /5ml, tanto
em *H, como em 3C. Assim concordando com objetivo da pesquisa de avaliar qualitativamente as
caracteristicas quimicas relevantes que poderiam prejudicar a poténcia e efetividade do
medicamento analisado.

A RMN pode ser uma poderosa ferramenta para analises qualitativas de medicamentos, ndo
sendo necessario, muitas vezes, o tratamento prévio da amostra, o que permite um processo mais
rapido e eficiente na analise de farmacos em medicamentos.

Pesquisas do comportamento fotofisico da molécula de amoxicilina podem ser realizados,
sendo investigados os efeitos solvatocrémicos nesta substancia. Sua fluorescéncia também indica a
possibilidade de utilizagdo para aplicagbes de imageamento, podendo o comportamento da
amoxicilina ser investigado IN VITRO através de técnicas de microscopia de fluorescéncia.
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