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RESUMO 

 

Análise químico-farmacêutica e estudo de estabilidade do voriconazol 

 

Este trabalho apresenta estudo sobre o voriconazol, antifúngico de amplo 

espectro liberado para tratamento de infecções fúngicas invasivas no ano de 

2002, focado no controle de qualidade e estudo de estabilidade. Foram realizados 

testes, ainda não citados na literatura, que visaram à caracterização do fármaco 

tais como: espectrofotometria na região do infravermelho, espectroscopia de 

ressonância magnética nuclear de hidrogênio e de carbono. Os seguintes 

métodos de análise quantitativa do fármaco em comprimidos foram desenvolvidos 

e validados: espectrofotometria na região do UV, cromatografia a líquido de alta 

eficiência e ensaio microbiológico - método de difusão em ágar. Todos os 

métodos foram avaliados frente aos parâmetros de linearidade, exatidão e  

precisão. A especificidade foi avaliada nos métodos de CLAE e UV, pela análise 

de placebo (CLAE e UV)  e testes de degradação forçada (CLAE). A robustez foi 

avaliada no método de CLAE. Os resultados obtidos através destes métodos 

foram comparados estatisticamente por ANOVA, que indicou não haver 

diferenças estatisticamente significativas entre os mesmos; no entanto, os 

métodos por CLAE e ensaio microbiológico possibilitam a quantificação do 

voriconazol em amostras degradadas. Foram estudadas as estabilidades térmica, 

fotoquímica e química do voriconazol. Quimicamente, o fármaco é degradado 

intensamente em meio alcalino e em menor extensão em meios ácido, oxidante e 

neutro. Na temperatura testada (60 ºC), o voriconazol é estável em estado sólido 

e instável em solução metanólica (teor de 25% em 21 dias). O fármaco é instável 

às radiações UV-C, em maior grau, e UV-A (degradação menos intensa), tanto 

em solução quanto em estado sólido. Em ambas, a degradação é favorecida se o 

fármaco estiver em solução. Também foi estudada a estabilidade da formulação 

injetável, como produto reconstituído e em soluções para infusão. Verificou-se 

que o prazo de validade da solução reconstituída de 24 horas, proposto pelo 

laboratório produtor, pode ser estendido para oito dias. As soluções para infusão 

do voriconazol em cloreto de sódio 0,9% ou glicose 5%, preparadas em bolsas de 
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PVC, devem ser administradas logo após sua preparação, se mantidas em 

temperatura ambiente. Mantidas sob refrigeração, são estáveis por 11 e nove 

dias, respectivamente. Isolou-se e identificou-se o produto de degradação 

majoritário observado durante os estudos de estabilidade, que corresponde a 1-

(2,4-difluorfenil)-2-(1H-1,2,4-triazol-1-il)-1-etanona. Foi constatado que os 

produtos de degradação do voriconazol não apresentam atividade antifúngica; 

sendo assim, cuidados em relação à temperatura e luz devem ser tomados ao 

armazenar soluções do fármaco. 

 

Palavras-chave: voriconazol, controle de qualidade, validação de métodos 

analíticos, estudo de estabilidade. 
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ABSTRACT 

 

Chemical-Pharmaceutical Analysis and Stability Study of Voriconazole 

 

This study is focused on quality control and stability evaluation of 

voriconazole, a broad spectrum antifungal agent, approved for treatment of 

invasive fungal infections in 2002. The drug was characterized by tests as IV 

spectrophotometry, nuclear magnetic ressonance spectrometry of hydrogen and 

carbon, not refered until the moment. The following methods, applied to the assay 

of voriconazole in tablets were developed and validated: UV spectrophotometry, 

HPLC assay and microbiological assay, using the cylinder-plate method. All of 

them were evaluated in the following parameters: linearity, accuracy and precision. 

The specificity was evaluated in HPLC and UV assays, by analysis of excipients 

and/or degradated samples. The robustness was evaluated in the HPLC assay. 

The results obtained in the three methods were compared by ANOVA, which 

indicated that they are equivalent. However, only HPLC and microbiological 

assays could be used in the quantitation of voriconazole in degradated samples. 

The stability of voriconazole under temperature, radiation and different chemical 

mediums was evaluated. The drug is extensively degradated under alkaline 

medium, being degradated in less extension under acidic, neutral and oxidant 

mediums. Voriconazole is stable in the tested temperature (60 ºC) in solid state, 

but is unstable in solution (loss of 75%, in 21 days). The drug is unstable to UV-C 

and UV-A radiations, both in solution or in solid state, being the degradation on 

UV-C more intense. The degradation is higher if the drug is in solution. The 

stability of the injectable formulation was studied, as reconstituted product and 

infusion solutions in PVC bags. Voriconazole reconstituted product was stable for 

eight days, stored at 4-7 ºC. As infusion solution, in 0.9% sodium chloride or in 5% 

dextrose, stored at room temperature, the drug should be administered only just 

after preparation. Stored at 4-7 ºC, the infusion solutions were stable for 11 and 9 

days, respectivelly. The main degradation product observed in the stability studies 

was isolated and identified. It corresponds to 1-(2,4-difluorophenyl)-2-(1H-1,2,4-

triazol-1-yl)-1-ethanone. It was comproved that the voriconazole degradation 
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products don’t have antifungal activity. So, special care should be taken in relation 

to temperature and radiation, when solutions of voriconazole are stored.  

 

Key words: voriconazole, quality control, validation of analytical methods, stability 

studies. 
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O aumento na incidência de sérias infecções fúngicas, especialmente em 

pacientes imunocomprometidos, indica a necessidade de terapias mais efetivas. 

Os agentes terapêuticos atuais apresentam limitações, como: espectro de ação 

restrito, disponibilidade de poucas formas farmacêuticas, janela terapêutica 

estreita e rápido desenvolvimento de resistência (WATKINS; RENAU, 2000). 

A anfotericina B tem sido usada como terapia antifúngica para reduzir 

infecções fúngicas sistêmicas, em pacientes com neutropenia e febre persistente. 

O uso de formas lipídicas da mesma parece estar relacionado à diminuição da 

nefrotoxicidade e de reações adversas decorrentes da infusão, com eficácia 

similar. Porém, o alto custo tem limitado seu uso (WALSH et al., 2002). O 

desenvolvimento de resistência ao fármaco, contudo, é raro (ELLIS, 2002). 

Os antifúngicos triazólicos são agentes promissores para terapia 

antifúngica empírica. O fluconazol apresenta uso limitado pelo seu espectro de 

ação estreito. O itraconazol também vem sendo investigado, entretanto, sua 

administração oral é limitada pela biodisponibilidade variável das cápsulas e 

efeitos gastrintestinais adversos da solução oral. Em relação à formulação 

injetável do itraconazol, as experiências clínicas são restritas (MAERTENS, 2004). 

A nova geração de antifúngicos triazólicos, que inclui o voriconazol, apresenta 

amplo espectro de ação in vitro, potente atividade in vivo, perfil de segurança 

favorável e excelente biodisponibilidade (WALSH et al., 2002).  

A grande vantagem do voriconazol é sua atividade contra espécies de 

Aspergillus, cuja terapia efetiva era representada pela anfotericina B 

(FROMTLING, 1996). Vários estudos demonstraram sua eficácia e segurança no 

tratamento de infecções fúngicas graves (DENNING et al., 2002; HERBRECHT et 

al., 2002; WALSH et al., 2002). 

O voriconazol obteve a aprovação do FDA (Food and Drug 

Administration) para comercialização, em maio de 2002. No Brasil, obteve registro 

junto a ANVISA, em novembro de 2002. Foi sintetizado pelos laboratórios Pfizer e 

é comercializado na forma de comprimidos, pó para solução para infusão 

intravenosa e pó para suspensão oral (licenciado em 2004), sob o nome de 

VFEND. 
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Por representar uma alternativa ao tratamento com anfotericina B, o uso 

do voriconazol vem crescendo. Sendo assim, considerando a inexistência de 

métodos oficiais para o controle de qualidade deste medicamento, há a 

necessidade de desenvolver e validar métodos analíticos para a quantificação do 

fármaco como matéria-prima e incorporado a formulações.  

A ICH (International Conference on Harmonization) recomenda que os 

métodos analíticos aplicados a novas substâncias devam ser validados e 

adequados para detecção e quantificação de produtos de degradação (ICH, 

2005). Estes, entre outros, são requisitos necessários para obtenção de registro 

de formas farmacêuticas nos países regidos pelas normas da ICH. No Brasil, 

exige-se relatório contendo informações sobre rotulagem, estudo de estabilidade, 

teste de toxicidade, ensaios clínicos que demonstrem a eficácia do medicamento, 

métodos de análise da matéria-prima e do produto acabado, entre outros 

(BRASIL, 2003a).  

No início deste trabalho, os métodos analíticos para quantificação do 

voriconazol publicados referiam-se exclusivamente a estudos de farmacocinética 

(STOPHER; GAGE, 1997; GAGE; STOPHER, 1998; PEREA et al., 2000; CREGO 

et al., 2001b; ZHOU et al., 2002). A única citação sobre a estabilidade do fármaco 

constava na bula da formulação injetável, que alertava sobre a instabilidade do 

mesmo em diluentes com pH levemente alcalino (VFEND®). 

Admite-se que, para novos fármacos, informações sobre a estabilidade da 

molécula e métodos empregados nos estudos de estabilidade e no controle de 

qualidade são usualmente mantidos em sigilo pelos detentores da patente do 

fármaco (BAKSHI; SINGH, 2002).  Desta forma, pressupõe-se que estes estudos 

já tenham sido realizados, mas não foram disponibilizados. Sendo assim, 

enquanto é aguardada a publicação destes estudos, a qualidade do produto é 

dependente da idoneidade do laboratório produtor e dos órgãos responsáveis 

pela liberação do registro do medicamento. 

Sendo o voriconazol um fármaco recentemente sintetizado, o presente 

projeto virá a contribuir para o conhecimento de suas características físico-

químicas, para o controle de qualidade da forma farmacêutica comprimidos, bem 
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como, para o conhecimento do comportamento do fármaco frente às condições 

adversas que serão adotadas nos testes de degradação forçada e subseqüente 

identificação do(s) produto(s) de degradação majoritário(s). 
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2. OBJETIVOS 
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2.1 Objetivos gerais 

� Desenvolver e validar métodos analíticos para o controle de qualidade do 

voriconazol na forma farmacêutica comprimidos, bem como, estudar sua 

estabilidade química, térmica e frente a radiações.  

 

2.2 Objetivos específicos 

� Desenvolver métodos para análise qualitativa do voriconazol na forma 

farmacêutica comprimidos; 

� Desenvolver e validar os seguintes métodos para análise quantitativa do 

voriconazol em comprimidos: ensaio microbiológico, espectrofotometria na região 

do ultravioleta (UV) e cromatografia a líquido de alta eficiência (CLAE); 

� Submeter o fármaco a condições de degradação forçada, como: hidrólise 

ácida, básica e em meio neutro, fotólise, oxidação, calor e umidade, a fim de 

verificar as condições que afetam sua estabilidade; 

� Avaliar a interferência dos produtos de degradação sobre os métodos 

analíticos propostos; 

� Realizar estudo de estabilidade da forma farmacêutica injetável, como produto 

reconstituído e solução para infusão; 

� Isolar os produtos de degradação majoritários; 

� Identificar os produtos de degradação majoritários, através de 

espectrofotometria na região do infravermelho, ressonância magnética nuclear de 

próton e de carbono e espectrometria de massas; 

� Avaliar a atividade antifúngica do produto submetido à degradação. 
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3. REVISÃO  
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3.1 INFECÇÕES FÚNGICAS INVASIVAS 

Nas duas últimas décadas tem sido observado um aumento na incidência 

de infecções hospitalares. Dados coletados em 49 hospitais dos EUA revelaram 

que, no período de 1995 a 1998, cerca de 8% das infecções sistêmicas foram 

causadas por fungos (STONE et al., 2002). Segundo KLASTERSKY (2004), o 

número de sepses fúngicas aumentou em mais de 200% nas duas últimas 

décadas. Este aumento na incidência pode ser atribuído ao aumento no número 

de pacientes imunodeprimidos, como os pacientes com SIDA (Síndrome da 

Imunodeficiência Adquirida), pacientes com câncer sob tratamento quimioterápico 

e pacientes submetidos a transplantes, sob tratamento com imunossupressores 

(STONE et al., 2002). 

A eficácia dos agentes antifúngicos geralmente é estabelecida a partir de 

estudos de infecções por Candida e Aspergillus, responsáveis pela maioria dos 

casos. Espécies de Candida são responsáveis por cerca de 80% das infecções 

fúngicas hospitalares (STONE et al., 2002; SPELLBERG et al., 2006). Candida 

albicans é a espécie predominante (cerca de 50% dos casos), seguida por C. 

glabrata, C. parapsilosis e C. tropicalis, cada qual com cerca de 10 a 25% de 

incidência. Na Europa e na América do Norte, C. glabrata representa a segunda 

causa de candidíase; na Espanha e América Latina isolados clínicos de C. 

parapsilosis figuram como segunda causa da doença (SPELLBERG et al., 2006). 

Um estudo recente que avaliou a incidência de candidemia em  hospitais do Brasil 

constatou que 40,9% dos achados clínicos correspondem à C. albicans, seguida 

por C. tropicalis (20,9%) e C. parapsilosis (20,5%) (COLOMBO et al., 2006).  

Espécies de Aspergillus são menos comuns, causando cerca de 4 a 5% 

das infecções fúngicas hospitalares. No entanto, apesar da baixa incidência, a 

aspergilose invasiva em pacientes imunocomprometidos está associada a taxas 

elevadas de mortalidade, chegando a 85%, mesmo com emprego de terapia 

antifúngica (STONE et al., 2002).  

O diagnóstico das infecções fúngicas sistêmicas em pacientes 

imunocomprometidos constitui-se em um problema, uma vez que os sintomas não 

são específicos, muitas vezes as culturas sangüíneas são negativas e os 
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pacientes não podem ser submetidos a procedimentos diagnósticos invasivos 

(STEVENS, 2002). Esta situação induz ao uso da terapia empírica em pacientes 

com alto risco de vida (STEVENS, 2002) e a mesma tem sido recomendada para 

pacientes com neutropenia febril persistente, os quais permanecem febris mesmo 

após a administração de antibióticos de amplo espectro (KLASTERSKY, 2004).  

Mais de 90% dos pacientes que desenvolvem aspergilose apresentam 

pelo menos um dos seguintes fatores: tratamento com antineoplásicos, terapia 

com corticosteróides, transplante de medula ou de órgãos sólidos, SIDA ou 

neutropenia prolongada. Quanto mais prolongado o período de neutropenia, 

maiores as chances de incidência de aspergilose invasiva (STEVENS, 2002).  

Embora as espécies de Candida sejam patógenos oportunistas, não 

necessariamente os pacientes acometidos são imunodeprimidos. Os fatores de 

risco predominantes são: tratamento com antibióticos de amplo espectro, uso de 

cateter venoso central, nutrição parenteral, queimaduras, nascimento prematuro, 

internação prolongada, internação em UTIs (Unidades de Terapia Intensiva). Em 

segundo lugar, são fatores de risco neutropenia, tratamento com corticosteróides, 

infecção pelo VIH (Vírus da Imunodeficiência Humana) e diabetes mellitus 

(SPELLBERG et al., 2006). 

Abaixo são apresentados os fármacos usados no tratamento das 

infecções fúngicas invasivas. 

 

• Anfotericina B 

Ao longo das duas últimas décadas, a terapia antifúngica empírica com 

anfotericina B (Figura 1), pertencente à classe dos polienos, tem sido usada como 

terapia padrão para reduzir as infecções fúngicas invasivas em pacientes com 

neutropenia e febre persistente. Ao seu uso, porém, são associadas 

nefrotoxicidade e reações adversas decorrentes da infusão, como dispnéia, 

urticária, dores abdominais e no peito e hipoxemia (WALSH et al., 2002).  
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Estudos comparativos entre a formulação convencional de anfotericina B 

e as formulações lipídicas revelaram que a eficácia clínica nos dois grupos é 

similar: 52 e 40%, respectivamente. A nefrotoxicidade parece ser menor com o 

uso das formulações lipídicas de anfotericina B em relação à formulação 

convencional (21% versus 29%); o efeito comprovado é a menor incidência de 

problemas relacionados à infusão, como febre e calafrios: 14% e 43%, para 

formulações lipídicas e formulação convencional, respectivamente 

(KLASTERSKY, 2004).  

Este mesmo autor sugere que, devido ao custo elevado da anfotericina 

lipossomal (cerca de 80 vezes superior à formulação convencional), o tratamento 

seja iniciado pela anfotericina B convencional nos pacientes que não apresentam 

contra-indicação evidente para seu uso, e que haja a substituição pela  

anfotericina lipossomal apenas se houver problemas de toxicidade 

(KLASTERSKY, 2004).  Porém, KLEINBERGH (2006) avalia que outros custos 

resultantes da terapia com a formulação convencional, como hemodiálise, 

tratamento dos danos renais e período maior de internação também sejam 

considerados no momento de escolher a terapia antifúngica.  

 

 

Figura 1. Estrutura química da anfotericina B. 
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• Azóis 

Os antifúngicos azólicos são classificados como imidazóis (miconazol, 

cetoconazol, entre outros) e triazóis (itraconazol, fluconazol, voriconazol, 

posaconazol, ravuconazol). Os triazóis apresentam três átomos de nitrogênio no 

anel azólico (Figura 2). 
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Figura 2. Estrutura química de fármacos antifúngicos da classe dos imidazóis e triazóis. 
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O cetoconazol foi aprovado pelo FDA em 1981, e por quase uma década, 

foi indicado como fármaco de escolha no tratamento da candidíase mucocutânea 

crônica e como alternativa à anfotericina B em pacientes não 

imunocomprometidos, para o tratamento da blastomicose, histoplasmose e 

paracoccidioidomicose. No entanto, é ineficaz na aspergilose e mucormicose. O 

tratamento com cetoconazol apresenta como desvantagens: absorção variável 

entre indivíduos e influenciada fortemente pelo pH gástrico; inexistência de forma 

farmacêutica injetável; pouca penetração na barreira hematoencefálica; ineficácia 

em pacientes imunocomprometidos; efeitos gastrintestinais severos. Estes fatores 

motivaram a pesquisa dos triazóis, sendo o fluconazol aprovado para uso no 

início dos anos 90 (MAERTENS, 2004). 

O fluconazol apresenta baixa incidência de efeitos colaterais e também 

atividade contra a maioria das espécies de Candida, com exceção de C. krusei e 

C. glabrata, mas é ineficaz contra espécies de Aspergillus (KLASTERSKY, 2004). 

C. krusei é naturalmente resistente ao fluconazol devido à presença de isoenzima 

alterada do citocromo P-450. A resistência de C. glabrata ocorre por efluxo do 

fármaco (SPELLBERG, 2006). O fármaco é recomendado para o tratamento de 

candidíase orofaríngea, esofágica, vaginal, peritonial, geniturinária e candidíase 

disseminada, bem como meningite criptocócica (MAERTENS, 2004). 

Em 1992, foi aprovado o uso do itraconazol o qual, comparado ao 

cetoconazol, é menos tóxico e apresenta espectro de ação mais amplo. Por sua 

baixa solubilidade, o itraconazol foi inicialmente formulado apenas como cápsula 

e foi amplamente usado no tratamento de infecções fúngicas sistêmicas e 

superficiais, aspergilose e candidíase sistêmica. Devido à sua absorção variável, 

seu uso foi associado a falhas no tratamento. Foi desenvolvida então uma 

formulação líquida, para uso oral, em associação com o agente solubilizante 

hidroxipropil-β-ciclodextrina, cuja biodisponibilidade foi cerca de 60% maior do 

que com as cápsulas. Recentemente, foi desenvolvida formulação injetável, a 

qual agregou mais flexibilidade no uso do itraconazol (MAERTENS, 2004). 

O voriconazol foi desenvolvido no final dos anos 80 e originou-se da idéia 

de obter um fármaco com espectro de ação mais amplo do que o fluconazol. O 
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mesmo apresenta elevada potência contra uma ampla variedade de fungos, 

incluindo os patogênicos encontrados clinicamente, como Candida spp., 

Aspergillus spp., Scedosporium e Fusarium spp. (DONNELLY; DE PAUW, 2004). 

Além disso, muitas publicações têm evidenciado sua ação em relação a 

patógenos novos e raros, em comparação com outros fármacos da classe 

(WATKINS; RENAU, 2000).  

O posaconazol é um triazol estruturalmente relacionado ao itraconazol. 

Sintetizado pelo laboratório Schering-Plough, foi aprovado para uso pelo FDA, em 

2006 e apresenta-se como suspensão oral (Noxafil), estando em 

desenvolvimento formulação injetável (DOCTORFUNGUS, 2007). A atividade in 

vitro do posaconazol é semelhante a do voriconazol (WATKINS; RENAU, 2000; 

DONNELY; DE PAUW, 2004), mas por ser pouco solúvel, exigirá formulação 

especial para uso intravenoso (WATKINS; RENAU, 2000).  

O ravuconazol é um triazol estruturalmente relacionado ao fluconazol e ao 

voriconazol. Foi desenvolvido pelo laboratório Bristol-Myers Squibb, para uso oral. 

Apresenta espectro de ação mais amplo do que o fluconazol e o itraconazol 

(MAERTENS, 2004). Encontra-se na etapa de estudos clínicos, fase II 

(DOCTORFUNGUS, 2007).  

 

• Equinocandinas 

A caspofungina (Figura 3) foi o primeiro fármaco da classe das 

equinocandinas a ser aprovado para uso em seres humanos. É um derivado 

semi-sintético da pneumocandina Bo, que por sua vez, é um produto isolado da 

fermentação do fungo Glarea lozoyensis (STONE et al., 2002). A esta classe 

também pertencem a micafungina e anidulafungina. 

A caspofungina apresenta atividade contra vários fungos e leveduras de 

importância clínica, entre eles, Candida e Aspergillus. Possui atividade limitada 

contra Cryptococcus neoformans (STONE et al., 2002; DONNELY; DE PAUW, 
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2004;).  Foi aprovada pelo FDA para o tratamento da aspergilose invasiva em 

pacientes refratários ou intolerantes à terapia convencional (SABLE et al., 2002). 

 

 

Figura 3. Estrutura química da caspofungina. 

 

Os efeitos adversos mais freqüentes são febre (12-26%), flebite no local 

da infusão (12-18%) (SABLE et al., 2002) e dor de cabeça (STONE et al., 2002). 

Calafrios, rash e broncoconstrição também foram relatados. A maioria dos efeitos 

adversos é transitória, de intensidade suave a moderada e raramente provoca o 

abandono da terapia (SABLE et al., 2002). A incidência total de efeitos adversos 

nos estudos já realizados é de 24,8% (STONE et al., 2002). 

A caspofungina atua inibindo a enzima β-1,3-glicano sintetase, uma 

enzima que forma os polímeros de glicano na parede celular do fungo (WATKINS; 

RENAU, 2000).  A parede celular dos fungos consiste de uma camada externa de 

manoproteínas e uma camada interna composta por uma malha de β-1,3-glicano 

e quitina, entrelaçados com algumas moléculas de manoproteínas. O β-1,3-

glicano é responsável pela integridade da parede celular; a malha formada pelo 

glicano e pela quitina confere rigidez à mesma (STONE et al., 2002). A vantagem 

deste modo de ação é que a caspofungina atua sobre componentes da parede 
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celular de fungos, ausentes nas células de mamíferos (SABLE et al., 2002; 

STONE et al., 2002). Na Figura 4 são apresentados os alvos de ação dos agentes 

antifúngicos mais usados.  

 
Figura 4. Biossíntese do ergosterol, apresentando os alvos das várias classes de 
antifúngicos (adaptado de DONNELY; DE PAUW, 2004). 

 

3.2 ESTUDOS FARMACOECONÔMICOS DO TRATAMENTO DAS INFECÇÕES  

FÚNGICAS 

São fármacos ativos contra espécies de Aspergillus a anfotericina B 

convencional e suas formulações lipídicas, itraconazol, caspofungina e 

voriconazol. Destes agentes, apenas a anfotericina B convencional e o 

voriconazol são indicados como terapia de 1ª escolha pelo FDA (Food and Drug 

Administration) (LEWIS et al., 2005). 

No tratamento da candidíase, considerando fatores como eficácia, 

segurança e baixo custo, o fluconazol é o agente de escolha para pacientes não-

neutropênicos, a menos que haja suspeita de infecção por espécies resistentes 

ao fármaco (C. krusei e C. glabrata). Para pacientes neutropênicos, fármacos com 

espectro de ação mais amplo (anfotericina B, equinocandinas e voriconazol) 

devem ser empregados. Recomenda-se também a remoção de cateteres sempre 
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que possível e a terapia antifúngica deve ser continuada até 14 dias após o 

desaparecimento dos sintomas da infecção (SPELLBERG et al., 2006).  

WILSON e colaboradores (2002) realizaram estudo no qual foram 

determinados os custos diretos das quatro infecções fúngicas sistêmicas 

preponderantes (candidíase, aspergilose, criptococose e histoplasmose). Além do 

custo da terapia antifúngica, foram computados custos com exames laboratoriais, 

internação, medicamentos usados para tratamento dos efeitos adversos e custo 

de pessoal. Como grupo controle considerou-se pacientes com as mesmas 

doenças de base, mas sem infecções fúngicas. Observou-se que a candidíase é a 

infecção fúngica mais freqüente, e a histoplasmose a mais rara. Apesar da menor 

incidência, a aspergilose apresenta os maiores custos de tratamento médio por 

paciente: US$ 36.867,00, podendo chegar a US$ 86.635,00 em pacientes 

transplantados. O custo médio de pacientes com candidíase é de US$ 14.804,00. 

Deve-se ressaltar, no entanto, que os custos com a terapia antifúngica 

representam cerca de 17% do total dos custos do tratamento; 47% devem-se ao 

custo das taxas hospitalares.  

Resultados semelhantes foram encontrados por JANSEN e colaboradores 

(2006), em estudo realizado na Alemanha, que avaliou os custos totais 

(internação, exames, terapia antifúngica e tratamento dos efeitos adversos) do 

tratamento da aspergilose invasiva com anfotericina B convencional e voriconazol. 

O custo médio da terapia foi de € 29.616 (voriconazol) e de € 30.686 (anfotericina 

B convencional). O período médio de internação dos pacientes tratados com 

voriconazol foi de 40 dias e da anfotericina 46 dias. Neste estudo permitiu-se a 

substituição da terapia inicial em decorrência de intolerância ou ineficácia. 

LEWIS e colaboradores (2005) realizaram estudo comparativo dos custos 

da terapia com voriconazol e com anfotericina B convencional, no tratamento da 

aspergilose invasiva. Permitiu-se a substituição por outros medicamentos, em 

ambos os grupos, em decorrência da falta de resposta ou toxicidade. No total das 

12 semanas do estudo, permaneceram na terapia inicial 43% dos pacientes 

tratados com voriconazol e 1,5% dos pacientes tratados com anfotericina B 

convencional. Como a substituição da terapia, neste último caso, geralmente é 
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feita para formulações lipídicas da anfotericina B, há uma elevação no custo da 

terapia. Os custos da terapia/paciente foram US$ 5.447 para o voriconazol e US$ 

6.407 para a anfotericina B convencional.  

Estes estudos sugerem que devem ser avaliados não apenas o custo 

inicial da terapia, mas também os custos decorrentes da necessidade de 

substituição da mesma, devido à toxicidade ou ineficácia. O Quadro 1 apresenta 

uma estimativa dos custos diários das terapias antifúngicas. 

 

Quadro 1. Custo médio diário de terapias antifúngicas (KLASTERSKY, 2004). 

Medicamento Dose Custo (€) 

Anfotericina B convencional 1 mg/kg 8 

Anfotericina B lipossomal 3 mg/kg 629 
Anfotericina B complexo lipídico 5 mg/kg 405 

Fluconazol 400 mg IV 60 
Fluconazol 200 mg VO 11 
Itraconazol 40 mg VO 40 

Voriconazol 40 mg IV 407 
Voriconazol 40 mg VO 84 
Caspofungina 70 mg IV 644 

 

 

3.3 VORICONAZOL 

 

3.3.1 Descrição  

Nome químico: (2R,3S)-2-(2,4-difluorfenil)-3-(5-flúor-4-pirimidinil)-1-(1H-

1,2,4-triazol-1-il)-2-butanol. 

CAS: [137234-62-9] 

Fórmula molecular: C16H14F3N5O  

Estrutura química: ver Figura 5. 

Massa molecular:  349,3. 
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Características físico-químicas: [α]D
25: -62 º (c 2, MeOH) (FROMTLING, 

1996). O voriconazol é um pó cristalino, não higroscópico. Em relação à 

classificação biofarmacêutica, apresenta baixa solubilidade e alta permeabilidade 

(Classe II). Não há evidências de polimorfismo ou de solvatos do fármaco (EMEA, 

2005). 

 

Figura 5. Estrutura química do voriconazol. 

 

3.3.2 Atividade antimicótica 

O tratamento de infecções fúngicas sistêmicas continua sendo um 

problema na clínica médica. Pacientes imunocomprometidos são especialmente 

susceptíveis a infecções fúngicas oportunistas. Espécies de Candida, Aspergillus 

e Cryptococcus neoformans estão entre os causadores mais comuns de infecções 

fatais nestes pacientes (FROMTLING, 1996).  

A atividade mais significativa do voriconazol é representada pela potente 

atividade contra espécies de Aspergillus. O fluconazol é o fármaco de escolha 

para infecções severas causadas por espécies de Candida e Cryptococcus 

neoformans, todavia, tem fraca atividade contra espécies de Aspergillus 

(FROMTLING, 1996). Além da atividade contra Aspergillus spp. e Candida spp., o 

fármaco mostrou-se potente, in vitro, contra Cryptococcus neoformans, 
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Blastomyces dermatidis, Coccidioides immitis, Histoplasma capsulatum e 

espécies de Fusarium, entre outros (ESPINEL-INGROFF et al., 2001). 

 

3.3.3 Mecanismo de ação 

Os imidazóis e triazóis inibem a enzima esterol-14-α-desmetilase, um 

sistema enzimático dependente do citocromo P450. Desta forma, prejudicam a 

biossíntese do ergosterol na membrana citoplasmática e levam ao acúmulo de α-

metil-esteróis, que acabam por induzir mudanças na permeabilidade da 

membrana, desorganização celular e inibição do crescimento (WEINGBERG, 

1995; BELANGER et al., 1997).  O voriconazol mostrou-se mais seletivo às 

enzimas do citocromo P450 fúngicas do que aos sistemas enzimáticos 

semelhantes de mamíferos (VFEND). 

Outro mecanismo de ação vem sendo cogitado. As espécies de 

Aspergillus reproduzem-se através de esporos assexuados altamente 

pigmentados, chamados conídios. A formação destes esporos é essencial para a 

disseminação da espécie. A transmissão da aspergilose, inclusive, se dá por 

conídios carregados pelo ar (PELCZAR et al., 1980; LEVINSON; JAWETZ, 1998).  

Observou-se que o voriconazol inibe a formação de conídios em colônias de A. 

flavus, A. nidulans, A. fumigatus e A. niger, produzindo colônias brancas. O 

ravuconazol, agente triazólico em fase de estudos clínicos e estruturalmente 

semelhante ao voriconazol, inibe a conidiação em colônias de A. flavus e A. 

fumigatus. Anfotericina B, caspofungina e nistatina não apresentaram este efeito e 

outros triazóis, como o itraconazol e o posaconazol, foram apenas fracos 

inibidores da conidiação (VARANASI et al., 2004).  

O ponto de partida da síntese do voriconazol foi o fluconazol (ambos são 

patenteados pela mesma indústria farmacêutica), como tentativa de ampliar o 

espectro do fluconazol, principalmente contra infecções causadas por Aspergillus. 

Verificou-se que a substituição de hidrogênio por metila na cadeia alquila 

aumentou a potência antifúngica. Estudos de relação estrutura-atividade 

revelaram que a substituição do segundo anel triazólico por um anel piridínico ou 
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pirimidínico aumentou a atividade contra Aspergillus, mas tornou o composto 

metabolicamente vulnerável. A introdução de um átomo de flúor na posição 5 do 

anel pirimidínico aumentou a atividade in vitro e in vivo, se comparado ao 

composto contendo o anel não substituído (FROMTLING, 1996).  

 

3.3.4 Farmacocinética 

A farmacocinética do voriconazol é não-linear, devido à saturação de seu 

metabolismo. A variabilidade interpacientes na farmacocinética do mesmo é alta. 

As propriedades farmacocinéticas do voriconazol pela via oral e pela via 

intravenosa são similares. A concentração plasmática máxima (Cmax) é atingida 

1 hora após administração intravenosa e 1,4 a 1,8 horas após administração oral. 

A biodisponibilidade oral é estimada em cerca de 90% (PURKINS et al., 2002). A 

Cmax e a área sob a curva são diminuídas pela administração concomitante com 

alimentos gordurosos. A administração simultânea com fármacos que alteram o 

pH gástrico não afeta a absorção do voriconazol (VFEND). O fármaco é 

extensivamente distribuído nos tecidos; a ligação às proteínas plasmáticas é de 

aproximadamente 58% (VFEND). 

Estudos in vitro mostraram que o voriconazol é metabolizado pelas 

enzimas hepáticas do complexo do citocromo P450, CYP2C19, CYP2C9 e 

CYP3A4. Estudos in vivo indicam que a CYP2C19 está envolvida 

significativamente no metabolismo do voriconazol. Esta enzima exibe 

polimorfismo genético. Sabe-se, por exemplo, que 15-20% dos asiáticos são 

metabolizadores lentos do fármaco. Para negros e caucasianos, a percentagem 

de metabolizadores lentos é de 3-5% (PURKINS et al., 2002). Esta menor 

metabolização leva a uma exposição 4 vezes maior ao fármaco nestes indivíduos 

(VFEND). O principal metabólito do fármaco, um derivado n-óxido, é destituído 

de atividade antifúngica significativa, não contribuindo para a eficácia do 

voriconazol (DONNELLY; DE PAUW, 2004). O fármaco é eliminado via 

metabolismo hepático, com menos de 2% da dose excretada pela urina, na forma 

não modificada (VFEND). 
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3.3.5 Efeitos adversos 

Os efeitos adversos mais comumente relacionados ao uso do voriconazol 

são distúrbios visuais, que ocorre em cerca de 30% dos pacientes (visão turva, 

alteração da visão de cores, fotofobia), aumento nos níveis das enzimas 

hepáticas transaminase e fosfatase alcalina, rash cutâneo, febre, vômitos, 

náuseas, diarréia, dores de cabeça, sepse, edemas periféricos, dores abdominais 

e desordens respiratórias (DENNING; GRIFFITHS, 2001; DENNING et al., 2002; 

PURKINS et al., 2002; DONNELY; DE PAUW, 2004). 

 

3.3.6 Preparações farmacêuticas 

Encontra-se disponível sob forma de injetável, comprimidos revestidos e 

pó para suspensão oral. O injetável apresenta-se como pó para solução para 

infusão. Os frascos contêm 200 mg de voriconazol e 3200 mg de sulfobutiléter de 

β-ciclodextrina sódica. Após reconstituição com água estéril para injeção, é obtida 

solução contendo 10 mg/ml de voriconazol e 160 mg/ml de sulfobutiléter de β-

ciclodextrina sódica. Esta solução deve ser diluída antes da infusão intravenosa 

com diluentes adequados (VFEND). Estudos têm demonstrado que a 

possibilidade de substituição da forma IV pela oral reduz a duração média de 

hospitalização em pacientes com alto risco (WALSH et al., 2002). 

Os comprimidos podem conter 50 ou 200 mg de voriconazol e os 

excipientes incluem lactose monoidratada, amido pré-gelatinizado, croscarmelose 

sódica, povidona e estearato de magnésio. O revestimento é constituído por 

hidroxipropilmetilcelulose, dióxido de titânio, lactose monoidratada e triacetina 

(VFEND). 

O pó para suspensão oral está contido em frasco de 100 ml de polietileno. 

Cada frasco contém 45 g de pó para suspensão oral, que, após reconstituição 

com 46 ml de água, origina 75 ml de suspensão contendo 40 mg/ml de 

voriconazol. Os excipientes incluem dióxido de silício coloidal, dióxido de titânio, 
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goma xantana, citrato de sódio, benzoato de sódio, ácido cítrico anidro, aroma 

natural de laranja e sacarose (VFEND).  

 

3.3.7 Usos 

O voriconazol é indicado no tratamento de infecções fúngicas graves, 

progressivas e passíveis de causar a morte (EMEA, 2005). Estudos 

representativos evidenciaram a importância do voriconazol no tratamento de 

infecções causadas por Aspergillus (HERBRECHT et al., 2002; DENNING et al., 

2002). O voriconazol é indicado nos seguintes casos (EMEA, 2005): 

• Tratamento de aspergilose invasiva; 

• Tratamento da candidemia em pacientes não neutropênicos; 

• Tratamento de infecções invasivas graves por espécies de Candida 

resistentes ao fluconazol; 

• Tratamento de infecções fúngicas graves causadas por Scedosporium 

apiospermum e Fusarium spp.  

 

3.3.8 Determinação quantitativa  

Vários métodos analíticos para o voriconazol foram desenvolvidos, 

visando à sua quantificação em fluidos biológicos, principalmente. Na sua maioria, 

consistem em métodos por CLAE, os quais são sumarizados no Quadro 2. 

PEREA e colaboradores (2000) realizaram estudo comparativo entre 

métodos por CLAE (Quadro 2) e microbiológico para determinação do voriconazol 

em plasma. Para o método microbiológico empregaram cepa de Candida kefyr, 

ATCC 46764. A faixa de linearidade de ambos os métodos (0,2 a 10 µg/ml, para 

CLAE e 0,25 a 20 µg/ml, para microbiológico) inclui as concentrações 

consideradas clinicamente relevantes. No entanto, os autores concluíram que a 
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maior precisão e exatidão do método cromatográfico o tornam mais adequado 

para estudos de farmacocinética. 

CREGO e colaboradores (2001a) desenvolveram dois métodos de 

eletroforese de zona capilar, os quais empregaram tampão fosfato (pH 2,3) ou 

ácido fórmico (pH 2,15) como eletrólitos. Os métodos possibilitaram a análise 

simultânea de sete antifúngicos, como matérias-primas. Em outra publicação, 

estes autores avaliaram a aplicação da eletroforese de zona capilar na separação 

de antifúngicos azólicos e seus metabólitos após incubação com microssomos 

hepáticos humanos (CREGO et al., 2001b). O método mostrou-se útil para 

estudos de estabilidade in vitro dos fármacos avaliados, bem como para análise 

dos compostos em formas farmacêuticas. 

FERRETTI e colaboradores (1998) desenvolveram método por CLAE 

para determinação quali e quantitativa das principais impurezas do voriconazol 

como matéria-prima. Foram empregadas coluna de fase reversa amino e coluna 

quiral de amilose, acopladas, e detector de arranjo de diodos, o que possibilitou a 

detecção e quantificação de impurezas provenientes da síntese em nível de 0,2%. 

BABU e RAJU (2007) desenvolveram um método por espectrofotometria 

no UV para a determinação do voriconazol como matéria-prima e em 

comprimidos, sendo que o método foi linear na faixa de 5 a 80 µg/ml.  

 

 



    Quadro 2. Resumo dos métodos analíticos cromatográficos (CLAE) para determinação do voriconazol, em diferentes fluidos biológicos. 
 

Aplicação Extração Coluna Fase móvel Detecção Autores 

plasma Plasma injetado 
diretamente 

CLAE multidimensional, 3 colunas: 
Sephadex G-25 (100 x 10 mm) / 
C18 (37,5 µm) / C18 (5 µm) 

Coluna 1: tampão fosfato de 
amônio pH 6,5. Coluna 2: 
metanol. Coluna 3: ACN:TEMED, 
pH 7,0 

UV, 255 nm STOPHER; GAGE, 
1997 

plasma ACN C-18 (250 x  4,6 mm, 5 µm -
Kromasil) 

ACN:tampão fosfato de amônio pH 
6,0 (1:1) 

UV, 255 nm GAGE; STOPHER, 
1998; PEREA et al., 
2000. 

humor 
aquoso 

Não requerida C-18 (300 x 3,9 mm, 15 µm - Delta 
PAK/Waters ) 

ACN: água: THF (70:29,99:0,01) 

 

Detector de 
massas 

ZHOU et al., 2002 

plasma Fase sólida 

 

C-18 (250 x 4,6 mm, 5 µm - Luna) TEMED:ACN (55:45), pH 7,4 UV, 254 nm PENNICK et al., 
2003 

plasma Plasma injetado 
diretamente 

C-18  ACN: tampão fosfato de potássio 
100 mM, pH 6,0 (17:83) 

UV, 255 nm PEHOURCQ et al., 
2004 

soro Precipitação com ACN e 
sulfato de zinco 

C-18 (4,0 x 2,0 mm) Gradiente: metanol 50 a 100%, 
com acetato de amônio 2 mM e 
ácido fórmico 0,1% 

Detector de 
massas 

KEEVIL et al., 2004 

plasma Realizada em coluna de 
extração (LiChroCART 25 
mm x 4 mm) empacotada 
com LiChrospher ADS C8 

Nucleodur 100-5 C18ec (125 x 4,6 
mm, 5 µm) 

Ácido fórmico 0,1% em água: ACN 
(1:1) 

Detector de 
massas 

EGLE et al., 2005 

plasma Extração líquido-líquido, 
seguida de centrifugação e 
evaporação 

C-18e (100 x 4,6 mm - 
Chromolith Performance) 

Tampão fosfato de amônio 
monobásico (pH 5,8): ACN: THF 
(74:25:1)  

UV, 255 nm WENK et al., 2006 

 
UV: detecção com emprego de detector ultravioleta; ACN: acetonitrila;  TEMED: tetrametiletilenodiamina; THF: tetraidrofurano 
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3.3.9 Estabilidade 

Estabilidade de um produto farmacêutico pode ser definida como a 

capacidade de uma formulação em permanecer com suas características químicas, 

microbiológicas, terapêuticas e toxicológicas (KOMMANABOYINA; RHODES, 1999). 

Quando este trabalho foi iniciado, as informações existentes sobre a 

estabilidade do fármaco eram unicamente as que constavam na bula da formulação 

injetável e alertavam sobre a instabilidade do fármaco em diluentes alcalinos.  

No ano de 2004, no relatório do produto emitido pela Agência Européia de 

Medicamentos, houve a citação de produto de degradação formado em amostras da 

suspensão oral (UK-51,060) o qual ao reagir com um produto de degradação da 

sacarose (excipiente da formulação), formava um terceiro produto (UK-519,140). 

Testes de genotoxicidade in vitro com a impureza formada apresentaram resultado 

negativo. Devido a este resultado e à baixa  concentração desta impureza em 

amostras submetidas a testes de estabilidade acelerada e de longa duração (inferior 

a 10 ppm), seu potencial tóxico foi considerado irrelevante (EMEA, 2004). No ano 

seguinte, outro relatório reafirmou a instabilidade do fármaco em meio aquoso, 

principalmente em meio alcalino, bem como em meio oxidante. Havia a informação 

de que os produtos de degradação foram identificados (EMEA, 2005), mas os 

mesmos não foram especificados neste relatório. 

No Quadro 3 são apresentadas, resumidamente, as recomendações do 

fabricante quanto a condições de estocagem e validade das formulações de 

voriconazol. 

De acordo com o fabricante, o injetável deve ser reconstituído com água 

para injeção imediatamente antes do uso. Do ponto de vista microbiológico, é 

recomendado o descarte de soluções remanescentes, já que o produto é de dose 

única; no entanto, se o produto reconstituído não for usado imediatamente, sugere-

se que seja mantido em geladeira e usado em até 24 horas, período para o qual a 

estabilidade química e física da solução foi estudada. Após reconstituição, o 

voriconazol pode ser diluído para administração intravenosa com os seguintes 

diluentes: dextrose 5%, cloreto de sódio 0,9 ou 0,45%, isolado ou associado à 
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dextrose 5%; Ringer lactato, isolado ou em associação à dextrose 5%. Entretanto, 

há a ressalva de que o voriconazol não deve ser diluído com solução de bicarbonato 

de sódio, uma vez que o caráter levemente alcalino deste diluente provoca alguma 

degradação do fármaco após 24 horas, em temperatura ambiente (VFEND®).  

HOPPE-TICHY e colaboradores (2005) avaliaram a estabilidade do produto 

reconstituído e de soluções para infusão de voriconazol, diluídas em cloreto de sódio 

0,9%. Concluiu-se que ambos são estáveis por até 32 dias, mantidos em 

temperatura de 2-8 ºC. SAHRAOUI e colaboradores (2006) realizaram trabalho 

semelhante, porém avaliaram adicionalmente a estabilidade de soluções do fármaco 

diluídas com glicose 5%. Concluíram que as soluções em cloreto de sódio 0,9% são 

estáveis por 8 dias e as preparadas em glicose 5% por 6 dias, mantidas sob 

refrigeração. Ambos os estudos empregaram bolsas isentas de PVC (cloreto de 

polivinila), que é reconhecidamente incompatível com vários fármacos 

(MOORHATCH; CHIOU, 1974). CADROBBI e colaboradores (2006) atribuíram 

estabilidade de 15 dias para soluções de voriconazol em glicose 5%, em bolsas de 

PVC, na concentração de 4 mg/ml, mantidas sob refrigeração. Cabe ressaltar que o 

laboratório produtor não informa quanto à incompatibilidade do voriconazol com 

polímeros que compõem as bolsas para infusão. 

 

Quadro 3. Informações sobre a estabilidade do voriconazol (VFEND). 

Forma farmacêutica Condições de 

estocagem 

Validade Condições de 

estocagem após 

reconstituição 

Validade após 

reconstituição 

Pó para solução para 

infusão 

15 - 30 ºC 24 meses 2 - 8 ºC 24 horas 

Comprimido 15 - 30 ºC 24 meses - - 

Pó para suspensão oral 2 - 8 ºC 18 meses 15 - 30 ºC 14 dias 

 

Em relação ao fluconazol, análogo do voriconazol, os estudos publicados 

referem-se à sua estabilidade em diversos diluentes de uso hospitalar (HUNT-

FUGATE et al., 1993), bem como, em combinação com fármacos que são 

administrados concomitantemente. INAGAKI e colaboradores (1993) estudaram a 

estabilidade de soluções do fluconazol em combinação com vários antibióticos e 
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com aciclovir, mantidas em temperatura de 25 ºC. O fluconazol mostrou-se estável 

por um período de 72 horas, que foi o período máximo estudado; entretanto, não foi 

avaliada a estabilidade dos antibióticos combinados. Observou-se que houve 

redução do teor de fluconazol, em presença de solução ácida, alcalina e oxidante, 

em cerca de 5, 14 e 31 %, respectivamente.  

A mistura de aminofilina e fluconazol, em solução de dextrose 5% ou em 

solução fisiológica, mostrou-se estável física e quimicamente por até 3 horas, a 24ºC 

(JOHNSON et al., 1993). O fluconazol mostrou-se estável por duas horas em 

combinação com soluções parenterais contendo aminoácidos (COUCH et al., 1992). 

YAMREUDEEWONG e colaboradores (1993) estudaram a estabilidade de uma 

preparação líquida extemporânea para uso oral, obtida a partir de comprimidos de 

fluconazol triturados, misturados com água desionizada. A preparação manteve-se 

estável por 15 dias, estocada em temperaturas que variaram de 4 a 45º C.  

A estabilidade de suspensão extemporânea para uso oral de itraconazol 

também foi avaliada. A suspensão foi obtida através da mistura de comprimidos 

macerados e xarope simples. Observou-se que, mantida a 4º C, a preparação 

mantém-se estável por até 35 dias (JACOBSON et al., 1995).  
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4. MATERIAIS E MÉTODOS  
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4.1 SUBSTÂNCIA QUÍMICA DE REFERÊNCIA E FORMULAÇÕES  

A substância química de referência e os produtos farmacêuticos 

empregados no estudo estão descritos a seguir. 

 

4.1.1 Substância química de referência (SQR) 

Empregou-se matéria-prima de voriconazol, com pureza de 99,75% (lote 

20040104; fabricação: janeiro/2004; validade: janeiro/2007, fabricada por  Gencor 

Pacific Limited – Hong Kong), gentilmente doada pelo Laboratório Cristália Produtos 

Químicos Farmacêuticos LTDA (São Paulo, Brasil).  

 

4.1.2 Formas farmacêuticas 

� Comprimidos revestidos de 50 mg (VFEND, Heinrich Mack Nachf. 

GmbH & Co., Alemanha): lote 310268733, fabricados em 05/2003 e válidos até 

05/2005. Empregados na validação dos métodos e estudos preliminares de 

estabilidade. 

� Pó para solução para infusão intravenosa, frasco-ampola de 200 mg 

(VFEND, DSM Pharmaceuticals, EUA): lote 5163904, fabricado em 03/2005 e 

válido até 03/2007. Empregado no estudo de estabilidade de soluções para infusão. 

Todas as amostras empregadas foram adquiridas junto ao Hospital São 

Vicente de Paulo (Passo Fundo/RS), uma vez que este medicamento é de uso 

restrito a hospitais. 
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4.2 ANÁLISE QUALITATIVA DA SQR 

 

4.2.1 Ponto de fusão 

Empregou-se equipamento Mettler Toledo, modelo FP90, que dispõe de 

capilares introduzidos em célula de aquecimento. Realizaram-se 3 determinações, 

com a SQR dessecada, empregando rampa de aquecimento de 2 ºC/minuto. 

 

4.2.2 Poder rotatório específico 

Preparou-se solução 0,2% (p/V) da SQR, em metanol. A solução foi 

examinada em polarímetro Perkin Elmer 341. Foram feitas três medidas e calculou-

se a média dos valores obtidos. 

Para o cálculo do poder rotatório específico utilizou-se a equação 1: 

onde: 

α =ângulo de rotação 

c  = concentração da amostra em g/ml 

l = comprimento do tubo (dm) 

 

4.2.3 Espectrofotometria de absorção na região do ultravioleta 

Realizaram-se varreduras do espectro de UV de soluções da SQR na 

concentração de 20 µg/ml. Partiu-se de soluções estoque metanólicas contendo  

500 µg/ml, sendo a diluição subseqüente realizada no solvente avaliado: hidróxido 

de sódio 0,1 M, ácido clorídrico 0,1 M, água e metanol. A análise foi realizada em 

espectrofotômetro UV/VIS Shimadzu UV-1601 PC. 

 

[α ] 20
D = α / c.l                               Equação 1 
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4.2.4 Espectrofotometria de absorção na região do infravermelho 

A determinação foi realizada através da dispersão de 1,5 mg da SQR em 

150 mg de  brometo de potássio, seguida de compressão, para obtenção de 

pastilha. Empregou-se espectrofotômetro de infravermelho Shimadzu FTIR – 8101.   

 

 4.2.5 Espectrometria de massas  

Solução aquosa 1 µg/ml da SQR foi analisada em espectrômetro de massas 

Micromass Quattro LC, que operou no modo eletrospray positivo. As condições do 

detector foram otimizadas de modo a maximizar a intensidade de íons com m/z 350 

(massa do voriconazol: 349). Empregaram-se as seguintes condições: fluxo de 

nitrogênio de 37 e 404 l/h (cone e dessolvatação, respectivamente), voltagens do 

capilar e do cone de 3,2 KV e 36 V, respectivamente, e temperaturas da fonte e de 

dessolvatação de 120 e 250 ºC, respectivamente. A análise foi realizada junto ao 

CBIM (Centro Bioanalítico de Medicamentos) da UFRGS. 

 

4.2.6 Espectroscopia de Ressonância Magnética Nuclear de 1H e 13C 

Os espectros de RMN de 1H e 13C da SQR e do produto de degradação 

foram obtidos em  espectrômetro de massas Varian, modelo Mercury AS 400 (400 

MHz), empregando dimetilsulfóxido deuterado (DMSO-D6) como solvente. A análise 

foi realizada pelo laboratório CEPPED  (Centro Petroquímico de Pesquisa e 

Desenvolvimento) da ULBRA.  

 

4.3 ANÁLISE QUALITATIVA DA FORMA FARMACÊUTICA COMPRIMIDOS 

Este trabalho objetivou, desde o princípio, o desenvolvimento de métodos 

quali e quantitativos para análise do voriconazol em comprimidos. Sendo assim, 

apesar de, adicionalmente, ter sido avaliada a estabilidade do injetável, os métodos 

quali e quantitativos que serão descritos foram aplicados unicamente aos 
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comprimidos. Os resultados obtidos ao longo do trabalho motivaram a investigação 

da estabilidade da formulação injetável, pelo emprego dos métodos desenvolvidos 

para análise dos comprimidos. 

 

4.3.1 Espectrofotometria de absorção na região do ultravioleta 

Realizaram-se varreduras do espectro de UV de soluções da SQR e de 

comprimidos de voriconazol na concentração de 20 µg/ml. Preparou-se solução 

estoque 500 µg/ml, em metanol. Filtrou-se e do filtrado, transferiu-se 1,0 ml para 

balão volumétrico de 25 ml. Como solvente, empregaram-se alternativamente: 

hidróxido de sódio 0,1 M, ácido clorídrico 0,1 M, água e metanol. A análise foi 

realizada em espectrofotômetro UV/VIS UV-1601 PC (Shimadzu). 

 

4.3.2 Cromatografia em camada delgada (CCD) 

Foram preparadas soluções metanólicas de 1 mg/ml da SQR, dos 

comprimidos e dos comprimidos submetidos à degradação em meio alcalino (2 ml 

de solução de comprimidos com concentração de 1 mg/ml, em contato com 

hidróxido de sódio 0,1 M por 30 minutos). A fim de verificar se o sistema proposto 

seria capaz de diferenciar moléculas semelhantes, empregou-se também solução 

metanólica de fluconazol 5 mg/ml. Várias proporções de solventes foram testadas 

até que fossem estabelecidas as condições descritas a seguir. 

Como fase estacionária, utilizaram-se cromatoplacas de gel de sílica Merck 

60 F254, com espessura da camada de sílica de 0,2 mm (cat nº 1.05554). Empregou-

se fase móvel composta por acetato de etila:ácido acético R (9,5:0,5, V/V). As 

soluções foram aplicadas com capilares de 2,0 µl (Merck, art. 1102900001) tendo 

sido efetuadas 4 aplicações para amostras de voriconazol e 5 aplicações para a 

solução de fluconazol, totalizando 8 µg/placa e 50 µg/placa, respectivamente. As 

placas foram colocadas em cuba saturada e as manchas foram detectadas com luz 

ultravioleta.   
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4.3.3 Cromatografia a líquido de alta eficiência (CLAE) 

A identificação do voriconazol em comprimidos foi realizada através da 

comparação de seu tempo de retenção com o tempo de retenção do voriconazol 

SQR, conforme método descrito nos itens 4.4.2.3 e 4.4.2.4.  

 

4.4 ANÁLISE QUANTITATIVA DA FORMA FARMACÊUTICA COMPRIMIDOS 

 

4.4.1 Espectrofotometria  de absorção na região do ultravioleta 

 

4.4.1.1 Equipamento 

A análise foi realizada em espectrofotômetro UV/VIS UV-1601 PC 

(Shimadzu), sendo que a leitura das amostras foi realizada em 255 nm. 

 

4.4.1.2 Validação 

Para a validação do método foram avaliados os parâmetros de linearidade, 

especificidade, exatidão e precisão (ICH, 2005). 

 

4.4.1.2.1 Especificidade 

Para a determinação da especificidade, foi preparado placebo contendo os 

excipientes descritos na bula dos comprimidos de voriconazol, em quantidades 

relativas às concentrações usualmente empregadas na preparação de formas 

farmacêuticas sólidas (KIBBE, 2000). A massa total dos excipientes do placebo foi 

similar à massa de excipientes nos comprimidos. Após diluição com metanol, a 

suspensão foi filtrada e diluída na mesma proporção descrita para o doseamento. 

Em seguida, realizou-se varredura na faixa de absorção do ultravioleta.  
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Os excipientes empregados foram: lactose monoidratada, amido, 

croscarmelose sódica, estearato de magnésio, hidroxipropilmetilcelulose, povidona, 

triacetina e dióxido de titânio. 

 

4.4.1.2.2 Linearidade 

A linearidade foi determinada a partir de curvas padrão da SQR, conforme 

descrito a seguir: preparou-se solução estoque de 500 µg/ml em metanol. 

Transferiram-se 10,0 ml desta solução para balão volumétrico de 50 ml e o volume 

foi completado com água. A partir desta solução, alíquotas de 3,0; 3,5; 4,0; 4,5; 5,0; 

5,5 e 6,0 ml foram transferidas para balões volumétricos de 25 ml, com auxílio de 

bureta. Completaram-se os volumes com água, obtendo-se soluções de 12,0; 14,0; 

16,0; 18,0; 20,0; 22,0 e 24,0 µg/ml.  

A curva padrão foi realizada em três dias, sendo que cada ponto da curva foi 

lido em duplicata. Com as médias das absorvâncias obtidas nos diferentes dias, 

plotou-se gráfico de absorvância x concentração de voriconazol (µg/ml). A equação 

da reta foi obtida através do estudo de regressão linear, pelo método dos mínimos 

quadrados e sua validade estatística foi determinada pela análise de variância 

(ANOVA).  

 

4.4.1.2.3 Exatidão 

Para avaliação da exatidão do método, realizou-se o teste de recuperação. 

Quantidades crescentes de solução da SQR (em 3 níveis) foram adicionadas a 

soluções da amostra, cuja concentração foi constante, e o percentual de 

recuperação da SQR foi calculado ao final do processo. A preparação das soluções 

é descrita a seguir.  
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A) Preparação da solução SQR 

A partir de solução estoque metanólica 500 µg/ml, foram preparadas duas 

soluções aquosas, contendo  75 g/ml (adicionada às soluções R1, R2 e R3) e 20 

µg/ml, usada para o cálculo da concentração das soluções amostra, R1, R2 e R3.  

 

B) Preparação da solução amostra 

Pesou-se, exatamente, a partir do pó d e 20 comprimidos triturados, o 

equivalente a 6 mg de voriconazol, em balão volumétrico de 50 ml. Adicionaram-se 

cerca de 40 ml de metanol. Agitou-se mecanicamente por 10 minutos. Completou-se 

o volume com metanol. Filtrou-se em papel e, do filtrado, foram transferidos 5,0 ml 

para balão volumétrico de 50 ml. Completou-se o volume com água, obtendo-se 

solução com 12 µg/ml.  

 

C)  Preparação das soluções R1, R2 e R3 

Transferiram-se 5,0 ml do filtrado obtido no item B para cada um de três 

balões volumétricos de 50 ml. A cada um dos balões foram adicionados os 

seguintes volumes de solução da SQR (75 µg/ml): 1,0; 4,0 e 7,0 ml, a partir de 

bureta. Completou-se o volume com água. Estas soluções foram denominadas R1, 

R2 e R3, respectivamente. As concentrações obtidas foram de 13,5; 18 e 22,5 

µg/ml, correspondendo a 75, 100 e 125% da concentração usual de análise, que é 

de 18 µg/ml. Cada nível de concentração foi feito em triplicata. No Quadro 4 é 

apresentado o esquema de preparo das soluções.  
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Quadro 4. Esquema de preparo das soluções para o teste de exatidão, método 
espectrofotometria no UV. 

 Sol. amostra 
120 µg/ml (ml) 

Sol. SQR 
75 µg/ml (ml) 

Sol. SQR 
500 µg/ml (ml) 

balão volum. 
(ml) 

Conc. final 
(µg/ml) 

SQR - - 1,0 25 20,0 
A 5,0 - - 50 12,0 

R1 5,0 1,0 - 50 13,5 
R2 5,0 4,0 - 50 18,0 
R3 5,0 7,0 - 50 22,5 

(SQR) solução da substância química de referência; (A) solução amostra; (R1, R2 e R3) 
soluções da amostra acrescidas de SQR, em seus três níveis de concentração. 

 

D)  Cálculo do percentual de recuperação 

O percentual de recuperação (R%) foi calculado a partir da equação 2, 

descrita pela AOAC (ASSOCIATION OF OFFICIAL ANALYTICAL CHEMISTS, 

2000): 

 

 

 

onde: 

CAF = concentração do fármaco na amostra acrescida de SQR (µg/ml) 

CA = concentração do fármaco na amostra (µg/ml) 

CSQR = concentração de SQR adicionada à amostra (µg/ml) 

 

4.4.1.2.4 Precisão 

A precisão do método foi avaliada em dois diferentes níveis: repetibilidade 

(intra-dia) e precisão intermediária (entre dias). Para a repetibilidade, avaliou-se o 

DPR obtido da análise de 6 amostras independentes contendo 100% da 

concentração usual de análise, em um dia. Para a precisão intermediária, calculou-

se o DPR de um total de 18 análises (n=6/dia, 3 dias diferentes). 

R% = [(CAF – CA) / CSQR]  .  100 Equação 2 
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A) Preparação da solução SQR 

Pesou-se, exatamente, cerca de 18 mg da SQR. Transferiu-se para balão 

volumétrico de 50 ml, diluindo com metanol. Desta solução foram transferidos 5,0 ml 

para balão volumétrico de 100 ml e completou-se o volume com água destilada, a 

fim de obter solução com 18 µg/ml. 

 

B) Preparação da solução amostra 

Pesou-se, exatamente, o equivalente a 4,5 mg de voriconazol, a partir do pó 

de comprimidos triturados, em balão volumétrico de 25 ml. Foram adicionados 15 ml 

de metanol e agitou-se mecanicamente por 10 minutos. Completou-se o volume e 

filtrou-se em filtro de papel. Transferiram-se 5,0 ml do filtrado para balão volumétrico 

de 50 ml e completou-se o volume com água. Obteve-se solução com 18 µg/ml. 

 

C) Cálculo do teor percentual de voriconazol nos comprimidos 

A determinação do teor de voriconazol nos comprimidos foi calculada de 

acordo com a equação 3.  

 

 

 

 

onde: 

Aa = absorvância da solução da amostra 

CSQR = concentração da solução da SQR (µg/ml) 

ASQR = absorvância da solução da SQR 

Ca = concentração teórica da solução da amostra 

 

Equação 3 

% voriconazol =   Aa . CSQR .100 
                               ASQR . Ca 
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4.4.2 Cromatografia a líquido de alta eficiência 

 

4.4.2.1 Equipamento 

Empregou-se cromatógrafo a líquido Shimadzu (Kyoto, Japão), provido de 

bomba LC-10AD VP, injetor manual Rheodyne, detector de arranjo de fotodiodos 

SPD-M10A VP, desgaseificador DGU-14A e central de controle SCL-10A, com 

software CLASS-VP para estimar a área dos picos e realizar cálculos de pureza e 

similaridade.  

 

4.4.2.2 Reagentes 

Foram empregados solventes de grau CLAE e água obtida por sistema 

Millipore. 

 

4.4.2.3 Fase móvel  

A fase móvel constituiu-se em mistura de metanol:solução de trietilamina 

0,6%, pH 6,0 (50:50, V/V). O pH da fase aquosa foi ajustado com ácido fosfórico 

18% (V/V), previamente à mistura com a fase orgânica. Antes do uso, a fase móvel 

foi desgaseificada através do emprego simultâneo de vácuo e ultra-som, seguida de 

desgaseificação no próprio cromatógrafo. O pH da fase móvel (6,0)  foi estabelecido 

com base em relatos de artigos. No teste de robustez, variações em torno deste 

valor foram avaliadas. As demais condições (coluna, fluxo, proporção dos solventes) 

foram estabelecidas neste estudo. 

 

4.4.2.4 Condições cromatográficas 

� Coluna: LiChrospher® 100 C-8 (125 x 4,6 mm, 5 µm), lote 471016  

(Merck) 
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� Fluxo: 1ml/minuto 

� Comprimento de onda: 255 nm 

�  Volume de injeção: 20 µl 

 

4.4.2.5 Validação 

Para a validação do método foram avaliados os parâmetros de linearidade, 

especificidade, exatidão, precisão e robustez (ICH, 2005). 

 

4.4.2.5.1 Especificidade 

A especificidade do método foi estabelecida através de estudos de 

degradação forçada. Soluções dos comprimidos ou o pó de comprimidos triturados 

foram submetidos à degradação nas seguintes condições: meios ácido, básico, 

neutro e oxidante, calor, umidade e luz UV 352 nm. Avaliou-se também a 

interferência dos excipientes sobre o método de análise, através da preparação de 

uma solução placebo, contendo os excipientes descritos na bula dos comprimidos. 

A determinação da especificidade foi verificada pela resolução do pico do 

voriconazol em relação aos picos dos produtos de degradação e pela determinação 

da pureza do pico relativo ao voriconazol, empregando-se detector de arranjo de 

diodos. A seguir, serão descritos os procedimentos empregados para promover  a 

degradação do fármaco. 

 

A) Degradação em meios ácido, básico e neutro 

Dez mililitros de soluções metanólicas contendo 500 µg/ml de voriconazol 

foram transferidos para frasco de vidro e acrescidos de 5 ml de HCl 0,1 M, NaOH 

0,1 M ou água (hidrólises ácida, básica e neutra, respectivamente).  

Foram empregadas as seguintes condições em cada uma das reações: 
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� Hidrólise ácida: 80 ºC / 2 horas; 

� Hidrólise básica: temperatura ambiente / 30 minutos; 

� Hidrólise em meio neutro: refluxo / 4 horas.  

Após o tempo de reação, as soluções foram resfriadas e o pH das soluções 

foi ajustado à neutralidade, se necessário. Em seguida, as soluções foram diluídas 

com água ultrapura até concentração de 100 µg/ml e filtradas em filtro de papel. 

 

B) Degradação em meio oxidante 

Cinco mililitros de solução metanólica com 1mg/ml de voriconazol foram 

acrescidos de 5 ml de solução de permanganato de potássio  5%. Esta solução foi 

mantida em agitação, por 3 horas, em temperatura ambiente. Após o tempo de 

reação, a solução foi diluída com água até concentração de 100 µg/ml  e filtrada em 

filtro de papel. Paralelamente, submeteu-se apenas metanol ao mesmo 

procedimento, como controle da reação. 

 

C) Degradação por ação do calor e umidade 

O pó de comprimidos triturados foi disposto em fina camada, sobre vidro de 

relógio, e mantido nas seguintes condições: 

� Temperatura ambiente/ 75% de umidade relativa (UR) / 48 horas;  

� Estufa a 70 ºC / 48 horas; 

� Estufa a 70 ºC / 80% UR / 48 horas.  

Para obter a atmosfera com o percentual de umidade desejado, a amostra 

foi mantida dentro de dessecador, o qual continha solução saturada de cloreto de 

sódio. 
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Após o tempo especificado, foram preparadas soluções contendo 500 µg/ml 

de voriconazol em metanol, seguida de filtração em filtro de papel e diluição até 100 

µg/ml com água.  

 

D) Degradação por ação da luz UV 352 nm 

Dois mililitros de solução 1mg/ml de voriconazol foram dispostos em cubeta 

transparente, a qual foi exposta à lâmpada Blacklight blue lamp, marca Orion, 30 W, 

130 V (352 nm, UV-A) por 22 horas, em câmara com superfícies internas 

espelhadas (17 x 17 x 100 cm). Amostras submetidas às mesmas condições, porém 

protegidas da luz, foram empregadas para determinar o efeito do aquecimento 

decorrente da radiação; as mesmas foram denominadas controle escuro. Após o 

tratamento, o conteúdo da cubeta foi transferido para balão volumétrico de 25 ml e 

completou-se o volume com água.  

 

4.4.2.5.2 Linearidade 

A linearidade foi determinada a partir de curvas padrão da SQR, preparadas 

conforme procedimento descrito a seguir: pesaram-se, exatamente, cerca de 25 mg 

da SQR, em balão volumétrico de 50 ml. Dissolveu-se com metanol, obtendo 

solução de 500 µg/ml. A partir desta solução, foram preparadas soluções com as 

seguintes concentrações: 20, 30, 40, 50, 60, 80 e 100 µg/ml, diluídas em água 

ultrapura. No Quadro 5 é apresentado o esquema de preparação das soluções.  

A curva padrão foi realizada em três dias, sendo que cada ponto da curva foi 

injetado em triplicata. A partir das médias das áreas obtidas nos diferentes dias, 

construiu-se um gráfico plotando-se a área média x concentração de voriconazol 

(µg/ml). A equação da reta foi obtida através do estudo de regressão linear, pelo 

método dos mínimos quadrados e sua validade estatística foi determinada pela 

análise de variância (ANOVA). 
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Quadro 5. Esquema de preparação das soluções para curva padrão de voriconazol, método 
por CLAE. 

Ponto da 

curva 

Volume SQR 500 µµµµg/ml 

(ml) 

Balão volumétrico 

(ml) 

Concentração final 

(µµµµg/ml) 

1 1,0 25 20,0 

2 3,0 50 30,0 

3 2,0 25 40,0 

4 1,0 10 50,0 

5 3,0 25 60,0 

6 4,0 25 80,0 

7 2,0 10 100,0 

 

4.4.2.5.3 Exatidão 

A exatidão do método foi determinada pelo teste de recuperação, pela 

adição de solução da SQR a soluções da amostra, totalizando concentrações de 70, 

100 e 130 % da concentração usual de análise (50 µg/ml). O procedimento foi 

realizado em triplicata. 

 

A) Preparação da solução SQR 

Preparou-se solução da SQR em metanol, na concentração de 500 µg/ml, 

com posterior diluição em água à concentração de 50 µg/ml. 

 

B) Preparação da solução amostra 

Determinou-se o peso médio a partir de 20 unidades. Pesou-se o 

equivalente a 12,5 mg de voriconazol, a partir do pó de comprimidos triturados. 

Transferiu-se para balão volumétrico de 25 ml, adicionaram-se 15 ml de metanol e 

agitou-se mecanicamente por 10 minutos. Completou-se o volume com metanol 

(solução 500 µg/ml). Filtrou-se em filtro de papel e do filtrado, foram transferidos 2,0 

ml para balão volumétrico de 50 ml e diluiu-se com água (solução 20 µg/ml). 
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C) Preparação das soluções R1, R2 e R3 

A partir do filtrado obtido no item B, foram transferidos dois mililitros para 

cada um de três balões volumétricos de 50 ml. Aos balões foram adicionados, 

respectivamente, os seguintes volumes da solução da SQR 500 µg/ml: 1,5; 3,0  e 

4,5  ml, com auxílio de bureta. Completou-se o volume com água. Estas soluções 

foram denominadas soluções R1, R2 e R3. As concentrações obtidas foram de 35; 

50 e 65 µg/ml, correspondendo a 70, 100 e 130% da concentração usual de análise 

(50 µg/ml).  

 

D) Cálculo do percentual de recuperação 

O percentual de recuperação foi calculado a partir da equação 2, descrita 

pela AOAC (2000) (item 4.4.1.2.3.D). 

   

4.4.2.5.4 Precisão 

A precisão do método foi determinada pela determinação do desvio padrão 

relativo (DPR). Foram realizadas 6 análises independentes por dia, sendo que o 

procedimento foi repetido em 3 dias. A repetibilidade foi avaliada através do DPR 

dos resultados intra-dia (n=6) e a precisão intermediária através do DPR dos  

resultados dos 3 dias (n=18, DPR entre dias). 

 

A) Preparação da solução SQR 

Preparou-se solução estoque de 500 µg/ml em metanol. Alíquota de 1,0 ml 

foi transferida para balão volumétrico de 10 ml e completou-se o volume com água, 

obtendo-se solução com 50 µg/ml.  
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B) Preparação da solução amostra 

Preparou-se solução contendo 500 µg/ml, conforme descrito no item 

4.4.2.5.3.B. A partir do filtrado, foram transferidos 5,0 ml para balão volumétrico de 

50 ml e completou-se o volume com água (solução 50 µg/ml). Este procedimento foi 

realizado em três dias, com 6 amostras independentes por dia.  

 

C) Cálculo do teor percentual de voriconazol na amostra 

A determinação do teor de voriconazol nos comprimidos foi calculada de 

acordo com a equação 4.  

 

 

 

 

onde: 

Aa = área média da solução amostra (média de 3 injeções) 

CSQR = concentração da solução SQR (µg/ml) 

ASQR = área média da solução SQR (média de 3 injeções) 

Ca = concentração teórica da solução amostra 

 

4.4.2.5.5 Robustez 

Para a determinação da robustez do método foram avaliadas modificações 

na fase móvel e a estabilidade das soluções. 

 

 

Equação 4 
% voriconazol =   Aa . CSQR .100 
                                ASQR . Ca 
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A)   Modificações na fase móvel 

Foram modificados dois parâmetros da fase móvel: pH e percentual de fase 

orgânica. O pH da fase móvel foi alterado em uma (1) unidade de pH acima e abaixo 

do pH original (pH 6,0). O percentual de fase orgânica foi alterado para 47 e 53%, 

sendo o original 50%. 

Para estabelecer o efeito destas variações sobre o método, duas amostras 

foram quantificadas em cada condição analítica, bem como, foram avaliadas as 

modificações ocorridas nos parâmetros cromatográficos. 

 

B)  Estabilidade da solução de trabalho de voriconazol 

Prepararam-se soluções da SQR na concentração usual de análise (50 

µg/ml) e as mesmas foram analisadas nos tempos zero, 24, 48 e 72 horas após o 

preparo. As mesmas foram mantidas em temperatura ambiente, ao abrigo ou 

expostas à luz. As soluções foram consideradas estáveis caso não houvesse 

mudanças significativas entre as áreas absolutas da mesma solução avaliada em 

dias diferentes (DPR inferior a 2%). 

 

C) Estabilidade da solução estoque da SQR 

Preparou-se solução estoque da SQR (500 µg/ml), a qual foi mantida em 

geladeira e analisada periodicamente em um período de 58 dias. A estabilidade foi 

monitorada frente a uma solução da SQR recentemente preparada. 

 

4.4.3 Ensaio microbiológico 

Para realizar a quantificação do voriconazol por este método, ensaios 

preliminares foram realizados, até que fossem estabelecidas condições que 

possibilitassem o doseamento do fármaco em comprimidos. 
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4.4.3.1 Ensaios preliminares 

Os parâmetros analíticos testados são apresentados no Quadro 6. 

 

Quadro 6. Condições testadas nos ensaios preliminares para ensaio microbiológico do 
voriconazol em comprimidos. 

 

4.4.3.2 Execução do ensaio 

A partir dos resultados dos ensaios preliminares, foram estabelecidas as 

condições para o ensaio microbiológico do voriconazol em comprimidos, 

apresentadas abaixo.  

� Microrganismo teste: Sacharomyces cerevisae ATCC 2601 

� Meio de cultura: Sabouraud dextrose 2% 

� Concentração do inóculo: 1,0% 

� Disposição do meio de cultura nas placas: bicamada (base: 20 ml; 

superfície: 5 ml)  

Parâmetro Condições 

Microrganismo teste Candida albicans ATCC 10231 

Sacharomyces cerevisae ATCC 2601 

Concentração das soluções  1; 2 e 4 µg/ml 

2; 5 e 12,5 µg/ml 

2,5; 5 e 10 µg/ml 

3; 6 e 12 µg/ml 

 

Disposição do meio de cultura nas placas Monocamada e bicamada  

 

Volume das soluções adicionado nos cilindros 100 e 200 µl 

 

Solução diluente Soluções tampão pH 5,0; 6,0 e 7,0 

 

Concentração do inóculo 0,5;  0,75; 1,0  e  1,5% 

 

Tempo de incubação 18 e 24 h 
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� Delineamento: 3 x 3 

� Método: difusão em ágar, cilindros em placas 

� Concentração das soluções padrão e amostra: 3,0; 6,0 e 12,0 µg/ml 

� Volume das soluções adicionado às placas: 100 µl 

� Diluente inicial: metanol p.a. 

� Solução diluente: solução tampão pH 6,0 ± 0,1 

� Tempo de incubação: 22 - 24 h 

� Temperatura de incubação: 30 ºC ± 1 ºC 

 

4.4.3.2.1 Material 

Os reagentes utilizados na preparação da solução fisiológica e do tampão 

foram de grau analítico. Ágar Sabouraud dextrose 2% (Merck) foi empregado para 

manutenção, repique e preparo das camadas base e superfície. Como 

microrganismo teste empregou-se cepa de Sacharomyces cerevisae ATCC 2601. 

Foram empregadas placas de petri de vidro com dimensões de 20 mm x 100 mm e 

cilindros de aço inoxidável com dimensões de 6,0 mm x 8,0 mm x 10 mm (diâmetro 

interno x diâmetro externo x altura). 

As soluções e meios de cultura foram esterilizados em autoclave vertical 

Phoenix (121 ºC/15 minutos) e placas, vidrarias não volumétricas e cilindros foram 

esterilizados em estufa Biomatic (180 ºC/2 h). 

Para padronização da suspensão microbiana empregou-se 

espectrofotômetro Analyser, modelo 5042. As placas foram incubadas em estufa 

microbiológica (Biopar). A medida dos halos de inibição foi efetuada com auxílio de 

lupa Biomatic, através de paquímetro digital, com precisão de 0,01 mm (Starret). 

Parte do ensaio foi realizada em cabine de fluxo laminar horizontal (Veco). 
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4.4.3.2.2 Preparação do meio de cultura 

Ágar Sabouraud-dextrose 2% foi preparado através de pesagem e 

reconstituição em água, nas quantidades recomendadas pelo fabricante, seguido de 

solubilização sob aquecimento e esterilização em autoclave. Após a esterilização, o 

volume correspondente à camada base foi distribuído nas placas e a quantia 

destinada à camada semeada foi mantida em banho-maria, a 48 ºC. 

 

4.4.3.2.3 Preparação da solução tampão 

Dissolveram-se 2,0 g de fosfato de potássio dibásico e 8,0 g de fosfato de 

potássio monobásico em água suficiente para perfazer 1000 ml. O pH foi ajustado, 

se necessário, entre 5,9 e 6,1, com ácido fosfórico 16 M ou hidróxido de potássio 10 

M (tampão nº 1, FARMACOPÉIA, 1988). A solução resultante foi esterilizada em 

autoclave e empregada para diluição das soluções. 

 

4.4.3.2.4 Preparação do inóculo 

Cultura de Sacharomyces cerevisae ATCC 2601 foi repicada para meio de 

cultura inclinado (Sabouraud dextrose 2%), e mantida a 20-25 ºC por 48 horas. No 

dia do ensaio, a cultura obtida foi transferida para solução fisiológica. Esta 

suspensão foi diluída com solução fisiológica estéril até obter transmitância de 25 ± 

2%, em espectrofotômetro em 580 nm. Após a padronização, o inóculo foi 

adicionado ao meio de cultura empregado como camada superfície, na 

concentração de 1% (V/V). O inóculo padronizado foi mantido em geladeira e 

empregado por até 4 semanas, conforme recomendação da FARMACOPÉIA (1988). 

 

4.4.3.2.5 Preparação da solução SQR 

Preparou-se solução estoque da SQR de voriconazol, com concentração 

exata de 300 µg/ml, em metanol. Alíquotas de 1,0 ml foram transferidas para balões 
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volumétricos de 100, 50 e 25 ml e diluídas com solução diluente, obtendo-se 

soluções com 3,0; 6,0 e 12,0 µg/ml, respectivamente (P1, P2 e P3). 

 

4.4.3.2.6 Preparação da solução amostra 

Pesou-se exatamente, a partir dos comprimidos pulverizados, massa 

equivalente a 15 mg de voriconazol. Transferiu-se para balão volumétrico de 50 ml. 

Adicionaram-se 25 ml de metanol  e agitou-se mecanicamente por 10 minutos. 

Completou-se o volume com metanol e filtrou-se em filtro de papel. Do filtrado, 

transferiram-se alíquotas de 1,0 ml para balões volumétricos de 100, 50 e 25 ml, 

diluiu-se com solução diluente, obtendo-se soluções com 3,0; 6,0 e 12,0 µg/ml, 

respectivamente (A1, A2, A3).  

 

4.4.3.2.7 Ensaio 

Em cabine de fluxo laminar (Veco) foram adicionados 20 ml de meio de 

cultura liquefeito a cada uma de 6 placas de Petri. Após sua solidificação, 

adicionaram-se 5 ml de meio de cultura liquefeito acrescido de suspensão 

padronizada do microrganismo teste, constituindo as camadas base e superfície, 

respectivamente. Em seguida, foram dispostos sobre a superfície do ágar seis 

cilindros de aço inoxidável, mantendo distância equivalente entre os mesmos. A 

cada cilindro foram adicionados 100 µl das soluções padrão e amostra, 

alternadamente. As placas foram incubadas em estufa bacteriológica a 30 ± 1 ºC, 

durante 22 a 24 h. Após este período, os halos de inibição do crescimento foram 

medidos com paquímetro. 

 

4.4.3.3 Validação  

Avaliaram-se os seguintes parâmetros de validação: linearidade, precisão e 

exatidão.  



 56 

4.4.3.3.1 Linearidade 

A curva padrão é inerente ao ensaio microbiológico, ou seja, em cada 

ensaio realizado obtém-se uma curva padrão. Foram realizados seis ensaios, em 

três dias diferentes, e a partir das médias dos diâmetros dos halos de inibição das 

soluções da SQR e da amostra, construíram-se retas em gráfico logaritmo da 

concentração versus diâmetro dos halos de inibição.   

A equação da reta para a SQR foi determinada pelo estudo de regressão 

linear, pelo método dos mínimos quadrados. A validade estatística do ensaio foi 

avaliada pela análise de variância (ANOVA), para o ensaio 3x3. Para que o ensaio 

seja válido, o item regressão deve apresentar diferença significativa e os itens 

desvio de paralelismo e desvio de linearidade (quadrático e diferença de quadrático) 

não devem apresentar diferença estaticamente significativa (FARMACOPÉIA, 1988).  

 

4.4.3.3.2 Exatidão 

A exatidão foi determinada pelo teste de recuperação. Soluções da amostra 

foram acrescidas de diferentes volumes da solução da SQR, a fim de obter 70, 100 

e 130% da concentração média da curva padrão (6,0 µg/ml). A exatidão foi expressa 

como percentagem de recuperação da SQR, para cada nível de concentração 

avaliado. No Quadro 7 é apresentado o esquema de preparação das amostras para 

este teste.  

 

A) Preparação da solução SQR 

As soluções da SQR foram preparadas conforme descrição do item 

4.4.3.2.5.  
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B) Preparação da solução amostra 

Pesou-se exatamente, a partir dos comprimidos pulverizados, massa 

equivalente a 15 mg de voriconazol. Transferiu-se para balão volumétrico de 50 ml. 

Adicionaram-se 25 ml de metanol  e agitou-se mecanicamente por 10 minutos. 

Completou-se o volume com metanol, obtendo-se solução com 300 µg/ml, e filtrou-

se em filtro de papel. Transferiu-se alíquota de 1 ml para balão volumétrico de 100 

ml e completou-se o volume com solução tampão. 

 

C) Preparação das soluções R1, R2 e R3 

A solução amostra descrita no item anterior foi adicionada de solução SQR 

300 µg/ml, a partir de bureta, conforme descrição do Quadro 7. Todas as soluções 

obtidas foram dispostas em placa de Petri, de modo que cada placa fosse uma 

réplica. Foram realizados três ensaios, com 8 placas cada um. 

Quadro 7. Preparação das soluções para a determinação da exatidão do ensaio 
microbiológico do voriconazol em comprimidos. 

Solução Sol. amostra 

300 µµµµg/ml (ml) 

Sol. SQR 

300 µµµµg/ml (ml) 

b.v. Concentração adicionada 

de SQR (µµµµg/ml) 

Conc. final 

(µµµµg/ml) 

A 1,0 - 100 - 3,0 

R1 2,0 0,8 200 1,2 4,2 

R2 1,0 1,0 100 3,0 6,0 

R3 1,0 1,6 100 4,8 7,8 

 (A) amostra; (R1, R2, R3) amostra acrescida de SQR, em seus três níveis; (b.v.) balão 
volumétrico. 

 

D) Cálculo do percentual de recuperação 

Em cada ensaio obteve-se uma equação da reta, empregada para estimar a 

concentração das soluções amostra, R1, R2 e R3. Em seguida, o percentual de 

recuperação foi calculado através da equação 2, descrita no item 4.4.1.2.3.D. 
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4.4.3.3.3 Precisão 

A atividade percentual do voriconazol foi determinada conforme HEWITT 

(1977). Foram realizados 6 ensaios independentes, em três dias (2 ensaios/dia), 

com 6 placas cada um, e a partir do desvio padrão relativo (DPR) da potência de 

cada ensaio, avaliaram-se a repetibilidade e a precisão intermediária do mesmo. 

A validade estatística do ensaio foi determinada a partir da média dos halos 

dos 6 ensaios, ou seja, com um total de 36 placas, conforme descrito no item 

4.4.3.3.1. 

 

4.5 ESTUDO DE ESTABILIDADE  

Avaliou-se a estabilidade do voriconazol, como substância ativa, à 

temperatura e às radiações UV-C e UV-A. A estabilidade química do fármaco pôde 

ser avaliada durante a validação do método por CLAE, no parâmetro de 

especificidade, quando foram empregadas condições como: meios alcalino, ácido, 

neutro e oxidante. Realizou-se também o estudo de estabilidade da formulação 

injetável, tanto do produto reconstituído quanto das soluções para infusão. 

 

4.5.1 Estabilidade fotoquímica 

 

4.5.1.1 Condições 

As amostras foram expostas às seguintes radiações, em câmara espelhada 

internamente, com dimensões de 100 x 16 x 16 cm: 

• lâmpada UV-C (Light express LE, 30 W)  

• lâmpada  UV-A (Blacklight blue lamp – Orion 30 W, 130 V) 
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A temperatura da câmara foi monitorada diariamente. Amostras do fármaco 

em solução e em estado sólido foram expostas à distância de 10 cm das lâmpadas. 

As mesmas foram preparadas conforme descrito a seguir. 

 

4.5.1.2 Amostra em solução 

Um mililitro de solução metanólica 1mg/ml da SQR, foi acondicionado em 

cubeta (UV-cuvette micro®, Brand, transparente a partir de 220 nm), com tampa. 

Após o período de exposição, transferiu-se volumetricamente o conteúdo das 

cubetas para balão volumétrico de 10 ml, obtendo-se solução com concentração 

final teórica de 100 µg/ml. Amostras idênticas, porém protegidas da luz, foram 

denominadas amostras controle.  

As soluções expostas à luz UV-C foram analisadas nos tempos 0, 20 e 60 

minutos. As expostas à luz UV-A foram analisas nos tempos zero, 3, 7, 10 e 14 dias, 

em triplicata. 

 

4.5.1.3 Amostra em estado sólido 

Distribuiu-se sobre vidro de relógio, camada fina da SQR. No dia da análise, 

o conteúdo total foi homogeneizado e pesou-se quantidade equivalente a 10 mg de 

voriconazol, em balão volumétrico de 10 ml. Diluiu-se com metanol e transferiu-se 

1,0 ml para balão volumétrico de 10 ml. Completou-se o volume com água, obtendo 

solução com concentração teórica de 100 µg/ml.  As amostras foram avaliadas nos 

tempos 0, 3, 7, 10 e 14 dias, em triplicata. 

 

4.5.1.4 Comprimidos 

Visando a verificar se o revestimento dos comprimidos protege os 

comprimidos das radiações, expôs-se comprimido íntegro à luz UV-C por 14 dias. 

Diariamente, inverteu-se a face exposta à radiação, a fim de assegurar que todas as 
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superfícies fossem irradiadas. Após este período, o mesmo foi pulverizado, diluído 

até concentração de 100 µg/ml e analisado. 

 

4.5.2 Estabilidade térmica 

As amostras foram mantidas em estufa, a 60 ºC (Biomatic), cuja temperatura 

foi monitorada durante todo o período de análise (21 dias em solução e 50 dias em 

estado sólido). 

 

4.5.2.1 Amostra em solução 

Preparou-se solução metanólica de voriconazol 1mg/ml, a partir de 

comprimidos triturados. Filtrou-se e 2,0 ml do filtrado foram transferidos para balão 

volumétrico de 25 ml. Após o período de exposição, completou-se o volume do 

balão volumétrico com água. As amostras em solução foram avaliadas nos tempos 

zero, 7, 14 e 21 dias. O teor da solução obtido no tempo zero foi considerado como 

100%. O ensaio foi realizado em duplicata. 

 

4.5.2.2 Amostra em estado sólido 

Pó de comprimidos triturados foi transferido para frasco de vidro, com tampa 

de borracha. As amostras foram avaliadas nos tempos zero, 10, 20, 30, 40 e 50 

dias. Considerou-se como 100% o teor obtido no tempo zero, para fins de 

comparação dos resultados subseqüentes. O ensaio foi realizado em duplicata. 
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4.5.3 Estabilidade da preparação extemporânea injetável 

 

4.5.3.1 Amostra 

Empregaram-se frascos contendo 200 mg de voriconazol, lote 5163904, 

fabricados em março/2005 e válidos até março/2007. O produto apresenta-se como 

pó para solução para infusão, ou seja, o produto deve ser reconstituído com  água 

estéril para injeção e posteriormente diluído em diluentes adequados, para permitir 

sua infusão.   

 

4.5.3.2 Preparação das soluções 

A reconstituição do injetável, a preparação das soluções para infusão e a 

remoção do conteúdo para análise foram realizadas em cabine de fluxo laminar 

(Veco), com materiais estéreis, visando à manutenção da esterilidade do produto. 

 

4.5.3.3 Reconstituição do injetável 

Os frascos-ampola de voriconazol foram reconstituídos conforme indicação 

do fabricante (19 ml de água estéril para injeção), obtendo-se 20 ml de solução 10 

mg/ml. Parte da solução foi usada na preparação de bolsas para infusão. O restante 

foi mantido sob refrigeração na embalagem original e analisado pelo método por 

CLAE, nos tempos zero, 1, 2, 3, 6 e 8 dias após a preparação. 

No dia da análise, 1,0 ml do produto reconstituído foi transferido para balão 

volumétrico de 10 ml e completou-se o volume com metanol. Transferiu-se 1,0 ml 

para balão volumétrico de 10 ml e o volume foi completado com água. Esta análise 

foi realizada em duplicata.  

Determinou-se o teor no tempo zero, o qual foi considerado como 100% 

para fins de comparação com os teores subseqüentes.  
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4.5.3.4 Preparação da solução para infusão em cloreto de sódio 0,9% 

Foram empregadas bolsas flexíveis de PVC contendo 50 ml de cloreto de 

sódio 0,9% (Halex Istar, lote IB 607/05 e lote IB 639/03, válidas até outubro e 

novembro/2008, respectivamente). 

Primeiramente, foram removidos 2,5 ml do conteúdo das bolsas, com auxílio 

de seringa estéril. Em seguida, adicionaram-se 2,5 ml do produto reconstituído (10 

mg/ml), obtendo-se solução com concentração estimada de 0,5 mg/ml. Foram 

preparadas cinco bolsas, sendo que três foram mantidas em geladeira e duas em 

temperatura ambiente. Todas as bolsas foram mantidas ao abrigo da luz. No dia da 

análise, removeu-se 1,0 ml de cada bolsa para balão volumétrico de 10 ml e 

completou-se o volume com água. Cada bolsa foi analisada em duplicata, nos 

tempos zero, 2, 4, 7, 9, 11, 14 e 21 dias após o preparo, pelo método de CLAE. 

 

4.5.3.5 Preparação da solução para infusão em glicose 5% 

Foram empregadas bolsas flexíveis de PVC contendo 100 ml de glicose 5% 

(Halex Istar, lote IB 631/03, validade: novembro/2008). 

Primeiramente, retiraram-se, com auxílio de seringa estéril, 52,5 ml do 

conteúdo das bolsas. Em seguida, foram adicionados 2,5 ml do produto 

reconstituído (10 mg/ml), obtendo-se solução com concentração estimada de 0,5 

mg/ml. Os demais procedimentos são idênticos aos descritos no item anterior. 

Na Figura 6 são apresentados o injetável após reconstituição e as bolsas 

para infusão. 
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Figura 6. Pó para solução injetável de voriconazol, após reconstituição com água estéril 
para injeção, e bolsas para infusão contendo 0,5 mg/ml de voriconazol em glicose 5% ou 
cloreto de sódio 0,9%. 

 

4.6 ISOLAMENTO E IDENTIFICAÇÃO DOS PRODUTOS DE DEGRADAÇÃO 

Esta etapa pode ser resumida nos seguintes passos: isolamento das 

frações, determinação da pureza das mesmas, concentração das frações e 

identificação dos produtos de degradação. 

A fim de isolar os produtos de degradação do voriconazol, foi desenvolvido 

método por cromatografia líquida de alta eficiência semipreparativa. Para 

identificação do produto de degradação foram empregadas as técnicas de 

espectrofotometria no infravermelho, espectroscopia de ressonância magnética 

nuclear (RMN) e espectrometria de massas (MS/MS). 

 

4.6.1 Degradação da amostra  

A cinco mililitros de solução de voriconazol 1 mg/ml, preparada a partir de 

comprimidos, foram adicionados 5 ml de NaOH 1M; manteve-se em repouso por 15 

minutos. Em seguida, neutralizou-se a solução com HCl 1M.  
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4.6.2 Isolamento por CLAE semipreparativa 

Através de testes preliminares foram estabelecidas as condições analíticas 

para a separação dos produtos de degradação do voriconazol. As condições usadas 

foram: 

• Equipamento: cromatógrafo a líquido Shimadzu (Kyoto, Japão), provido 

de bomba LC-10AD, injetor manual Rheodyne, detector de UV-Vis SPD-10AV, 

desgaseificador DGU-14A e central de controle SCL-10A, com software CLASS-VP.  

• Fase móvel: constituída de metanol:água, na proporção 7:3, Após o 

preparo, a mesma foi desgaseificada pelo emprego simultâneo de vácuo e ultra-

som, seguida de desgaseificação no próprio cromatógrafo.  

• Condições cromatográficas: coluna Spherisorb® S5 C-8 (10 x 250 mm, 

5 µm), lote PSS831885 (Waters); fluxo: 1,2 ml/minuto; comprimento de onda: 255 

nm, volume de injeção: 200 µl. 

 

4.6.3 Determinação da pureza das frações 

Com o objetivo de verificar a pureza das duas frações coletadas através da 

CLAE semipreparativa, antes de concentrá-las, ambas foram analisadas pelo 

método por CLAE analítica, no qual a pureza do pico cromatográfico de cada fração 

foi determinada. Empregou-se o mesmo sistema cromatográfico (equipamento, fase 

móvel e condições) utilizado no doseamento do voriconazol (itens 4.4.2.1 a 4.4.2.4). 

A pureza das frações foi novamente determinada após a evaporação do solvente em 

evaporador rotatório. 

 

4.6.4 Concentração das frações 

As frações foram levadas à secura em evaporador rotatório (Büchi-RE 111), 

acoplado a banho-maria (Büchi 461), em temperatura de 50 ºC ± 2 ºC, sob pressão 
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reduzida. Uma vez que as frações continham 30% de água como diluente, foi 

necessária a adição de butanol para permitir a evaporação total dos solventes.  

A fim de verificar se durante o processo de concentração os produtos de 

degradação mantinham-se estáveis, as 2 frações foram ressuspensas com 400 µl 

de metanol (grau CLAE). Pequena porção de cada suspensão foi diluída e analisada 

por CLAE analítica. Após, as frações foram novamente dessecadas, sob corrente de 

nitrogênio e mantidas em dessecador sob vácuo, protegidas da luz.  

 

4.6.5 Espectrofotometria de absorção na região do infravermelho (IV) 

Preparou-se pastilha através da dispersão de 1,5 mg do PD1 em 150 mg de 

brometo de potássio, com posterior compressão. Empregou-se espectrofotômetro de 

infravermelho marca Bomem-Hartmann & Braun, modelo MB100. A análise foi 

realizada no  Instituto de Física da UFRGS. 

 

4.6.6 Espectrometria de massas  

Solução metanólica do PD1 foi analisada em espectrômetro de massas 

Micromass Quattro LC, que operou no modo eletrospray positivo. As condições do 

detector foram otimizadas a fim de maximizar a intensidade de íons com massa 

inferior a 349 (massa do voriconazol).  Empregaram-se as seguintes condições: 

fluxo de nitrogênio de 38 e 403 l/h (cone e dessolvatação, respectivamente), 

voltagens do capilar e do cone de 3,2 KV e 42 V, respectivamente, e temperaturas 

da fonte e de dessolvatação de 120 e 250 ºC, respectivamente. 

 

4.6.7 Espectroscopia de ressonância magnética nuclear de 1H e 13C  

Realizado da mesma maneira que para a SQR (descrito no item 4.2.6).  
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4.7 AVALIAÇÃO DA ATIVIDADE ANTIFÚNGICA DOS PRODUTOS  

SUBMETIDOS À DEGRADAÇÃO  

 

Soluções da SQR degradadas foram avaliadas pelos três métodos 

desenvolvidos. Expôs-se solução da SQR 1mg/ml às seguintes condições de 

degradação: hidrólise básica por 15 minutos, com NaOH 0,1M e luz UV-C por 1 

hora, em triplicata para cada condição. 

Após o término de cada reação, as soluções foram diluídas a concentrações 

presumidas de 100,  50 e 20 µg/ml com metanol, e a 10 µg/ml, em tampão fosfato 

pH 6,0. As soluções 100 µg/ml foram analisadas por CLAE; as soluções com 50 e 

20 µg/ml foram analisadas por espectrofotometria no UV e as soluções contendo 10 

µg/ml foram avaliadas pelo ensaio microbiológico.  
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5.1 ANÁLISE QUALITATIVA DA SQR 

Os testes apresentados a seguir visaram tanto a identificação da matéria-

prima empregada como SQR neste trabalho, bem como a fornecer dados que até o 

momento não estão disponíveis na literatura. 

O voriconazol é um pó cristalino, branco, não higroscópico. O laboratório 

detentor da patente afirmou que não há evidências de polimorfismo ou de solvatos e 

que o mesmo é muito solúvel em metanol, clorofórmio  e acetonitrila e insolúvel em 

água (EMEA, 2005). 

 

5.1.1 Ponto de fusão 

A determinação desta constante física auxilia na avaliação da pureza e 

identidade de substâncias. A presença de impurezas, via de regra,  produz uma 

redução do ponto de fusão. Na literatura são  relatados os  seguintes valores:  127 

ºC (FROMTLING, 1996); 128 a 134 ºC (GHANNOUM; KUHN, 2002) e 127 a 130 ºC 

(DRUG BANK, 2007). O ponto de fusão apresentado foi 130,8 ºC, próximo ao valor 

indicado no certificado de análise do laboratório produtor (130 ºC).  

 

5.1.2 Poder rotatório específico 

A atividade óptica é função da estrutura química da substância e de sua 

concentração. A determinação do poder rotatório serve para estabelecer a 

identidade e a pureza de substâncias (FARMACOPÉIA, 1988). Por apresentar dois 

centros estereogênicos, o voriconazol pode existir como 4 diastereoisômeros, sendo 

que a atividade biológica deve-se, quase na totalidade, ao enantiômero 2R, 3S. Nas 

condições empregadas, recomendadas na literatura, o valor encontrado foi -59,3 º, 

sendo o valor de referência -62 º (FROMTLING, 1996). O valor citado no certificado 

de análise do laboratório produtor é de -58,49 º.  
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5.1.3 Espectrofotometria de absorção na região do ultravioleta  

A Figura 7 apresenta o espectro de absorção na região do ultravioleta da 

SQR do voriconazol, diluída inicialmente em metanol e em seqüência, 

alternativamente, em água, metanol, ácido clorídrico 0,1M e hidróxido de sódio 

0,1M. Observou-se que o comprimento de onda de máxima absorção do fármaco é 

em 255 nm e que não houve alteração do mesmo após diluição em ampla faixa de 

pH. Isto é conseqüência da inexistência de grupamentos ionizáveis ligados 

diretamente aos grupos cromóforos da molécula do fármaco.  

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 7. Espectro na região do ultravioleta da SQR de voriconazol diluída em água, 
metanol, hidróxido de sódio 0,1 M e ácido clorídrico 0,1 M (20 µg/ml). 

Constatou-se, porém, que o perfil do espectro em meio alcalino foi diferente 

dos demais, e que o mesmo modificava-se com o passar do tempo. Este dado, 

aliado à informação da bula do produto, que alerta sobre a instabilidade do fármaco 

em soluções levemente alcalinas, motivou a verificação do comportamento do 

fármaco em solução de NaOH 0,1M, em diferentes tempos após o preparo (Figura 

8). 

Os espectros obtidos demonstraram que o voriconazol é bastante instável 

em meio alcalino. Observou-se que os produtos de degradação absorvem mais 

intensamente do que o próprio fármaco (efeito hipercrômico) e em comprimento de 

onda inferior (deslocamento hipsocrômico). Deste modo, a identificação do fármaco 

água 

metanol 

HCl 0,1M 

NaOH 0,1M 
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neste meio não é recomendada. Para maiores detalhes sobre a degradação em 

meio alcalino, ver item 5.32.1. 

Figura 8. Espectro na região do ultravioleta de solução da SQR de voriconazol diluída em 
hidróxido de sódio 0,1 M (20 µg/ml) e avaliada nos tempos zero, 20, 40 e 60 minutos após o 
preparo. 

 

5.1.4 Espectrofotometria de absorção na região do infravermelho 

Quase todos os compostos que possuem ligações covalentes, sejam 

inorgânicos ou orgânicos, absorvem várias freqüências de radiação eletromagnética 

na região dos raios infravermelho do espectro eletromagnético. Certos grupos de 

átomos dão origem a bandas que ocorrem mais ou menos na mesma freqüência, 

independentemente do tipo de molécula. No entanto, considerando duas moléculas 

com o mesmo grupamento, em cada estrutura a mesma ligação estará em ambiente 

diferente, e, por isso, não há possibilidade de duas moléculas terem o mesmo 

espectro de infravermelho. Desta forma, o espectro de infravermelho pode ser usado 

na identificação de moléculas da mesma forma que a impressão digital é usada nos 

seres humanos (PAVIA et al., 2001). 

Até o momento, não há na literatura espectro de infravermelho disponível 

para comparação. No entanto, sendo o voriconazol congênere do fluconazol, 

algumas bandas de absorção são coincidentes, e para o fluconazol há dados 

60 min 
40 min 
20 min 

 

tempo zero 
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relatados (CYR et al., 1996). O espectro de infravermelho do voriconazol é 

apresentado na Figura 9 e as atribuições das principais bandas de absorção 

constam no Quadro 8. 

 
Figura 9. Espectro na região do infravermelho da SQR do voriconazol, em brometo de 
potássio. 
 
 
Quadro 8. Freqüências de absorção das principais bandas de absorção no espectro de 
infravermelho do voriconazol.  

Freqüência (cm-1) Atribuição 

3198 Deformação axial de O – H 

2980 Deformação axial simétrica de metila 

1618 Deformação axial das ligações C = C do anel benzênico 

1587 Deformação axial de C = N 

1508 Deformação axial simétrica do anel triazólico 

1473 Deformação angular simétrica de metileno 

1449 Deformação angular assimétrica de metila 

1379 Deformação angular simétrica de metila 

1277 Deformação axial de C – N  

1132 Deformação axial de C – O de álcool terciário 

958 Deformação angular no plano de C – H do anel triazólico 

858 Deformação angular fora do plano de C – H do anel triazólico 
Fontes: NAKANISHI; SOLOMON, 1977; CYR et al., 1996; PAVIA et al., 2001. 
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5.1.5 Espectrometria de massas  

 Na técnica de impacto de elétrons (EI), comumente a mais usada, um 

espectrômetro de massas bombardeia moléculas na fase vapor com um feixe de 

elétrons de alta energia e registra o resultado do impacto dos elétrons como um 

espectro de íons separados na base da razão massa/carga (m/z). A maior parte dos 

íons formados tem carga unitária (SILVERSTEIN; WEBSTER, 2000). O feixe de 

elétrons converte parte das moléculas da amostra em íons positivos. A remoção de 

um elétron de uma molécula fornece um íon cuja massa é a massa da molécula 

original. Este íon é chamado íon molecular, simbolizado por M+. Logo, esta técnica 

permite determinar a massa molecular da substância em análise (PAVIA et al., 

2001).  

O método empregado para separação dos íons foi MS/MS (espectrometria 

de massas em seqüência), que consiste em espectrômetro acoplado a uma câmara 

de colisões, onde o campo elétrico não atua e em seguida, acoplado a um segundo 

espectrômetro de massas. Determinados íons (“íons-principais”) são separados no 

primeiro espectrômetro e passam, um de cada vez, para a câmara de colisão onde 

se formam os “íons secundários” (também chamados “daughters”), gerados pela 

colisão com um gás inerte. Estes “íons secundários” formados passam então pelo 

segundo espectrômetro de massas, onde se obtém espectro dos “íons secundários” 

(SILVERSTEIN; WEBSTER, 2000). As condições do detector foram otimizadas de 

modo a maximizar a intensidade de íons com m/z 350, visto que a massa do 

voriconazol é 349,3. 

A Figura 10 apresenta o espectro de massas obtido. Pode ser observado o 

pico do íon molecular do voriconazol, com m/z 349,8. O padrão de fragmentação 

observado coincide com relatos de literatura (KEEVIL et al., 2005), sendo que o 

fragmento com m/z 280,9 corresponde à perda do anel triazólico. O fragmento de 

m/z 223,9 é compatível com a perda da cadeia alquila e do anel fluorpirimidínico. 
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Figura 10. Espectro de massas (MS/MS) do voriconazol.  

 

5.1.6 Espectroscopia de Ressonância Magnética Nuclear de 1H 

Na Tabela 1 constam os deslocamentos químicos dos hidrogênios do 

voriconazol e o espectro de RMN de 1H do mesmo é apresentado na Figura 11. Os 

valores dos deslocamentos químicos observados são os mesmos da literatura 

(BUTTERS et al., 2001); estes autores, no entanto, não realizaram a atribuição dos 

sinais do espectro. A numeração das posições dos hidrogênios e carbonos não 

seguiu a nomenclatura química do fármaco, mas sim, foi estabelecida de modo a 

facilitar a comparação com os espectros do produto de degradação.  

Em campo alto (1,12 e 3,93 ppm) foram constatados picos dos grupos CH3  

e CH, cujo acoplamento foi evidenciado pelo mesmo valor de J (7 Hz).  Os dupletos 

em 4,80 e 4,34 referem-se aos dois hidrogênios do CH2, os quais, devido à 

proximidade com centro estereogênico (2R, posição 7), encontram-se em ambiente 

químico diferente e por isso apresentam-se como dois dupletos, com mesma 

constante de acoplamento (J= 14,2 Hz). Em 5,99 ppm foi observado pico 

correspondente ao hidrogênio da hidroxila alcoólica.  

Os picos na faixa de 6,93 a 7,27 ppm são atribuídos aos hidrogênios do anel 

benzênico trissubstituído. Além do acoplamento esperado com os hidrogênios em 

orto e para, também ocorre acoplamento com os átomos de flúor, o que torna mais 

complexos a multiplicidade e os acoplamentos observados. Os picos relativos aos 
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hidrogênios do anel triazólico são observados em 7,61 e 8,23 ppm, evidenciados 

como simpletos. Em 8,85 e 9,03 ppm são observados dois dupletos, atribuídos aos 2 

hidrogênios do anel fluorpirimidínico.  

 

Tabela 1. Dados dos espectros de RMN de 1H do voriconazol (400 MHz, em DMSO-D6). 

Deslocamento 
químico (ppm) 

Multiplicidade* e 
constante de 

acoplamento (J) 

Nº de 
hidrogênios 

Atribuição Posição 
(Figura 11) 

1,12 d,  3JAX = 7 Hz 3 CH3 22 

3,93 q, 3JAX = 7 Hz 1 CH, cadeia alifática 14 

4,80 e 4,34 d,  2JAM = 14,2 Hz 2 CH2 8 

5,99 s 1 OH 21 

6,93 m 1 CH, anel benzênico trissubstituído 5 

7,18 m 1 CH, anel benzênico trissubstituído 3 

7,27 q, J = 2 Hz  1 CH, anel benzênico trissubstituído 6 

7,61 s 1 CH, anel triazólico 11 ou 13 

8,23 s 1 CH, anel triazólico 11 ou 13 

8,85 d, 2JAM = 2 Hz 1 CH, anel fluorpirimidínico 17 

9,04 D, 2JAM = 2 Hz 1 CH, anel fluorpirimidínico 19 
*s: simpleto; d: dupleto; q: quarteto; m: multipleto. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 



 

Figura 11. Espectro de RMN de 1H do voriconazol (400 MHz, em DMSO-D6).
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5.1.7 Espectroscopia de Ressonância Magnética Nuclear de 13C  

Na Tabela 2 constam os deslocamentos químicos dos carbonos do 

voriconazol e na Figura 12 é apresentado o espectro de RMN de 13C. Ao invés de 

apenas um pico relativo a cada carbono, foram observados vários, o que se deve 

ao acoplamento dos átomos de carbono com os átomos de flúor da molécula do 

fármaco. Isto ocorre porque o núcleo do F19, a exemplo dos núcleos do H1, C13 e 

P31, apresenta spin 1/2, possuindo dois momentos magnéticos: -½ e +½. Desta 

forma, estes núcleos podem absorver energia eletromagnética quando 

submetidos à análise de ressonância magnética, produzindo sinais no espectro de 

RMN (PAVIA et al., 2001).  

Os valores dos deslocamentos químicos e das constantes de 

acoplamento carbono-flúor (JCF) estão de acordo com a literatura (PRETSCH et 

al., 1985) e dados semelhantes foram relatados para o fluconazol, congênere do 

voriconazol (CYR et al., 1996).  

Observou-se que os únicos carbonos que não acoplam com os átomos de 

flúor são os do anel triazólico (posições 11 e 13) e a metila (posição 22), que 

apresentaram simpletos em 150,3, 144,8 (ver espectro expandido) e 13,7 ppm, 

respectivamente. Em campo baixo (158,6 e 161,8 ppm) foram observados dois 

duplos dupletos, atribuídos aos carbonos das posições 2 e 4, que acoplam com o 

flúor adjacente (1JCF= 246 Hz) e com o flúor em posição para (3JCF = 12 Hz). Em 

156,3 ppm, observou-se dupleto relativo ao carbono acoplado com flúor, do anel 

fluorpirimidínico (1JCF = 263 Hz). Na faixa de 130 a 103 ppm são encontrados os 

sinais relativos aos demais carbonos do anel benzênico trissubstituído. Apesar de 

não ter sido visualizado o carbono da posição 14, atribuído ao CH ligado à metila, 

o sinal correspondente ao próton deste grupamento foi detectado no espectro de 

RMN de 1H. 

As atribuições foram confirmadas pelo espectro em uma dimensão (1D) 

APT (Attached Proton Test) e pelo espectro bidimensional heteronuclear (1H, 13C) 

HETCOR (Heteronuclear Correlation Spectroscopy). No espectro APT, os sinais 

do 13C dos átomos de carbono da molécula exibem diferentes fases, dependendo 
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do número de hidrogênios ligados a cada carbono. Deste modo, é possível atribuir 

os sinais a CH3, CH2, CH e C. O espectro HETCOR evidencia as correlações 

entre átomos de carbono e hidrogênio (PAVIA et al., 2001); o mesmo é 

apresentado no Anexo 5. 

 

Tabela 2. Dados dos espectros de RMN de 13C do voriconazol (400 MHz, em DMSO-D6). 

Deslocamento 
químico 
 (ppm) 

Multiplicidadea e constante de 
acoplamento (J) 

APTb Atribuição Posição 
(Figura 12) 

13,7 s CH3 CH3 22 

55,3 d, 4JCF = 4,9 Hz CH2 CH2 , cadeia alifática 8 

76,8 d, 3JCF = 5,0 Hz C C-OH, cadeia alifática 7 

103,9 dd, 2JCF = 26,1 e 28,2 Hz CH anel benz. trissubst. 3 

110,8 dd, 2JCF= 20,6 Hz; 4JCF = 2,7 Hz CH anel benz. trissubst. 5 

124,4 dd, 2JCF = 12,6 Hz; 4JCF = 3,6 Hz C anel benz. trissubst. 1 

130,4 dd, 3JCF= 6,1 e 9,5 Hz CH anel benz. trissubst. 6 

144,8 s CH anel triazólico 11 ou 13 

145,0 d, 2JCF= 22,6 Hz CH anel fluorpirimidínico 17 

150,3 s CH anel triazólico 11 ou 13 

153,9 d, 4JCF= 7,7 Hz CH anel fluorpirimidínico 19 

156,3 d, 1JCF= 263,4 Hz C CF, anel fluorpirimidínico 16 

156,8 d, 2JCF= 12,0 Hz C anel fluorpirimidínico 15 

158,6 dd, 1JCF = 246,6 Hz; 3JCF = 12,2 Hz C CF, anel benz. trissubst. 4 ou 2 

161,8 dd, 1JCF = 246,6 Hz; 3JCF = 12,7 Hz C CF, anel benz. trissubst. 4 ou 2 

Não 
visualizado 

..... ..... ..... 14 

as: simpleto; d: dupleto; dd: duplo dupleto; bAPT: Attached Proton Test 
 

Os testes de identificação e elucidação apresentados permitiram a 

determinação da pureza e a identificação da matéria-prima que foi empregada 

como SQR para todos os demais ensaios.  

 

 



 
Figura 12. Espectro de RMN de 13C do voriconazol, (400 MHz, em DMSO-D6). Valores em ppm no topo da figura referem-se aos 
deslocamentos químicos dos picos do espectro total; a figura menor é uma expansão da porção do espectro compreendida entre 
170 e 144 ppm. 
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5.2 ANÁLISE QUALITATIVA DA FORMA FARMACÊUTICA COMPRIMIDOS 

 

5.2.1 Espectrofotometria de absorção no ultravioleta 

Através da comparação dos espectros na região do UV da SQR e dos 

comprimidos em diferentes solventes, foi realizada a identificação do voriconazol 

na amostra avaliada (Figura 13). 

 

 

  (A) 

 

(B) 

 (C) 

 

 
Figura 13. Espectro de UV do voriconazol SQR (linha contínua) e em comprimidos (linha 
tracejada), em diferentes solventes, na concentração de 20 µg/ml. Diluente inicial em 
todos os testes: metanol. Diluente final: água (A), metanol (B) e ácido clorídrico 0,1M (C).  
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A semelhança dos espectros da SQR e dos comprimidos indicou a 

presença do voriconazol na formulação avaliada e a não interferência dos 

excipientes, tornando o método adequado para a identificação do fármaco em 

comprimidos. 

 

5.2.2 Cromatografia em camada delgada  

Sabendo-se da instabilidade do fármaco em meio alcalino, buscou-se o 

desenvolvimento de sistema cromatográfico que possibilitasse a identificação do 

voriconazol em comprimidos, tanto em amostras íntegras quanto em amostras 

degradadas nessa condição. Adicionalmente, procurou-se desenvolver sistema 

que diferenciasse o voriconazol de fármacos semelhantes, como o fluconazol. 

Exemplo de placa obtida é apresentado na Figura 14.  

 
Figura 14. Placa cromatográfica (CCD), visando à identificação do voriconazol em 
comprimidos e em amostras submetidas à degradação. (1) solução SQR, (2) solução de 
comprimidos, (3) solução de comprimidos degradada (NaOH 0,1M, 15 minutos), (4) 
solução de fluconazol. Fase móvel: acetato de etila:ácido acético (9,5:0,5, V/V). 
Detecção: luz UV, 254 nm. 
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Os valores de Rf para a SQR e comprimidos e comprimidos submetidos à 

degradação foram semelhantes: 0,364, 0,361 e 0,361 respectivamente (média de 

5 placas). Os valores de Rf do produto(s) de degradação e do fluconazol foram de 

0,503 e 0,165, respectivamente. Verificou-se que o sistema desenvolvido 

possibilitou a diferenciação do voriconazol do fluconazol e a detecção dos 

produtos de degradação. 

 

5.2.3 Cromatografia a líquido de alta eficiência 

A Figura 15 apresenta os cromatogramas das soluções de voriconazol 

SQR e comprimidos, respectivamente. O tempo de retenção do pico principal do 

cromatograma da solução amostra (8,5 minutos), obtida no método por CLAE, 

descrito nos itens 4.4.2.1 a 4.4.2.4 e 4.4.2.5.4 para a quantificação do voriconazol 

em comprimidos, correspondeu àquele do pico principal da solução padrão. 

  
Figura 15. Cromatogramas da SQR de voriconazol e dos comprimidos de voriconazol, 
respectivamente. Concentração: 100 µg/ml. Condições: detecção em 255 nm, coluna C-8 
(Merck), fase móvel metanol: solução de trietilamina 0,6%, pH 6,0 (1:1), fluxo 1ml/minuto. 
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5.3 ANÁLISE QUANTITATIVA DA FORMA FARMACÊUTICA COMPRIMIDOS 

Não existem métodos descritos na literatura voltados à análise do 

voriconazol em formulações. Assim, neste trabalho foram desenvolvidos três 

métodos para quantificação do fármaco em comprimidos: espectrofotometria no 

ultravioleta, cromatografia líquida de alta eficiência e ensaio microbiológico. 

 

5.3.1 Espectrofotometria de absorção na região do ultravioleta 

Este método tem como vantagens sua robustez, simplicidade e amplo 

emprego no doseamento de formas farmacêuticas cujos excipientes não 

interfiram na análise. Por ser um método rápido e de simples execução, pode ser 

empregado na análise de produtos em processamento, bem como, no teste de 

dissolução. Sua maior limitação é sua baixa seletividade, o que restringe sua 

aplicação na análise de misturas (WATSON, 2005).  

Como comprimento de onda da análise empregou-se 255 nm, ponto de 

absorção máxima do fármaco. O solvente inicial, metanol, foi escolhido devido à 

alta solubilidade do voriconazol neste solvente. As diluições subseqüentes foram 

feitas com água. 

 

5.3.1.1 Especificidade 

A especificidade do método desenvolvido foi avaliada através da 

varredura do espectro de ultravioleta de solução contendo os excipientes dos 

comprimidos. A quantidade empregada de cada excipiente teve por base o 

indicado na literatura para produção de comprimidos (KIBBE, 2000), uma vez que 

as quantidades exatas não são citadas pelo fabricante. O espectro obtido é 

apresentado na Figura 16. Observou-se que os excipientes não interferiram na 

quantificação do voriconazol, em 255 nm. 

Os testes de degradação forçada não foram realizados neste método, 

pois, conforme apresentado na análise qualitativa do voriconazol (item 5.1.3), os 
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produtos de degradação do mesmo, em meio alcalino, absorvem intensamente 

próximo a 255 nm, indicando a pouca especificidade deste método na análise de 

amostras degradadas. 

 
Figura 16. Espectro na região do ultravioleta da solução amostra (A), solução da SQR 
(B), ambas em concentração aproximada de 18 µg/ml, e solução placebo (C). 

 

5.3.1.2 Linearidade  

A linearidade de um método analítico é a capacidade de obter resultados 

diretamente proporcionais à concentração da substância em análise. A 

linearidade pode ser determinada pela elaboração de curvas padrão com no 

mínimo cinco concentrações (ICH, 2005). 

Na Tabela 3 são apresentados os valores de absorvância observados 

para soluções da SQR do voriconazol, em concentrações de 12,0  a 24,0 µg/ml. A 

Figura 17 representa a curva padrão e a equação da reta, obtida por regressão 

linear através do método dos quadrados mínimos. A análise estatística dos 

resultados (ANOVA - Tabela 24, Anexo 1) indicou ausência de desvio de 

linearidade e regressão significativa na faixa de concentração testada. 
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Tabela 3. Valores de absorvância (A) das curvas padrão de voriconazol, determinadas 
em 255 nm, realizadas em três dias diferentes. 

Concentrações (µµµµg/ml)  
12 14 16 18 20 22 24 

dia 1 0,277 0,322 0,368 0,413 0,454 0,506 0,548 
dia 2 0,276 0,319 0,364 0,411 0,456 0,504 0,554 

 
(A) 

dia 3 0,276 0,324 0,366 0,413 0,462 0,504 0,555 

 Média 0,276 0,322 0,366 0,412 0,457 0,505 0,552 

 DPR 0,2 0,78 0,55 0,28 0,91 0,23 0,68 

 

y = 0,0230x - 0,0002
r = 0,9999

0,000
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0,200
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Figura 17. Representação da curva padrão de voriconazol, método por 
espectrofotometria de absorção no UV, na faixa de 12 a 24 µg/ml. 

 

5.3.1.3 Exatidão  

A exatidão de métodos analíticos voltados à análise quantitativa de 

fármacos em formulações pode ser avaliada através de quatro  modos distintos: 

A) pela análise de placebo da formulação, ao qual tenha sido adicionada 

quantidade conhecida da substância ativa; B) pelo teste de recuperação, no qual 

quantidades conhecidas da substância ativa são adicionadas à formulação e seu 

percentual de recuperação ao término do processo é medido; C) pela comparação 

dos resultados do método em teste com os obtidos por método previamente 

estabelecido, cuja exatidão tenha sido determinada; D) a exatidão pode ser 

inferida desde que a linearidade, a especificidade e a precisão do método tenham 

sido estabelecidas (ICH, 2005). 
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Neste trabalho, optou-se por avaliar a exatidão pelo teste de recuperação. 

De acordo com a ANVISA (BRASIL, 2003b), o percentual de recuperação de 

métodos analíticos para quantificação de formulações deve ser avaliado na faixa 

de 80 a 120% do valor usual de análise. Os resultados são apresentados na 

Tabela 4, sendo que o percentual médio de recuperação do método foi de 

99,79%.  

 
Tabela 4. Teste de recuperação da solução da SQR de voriconazol adicionada à solução 
de comprimidos de voriconazol, através do método de espectrofotometria no UV. 

Amostra Nível 
(%) 

Concentração 
adicionada (µµµµg/ml) 

Concentração 
recuperada (µµµµg/ml)  

Recuperação 
(%) 

 
R1 

 
75 

 
1,5 

1,5402 
1,4742 
1,5181 

102,68 
98,28 

101,21 

 
R2 

 
100 

 
6,0 

6,0066 
5,9628 
5,8968 

100,11 
99,38 
98,28 

 
R3 

 
125 

 
10,5 

10,4727 
10,4286 
10,4076 

99,74 
99,32 
99,12 

                                                                                      Recuperação média (%) 

                                                                                                                    DPR 

99,79 
1,41 

(R1, R2, R3): amostras acrescidas de SQR.  

 

5.3.1.4 Precisão 

A precisão de um método analítico é a proximidade entre os resultados 

individuais quando o procedimento analítico é aplicado repetidamente a múltiplas 

alíquotas de uma amostra homogênea. É expressa como desvio padrão relativo 

(DPR) de uma série de determinações (ICH, 2005).  

A precisão do método espectrofotométrico foi avaliada através de seis 

determinações da amostra de comprimidos no mesmo dia (repetibilidade) e em 

dias diferentes (precisão intermediária). Os resultados das análises são 

apresentados na Tabela 5. Os valores de DPR intra-dia variaram de 0,9 a 1,2% e 

o DPR entre dias foi de 1,0%. 
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Tabela 5. Teores percentuais da amostra de comprimidos de voriconazol, determinados 
por espectrofotometria no UV. 

 % do valor declarado 

Amostra Dia 1 Dia 2 Dia 3 

1 98,99 98,64 98,75 

2 100,12 100,30 99,38 
3 100,71 100,42 100,20 
4 101,60 100,75 100,23 
5 101,75 100,96 101,69 
6 101,75 101,16 101,74 

Média intra-dia (n=6) 100,82 100,37 100,33 
DPR intra-dia 1,10 0,90 1,20 

Média entre dias (n=18) 100,52   
DPR entre dias 1,04   

 

5.3.1.5 Validade do ensaio 

A linearidade do método foi avaliada através do desenvolvimento de três 

curvas padrão. A  análise de  regressão  linear  forneceu  a  equação  da   reta         

y = 0,0230x - 0,0002, com  coeficiente de correlação de 0,9999. A análise 

estatística dos resultados evidenciou  que  o  método  em  estudo apresenta 

linearidade na  faixa de 12 a 24 µg/ml (p < 0,05).  

O método foi considerado exato, uma vez que o percentual médio de 

recuperação foi de 99,79%. Logo, o método não apresenta erros sistemáticos, 

que poderiam levar a resultados distantes da concentração verdadeira ou real. Os 

baixos valores de DPR intra e entre dias indicaram que o método é preciso.  

A especificidade do método foi avaliada através da varredura de solução 

contendo os excipientes, tendo sido constatado que os mesmos não interferem na 

quantificação do fármaco, no comprimento de onda empregado. Uma vez que os 

produtos de degradação absorvem intensamente próximo a 255 nm (ver Figura 8) 

concluiu-se que o método é específico para o fármaco, desde que empregado na 

análise de amostras íntegras. Este método pode ser usado durante a produção de 

lotes do medicamento, bem como, nos testes de dissolução, pela simplicidade e 

rapidez em relação aos demais métodos desenvolvidos. Neste caso, a presença 
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de impurezas pode ser pesquisada por métodos qualitativos, como CCD (ver item 

5.2.2 - CCD na análise de amostras degradadas), ou por CLAE.  

 

5.3.2 Cromatografia a líquido de alta eficiência 

A combinação da CLAE com detecção UV/visível origina métodos exatos, 

precisos e específicos para análise quantitativa de produtos farmacêuticos e 

representa o método de escolha na indústria farmacêutica para este propósito 

(WATSON, 2005). É considerado o método de escolha em estudos de 

estabilidade, devido à sua alta capacidade de resolução, sensibilidade e 

especificidade (WATSON, 2005; BAKSHI; SINGH, 2002). 

Os métodos descritos para o voriconazol, para sua quantificação em 

fluidos biológicos, empregam sistema em fase reversa, com detecção no UV (255 

nm) e fase móvel com pH 6,0,  aproximadamente.  

Tanto o solvente para solubilização inicial do voriconazol (metanol) quanto 

o pH da fase móvel (6,0) foram escolhidos com base nos relatos encontrados em 

artigos (STOPHER; GAGE, 1997; GAGE; STOPHER, 1998; PEREA et al. 2000) 

tendo em vista as escassas informações sobre o fármaco, na época. 

Posteriormente, obteve-se a informação de que o pKa do voriconazol é 1,76 

(CAPTISOL, 2005),  confirmando que o fármaco é uma base muito fraca e que 

no pH da fase móvel utilizada está na forma não ionizada. 

Os parâmetros cromatográficos avaliados para determinação das 

condições analíticas foram: assimetria do pico, número de pratos teóricos e fator 

de capacidade. Além disso, foi considerado o tempo de corrida e o custo dos 

reagentes, de modo que foi empregado metanol como solvente orgânico, em 

função de seu menor custo, se comparado à acetonitrila.  

Sendo o voriconazol uma base fraca e pelo fato das colunas testadas não 

serem desativadas, adicionou-se trietilamina à fase móvel. A amina fica adsorvida 

aos grupos silanóis livres da coluna, evitando que substâncias de caráter básico 

interajam com estes grupamentos, e por conseqüência, diminui a assimetria do 
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pico do analito (WATSON, 2005).  A adição de trietilamina elevou o pH da fase 

aquosa para aproximadamente 11,0. Uma vez que as colunas empregadas 

apresentam maior durabilidade na faixa de pH de 2,0  a 8,0 e que o voriconazol   

é instável em meio alcalino, ajustou-se o pH da fase aquosa para 6,0 antes da 

mistura com a fase orgânica, com ácido ortofosfórico. 

Os primeiros testes foram realizados com coluna C-18 e fases móveis que 

consistiam em misturas de metanol e solução de trietilamina, em diferentes 

proporções.  No entanto, os fatores cromatográficos não foram satisfatórios, 

sendo o tempo de corrida muito longo e o pico assimétrico. Substituiu-se a coluna 

C-18 por C-8, que apresentou tempo de análise e parâmetros cromatográficos 

adequados. 

 

5.3.2.1 Especificidade 

Para ser considerado específico, um método analítico deve demonstrar 

que é capaz de separar e quantificar o analito de interesse em meio a excipientes 

e produtos de degradação (ICH, 2005).  

A especificidade do método foi determinada pela análise de solução 

contendo os excipientes e pelos testes de degradação forçada. Para tanto, 

soluções metanólicas ou o pó de comprimidos foram expostos a condições 

exageradas dos fatores degradantes. 

O detector de arranjo de diodos (DAD) é de particular importância nos 

estudos de estabilidade e de especificidade de métodos, uma vez que determina 

a pureza de picos. Em toda a extensão de um pico, vários espectros de UV/visível 

são adquiridos. A pureza do pico pode ser monitorada pela comparação dos 

espectros ao longo do mesmo com o espectro de referência, no caso, o espectro 

do ápice do pico. Quanto mais próximo de 1,0 for o índice de pureza, mais puro é 

o pico cromatográfico (WATSON, 2005). 
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 Os resultados e as condições analíticas são apresentados na Tabela 6 e 

na Figura 18 são apresentados os cromatogramas obtidos após a exposição da 

amostra às condições de degradação. 

 

Tabela 6. Condições e resultados do estudo de degradação forçada realizada com 
voriconazol como solução metanólica ou como pó de comprimidos triturados. 

Condição Tempo % VCZ TR dos produtos de 
degradação (min) 

Pureza do 
pico VCZ 

Meio alcalino (NaOH 0,1 M, 25 ºC) 30 min 23,5 2,6; 3,1 1,0000 
Meio ácido (HCl 0,1 M, 80 ºC) 2 h 88,8 2,6 0,9999 
Meio neutro (água, refluxo) 4 h 99,0 2,6; 3,0 0,9999 
Meio oxidante (KMnO4 5%, 25 ºC) 3 h 83,3 2,5; 3,0; 3,4; 4,6; 7,7 1,0000 
Calor (70 ºC, pó) 48 h 99,0 Não detectado 1,0000 
Calor e umidade (70 ºC, 80% UR, pó) 48 h 99,0 Não detectado 1,0000 
Umidade (75% UR, 25 ºC, pó) 48 h 100,8 Não detectado 1,0000 
Luz UV (352 nm, solução) 72 h 99,0 Não detectado 1,0000 

VCZ: voriconazol; TR: tempo de retenção.  

 

A análise da Figura 18-1, na qual são apresentados os cromatogramas da 

solução amostra (1A) e do placebo (1B), indicou que os excipientes dos 

comprimidos não interferem na quantificação do voriconazol. 

Os dados apresentados na Tabela 6 e a análise dos cromatogramas 

apresentados nas Figuras 18-2 a 18-6 indicaram que a condição mais adversa 

para o voriconazol foi o meio alcalino, visto que o mesmo é rapidamente 

degradado, mesmo em temperatura ambiente (Figura 18-2). Em meio ácido 

(Figura 18-3) e meio neutro (Figura 18-4) também ocorre degradação, sendo 

necessário, no entanto, aquecimento. 
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Figura 18. Cromatogramas da solução metanólica de comprimidos de voriconazol (VCZ): 
(1A) solução 100 µg/ml; (1B) solução placebo; (2) degradação em meio alcalino (30 
minutos); (3) degradação em meio ácido (2 h); (4) degradação em meio neutro (4h) (5A) 
degradação em meio oxidante-amostra; (5B) branco da reação de oxidação (3h); (6) após 
exposição à luz UV-A (72 h). Condições: detecção em 255 nm, coluna C-8 (Merck), fase 
móvel metanol: solução de trietilamina 0,6%, pH 6,0 (1:1). 

(1) (2) 

(3) (4) 

(5) (6) 
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O agente oxidante mais comumente empregado nos estudos de 

degradação forçada é o peróxido de hidrogênio. Deste modo, submeteu-se 

solução do fármaco à ação de peróxido de hidrogênio 30% por 4 horas, a 60 ºC. 

Não foram observados picos adicionais no cromatograma e o teor de voriconazol 

aproximou-se de 100%. Buscou-se a oxidação com permanganato de potássio 

5%, sendo que nesta condição foram visualizados vários picos de produtos de 

degradação e teor remanescente de aproximadamente 83% (Figura 18-5). Este 

resultado não era esperado, pelo fato do fármaco ser um álcool terciário. Foram 

observados dois picos com tempos de retenção semelhantes aos observados na 

hidrólise em meio neutro, em condições de tempo e temperatura semelhantes, 

porém com menor degradação (1%). Poderá ter ocorrido uma reação de hidrólise, 

favorecida pelos compostos gerados na reação. A oxidação do fármaco também é 

relatada em dossiês emitidos pelo laboratório produtor (EMEA, 2005). 

A exposição do fármaco em solução, à luz UV-A, induziu a um leve 

decréscimo do teor, mas não foram observados picos adicionais no 

cromatograma (Figura 18-6).  

O pó de comprimidos triturados, exposto ao calor e à umidade, mostrou-

se estável nas condições estudadas: o teor manteve-se próximo a 100% e não 

foram observados picos extras nos cromatogramas (cromatogramas não 

apresentados). 

Os cromatogramas apresentados permitiram verificar que o pico do 

voriconazol ficou bem resolvido dos demais. A análise da pureza total dos picos 

do voriconazol, realizada pelo detector de arranjo de diodos foi igual ou superior a 

0,99 (Tabela 6), indicando que não há outros compostos coeluindo com o 

fármaco. O conjunto de resultados apresentado permitiu inferir a especificidade do 

método desenvolvido. Observou-se, ainda, que os produtos de degradação do 

voriconazol são mais polares que o mesmo. 
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5.3.2.2 Linearidade 

O estudo da linearidade do método foi realizado na faixa de 20 a 100 

µg/ml, faixa que corresponde a 40 a 200 % da concentração usual de análise, a 

partir da análise de 3 curvas padrão. Na Tabela 7 são apresentados os valores 

das áreas observados para soluções da SQR do voriconazol.  

Tabela 7. Áreas absolutas das curvas padrão de voriconazol, obtidas através de CLAE, 
realizadas em três dias. 

Concentração 
(µµµµg/ml) 

Área absoluta* Área absoluta média DPR 

 
20 

544430 
549474 
536375 

 
543426 

 
1,31 

 
30 

824184 
840414 
807216 

 
823938 

 
2,01 

 
40 

1099803 
1104036 
1082897 

 
1095579 

 
1,02 

 
50 

1367726 
1403830 
1388773 

 
1386776 

 
1,31 

 
60 

1667331 
1680106 
1670798 

 
1672745 

 
0,39 

 
80 

2209508 
2219546 
2163610 

 
2197555 

 
1,36 

 
100 

2761937 
2776044 
2712164 

 
2750048 

 
1,22 

*: cada valor representa a média de três injeções, sendo o DPR entre injeções < 2%. 

A partir das áreas absolutas médias foi construída curva padrão, que 

originou a equação da reta, estabelecida através do estudo de regressão linear 

pelo método dos quadrados mínimos, bem como, o coeficiente de regressão, 

representados na Figura 19.  
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A validade estatística dos valores experimentais obtidos para a curva 

padrão foi avaliada pela análise de variância (ANOVA), cujo resultado é 

apresentado na Tabela 25, do Anexo 1. A ANOVA indicou que a regressão foi 

significativa e não houve desvio de linearidade (p<0,05). 

y = 27569,82x - 923,70
r = 0,9999
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Figura 19.  Representação gráfica da curva padrão de voriconazol, método por CLAE, 
nas concentrações de 20 a 100 µg/ml. Condições: detecção em 255 nm, coluna C-8 
(Merck), fase móvel metanol: solução de trietilamina 0,6%, pH 6,0 (1:1). 
 

 

5.3.2.3 Exatidão 

A exatidão do método por CLAE foi avaliada através do teste de 

recuperação, cujos resultados podem ser observados na Tabela 8. O percentual 

médio de recuperação de 100,4%. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 95 

Tabela 8. Exatidão do método por CLAE, determinada pelo percentual de recuperação de 
SQR adicionada a soluções dos comprimidos de voriconazol. 

Amostra Nível 
(%) 

Concentração 
adicionada (µµµµg/ml) 

Concentração 
recuperada (µµµµg/ml)  

Recuperação 
(%) 

 
R1 

 
70 

 
15,00 

15,078 
15,082 
15,086 

100,52 
100,55 
100,57 

 
R2 

 
100 

 
30,00 

30,555 
29,529 
30,156 

101,85 
98,43 

100,52 

 
R3 

 
130 

 
45,00 

46,008 
44,190 
45,319 

102,24 
98,20 

100,71 

                                                                         Recuperação média (%) 

                                                                                                                   DPR  

100,40 
1,3 

R1, R2, R3: amostras acrescidas de SQR. 
 

 

5.3.2.4 Precisão 

A precisão do método por CLAE foi determinada pelo estudo da 

repetibilidade (precisão intra-dia) e da precisão intermediária (precisão entre dias), 

a partir de múltiplas análises do mesmo lote de comprimidos. A precisão foi 

expressa como o desvio padrão relativo (DPR) de um conjunto de resultados. Os 

valores de DPR foram de no máximo 1,0% e o teor de voriconazol nos 

comprimidos foi de 100,0% (Tabela 9).  

Tabela 9. Resultados experimentais da precisão intra-dia e entre dias do método por 
CLAE, aplicado a comprimidos de voriconazol. 

 % do teor declarado 
Amostra   Dia 1 Dia 2 Dia 3 

1 98,37 98,74 100,10 
2 98,81 98,81 100,18 
3 99,01 98,97 100,72 
4 99,78 99,82 100,97 
5 100,15 100,04 101,02 
6 100,89 101,44 101,37 

Média  intra-dia  99,50 99,64 100,73 
DPR intra-dia 0,94 1,04 0,50 

Média entre dias (n=18) 100,0   
DPR entre dias 1,0   
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Na Figura 20 são apresentados os cromatogramas obtidos nas análises 

dos comprimidos. 

 
(1) 

 
(2) 

Figura 20. Cromatogramas da SQR de voriconazol (1) e de comprimidos de voriconazol, 
100 µg/ml (2). Condições: detecção em 255 nm, coluna C-8 (Merck), fase móvel metanol: 
solução de trietilamina 0,6%, pH 6,0 (1:1). 

 

5.3.2.5 Robustez  

O estudo da robustez do método visa a demonstrar a confiabilidade da 

análise quando o método é submetido a pequenas variações e deve ser 

considerada durante a fase de desenvolvimento do mesmo. Se a quantificação do 

analito é susceptível a pequenas variações analíticas, estas devem ser 

cuidadosamente controladas e precauções devem ser incluídas no procedimento 

de análise. No caso da CLAE, as variações recomendadas são: influência do pH 

da fase móvel, influência de variações na composição da fase móvel, diferentes 

colunas (lotes e fornecedores), temperatura e fluxo (ICH, 2005; BRASIL, 2003b). 

A robustez do método por CLAE foi determinada através de variações na 

composição da fase móvel (pH e percentual de fase orgânica) e pelo estudo da 

estabilidade de soluções estoque da SQR e de soluções de trabalho das 

amostras. No primeiro caso, foi observado se ocorriam modificações nos 

parâmetros cromatográficos, bem como, se o teor de amostras avaliadas em cada 

condição sofria alterações. No segundo caso, o teor das soluções foi avaliado 

periodicamente, a fim de estabelecer a validade das mesmas.  Na Tabela 10 são 

apresentados os resultados decorrentes das variações na fase móvel. 
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Tabela 10. Resultados do estudo de robustez do método por CLAE aplicado a 
comprimidos de voriconazol. 
 
Variações TR Assimetria 

 
Pratos 

teóricos 
 

Fator de 
capacidade 

Teor (%)/DPR d 

Fase móvel original a 
Proporção de metanol: 47% b 

Proporção de metanol: 53% b 

8,5 
11,3 
6,4 

1,44 
1,31 
1,64 

2725 
3098 
2728 

5,5 
7,7 
4,3 

101,3 / 0,1 
101,5 / 0,4 
101,7 / 0,2 

pH da fase aquosa: 5,0 c 

pH da fase aquosa: 7,0 c 
8,6 
8,4 

1,45 
1,45 

3042 
3048 

5,6 
4,4 

100,9 / 0,2 
100,5 / 0,7 

a: metanol:solução de trietilamina 0,6 %, pH 6,0 (50:50, V/V). 
b: pH da fase móvel = 6,0. 
c: proporção da fase orgânica e fase aquosa: 50:50, V/V. 
d: n = 2. 

 

Verificou-se que em todas as condições empregadas os parâmetros 

cromatográficos estiveram de acordo com as recomendações vigentes e que não 

houve discrepância entre os teores observados.  

A mudança de uma unidade de pH em torno do pH original (6,0) não teve 

impacto sobre as características do método, bem como, não originou a presença 

de picos extras. Isto indica que, na faixa de pH de 5,0 a 7,0 o voriconazol 

encontra-se na sua forma não-ionizada, o que está de acordo com seu pKa, de 

1,76 (CAPTISOL, 2005). 

As maiores alterações observadas foram nos tempos de retenção. A fase  

móvel contendo 47% de metanol determinou um tempo de eluição maior para o 

analito. A fase móvel contendo 53% de metanol pode prejudicar a resolução entre 

o voriconazol e os produtos de degradação, se estiverem presentes, os quais, por 

serem mais polares, apresentam tempos de retenção menores do que o 

voriconazol. 

Em relação à estabilidade das soluções estoque da SQR (500 µg/ml), 

constatou-se que, sob refrigeração (4-7 ºC),  as mesmas permaneceram estáveis 

por um período de, no mínimo, 58 dias. O teor obtido ao término deste período foi 

de 100,9% (DPR 0,35%) e não foram evidenciados picos secundários 

(cromatogramas não apresentados). 
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Em relação à estabilidade das soluções de trabalho, verificou-se que as 

mesmas mantiveram-se estáveis, mesmo expostas à luz natural, por, no mínimo, 

três dias, visto que as variações entre as áreas foram mínimas (Tabela 11). Esta 

informação é importante, uma vez que muitos laboratórios dispõem cromatógrafos 

com injetores automáticos e a amostra pode ficar em solução por várias horas no 

ambiente laboratorial, até o término da análise. 

Tabela 11. Estabilidade das soluções de trabalho (50 µg/ml), mantidas em temperatura 
ambiente, ao abrigo ou expostas à iluminação natural. 

Tempo (dias)  
Soluções 0 1 2 3 
Expostas à luz     
Áreaa 
DPR entre áreas 

1376777 
0,19 

1387739 1389361 1393035 

Ao abrigo da luz     
Áreaa 
DPR entre áreas 

1367613 
0,38 

1372404 1366275 1376522 

a: cada valor corresponde à média de três injeções, sendo o DPR entre injeções < 2%.  

 

5.3.2.6 Validade do ensaio 

O método desenvolvido foi específico, uma vez que permitiu quantificar o 

voriconazol mesmo em presença de produtos de degradação e excipientes, o que 

foi indicado pela pureza do pico do fármaco. Neste aspecto, o detector de arranjo 

de diodos foi de fundamental importância, pois permitiu verificar se compostos de 

polaridade semelhante, como produtos de degradação, não estariam coeluindo 

com o fármaco.  

A análise de  regressão   linear  forneceu   a   equação   da   reta                

y = 27569,82x – 923,70, com coeficiente de correlação de 0,9999. A análise 

estatística (ANOVA) dos dados das curvas padrão indicou que o método é linear 

na faixa de 20 a 100 µg/ml. 

O método mostrou-se exato e preciso, uma vez que seu percentual de 

recuperação médio foi de 100,40% e os valores de DPR foram de 

aproximadamente 1,0%. As condições adotadas propiciaram análise com duração 

adequada (12 minutos), sendo 8,5 minutos o tempo de retenção do voriconazol. 
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Em relação à robustez do método, as alterações no pH e no percentual 

orgânico da fase móvel não provocaram alterações importantes no teor obtido 

pelo método. Pode-se afirmar que o pH da fase móvel não é fator crítico para o 

desenvolvimento do método, uma vez que não foram observadas alterações 

importantes na faixa de 5,0 a 7,0 unidades de pH. No entanto, pequenas 

alterações no percentual de fase orgânica provocaram mudanças importantes no 

tempo de retenção do fármaco, o que pode prejudicar a especificidade do método, 

se produtos de degradação estiverem presentes. Os resultados da validação 

deste método foram publicados (ADAMS; BERGOLD, 2005) (Anexo 6). 

 

5.3.3 Ensaio microbiológico  

No ensaio microbiológico, a potência de um antifúngico é estimada pela 

comparação da inibição do crescimento de um microrganismo sensível, 

provocada pela amostra e por uma substância de referência. A amostra deve ser 

diluída à mesma potência presumida que as soluções padrão (PINTO et al., 

2001). 

De acordo com a USP 29 (2006), na maioria das vezes o ensaio 

microbiológico prevalece como método de referência quando há dúvidas a 

respeito da perda de atividade. Embora os métodos microbiológicos envolvam 

muitas etapas e o número de réplicas deva ser maior em virtude do erro intrínseco 

do método, resultando em maior tempo de análise, eles podem indicar mudanças 

ou características sutis, não demonstráveis pelos métodos químicos (USP 29, 

2006). Este ensaio ainda tem como vantagens o emprego de equipamentos 

simples e o uso de solventes aquosos, o que reduz a geração de resíduos 

químicos. 

Foi desenvolvido para o voriconazol o ensaio 3x3, conforme descrito na 

Farmacopéia Brasileira (FARMACOPÉIA, 1988) e na Farmacopéia Européia (Ph. 

Eur., 2002). Neste delineamento, em cada placa de Petri são dispostas três 

concentrações da SQR e três concentrações da amostra.  
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Previamente à validação do ensaio microbiológico, fez-se necessário o 

estudo das condições analíticas para seu desenvolvimento. Os testes foram 

iniciados pela definição dos microrganismos teste. Por tratar-se de um antifúngico, 

optou-se pelo emprego de cepas padrão de Candida albicans e Sacharomyces 

cerevisae, sendo que o último forneceu crescimento mais homogêneo e halos de 

melhor visualização do que os produzidos com culturas de Candida albicans.  

Para definição da concentração das soluções, partiu-se de método 

descrito na literatura por PEREA e colaboradores (2000), os quais desenvolveram 

método microbiológico para a determinação do voriconazol em plasma. Estes 

autores empregaram cepa de Candida kefyr ATCC 46764 e a faixa de linearidade 

do método foi de 0,25 a 20 µg/ml. Assim, foram testadas várias doses próximas a 

estas, em escala geométrica, objetivando determinar intervalo de doses cujos 

halos de inibição fossem proporcionais à concentração e com tamanho de 

aproximadamente 13 a 24 mm (PINTO et al., 2000). As doses de 3,0; 6,0 e 12,0 

µg/ml conduziram à formação de halos de tamanho adequado e foram validadas 

estatisticamente. 

Em relação ao inóculo, foram avaliadas concentrações de 0,5; 0,75; 1,0  e  

1,5%. Observou-se que a concentração de 1,0% produziu halos de fácil leitura e 

crescimento homogêneo em toda placa. Concentrações inferiores produziram 

halos com bordas pouco regulares e crescimento de colônias isoladas e a 

concentração de 1,5% foi excessiva, o que originou halos pequenos. 

Visando a reduzir o número de etapas do método, avaliou-se o efeito da 

camada superfície na visualização dos halos. No sistema monocamada, emprega-

se apenas uma camada de meio de cultura, adicionada do inóculo. No sistema 

bicamada, duas camadas de meio de cultura são sobrepostas: a inferior, 

constituída apenas por meio de cultura, serve de base para a camada superior 

(ou superfície), que contém o microrganismo disperso. Esta é adicionada à placa 

somente após a solidificação da camada inferior (ou camada base). Observou-se 

que, no sistema bicamada, houve um contraste maior entre as zonas de 

crescimento e de inibição, o que gerou halos mais nítidos. Ainda, com duas 
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camadas os halos de inibição foram menores. Tais observações estão em acordo 

com relatos da literatura (PINTO et al., 2001). 

Usualmente, são depositados 200 µl das soluções em cada cilindro. 

Observou-se que nesta condição, ao término da incubação, havia restos da 

solução no interior do cilindro, bem como, havia muita variação nos halos de 

inibição, o que foi atribuído à difusão variável da solução. Optou-se por reduzir 

para 100 µl, e nesta condição houve difusão completa das soluções. 

Usou-se metanol como diluente inicial da amostra e da SQR, devido à alta 

solubilidade do fármaco neste solvente. Porém, as diluições subseqüentes não 

devem ser feitas com solventes orgânicos, pois pode haver inibição do 

crescimento do microrganismo por ação do solvente. Quando as amostras foram 

diluídas em tampão fosfato pH 5,0 os halos ficaram menos definidos. Não houve 

diferenças entre o resultado da amostra diluída em pH 6,0 e em pH 7,0. Optou-se 

pelo tampão fosfato pH 6,0, para não haver tanto contraste com o pH do meio de 

cultura, que é de 5,6. Deve-se ressaltar que o pH do diluente deve ser compatível 

com o pH do meio de cultura e com a estabilidade e atividade da substância em 

análise.  

 

5.3.3.1 Linearidade 

De acordo com a Farmacopéia Brasileira (FARMACOPÉIA, 1988) e com a 

Farmacopéia Européia (Ph. Eur., 2002), para o delineamento escolhido (3x3), as 

duas retas dose-resposta (padrão e amostra) devem ser paralelas e lineares em 

toda a faixa de análise. A validade do ensaio é determinada pela análise de 

variância, específica para este ensaio, e engloba outros fatores além dos 

rotineiramente avaliados na ANOVA. 

Na Tabela 12 são apresentados os valores dos halos de inibição obtidos 

frente às concentrações de 3,0; 6,0 e 12 µg/ml, para as soluções da SQR e da 

amostra. A Figura 21 representa placa obtida através do ensaio desenvolvido, 

com os halos da SQR e dos comprimidos de voriconazol. 
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A partir da média dos halos de inibição das soluções da SQR, para cada 

concentração, construiu-se a curva padrão e calculou-se a equação da reta, 

através do estudo de regressão linear, pelo método dos mínimos quadrados 

(Figura 22). A sobreposição das retas da SQR e da amostra ilustra o teor médio 

encontrado pelo método matemático, que foi próximo a 100%. 

 

Tabela 12. Diâmetro dos halos de inibição obtidos no ensaio microbiológico – difusão em 
ágar, cilindros em placas – de comprimidos de voriconazol. 

 Concentração 
(µµµµg/ml) 

Diâmetro do halo de 
inibição (mm)* 

Diâmetro médio (mm) DPR 

P1 3,0 13,12    
13,22 

13,76    
13,42 

14,06    
13,47 

13,51 2,59 

P2 6,0 18,23    
17,61 

17,38    
17,62 

17,75    
17,80 

17,73 1,60 

P3 12,0 22,21    
21,39 

21,24    
22,06 

21,67    
21,84 

21,74 1,73 

A1 3,0 13,21    
13,36 

13,56    
13,27 

13,89    
13,47 

13,46 1,83 

A2 6,0 18,45    
17,65 

16,94    
17,75 

17,62    
17,60 

17,67 2,72 

A3 12,0 22,19    
21,65 

22,31    
21,53 

22,53    
21,81 

22,00 1,81 

*cada valor representa a média de seis halos de inibição. (P) halos das soluções da SQR; 
(A) halos das soluções amostra. 
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Figura 21. Fotografia de placa obtida através do doseamento microbiológico do 
voriconazol.  P1, P2, P3: voriconazol SQR na concentração de 3,0; 6,0 e 12,0 µg/ml; A1, 
A2, A3: comprimidos de voriconazol em concentrações presumidas de 3,0; 6,0 e 12,0 
µg/ml, respectivamente. Condições: método de difusão em ágar – cilindros em placas, 
Sacharomyces cerevisae ATCC 2601 como microrganismo teste, meio de cultura Ágar 
Sabouraud-dextrose 2%, incubação a 30 ± 1ºC/24 horas. 
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Figura 22. Representação gráfica das curvas de voriconazol, para SQR e amostra, pelo 
ensaio microbiológico, difusão em ágar – cilindros em placas 

 

A validade do ensaio microbiológico foi avaliada pela análise de variância 

(Tabela 26 – Anexo 1), conforme preconizado pela FARMACOPÉIA (1988).  
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5.3.3.2 Exatidão 

Na Tabela 13 são apresentados os resultados do teste de recuperação, 

os quais demonstram a exatidão do ensaio microbiológico do voriconazol em 

comprimidos, visto que o percentual médio de recuperação foi de 100,92%. É 

possível observar ainda a grande sensibilidade deste método, visto que pequenas 

variações na concentração do fármaco (na ordem de 1 µg/ml) já produzem 

variações no halo de inibição.  

Na Figura 23 é apresentada fotografia de uma placa, obtida no teste de 

recuperação. Conforme descrito na seção material e métodos, cada placa conteve 

todas as soluções em análise, de modo que cada placa foi uma réplica. 

 

Tabela 13. Recuperação da SQR de voriconazol adicionada a amostras de comprimidos 
de voriconazol, pelo ensaio microbiológico. 

Amostra Nível 
(%) 

Concentração 
adicionada (µµµµg/ml) 

Concentração 
recuperada (µµµµg/ml) 

Recuperação 
(%)* 

 
R1 

 
70 

 
1,2 

1,2059 
1,1414 
1,2106 

100,49 
95,12 

100,88 

 
R2 

 
100 

 
3,0 

3,0846 
3,1485 
2,9522 

103,56 
104,95 
98,40 

 
R3 

 
130 

 
4,8 

4,8692 
4,8824 
4,8806 

101,44 
101,72 
101,68 

                                                                                        Recuperação média (%) 
                                                                                                                     DPR 

100,92 
2,82 

R1, R2, R3: amostras acrescidas de SQR; *cada valor é média de oito placas. 
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Figura 23. Fotografia dos halos inibição obtidos no teste de recuperação do ensaio 
microbiológico do voriconazol.  P1-3: solução da SQR (3,0; 6,0 e 12,0 µg/ml); A: amostra 
(3,0 µg/ml); R1-3: amostra adicionada de SQR (4,2; 6,0; 7,8 µg/ml). Condições: método 
de difusão em ágar – cilindros em placas, Sacharomyces cerevisae ATCC 2601 como 
microrganismo  teste, meio  de  cultura  Ágar Sabouraud-dextrose 2%, incubação a 30 ± 
1 ºC/24 horas.  

 

5.3.3.3 Precisão 

A precisão foi avaliada pelo ensaio de duas amostras independentes por 

dia, em 3 dias diferentes (6 placas/ensaio), cujos resultados constam na Tabela 

14. A maior dispersão dos resultados em relação aos métodos físico-químicos era 

esperada, devido à variação intrínseca do método.  

 

Tabela 14. Resultados experimentais obtidos para o doseamento de comprimidos de 
voriconazol, pelo ensaio microbiológico.  

 Potência (%)
*
 

Amostra Dia 1 Dia 2 Dia 3 
1 101,54 102,47 103,14 
2 102,50 97,07 98,78 

Média  intra-dia 102,02 99,77 100,96 
DPR intra-dia 0,66 3,83 3,05 

Média entre dias (n=6) 100,9   
DPR entre dias 2,4   

*
: cada valor é média de seis placas. 
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5.3.3.4 Validade do ensaio 

O método microbiológico de difusão em ágar tem por finalidade a 

avaliação da potência de antimicrobianos através do halo de inibição formado 

pela difusão da solução do fármaco em meio inoculado com microrganismo 

sensível à substância em análise.  

Diversos planejamentos são possíveis para os ensaios de difusão em 

ágar. A USP 29 (2006) preconiza o planejamento 5x1, onde são utilizadas cinco 

concentrações para o padrão e uma para a amostra. Foi empregado o 

planejamento 3x3, descrito na FARMACOPÉIA (1988), que emprega três 

concentrações para o padrão e três para a amostra. 

Os resultados da ANOVA indicaram que  o método é linear na faixa de 3 

a 12 µg/ml, já que foi obtida regressão linear significativa, bem como, não houve 

diferença estatisticamente significativa nos itens desvio de paralelismo e 

quadrático (FARMACOPÉIA, 1988). Obteve-se a equação da reta y = 13,6697x + 

7,0229 e coeficiente de correlação de 0,9999. 

O ensaio desenvolvido foi preciso, tendo em vista os valores de DPR intra 

e entre dias serem inferiores ao valor máximo permitido (5%, BRASIL, 2003b) e 

exato, visto que seu percentual de recuperação foi de 100,92%.  

Os resultados demonstraram que o ensaio microbiológico constitui-se em 

método alternativo para a determinação quantitativa do voriconazol em 

comprimidos. Os resultados deste método, comparados aos do método 

espectrofotométrico, foram publicados (ADAMS et al., 2006) (Anexo 6). 

 

5.3.4 Análise comparativa dos métodos 

Com o objetivo de estabelecer uma comparação entre os métodos 

propostos para quantificação do voriconazol em comprimidos, realizou-se análise 

estatística (ANOVA) dos resultados obtidos nos diferentes métodos. Os 

resultados das determinações do teor de voriconazol em comprimidos através da 
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espectrofotometria no UV, da CLAE e do ensaio microbiológico são apresentados 

na Tabela 15. 

Tabela 15. Teores percentuais obtidos no doseamento de comprimidos de voriconazol, 
através da CLAE, da espectrofotometria no UV e do ensaio microbiológico.  

 CLAE UV Ensaio microbiológico 

Média (%) 99,9 100,5 100,9 

DPR (%) 0,94 1,04 3,31 

    n 18 18 6 

A análise estatística dos valores experimentais obtidos no doseamento do 

voriconazol, realizada através da análise de variância (ANOVA) é apresentada na 

Tabela 27, do Anexo 1. Foi observado que não há evidências de diferença 

significativa entre os três métodos desenvolvidos, visto que o valor de “F” 

calculado (1,8430) foi inferior ao “F” crítico (3,2381), com nível de confiança de 

95%. Os métodos desenvolvidos, portanto, são intercambiáveis. 

É importante ressaltar que existem diferenças inerentes aos próprios 

métodos. Sendo assim, o método de espectrofotometria no UV é um método 

simples, rápido, de baixo custo. Porém, se mostrou inespecífico quando 

empregado na análise de amostras degradadas (item 5.1.3). O método por CLAE 

exige equipamento e solventes mais caros, maior treinamento, manutenções 

freqüentes, porém tem como vantagem sua especificidade. O ensaio 

microbiológico tem como vantagens o baixo investimento na aquisição de 

reagentes e equipamentos; porém, o número de etapas e o tempo de análise são 

desvantagens. Sua grande vantagem consiste em determinar a atividade do 

fármaco, através da inibição do crescimento do microrganismo estudado, o que 

confere especificidade e possibilidade de emprego na análise de amostras 

degradadas (ver item 5.6). 

 

5.4 ESTUDO DE ESTABILIDADE  

Estabilidade de um produto farmacêutico pode ser definida como a 

capacidade de uma formulação em permanecer com suas características 
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químicas, microbiológicas, terapêuticas e toxicológicas (KOMMANABOYINA; 

RHODES, 1999).  

Os estudos de estabilidade constituem parte do programa de 

desenvolvimento de fármacos e representam uma das mais importantes áreas no 

registro de produtos farmacêuticos. Os resultados destes testes podem influenciar 

as especificações, os limites e os métodos de análise para o fármaco (SIMON et 

al., 2004). Os mesmos visam a fornecer dados sobre como a qualidade de um 

fármaco ou de um produto varia sob influência de fatores ambientais como 

temperatura, umidade e luz, a fim de estabelecer um período de reteste para a 

substância ativa ou o prazo de validade para o produto acabado, bem como 

estabelecer condições de estocagem (ICH, 2003). 

De um modo geral, a instabilidade de um produto pode afetar a eficácia, a 

segurança ou a aceitabilidade de um produto pelo paciente. Em termos de 

eficácia, o efeito mais evidente é a perda da potência do fármaco. Embora 

existam exceções, considera-se 90% do valor declarado como a potência ou teor 

mínimo aceitável. Para alguns produtos, cujos produtos de degradação são 

tóxicos, mais importante do que a perda da potência é o acúmulo destes. Um 

exemplo são os fármacos de estrutura protéica, nos quais pequenas mudanças 

estruturais podem causar um grande impacto na imunogenicidade 

(KOMMANABOYINA; RHODES, 1999).  

Vários fatores podem afetar a estabilidade de um produto, incluindo a 

estabilidade da substância ativa, potencial de interações entre os componentes 

presentes na formulação, fatores ambientais (temperatura, radiações, umidade, 

gases atmosféricos) pH, contaminação bacteriana, processo de produção, forma 

farmacêutica, embalagem, condições ambientais durante o transporte e o 

armazenamento do produto, tempo entre a produção e o uso pelo consumidor 

(NUDELMAN, 1975; KOMMANABOYINA; RHODES, 1999). De todos os fatores 

ambientais envolvidos na degradação de fármacos, a temperatura é o mais 

importante e não pode ser controlada pela escolha da embalagem 

(KOMMANABOYINA; RHODES, 1999). 
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A ICH determina a realização dos seguintes estudos, para substâncias 

ativas e medicamentos, a fim de determinar o prazo de validade de fármacos e 

formas farmacêuticas (ICH, 2003): 

� Estabilidade de longa duração: as amostras são mantidas nas 

condições previstas de estocagem (temperatura e umidade), pelo tempo proposto 

como prazo de validade do produto. Visam a estabelecer o período de reteste ou 

o prazo de validade do produto ou fármaco. Os medicamentos devem estar 

contidos na embalagem prevista para dispensação.  

� Estabilidade acelerada: são empregadas condições mais drásticas de 

temperatura e umidade, com o objetivo de aumentar a velocidade de degradação 

química ou mudanças físicas de fármacos e medicamentos. Visam a prever o 

efeito de pequenos desvios nas condições ideais de armazenamento, que 

poderão ocorrer durante o transporte. Os medicamentos devem estar contidos na 

embalagem prevista para dispensação.  

� Testes de degradação forçada: usados para estabelecer a estabilidade 

intrínseca do fármaco. São realizados em condições mais severas do que as 

usadas no estudo de estabilidade acelerada. Podem indicar os prováveis produtos 

de degradação, bem como validar o uso de um método analítico para análise de 

amostras degradadas. Consistem em submeter o produto a condições drásticas 

de temperatura, umidade, oxidação, e ampla faixa de pH. Os estudos de 

fotoestabilidade estão incluídos nos testes de degradação forçada e consistem 

em testes de degradação forçada e testes confirmatórios. 

No Quadro 9 são apresentadas as condições experimentais estabelecidas 

pela ICH para estudos de estabilidade. A legislação brasileira (BRASIL, 2005) 

emprega temperatura de 30 ± 2 ºC para o teste de longa duração e  40 ± 2 ºC 

para o teste de estabilidade acelerada, Porém, recomenda o emprego de 

atmosfera com umidade apenas em se tratando de embalagens semipermeáveis 

(75 ± 5 % UR). 
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Quadro 9. Condições experimentais para realização de estudos de estabilidade de 
fármacos e formulações que não necessitam de refrigeração (ICH, 2003). 
 

Estudo Condições de estocagem Tempo de realização 

Longa duração 25 ± 2 ºC / 60 ± 5 % UR 

ou 

30 ± 2 ºC / 65 ± 5 % UR 

12 meses 

Intermediário 30 ± 2 ºC / 65 ± 5 % UR 6 meses 

Acelerado 40 ± 2 ºC/ 75 ± 5 % UR 6 meses 

Há ainda, condições especiais para produtos que devem ser estocados 

sob refrigeração ou em freezer (ICH, 2003; BRASIL, 2005). 

Uma vez que o prazo de validade das preparações farmacêuticas 

empregadas já foi estabelecido pelo laboratório produtor, neste trabalho 

realizaram-se testes de degradação forçada, visando a estabelecer a estabilidade 

intrínseca do voriconazol. Parte dos testes foi realizada durante o estudo de 

validação do método por CLAE (estabilidade química), cujos resultados foram 

apresentados no item 5.3.2.1.  

Em relação à estabilidade das formulações do voriconazol, foi avaliada a 

estabilidade da formulação injetável após reconstituição e após diluição em 

diluentes recomendados pelo laboratório produtor, bem como a estabilidade dos 

comprimidos frente à radiação. 

O método analítico escolhido para a análise dos produtos submetidos à 

degradação deve ser sensível para detectar pequenas modificações na 

concentração do fármaco, bem como seletivo, para possibilitar a separação entre 

os produtos de degradação e o fármaco (ICH, 2003).  Para tanto, empregou-se o 

método por CLAE previamente validado, o qual demonstrou atender as exigências 

acima descritas (ADAMS; BERGOLD, 2005). 

 

5.4.1 Estabilidade fotoquímica 

O fato de um fármaco absorver radiação na região ultravioleta ou visível 

do espectro eletromagnético significa que pode absorver energia suficiente para 

quebrar uma ligação na molécula. Deste modo, a propriedade de absorção é a 
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primeira indicação de que o fármaco é capaz de participar de um processo 

fotoquímico que pode levar à sua decomposição ou à decomposição de outros 

componentes da formulação (T∅NESSEN, 2004).  

A avaliação da fotoestabilidade, prevista nos estudos de degradação 

forçada (ICH, 2003), consiste em duas etapas: testes de degradação forçada e 

testes confirmatórios (ICH, 1996).  

O teste de degradação forçada envolve o fármaco isolado ou em 

suspensão/solução, disposto em recipientes transparentes e quimicamente 

inertes (ICH, 1996). Soluções do fármaco são mais susceptíveis e particularmente 

relevantes na compreensão do comportamento do produto em solução. Podem 

ser usadas várias condições de exposição, que dependerão da fotossensibilidade 

da substância e da intensidade das fontes de radiação empregadas 

(MATTHEWS, 1999; T∅NESSEN, 2004). Se nos estudos de degradação forçada 

não forem observados produtos de degradação, não são necessários estudos 

confirmatórios (ICH, 1996).  

Os estudos confirmatórios são, normalmente, realizados de modo 

seqüencial, iniciando-se pelo produto totalmente exposto, o produto protegido 

pela embalagem primária e então pela embalagem secundária. O teste deve ser 

conduzido até que os resultados demonstrem que o produto esteja 

adequadamente protegido da luz (T∅NESSEN, 2004; ICH, 1996).   

Neste trabalho realizou-se o estudo de degradação forçada, com a 

amostra em solução e em estado sólido. Quando em solução, as amostras foram 

acondicionadas em cubetas, transparentes à radiação empregada. Em estado 

sólido, seguiu-se a recomendação da ICH (1996), que preconiza a dispersão da 

substância ativa sobre material inerte, em camadas finas. Foram empregadas 

duas fontes de radiação: luz UV-C (254 nm) e luz UV-A (352 nm). 
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5.4.1.1 Estabilidade à luz UV-C (254 nm) 

Após 3 dias de exposição à luz UV-C, observou-se que houve 

modificação na cor do fármaco de branco para amarelado e queda acentuada no 

teor (Tabela 16). A temperatura no interior da câmara manteve-se entre 25-30 ºC 

durante os 14 dias. 
 

Tabela 16. Teores percentuais de voriconazol em estado sólido, após exposição à 
lâmpada UV-C, obtidos através de CLAE. 

 Tempo (dias) 
 3 7 10 14 
Teor (%) 83,85 76,51 74,68 70,31 

DPR 0,40 3,03 0,17 2,38 
n 3 3 3 3 

 

A Figura 24-A  apresenta o cromatograma do voriconazol após exposição 

à luz UV-C em estado sólido, por 14 dias. Além da queda no teor, foi possível 

observar a formação de vários produtos de degradação.  Os teores determinados 

nas amostras controle (exposição simultânea, porém ao abrigo da luz) variaram 

entre 98,79 a 99,99% (3º e 14º dia, respectivamente), indicando que o efeito 

relatado deve-se exclusivamente à radiação. 

O voriconazol, em solução metanólica, é rapidamente degradado. Logo, 

as coletas para análise foram feitas em intervalos de tempo menores. Após 1 hora 

de exposição, o teor encontrado foi de 62,2%. Houve a formação de outros 

produtos de degradação além dos observados em estado sólido (Figura 24-B). 

A fim de verificar se o revestimento dos comprimidos protege o fármaco 

da luz, expôs-se um comprimido à lâmpada UV-C por 14 dias. Diariamente, a face 

voltada para a fonte luminosa era invertida, de modo que todas as superfícies 

fossem irradiadas. Simultaneamente, submeteu-se outro comprimido às mesmas 

condições, porém protegido da luz. Após 14 dias de exposição, o teor encontrado 

foi de 100,3% (Figura 24-C) e não foram evidenciados produtos de degradação. 

Considerando que o teor do fármaco em estado sólido, com o mesmo tempo de 

exposição, apresentou teor de 70,3%, o revestimento parece conferir proteção à 

radiação UV-C, ainda que a área superficial do pó seja maior.  
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(A) 

 
 

(B) 
 

(C) 

Figura 24. Cromatogramas do voriconazol exposto à luz UV-C. (A) Voriconazol em 
estado sólido, 14 dias. (B) Voriconazol em solução metanólica, 1 hora. (C) Comprimido 
íntegro, 14 dias. Condições: detecção em 255 nm, coluna de fase reversa C-8 Merck, 
fase móvel metanol:solução de trietilamina 0,6% pH 6,0 (1:1), fluxo 1ml/minuto.  

 

5.4.1.2 Estabilidade à luz UV-A (352 nm) 

Em estado sólido, após 14 dias de exposição, o teor de voriconazol na 

amostra foi de 96,9% (Tabela 17). Não foram evidenciadas alterações na cor do 

fármaco nem picos extras no cromatograma (Figura 25-A). A temperatura no 

interior da câmara manteve-se entre 25 a 30 ºC durante os 14 dias. 

 

Tabela 17. Teores percentuais de voriconazol em estado sólido e em solução, após 
exposição à lâmpada UV-A, obtidos através de CLAE. 

 Tempo (dias) 
 

3 7 10 14 

Estado sólido  
   

99,01 97,86 97,01 96,86 Teor (%) 
DPR 0,42 0,76 0,79 0,34 

Em solução     
Teor (%) 99,04 98,32 93,01 93,47 

DPR 1,25 0,72 0,70 2,88 
n = 3 por dia. 

A degradação do voriconazol em solução foi superior à amostra em 

estado sólido. Após 14 dias de exposição, o teor das soluções foi de 93,47% 

(Tabela 17, valores calculados considerando-se como 100% o teor nas amostras 

controle). Foram observados três picos de degradação principais, em 2,6; 3,0 e 
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6,1 minutos (o pico em 1,4 minutos se deve ao solvente) (Figura 25-B). Nas 

amostras controle observou-se decréscimo no teor de voriconazol, bem como, 

picos extras com tempo de retenção de 2,6 e 3,0 minutos. O teor nestas soluções 

variou entre 97,0 a 94,9% (3º dia ao 14º dia, respectivamente). Logo, apesar da 

temperatura na câmara ter permanecido inferior a 30 ºC durante todo o 

experimento, sugere-se que a degradação ocorrida deva-se também à ação da 

mesma.  

 

(A) (B) 
Figura 25. Cromatogramas do voriconazol exposto à luz UV-A, por 14 dias. (A) 
Voriconazol  em estado sólido. (B) Solução metanólica. Condições: detecção em 255 nm, 
coluna de fase reversa C-8 Merck, fase móvel metanol:solução de trietilamina 0,6% pH 
6,0 (1:1), fluxo 1ml/minuto, volume de injeção 20 µl. 

 

A Figura 26 apresenta um comparativo dos teores do voriconazol frente à 

luz UV-A e UV-C. Os resultados das soluções expostas à luz UV-C não são 

apresentados, pois devido à degradação intensa, as mesmas foram avaliadas por 

no máximo 1 hora.  

Concluiu-se que o fármaco foi mais instável em solução do que em estado 

sólido e que o fármaco é mais sensível à radiação UV-C, o que era esperado, pois 

esta radiação, além de mais energética, coincide com o máximo de absorção do 

voriconazol (255 nm). Constatou-se, através dos cromatogramas apresentados 
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nas Figuras 24 e 25, que os produtos de degradação formados diferem, em parte, 

de uma radiação para outra. 
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Figura 26. Teor de voriconazol em soluções e em estado sólido, após exposição à 
radiação UV-A e UV-C, determinado por CLAE. 

 

5.4.2 Estabilidade térmica 

De todos os fatores ambientais envolvidos na degradação de fármacos, a 

temperatura é o mais importante e não pode ser controlada pela escolha da 

embalagem (KOMMANABOYINA; RHODES, 1999).  

Empregou-se temperatura de 60 ºC, na tentativa de verificar a 

estabilidade do voriconazol a desvios nas condições usuais de estocagem e 

distribuição. O voriconazol, em estado sólido, nestas condições, mostrou-se 

estável por período de, no mínimo, 50 dias, que foi o prazo máximo avaliado. Os 

teores obtidos são apresentados na Tabela 18 e o cromatograma da amostra aos 

50 dias na Figura 27-A.  
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Tabela 18. Teor percentual de voriconazol  no  pó  de  comprimidos triturados, mantido  a 
60 ºC, determinado através de CLAE. 

 Tempo (dias) 

 10 20 30 40 50 

Teor (%) 101,2 100,5 101,2 100,6 101,2 
DPR 0,25 1,1 1,9 1,6 0,6 

 

  

(A) (B) 
Figura 27. Cromatogramas do voriconazol, mantido a 60 ºC. (A): em estado sólido, por 
50 dias (B): em solução metanólica, por 21 dias. Condições: detecção em 255 nm, coluna 
de fase reversa C-8 Merck, fase móvel metanol:solução de trietilamina 0,6% pH 6,0 (1:1), 
fluxo 1ml/minuto, volume de injeção 20 µl. 

 

Em solução, o fármaco foi degradado a compostos com tempo de 

retenção de 2,6 e 3,1 minutos (Figura 27-B). Os teores obtidos nos diferentes dias 

de análise estão representados na Figura 28. O teor das soluções no 21º dia foi 

de 25,3%.  

A associação destes resultados com os obtidos na validação do método 

por CLAE (robustez), no qual soluções metanólicas mantidas em geladeira foram 

estáveis por 58 dias, bem como com a degradação observada nas amostras 

controle expostas à radiação UV-A (teor de 94,9% após 14 dias, em temperatura 

de até 30ºC) sugerem a instabilidade do fármaco à temperatura, quando o mesmo 

estiver em solução. 
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Os resultados obtidos neste estudo corroboram a opção do fabricante 

pelas formas farmacêuticas disponíveis do voriconazol: comprimidos e 

formulações de preparação extemporânea (injetável e suspensão oral).  
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Figura 28. Teores   percentuais  de voriconazol em soluções  metanólicas, mantidas  a 
60 ºC, analisadas por CLAE. 

 

5.4.3 Comparação dos produtos de degradação 

Através deste estudo buscou-se estabelecer a similaridade dos produtos 

de degradação majoritários formados durante os estudos de estabilidade térmica, 

química e de fotoestabilidade. 

A comparação dos cromatogramas obtidos nas diferentes condições de 

degradação mostrou que, em várias delas, dois compostos foram formados, com 

tempos de retenção em torno de 2,6 e 3,1 minutos. No Quadro 10 são 

sumarizados os resultados obtidos nos estudos de estabilidade. 

Observou-se que as condições que provocaram a degradação mais 

rápida do voriconazol em solução foram o meio básico e a radiação UV-C.  

O próximo passo foi avaliar se as substâncias que eluíram no mesmo 

tempo de retenção nas várias condições adotadas eram similares. Esta análise foi 

realizada através do detector de arranjo de diodos, que permite averiguar a 
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similaridade do espectro de UV de cada pico do cromatograma. Os picos de 

referência foram os obtidos pela hidrólise básica. Os índices de similaridade, 

obtidos pela sobreposição dos espectros de UV dos picos dos produtos de 

degradação, constam nas Figuras 45 a 50 (Anexo 2).  

 

Quadro 10. Quadro comparativo das condições de degradação do voriconazol 
empregados neste estudo e da formação dos produtos de degradação com tempo de 
retenção 2,6 e 3,1 minutos. 

Condição de degradação Tempo de 
reação 

TR                 
2,6 min 

TR          
3,1 min 

VCZ     
(%)a  

Figura 
 

Hidrólise básica – temp. ambiente 30 min D D 23 18-2 
Hidrólise ácida – 80 ºC 2 h D ND 88 18-3 
Hidrólise neutra – refluxo 4 h D D 99 18-4 
Oxidação – temp. ambiente 3 h D D 83 18-5 
Luz UV-A em estado sólido 14 dias ND ND 97 25-A 
Luz UV-A, em solução 14 dias D D 93 25-B 
Luz UV-C, em estado sólido 14 dias D ND 70 24-A 
Luz UV-C, em solução 1 h D D 62 24-B 
Temperatura, 60 ºC, em estado sólido 50 dias ND ND 100 27-A 
Temperatura, 60 ºC, em solução 21 dias D D 25 27-B 

TR:tempo de retenção; VCZ:voriconazol; D:detectado; ND:não detectado; a:concentração 
aproximada 
 

Para obtenção do índice de similaridade, os espectros sob comparação 

são correlacionados, plotando suas absorvâncias em intervalos de 1 nm. Deste 

modo, calcula-se um coeficiente de correlação entre os espectros. Sobreposições 

perfeitas de espectros apresentam r2 = 1,000, sendo considerados adequados 

valores de  r2 > 0,995 (WATSON, 2005). Os resultados dos índices de similaridade 

são apresentados na Tabela 19.  

A análise dos dados apresentados permite inferir que a substância 

formada pela degradação em meio básico do voriconazol, com tempo de retenção 

de 2,6 minutos, foi formada em todas as condições, com exceção  da radiação 

UV-C, em estado sólido. Do mesmo modo, a substância com tempo de retenção 

de 3,1 minutos foi formada em meio básico, oxidante e a 60 ºC. 
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Tabela 19. Índice de similaridade dos picos de degradação com tempos de retenção 2,6 
minutos e 3,1 minutos, em comparação com picos obtidos pela hidrólise básica. 

Condição de degradação Índice de similaridade 

 Pico TR 2,6 min Pico TR 3,1 min 

Hidrólise básica ..... ..... 

Hidrólise ácida 0,9995 ND 

Hidrólise neutra 0,9983 0,9919 

Oxidação 0,9969 0,9984 

Luz UV-A (solução) 0,9993 0,9248 

Luz UV-C (sólido) 0,9713 ND 

Luz UV-C (solução) 0,9998 0,9903 

60 ºC (solução) 1,0000 1,0000 

ND: não detectado. 

Por haver pouca quantidade de SQR disponível, os produtos de 

degradação foram obtidos a partir dos comprimidos. Avaliou-se então a 

interferência dos excipientes da formulação no processo de degradação, 

submetendo-se a SQR e os comprimidos à hidrólise alcalina. A semelhança dos 

cromatogramas obtidos indicou que os mesmos produtos de degradação são 

formados (cromatogramas não apresentados). Logo, para o isolamento dos 

produtos de degradação, soluções dos comprimidos foram expostas à 

degradação, e a condição de degradação foi a hidrólise básica, por ser a reação 

de degradação mais rápida. 

 

5.4.4 Estabilidade da forma farmacêutica injetável 

O injetável apresenta-se como pó para solução para infusão. Inicialmente 

o pó deve ser reconstituído com água estéril para injeção, de modo a obter 

solução com 10 mg/ml de voriconazol. Esta solução deve ser diluída com 

diluentes adequados, para somente então ser infundida no paciente (VFEND).  

A bula da formulação injetável apresenta a seguinte informação: 

VFEND IV, pó para solução para infusão, é apresentado em frascos-
ampola para uso único e qualquer solução não utilizada deve ser 
descartada. (...) Se não for utilizado imediatamente, o período e as 
condições de armazenamento são de responsabilidade do usuário e 
normalmente não deve exceder 24 horas quando armazenado a 2-8 ºC, a 
menos que a reconstituição e a diluição sejam realizadas em condições 



 120 

assépticas controladas e validadas. A estabilidade física e química após a 
reconstituição foi demonstrada para 24 horas de 2 a 8 ºC (VFEND). 

Considerando-se o alto custo do produto e o ajuste de dose baseado no 

peso corporal, o que gera sobras do produto (Anexo 3), justificam-se estudos 

mais aprofundados sobre a estabilidade do produto reconstituído e sobre a 

estabilidade das soluções para infusão.   

 

5.4.4.1 Estabilidade do produto reconstituído 

VFEND IV não contém conservantes. Por este motivo, trabalhou-se em 

condições assépticas, a fim de evitar que contaminações microbianas pudessem 

interferir na estabilidade química do medicamento. 

Após reconstituição com água estéril, a solução contendo 10 mg/ml de 

voriconazol manteve-se  estável por,  no mínimo, 8 dias  em  temperatura  de 4 a 

8 ºC, não tendo sido observada redução no teor de substância ativa durante esse 

período (Figura 29). Vale lembrar que o fabricante recomenda seu uso em até 24 

horas, se armazenada nestas condições. 
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Figura 29. Estudo de estabilidade da solução reconstituída de voriconazol injetável, 
mantida sob refrigeração (4-8 ºC), analisada por CLAE. 
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5.4.4.2 Estabilidade das soluções para infusão 

De acordo com o fabricante, a solução reconstituída pode ser diluída para 

administração intravenosa até concentrações de 5 a 0,5 mg/ml, com os seguintes 

diluentes: glicose 5%, cloreto de sódio 0,9 ou 0,45%, isolado ou associado à 

glicose 5%; Ringer lactato, isolado ou em associação com dextrose 5%, glicose 

5% em 20 mEq de cloreto de potássio. 

Neste estudo, foram preparadas soluções para infusão de voriconazol 

com 0,5 mg/ml, em cloreto de sódio 0,9% e glicose 5%, por serem os diluentes 

mais usados na preparação de misturas intravenosas em hospitais. Os mesmos 

estavam contidos  em bolsas flexíveis de cloreto de polivinila (PVC). Estas bolsas 

apresentam várias vantagens em relação aos frascos plásticos rígidos, pois 

consistem em sistema fechado, cujas paredes colabam sob pressão atmosférica e 

permitem a administração contínua do fluido, sem a necessidade de entrada de ar 

no recipiente. Isto reduz a possibilidade de contaminação e de embolia. Além 

disso, é possível adicionar outros medicamentos durante a administração, sem a 

exposição do sistema ao ar externo. Ainda, estas embalagens são mais leves e 

inquebráveis (MOORHATCH; CHIOU, 1974). Foram escolhidas para este estudo 

por permitirem a retirada de alíquotas das soluções periodicamente, sem a 

introdução de contaminantes. 

As soluções foram consideradas estáveis se mais que 90% da 

concentração inicial fosse mantida. Embora existam exceções, esta é considerada 

a potência ou teor mínimo aceitável.  Para alguns produtos, cujos produtos de 

degradação são tóxicos, mais importante do que a perda da potência é o acúmulo 

destes (KOMMANABOYINA; RHODES, 1999).  

Verificou-se que as soluções de voriconazol, diluídas em NaCl 0,9% e 

armazenadas sob refrigeração são mais estáveis do que as mantidas em 

temperatura ambiente. As soluções armazenadas a 4 ºC apresentaram teor 

superior a 90,0% até 11 dias após o preparo e 87,3% aos 21 dias. Em 

temperatura ambiente, o teor de voriconazol, 48 horas após o preparo, foi de 

88,3% (Figura 30 e Tabela 28, Anexo 4). 
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Figura 30. Estudo de estabilidade de soluções para infusão de voriconazol, diluídas em 
cloreto de sódio 0,9%, mantidas em geladeira e em temperatura ambiente, analisadas por 
CLAE. 

As soluções de voriconazol, diluídas em glicose a 5%, também não foram 

estáveis à temperatura ambiente. O prazo de validade das soluções mantidas sob 

refrigeração foi de 9 dias e o teor aos 21 dias foi 88,0% (Figura 31 e Tabela 29, 

Anexo 4). Observou-se que não houve mudanças na coloração e que as soluções 

mantiveram-se límpidas durante o tempo de avaliação, indicando a estabilidade 

física das soluções. 
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Figura 31. Estudo de estabilidade de soluções para infusão de voriconazol, diluídas em 
glicose 5%, mantidas em geladeira e em temperatura ambiente, analisadas pelo método 
por CLAE. 

Os cromatogramas obtidos no 21º dia de preparo das soluções sob 

refrigeração são apresentados na Figura 32. Apesar da diminuição no teor do 

fármaco (87,3% em NaCl 0,9% e 88,0% em glicose 5%), não foram evidenciados 

picos extras no cromatograma. Análises pelo detector de arranjo de diodos 
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informaram que, além do voriconazol, não havia outras substâncias que 

absorvessem em toda a faixa UV-visível e que o pico do voriconazol estava puro. 

(pureza do pico > 0,9999, em todas as bolsas avaliadas). Este dado confirma 

também a especificidade do método para a formulação injetável. 

 

Figura 32. Cromatogramas das soluções para infusão de voriconazol em cloreto de sódio 
0,9% e glicose 5%, no 21º dia após o preparo, mantidas a 4 ºC. (A): solução para infusão; 
(B): branco (cloreto de sódio 0,9% ou glicose 5,0%). Concentração estimada: 50 µg/ml. 
Condições: detecção em 255 nm, coluna de fase reversa C-8 Merck, fase móvel 
metanol:solução de trietilamina 0,6% pH 6,0 (1:1), fluxo  1ml/minuto, volume de injeção 
20 µl. 
 

A fim de verificar se após tempos superiores de armazenamento seriam 

observados picos correspondentes a produtos de degradação, foram analisadas 

bolsas do fármaco diluído em glicose 5% (37 dias após preparo) e cloreto de 

sódio 0,9% (79 dias após o preparo), ambas mantidas em temperatura ambiente 

desde a preparação. Estas soluções foram analisadas pelos três métodos 

desenvolvidos, a partir da mesma solução estoque, tendo sido observados teores 

semelhantes pelo três métodos empregados. Os resultados são apresentados na 

Tabela 20. Em ambas as soluções, foi evidenciado apenas um pico extra, com 

tempo de retenção de 2,5 minutos, também evidenciado nos testes de 

degradação forçada, mas cuja área não é proporcional à queda da concentração 

do fármaco (cromatogramas não apresentados). 
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Tabela 20. Teores percentuais das soluções para infusão de voriconazol em cloreto de 
sódio 0,9% (79 dias) e glicose 5% (37 dias), analisadas pelos métodos de CLAE, 
espectrofotometria no UV e ensaio microbiológico. 

Amostra Teor percentual 

  CLAE*            UV* Microbiológico* 

Glicose 5%, 37 dias            64,6 66,2 65,3 

NaCl 0,9%, 79 dias  52,1 52,6 53,2 

*Cada valor é média de duas determinações. 

 

Estes resultados levaram à formulação de duas hipóteses: nas condições 

testadas o voriconazol foi degradado a produtos que não possuem grupamentos 

cromóforos, ou o fármaco foi sorvido pelo polímero da bolsa flexível, fato relatado 

em vários trabalhos, que avaliaram a compatibilidade de fármacos com bolsas de 

PVC (MOORHATCH; CHIOU, 1974; KOWALUK et al., 1981; IILUM; 

BUNDGAARD, 1982; RAY et al., 1983; LACKNER et al., 1983). 

A primeira hipótese pareceu pouco provável, tendo em vista o 

conhecimento prévio do comportamento de degradação do voriconazol nas várias 

condições estudadas neste trabalho.  

Em relação ao processo de sorção, este pode ocorrer como resultado de 

dois fenômenos: a adsorção e a absorção. A adsorção é um processo usualmente 

espontâneo, sendo que um estado de equilíbrio é rapidamente atingido. A 

absorção resulta da penetração do soluto na matriz plástica, como resultado da 

difusão das moléculas do fármaco na matriz. Uma vez nesta, o soluto liga-se por 

interações físico-químicas, como forças de Van der Waals ou ligações de 

hidrogênio, a sítios do polímero. Neste caso, a difusão é considerada o passo 

limitante da velocidade e, como resultado, o processo de absorção é mais lento e 

envolve a captação de quantias maiores do fármaco. Na maioria dos casos, a 

quantia de fármaco adsorvido é insignificante quando comparado à quantia 

absorvida (MOORHATCH; CHIOU, 1974). 

A fim de confirmar esta hipótese, removeu-se o conteúdo total das bolsas 

e as mesmas foram lavadas com sucessivas porções de água, tendo sido 

reservada alíquota da última lavagem, para análise posterior. Em seguida,  
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introduziram-se 20 ml de metanol nas bolsas, sendo que as mesmas 

permaneceram em contato com o solvente, por 5 dias. Após este período, 

removeram-se alíquotas das bolsas e as mesmas foram analisadas por CLAE. Os 

cromatogramas obtidos são apresentados na Figura 33. Concluiu-se que o 

voriconazol foi sorvido pela bolsa de PVC, uma vez que o mesmo foi detectado 

nas soluções metanólicas (Figuras 33-1A e 33-2A). O pico observado refere-se 

exclusivamente ao que havia sido sorvido pela bolsa, uma vez que nos 

cromatogramas das soluções de lavagem não foram detectados picos do 

voriconazol (Figuras 33-1B e 33-2B). 

 

 

 

(1) 

 

 

(2) 

Figura 33. Cromatogramas das soluções obtidas após contato das bolsas de PVC com 
metanol por 5 dias. (1A) Solução metanólica, obtida de bolsa que continha voriconazol 
em NaCl 0,9% (1B) Solução de lavagem aquosa da mesma bolsa. (2A) Solução 
metanólica, obtida de bolsa que continha voriconazol em glicose 5%. (2B) Solução de 
lavagem aquosa da mesma bolsa. Condições analíticas: detecção em 255 nm, coluna de 
fase reversa C-8 Merck, fase móvel metanol:solução de trietilamina 0,6% pH 6,0 (1:1), 
fluxo 1ml/minuto, volume de injeção 20 µl.  
 

O pH da solução tem efeito marcante sobre a sorção de fármacos, visto 

que a concentração do íon hidrogênio controla o percentual relativo do fármaco 

não-ionizado, que é a forma mais favoravelmente sorvida pelo plástico 

(MOORHATCH; CHIOU, 1974; KOWALUK et al., 1981; LACKNER et al., 1983). O 
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pH das soluções, ao término do experimento, foi aproximadamente 4,3, no qual o 

percentual da forma não-ionizada do voriconazol é superior a 99,5%, calculado a 

partir da equação de Henderson-Hasselbach (BARREIRO; FRAGA, 2001). 

O efeito da temperatura sobre o processo de sorção também foi relatado 

em trabalhos. Sugere-se que temperaturas mais elevadas provoquem aumento da 

taxa de difusão do soluto através da matriz plástica, resultando em aumento na 

captação do fármaco (MOORHATCH; CHIOU, 1974; LACKNER et al., 1983).  

Face ao exposto, supõe-se que tenha ocorrido absorção do voriconazol, 

preferentemente, que na forma não-ionizada é lipofílico e pode interagir com a 

bolsa de PVC, processo também influenciado pela temperatura, o que justificaria 

o percentual inferior de voriconazol nas bolsas mantidas a 25 ºC. Nos frascos de 

vidro, onde esta interação não ocorre, a concentração de voriconazol manteve-se 

estável pelo período avaliado (produto reconstituído). Este fato foi observado 

também em soluções de voriconazol preparadas em metanol e em água, na 

mesma concentração das bolsas para infusão, acondicionadas em frascos de 

vidro e mantidas em temperatura ambiente. O teor das soluções diluídas em 

metanol, no 21º dia, foi de 101,5% e o teor das soluções preparadas em água foi 

de 101,4%.  

Outros fatores que podem interferir no processo de sorção são: diluente 

empregado, a concentração do soluto, o coeficiente de partição do fármaco e a 

área da superfície de contato do fármaco com a bolsa de PVC (MOORHATCH; 

CHIOU, 1974; KOWALUK et al., 1981; LACKNER et al., 1983). 

Os resultados aqui obtidos diferem dos encontrados por HOPPE-TICHY e 

colaboradores (2005), que relataram que soluções do fármaco em NaCl 0,9% na 

concentração de 2 mg/ml são estáveis por 32 dias. Em parte, assemelham-se aos 

encontrados por SAHRAOUI e colaboradores (2006), que relataram prazo de 

validade de 8 dias para soluções do fármaco em NaCl 0,9% (mantidas a 4 ºC ou 

25 ºC) e de 6 dias para soluções em glicose 5% (mantidas a 4 ºC). Talvez a 

diferença encontrada deva-se à concentração do fármaco nas soluções, que em 

ambos os estudos foi de 2 mg/ml, ao passo que neste estudo foi de 0,5 mg/ml. 

Outra possibilidade pode ser diferenças nos polímeros que compõem as bolsas, 
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visto que nos estudos relatados foram empregadas bolsas constituídas por 

poliolefinas, isentas de PVC. CADROBBI e colaboradores (2006) atribuíram 

estabilidade de 15 dias para soluções de voriconazol em glicose 5%, em bolsas 

de PVC, na concentração de 4 mg/ml, sob refrigeração, resultado que se 

assemelha ao aqui relatado. Cabe ressaltar que o laboratório produtor não faz 

nenhuma ressalva quanto à incompatibilidade do voriconazol com bolsas de PVC, 

as quais, por seu menor custo, são as mais rotineiramente empregadas. 

Este estudo indicou que, tanto o produto reconstituído, quanto as bolsas 

para infusão podem ser usadas por períodos superiores aos indicados pelo 

laboratório produtor. Transpondo estes resultados para a prática corrente em 

hospitais, o alto custo deste medicamento justificaria sua manipulação em 

centrais de preparação de misturas intravenosas, em condições assépticas 

validadas, ao invés da preparação em unidades de enfermagem. Deste modo, a 

estabilidade microbiológica estaria garantida, o que, associado ao resultado aqui 

encontrado, permitiria o uso das soluções por períodos de, no mínimo, 8 dias, 

desde que mantidas sob refrigeração. 
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5.6 AVALIAÇÃO DA ATIVIDADE ANTIFÚNGICA DO PRODUTO SUBMETIDO À  

DEGRADAÇÃO 

A fim de avaliar se os produtos de degradação do voriconazol possuem 

atividade antifúngica, soluções da SQR degradadas foram analisadas pelos 3 

métodos desenvolvidos. As condições escolhidas para degradação foram 

hidrólise básica e exposição à luz UV-C, por serem as mais adversas ao fármaco 

e também porque pela radiação UV-C há formação de vários produtos de 

degradação.  
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As mesmas soluções (1mg/ml) foram submetidas às seguintes condições: 

hidrólise básica por 15 minutos e luz UV-C por 1 hora. Após a reação, as soluções 

foram diluídas com solventes adequados e analisadas pelos métodos por CLAE, 

espectrofotometria no UV e ensaio microbiológico. Os teores obtidos são 

apresentados na Tabela 23. 

 

Tabela 23. Teores obtidos no doseamento de soluções da SQR do voriconazol 
submetidos à hidrólise básica (NaOH 0,1 M/15 minutos) e radiação UV-C (1 hora). 

Teor (%)  

Condição de 

degradação 
CLAE* Microbiológico* Espectrofot.UV* 

Hidrólise básica 36,5 34,2 158,5 

Luz UV-C 62,2 65,7 88,9 

 *cada valor é média de 3 determinações. 
 

A semelhança entre os teores obtidos nos métodos por CLAE e 

microbiológico demonstrou que os produtos de degradação do voriconazol não 

possuem atividade antifúngica. Os altos teores observados no método 

espectrofotométrico confirmam sua falta de especificidade na análise de amostras 

degradadas, uma vez que os produtos de degradação absorvem intensamente 

próximo a 255 nm, comprimento de onda da análise. 

Na Figura 44 são apresentados os halos de inibição formados após 

exposição à radiação UV-C, onde é possível observar diminuição no tamanho dos 

halos da amostra degradada. Os halos da amostra degradada (AD, concentração 

teórica 10 µg/ml) são semelhantes ao halo  P2 (SQR, 6 µg/ml).  

Nas duas condições de degradação, o produto majoritário formado 

corresponde ao produto de degradação isolado e identificado (PD1), o qual 

mantém em sua estrutura o anel triazólico.  Estudo realizado com fármacos desta 

classe indicou que o centro estereogênico na posição 7 (C-OH no voriconazol e 

C=O no PD1) é necessário para o encaixe no centro estereogênico do alvo 

enzimático (citocromo P450). A comparação entre enantiômeros e sua forma 

racêmica também indicou diferenças nas concentrações inibitórias mínimas, o que 

foi relacionado a diferenças na solubilidade das mesmas, o que poderia impedir a 
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penetração na membrana do fungo (BARTROLI et al., 1998). Logo, a presença do 

centro estereogênico do voriconazol e que inexiste no PD1 parece ser 

fundamental para a atividade antifúngica. 

 

 
Figura 44. Doseamento microbiológico do voriconazol degradado por luz UV-C.  P1, P2, 
P3: SQR de voriconazol em concentrações de 3,0; 6,0 e 12,0 µg/ml., respectivamente. 
AD: solução de SQR após exposição à luz UV-C, por 1 hora, em concentração teórica de 
10 µg/ml. Condições: método de difusão em ágar – cilindros em placas, microrganismo 
teste Sacharomyces cerevisae ATCC 2601, meio de cultura Ágar Sabouraud-dextrose 
2%, incubação a 30 ± 1ºC, por 24 horas. 
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Em relação aos métodos analíticos desenvolvidos: 

• Os métodos qualitativos desenvolvidos (CLAE, CCD e 

espectrofotometria no UV), possibilitaram a identificação do voriconazol na forma 

farmacêutica comprimidos, sendo que os métodos por CLAE e CCD foram 

apropriados para a identificação do fármaco em presença de produtos de 

degradação. 

• O método de doseamento por espectrofotometria no UV demonstrou 

ser exato, preciso e linear, para a quantificação do voriconazol em comprimidos. 

No entanto, não é adequado para a análise de amostras que contenham produtos 

de degradação. Pode ser recomendado para análise durante o processo de 

fabricação ou nos ensaios de dissolução. 

• O método por CLAE desenvolvido demonstrou ser exato, preciso, 

específico, linear e robusto, sendo adequado para a quantificação do voriconazol 

em comprimidos e para ser empregado em estudos de estabilidade; 

• O ensaio microbiológico – método de difusão em ágar, cilindros em 

placa – apresentou-se exato, preciso, linear e específico para a quantificação do 

voriconazol em comprimidos, mostrando-se específico para amostras que 

contenham produtos de degradação; 

• A análise estatística dos métodos por CLAE, espectrofotometria no UV 

e ensaio microbiológico indicou que não há evidências de diferença significativa 

entre os teores médios encontrados pelos três métodos. No entanto, apenas os 

métodos de CLAE e ensaio microbiológico são apropriados para a análise de 

amostras degradadas. 

Em relação ao estudo de estabilidade do voriconazol: 

• Verificou-se que o voriconazol é rapidamente degradado em meio 

alcalino, sendo também instável em meios ácido, oxidante e neutro, porém 

apenas pelo emprego de condições mais drásticas. • 

• Observou-se que o fármaco é estável em estado sólido (teor 101,2% 

aos 50 dias) e instável em solução (25,3% em 21 dias), na temperatura avaliada 
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(60 ºC). Em relação à fotoestabilidade, fator importante de degradação de outros 

fármacos da classe dos imidazóis, o voriconazol é instável frente às duas 

radiações testadas, sendo que a radiação UV-C é mais deletéria para o fármaco, 

tanto em solução (teor 62,2%, após 1 hora) quanto em estado sólido (teor 70,3%, 

em 14 dias). A exposição à radiação UV-A provocou decréscimo menos 

acentuado no teor, que foi maior na amostra em solução (teor 93,5% em solução 

e 96,9% em estado sólido, em 14 dias). 

• Apesar da instabilidade à radiação UV-C em estado sólido, a 

formulação dos comprimidos manteve-se estável nesta condição, indicando que 

não há risco de degradação dos comprimidos frente às radiações.  

Em relação à estabilidade da preparação extemporânea injetável:  

• O prazo de validade da solução reconstituída de 24 horas, proposto 

pelo laboratório produtor, pode ser estendido para oito dias.  

• Os resultados indicam que as soluções para infusão do voriconazol 

em cloreto de sódio 0,9% ou glicose 5%, preparadas em bolsas de PVC, devem 

ser administradas logo após sua preparação, se mantidas em temperatura 

ambiente. Sob refrigeração, são estáveis por 11 e nove dias, respectivamente. 

Observou-se que a queda no teor ocorre pela adsorção e/ou absorção do fármaco 

pelas bolsas de PVC e não em decorrência de sua degradação. 

Em relação ao isolamento e identificação do produto de degradação 

• Análises realizadas pelo detector de arranjo de diodos indicaram que 

em praticamente todas as condições empregadas no estudo de estabilidade, dois 

produtos majoritários são formados.   

• Após isolamento por CLAE preparativa, e dessecação em evaporador 

rotatório, um dos produtos foi degradado. Desta forma, apenas o produto de 

degradação denominado PD1 foi identificado por espectroscopia de RMN de 1H e 

de 13C, espectrometria de massas e espectrofotometria no infravermelho.  A 

estrutura proposta corresponde a 1-(2,4-difluorfenil)-2-(1H-1,2,4-triazol-1-il)-1-

etanona. 
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• Através do doseamento de amostras degradadas pelo ensaio 

microbiológico, verificou-se que os produtos de degradação do voriconazol não 

apresentam atividade antifúngica. 
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7. CONSIDERAÇÕES FINAIS 
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Atualmente, métodos analíticos validados constituem-se em exigência dos 

órgãos reguladores para obtenção de registro de medicamentos. No entanto, 

geralmente estes métodos não são divulgados pelo laboratório produtor do 

medicamento, fato que vem dificultar a averiguação da qualidade de produtos 

comercializados.  

A importância do voriconazol como agente terapêutico no tratamento de 

infecções fúngicas invasivas, a inexistência de métodos voltados à sua 

determinação em formas farmacêuticas e as escassas informações relativas à 

sua estabilidade, motivaram o desenvolvimento de estudos que viessem a 

preencher estas lacunas, objetivo deste trabalho. 

Os métodos quantitativos desenvolvidos e validados (CLAE, 

espectrofotometria no UV e ensaio microbiológico) originaram as seguintes 

publicações, que foram as primeiras a relatarem métodos voltados à quantificação 

do voriconazol em comprimidos e que são apresentadas no Anexo 6: 

ADAMS, A. I. H., BERGOLD, A. M. Development and validation of a high 

performance liquid chromatographic method for the determination of voriconazole 

content in tablets. Chromatographia, v.62, p.429 - 434, 2005. 

ADAMS, A. I. H., STEPPE, M., FRÖEHLICH, P. E., BERGOLD, A. M. Comparison 

of Microbiological and UV-Spectrophotometric Assay for Determination of 

Voriconazole in Tablets. Journal of AOAC International, v.89, p.960 - 965, 2006. 

No estudo de estabilidade, foi possível verificar as condições que 

provocam a degradação mais intensa do fármaco, sendo elas o meio alcalino e 

radiação UV-C. Por sua instabilidade em meio alcalino, sugere-se que soluções 

do fármaco permaneçam em contato com soluções básicas previamente ao 

descarte, a fim de evitar o desenvolvimento de resistência dos microrganismos 

sensíveis. Os resultados obtidos no estudo da estabilidade da formulação 

injetável indicaram que os prazos de validade informados pelo laboratório 

produtor podem ser estendidos. Artigo que apresenta os resultados deste estudo 

foi submetido ao periódico The Annals of Pharmacotherapy. 
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Através do ensaio microbiológico de amostras degradadas, que contêm 

como produto majoritário o produto de degradação isolado e identificado (PD1), 

verificou-se que os produtos de degradação do voriconazol não têm atividade 

antifúngica. Sendo assim, cuidados em relação à temperatura e luz devem ser 

tomados no armazenamento de soluções do fármaco. 
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Tabela 24. Análise estatística (ANOVA) das absorvâncias determinadas para obtenção 
da curva padrão do voriconazol por espectrofotometria no UV. 

Fontes de variação GL 

Soma de 

quadrados 

Quadrado 

médio F calc. F tab. 

Entre 6 0,17703295 0,02950549 4589,74* 2,85 

     Regressão 1 0,17700715 0,17700715 27534,44* 4,60 

     Desvio de linearidade 5 0,00002581 0,00000516        0,80 2,96 

Dentro 14 0,00009000 0,00000643   

Total 20 0,17712295       

*: significativo para  p < 0,05. 

 
 

Tabela 25. Análise de variância (ANOVA) das áreas absolutas obtidas para as curvas 
padrão de voriconazol, por CLAE. 

Fontes de variação GL Soma de 

quadrados  

Quadrado 

médio 

F calculado F tabelado 

   

Tratamentos 6 1,088215.1013 1,813693.1012 4482,4* 2,85 

Regressão 1 1,088022. 1013 1,088022. 1013 26889,7* 4,60 

Desvio de linearidade 5 1,935289.109 3,870578.108 0,96 2,96 

Erro 14 5,664738.109 4,046242.108   

Total 20 1,088782.1013    

*: significativo para p < 0,05. 

 
 

Tabela 26. Análise de variância dos dados experimentais do ensaio microbiológico do 
voriconazol em comprimidos, pelo método de difusão em ágar - cilindros em placas. 

Fontes de variação  GL Soma de quadrados Quadrado médio F calc F tab 

Preparação 1 0,025 0,025 0,21 4,20 

Regressão 1 421,849 421,849 3595,17* 4,20 

Desvio de paralelismo 1 0,150 0,150 1,28 4,20 

Quadrático 1 0,004 0,004 0,04 4,20 

Diferença de quadrático 1 0,060 0,060 0,51 4,20 

Entre doses 5 422,089 84,418 719,44* 2,60 

Entre placas 5 1,044 0,209 1,78 2,60 

Dentro (erro) 25 2,933 0,117 - - 

Total 35 426,066 - - - 
*: significativo para p<0,05. 
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Tabela 27. Análise de variância dos resultados experimentais do doseamento do 
voriconazol em comprimidos, pelos métodos por CLAE, espectrofotometria no UV e 
ensaio microbiológico – método de difusão em ágar, cilindros em placa. 

Fonte de variação GL Soma de quadrados Quadrado médio Fcalc. Fcrítico* 

Entre grupos 2 5,900946 2,950473 1,2891 3,2381 

Dentro dos grupos 39 89,25964 2,288709 ...... ...... 

Total 41 95,16059 ...... ...... ...... 

*significativo para p < 0,05. 
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Figura 45. Índice de similaridade dos picos de degradação com TR de 2,6 minutos (PD1), 
obtidos através de hidrólise básica, hidrólise ácida e sob refluxo.  
 
 

 
 

Figura 46. Índice de similaridade dos picos de degradação com TR de 2,6 minutos (PD1), 
obtidos através de hidrólise básica, calor e oxidação. 
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Figura 47. Índice de similaridade dos picos de degradação com TR de 2,6 minutos (PD1), 
obtidos através de hidrólise básica, luz UV-C em solução e em estado sólido e luz UV-A 
em solução. 
 

 

 
 

Figura 48. Índice de similaridade dos picos de degradação com TR de 3,1 minutos (PD2), 
obtidos através de hidrólise básica e hidrólise em meio neutro. 
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Figura 49. Índice de similaridade dos picos de degradação com TR de 3,1 minutos (PD2), 
obtidos através de hidrólise básica, calor e oxidação. 

 
 

Figura 50. Índice de similaridade dos picos de degradação com TR de 3,1 minutos (PD2), 
obtidos através de hidrólise básica, Luz UV-C (em solução) e luz UV-A (em solução). 
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Figura 51. Índice de similaridade dos picos de degradação relativos ao PD1 com TR de 
2,6 minutos (CLAE analítica) e 13,7 minutos (CLAE semipreparativa). 
 
 
 
 

 
 
Figura 52. Índice de similaridade dos picos de degradação relativos ao PD2 com TR de 
3,1 minutos (CLAE analítica) e 16,0 minutos (CLAE semipreparativa). 
 
 
 
 



 173 

 
 

Figura 53. Índice de similaridade da fração PD1 coletada por CLAE semipreparativa, 
antes e após dessecação em evaporador rotatório, comparada com pico de referência 
(PD1 hidrólise básica).    

 

 
 

Figura 54. Índice de similaridade da fração coletada por CLAE semipreparativa, antes e 
após dessecação em evaporador rotatório, comparada com pico de referência (PD2 
hidrólise básica).    
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Tabela 28. Teores percentuais de voriconazol em bolsas para infusão com cloreto de 
sódio 0,9%, mantidas em geladeira e em temperatura ambiente, analisadas por CLAE. 

Temperatura  Tempo (dias) 

  0 2 4 7 9 11 14 21 

20-25 ºC Teor (%) 100 88,3 83,2 76,4 75,2 76,0 71,6 63,6 

 DPR ..... 1,4 1,3 0,9 1,8 1,7 1,2 3,8 

          

4-8 ºC Teor (%) 100 92,3 91,7 91,7 91,2 91,5 89,1 87,3 

 DPR .... 1,25 1,4 0,6 2,1 1,3 1,1 0,6 

 
 
 
Tabela 29. Teores percentuais de voriconazol em bolsas para infusão com glicose 5%, 
mantidas em geladeira e em temperatura ambiente, analisadas por CLAE. 

Temperatura  Tempo (dias) 

  0 2 4 7 9 11 14 21 

20-25 ºC Teor (%) 100 86,6 87,9 82,4 80,9 75,9 75,5 69,7 

 DPR ..... 0,8 2,3 1,1 3,8 1,8 0,7 3,3 

4-8 ºC          

 Teor (%) 100 92,4 93,6 92,2 92,9 87,7 89,2 88,0 

 DPR .... 1,0 1,1 0,7 1,3 2,2 2,8 0,4 
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Figura 55. Espectro de RMN – HETCOR do voriconazol (400 MHz, DMSO-D6). 

  
 
Figura 56. Espectro de RMN – HETCOR do PD1 (400 MHz, DMSO-D6). 



 186 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 187 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ANEXO 6 
 



 188 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 189 

 

 
 
 
 
 
 
 



 190 

 

 
 
 
 
 
 
 



 191 

 

 
 
 
 
 
 
 



 192 

 

 
 
 
 
 
 
 



 193 

 
 
 
 
 
 
 
 



 194 

 

 
 
 
 
 
 
 



 195 

 
 
 
 
 
 
 



 196 

 

 
 
 
 
 



 197 

 
 
 
 
 
 
 



 198 

 

 
 
 
 
 
 



 199 

 
 
 
 
 
 
 



 200 

 

 
 
 
 
 
 



 201 

 

 
 
 
 
 



 202 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 203 

 
 
 
 
 
 



 204 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 205 

 
 
 
 
 
 



 206 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 207 

 
 
 
 
 
 



 208 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 209 

BIOGRAFIA 
     
 
 

Agosto 1971 Nascimento em São Paulo das Missões, RS. 

1990 - 1994 Graduação em Farmácia Industrial. Universidade Federal de Santa 
Maria, UFSM, Santa Maria, RS. 

1994 - 1997 Responsável Técnica pelo Setor de Controle de Qualidade de 
Medicamentos Veterinários do Ministério da Agricultura, do 
Abastecimento e da Reforma Agrária, Porto Alegre/RS. 

1998 - 1999 Farmacêutica do Hospital São Lucas da PUCRS, atuando no 
preparo de quimioterapia, farmácia interna e farmácia industrial. 
Porto Alegre/RS. 

1999 - 2001 Mestrado em Ciências Farmacêuticas. Universidade Federal do 
Rio Grande do Sul, UFRGS, Porto Alegre, RS. 

Título: Desenvolvimento de métodos alternativos para o controle 
de qualidade do cetoconazol, flutamida, minoxidil e cloridrato de 
sertralina em farmácias de manipulação. 

Orientador: Ana Maria Bergold 

2001 - atual Professora de Controle Biológico de Medicamentos e de Controle 
de Qualidade de Produtos Farmacêuticos, do Curso de Farmácia 
da Universidade de Passo Fundo, RS. 

2003 - 2007 Doutorado em Ciências Farmacêuticas. Universidade Federal do 
Rio Grande do Sul, UFRGS, Porto Alegre, RS 

Título: Análise químico-farmacêutica e estudo de estabilidade do 
voriconazol 

Orientador: Ana Maria Bergold 

Co-orientador: Martin Steppe 
 
 

Artigos completos publicados em periódicos 

MENEGHINI, L. Z.; ADAMS, A. I. H. Avaliação físico-química de cápsulas de 
diazepam manipuladas em farmácias magistrais de Passo Fundo/RS. Revista 
Brasileira de Farmácia, v. 88, p. 67-70, 2007. 

ADAMS, A. I. H., STEPPE, M., FRÖEHLICH, P.E., BERGOLD, A.M. Comparison 
of Microbiological and UV-Spectrophotometric Assay for Determination of 
Voriconazole in Tablets. Journal of AOAC International, v.89, p.960 - 965, 2006. 

BERTOL, C. D.; WERLANG, M.C. ; ADAMS, A. I. H. Procedimento para validação 
do processo de preparação de nutrição parenteral. Revista Brasileira de Nutrição 
Clínica, v. 21, p. 193-197, 2006. 



 210 

ADAMS, A. I. H., BERGOLD, A.M. Development and validation of a high 
performance liquid chromatographic method for the determination of voriconazole 
content in tablets. Chromatographia (Wiesbaden), v.62, p.429 - 434, 2005. 

PEREIRA, M. E., ADAMS, A. I. H., SILVA, N. S. 2,5-hexanedione inhibits rat brain 
acetylcholinesterase activity in vitro. Toxicology Letters, v.146, p.269 - 274, 2004. 

MIOTTO JÚNIOR, S., ADAMS, A. I. H. Avaliação de cápsulas de nifedipino 
manipuladas em farmácias de Passo Fundo. Infarma, v.16, p.68 - 72, 2004. 

ADAMS, A. I. H., SALVATO, G. A., BERGOLD, A.M. Controle de qualidade do 
minoxidil em laboratórios de pequeno porte. Revista de Ciências Farmacêuticas, 
v.24, p.169 - 177, 2003. 

ADAMS, A. I. H., STAUB, I., FRÖEHLICH, P.E., BERGOLD, A.M. Avaliação da 
Integridade da fórmula do xampu de cetoconazol.. Infarma, v.14, p.74 - 76, 2002. 

ADAMS, A. I. H., BERGOLD, A.M. Assay of sertraline in tablets and drug 
substance by liquid chromatography. Journal of Pharmaceutical and Biomedical 
Analysis, v.26, p.505 - 508, 2001. 

ADAMS, A. I. H., BERGOLD, A. M. Doseamento do cloridrato de sertralina por 
cromatografia líquida de alta eficiência e volumetria em meio não-aquoso. RBCF. 
Revista Brasileira de Ciências Farmacêuticas, v.37, p.329 - 334, 2001. 

 

Trabalhos apresentados em eventos 
 
ADAMS, A. I. H., BERGOLD, A. M. Estudo químico-farmacêutico do voriconazol. 
In: II INOVA/MOSTRA - UFRGS - Mostra de Pesquisa e Pós-Graduação, 2007. 
Porto Alegre. 

MARCO, S. L., SCANDOLARA, N. R., ADAMS, A. I. H., KNORST, M. T. Avaliação 
da qualidade de cápsulas de piroxicam manipuladas em farmácias de Passo 
Fundo (RS) In: XVI Mostra de Iniciação Científica, 2006, Passo Fundo, RS. 

SCANDOLARA, N. R., MARCO, S. L., ADAMS, A. I. H., KNORST, M. T. Avaliação 
das propriedades biofarmacotécnicas de cápsulas de piroxicam comercializadas 
no Brasil In: XVI Mostra de Iniciação Científica, 2006, Passo Fundo, RS. 

MORIMOTO, L. N., ADAMS, A. I. H., BERGOLD, A.M. Estudo da estabilidade 
físico-química do voriconazol injetável como produto reconstituído e nas bolsas 
para infusão. In: XVIII Salão de Iniciação Cientifica, 2006, Porto Alegre, RS. XVIII 
Salão de Iniciação Cientifica. , 2006.  

MENEGHINI, L.Z., ADAMS, A. I. H. Controle de qualidade de cápsulas de 
diazepam produzidas por farmácias do Planalto Médio. In: 7ª Semana Acadêmica 
da Farmácia - 2ª Mostra em Farmácia, 2005, Passo Fundo, RS.  



 211 

BARUFFI, C. P., ADAMS, A. I. H. Determinação do Fator de Proteção Solar de 
preparações cosméticas contendo filtros solares químicos. In: 7ª Semana 
Acadêmica da Farmácia - 2ª Mostra em Farmácia, 2005, Passo Fundo, RS.  

GUERRA, S. R., ADAMS, A. I. H. Controle de qualidade de cápsulas de cloridrato 
de ranitidina produzidas em um hospital do Planalto Médio In: XIV Mostra de 
Iniciação Científica da UPF, 2004, Passo Fundo, RS. 

ADAMS, A. I. H., BERGOLD, A.M.  Desenvolvimento de métodos para 
doseamento de sertralina em farmácias de manipulação. In: XVII Congresso Pan-
Americano de Farmácia e V Congresso Mundial de Farmacêuticos de Língua 
Portuguesa, 2000, Rio de Janeiro, RJ. Anais do XVII Congresso Pan-Americano 
de Farmácia e do V Congresso Mundial de Farmacêuticos de língua Portuguesa.  

ADAMS, A. I. H., FRÖEHLICH, P, E.; BERGOLD, A.M. Doseamento de sertralina 
em meio não-aquoso: uma proposta viável. In: VI Encontro Nacional de 
Professores de Química Farmacêutica e I Reunião dos Professores de Química 
Farmacêutica para o Mercosul, 2000, Porto Alegre. Programa Oficial/Resumo de 
Trabalhos do V Pharmatech, VI ENPQF, II ENECQ, 2000.  

ADAMS, A. I. H., VOGT, A. I., PEREIRA, M. E. Delta-aminolevulinic acid 
dehydratase (ALA-D) activity from liver, brain and kidney of rats treated during 
pos-natal stages of development with mercury and cadmium chloride. In: Reunião 
Anual da SBBq, 1994, Caxambu, MG. 

ADAMS, A. I. H., KUNRATH, M. R. K., VOGT, A. I., KRICK, M., TEIXEIRA, J. B., 
PEREIRA, M. E. Efeitos do 2,3-dimercaptopropanol in vitro sobre a atividade da 
delta-aminolevulinato desidratase (ALA-D) de camundongos. In: VIII Congresso 
Brasileiro de Toxicologia, 1993, Curitiba, PR.  

ADAMS, A. I. H., KUNRATH, M. R. K., VOGT, A. I., KRICK, M., TEIXEIRA, J. B., 
PEREIRA, M. E. Efeitos do 2,3-dimercaptopropanol in vivo e in vitro sobre a 
atividade da delta-aminlevulinato desidratase In: VIII Reunião da FESBE, 1993, 
Caxambu, MG. 

 

 

 

 

 

 

 

 



 212 

 

 
 



Livros Grátis
( http://www.livrosgratis.com.br )

 
Milhares de Livros para Download:
 
Baixar livros de Administração
Baixar livros de Agronomia
Baixar livros de Arquitetura
Baixar livros de Artes
Baixar livros de Astronomia
Baixar livros de Biologia Geral
Baixar livros de Ciência da Computação
Baixar livros de Ciência da Informação
Baixar livros de Ciência Política
Baixar livros de Ciências da Saúde
Baixar livros de Comunicação
Baixar livros do Conselho Nacional de Educação - CNE
Baixar livros de Defesa civil
Baixar livros de Direito
Baixar livros de Direitos humanos
Baixar livros de Economia
Baixar livros de Economia Doméstica
Baixar livros de Educação
Baixar livros de Educação - Trânsito
Baixar livros de Educação Física
Baixar livros de Engenharia Aeroespacial
Baixar livros de Farmácia
Baixar livros de Filosofia
Baixar livros de Física
Baixar livros de Geociências
Baixar livros de Geografia
Baixar livros de História
Baixar livros de Línguas

http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1


Baixar livros de Literatura
Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matemática
Baixar livros de Medicina
Baixar livros de Medicina Veterinária
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC
Baixar livros Multidisciplinar
Baixar livros de Música
Baixar livros de Psicologia
Baixar livros de Química
Baixar livros de Saúde Coletiva
Baixar livros de Serviço Social
Baixar livros de Sociologia
Baixar livros de Teologia
Baixar livros de Trabalho
Baixar livros de Turismo
 
 

http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1

