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RESUMO

A malaria ¢ a doenga parasitaria mais devastadora do mundo, com cerca de 300 a 500 milhdes de casos
resultando em 1 a 3 milhdes de mortes anuais. No Brasil, foram relatados ao Ministério da Saude mais de 540
mil casos da doenga em 2006. Entre os maiores problemas relacionados ao tratamento da malaria estdo o arsenal
terapéutico limitado e o aparecimento de resisténcia aos antimalaricos. A resisténcia aos antimalaricos pode ser
desencadeada por varios fatores, inclusive o uso de medicamentos de ma qualidade ou falsos. A qualidade dos
medicamentos deve ser continuamente avaliada, principalmente em regides tropicais como a Amazodnica e outras
regides endémicas. Trés estados da Regido Norte do Brasil foram escolhidos para a avaliagdo da qualidade de
medicamentos (o almoxarifado estadual ¢ duas localidades em cada estado). Os resultados foram comparados
com aqueles apresentados pelo CENADI (Central Nacional de Armazenamento e Distribuigdo de Insumos), no
Rio de Janeiro (4area ndo endémica). Estes locais foram visitados e fotografados para caracterizar o
armazenamento de medicamentos. Amostras contendo comprimidos de difosfato de cloroquina, cloridrato de
mefloquina, difosfato de primaquina e sulfato de quinina foram armazenados nas condi¢des ambientais locais
por cinco meses. Apos este tempo, as amostras foram recolhidas e avaliadas pelo Laboratério de Controle de
Qualidade por analises fisico-quimicas. As amostras foram analisadas segundo métodos das monografias da
Farmacopéia Americana 28" edi¢@o e da literatura cientifica. O armazenamento de medicamentos encontrado na
regido Norte mostrou-se deficitario ¢ necessita de melhorias. Apenas um almoxarifado estadual apresentou
condigdes apropriadas de armazenagem, porém as amostras ndo foram analisadas devido a extravio. Os demais
almoxarifados estaduais e localidades apresentaram deficiéncias no armazenamento dos antimalaricos, podendo
influir na qualidade destes. As amostras de cloroquina ndo apresentaram problemas de qualidade. As amostras de
primaquina e quinina apresentaram problemas de produ¢do industrial, como variacdo de peso e de embalagem,
sem relacdo com altas temperaturas e umidade. A porcentagem de cedéncia de mefloquina da amostra do
CENADI apresentou diferenca estatisticamente significativa comparada a dos outros locais na Regido Norte,
causada por problemas de formulagdo ou mau armazenamento. Um método de cromatografia liquida de alta
eficiéncia para a determinacdo de cloridrato de mefloquina em comprimidos foi desenvolvido e validado. As
condi¢des cromatograficas otimizadas foram: metanol:tampao fosfato monobasico de potassio (0,05 mol/l)
(60:40), fluxo 1 ml/min, coluna C;g 250 x 4,6 mm 5 pm, volume de injecdo 20 pl, detec¢do em 283 nm. O
método se mostrou seletivo a produtos de degradacio (hidrolise e fotdlise) e também em relacdo a substancias
estruturalmente relacionadas ao cloridrato de mefloquina. A linearidade foi demonstrada na faixa de 50 a 150
pg/ml (R? > 0,99), bem como a exatidio (98,81 — 100,25%) e precisdo (DPR de 0,84%). Os limites de detecgio e
quantifica¢do foram 0,3 pg/ml e 0,45 pg/ml, respectivamente. O método se mostrou robusto a variagdes de
composi¢do da fase movel (= 3% MeOH), fluxo (0,1 ml/min) e temperatura (+ 5 °C), mas ndo a variagdes no

pH do tampao utilizado (£ 0,5).

Palavras-chave: Antimalaricos; controle de qualidade; estabilidade; mefloquina; CLAE



ABSTRACT

Malaria is the most devastating parasitic disease in the world, responsible for 300 to 500 million cases and 1 to 3
million deaths per year. The Brazilian Ministry of Health accounted for about 540 thousand cases in 2006.
Among the greatest problems related to malaria therapy are the limited therapeutic arsenal and the plasmodium
resistance to antimalarials. Antimalarial resistance can be triggered by many factors, including the use of
substandard and/or counterfeit drugs. Drug quality must be continuously evaluated, mainly in tropical regions
such as the Brazillian Amazon and other similarly endemic malarial regions. Three states in the North region of
Brazil were selected for this antimalarial drug quality evaluation (the state storeroom and two localities in each
state). Results were compared to those presented by CENADI (Central Nacional de Armazenamento e
Distribuigdo de Insumos), located in Rio de Janeiro (non-endemic area). These locations have been visited and
photographed, in order to assess drug storage conditions. Samples containing chloroquine phosphate, mefloquine
hydrochloride, primaquine phosphate and quinine sulfate in the form of tablets were submitted to ambient
conditions in those places for five months. Thereafter, they were collected and evaltuated by the Quality Control
Laboratory for physical-chemical analysis. All samples were assayed according to United States Pharmacopeia
28" edition and methods from scientific literature. Drug storage conditions were found inappropriate and needed
improvements. Only one state storeroom showed adequate storage conditions, however samples were not
evaluated due to misplacement. The remaining state storerooms and localities presented several improperties
which can affect drug quality. Chloroquine samples showed no quality problems. Primaquine and quinine
samples were found with manufacturing problems such as bad weight variation and packaging, not related to
heat and humitidy. Release of mefloquine from tablets from CENADI location showed statistically significant
difference with those stored in the North region, due to formulation problems or bad storage conditions. A
method to assay mefloquine hydrochloride in tablets using high performance liquid chromatography was
developed and validated in this work. Optimal chromatographic conditions were: methanol:monobasic potassium
phosphate (0,05 mol/l) (60:40), flow rate 1 ml/min, C;g column 250 x 4,6 mm 5 um, injection volume 20 pl,
detection 283 nm. It showed selectivity to degradation products (hydrolisis and photolysis) and to substances
structurally related to mefloquine hydrochloride. Linearity was demonstrated in the range 50 — 150 pg/ml (R* >
0,99), and also accuracy (98.81 — 100.25%) and precision (RSD of 0.84%).Detection limit and quantitation limit
were 0.3 pg/ml and 0.45 pg/ml, respectively. The results remained unaffected by modifications in the mobile
phase composition (£3%), flow rate (+ 0,1 ml/min) and temperature (+ 5°C), but not to changes in the buffer pH
(£0,5).

Keywords: Antimalarial; quality control; stability; mefloquine; HPLC
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1 INTRODUCAO

A malaria ¢ a doenga parasitaria mais importante do mundo, posicionando-se entre 0os maiores
desafios para os paises mais pobres na area de satde e desenvolvimento. Mais de um tergo da
populagdo mundial reside em areas endémicas e cerca de um bilhdo de pessoas porta o
parasito em alguma fase da vida (GUERIN et al., 2002). A doenga causa pelo menos 300
milhdes e, possivelmente, algo como 500 milhdes de casos agudos a cada ano, resultando em
mais de 3000 mortes diarias, a maioria criancas na Africa Sub-Saariana. Entre os adultos, as

mulheres gravidas constituem o principal grupo de risco (WHO, 2002).

A malaria continua sendo um grave problema de Satde Publica na Regido Amazonica, devido
a sua alta incidéncia e aos efeitos debilitantes para as pessoas acometidas por essa doenca,
com um importante potencial de influenciar o préprio desenvolvimento daquela regido
(BRASIL, 2005). Apesar de uma reducdo do numero de casos de aproximadamente 10%, em
relacdo a 2005, foram registrados, em 2006, mais de 540.000 casos de maléria na Regiao

Amazonica (BRASIL, 2007).

A Relagdo Nacional de Medicamentos Essenciais (RENAME, 2002) relaciona para o
tratamento da malaria os seguintes medicamentos: artemeter solugdo injetavel, artesunato de
sodio comprimidos e solugdo injetavel, clindamicina capsulas, cloroquina comprimidos e
solucdo injetavel, doxiciclina drageas, mefloquina comprimidos, primaquina comprimidos e
quinina comprimidos e solu¢do injetdvel. Os medicamentos mais utilizados no programa
nacional de malaria sdo: fosfato de cloroquina, cloridrato de mefloquina, sulfato de quinino e
fosfato de primaquina, todos na forma farmacéutica comprimidos. Segundo dados da
Organizagao Pan-Americana da Saude, no ano de 2005 foram distribuidos, somente no Brasil,
14.573.592 comprimidos de primaquina, 9.130.088 comprimidos de cloroquina, 2.600.211
comprimidos de quinina e 739.802 comprimidos de mefloquina (PAHO, 2006). A quantidade
destes medicamentos distribuida em 2005 é mais que o dobro daquela distribuida dois anos

antes no pais (PAHO, 2003).

A Amazobnia é uma regido com temperatura e umidade relativa altas, sendo por isso
classificada juntamente com o Brasil na zona climatica IV (Tabela 1). Estas condigdes

climaticas geralmente aceleram a degradacdo quimica e podem alterar as propriedades
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biofarmacéuticas dos medicamentos (KAYUMBA et al., 2004). Este ¢ um dado importante,
pois o uso de doses subterapéuticas de antimaldricos pode exercer uma pressao seletiva
levando a organismos resistentes aos farmacos, resultado de infec¢des tratadas

incompletamente com medicamentos de ma qualidade (TAYLOR et al., 1995).

Tabela 1 — Zonas climaticas internacionais (THE UNITED, 2006)

Zona Climadtica Regioes

I. Temperada Japao

Reino Unido

Europa Setentrional

Canada

Russia

Estados Unidos da América
II. Mediterranea, subtropical Estados Unidos da América

Japao

Europa meridional (Portugal — Grécia)
III. Quente, seco Ira

Iraque

Sudao
IV. Quente, imido Brasil

Gana

Indonésia

Nicaragua

Filipinas

O tratamento adequado da maléria requer que medicamentos eficazes e seguros estejam
disponiveis aos pacientes de uma maneira que a vida util dos fAirmacos esteja maximizada, ou
seja, que o paciente fique protegido da resisténcia. Segundo HASTINGS e D’ALESSANDRO

(2000), a resisténcia acontece mais freqlientemente quando:

e A imunidade do paciente ¢ baixa, ou seja, ndo contribui significativamente para o
exterminio do parasita, tarefa que cabera aos medicamentos;

e A parasitemia ¢ alta, pois a variabilidade genética sera maior;

e A taxa de transmissdo ¢ baixa — a chance de o parasita infectante ser de uma unica
cepa ¢ maior, evitando a competi¢ao entre parasitas sensiveis e resistentes ao tratamento;

e A pressao medicamentosa ¢ intensa, j& que os parasitas serdo mais expostos aos

medicamentos, aumentando a chance de selecao daqueles resistentes.
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O uso descontrolado dos medicamentos, medicamentos de ma qualidade ou falsos também
contribuem para o aparecimento de resisténcia (GUERIN et al., 2002). Além disso, o uso de
medicamentos antiinfecciosos de ma qualidade ou falsos contribuem para o aumento da
morbidade e mortalidade, reagdes adversas devido a dose excessiva e/ou presenca de
contaminantes patogénicos, aumento dos custos do sistema de satde, diminui¢do da confianga
no sistema de saude e nas autoridades sanitarias e, como ja citado, a selecdo de parasitas
resistentes com o uso de doses subterapéuticas do principio ativo (NEWTON et al., 2006).
Assim, dado a importancia da qualidade dos medicamentos no tratamento da malaria,
avaliagdes de antimalaricos sdo frequentemente realizadas em diversos paises do mundo,
principalmente em regides tropicais como, por exemplo, o sudoeste da Asia, Oriente médio,

Africa subsaariana, América Central ¢ do Sul.

Sobre os métodos analiticos para a verificacdo da qualidade dos comprimidos de cloroquina,
quinina, primaquina ¢ mefloquina, estdo disponiveis nas farmacopéias Brasileira e
internacionais autorizadas pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria — ANVISA
(BRASIL, 2003b; BRASIL, 2006) monografias para os trés primeiros produtos, faltando a

metodologia analitica para a analise de mefloquina comprimidos.

O Pais tem aplicado recursos importantes no combate a malaria e tem observado falhas
terapéuticas que podem estar associadas, entre outros fatores, a qualidade dos medicamentos

fornecidos por empresas estatais ou importados pela Organiza¢do Pan-Americana da Saude.

Por outro lado, novas pesquisas estdio em fase de desenvolvimento avaliando novas
possibilidades terapéuticas por meio de associacdes com farmacos mais modernos. Ha um
projeto integrado, patrocinado pelo Ministério da Saude do Brasil e pela Organizagdao Pan-
Americana da Satde, do qual o Laboratorio de Controle de Qualidade da Faculdade de
Farmacia da UFMG ¢ signatéario. A parcela do trabalho que cabe 8 UFMG ¢ a de rastrear a
qualidade dos produtos ministrados aos portadores da doencga e, principalmente, o de deixar
definida a qualidade dos farmacos utilizados nas produgdes farmacéuticas, por meio de
métodos validados que possam identificar a qualidade da matéria-prima adquirida, tanto no

mercado nacional quanto no internacional.

Inexiste, no Brasil, um estudo sobre a qualidade dos medicamentos antimaléricos

armazenados na Regido Amazonica, fator este que, em caso de problemas, poderia ser uma
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das causas da recrudescéncia da doenga. E necessario conhecer a qualidade por meio de testes
capazes de avaliar o comportamento dos medicamentos frente as condigdes climaticas na
regido. Por outro lado, métodos analiticos para produtos farmacé€uticos de interesse nacional
devem ser objeto de pesquisa e publicagdo visando buscar uma independéncia na produgdo e

no conseqliente controle de qualidade para a garantia do nivel sanitario de sua populagao.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Avaliar a qualidade dos medicamentos utilizados no tratamento da malaria, armazenados na

Regido Amazdnica do Brasil.

2.2 Objetivos especificos

e Verificar as condigdes de armazenamento de medicamentos antimalaricos na Central
Nacional de Armazenamento e Distribuicdio de Insumos (CENADI), em

almoxarifados estaduais e em localidades da Regido Amazdnica.

e Verificar a qualidade de comprimidos de cloroquina, mefloquina, primaquina e
quinina armazenados por cinco meses em almoxarifados estaduais e localidades de

trés estados da Regido Amazonica.

e Verificar a qualidade de comprimidos de cloroquina, mefloquina, primaquina e
quinina armazenados por cinco meses na Central Nacional de Armazenamento e

Distribui¢ao de Insumos (CENADI), localizada na cidade do Rio de Janeiro (RJ).

e Comparar os resultados das amostras que permaneceram nos estados do Norte do

Brasil com aquelas que permaneceram no CENADI.

e Desenvolver e validar método por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE)

para a determinag¢do de cloridrato de mefloquina em comprimidos.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 A maléria

A maléria sempre foi, desde a Antiguidade, um dos principais flagelos da humanidade. A
doenca mata, atualmente, duas vezes mais que a AIDS e muito mais do que qualquer outra
doenga infecciosa. A maléria estd presente, também, em mais de 90 paises, embora com
prevaléncia diferente. Os mais comprometidos sdo India, Brasil, Afeganistio e paises
asiaticos, incluindo a China, sem contar os paises africanos, nos quais 3000 criangas morrem

por dia em decorréncia da malaria (CAMARGO, 2003).

A maléria ¢ tipicamente uma doenca do mundo subdesenvolvido. J& desapareceu da Europa e
da América do Norte, onde vicejou até a metade do século XX. Na ultima década, apenas
cerca de 400 casos anuais de malaria foram registrados no Canada ¢ 900 nos EUA. Porém, a
grande maioria destes casos era importada: apenas uma dezena se originando no préprio pais,

a maioria resultante de transfusdes de sangue (CAMARGO, 2003).

Também conhecida como paludismo, febre palustre, impaludismo, maleita ou sezdo, a maléria
foi primeiramente citada na era Pré-Crista, por Hipocrates. Foi ele quem descobriu as suas
caracteristicas de ocorréncia sazonal e de febre com padrdo paroxistico e intermitente.
Entretanto, foi somente no século XIX que o termo maldria teve origem. Escritores italianos
defendiam a tese que a doenga era causada por vapores nocivos exalados dos pantanos
tiberianos, designando-a “mal aria” cujo sentido literal ¢ “mau ar”. Apenas em 1880, um
médico franc€s, Charles Louis Alphonse Laveran, conseguiu observar organismos em
movimento ao examinar, a fresco, o sangue de um paciente com maldria. Estudos posteriores
permitiram que os pesquisadores italianos Grassi, Bastianelli e Bignami, em 1898 e 1899,
tivessem a gloria de descobrir o desenvolvimento completo das trés espécies de plasmodio

humano em anofelinos (BRAGA & FONTES, 2002).

A partir do conhecimento do ciclo de vida do parasito e, visando a interrup¢do de sua
transmissdo, diferentes estratégias de ataque a doenga tém sido propostas. Entre elas destaca-

se o Programa de Erradicacdo da Malaria, proposto em 1955 pela Organizagao Mundial da



Revisao bibliografica -27 -

Satde (OMS), centrado principalmente em agdes verticais, incluindo a borrifacao de paredes
com inseticida de acdo residual (DDT) e o tratamento em massa com um antimalarico de
baixa toxicidade, a cloroquina. Este esforco mundial para erradicar a doenca, apesar de bem-
sucedido em varios paises, apresentou efeito limitado em extensas regides da Africa, Asia e
América do Sul, incluindo a Amazodnia brasileira. Todavia, a emergéncia da resisténcia de
parasitos aos antimalaricos e as limitagdes do uso de inseticidas, associadas ao panorama
politico-econémico mundial, desencadearam um agravamento da situacdo epidemiologica da
malaria nas trés Gltimas décadas. O reconhecimento deste panorama fez com que a estratégia
de enfrentamento do problema fosse modificada ao longo dos anos. Atualmente a OMS
possui um plano de agdao que enfatiza a integracao das atividades de controle as atividades dos
servigos gerais de saude, reconhecendo as especificidades locais de cada situacdo a ser

enfrentada (BRAGA & FONTES, 2002).

Todo esse sofrimento a humanidade deve a dois inimigos que se aliaram ha milénios para

seviciar a espécie humana: um protozoario e um mosquito (CAMARGO, 2003).

3.1.1 Agente etiologico

Os parasitas causadores de maldria pertencem ao filo Apicomplexa, familia Plasmodiidae e ao
género Plasmodium. Atualmente sdo conhecidas 150 espécies causadoras de maldria em
diferentes hospedeiros vertebrados. Destas, apenas quatro espécies parasitam o homem:
Plasmodium falciparum, P. vivax, P. malariae ¢ P. ovale. Este ultimo ocorre apenas em

regides restritas do continente africano (BRAGA & FONTES, 2002).

3.1.2 Ciclo biologico, patogenia e quadro clinico

Embora a maldria possa ser transmitida por transfusdo de sangue infectado e pelo
compartilhamento de agulhas, os seres humanos habitualmente se infectam por esporozoitos
injetados pela picada da fémea do mosquito infectada (TRACY & WEBSTER, 2003). No
Brasil, a principal espécie transmissora € o Anopheles darlingi, ausente das areas urbanizadas
brasileiras e restrito a Amazoénia (CAMARGO, 2003). Estes esporozoitos saem rapidamente
da circulag¢do sanguinea e se localizam nos hepatocitos, onde se transformam, multiplicam e
se desenvolvem em esquizontes tissulares. Este estagio tissular primario assintomatico (pré-

eritrocitico ou exoeritrocitico) da infeccdo dura de 5 a 15 dias, dependendo da espécie de
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Plasmodium. Os esquizontes entdo se rompem, cada qual liberando milhares de merozoitos
que penetram na circulagdo, invadem os eritrocitos e iniciam o estdgio eritrocitario da
infeccdo ciclica. Uma vez ocorrida a explosdo de esquizontes tissulares na infec¢dao por P.
falciparum e por P. malariae, nenhuma forma do parasito permanece no figado. Mas na
infeccdo por P. vivax e P. ovale, persistem parasitos tissulares que podem causar recidivas da
infeccdo eritrocitica meses a anos apoOs a primeira crise. A origem dessas formas tissulares
latentes ndo ¢ clara. Nos eritrocitos, a maioria dos parasitos sofre desenvolvimento assexuado
de formas anelares jovens até trofozoitos e finalmente até esquizontes maduros. Os eritrocitos
contendo esquizontes se rompem, cada qual liberando 6 a 24 merozoitos, dependendo da
espécie de Plasmodium. Os merozoitos liberados invadem mais eritrocitos para perpetuar o
ciclo, que continua até a morte do hospedeiro ou a modulacdo por f&rmacos ou a imunidade
parcial adquirida (TRACY & WEBSTER, 2003). Depois de algumas geragdes de merozoitos
sanguineos, ocorre a diferenciacdo em estagios sexuados, os gametdcitos, que ndo mais se
dividem e que seguirdo o seu desenvolvimento no mosquito vetor, dando origem aos

esporozoitos (BRAGA & FONTES, 2002).

O ciclo sangiiineo se repete sucessivas vezes, a cada 48 horas, nas infecgdes pelo P.
falciparum, P. vivax e P. ovale, e a cada 72 horas, nas infec¢gdes pelo P. malariae. Na fémea
do anofelino, os gametdcitos serdo diferenciados em masculinos (microgameta) e feminino
(macrogameta). Ocorrerd a fecundagdo e o zigoto (oocineto) ficard localizado no intestino
médio do inseto. Inicia-se um processo de reprodugdo esporogonica, € apds um periodo de 14
dias, ocorre a ruptura da parede do oocisto, sendo liberados os esporozoitos, os quais
caminhardo pela hemolinfa até as glandulas salivares do inseto (BRAGA & FONTES, 2002).

O ciclo esquizogonico do Plasmodium esté representado na Figura 1.

Apenas o ciclo eritrocitico assexuado ¢ responsavel pelas manifestacdes clinicas e patologia
da malaria. A passagem do parasito pelo figado (ciclo exo-eritrocitico) ndo € patogénica e nao
determina sintomas. A destruicao dos eritrécitos e conseqiiente liberagdo dos parasitos e seus
metabolitos na circulagdo provocam uma resposta do hospedeiro, determinando alteragdes
morfologicas e funcionais observadas no individuo com malaria. Os possiveis mecanismos
determinantes das diferentes formas clinicas da doenca baseiam-se fundamentalmente, na

interacdo dos seguintes fendmenos patogénicos (BRAGA & FONTES, 2002):
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e Destruicdo dos eritrécitos parasitados;

e Toxicidade resultante da liberagao de citocinas;
e Seqliestro dos eritrocitos parasitados na rede
falciparum;

Lesao capilar por deposi¢cdo de imunocomplexos,

capilar, no caso especifico de P.

no caso de P. malariae.
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Figura 1 — Ciclo esquizogonico do Plasmodium (BRASIL, 2001)

O periodo de incubagdo de malaria varia de acordo com a espécie de plasmodio, sendo de 8 a
12 dias para P. falciparum, 13 a 17 para P. vivax e 28 a 30 dias para P. malariae. Uma fase
sintomadtica inicial, caracterizada por mal estar, cefalé¢ia, cansaco e mialgia, geralmente
precede a classica febre da malaria. Estes sintomas sdo comuns a muitas outras infecgdes, nao
permitindo um diagnostico clinico seguro. O ataque paroxistico agudo (acesso malarico),
coincidente com a ruptura das hemadcias ao final da esquizogonia, ¢ geralmente acompanhado
de calafrio e sudorese. Esta fase dura de 15 minutos a uma hora, sendo seguida por uma fase

febril, com temperatura corporea podendo atingir 41 °C ou mais. Apds um periodo de duas a
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seis horas, ocorre defervescéncia e o paciente apresenta sudorese profusa e fraqueza intensa.
Depois de algumas horas, os sintomas desaparecem e o paciente sente-se melhor (BRAGA &

FONTES, 2002).

Apos a fase inicial, a febre assume um carater intermitente relacionado ao tempo de ruptura
de uma quantidade suficiente de hemacias contendo esquizontes maduros. Portanto, a
periodicidade dos sintomas estd na dependéncia do tempo de duracdo dos ciclos eritrociticos
de cada espécie de plasmddio: 48 horas para P. falciparum, P. vivax € P. ovale (maléria ter¢a)
e 72 horas para P. malariae (malaria quartd). Entretanto, a constata¢do desta regularidade ¢
pouco comum nos dias atuais, em decorréncia de tratamento precoce, realizado ainda na fase
de assincronismo das esquizogonias sangiiineas. Desta forma, o padrdo mais observado ¢ o da

febre cotidiana (BRAGA & FONTES, 2002).

3.1.3 Diagnédstico e tratamento

O diagnostico da infeccdo malérica s6 € possivel pela demonstracdo do parasito, ou de
antigenos relacionados, no sangue periférico do paciente. No entanto, em virtude de seu
padrao epidemioldgico diverso, varias tém sido as abordagens diagnosticas da malaria. A
OMS, em suas orientagdes atuais para o controle da maldria no mundo, preconiza tanto o
diagnéstico clinico quanto o diagndstico laboratorial como norteadores da terapéutica da

doenca (BRAGA & FONTES, 2002).

O elemento mais importante no diagndstico clinico da maldaria, tanto nas areas endémicas
como nas ndo endémicas, ¢ sempre cogitar a possibilidade da doenca. Como a distribuicdo da
malaria ndo é homogénea, inclusive nos paises onde sua prevaléncia ¢ elevada, tornam-se
importantes os fatores geograficos e os antecedentes de viagens que possam dar indicacdes
sobre a exposi¢do a doenca. Além disso, deve-se considerar a possibilidade de malaria
induzida, em conseqiiéncia de transfusdes ou utilizacdo de agulhas contaminadas. Ainda,
deve-se distinguir a malaria de outras doengas de quadro clinico semelhante presentes nos

paises malarigenos (OMS, 2000).

Em relagdo ao diagnostico parasitologico, na maioria dos casos, as laminas de sangue de gota
espessa ou o exame de esfregaco revelam a presenca dos parasitas de malaria. O exame de

gota espessa ¢ mais util que o esfregaco para detectar a parasitemia da maldria,



Revisao bibliografica -31-

particularmente quando esta for baixa. Os meios € equipamentos necessarios para o exame
microscopico de laminas de sangue podem ser instalados facilmente em um local préximo a
um centro de saiide ou a um hospital e as ldminas podem ser analisadas por pessoal treinado.
Isso reduz o atraso ocasionado ao se enviar as amostras a um laboratdrio distante. Embora o
custo ainda seja elevado, dispde-se atualmente de novas provas diagnodsticas rapidas. No
entanto, elas ndo substituem o método padrao de microscopia para o diagndstico da malaria
grave € 0 monitoramento do tratamento, por ndo permitirem a verificacdo da morfologia do

parasita e do aspecto da lamina (OMS, 2000).

No ano de 2006 foram realizados aproximadamente 3,4 milhdes de exames para diagndstico
de malaria, na Amazonia Legal. Esta regido, compreendida pelos estados do Acre, Amazonas,
Amapé, Maranhdo, Mato Grosso, Para, Rondonia, Roraima e Tocantins, conta com 3209
unidades de diagnoéstico, responsaveis também pelo fornecimento do tratamento imediato,

como preconizado pela OMS (BRASIL, 2007; WHO, 2002).

O tratamento oportuno e eficaz da malaria ¢ provavelmente o elemento que tem a melhor
relacdo custo/beneficio nas estratégias de controle. A maior parte da terapia antimalarica no
mundo ¢ feita com medicamentos orais para maléria causada por P. falciparum. O tratamento
por via oral previne a progressao da doenga, além de, se realizado a tempo e com eficécia, ser
capaz de reduzir a sua morbidade e mortalidade. Entretanto, muitas pessoas que vivem em
areas endémicas tém pouco ou nenhum acesso ao diagnoéstico e tratamento, além disso, este
ultimo comumente ¢ inadequado porque medicamentos de qualidade e eficazes ndo estdo
disponiveis para a populacdo, ou, se estdo, sdo ingeridos incorretamente (prescri¢ao incorreta
ou baixa adesdo ao tratamento) ou sdo utilizados erroneamente (em pacientes que nao
possuem malaria). Muitos paises afetados pela malaria incluem, em seus esquemas
terapéuticos, fArmacos que sdo parcialmente ou completamente ineficazes (GUERIN et al.,

2002).

Em varias areas, a doenga ¢ o tratamento tendem a acontecer fora do setor de saude formal ¢
por isso nao sdo incluidos nas estatisticas oficiais, ou seja, pouco se sabe sobre o
comportamento das pessoas que procuram tratamento com maldria sem complicagdes. Estes
fatores influenciam a eficiéncia dos programas nacionais de controle da maléaria. A falha em
prover tratamento imediato e eficaz aos pacientes com malaria ndo complicada leva a malaria

severa. Quando as condi¢des do paciente se deterioram, o tratamento oral ndo ¢ mais possivel,
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sendo necessario o uso de medicamentos de uso retal ou injetaveis. Este atraso pode ser fatal

(GUERIN et al., 2002).

Em rela¢do aos seus objetivos, o tratamento da malaria visa a interrup¢do da esquizogonia
sanguinea, responsavel pela patogenia e manifestagdes clinicas da infec¢@o. Entretanto, pela
diversidade do seu ciclo biologico, ¢ também objetivo da terapéutica proporcionar a
erradicacdo de formas latentes do parasito no ciclo tecidual (hipnozoitas) das espécies P.
vivax e P. ovale, evitando assim as recaidas tardias. Além disso, a abordagem terapéutica de
pacientes residentes em areas endémicas pode visar também a interrup¢do da transmissdo,
pelo uso de farmacos que eliminam as formas sexuadas dos parasitos (BRAGA & FONTES,

2002).

O tratamento da infec¢do malarica é recomendado de acordo com a espécie de Plasmodium
infectante. No Brasil, em 2006, 73,6% dos casos de malaria registrados foram causados
somente por P. vivax, 24,9% dos casos por P. falciparum e 1,5% dos casos foram infecg¢des

mistas (BRASIL, 2007).

Os esquemas de tratamentos adotados atualmente no pais para as infeccdes causadas por P.
vivax e P. falciparum estdo resumidos nas tabelas 2 e 3. O esquema mostrado na Tabela 4 foi
adotado para o tratamento de infec¢des por P. falciparum até o ano de 2006, permanecendo

como 22 escolha atualmente.

Tabela 2 — Esquema recomendado para tratamento das infecgdes por Plasmodium vivax com
comprimidos de cloroquina 150 mg em trés dias e primaquina (adulto 15 mg e infantil 5 mg)
em sete dias (BRASIL, 2001)

Farmacos e Doses

I’ dia 2° e 3° dias 4° ao 7° dias
Grupos
. Primaquina Primaquina Primaquina
etdarios Cloroquina Cloroquina
comprimido comprimido comprimido
comprimido comprimido
Adulto Infanti Adulto Infantil Adulto Infantil
< 6 meses A - - A - - - _
6 a 11 meses Y2 - 1 Y2 - 1 - 1
1 a2 anos 1 - 1 Y2 - 1 - 1
3 a 6 anos 1 - 2 1 - 2 - 2
7a 11 anos 2 1 1 le's 1 1 1 1
12 a 14 anos 3 lel - 2 lel - lel -
15 ou mais 4 2 - 3 2 - 2 -
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Tabela 3 — Esquema de 1* escolha, recomendado para tratamento das infecgdes por
Plasmodium falciparum com a associagio de artemeter + lumefantrina (Coartem®™ 20 + 120
mg) em 3 dias (BRASIL, 2006)

Coartem® 20 + 120 mg
Peso Idade I°dia 2°dia 3% dia
Manha Noite Manha Noite Manha Noite
Saldkg 6 meses a 2 anos 1 1 1 1 1 1
15a24 kg 3 a 8 anos 2 2 2 2 2 2
25a34kg 9 a 14 anos 3 3 3 3 3 3
>35kg > 14 anos 4 4 4 4 4 4

Tabela 4 — Esquema de segunda escolha recomendado para tratamento das infecgdes por
Plasmodium falciparum com comprimidos de sulfato de quinina 500 mg em trés dias,
doxiciclina 100 mg em cinco dias e primaquina (adulto 15 mg, infantil 5 mg) no 6°. dia
(BRASIL, 2001; BRASIL, 2006)

Farmacos e doses

. 1°, 2° e 3° dias 4° e 5° dias 6° dia
Grupos etdrios
Doxiciclina Doxiciclina
Quinina comprimido Primaquina comprimido

comprimido comprimido

8 a1l anos lel 1 1 1

12 a 14 anos 2e lel le’ 2

15 ou mais anos 4 2 2 3

3.1.4 Determinantes da resisténcia do plasmddio aos antimalaricos

Varios fatores contribuem para o aparecimento e expansdo da resisténcia do plasmodio aos
medicamentos antimalaricos. Os farmacos antimaldricos mais comuns ndo sdo mutagénicos,
mas mutagdes genéticas que conferem resisténcia do plasmodio a eles ocorrem na natureza.
Embora a propor¢do natural destes mutantes na populacdo de parasitas seja baixa, e amostras
isoladas de populagdes e individuos mostrem heterogeneidade, a selecdo dos parasitas mais
“adequados” ocorre quando ha pressdo medicamentosa. Mutagdes Unicas ou multiplas no
genoma do

(WONGSRICHANALALI et al., 2002).

plasmodio podem conferir resisténcia frente a  quimioterapia

As razdes para o aparecimento e expansao da resisténcia aos farmacos envolve a interagao dos
padrdes de uso dos medicamentos, caracteristicas intrinsecas do fArmaco, fatores relacionados
ao hospedeiro (homem), e fatores ambientais do inseto vetor (WONGSRICHANALALI et al.,
2002).
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As caracteristicas dos farmacos sao determinantes importantes da resisténcia. Primeiramente,
farmacos com tempos longos de meia-vida de eliminac¢ao, como a mefloquina, podem exercer
selecdo residual em infec¢des novas contraidas apds o tratamento da infeccdo primadria,
quando a droga persiste em concentragdes subterapéuticas no plasma, especialmente em areas
com intensa transmissdo de malaria. Secundariamente, a manutencdo de concentracdes
adequadas do farmaco por um tempo longo € necessdria para a completa eliminagao do
parasita. Doses subterapéuticas eliminam os parasitas mais susceptiveis, deixando aqueles que
conseguem se recuperar e reproduzir. Como resultado, a dose terapéutica necessaria pode
aumentar para valores além do maximo tolerado, demonstrando o aparecimento de resisténcia.
Em terceiro lugar, o uso indiscriminado dos farmacos aumenta a pressao medicamentosa e
serve de determinante na selecdo de populagdes de parasitas resistentes
(WONGSRICHANALALI et al.,2002). Recentemente, tem sido dada atencdo a qualidade dos
medicamentos nos programas de saude, a fim de evitar que medicamentos de méa qualidade

e/ou falsos possam estar presentes € contribuam para o aparecimento de resisténcia.

As respostas imunes potentes aumentam a eficacia da quimioterapia. Um paciente semi-imune
ainda pode ser curado por um medicamento, apesar de que os parasitas que carrega podem ser
parcialmente resistentes aos farmacos. Um individuo que nunca foi exposto a maléria
apresenta uma resposta imune ndo especifica que nao ¢ tdo eficaz quanto aquela apresentada
por um individuo submetido a infecgdes repetidas. Deste modo, o aparecimento de maléaria em
populagdes ndo-imunes como refugiados ou migrantes aumenta a possibilidade de
aparecimento e expansao da resisténcia, uma vez que parasitas com resisténcia baixa ou
moderada seriam eliminados em populagdes semi-imunes (WONGSRICHANALAI et
al.,2002).

O nivel da transmissao influencia a taxa de aparecimento e expansdo da resisténcia aos
farmacos, mas o seu papel exato ¢ complexo e provavelmente multifatorial. Acredita-se que o
risco de desenvolvimento de resisténcia aos farmacos pode ocorrer tanto em areas de baixa ou
alta transmissdo. Observou-se o aparecimento precoce de resisténcia em areas de baixa
transmissao (como Tailandia e Brasil). Como um exemplo da hipotese da resisténcia em areas
de alta transmissdo, resisténcia total a cloroquina foi observada em dois anos € meio em uma
area de alta transmissdo no leste da Africa, a qual estava sob uma forte pressio

medicamentosa (WONGSRICHANALALI et al.,2002)
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Finalmente, o inseto vetor e fatores ambientais podem influenciar a proliferagao de parasitas
resistentes. Por exemplo, parasitas resistentes a cloroquina podem se reproduzir mais
facilmente em certos anofelinos do que cepas nao-resistentes (WONGSRICHANALALI et
al.,2002).

Assim, devido a estes fatores, a resisténcia do plasmodio aos antimalaricos foi demonstrada
em varios paises e numa velocidade crescente. Estd relacionado na Tabela 5 o ano de

introducdo na terapéutica de alguns antimalaricos com o primeiro registro de resisténcia.

Tabela 5 — Antimalaricos: ano de introdugéo na terapéutica e ano da primeira notificagdo de
resisténcia (WONGSRICHANALALI et al., 2002)

Antimalarico Introducio Primeira notificacdo de resisténcia Diferenca (anos)
Quinina 1632 1910 278
Cloroquina 1945 1957 12
Proguanil 1948 1949 1
Sulfadoxina - pirimetamina 1967 1967 0
Mefloquina 1977 1982 5
Atovaquona 1996 1996 0

3.2 Os antimalaricos

De acordo com SWEETMAN (2005), os principais farmacos antimalaricos podem ser

classificados de acordo com a fase do ciclo de vida do parasita que afetam:

e FEsquizonticidas sanguineos agem nos estagios eritrociticos do parasita, responsaveis
pelos sintomas clinicos da doenca. Podem produzir uma cura clinica ou supressao da
infec¢cdo por cepas suscetiveis das quatro espécies de plasmodio mas, ndo produzem
uma cura radical das formas latentes das malarias vivax ou ovale;

e FEsquizonticidas teciduais agem nos estagios exoeritrociticos do parasita e sdo
utilizados para profilaxia para prevenir a invasdo das células sanguineas, ou para
promover a cura radical das malarias vivax e ovale;

e Gametocitocidas destroem as formas sexuadas do parasita para interromper a
transmissdo do homem para o inseto vetor;

e Esporonticidas nao tém efeito direto sobre os gametdcitos no hospedeiro, mas

previnem a esporogonia no mosquito vetor.
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Os farmacos antimaléricos podem também ser classificados de acordo com o grupo quimico

ao qual pertencem (Tabela 6).

Tabela 6 — Principais farmacos antimalaricos organizados por grupo quimico (SWEETMAN,

2005)

Grupo quimico

Fdrmacos principais

Atividade

4-Metanolquinolinas

4-Aminoquinolinas

8-Aminoquinolinas

Biguanidas

Diaminopirimidinas

Diclorobenzilidinas
Hidroxinaftoquinonas

9-Fenantrenometandis

Lactonas sesquiterpénicas

Sulfonamidas

Tetraciclinas

Lincosamidas

Sulfonas

Alcaléides da cinchona
Quinina
Quinidina
Mefloquina
Cloroquina
Hidroxicloroquina

Amodiaquina
Primaquina

Tafenoquina

Proguanil

Chlorproguanil

Pirimetamina

Lumefantrina
Atovaquona

Halofantrina

Artemisinina e seus derivados

Sulfadoxina

Sulfametopirazina

Doxiciclina

Tetraciclina

Clindamicina

Dapsona

Esquizonticidas sanguineos de agdo rapida. Atividade

gametocitocida marginal
Esquizonticida sanguineo

Esquizonticidas sanguineos de agédo rapida. Atividade

gametocitocida marginal

Esquizonticidas teciduais. Apresentam atividade
gametocitocida e agem em outras fases do ciclo de vida do
parasita.

Esquizonticidas teciduais e esquizonticidas sanguineos de
acdo lenta. Atividade esporonticida marginal. Inibidores da
diidrofolato redutase

Esquizonticida tecidual e esquizonticida sanguineo de agdo
lenta. Inibidor da diidrofolato redutase. Usualmente
empregado em associagdo com farmacos que inibem
diferentes estagios da sintese do folato, para agdo sinérgica.
Esquizonticida sanguineo

Esquizonticida sanguineo. Usualmente empregado em
combinagdo com proguanil

Esquizonticida sanguineo

Esquizonticidas sanguineos

Esquizonticidas sanguineos. Inibidores da sintese do
diidropteroato e do folato. Usualmente empregados em
combinagdo com pirimetamina.

Esquizonticidas sanguineos. Atividade esquizonticida tecidual
marginal.

Esquizonticidas sanguineos. Atividade esquizonticida tecidual
marginal

Esquizonticida sanguineo. Inibidor da sintese do folato.

Usualmente empregado em combinagdo com pirimetamina.

As formulas estruturais de alguns dos farmacos relacionados na Tabela 6 sdo apresentadas na

Figura 2, e na Figura 3 ¢ relacionado o ciclo de vida do parasita com os alvos de agdo dos

farmacos.
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Figura 2 — Formulas estruturais de farmacos utilizados no tratamento de malaria
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Figura 3 — Representa¢do esquematica do ciclo biologico dos plasmodios e indicagdo dos
alvos de a¢do dos antimalaricos (GUERIN et al., 2002)

O mecanismo de a¢do dos antimaléricos € um tema que ainda causa controvérsia. Varias sao
as teorias sobre como estes firmacos agem no parasita, como pode ser encontrado na

literatura (FOLLEY & TILLEY, 1998; LI, 2006; RIDLEY, 2002).

Uma descricdo detalhada dos antimalaricos que serao objeto de estudo neste trabalho sera

dada nas se¢des a seguir.

3.2.1 Sulfato de quinina

O uso medicinal da quinina data de mais de 350 anos. A quinina ¢ o principal alcaldide da
cinchona, a casca da arvore sul-americana também conhecida como quina, casca do jesuita ou
do cardeal. Em 1633, um monge agostiniano denominado Calancha, de Lima, Peru escreveu
pela primeira vez sobre o poder da cinchona que “dada de beber cura febres e ter¢cas”. Em

1640, a cinchona foi utilizada para tratar febres na Europa, fato mencionado pela primeira vez
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na literatura médica européia em 1643. Os padres jesuitas eram os principais importadores e
distribuidores da cinchona na Europa, dai o nome de casca jesuita. A cinchona também era
chamada de casca do cardeal porque foi subvencionada em Roma pelo eminente filosofo
Cardeal de Lugo. No entanto, a comunidade médica demorou a aceitar a cinchona, retardando
seu conhecimento oficial at¢ 1677, quando foi incluida na London Pharmacopoeia como

“Cortex Peruanus” (TRACY & WEBSTER, 2003).

Durante quase dois séculos a casca foi utilizada pela medicina como po, extrato ou infusdo.
Em 1820, Pelletier ¢ Caventou isolaram a quinina e a cinchonina da cinchona, € o uso dos
alcaldides foi rapidamente favorecido. A quinina, associada a farmacos antimalaricos
antifolatos secundarios ou antibidticos, ainda ¢ hoje o fundamento do tratamento das crises de
malaria falciparum resistente a cloroquina e multirresistente. No entanto, a terapia com outros
antimaléricos pode suplantar os esquemas de sete dias da quinina devido a resisténcia
crescente do P. falciparum a quinina, além da toxicidade desta (TRACY & WEBSTER,
2003).

O sulfato de quinina (Figura 4), quimicamente o sulfato de (8a,9R )-6’-metoxicinchonan-9-ol
diidratado, apresenta formula molecular (Cy0H24N20,),.H2S0O4.2H,0 e massa molar de 782,96
g/mol. Apresenta-se na forma de agulhas ou bastdes, formando uma massa leve e facilmente
compressivel, se tornando marrom com a exposi¢do a luz. O sulfato de quinina perde a agua
de cristalizagdo em temperatura de aproximadamente 100 °C. Um grama do sulfato de quinina
se dissolve em 810 ml de 4agua, 32 ml de agua fervente, 120 ml de etanol, sendo facilmente
solivel ( 1: 1 a 10 partes ) em uma mistura de cloroférmio e etanol absoluto (2:1) e pouco
solavel (1 : 100 a 1000 partes ) em cloroformio e éter. As solugdes aquosas de sulfato de
quinina sdo neutras ao papel de tornassol ¢ o pH da solugao saturada ¢ 6,2 (THE MERCK,
2006). A quinina apresenta valores de pK, para os acidos conjugados de 4,2 ¢ 8,5 (FOYE et
al., 1995).
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H,80,

Figura 4 — Formula estrutural do sulfato de quinina

A farmacocinética da quinina ¢ alterada significativamente pela infecgdo malarica, sendo os
maiores efeitos a redu¢ao no volume aparente de distribuicdo e da depuragdo. A quinina ¢
absorvida rapidamente e quase completamente do trato gastrintestinal, e as concentragdes
plasmaticas maximas sdo atingidas em 1 a 3 horas apo6s a administragdo. A ligacdo a proteinas
plasmaticas ¢ de aproximadamente 70% em individuos saudaveis, podendo aumentar para
90% em individuos com malaria. A quinina ¢ amplamente distribuida no organismo. A
concentragdo no liquido cérebro-espinhal de pacientes com maléria cerebral ¢ de 2 a 7%
daquela do plasma, aproximadamente. A quinina ¢ extensamente metabolizada no figado e
excretada principalmente na urina. Estimativas da propor¢ao de quinina excretada inalterada
na urina variam de menos de 5% a 20%. A excre¢do ¢ aumentada com a acidez da urina. A
meia vida de eliminagdo ¢ de aproximadamente 11 horas em individuos saudaveis, podendo
ser aumentada em pacientes com malaria. Pequenas quantidades de quinina também aparecem
na bile e na saliva. A quinina atravessa a barreira placentaria e é distribuida para o leite

materno (SWEETMAN, 2005).

Quando o regime terapéutico ¢ corretamente empregado, a quinina ¢ um farmaco
relativamente seguro, porém, em doses altas pode causar alteragdes visuais, arritmias,
hipotensao e convulsdes. Reacdes de hipersensibilidade sdo raras e incluem rash cutaneo,
trombocitopenia, leucopenia, coagulopatia intravascular disseminada, sindrome urémica-
hemolitica, broncoespasmo e pancitopenia. Em contraste, uma toxicidade sintomatica ¢é
normal em pacientes conscientes (tinitus, surdez, dor de cabega, ndusea e disturbios visuais)
nao necessitando de redugdo de dose. Quinina parece ser um farmaco seguro quando usado na

gravidez (WINSTANLEY, 2001).
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Em relagdo aos métodos analiticos para o controle de qualidade de sulfato de quinina, estdo
disponiveis monografias para matéria prima na Farmacopéia Internacional 4* edicao (THE
INTERNATIONAL, 2006) e Européia 6* edicio (THE EUROPEAN, 2007); para matéria
prima e comprimidos estdo disponiveis monografias nas farmacopéias Americana 30* edi¢ao

(THE UNITED, 2006) e Britanica 2007 (BRITISH, 2007).

3.2.2 Difosfato de cloroquina

A cloroquina ¢ uma representante de um grande grupo de 4-aminoquinolinas pesquisadas
como parte de um amplo programa de cooperagdo de pesquisa antimaldrica nos EUA durante
a Segunda Guerra Mundial. Desde 1943, milhares destes compostos foram sintetizados e
tiveram sua atividade testada. A cloroquina acabou se mostrando mais promissora e foi
liberada para os testes de campo. Ao final do conflito, foi descoberto que o composto tinha
sido sintetizado e estudado com o nome de resochin pelos alemaes ja em 1934 (TRACY &

WEBSTER, 2003).

Quimicamente, o difosfato de cloroquina (Figura 5) é o difosfato de N*-(7-cloro-4-quinolinil)-
N , N -dietil-1,4-pentanodiamina, com férmula molecular C;sH,¢CIN3.2H3PO4 e massa molar
de 515,86 g/mol. Fisicamente, apresenta-se como cristais incolores de sabor amargo, com
duas formas polimorficas: uma com faixa de fusdo entre 193 e 195 °C e a outra com faixa de
fusdo entre 215 ¢ 218 °C. O difosfato de cloroquina é facilmente soluvel em dgua (1 : 1a 10
partes), sendo menos solivel em pH neutro ou alcalino. E praticamente insolavel (1: mais de
10000 partes) em benzeno, cloroférmio, etanol e éter. O valor de pH de uma solucdo a 1%
(p/V) € 4,5. O difosfato de cloroquina ¢ estavel ao calor em solucdes de pH 4,0 a 6,5 (THE
MERCK, 2006). Os valores de pK, para os acidos conjugados da cloroquina s3o 8,1 ¢ 9,9
(FOYE et al., 1995).

Cl

N
N
Z 2H,PO,
HN
WNA CH3
o, L
CH,

Figura 5 — Formula estrutural do difosfato de cloroquina
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Quando utilizada por via oral, a cloroquina ¢ absorvida rapidamente e quase completamente
do trato gastrintestinal. A absor¢do também ¢ rapida apds a administracdo intramuscular ou
subcutanea. O farmaco ¢ amplamente distribuido para os tecidos corporais tendo um grande
volume de distribuigao. E acumulado nos rins, figado, pulmdes e baco, ligando-se fortemente
a células que contenham melanina, como as dos olhos e pele. A cloroquina é capaz de
atravessar a barreira placentaria. A eliminagdo da cloroquina ¢ muito lenta, podendo persistir
nos tecidos por meses ou até anos apds o término da utilizacdo. A cloroquina ¢ extensamente
metabolizada no figado, sendo a monodesetilcloroquina o seu metabolito principal, formando
também quantidades menores de bisdesetilcloroquina e outros metabolitos. Ha relatos de que
a monodesetilcloroquina seja ativa contra o Plasmodium falciparum. Aproximadamente
metade da dose de cloroquina ¢ excretada inalterada na urina e cerca de 10% da dose ¢
excretada como monodesetilcloroquina. A cloroquina e a monodesetilcloroquina sdo

distribuidas para o leite materno (SWEETMAN, 2005).

A cloroquina geralmente ¢ bem tolerada, porém, em altas concentragdes, pode provocar
prurido em individuos de pele negra, particularmente quando ¢ administrada em infusdes
endovenosas. Efeitos menores e reversiveis sdo: vertigem, dor de cabega, diplopia (visdao
dupla), distarbio de acomodagao, disfagia, nausea e mal estar. Em altas concentracdes podem
ocorrer efeitos adversos mais sérios, como hipotensdo e anormalidades no eletrocardiograma.
Efeitos adversos raros incluem: fotosensibilidade, agravamento da psoriase, pigmentacdo da
pele, leucopenia, embranquecimento dos cabelos, e anemia aplastica. A cloroquina pode

exacerbar a epilepsia (WINSTANLEY, 2001).

Estdo disponiveis nas farmacopéias Americana 30? edicdo (THE UNITED, 2006), Britanica
2007 (BRITISH, 2007) e Internacional (THE INTERNATIONAL, 2006), monografias para a
avaliacdo da qualidade de difosfato de cloroquina matéria prima ¢ em comprimidos. A
Farmacopéia Européia 6* edicio (THE EUROPEAN, 2007) dispde de monografia para

difosfato de cloroquina matéria prima apenas.
3.2.3 Difosfato de primaquina
A fraca atividade plasmodicida do azul de metileno, descoberto por Ehrlich em 1891, foi

ulteriormente explorada para desenvolver os antimalaricos 8-aminoquinolinicos. Dentre uma

grande quantidade de derivados de quinolina sintetizados com substituicdes nos grupos
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metoxi € 8-amino, a pamaquina foi a primeira a ser introduzida na medicina. Durante a
Segunda Guerra Mundial, a pesquisa de antimalaricos 8-aminoquinolinicos mais potentes e
menos toxicos levou a selecdo da pentaquina, isopentaquina e primaquina para maiores
avaliagdes, compostos que, ao contrario dos outros antimalaricos, agem nos estagios tissulares
(exo-eritrocicitos) do P. vivax e P. ovale para evitar e curar a malaria recidivante. Apenas a
primaquina, exaustivamente testada durante a Guerra da Coréia, ¢ amplamente utilizada hoje

(TRACY & WEBSTER, 2003).

O nome quimico do difosfato de primaquina (Figura 6) ¢ difosfato de N*-(6-metoxi-8-
quinolinil)-1,4-pentanodiamina, sua formula molecular ¢ C;sH,;N30.2H3PO,4 e a massa molar
¢ de 455,34 g/mol. O difosfato de primaquina apresenta-se como cristais amarelos, com faixa

de fusdo entre 197 e 198 °C, sendo soltavel (1: 10 a 30 partes) em agua (THE MERCK, 2006).

CH,
)\/\/NHz
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Figura 6 — Formula estrutural do difosfato de primaquina

A primaquina ¢ prontamente absorvida do trato gastrintestinal. Concentragdes plasmaticas
maximas sdo atingidas em aproximadamente 1 a 2 horas apds a ingestdo e diminuem
rapidamente, com um tempo de meia vida de eliminacdo de 3 a 6 horas. A primaquina ¢
extensamente distribuida para os tecidos corporais. A primaquina ¢ rapidamente metabolizada
no figado, sendo o seu principal metabolito a carboxiprimaquina, ¢ uma pequena quantidade
do farmaco inalterado ¢ excretado na urina. A carboxiprimaquina se acumula no plasma ap6s

administracdes repetidas (SWEETMAN, 2005).

O tratamento com primaquina normalmente comeca com o da cloroquina ja terminado,
quando o paciente esta se recuperando. Normalmente bem tolerada, a primaquina pode causar
hemolise intravascular em pacientes com deficiéncia da enzima glicose-6-fosfato
desidrogenase (mais severamente em populagdes com variagdes mediterraneas ou asiaticas
desta deficiéncia), um problema que limita sua utilidade, especialmente no continente

Asiatico (WINSTANLEY, 2001). Reagdes adversas com o uso de primaquina por pacientes



Revisao bibliogréafica -44 -

com deficiéncia de glicose-6-fosfato-desidrogenase foram também relatados no Brasil

(SILVA et al., 2004).

O controle de qualidade de difosfato de primaquina matéria prima e em comprimidos pode ser
realizado segundo métodos oficiais disponiveis nas farmacopéias Brasileira 4* edicao
(FARMACOPEIA, 2000), Americana 30° edigdo (THE UNITED, 2006), Britanica 2007
(BRITISH, 2007) e Internacional (THE INTERNATIONAL, 2006). Estd descrita na
Farmacopéia Européia 6* edigdo (THE EUROPEAN, 2007) monografia para difosfato de

primaquina matéria prima.

3.2.4 Cloridrato de mefloquina

A mefloquina ¢ um produto do Programa de Pesquisa da Malaria estabelecido em 1963 pelo
Walter Reed Institute for Medical Research para desenvolver novos compostos promissores
no combate de cepas emergentes de P. falciparum resistente aos medicamentos. Dentre os
varios 4-quinolina metanoéis testados com base em sua semelhanga estrutural com a quinina, a
mefloquina apresentou grande atividade antimaldrica em modelos animais e emergiu dos
ensaios clinicos como segura e altamente eficaz contra cepas de P. falciparum resistentes aos
demais medicamentos. A mefloquina foi utilizada pela primeira vez para se tratar a maléria
falciparum resistente a cloroquina na Tailandia, onde foi formulada com pirimetamina-
sulfadoxina para retardar o desenvolvimento de parasitos resistentes aos medicamentos. A
estratégia falhou, em grande parte porque a eliminagdo lenta da mefloquina estimulou a
selecdo de parasitos resistentes em concentragdes subterap€uticas do fArmaco. A mefloquina ¢
atualmente recomendada para uso oral exclusivamente na profilaxia e na quimioterapia da
malaria falciparum resistente a cloroquina ou multi-resistente. Essa quinolina é mais eficaz
para tratar a malaria falciparum sem complicagdes com resisténcia aos medicamentos quando
administrada 48 h apds a carga parasitaria ter sido significativamente reduzida pela

administracdo de um antimalarico artemisininico (TRACY & WEBSTER, 2003).

O cloridrato de mefloquina (Figura 7), quimicamente, ¢ o cloridrato de (aS)-rel-a-(2R)-
piperidinil-2,8-bis(trifluorometil)-4-quinolinametanol, com formula molecular
Ci7H16FsN,O.HCl e massa molar de 414,77 g/mol. Apresenta-se como um po6 branco,
inodoro, de faixa de fusdo entre 259 e 260 °C com decomposi¢do, soliivel em etanol e acetato

de etila e pouco soluvel em agua. A solucao metanolica de cloridrato de mefloquina apresenta
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maximos de absor¢do em 222, 283, 304 ¢ 318 nm, com valores de absortividade especifica de

46700, 6600, 4000 e 3100 (THE MERCK, 2006).

.HC1

Figura 7 — Formula estrutural do cloridrato de mefloquina

A farmacocinética da mefloquina pode estar alterada pela infeccdo malarica de uma maneira
similar as alteragdes da farmacocinética da quinina, sendo os efeitos mais pronunciados as
redugdes no volume de distribuicdo e na depuracao. A mefloquina ¢ bem absorvida pelo trato
gastrintestinal, mas hd uma clara variagdo individual no tempo necessario para alcancar a
concentragdo plasmatica maxima. A mefloquina ¢ aproximadamente 98% ligada a proteinas
plasmaticas e altas concentragdes foram reportadas em células sanguineas da série vermelha.
A mefloquina ¢ extensamente distribuida no organismo. Em alguns pacientes foi relatado que
a meia-vida de elimina¢do da mefloquina ¢ de 21 dias, embora os valores encontrados sejam
varidveis em outros estudos. Concentragdes subterapéuticas de mefloquina persistem na
circulagdo por varios meses. A mefloquina ¢ metabolizada no figado, sendo uma pequena
parte excretada na urina. Estudos em animais sugerem que a excre¢ao da mefloquina seja feita
principalmente na bile e nas fezes. Uma pequena quantidade de mefloquina ¢ distribuida para

o leite materno (SWEETMAN, 2005).

Reagdes adversas idiossincrasicas severas sdo raras, porém incluem reagdes ameagadoras a
vida como reagdes de pele e anemia aplasica. Em contraste, ¢ comum o aparecimento de
reacOes adversas dose-dependentes como disturbios gastrintestinais e vertigem, sendo mais
sérias reacdes como psicoses, convulsdes, e encefalopatia aguda. Deve-se preocupar com o
risco de cardiotoxicidade em pacientes que receberam quinina logo apds o tratamento com

mefloquina (como é comum no sudoeste da Asia) (WINSTANLEY, 2001).

Os codigos internacionais como as farmacopéias Americana 30" edicdo (THE UNITED,

2006), Britanica 2007 (BRITISH, 2007) Européia 6* edicdo (THE EUROPEAN, 2007) e
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Internacional (THE INTERNATIONAL, 2006) trazem monografias apenas para o controle de
qualidade de cloridrato de mefloquina matéria-prima. Na literatura cientifica, sdo encontrados
varios métodos que se utilizam da cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) para a
determina¢do do farmaco em comprimidos e em meios biologicos, como sumarizado na
Tabela 7. Também na literatura, foi encontrado um método para a determinagao de cloridrato
de mefloquina em comprimidos, por espectrofotometria no ultravioleta descrito por RAO &
MURTHY (2002) que foi utilizado, no presente trabalho, na avaliagdo da qualidade deste

antimalérico em comprimidos.

Tabela 7 — Métodos analiticos utilizando CLAE para a determinagdo de cloridrato de
mefloquina matéria-prima, em comprimidos e em liquidos bioldgicos

Referéncia Matriz Fase Movel Fase Estaciondria Detecgio
GRINDEL et Plasma e FEter isopropilico:dioxano:acido  pBondapak CN 300 x 4 mm UV; 280 nm
al., 1977 Sangue acético (3:2 v/v + 0,5%)

Urina 0,1 M NaH,PO, / Metanol (2:3) puBondapak C18 300 x 4 mm 10 UV;280 nm

pm

QIU et al, Comprimido Hexano / Etanol / Dietilamina Chiralpak AD 250 x 4,6 mm 10 UV; 285 nm
1992 (96:4:0,1%) um
TAYLOR et Plasma Tampdo fosfato 0,02 M pH C18 100 x 4,6 mm; C18 100 x 2 UV; 254 nm
al., 1992 2,5:Acetonitrila (50:50) mm 3,5 um
GREEN et Plasma, Soro 0,1 M K,HPO, / Acetonitrila (60:40) SymmetryShield RP18 250 x 4,6 UV; 222 nm
al., 1999 e Sangue pH 6,0 mm.
TONNESEN  Matéria- 0,045M KH,PO4 / Acetonitrila Nova-Pak C18 150 x 3,9 mm UV; 315 nm
etal., 1997 prima e (69:31)pH 3.4
TONNESEN  comprimido
, H.H., 1999
GAUDIANO Comprimido 0,05 M KH,PO, 1,22 g Symmetry C18, 75 x 4.6 mm d.i., UV;230 nm
et al., 2006 pentanossulfonato de sédio, Iml de 3.5 um

trictilamina ¢ pH 2,9 : acetonitrila

(gradiente)

Em relacdo aos trabalhos para a determinagdo de cloridrato de mefloquina em comprimidos
citados na Tabela 7, convém destacar que o trabalho de QIU e colaboradores (1992) destinou-
se a quantificar os isdmeros de mefloquina e que os trabalhos desenvolvidos por TONNESEN
e colaboradores (1997 e 1999) destinaram-se a estudar a fotoestabilidade do cloridrato de
mefloquina no estado sdlido e em meio aquoso ¢ o método aqui citado serviu para a
quantificagdo do farmaco nestes estudos. Preciosas informagdes sobre a fotoestabilidade do
cloridrato de mefloquina estdo descritas nestes artigos, porém, informacdes como a

representacdo do cromatograma ou dados da validacdo do método estdo ausentes. Foi relatado
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no trabalho de GAUDIANO e colaboradores o desenvolvimento de um método por CLAE
utilizando a elui¢do em gradiente para quantificar a cloroquina, quinina ¢ mefloquina em

comprimidos.

3.3 Avaliacoes da qualidade de medicamentos antimalaricos

Muitos s@o os prejuizos do uso de medicamentos falsos e/ou de ma qualidade. O escandalo
dos medicamentos falsos no Brasil em 1998 levou ao endurecimento das leis em relagdo a
falsificacdo de medicamentos, a criagdo da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
(ANVISA) e a conscientizagdo da populagdo sobre a existéncia e o risco do uso destes
produtos, colocando no centro das discussdes do Pais a qualidade dos medicamentos. Naquela
época, foi estimado que 10% da producdo farmacéutica anual do Brasil era roubada ou

falsificada (CSILLAG, 1998).

Na literatura cientifica sdo encontrados varios estudos relatando avaliacdes da qualidade dos
medicamentos, principalmente daqueles utilizados para o tratamento de infecgdes, como
antibioticos e antimalaricos (Tabela 8). Em alguns casos, como os relatados por
PETRALANDA (1995), KRON (1996) e BASCO e colaboradores (1997), a observagdo de
falha no tratamento levou a desconfianga sobre a qualidade dos medicamentos utilizados e o
posterior envio destes para analises de controle de qualidade. Em outros casos, amostras de
medicamentos foram obtidas no comércio local, hospitais, unidades de satde e analisadas em
laboratorios de controle de qualidade, como os estudos relatados por TAYLOR e
colaboradores em 1995 e 2001 e, mais recentemente, por SYHAKHANG em 2004. Outros
estudos relatam a aquisi¢do de medicamentos no comércio local e o posterior estudo de sua
estabilidade em condigdes tropicais simuladas (temperatura de 40 °C e umidade relativa de
75%, por periodos de até 6 meses), como os descritos por RISHA e colaboradores em 2002 e
KAYUMBA e colaboradores em 2004, ou mantidos em 4reas tropicais por até dois anos para
o estudo da estabilidade in situ (BALLEREAU et al, 1997). Ainda, algumas destas
avaliagOes sdo realizadas com o auxilio de testes rapidos, de baixo custo e facil execugao,
adaptados para o uso em regides com recursos limitados, como as acometidas pela malaria.
Podem ser citados os testes os descritos por GREEN e colaboradores (2000; 2007) e os

métodos de analise dos GPHF Minilabs® desenvolvidos pela Fundagio Farmacéutica Global
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para a Saude (GPHF, 2007), utilizados nos estudos conduzidos por NEWTON e
colaboradores (2001) e LON e colaboradores (2006), respectivamente.

A qualidade dos medicamentos também deve ser considerada antes da decisdo de mudar os
esquemas de tratamento de um pais. Deve-se investigar a extensdo real da resisténcia aos

medicamentos que pode estar relacionada a sua qualidade (BASCO et al., 1997). Isto ¢

importante quando se tem um arsenal terapéutico limitado, como o da malaria.

Tabela 8 — Avalia¢des da qualidade de medicamentos antimalaricos

Referéncia Pais(es) Antimalaricos analisados  Resultados

PETRALANDA Venezuela Primaquina 50% das amostras em desacordo
, 1995
TAYLOR et al., Nigéria Cloroquina 40% das amostras de comprimidos, 20% das de xarope
1995 e 1 amostra de injetavel em desacordo
SHAKOOR et Nigéria e Cloroquina 30% das amostras em desacordo
al.,. 1997 Tailandia
NEWTON et Laos, Vietnam, Artesunato 38% das amostras ndo continham o principio ativo
al., 2001 Camboja,

Tailandia e

Mianmar
TAYLOR et al, Nigéria Cloroquina, Proguanil, 42% das amostras em desacordo
2001 Quinina, Sulfadoxina-
Pirimetamina (SDX-PIR)

RISHA et al, Tanzania Cloroquina e SDX-PIR Decréscimo da cedéncia no teste de dissolucdo apos 6
2002 meses em condigdes tropicais simuladas
MINZI et al., Tanzania Amodiaquina e SDX-PIR  36% das amostras em desacordo
2003
KAYUMBA et Ruanda e Quinina e SDX-PIR Decréscimo da cedéncia no teste de dissolugdo apos 6
al., 2004 Tanzania meses em condigdes tropicais simuladas.
SYHAKHANG Lao Cloroquina 49,5 e 41,5% das amostras em desacordo.
etal., 2004
LON et al, Camboja Artesunato, cloroquina, 28,6% das amostras em desacordo com os testes
2006 mefloquina, quinina e rapidos do GPHF Minilab (GPHF, 2007).

tetraciclina
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4 CAPITULO I: AVALIACAO DA QUALIDADE DE ANTIMALARICOS
NO SISTEMA UNICO DE SAUDE - SUS

4.1 Materiais e Métodos
4.1.1 Materiais
4.1.1.1 Substancias quimicas de referéncia e amostras

Estdo relacionadas na Tabela 9 as substincias quimicas de referéncia (SQR) utilizadas na

avaliacdo da qualidade dos antimalaricos.

Tabela 9 — Relagao das substancias quimicas de referéncia (SQR) utilizadas na avalia¢do da
qualidade dos antimalaricos e respectivas marcas, nimeros de lote, validade e pureza.

SOR Marca Lote Validade Pureza
Cinchonidina Aldrich S28339 Indeterminada  99,4%
Cloridrato de mefloquina USP FOE165 Indeterminada  100,0%
Difosfato de cloroquina USP I Indeterminada  100,0%
Difosfato de primaquina USP F-1 Indeterminada  100,0%
Diidroquinina Aldrich 06616MA Indeterminada  97,9%
Quininona USP HOB034 Indeterminada  100,0%
Sulfanilamida USP 0O0B047 Indeterminada  100,0%
Sulfato de Quinina USP I0E071 Indeterminada  98,4%

As amostras utilizadas na avaliacdo da qualidade dos antimalaricos estdo relacionadas na

Tabela 10.

Tabela 10 — Relagdo dos medicamentos utilizados na avaliagdo da qualidade dos
antimaldricos e respectivos numeros de lote, datas de fabricagdo e validade.

Data de Data de

LR e ens ez Fabricagdo Validade

Difosfato de cloroquina comprimidos (150 mg de cloroquina base) 05030650 03/2005 03/2007

Cloridrato de mefloquina comprimidos (250 mg de mefloquina base) 0503023 03/2005 03/2008

Difosfato de primaquina comprimidos (15 mg de primaquina base) 04071297 07/2004 07/2006

05001022 01/2005 01/2008

Sulfato de quinina 500 mg comprimidos
05004103 04/2005 04/2008
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Para a realizacdo e verificagdo da adequabilidade do método espectrofotométrico de
determinagdo de teor de cloridrato de mefloquina em comprimidos foi utilizada a matéria
prima fabricada pela CrossChem lote 8700/02/04, com pureza de 98,7% como tal e

comprimidos de cloridrato de mefloquina lote 0409022 com validade até setembro de 2007.

4.1.1.2 Reagentes e vidraria

e Solventes e reagentes grau analitico: acetona, 4cido acético, acido cloridrico, acido
metanossulfonico, acido perclorico, acido sulfurico, anidrido acético, cloroférmio,
dietilamina, hidroxido de amonio, nitrato de prata, nitrito de sédio.

e Solventes e reagentes grau HPLC: metanol, 1-pentanossulfonato de sodio.

e Agua destilada e agua ultra-pura.

e Pipetas e baldes volumétricos calibrados.

e Béqueres, erlenmeyers e kit de filtragado.

e (Cromatofolhas de aluminio TLC de silica gel 60 F,54 MERCK

e Membrana de celulose regenerada SARTORIUS com didmetro de 47 mm e
porosidade de 0,45 pum.

e Dispositivos filtrantes de celulose regenerada MINISART 15 mm x 0,45 um.

4.1.1.3 Equipamentos

e Aparelho de ultra-som UNIQUE 1400.

e Aparelho para teste de desintegragdo ERWEKA ZT3.

e Aparelho para teste de dissolugado ERWEKA DTS0.

e Balanga analitica SARTORIUS com precisdao de 0,01 mg modelo BP210D.

e Coluna cromatografica Cromolith MERCK C;g, 100 x 4,6 mm, monolitica.

e Coluna cromatografica Xterra WATERS Cg, 250 x 4,6 mm, 5 um.

e Cromatdgrafo a liquido de alta eficiéncia HEWLETT PACKARD 1100 e AGILENT
1200 equipados com desgaseificador, bomba quaterndria, forno de colunas, injetor
automatico e detector de arranjo de diodos (DAD) na regido do ultravioleta e visivel.

e Durometro ERWEKA TB 24.

e Eletrodo de pH METTLER-TOLEDO DM 113-SC

e Eletrodo de platina METTLER-TOLEDO DM 140-SC



Capitulo | -51-

e Espectrofotdmetro de absor¢do no ultravioleta-visivel SHIMADZU UV-160A.

e Espectrofotometro de absor¢do no ultravioleta-visivel HEWLETT PACKARD 8453.
e Estufa FANEM Orion 515.

e Friabilometro ERWEKA TA3R.

e Lampada UV SPECTROLINE ENF-240C com cabine SPECTROLINE CM-10.

e Pipetas automaticas calibradas BRAND TRANSFERPETTE.

e Potencidmetro METROHM 827 pH Lab.

e Sistema de purificagdo de agua MILIPORE MILLI-Q-PLUS.

e Titulador automatico METTLER TOLEDO DL53

4.1.2 Métodos

4.1.2.1 Desenho do estudo

A proposta do presente estudo foi avaliar a qualidade de medicamentos antimaldricos apos 5
meses de permanéncia em uma regido quente ¢ imida em comparagao com aqueles mantidos
na regido onde foram produzidos. Para tanto, amostras de comprimidos dos quatro lotes de
medicamentos antimalaricos relacionados na Tabela 10 foram levadas e armazenadas em 9
locais na regido Norte do Brasil: trés almoxarifados estaduais e duas localidades em cada um
dos trés estados. Para permitir a comparacdo entre os resultados, amostras de comprimidos
dos mesmos antimalaricos permaneceram no almoxarifado central na cidade do Rio de
Janeiro, denominado Central Nacional de Armazenagem e Distribuicdo de Insumos
(CENADI). O CENADI seré identificado como local A, e os estados participantes como B, C
e D. Os almoxarifados estaduais serdo identificados como Bgs, Cgs € Dgs €, por conseguinte,
as localidades serdo denominadas B;, B,, C;, C,, D; € D,. Os nomes reais dos estados e
localidades participantes deste estudo serdo mantidos em sigilo. Apos o periodo de tempo
mencionado, os mesmos locais foram visitados para o recolhimento e codificagdo das
amostras, que foram levadas para o Laboratorio de Controle de Qualidade de Produtos
Farmacéuticos e Cosméticos da Faculdade de Farmacia da UFMG (LCQ-FAFAR/UFMGQG)

onde foram realizados os ensaios fisico-quimicos.
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4.1.2.2 Escolha dos locais participantes

Os locais participantes deste estudo foram selecionados por seus valores de Incidéncia
Parasitaria Anual (IPA), porcentagem resultados positivos das laminas de verificagdo de cura
(LVC) acima da média do estado e auséncia de ar condicionado nas Unidades Bésicas de

Satde (UBS) nas localidades.

O IPA corresponde a quantidade de laminas positivas dividido pela populacdo sob risco e
multiplicado por uma constante, geralmente 1000. As cidades selecionadas para participarem
neste estudo, a exceg¢do do Rio de Janeiro (RJ), estdo localizadas em areas com alto risco (IPA
> 50 laminas positivas / 1000 habitantes) e médio risco (IPA entre 10 e 49 laminas positivas /

1000 habitantes) de contrair malaria (BRASIL, 2004).

As laminas de verificagdao de cura (LVC) sdo exames para diagndstico de malaria realizados
apos o término do tratamento do paciente. Um resultado positivo em uma LVC indica a
persisténcia da infec¢do, devendo o tratamento ser repetido. As cidades da Regido Norte
selecionadas para participarem deste estudo apresentavam porcentagem de LVC positiva

acima da média do estado a que pertenciam (BRASIL, 2002)

4.1.2.3 Visita aos locais participantes e entrega das amostras do estudo

Ao final do més de Maio de 2005, foi cumprido o roteiro de viagem aos locais de
armazenamento de medicamentos e entrega das amostras do estudo. Em cada local
participante do estudo foram deixadas amostras contendo 100 comprimidos de cloroquina,
mefloquina, primaquina e quinina (Tabela 10), do mesmo lote, o que s6 ndo foi possivel com
as amostras de quinina, originadas de dois lotes diferentes. As amostras de comprimidos de
quinina do lote final 1022 foram armazenadas nas regides A, B e D e aquelas do lote final

4103 foram armazenadas nas regides A e C.

Visando auxiliar a descri¢do dos locais visitados, foi elaborado um questiondrio com base na
RDC no. 35/2003 da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria - ANVISA, (BRASIL, 2003a)
e no guia de armazenagem da OMS (SNOW, 2003). Este questionario (Anexo I) foi aplicado
aos responsaveis de cada localidade visitada. Os locais participantes e as amostras foram

também fotografados. Os responsaveis de cada local foram conscientizados da importancia
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das amostras permanecerem armazenadas da mesma maneira que os outros medicamentos e
que estas ndo fossem dispensadas a populagdo. Para evitar o desabastecimento e a
conseqliente perda das amostras do estudo, uma quantidade adicional de medicamentos foi

levada aos locais visitados.

Amostras dos mesmos lotes daqueles utilizados no estudo tiveram sua permanéncia solicitada
ao CENADI, estado do Rio de Janeiro, para servirem de referéncia na comparagdo dos

resultados.

4.1.2.4 Recolhimento das amostras do estudo

Ao final do més de Outubro de 2005, foi realizada nova visita aos mesmos locais descritos em
4.1.2.1 para recolhimento das amostras, as quais foram trazidas a Belo Horizonte para o
seguimento do estudo. Também foi visitado o CENADI (regido A), para recolhimento das

amostras que 14 permaneceram.

As amostras foram codificadas e examinadas quanto a desvios de qualidade presentes nos
materiais de embalagem. Aquelas que apresentaram problemas neste quesito foram também

fotografadas.

4.1.2.5 Controle de qualidade de comprimidos de difosfato de cloroquina

Primeiramente, foi observado o aspecto das amostras apds o recolhimento. Em seguida, foram
realizados os seguintes testes fisicos de acordo com os métodos gerais descritos na
Farmacopéia Brasileira 4* edi¢do — F.Bras.IV (FARMACOPEIA, 1988): determinacio de
peso em formas farmacéuticas (método geral V.1.1), dureza (V.1.3.1), friabilidade (V.1.3.2) e

desintegracao (V.1.4.1).

Para a realizagdo do teste de determinagdo de peso em formas farmacéuticas foram pesados
20 comprimidos individualmente e calculou-se o peso médio e os desvios individuais em
relacdo ao peso médio. Para comprimidos, pode-se tolerar ndo mais que duas unidades fora
dos limites especificados na Tabela 11, em relagdo ao peso médio, porém nenhuma unidade

podera estar acima ou abaixo do dobro das porcentagens indicadas.
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Tabela 11 — Limites de aceitagdo de comprimidos no teste de determinagdo de peso em
formas farmacéuticas (FARMACOPEIA, 1988)

Forma farmacéutica Peso médio Limites de variacdo
Comprimidos, nuicleos  para drageas, até 80,0 mg +10,0%
comprimidos  efervescentes, comprimidos entre 80,0 e 250,0 mg +7,5%
sublinguais, comprimidos vaginais e pastilhas acima de 250,0 mg +5,0%

No teste de dureza, 10 comprimidos foram submetidos individualmente a for¢a diametral

aplicada por um durdmetro, sendo que o valor minimo estabelecido pela F.Bras.IV ¢ de 3 kgf.

J& no teste de friabilidade, 20 comprimidos foram pesados em conjunto e¢ submetidos a
rotagdo de 20 rpm por 5 minutos em um friabildmetro. Ao fim do teste, os comprimidos
foram limpos com um pincel macio para retirada dos residuos de poeira e pesados novamente,
Foi calculada a porcentagem de p6 perdido. O valor maximo aceito pela F.Bras.IV ¢ de 1,5%.
O teste de desintegracao foi realizado com 6 comprimidos. O meio de desintegragao utilizado
foi 4gua destilada, mantida a 37 °C. Foi medido o tempo necessario para que todos os
comprimidos estivessem desintegrados, sendo que o maximo permitido pela F.Bras.IV ¢ de

30 minutos.

Apos a realizagdo dos testes fisicos, seguiu-se com os ensaios de identificagdo, teste de
dissolu¢do, determinacdo do teor e uniformidade de doses unitarias, conforme monografia
individual para comprimidos de difosfato de cloroquina da Farmacopéia Americana 28*

edigdo (THE UNITED, 2004).

Para o teste de identificagdo, foi preparada uma soluc¢do contendo o equivalente a 10 pg/ml de
difosfato de cloroquina pela dilui¢ao de 0,5 ml da solu¢do aquosa da amostra do doseamento
em 100 ml de 4gua. Foram tragados os espectros na regido do ultravioleta entre 400 nm e 200
nm desta solucdo e de uma solucdo padrdo com concentragdo equivalente. Os espectros
devem ser concordantes e a razdo entre as absorvancias medidas em 343 nm e 329 nm deve

estar compreendida entre 1,00 e 1,15.

O teste de dissolucao foi realizado utilizando-se as condi¢des descritas na Tabela 12.
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Tabela 12 — Condi¢des do teste de dissolugdo para comprimidos de difosfato de cloroquina

Pardametros Condicoes
Meio de dissolugdo Agua destilada; 900 ml
Aparelhagem Pés
Rotacdo 100 rpm
Tempo de coleta 45 minutos
Comprimento de onda de leitura 343 nm
Solucao padrao 0,0210 mg/ml de difosfato de cloroquina SQR em agua
Solucdo amostra Apos o teste, filtrar e diluir 2 ml para 25 ml em agua. Concentragio

teorica de 0,0215 mg/ml de difosfato de cloroquina.

As leituras foram realizadas em espectrofotometro utilizando-se dgua destilada para ajuste do
zero. Os célculos foram feitos levando-se em conta a concentragdo do padrao e sua leitura e a

concentra¢do tedrica da amostra, bem como os valores de absorvancia obtidos.
Segundo a Farmacopéia Americana 28* edi¢dao, os comprimidos de difosfato de cloroquina
devem apresentar quantidade dissolvida (Q) superior a 75% em 45 minutos. Os critérios de

aceitacdo utilizados foram aqueles descritos no método geral V.1.5 da F.Bras.IV (Tabela 13):

Tabela 13 — Critérios de aceitagdo para o teste de dissolugao, segundo a F.Bras.IV

No. de unidades

Estagio Critério de Aceitagdo
testadas
E, 06 Cada unidade apresenta resultados maiores ou iguais a Q + 5%
E, 06 Meédia de 12 unidades (E; + E,) € igual ou maior do que Q e nenhuma unidade

apresenta resultados inferiores a Q — 15%
E; 12 Meédia de 24 unidades (E; + E, + E3) é igual ou maior do que Q e ndo mais que

2 unidades apresentam resultados inferiores a Q — 15%

A determinagdo de teor foi realizada por espectrofotometria de absorcdo no ultravioleta
utilizando o comprimento de onda de 343 nm. Foram pesados e pulverizados 20 comprimidos
e uma quantidade do po6 equivalente a 200 mg de difosfato de cloroquina foi transferida para
baldo volumétrico de 100 ml. Acrescentou-se 70 ml de 4gua e o baldo foi levado a banho de
ultra-som por 10 minutos, seguido de agitacdo mecanica por 10 minutos adicionais. Filtrou-
se, descartando os primeiros 25 ml do filtrado. Transferiram-se 50 ml do filtrado para funil de
separacao e foram acrescentados 5 ml de solucao de hidroxido de amonio 6 mol/l. Prosseguiu-
se com a extragdo com 4 porcdes de 25 ml de cloroférmio. As camadas cloroférmicas foram

reunidas e lavadas com 10 ml de 4gua e esta camada aquosa foi lavada também com 10 ml de
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cloroféormio. Seguiu-se com a evaporagao em banho maria da parte cloroférmica reunida em
um béquer até que o volume fosse reduzido a aproximadamente 10 ml. Em seguida foram
acrescentados 50 ml de uma solu¢do 1:250 (V/V) de acido cloridrico em agua e a evaporagao
prosseguiu até que os odores de cloroférmio ndo fossem mais perceptiveis. O liquido foi
transferido para baldo volumétrico de 200 ml e o volume foi completado com uma solugdo
1:1000 (V/V) de acido cloridrico. Deste balao foram pipetados 2 ml e transferiu-se para balao
volumétrico de 100 ml e o volume foi completado com o mesmo solvente. Esta tltima
solugdo, com concentracdo tedrica de 0,01 mg/ml de difosfato de cloroquina foi levada ao

espectrofotometro para leitura. Este procedimento foi realizado em duplicata.

A solugdo padrao foi preparada pesando-se exatamente cerca de 16 mg de difosfato de
cloroquina SQR em um baldo volumétrico de 100 ml. Foi acrescentado cerca de 70 ml de
acido cloridrico 1:1000 (V/V) e levado a banho de ultra-som por 10 minutos. O volume foi
completado com o mesmo solvente. Foram pipetados 3 ml desta solugdo e transferiu-se para
baldo volumétrico de 50 ml e o volume foi completado com é4cido cloridrico 1:1000 (V/V). A
solucdo padrdo na concentragdo de 0,0096 mg/ml de difosfato de cloroquina também foi

preparada em duplicata.

Os célculos foram realizados a partir das leituras obtidas com as solugdes diluidas. Foi
utilizado 4cido cloridrico 1:1000 (V/V) para ajuste do zero. A Farmacopéia Americana 28*
edi¢do especifica que o teor dos comprimidos deve estar compreendido entre 93,0% e 107,0%

do valor rotulado de difosfato de cloroquina.

O teste de uniformidade de doses unitérias foi realizado pelo método de variagdo de peso
utilizando-se o valor encontrado na determinagdo de teor, os pesos individuais das 10
primeiras unidades do teste de determinacdo de peso e o valor de peso médio obtido no
mesmo teste. Os valores encontrados devem estar na faixa de 85,0% a 115,0% do valor
rotulado e o desvio padrio relativo (DPR) a média deve ser inferior a 6,0%

(FARMACOPEIA, 1996).
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4.1.2.6 Controle de qualidade de comprimidos de cloridrato de mefloquina

A determinac¢do de teor de cloridrato de mefloquina nos comprimidos foi realizada utilizando-
se uma adaptag¢do do método descrito por RAO & MURTHY em 2002. Para que este método
fosse utilizado, foi necessario avaliar parametros como linearidade, precisdo e exatidao,
segundo as normas do International Conference on Harmonization - ICH (
INTERNATIONAL..., 2005) e da RE 899/2003 da ANVISA (BRASIL, 2003c). O teste de
dissolucdo foi realizado conforme condi¢des enviadas pela Organizagdo Pan-Americana da
Satde — OPAS e a linearidade do método para a determina¢do de cedéncia foi avaliada

segundo os critérios do ICH.

4.1.2.6.1 Linearidade do método espectrofotométrico para determinacdo de cloridrato de

mefloquina

A linearidade foi avaliada tanto para o método de determinagdo de teor quanto para o método

de determinacao de cedéncia no teste de dissolugao.

Para a determinagdo de teor, foi preparada uma solugdo estoque pesando-se cerca de 25 mg de
cloridrato de mefloquina SQR e transferindo para baldo volumétrico de 50 ml. O volume foi
completado com metanol. Com o auxilio de uma bureta de 10 ml, foram transferidas aliquotas
de 1,0; 1,5; 2,0; 2,5 e 3,0 ml da solugdo estoque para baldes volumétricos de 25 ml, sendo os
volumes completados também com metanol. Cada nivel de concentragao foi preparado em
triplicata, totalizando 15 solucdes. Estas solucdes diluidas correspondem a, respectivamente,

50%, 75%, 100%, 125% e 150% da concentracdo de trabalho (0,04 mg/ml).

Para a determinagdo da linearidade para a determinacao da cedéncia no teste de dissolugao foi
preparada uma solugdo estoque pesando-se cerca de 25 mg de cloridrato de mefloquina SQR e
transferindo para baldo volumétrico de 100 ml. Foram acrescentados 10 ml de metanol para
facilitar a solubilizacdo e depois o volume foi completado com acido cloridrico 0,1 mol/l.
Com auxilio de uma bureta de 10 ml, foram transferidas aliquotas de 2,0; 3,0; 4,0; 6,0 e 8,0
ml da solug¢do estoque para baldes volumétricos de 25 ml e o volume foi completado com
acido cloridrico 0,1 mol/l, correspondendo a 33%, 50%, 66%, 100% e 133% da cedéncia
esperada (0,06 mg/ml), respectivamente. As solugdes foram preparadas em triplicata,

totalizando 15 solugoes.
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As absorvancias das solucdes diluidas foram medidas em espectrofotdmetro no comprimento
de onda de 283 nm, utilizando-se metanol e 4cido cloridrico 0,1 mol/l para ajuste do zero para
as determinacdes de teor e cedéncia, respectivamente. As curvas analiticas foram construidas
com os dados obtidos. Os graficos foram analisados visualmente, a regressdo linear foi
calculada pelo método dos minimos quadrados utilizando-se o software GraphPad Prism
versao 4.0 (2005, GraphPad Software Inc.). Foram avaliados o coeficiente de determinagao

(R?), o intercepto com o eixo Y e a distribui¢do dos residuos.
4.1.2.6.2 Precisdo intra-ensaio e precisao inter-ensaios

A determinacdo da precisdo intra-ensaio foi realizada com 6 determinagdes de uma mesma
amostra, que foram preparadas triturando-se 20 comprimidos e determinando-se o peso
médio. Transferiu-se quantidade do po6 equivalente a 100 mg de cloridrato de mefloquina para
baldo volumétrico de 100 ml e foram adicionados cerca de 70 ml de metanol. Levou-se o
baldo a banho de ultra-som por 10 minutos e o volume foi completado com metanol
(concentracdo tedrica de 0,04 mg/ml de cloridrato de mefloquina). A solugdo foi filtrada e
uma aliquota de 4 ml foi transferida para baldo volumétrico de 100 ml e o volume foi

completado com metanol. Foram realizadas 6 pesagens para a determinagdo da precisao.

A solugdo padrdo, na concentracdo de 0,04 mg/ml, foi preparada em duplicata pesando-se
cerca de 20 mg de cloridrato de mefloquina SQR e transferindo para baldo volumétrico de 100
ml. Completou-se o volume com metanol. Tomou-se uma aliquota de 5 ml desta solugdo e
transferiu-se para outro baldo volumétrico de 25 ml e completou-se o volume com o mesmo

solvente.

As absorvancias das solug¢des diluidas foram determinadas em espectrofotdometro em

comprimento de onda de 283 nm, utilizando-se metanol para ajuste do zero.

A precisdo inter-ensaios foi determinada pela repeticao deste procedimento no dia seguinte.
Os resultados foram agrupados e calculou-se o desvio padrdo relativo (DPR) das 12

determinagoes.
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4.1.2.6.3 Exatidao

A determinacdo da exatidao foi feita em solucdes de amostra fortificadas pela adicdo de

padrdo. A solugdo padrdo foi preparada da mesma maneira que aquela descrita em 4.1.2.6.2.

Foram pesados e pulverizados 20 comprimidos. A solucdo amostra a 0,024 mg/ml foi
preparada pesando-se o p6 dos comprimidos equivalente a cerca de 60 mg de cloridrato de
mefloquina e transferindo-se para baldo volumétrico de 100 ml. Foram acrescentados cerca de
70 ml de metanol e levado a banho de ultra-som por 10 minutos. O volume foi completado
com o mesmo solvente e a solugdo foi filtrada. Transferiram-se 4 ml do filtrado para balao de
100 ml, completando-se o volume com metanol. Esta solu¢do corresponde a amostra sem
adi¢dao de padrao, contendo cloridrato de mefloquina correspondente a 60% da concentragao

de trabalho.

A solucdo fortificada 1, correspondendo a 0,032 mg/ml (80% da concentragdo de trabalho),
foi preparada pesando-se o p6 dos comprimidos equivalente a 60 mg de cloridrato de
mefloquina e transferindo-se para baldo volumétrico de 100 ml. Foram pesados cerca de 20
mg de cloridrato de mefloquina SQR e transferiu-se para o mesmo baldo. Adicionou-se cerca
de 70 ml de metanol, levou-se a banho de ultra-som por 10 minutos e o volume foi
completado com metanol. A soluc¢ao foi filtrada e do filtrado foi retirada uma aliquota de 4 ml

para baldo de 100 ml e o volume foi completado com metanol.

A solugdo fortificada 2, correspondendo a 0,040 mg/ml (100% da concentragdo de trabalho),
foi preparada pesando-se o p6 dos comprimidos equivalente a 60 mg de cloridrato de
mefloquina e transferindo-se para balao volumétrico de 100 ml. Foram pesados cerca de 40
mg de cloridrato de mefloquina SQR e transferiu-se para o mesmo baldo. Adicionou-se cerca
de 70 ml de metanol, levou-se a banho de ultra-som por 10 minutos e o volume foi
completado com metanol. A soluc¢ao foi filtrada e do filtrado foi retirada uma aliquota de 4 ml

para baldo de 100 ml e o volume foi completado com metanol.

A solugdo fortificada 3, correspondendo a 0,048 mg/ml (120% da concentragdo de trabalho),
foi preparada pesando-se o p6 dos comprimidos equivalente a 60 mg de cloridrato de
mefloquina e transferindo-se para baldo volumétrico de 100 ml. Foram pesados cerca de 60

mg de cloridrato de mefloquina SQR e transferiu-se para o mesmo baldo. Adicionou-se cerca
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de 70 ml de metanol, levou-se a banho de ultra-som por 10 minutos e o volume foi
completado com metanol. A solugdo foi filtrada e do filtrado foi retirada uma aliquota de 4 ml

para baldao de 100 ml e o volume foi completado com metanol.

As absorvancias das solucdes fortificadas diluidas foram medidas em espectrofotdmetro no
comprimento de onda de 283 nm, utilizando-se metanol para ajuste do zero. As porcentagens
de recuperacdo foram calculadas dividindo-se a concentragdo real de cloridrato de mefloquina
medida pela concentragdo teorica da solugdo fortificada e multiplicando-se o resultado por

100.

4.1.2.6.4 Ensaios de controle de qualidade para comprimidos de cloridrato de mefloquina

Os comprimidos de mefloquina foram submetidos aos mesmos testes fisicos aplicados aos
comprimidos de cloroquina: determinagdao de peso em formas farmacéuticas, dureza,

friabilidade e desintegragdo. Os critérios de aceitacdo foram aqueles ja descritos em 4.7.2.5.

O teste de identificacdo foi realizado tragando-se um espectro na regido do ultravioleta, entre
200 e 350 nm, utilizando as solugdes amostra e padrao do doseamento. Os espectros foram
comparados, devendo ser similares entre si € com o descrito na literatura (RAO & MURTHY,

2002).

Foi realizado também um teste de identificacdo para o cloreto presente na molécula de
cloridrato de mefloquina. Para isso, 5 gotas de solucdo de hidréxido de amonio 6 mol/l foram
acrescentadas a uma quantidade do p6é dos comprimidos equivalente a 250 mg de cloridrato
de mefloquina. Foram acrescentados 50 ml de d4gua e homogeneizou-se. A mistura foi filtrada
em papel de filtro faixa azul e ao filtrado foram adicionadas gotas de solucdo de nitrato de
prata 0,25 mol/l. A ocorréncia de precipitado branco caseoso, insoluvel em 4cido nitrico, mas
soluvel em ligeiro excesso de hidroxido de amdnio 6 mol/l caracteriza a identificagdo positiva

do ion cloreto.

O teste de dissolugao foi realizado nas condi¢des descritas na Tabela 14.
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Tabela 14 — Condi¢des do teste de dissolugdo para comprimidos de cloridrato de mefloquina

Pardametros Condicoes
Meio de dissolu¢ao Acido cloridrico 0,1 mol/l; 900 ml
Aparelhagem Pés
Rotacdo 100 rpm
Tempo de coleta 60 minutos
Comprimento de onda de leitura 283 nm
Solucao padrao 0,060 mg/ml de cloridrato de mefloquina SQR em HCI 0,1 mol/I.
Solugdo amostra Apos o teste, diluir 5 ml para 25 ml em agua. Concentracdo tedrica de

0,061 mg/ml de cloridrato de mefloquina.

As leituras foram realizadas em espectrofotdmetro a 283 nm utilizando-se acido cloridrico 0,1
mol/l para ajuste do zero. Os célculos foram feitos levando-se em conta a concentragdo do

padrdo e sua leitura e a concentracdo tedrica da amostra, bem como os valores lidos.

A especificacao utilizada da quantidade de cloridrato de mefloquina que deve estar dissolvida
foi a mesma que para comprimidos de cloroquina e quinina: minimo 75% (Q) dissolvido em

60 minutos. Os critérios de aceitagdao foram os descritos na Tabela 13.

O teste de determinagdo de teor foi realizado por espectrofotometria na regidao do ultravioleta,
no comprimento de onda de 283 nm, segundo método validado anteriormente. A solucdo
amostra foi preparada pesando-se o equivalente a 100 mg de cloridrato de mefloquina em
baldo volumétrico de 100 ml. Acrescentou-se cerca de 70 ml de metanol e levou-se o baldo a
banho de ultra-som por 10 minutos. O volume foi completado com metanol e filtrou-se.
Transferiu-se 2 ml do filtrado para baldo volumétrico de 50 ml e o volume foi completado
com metanol. Esta solu¢do, com concentragdo teérica de 0,04 mg/ml de cloridrato de

mefloquina, foi utilizada para leitura no espectrofotdmetro.

A solugdo padrao foi preparada pesando-se cerca de 20 mg de cloridrato de mefloquina SQR
em baldo volumétrico de 100 ml. Acrescentou-se cerca de 70 ml de metanol, levou-se a banho
de ultra-som por 10 minutos e o volume foi completado com metanol. Transferiu-se 5 ml
desta solucdo para baldo volumétrico de 25 ml e completou-se o volume com metanol. Esta
solugdo, a 0,04 mg/ml de cloridrato de mefloquina, foi utilizada para leitura no

espectrofotometro.
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A quantidade de cloridrato de mefloquina presente nos comprimidos foi calculada a partir das
leituras obtidas. Os limites de especificagdo adotados foram de 90,0% a 110,0% do valor

rotulado de cloridrato de mefloquina.

O teste de uniformidade de doses unitarias foi realizado pelo método da variagdo de peso, da

mesma forma que para os comprimidos de cloroquina (FARMACOPEIA, 1996).

4.1.2.7 Controle de qualidade de comprimidos de difosfato de primaquina

Os comprimidos de primaquina foram submetidos aos mesmos testes fisicos que os de

cloroquina e mefloquina, sendo adotados os mesmos critérios de aceitagao.

A identificacdo de difosfato de primaquina nos comprimidos foi feita por cromatografia em
camada delgada (CCD) utilizando a metodologia descrita nos manuais dos GHPF — Minilabs
(JAHNKE et al., 2004). As condi¢des do teste estdo descritas na Tabela 15. Adicionalmente,
foi feita a comparacdo dos tempos de retencdo e dos espectros na regido do ultravioleta
obtidos com os picos de primaquina (amostras e padrdo) nas analises por cromatografia

liquida de alta eficiéncia com detector de arranjo de diodos - DAD.

Tabela 15 — Condigdes cromatograficas para o teste de identificacdo de primaquina por CCD
em comprimidos segundo os manuais do GHPF Minilab (JAHNKE et al., 2004)

Parametros Condigoes
Solugdo padrao Solugdo a 1,0 mg/ml de primaquina em agua
Solugdo amostra Solugdo contendo o equivalente a 1,0 mg/ml de primaquina em agua

obtida a partir do p6 dos comprimidos.

Volume de aplicagdo 2 ul
Eluente Acetato de etila: Metanol: Amdnia (5:20:0,5)
Visualizagdo das manchas Luz UV 254 nm e observagdo visual ap6s 2h

Os ensaios de dissolug¢do, determina¢ao do teor e uniformidade de doses unitarias foram
realizados conforme monografia individual para comprimidos de difosfato de primaquina da
Farmacopéia Americana 28" edicao (THE UNITED, 2004). Para a determinacao da cedéncia
no teste de dissolugao e de teor no teste de uniformidade de conteudo foi utilizada a técnica de

cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) com as condi¢des descritas na Tabela 16.
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Tabela 16 — Condi¢des cromatograficas para a determina¢do de cedéncia no teste de
dissolucdo e teor no teste de uniformidade de contetdo para comprimidos de difosfato de
primaquina

Pardametros Condicoes

Solugdo de 1-pentanossulfonato de Pesar 961 mg de pentanossulfonato de sodio, acrescentar 1 ml de

sodio acido acético e dissolver em 400 ml de agua

Fase movel Solucdo de 1-pentanossulfonato : Metanol (40:60)

Fluxo da fase movel 2 ml/min

Volume de injegao 20 pl

Coluna Cromolith®, C;g3 100 mm de comprimento ¢ 4,6 mm de didmetro

interno; monolitica.

Temperatura da coluna 30°C
Comprimento de onda de leitura 254 nm
Adequabilidade do sistema DPR das areas dos picos de primaquina inferior a 3,0%

O teste de uniformidade de doses unitarias foi realizado pelo método da uniformidade de
conteudo devido a pequena quantidade de difosfato de primaquina nos comprimidos em
relagio ao seu peso médio, segundo critérios da F.Bras. IV (FARMACOPEIA, 1996). Deste
modo, foi determinado o teor individual de 10 comprimidos, sendo que os valores devem
estar na faixa de 85,0% a 115,0% do valor rotulado ¢ o desvio padrio relativo a média dos

teores deve ser inferior a 6,0%.

As solugdes amostra para o teste de uniformidade de conteudo foram preparadas pesando-se
individualmente 10 comprimidos e transferindo-os para baldes volumétricos de 100 ml.
Acrescentou-se cerca de 70 ml de acido cloridrico 0,01 mol/l ¢ os baldes foram levados a
banho de ultra-som por 10 minutos até que os comprimidos estivessem desintegrados.
Completou-se o volume com dacido cloridrico 0,01 mol/l e filtrou-se, descartando-se os
primeiros 10 ml do filtrado. Transferiram-se 5 ml de cada filtrado para baldes volumétricos de
50 ml e o volume foi completado com o mesmo solvente. Estas solu¢des foram filtradas e
colocadas em vials para inje¢do no cromatdgrafo. A concentracdo final das solugdes amostra ¢

aproximadamente 0,026 mg/ml de difosfato de primaquina.

A solucdo padrao foi preparada pesando-se exatamente cerca de 22 mg de difosfato de
primaquina SQR e transferindo-se para baldo volumétrico de 100 ml. Foram acrescentados
cerca de 70 ml de &cido cloridrico 0,01 mol/l e o baldo foi levado a banho de ultra-som por 10

minutos. O volume foi completado com o mesmo solvente. Transferiram-se 3 ml desta
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solucao para balao volumétrico de 25 ml e o volume foi completado com o mesmo solvente.
Esta solucao foi filtrada e colocada em vial para inje¢ao no cromatdgrafo. A concentragdao
final da solu¢do padrao ¢ aproximadamente 0,026 mg/ml de difosfato de primaquina. As

condi¢des cromatograficas utilizadas estdo descritas na Tabela 16.
O teste de dissolugdo foi realizado conforme as condigdes descritas na Tabela 17. A
determina¢do da cedéncia foi realizada por cromatografia liquida de alta eficiéncia, com as

mesmas condi¢des cromatograficas ja descritas.

Tabela 17 — Condi¢des do teste de dissolugdo para comprimidos de difosfato de primaquina

Parametros Condigcoes
Meio de dissolugao HC10,01 mol/l, 900 ml
Aparelhagem Pas
Rotagdo 50 rpm
Tempo de coleta 60 minutos
Comprimento de onda de leitura 254 nm
Solucao padrao 0,030 mg/ml de difosfato de primaquina SQR em HCI1 0,01 mol/I.
Solugdo amostra Apds o teste, filtrar e utilizar sem dilui¢do. Concentragdo teodrica de

0,029 mg/ml de difosfato de primaquina.

O calculo da cedéncia foi realizado utilizando-se os valores de area obtidos para o pico de
primaquina das solugdes padrdo e amostra, bem como a concentragdo do padrdo e a tedrica
das amostras. No minimo 80% (Q) do valor rotulado de difosfato de primaquina deve estar

dissolvido em 60 minutos.

A determina¢do do teor de difosfato de primaquina nos comprimidos foi realizada por

volumetria de oxi-redugdo com nitrito de sodio 0,1 mol/l.

Primeiramente, foi necessario preparar e padronizar a solucdo titulante. Esta foi preparada
pela dissolugdo de 7,5 g de nitrito de sddio em 1000 ml de dgua destilada. Para a padronizacgao
foi utilizada sulfanilamida SQR dessecada a 105 °C por 3 horas. Em triplicata, pesou-se cerca
de 100 mg de sulfanilamida SQR, acrescentaram-se 5 ml de acido cloridrico concentrado e 50
ml de dgua destilada. A solucdo foi colocada em banho de gelo até que atingisse temperatura

inferior a 15 °C, quando entdo foi levada ao titulador automatico, com determinagdo
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potenciométrica do ponto final da titulacdo. Cada mililitro da solucao de nitrito de sédio 0,1

mol/l equivale a 17,22 mg de sulfanilamida SQR.

Para a determinacdo do teor, foram triturados 25 comprimidos. Pesou-se quantidade do pd
equivalente a 200 mg de difosfato de primaquina e acrescentaram-se cerca de 50 ml de agua
destilada e 10 ml de 4cido cloridrico concentrado. A solugao foi mantida em banho de gelo até
que atingisse temperatura inferior a 15 °C e levada, em seguida, ao titulador automatico. O
ponto final da titulacdo foi determinado potenciometricamente. Cada ml da solugdo de nitrito
de sodio 0,1 mol/l é equivalente a 45,53 mg de difosfato de primaquina. Os limites de
especificagdo para a determinagdo de teor sdo entre 93,0% e 107,0% de difosfato de

primaquina em relacdo ao valor rotulado.

4.1.2.8 Controle de qualidade de comprimidos de sulfato de quinina

Assim como os demais produtos analisados, os comprimidos de sulfato de quinina também
foram submetidos aos testes fisicos de determinagdo de peso em formas farmacéuticas,
dureza, friabilidade e desintegracdo ja descritos, devendo cumprir com as mesmas

especificagoes.

Os ensaios de identificagdao, dissolucdo, substancias relacionadas ¢ determinacdo de teor
foram realizados conforme monografia para sulfato de quinina comprimidos constante na

Farmacopéia Americana 28 edicao (THE UNITED, 2004).

A identificacdo de quinina foi realizada pesando-se o p6 dos comprimidos equivalente a 50
mg de sulfato de quinina e dissolvendo-se em 100 ml de uma solucdo de acido sulfarico 1:350
(V/V). Esta mistura foi filtrada, devendo o filtrado apresentar fluorescéncia azul sob lampada
UV, no comprimento de onda de 365 nm, cessando com a adig¢do de gotas de acido cloridrico

concentrado.

O teste de pureza cromatografica foi realizado nas condig¢des descritas na Tabela 18.
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Tabela 18 — Condi¢des do teste pureza cromatografica para comprimidos de sulfato de

quinina
Pardametros Condicoes
Solugao padrao 6 mg/ml de sulfato de quinina SQR em etanol:agua 1:1 (V/V)
Solucdo padrao diluida 0,06 mg/ml de sulfato de quinina SQR em etanol:agua 1:1 (V/V)
Solugdo de substancias 0,05 mg/ml de cinchonidina e 0,10 mg/ml de quininona SQR em etanol:agua
relacionadas 1:1 (V/V)
Solugdo amostra Equivalente a 6 mg/ml de sulfato de quinina em etanol:agua 1:1 (V/V)
Eluente Cloroférmio:acetona:dietilamina 5:4:1 (V/V)
Visualizagao das manchas Luz UV 365 nm

A cuba cromatografica foi utilizada sem equilibrio prévio. A placa foi retirada quando o
eluente atingiu aproximadamente 15 cm, e entdo foi levada a visualizacao sob lampada UV.
As manchas secundarias presentes na solucdo amostra ndo devem ser mais intensas que as
correspondentes da solucdo de substancias relacionadas, maximo de 0,83% de cinchonidina e
1,67% de quininona. Outras manchas secundarias presentes na solu¢cdo amostra ndo devem ser
mais intensas que a mancha principal da solugdo padrio diluida, maximo de 1%. Para o teste
de identificacdo, as manchas principais das solugdes amostra e padrdo devem corresponder

em posi¢ao e coloragao.

O teste de dissolucdo foi realizado nos comprimidos de sulfato de quinina conforme as

condicoes descritas na Tabela 19.

Tabela 19 — Condigdes do teste de dissolucdo para comprimidos de sulfato de quinina

Parametros Condicoes
Meio de dissolugao Acido cloridrico 0,01 mol/l, 900 ml
Aparelhagem Cestas
Rotagado 100 rpm
Tempo de coleta 45 minutos
Comprimento de onda de leitura 248 nm
Solugao padrio 0,012 mg/ml de sulfato de quinina SQR em HCI 0,01 mol/1.
Solucdo amostra Apbs o teste, diluir 2 ml para 100 ml em adgua. Concentragdo teérica de

0,011 mg/ml de sulfato de quinina.

As leituras foram realizadas em espectrofotometro utilizando-se acido cloridrico 0,01 mol/l

para ajuste do zero. Os célculos foram feitos levando-se em conta a concentragdo do padrao e
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sua leitura e a concentracao teorica da amostra, bem como os valores lidos. No minimo 75%

(Q) de sulfato de quinina devem estar dissolvidos em 45 minutos.

A determinagdo de teor de sulfato de quinina nos comprimidos por cromatografia liquida de

alta eficiéncia foi realizada nas condigdes descritas na Tabela 20.

Tabela 20 — Condigdes cromatograficas para a determinagao de teor de sulfato de quinina em

comprimidos
Pardametros Condicoes

Soluc¢do de acido metanossulfénico Transferir 35 ml de acido metanossulfonico e 20 ml de acido acético
glacial para baldo volumétrico de 500 ml e completar o volume com
adgua

Solugdo de dietilamina Solugdo a 10% (V/V) de dietilamina em agua

Fase movel Agua: Acetonitrila: Sol. 4cido metanossulfonico: Sol. dietilamina
(860:100:20:20). Ajustar o pH para 2,6 com dietilamina.

Fluxo da fase movel 1 ml/min

Volume de injecdo 50 ul

Coluna Xterra; Cig 250 mm de comprimento ¢ 4,6 mm de didmetro interno;
tamanho de particula 5 pm

Temperatura da coluna 30°C

Comprimento de onda de leitura 235 nm

Adequabilidade do sistema Tempos de retengdo relativos: 1,0 para quinina e 1,5 para

diidroquinina. Resolugdo entre os picos de quinina e diidroquinina

superior a 1,2 e DPR das areas dos picos registrados inferior a 2,0%

A solugao de adequabilidade do sistema foi preparada pesando-se exatamente cerca de 10 mg
de sulfato de quinina SQR e 10 mg de diidroquinina em um baldo volumétrico de 50 ml.
Acrescentaram-se 5 ml de metanol para a dissolucdo do p6 e completou-se o volume com fase
movel. A solugdo foi filtrada e transferida para vial. Os critérios de adequabilidade do sistema

foram avaliados com inje¢des sucessivas desta solucao.

A solug@o amostra foi preparada pesando-se o pd dos comprimidos equivalente a 160 mg de
sulfato de quinina e transferindo para baldo volumétrico de 100 ml. Foram adicionados cerca
de 80 ml de metanol e levou-se a agitacdo mecanica por 30 minutos. Completou-se o volume
com metanol. A solugdo foi filtrada, descartando os primeiros 10 ml do filtrado e
transferiram-se 3 ml do filtrado para baldo de 25 ml, completando o volume com fase movel.

A solugao foi filtrada e transferida para vial. As solugdes foram preparadas em duplicata.
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O roétulo da substancia quimica de referéncia de sulfato de quinina recomenda que o teor de
agua seja determinado volumetricamente antes de sua utilizacdo. Ainda, ¢ recomendado que,
para determinagdes por cromatografia liquida de alta eficiéncia, seja utilizado o valor de 0,984
mg de sulfato de quinina por mg de SQR. A solugdo padrao foi preparada pesando-se um
valor correspondente a exatamente cerca de 20 mg de sulfato de quinina SQR e transferindo-
se para baldo volumétrico de 100 ml. Acrescentou-se cerca de 80 ml de fase movel e levou-se
a banho de ultra-som por 10 minutos, completando-se o volume com fase mével. A solugdo
padrao foi filtrada e transferida para vial. O teor de sulfato de quinina nos comprimidos deve
estar compreendido entre 90,0% a 110,0% do valor rotulado, levando-se em consideracdo a

soma das areas dos picos referentes a quinina e diidroquinina das solugdes padrao e amostra.

O teste de uniformidade de doses unitarias foi realizado pelo método da varia¢do de peso, a

partir do resultado do doseamento (FARMACOPEIA, 1996).
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4.2 Resultados e discussao

4.2.1 Avaliacdo das condicées de armazenamento de antimaldricos

4.2.1.1 CENADI e almoxarifados estaduais

As condigdes de armazenamento de antimalaricos observadas no CENADI e nos
almoxarifados B, C e D foram bastante diversas. Alguns aspectos observados sobre a situagao

do armazenamento de antimalaricos estdo sumarizados na Tabela 21.

Tabela 21 — Resumo das condigdes de armazenamento de medicamentos antimalaricos
observadas no CENADI (A) e nos almoxarifados estaduais (B, C ¢ D)

Descricdo do item A Bpgs  Cgs  Dgg
Uso de ar condicionado Sim Sim Sim Sim
Medicamentos armazenados ao abrigo da luz solar direta Sim Sim Sim Sim
Existéncia de sistema de controle de estoque Sim Sim Sim Sim
Acesso aos medicamentos permitido somente a pessoal autorizado Sim Ndo Sim Sim

Medicamentos armazenados sobre prateleiras ou estrados, afastados do piso e da Sim N&o Sim Sim

parede

Registro de temperatura com anotagdes periodicas Sim N&do Sim Sim
Cadastro das unidades para as quais os medicamentos sao distribuidos Sim N&do Sim Sim
Presenga de responsavel técnico farmacéutico Nao Ndo Sim Sim
Disponibilidade dos laudos de controle de qualidade dos antimalaricos Sim Nao Sim Nao
Existéncia de procedimentos operacionais (manual da qualidade) Sim Nado Sim Nao
Existéncia de um sistema de controle de distribui¢do e rastreamento de lotes Sim Nado Sim Nao
Registro de umidade com anotacdes periddicas Sim Nado Nao Nao

Primeiramente, todos os locais relacionados na Tabela 21 descumprem a RDC 35/2003
(BRASIL, 2003a) em ao menos uma exigéncia. Ainda que o CENADI ndo tenha em seu
quadro de pessoal um profissional farmacéutico como responsavel técnico, as condi¢des de
armazenamento observadas foram melhores que as dos almoxarifados estaduais (Bgs, Cgs €
Dgs) da regido Norte do Brasil, sendo o almoxarifado Cgs 0 que dele mais se aproximou. O
profissional farmacéutico ¢ aquele capaz de avaliar as condi¢cdes de armazenamento, propor
melhorias e solugdes sendo de presenga indispensavel. O almoxarifado estadual Bgg ¢

notadamente aquele que mais necessita de melhorias nas condi¢gdes de armazenagem. De fato,
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o local visitado ndo ¢ um almoxarifado propriamente dito e sim um quarto improvisado para a

estocagem de antimalaricos.

Apesar de ter sido considerado o melhor almoxarifado visitado na regido Norte, o
almoxarifado Cgs ndo manteve as amostras pelo periodo necessario para este estudo. Quando
do recolhimento, foi informado que as amostras haviam sido distribuidas como se fossem

medicamentos comuns devido a um problema no sistema de informética local.

Sobre os parametros relatados na Tabela 21, as auséncias mais graves sdo as de registros de
temperatura no almoxarifado Bgs e de umidade nos almoxarifados Bgs, Cgs € Dgs. Em uma
regido de valores extremos de temperatura e umidade e, sabendo-se que os medicamentos
antimaléricos podem ser afetados por estas condi¢des, ¢ imperativo que estes parametros
sejam controlados e registrados periodicamente. Foi relatado que os sistemas de ar
condicionado seriam capazes de manter a temperatura e umidade em valores aceitdveis sem a
necessidade de registro, mas desajustes podem ocorrer sem que o pessoal dos almoxarifados

seja capaz de percebé-los.

A inexisténcia de um sistema de controle e rastreamento de lotes impede que, em caso de
desvio de qualidade conhecido, os medicamentos possam ser recolhidos. Provavelmente, a
auséncia de procedimentos operacionais formalizados pode ser a causa disto, entre outros
fatores, como observado nos almoxarifados Bgs € Dgs. A formalizagdo dos procedimentos nos
almoxarifados estaduais ¢ uma maneira de uniformizar as agdes e manter a qualidade do
armazenamento de medicamentos. Em complemento, o acesso aos medicamentos deve ser

restrito, a fim de evitar desvios, saques ou uso improprio.

4.2.1.2 Unidades basicas de saude (UBS) nas localidades

As unidades basicas de saude (UBS) sdo locais onde ¢ realizado o diagnostico de malaria e,
segundo recomendag¢des da Organizagdo Mundial da Saude - OMS (WHO, 2002), ¢ oferecido
o tratamento oportuno a doenga. Desta forma, ¢ necessario que sejam armazenados
medicamentos nestas unidades para dispensagdo a populagdo infectada. O armazenamento de
antimalaricos nas UBS ¢ deficitario pelas caracteristicas dos locais, em sua maioria casas de
madeira com telhas de amianto, piso de alvenaria ou casas de madeira ¢ energia elétrica

fornecida por grupo gerador. Uma das unidades bésicas de saude visitadas em cada estado
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apresentava esta descrigao, codigos Bj, C, e D,. Participaram do estudo também trés locais
que funcionam como postos de satude, construidos de alvenaria e com energia elétrica da rede

publica, codigos B,, C; e D; (Tabela 22)

Tabela 22 — Resumo das condigdes de armazenamento de medicamentos antimalaricos
observadas nas UBS das localidades.

B C D
Descricdo do item
B; B; (& ¢; D D,
Tipo de construgido” M A A M A M
Cadastro de usuarios dos medicamentos Sim Sim Sim Sim Sim Sim
Existéncia de sistema de controle de estoque Sim Sim Sim Sim Sim Sim

Medicamentos armazenados sobre prateleiras ou estrados, Sim Ndo Sim Sim Sim Sim
afastados do piso e da parede

Acesso aos medicamentos permitido somente a pessoal autorizado Nao Sim Sim Sim N&do Sim

Medicamentos armazenados ao abrigo da luz solar direta Nao Nao Sim Sim Sim Sim
Registro de temperatura com anotagdes periodicas Nao Ndo Nao Nao Niao Nao
Registro de umidade com anotag¢des periodicas Nido NZo Ndo Nao Nido Nio
Existéncia de procedimentos operacionais (manual da qualidade) Nao Ndo Nio Ndo Nao Nio

% M = madeira; A = alvenaria

Os requisitos da RDC 35/2003 da ANVISA (BRASIL, 2003a) ndo se aplicam as UBS, pois
estas unidades, apesar de realizarem distribui¢do e fracionamento de medicamentos nao tém
como atividade fim o armazenamento de medicamentos. Entretanto, alguns requisitos da
norma poderiam ser implementados nas UBS para melhorar a qualidade da estocagem de
medicamentos. Um atenuante ao armazenamento precario de medicamentos ¢ a alta
rotatividade na reposi¢ao dos antimalaricos nas UBS, porém, em locais de dificil acesso, a
reposi¢do dos medicamentos pode ocorrer em até seis meses, apos a estagdo das chuvas,

submetendo os medicamentos a condi¢des de estresse prolongadas.

Consideragdes sobre o aspecto das amostras a época de seu recolhimento serdo feitas

individualmente na sec¢do seguinte.
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4.2.2 Avaliagdo da qualidade de antimaldricos

4.2.2.1 Controle de qualidade de comprimidos de difosfato de cloroquina

Os comprimidos de difosfato de cloroquina sdo acondicionados em fita (“strip”) de papel,
revestidas internamente por um filme de plastico. No recolhimento das amostras, estas fitas se
encontravam umidas, porém este revestimento interior impediu que os comprimidos fossem
afetados. A amostra que permaneceu na regido D, apresentou-se manchada de azul,
provavelmente devido ao corante Giemsa utilizado nas laminas para diagnostico de malaria,
entretanto os comprimidos estavam com coloragao normal. A Figura 8 apresenta uma fita
recolhida na localidade descrita. As demais amostras apresentaram-se com aspecto

satisfatorio.

Figura 8 — Aspecto da amostra de comprimidos de cloroquina recolhida em D,

Outro problema verificado quando do recebimento da amostra de comprimidos de cloroquina
foi com respeito a rotulagem do medicamento. Segundo o Index Merck (THE MERCK,
2006), as massas molares de difosfato de cloroquina e cloroquina base sdo, respectivamente,
515,87 g/mol e 319,87 g/mol, ou seja, para a producdo de um medicamento contendo 150 mg
de cloroquina base, ¢ necessario que este comprimido contenha 241,93 mg de difosfato de
cloroquina. Esta informagdo estd escrita de maneira equivocada no rétulo do produto. E
indicado que cada comprimido contém 258,12 mg de difosfato de cloroquina, e ndo 241,93

mg. Este fato esta ilustrado na Figura 9.
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Figura 9 — Detalhe da rotulagem dos comprimidos de cloroquina

Para o teste de identificagdo por espectrofotometria no ultravioleta, os valores de absorvancia
em 343 nm e 329 nm, bem como a razdo entre eles, estdo apresentados na Tabela 23. A
sobreposi¢do dos espectros do padrido e de uma amostra esta apresentada na Figura 10. Os

valores encontrados permaneceram na faixa 1,00 a 1,15 e, portanto, a identificacdo da

cloroquina foi positiva para todas as amostras estudadas.

Figura 10 — Sobreposi¢ao dos espectros na regido do ultravioleta da solugdo padrdo de
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difosfato de cloroquina e de uma amostra de comprimidos.

Tabela 23 — Razdo entre as absorvancias a 343 nm e 329 nm para teste de identificagdo de

cloroquina em comprimidos

Regido Absorvincia 343 nm Absorvincia 329 nm Razdo Aszy5/As;9
A 0,398 0,368 1,08
Begs 0,415 0,385 1,08
B; 0,341 0,337 1,01
B, 0,366 0,363 1,01
C, 0,339 0,335 1,01
C, 0,386 0,378 1,02
Dgs 0,404 0,406 1,00
D, 0,302 0,300 1,01
D, 0,401 0,377 1,06
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Estdao resumidos na Tabela 24 os resultados encontrados para os demais testes de controle de

qualidade realizados nos comprimidos de cloroquina.

O peso médio encontrado ficou em torno de 422 mg, com variagdo individual, em torno da
média, muito pequena, de -3,50% a 2,80% para as amostras de todas as regides estudadas.
Valores muito proximos para friabilidade, desintegracao e dureza também foram encontrados,

demonstrando homogeneidade entre os comprimidos deste lote.

Os testes de dissolugdo das amostras de difosfato de cloroquina comprimidos foram
executados em uma so6 etapa, com o uso de 6 comprimidos, ja que todas as unidades testadas
apresentaram valores de cedéncia superiores a 80%, cinco por cento superiores ao valor de
tolerancia, 75%. As médias das cedéncias encontradas estavam na faixa de 95,99% (local D,)
a 99,15% (local B;). A comparacao de médias das cedéncias utilizando o teste de Tukey apos
analise de variancia nao mostrou diferenga estatisticamente significativa (p < 0,05) entre os
valores encontrados para a amostra do CENADI (local A) e as amostras dos demais locais de
armazenamento. Os valores de cedéncia no teste de dissolugdo encontrados devem ser
atribuidos a variabilidade natural do lote de comprimidos e, deste modo, ndo foi possivel fazer

uma correlacao satisfatéria entre condi¢des de armazenamento e porcentagem de cedéncia.

O mesmo raciocinio pode ser empregado para os valores encontrados na determinagdo de
teor. Os valores encontrados para amostras de todos os locais de armazenamento estavam na
faixa de 98,34% no local C, a 102,55% no local B;, com média de 99,91% e DPR de 1,27%.

Em resumo, ndo foram encontradas diferencas nos resultados apresentados pelas amostras de
difosfato de cloroquina comprimidos armazenadas no CENADI (local A) e nos demais locais

de armazenamento. Todas as amostras atenderam as especificacdes dos testes executados.

Em estudos realizados em outros paises, foi observada a reducdo da porcentagem de cedéncia
no teste de dissolucdo de comprimidos contendo cloroquina armazenados em condigdes
tropicais simuladas (40 °C e 75% de umidade relativa). Dos sete produtos analisados por
RISHA e colaboradores (2002), dois deixaram de cumprir com os requisitos da Farmacopéia
Americana 24" edi¢do apos 6 meses de estocagem nas condi¢des citadas. No estudo
desenvolvido por BALLEREAU e colaboradores (1997), foi observada redugdo no teor de
cloroquina em comprimidos apds 540 dias de permanéncia em condi¢cdes reais de

armazenagem. A nao observagdo destes problemas com os comprimidos de difosfato de
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cloroquina avaliados no presente trabalho pode ser devido a robustez do produto em relagao
as condigdes de armazenagem ou ao periodo insuficiente (150 dias) de permanéncia na
Regido Norte para que estes efeitos pudessem ser observados. Neste segundo caso, estudos

posteriores sdo sugeridos para a confirmacao desta hipotese.
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Tabela 24 — Resultados dos testes realizados com amostras de comprimidos de difosfato de

cloroquina por local de armazenamento
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4.2.2.2 Controle de qualidade de cloridrato de mefloquina comprimidos

Primeiramente, serdo apresentados os resultados referentes a convalidagdo do método
espectrofotométrico descrito por RAO & MURTHY (2002) para os comprimidos de
cloridrato de mefloquina e, posteriormente, serdo apresentados os resultados dos ensaios de

controle de qualidade realizados na amostra recolhida.

4.2.2.2.1 Linearidade do método espectrofotométrico para determinacdo de cloridrato de

mefloquina

A avaliagdo da linearidade do método espectrofotométrico para a determinag¢do do teor de
cloridrato de mefloquina em comprimidos foi realizada a partir da constru¢do da curva
analitica com os dados de absorvancia das solugdes correspondentes a faixa de 50 a 150% da

concentragdo de trabalho (Tabela 25).

Tabela 25 — Concentragdes de cloridrato de mefloquina, absorvancias medidas e fatores de
resposta para a constru¢do da curva analitica do método de doseamento em comprimidos,
utilizando metanol como solvente.

Cloridrato de Nivel de n Absorvincia Fator de resposta
mefloquina (ug/ml) concentracio’ x100
1 0,269 1,3261
20,28 50% 2 0,268 1,3212
3 0,267 1,3163
1 0,395 1,2982
30,43 75% 2 0,398 1,3080
3 0,395 1,2982
1 0,525 1,2941
40,57 100% 2 0,527 1,2990
3 0,527 1,2990
1 0,654 1,2896
50,71 125% 2 0,654 1,2896
3 0,659 1,2995
1 0,788 1,2949
60,85 150% 2 0,787 1,2932
3 0,785 1,2900
Meédia dos fatores de resposta 1,3011
DPR (%) 0,89

* ~ \ ~
em relagdo a concentracao de trabalho

A curva analitica construida com os dados da Tabela 25 ¢ mostrada na Figura 11.
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Figura 11 — Curva analitica para a determinagdo de cloridrato de mefloquina em
comprimidos por espectrofotometria no ultravioleta, utilizando metanol como solvente.

Em relacdo aos dados obtidos apos a regressdo linear, a distribuicdo dos residuos foi normal
(shapiro-wilk) com p > 0,1. A interse¢do com o eixo das abscissas foi estatisticamente
diferente de zero e foi calculada pela equagdo da reta resultando em 0,007734, valor que ¢
correspondente a 1,46% da absorvancia média obtida com a concentracdo de trabalho de
100%. Quando a intersecdo com o eixo das abscissas € estatisticamente diferente de zero, ¢
recomendado por GREEN (1996) que este valor seja inferior a 2% da resposta obtida com a
concentragdo de trabalho de 100% (40 pg/ml). O DPR da média dos fatores de resposta foi de
0,89%, mostrando homogeneidade na relagdo entre as absorvincias medidas e as

concentragoes do analito.

A avaliacdo da linearidade do método espectrofotométrico para a determinacgdo da cedénca de
cloridrato de mefloquina de comprimidos no teste de dissolugdo também foi realizada a partir
da construgdo da curva analitica com os dados de absorvancia das solucdes, preparadas em
acido cloridrico 0,1 mol/l, correspondentes a faixa de 33 a 133% da concentragdo de trabalho

(Tabela 26).
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Tabela 26 — Concentragdes de cloridrato de mefloquina, absorvancias medidas e fatores de
resposta para a constru¢do da curva analitica do método de determinacdo da cedéncia em
comprimidos no teste de dissolu¢do por espectrofotometria no ultravioleta utilizando acido

cloridrico 0,1 mol/l como solvente.

Cloridrato de Nivel de . n Absorvancia Fator de
mefloquina (ug/ml) concentragdo respostax100

1 0,256 1,2699

20,16 33% 2 0,256 1,2699

3 0,256 1,2699

1 0,387 1,2799

30,24 50% 2 0,388 1,2832

3 0,387 1,2799

1 0,514 1,2749

40,32 66% 2 0,516 1,2799

3 0,512 1,2699

1 0,794 1,3129

60,48 100% 2 0,789 1,3047

3 0,784 1,2964

1 1,057 1,3109

80,63 133% 2 1,054 1,3071

3 1,057 1,3109

Meédia dos fatores de resposta 1,2880

DPR (%) 1,33

E3

em relacdo a concentracao de trabalho

A curva analitica construida com os dados da Tabela 26 esta representada na Figura 12.

Figura 12 — Curva analitica para a determinacdo da cedéncia, por espectrofotometria no
ultravioleta, de cloridrato de mefloquina de comprimidos no teste de dissolug¢ao utilizando

vancia
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A distribuicao dos residuos, apds andlise da regressdo linear, se mostrou normal (shapiro-
wilk) com valor p > 0,1. A interse¢ao com o eixo Y calculada pela equagao da reta ¢ 0,0144,
correspondente a 1,83% da absorvancia média obtida com a concentracdo de trabalho de

100% (60 pg/ml), estando de acordo com GREEN (1996).

4.2.2.2.2 Precisdo intra-ensaios € precisao inter-ensaios

Para a avaliagdo da precisdo intra-ensaios e da precisdo intermediaria (inter-ensaios), foram
avaliados os valores de DPR entre os resultados de teor de 6 determinagdes realizadas em dois

dias consecutivos. Os resultados estdo relacionados na Tabela 27.

Tabela 27 — Valores médios de absorvancia e teor de cloridrato de mefloquina em
comprimidos para avaliacao da precisao do método de doseamento por espectrofotometria no
UV

1°dia 2°dia
Amostra Teor de cloridrato de Teor de cloridrato de
Absorvincia Absorvincia
mefloquina mefloquina
1 0,531 94,77 0,538 94,61
2 0,529 94,03 0,541 93,94
3 0,539 94,48 0,549 93,42
4 0,542 94,02 0,537 94,42
5 0,534 93,30 0,579 94,33
6 0,559 95,44 0,582 95,03
Meédia 94,34 Média 94,29
DPR (%) 0,78 DPR (%) 0,59

A média dos valores obtidos (n=12) foi de 94,32% com DPR de 0,66%. As médias obtidas
nos dias 1 e 2 ndo foram diferentes estatisticamente (p < 0,05). Estes valores estdo de acordo
com a legislacdo brasileira e com a literatura (GREEN, 1996; BRASIL, 2003c; RIBANI,
2004).

4.2.2.2.3 Exatidao
Primeiramente foi realizada a determinacdo do teor da amostra com concentracao

correspondente a 60% do valor rotulado, a qual foram adicionadas as quantidades de padrao

para a preparagao das solugdes fortificadas. Estdo relacionadas na Tabela 28 as concentragdes
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teoricas correspondentes a 80, 100 e 120% da concentragdo de trabalho (40 pg/ml) com

aquelas calculadas a partir dos valores de absorvancia obtidos.

Tabela 28 — Porcentagens de recuperacao do padrao de cloridrato de mefloquina adicionado a
amostra contendo quantidade conhecida do analito para avaliagdo da exatiddo do método para
doseamento no UV

Padrao adicionado  Concentracdo Recuperado Porcentagem
Nivel n Meédias
(ug/ml) tedrica (ug/ml) (ng/ml) (%)
1 8,55 32,65 31,65 96,94
80%
2 8,25 32,54 32,22 99,01 98,48
(32 pg/ml)
3 8,41 31,81 31,65 99,49
1 16,06 39,44 39,23 99,46
100%
2 16,23 39,24 38,87 99,06 99,85
(40 pg/ml)
3 16,64 41,84 42,27 101,04
1 25,41 48,06 48,08 100,04
120%
2 26,40 49,67 49,71 100,07 100,05
(48 pg/ml)
3 24,46 48,20 48,22 100,03

Os resultados de porcentagem de recuperacdo do padrio de trabalho adicionado a uma
amostra contendo 60% da concentracdo de trabalho mostraram valores proéximos a 100% e
dentro da faixa preconizada pela literatura, de 98,0% a 102,0% (BRASIL, 2003c; GREEN,
1996; RIBANI, 2004).

4.2.2.2.4 Ensaios de controle de qualidade para comprimidos de cloridrato de mefloquina

As amostras de comprimidos de cloridrato de mefloquina apresentaram-se normais quando do
recebimento, exceto aquela armazenada na regido D, que, tal como os comprimidos de
cloroquina, estavam externamente manchadas de azul. Os comprimidos de cloridrato de
mefloquina produzidos sdo embalados em blisters e, portanto, melhor protegidos do contato
com o ambiente. Os comprimidos do blister manchado de azul estavam com coloragao

normal.

Os testes de identificagdo para cloridrato de mefloquina nas amostras foram todos positivos.
Um exemplo da sobreposi¢do entre os espectros na regido do ultravioleta para uma amostra e

o padrdo ¢ dado na Figura 13.
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Figura 13 — Sobreposi¢do dos espectros na regido do ultravioleta de uma amostra de
comprimidos e do padrao de cloridrato de mefloquina.

Estdo resumidos na Tabela 29 os resultados encontrados para os demais testes de controle de

qualidade realizados nos comprimidos de cloridrato de mefloquina.

O peso médio encontrado para as amostras foi de, aproximadamente, 512 mg. Os desvios
individuais em relacdo ao peso médio variaram de -6,45% a 4,36% considerando-se as
amostras de todos os locais de armazenamento. O desvio de -6,45% foi encontrado para uma
unica unidade da amostra armazenada no local C;. Segundo a F.Bras.IV, até dois
comprimidos podem apresentar valores de desvio fora da faixa especificada (+ 5%), porém,
nenhuma unidade pode apresentar desvio maior que o dobro desta faixa (£ 10%)
(FARMACOPEIA, 1988). Amostras de trés outros locais (A, B; e C,) apresentaram uma
unidade com desvio inferior a -5% em relagdo ao peso médio sem, no entanto, serem

superiores ao dobro dos limites de especificacao.

Em relacdo aos testes de friabilidade, desintegracdo e dureza ndo foram encontrados
problemas, todos os valores encontrados estavam na faixa especificada. Os valores de
friabilidade das amostras das regides A e Bgs foram apresentados como zero por serem

negligenciaveis, apesar dos comprimidos testados ndo serem revestidos.

Foi necessario testar 12 comprimidos de cada local de armazenamento para que os critérios do
teste de dissolugdo fossem atendidos, ou seja, mais que 75% dissolvidos em 60 minutos.
Fazendo-se analise de variadncia e comparacdao das médias das cedéncias pelo teste de Tukey,
foram encontradas diferencas estatisticamente significativas entre as porcentagens de cedéncia
dos comprimidos dos locais Bj, C; (p < 0,05), C;, D; (p < 0,01) comparadas aos do local A. E

sabido que as condi¢des de armazenamento de medicamentos podem influir na qualidade
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destes, inclusive reduzindo a porcentagem de cedéncia no teste de dissolucao (KAYUMBA et
al., 2004; RISHA et al., 2002). Uma hipdtese para a reducdo da cedéncia nessas amostras
poderia ser o armazenamento inadequado, visto que as condigdes observadas nestes locais

diferem daquelas do CENADI (Tabela 21 e Tabela 22).

Outra hipotese para a queda na porcentagem de cedéncia nas amostras dos locais de
armazenamento B, C;, C, e D, refere-se a relacao entre os valores de teor encontrados no
doseamento e as porcentagens de cedéncia no teste de dissolugdo. Teoricamente, um
comprimido que apresente menor quantidade de cloridrato de mefloquina pode apresentar
valores mais baixos de cedéncia. Assim, as diferengas observadas nas porcentagens de
cedéncia de cloridrato de mefloquina poderiam ser devido aos diferentes valores de teor
apresentados por estas amostras no doseamento. Entretanto, relacionando-se os valores de teor
com os de cedéncia no teste de dissolugdo, o coeficiente de determinagio obtido ¢ baixo (R* =
0,2715). Um exemplo ¢ a amostra da regido B, a qual apresentou o maior valor na
determinagdo de teor (96,24%), mas um valor médio da porcentagem de cedéncia
intermediario (78,85%) em relagdo as demais amostras. Este comportamento estd ilustrado na

Figura 14 e na Figura 15.
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Figura 14 — Relagdo entre os teores de cloridrato de mefloquina e as porcentagens de
cedéncia no teste de dissolu¢do de comprimidos de cloridrato de mefloquina de todos os
locais de armazenamento estudados.
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Figura 15 — Representagdo grafica da correlagdo entre os valores de teor e porcentagem de

cedéncia de cloridrato de mefloquina dos comprimidos das regides estudadas

Os valores encontrados no teste de uniformidade de doses unitarias refletem aqueles

encontrados no teste de determinacao de peso, estando dentro da faixa especificada para todas

as amostras.

Em suma, as amostras de todas as regides cumpriram com as especificacdes dos testes

realizados e, a redug¢ao da porcentagem de cedéncia na dissolugdo observada em amostras de

alguns locais deve ser investigada mais profundamente a fim de se estabelecer a sua causa: se

por problema de produgao industrial ou armazenamento.
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Tabela 29 — Resultados dos testes realizados com amostras de comprimidos de cloridrato de

mefloquina por local de armazenamento
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4.2.2.3 Controle de qualidade de comprimidos de difosfato de primaquina

O recolhimento das amostras de comprimidos de primaquina revelou um problema importante
em todos os locais de armazenamento, inclusive no local A (CENADI): a folha de aluminio
que sustenta os comprimidos nos blisters estava descolada da parte plastica, conforme
ilustrado na Figura 16. Deste modo, os comprimidos ndo estavam mais protegidos, estando
sujeitos aos efeitos da temperatura e umidade, além do que poderiam sair da embalagem,

fazendo com que os pacientes perdessem a quantidade de doses necessaria para o tratamento.

Figura 16 — Amostra de comprimidos de primaquina armazenados na regido A (CENADI)
apresentando a folha de aluminio do blister descolada

Os testes de identificagdo foram positivos para as amostras de todos os locais de
armazenamento. As manchas correspondentes a difosfato de primaquina apresentaram um
fator de retencao (R¢) de 0,2. A identificacdo também foi confirmada pelo tempo de retengdo
em CLAE e ainda pelos espectros na regido do ultravioleta referentes aos picos

cromatograficos obtidos (Figura 17).

Estdo resumidos na Tabela 30 os resultados dos demais testes de controle de qualidade

realizados com os comprimidos de primaquina.
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Figura 17 — Sobreposi¢do dos cromatogramas do padrao de difosfato de primaquina e de uma
amostra de comprimidos e sobreposi¢do dos espectros na regido do ultravioleta referentes aos
picos cromatograficos (inserto).

O peso médio das amostras foi aproximadamente 137 mg, com os desvios individuais
variando de -7,25% a 12,05%. Este valor de 12,05% foi encontrado na amostra que
permaneceu no local C,, sendo o unico fora da faixa especificada, -7,5% a 7,5%, mas ainda
inferior ao dobro do limite de especificagdo. Amostras de outros dois locais (B; ¢ Cy)
apresentaram unidade com desvio maior que o especificado, porém inferior ao dobro do limite

de especificacao.

Os testes de friabilidade, desintegracdo e dureza apresentaram valores dentro dos respectivos

limites de aceitagao.

O teste de dissolucdo apresentou faixa de porcentagens de cedéncia das amostras analisadas
entre 90,03% e 95,41%, estando acima do valor minimo exigido, 80%. Todas as amostras
passaram o teste de dissolucao no 1° estagio, ou seja, foram suficientes 6 comprimidos para a
sua realizagdo. O teste de Tukey realizado apds andlise de variancia ndo mostrou diferenga
estatisticamente significativa (p < 0,05) entre as médias das cedéncias das amostras de todos

os locais de armazenamento.
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Tabela 30 — Resultados dos testes realizados com amostras de comprimidos de difosfato de

primaquina por local de armazenamento.
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O teste de uniformidade de doses unitarias mostrou certa variabilidade entre os teores
individuais de difosfato de primaquina nos comprimidos sem, contudo, ultrapassar os limites
de especificagdo para este teste. O maior DPR encontrado para a média dos teores foi de
5,69%, inferior a 6,0% ¢ os teores individuais ficaram na faixa de 87,30% a 109,32%, dentro

do especificado que ¢ de 85,0% a 115,0%.

Os valores da determinagdo de teor para os comprimidos de primaquina também estavam

muito proximos entre si, com média de 95,70% e DPR de 1,16%.

Deste modo, pode-se dizer que as amostras de comprimidos de difosfato de primaquina que
ficaram armazenadas na regido norte do Brasil ndo sofreram influéncia das altas temperaturas
e da umidade da regido. As amostras de todas as regides cumpriram com os testes realizados,
sendo que o unico problema observado foi o descolamento do blister. Como isto também
ocorreu na amostra que permaneceu no CENADI, este problema foi de produgdo industrial e

ndo de estabilidade em campo.

4.2.2.4 Controle de qualidade de comprimidos de sulfato de quinina

As amostras de comprimidos de quinina mostraram-se satisfatorias quando de seu

recebimento, ndo apresentando sinais externos de ma qualidade.

As amostras de todos os locais de armazenamento apresentaram fluorescéncia em 365 nm
com adi¢do de acido sulfurico diluido (1:350) que cessou com a adi¢do de gotas de acido
cloridrico. No teste de substancias relacionadas, as manchas principais das solu¢des amostra
corresponderam em cor e posicdo com a mancha da solugdo padrao de sulfato de quinina
SQR, indicando identificagdo positiva para todas elas. Nao foram encontradas manchas
secundarias nas solugdes amostra ¢ a solugdo de substancias relacionadas mostrou manchas

nitidamente separadas.

Estdo resumidos na Tabela 31 os resultados para os demais testes de controle de qualidade

realizados com os comprimidos de quinina.
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O teste de determinagdo de peso revelou problemas com amostras dos dois lotes analisados.
Para comprimidos de peso médio em torno de 700 mg, a F.Bras.IV estabelece que o maximo
de variacdo permitida ¢ de +5%. O lote com final 1022 que permaneceu no CENADI (local
A) apresentou uma unidade com o dobro do desvio porcentual permitido, 10,80% estando,
portanto, em desacordo. Esta amostra apresentou também uma unidade com desvio de -
5,17%, inferior ao permitido, mas que sozinho ndo seria responsavel pela ndo conformidade.
Estdo ilustrados na Figura 18 os valores de varia¢do individual do peso dos comprimidos
desta amostra em relagdo ao peso médio. As amostras dos locais Bgs e B, também
apresentaram uma unidade cada com desvios fora da faixa de especificagdo, em relacdo ao

peso médio sem, no entanto, superar o dobro dos valores especificados.

10,00

5,00 &

0,00 A

Desvin (%)

-10,00

Unidades

Figura 18 — Variagao porcentual em relagao ao peso médio no teste de determinagdo de peso
de comprimidos de quinina do lote final 1022 do local A. As setas indicam os limites de
especificagdo da F.Bras.IV.

O lote com final 4103 apresentou, na amostra armazenada no local C,, trés unidades com
valores de desvio além da faixa permitida, levando a reprovagao neste teste. Estao mostrados
na Figura 19 as varia¢des individuais encontradas para esta amostra. Ainda, as amostras deste
lote dos locais A e C; apresentaram desvios de uma unidade cada em relagdo ao peso médio
fora da faixa de especificacdo. Como estes valores nao superaram o dobro do especificado, o

resultado para os testes de determinacao de peso foram considerados satisfatorios.



Capitulo | -91 -

10,00

Desvin (%)

.
%
%
_
V
|
|

-10,00

Unidades

Figura 19 — Variac¢do porcentual em relagdo ao peso médio no teste de determinagido de peso
da amostra de comprimidos de quinina do lote final 4103 do local C,. As setas indicam os
limites de especificagdo da F.Bras.IV.

Estas nao conformidades com o teste de determinacdo de peso apresentadas provavelmente
estdo relacionadas com problemas no processo produtivo destes comprimidos, pois foram
observados tanto nas amostras que ficaram armazenadas no campo quanto naquelas que
permaneceram em condigdes ideais. O aparecimento de desvios superiores ao especificado
para uma unidade das amostras Bgg € B, para o lote final 1022 e A e C, para o lote final 4103
confirmam a repeticdo dos desvios das amostras destes lotes nos locais A e C,

respectivamente.

Em relagdo aos testes de friabilidade, dureza e desintegragao, todas as amostras apresentaram

valores de acordo com as especificacdes.

Todas as amostras passaram no teste de dissolucdo, entretanto, para as amostras dos locais
Dgs, Dy e D, foi necessario que o estagio 2 fosse realizado, utilizando 12 comprimidos. O
resultado apresentado para a porcentagem de cedéncia dessas amostras ¢ uma média dos
valores de 12 unidades. As outras amostras necessitaram apenas do 1° estdgio deste teste. A
comparagdo das médias das cedéncias de todas as amostras pelo teste de Tukey apds analise
de variancia ndo mostrou diferenga estatisticamente significativa (p < 0,05) entre os valores

apresentados pelas amostras de cada lote do local A e as dos outros locais de armazenamento.
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Em estudo realizado por KAYUMBA ¢ colaboradores (2004) foram encontrados problemas
com a cedéncia de sulfato de quinina no teste de dissolucao. Trés amostras de comprimidos de
sulfato de quinina foram submetidas a condigdes tropicais simuladas (40 °C e 75% de
umidade relativa) por 6 meses sendo que uma delas apresentou redu¢do da cedéncia. Uma
reducdo neste valor foi observada para as amostras Dgs, D; e D,, mas sem significancia
estatistica. Como para os comprimidos de difosfato de cloroquina, pode-se inferir sobre a
robustez dos comprimidos frente as condi¢cdes improprias de armazenagem ou ao tempo de

permanéncia insuficiente destas amostras em campo.

Os valores da determinacao de teor para todas as amostras dos dois lotes analisados estdo de
acordo com a faixa especificada de 90,0% a 110,0%, com média de 93,26% para os
comprimidos de sulfato de quinina do lote final 1022 e 93,88% para os comprimidos do lote
final 4103. A sobreposicao dos cromatogramas do padrao de quinina ¢ de amostras dos dois

lotes analisados esta representada na Figura 20.
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Figura 20 — Sobreposi¢do dos cromatogramas do padrdo de quinina ¢ de amostras dos dois
lotes analisados (Q = quinina; DHQ = diidroquinina).

Seria esperado que os problemas encontrados no teste de determinacdo de peso fossem
refletidos no calculo da uniformidade de doses unitarias pelo método de variagdo de peso, ja
que este método leva em consideracdo a distribuicdo homogénea do fairmaco analisado em
relagdo ao peso individual dos comprimidos. No entanto, a maioria dos teores individuais
calculados estavam de acordo com a especificagdo da F.Bras.IV, 85% a 115% com DPR
inferior a 6%. Na amostra da regido C,, a unidade que apresentou 84,69% na variacao de peso

¢ aquela que teve desvio de -9,32% na determinagao de peso. A repeticdo do teste com as 10
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unidades restantes do teste de determinacdo de peso mostrou valores dentro da faixa

especificada pela F.Bras.IV.

Os problemas apresentados pelas amostras de comprimidos de quinina estdo claramente
relacionados ao processo de fabricacdo deste medicamento. Os controles em processo
realizados durante a fase de compressao devem ser revisados de modo a ndo permitir que os
comprimidos apresentem desvios em relagdo ao peso médio superiores aos especificados pela

Farmacopéia Brasileira.
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Tabela 31 — Resultados dos testes realizados com amostras de comprimidos de sulfato de

quinina por local de armazenamento.
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5 CAPITULO II: DESENVOLVIMENTO E VALIDACAO DE METODO
ANALITICO POR CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA
EFICIENCIA PARA A DETERMINACAO DE CLORIDRATO DE
MEFLOQUINA EM COMPRIMIDOS

5.1 Materiais e metodos
5.1.1 Materiais
5.1.1.1 Substancias quimicas de referéncia e amostras

Cloridrato de mefloquina SQR disponibilizado pela Farmacopéia Americana (USP) lote
FOE165 com validade indeterminada e teor de 100,0%; comprimidos contendo 250 mg de
mefloquina (274,09 mg de cloridrato de mefloquina) lote 0603030 com validade até
mar¢o/2009; matéria prima de cloridrato de mefloquina fabricada pela Gen, lote 13605 com

validate até dezembro/2008 e teor de 97,5% tal qual.
5.1.1.2 Reagentes e vidraria

e Agua ultra-pura.

e Solventes e reagentes grau analitico: fosfato monobasico de potassio, acido fosforico.

e Pipetas e baldes volumétricos calibrados.

e Béqueres, erlenmeyers e kit de filtragdo.

e Membrana de celulose regenerada SARTORIUS com diametro de 47 mm e poros de
0,45 pm.

e Dispositivos filtrantes de celulose regenerada MINISART 15 mm x 0,45 um.

e Ponteiras para uso com pipetas automaticas.
5.1.1.3 Equipamentos
e Aparato para fotdlise (Figura 21).

e Aparelho de ultra-som UNIQUE 1400.
e Balanga analitica SARTORIUS com precisdo de 0,01 mg modelo BP210D.
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e (Coluna cromatografica Xterra WATERS C;g, 250 x 4,6 mm, 5 pum.

e Cromatégrafo a liquido de alta eficiéncia AGILENT 1200 equipado com
desgaseificador, bomba quaterndria, forno de colunas, injetor automatico e detector de
arranjo de diodos (DAD) na regido do ultravioleta e visivel.

e Espectrofotometro de absor¢ao no ultravioleta-visivel HEWLETT PACKARD 8453.

e Lampada ultravioleta (comprimento de onda méaximo de 253,7 nm) PHILIPS TUV
15W G15TS.

e Pipetas automaticas calibradas BRAND TRANSFERPETTE.

e Potencidmetro METROHM 827 pH Lab.

e Sistema de purificagdo de agua MILIPORE MILLI-Q-PLUS.

5.1.2 Métodos

5.1.2.1 Selec¢do e otimizagdo das condigoes cromatogrdficas

Para estabelecer as melhores condigdes cromatograficas para a elui¢do do cloridrato de

mefloquina, em modo isocratico, realizou-se, inicialmente, um gradiente exploratorio amplo.

Esta corrida cromatografica em gradiente foi realizada segundo descrito por SNYDER e
colaboradores (1997) utilizando as condigdes cromatograficas descritas na Tabela 32. Para
estabelecer um branco do gradiente, o procedimento também foi realizado sem a inje¢do da

solucdo de cloridrato de mefloquina (0,1 mg/ml).

Tabela 32 — Condigdes cromatograficas para a corrida exploratéria em gradiente para
cloridrato de mefloquina.

Parametros Condigoes

Tampdo fosfato de potassio monobasico Pesar 6,80 g de KH,PO, ¢ completar para 1000 ml com &gua ultra-pura.
0,05 mol/l Ajustar o pH para 3,0 com acido fosforico.
Fase movel e gradiente Metanol:tampdo fosfato de potassio monobasico (5:95). Gradiente de

metanol de 5% a 100% em 60 minutos.

Fluxo da fase movel 1 ml/min

Volume de injecdo 20 pl

Coluna Xterra Cig 250 x 4,6 mm, 5 pm

Temperatura da coluna 30°C

Comprimentos de onda de deteccdo 222 nm, 283 nm com aquisi¢do dos espectros na regido do UV
Solug@o de cloridrato de mefloquina 0,1 mg/ml em mistura de metanol:tampao fosfato (5:95)

Tempo de corrida 60 minutos
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Com base no tempo de retencdo apresentado pelo cloridrato de mefloquina nas condi¢des
descritas na Tabela 32 e os dados de comportamento cromatografico desta substancia
utilizando tampdes de diferentes valores de pH, entre 2,5 e 7,0 (GREEN et al., 1999), foram
estabelecidas condi¢cdes cromatograficas que permitissem a sua determinagdo em modo
isocratico. As condigOes estabelecidas foram as descritas na Tabela 33, também utilizadas

para a demonstracao de seletividade do método.

Tabela 33 — Condigoes cromatograficas utilizadas no estudo de seletividade para a
determinagdo de cloridrato de mefloquina em modo isocratico

Parametros Condigoes

Tampao fosfato de potassio monobasico Pesar 6,80 g de KH,PO, e completar para 1000 ml com agua ultra-

0,05 mol/l pura. Ajustar o pH para 3,5 com 4cido fosforico.

Fase movel Metanol:tampao fosfato de potassio monobasico (65:35).
Fluxo da fase movel 1 ml/min

Volume de injegao 20 ul

Coluna Xterra Cig 250 x 4,6 mm, 5 um

Temperatura da coluna 30°C

Comprimento de onda de detec¢ao 222 nm, 283 nm com aquisi¢ao dos espectros na regido do UV
Concentragdo de trabalho 0,1 mg/ml de cloridrato de mefloquina

Tempo de corrida 10 minutos

5.1.2.2 Seletividade

Para demonstrar a seletividade do método, procurou-se avaliar a estabilidade intrinseca do
cloridrato de mefloquina frente a condi¢des de estresse (hidrolise acida, hidrolise alcalina,
hidrélise neutra e oxidacdo) e posteriormente, a sua fotoestabilidade. Ainda, foi avaliada a
capacidade do método analitico de separar, com resolugdo satisfatoria, o pico referente ao
cloridrato de mefloquina dos picos de substancias com estrutura quimica relacionada como

difosfato de cloroquina, sulfato de quinina e difosfato de primaquina.

5.1.2.2.1 Estabilidade do cloridrato de mefloquina frente a condicdes de estresse

O estudo da estabilidade do cloridrato de mefloquina frente as condi¢des de hidrdlise e

oxidagdo foi adaptado do estudo com a glimepirida de KOVARIKOVA e colaboradores
(2004).
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Foi preparada uma solugdo estoque contendo 0,2 mg/ml de cloridrato de mefloquina em
metanol. Desta solu¢do, foram preparados tubos de ensaio conforme descrito na Tabela 34.
Foram preparados, também, tubos contendo 5 ml de metanol ao invés da solucdo estoque, a

fim de servirem de branco da reagao.

Tabela 34 — Preparo das solugdes para o estudo de estabilidade intrinseca do cloridrato de

mefloquina.
Tubos Conteudos
1 5 ml da solug@o estoque + 5 ml de acido cloridrico 0,2 mol/l
2 5 ml da solug@o estoque + 5 ml de hidréxido de sédio 0,2 mol/l
3 5 ml da solugdo estoque + 5 ml de agua ultra-pura
4 5 ml da solug@o estoque + 5 ml de peroxido de hidrogénio 4% (V/V)

Os tubos foram mantidos em banho-maria a 60 °C com agitagdo magnética por 9 horas.
Foram retiradas dos tubos, aliquotas de 1 ml, nos tempos 0, 1, 2, 3, 6 ¢ 9 horas que foram
transferidas para vial. Foi feita uma injecdo de cada coleta, utilizando as condigdes
cromatograficas descritas na Tabela 33. Nestes cromatogramas, o pico referente ao cloridrato
de mefloquina deve se apresentar separado de quaisquer outros picos presentes, com

resolu¢do (R) minima de 2,0.

5.1.2.2.2 Fotoestabilidade do cloridrato de mefloquina

Os produtos de fotolise do cloridrato de mefloquina foram elucidados por TONNESEN
(1999). Para a demonstracao da seletividade do método analitico em relacdao aos produtos de
fotdlise do cloridrato de mefloquina, foi realizado um experimento de degradacgao fotolitica de

uma solucdo aquosa de cloridrato de mefloquina utilizando um aparato especial (Figura 21).

Foram preparadas 50 ml de uma solugdo estoque contendo 0,1 mg/ml de cloridrato de
mefloquina em agua ultra-pura. Logo apos a preparacao, 1 ml desta solugdo foi transferida
para vial e este foi coberto com papel aluminio, a fim de impedir o seu contato com a luz. O
restante da solugdo foi transferido para o aparato. Aliquotas de 1 ml foram retiradas apds 30
minutos ¢ 1, 2, 4, 6 ¢ 8 horas apés o inicio da reacdo. Estas aliquotas também foram
transferidas para vial e cobertas com papel aluminio at¢ o momento da injecdo no
cromatografo, realizada no dia seguinte ao experimento. Cada amostra foi injetada uma vez,

nas condi¢des descritas na Tabela 33.
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Condensador
de refluxo
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Lampada UV 15 W Solugéo amostra

Figura 21 — Desenho esquematico do aparato utilizado para a fotolise do cloridrato de
mefloquina

Para a melhor separacdo dos picos, foram feitos ajustes na porcentagem do modificador
organico (metanol) da fase mével utilizada. As propor¢des de metanol foram alteradas até que
se conseguisse a separagdo do pico de cloridrato de mefloquina dos picos dos produtos de
fotolise. Novo estudo de fotolise foi realizado com coletas de amostras nos tempos zero, 4, 8 e
12 horas de reagdo. Espectros no ultravioleta destas solugdes foram tragados com o auxilio de

um espectrofotdmetro, na faixa de comprimentos de onda de 200 a 400 nm.

Novas condigdes cromatograficas (Tabela 35) foram utilizadas com as amostras do segundo
estudo de fotdlise e no seguimento do processo de validagdo do método analitico. Outras
condi¢des cromatograficas foram testadas para a separacdo do pico de mefloquina dos
produtos de fotolise e destes entre si, visando a sua identificagdao e avaliacao da extensao da

degradacdo.
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Tabela 35 — Condigdes cromatograficas otimizadas para a determinac¢do de cloridrato de
mefloquina, na presenca dos produtos de fotélise, em modo isocratico.

Pardametros Condicoes

Tampao fosfato de potassio Pesar 6,80 g de KH,PO, e completar para 1000 ml com &gua ultra-pura.

monobasico 0,05 mol/l Ajustar o pH para 3,5 com acido fosférico.

Fase movel Metanol:tampao fosfato de potassio monobasico (60:40).
Fluxo da fase movel 1 ml/min

Volume de injecdo 20 pl

Coluna Xterra Ci3 250 x 4,6 mm, 5 um

Temperatura da coluna 30°C

Comprimento de onda de deteccdo 222 nm, 283 nm com aquisi¢do dos espectros na regido do UV
Concentracao de trabalho 0,1 mg/ml de cloridrato de mefloquina

Tempo de corrida 12 minutos

5.1.2.2.3 Seletividade do método frente as substincias estruturalmente relacionadas ao

cloridrato de mefloquina

Para a determinacao da seletividade do método proposto frente as substancias estruturalmente
relacionadas ao cloridrato de mefloquina, primeiramente, foram feitas preparacdes individuais
com as matérias primas de cloridrato de mefloquina, difosfato de cloroquina, sulfato de
quinina e difosfato de primaquina, na concentracdo de 0,1 mg/ml em fase movel. Estas
solucdes foram injetadas, individualmente, no cromatografo, nas condi¢des descritas na
Tabela 35. Foram observados os tempos de retencdo de cada pico e os respectivos espectros
na regido do ultravioleta. Em seguida, foi preparada uma solu¢do em fase mével contendo,
simultaneamente, 0,1 mg/ml dos quatro farmacos (mefloquina, cloroquina, primaquina e
quinina). Esta solucdo foi injetada no cromatdgrafo e foram avaliados os tempos de retengao,
a resolucdo e os espectros na regido do ultravioleta referentes aos picos das quatro

substancias.

5.1.2.3 Linearidade

Para a construgdo da curva analitica, foi preparada uma solucdo estoque de cloridrato de
mefloquina matéria-prima na concentragdo de 0,625 mg/ml em metanol. Foram feitas
diluicdes em fase movel a partir da solucdo estoque para obter a faixa de concentragdo
desejada de 50 a 150% da concentragdo de trabalho. As dilui¢des foram feitas em triplicata,

totalizando 15 solucdes, conforme apresentado na Tabela 36.
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Tabela 36 — Preparo das solugdes de cloridrato de mefloquina para avaliagdo da linearidade
do método para doseamento por CLAE

Volume de solucgdo estoque Fase movel q.s.p. (ml)  Concentragdo (ug/ml)  Nivel de concentra¢io’

(ml)

2,0 25,0 50 50%
3,0 25,0 75 75%
4,0 25,0 100 100%
5,0 25,0 125 125%
6,0 25,0 150 150%

E3

em relacdo a concentracdo de trabalho

Em seguida, as solu¢des foram filtradas, transferidas para vials e injetadas uma vez no
cromatografo, utilizando-se as condigdes cromatograficas descritas na Tabela 35 e detecg¢do
em 283 nm somente. Uma das solugdes correspondente a 100% da concentragdo de trabalho

foi injetada 5 vezes para a verificagdo da adequabilidade do sistema.

A curva analitica foi construida com os valores de area dos picos de mefloquina obtidos em
cada nivel de concentracdo. O grafico da curva analitica foi examinado visualmente e a
regressao linear foi calculada pelo método dos minimos quadrados, utilizando-se o software
GraphPad Prism versao 4.0 (GraphPad Software Inc.). Foram avaliados o coeficiente de

determinacdo (R?), o intercepto com o eixo Y e a distribui¢do dos residuos.

5.1.2.4 Precisdo intra-ensaio e precisao inter-ensaios

A avaliacdo da precisdo intra-ensaio foi realizada pela preparacdo de 6 amostras a 100% da
concentragdo de trabalho. A precisdo inter-ensaios foi realizada pela repeticdo deste
procedimento no dia seguinte. Os resultados foram agrupados e calculou-se o desvio padrdo

relativo (DPR) das 12 determinagdes.

O peso médio de 20 comprimidos foi determinado e estes foram triturados. Pesou-se, do po
dos comprimidos, o equivalente a 100 mg de cloridrato de mefloquina e transferiu-se para
baldes volumétricos de 100 ml. Foram adicionados cerca de 80 ml de metanol e os baldes
foram levados a banho de ultra-som por 10 minutos. Em seguida, os volumes dos baldes
foram completados com metanol e homogeneizados. As solugdes foram filtradas,

descartando-se os primeiros 10 ml do filtrado. Transferiram-se 5 ml do filtrado para baldes
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volumétricos de 50 ml e o volume foi completado com fase movel. As solugdes, na
concentracdo de 0,1 mg/ml de cloridrato de mefloquina, foram transferidas para vials e

injetadas uma vez no cromatografo.

A solugdo padrao foi preparada em duplicata (solugdes padrao 1 e 2) pesando-se exatamente
cerca de 10 mg de cloridrato de mefloquina SQR e transferindo-se para baldo volumétrico de
100 ml. Foram adicionados cerca de 80 ml de fase movel e os baldes foram levados a banho
de ultra-som por 10 minutos. O volume foi completado com fase movel e agitou-se até
homogeneizagdo. As solugdes, na concentragao de 0,1 mg/ml de cloridrato de mefloquina,
foram transferidas para vials e injetadas no cromatdgrafo. A solucao padrao 1 foi injetada 5
vezes para a verificagdo da adequabilidade do sistema e a solucdo padrdo 2 foi injetada 3

vezes. Os fatores de resposta das duas solugdes padrao foram comparados.

Os teores de cloridrato de mefloquina nos comprimidos foram calculados a partir das areas

dos picos obtidos com as solugdes padrao e amostra.

5.1.2.5 Exatidao

A determinagdo da exatiddo foi realizada em 3 niveis de concentracdo com a adi¢do de
quantidades de cloridrato de mefloquina matéria-prima a uma quantidade conhecida de

amostra de comprimidos.

Foram pesados e pulverizados 20 comprimidos e calculou-se o peso médio. Transferiu-se, em
duplicata, quantidade do pd dos comprimidos, equivalente a 60 mg de cloridrato de
mefloquina para baldes volumétricos de 100 ml e acrescentaram-se cerca de 80 ml de
metanol. Os baldes foram levados a banho de ultra-som por 10 minutos. O volume foi
completado com metanol e as solucdes foram filtradas, descartando-se os 10 primeiros ml do
filtrado. Foram transferidos 5 ml do filtrado para baldes volumétricos de 50 ml e o volume foi
completado com fase movel. As solugdes, contendo 60 ug/ml de cloridrato de mefloquina,

foram transferidas para vials e injetadas uma vez no cromatografo.

As solugdes fortificadas correspondentes a 75%, 100% e 125% da concentragdo de trabalho
foram preparadas pesando-se, em triplicata, as quantidades indicadas na Tabela 37 e

transferindo-se para baldes volumétricos de 100 ml. Foram acrescentados cerca de 80 ml de



Capitulo 11 - 103 -

metanol e os baldes foram levados a banho de ultra-som por 10 minutos. Completou-se o
volume com metanol e as solu¢des foram filtradas, descartando-se os 10 primeiros ml do
filtrado. Transferiram-se 5 ml de cada filtrado para baldes volumétricos de 50 ml e o volume
foi completado com fase movel. As solugdes diluidas foram transferidas para vials e injetadas

uma vez no cromatografo.

Tabela 37 — Preparo das solugdes fortificadas de cloridrato de mefloquina para avaliagdo da
exatiddo do método para doseamento por CLAE

Nivel de mg de cloridrato de mefloquina  mg de cloridrato de mefloquina  Concentracio esperada
concentracdo da amostra da matéria prima (ug/ml)
75% 60 15 75
100% 60 40 100
125% 60 65 125

A solugdo padrdo foi preparada em duplicata (solugdes padrao 1 e 2) pesando-se cerca de 10
mg de cloridrato de mefloquina matéria-prima e transferindo-se para baldes volumétricos de
100 ml. Foram adicionados cerca de 80 ml de fase movel e os baldes foram levados a banho
de ultra-som por 10 minutos. O volume foi completado com fase mével, homogeneizou-se, e
as solucdes foram transferidas para vials. A solu¢do padrdo 1 foi injetada 5 vezes para a
verificagdo da adequabilidade do sistema e a solugdo padrao 2 foi injetada 3 vezes. Os fatores

de resposta das duas solugdes padrao foram comparados.

As porcentagens de recuperagdo foram calculadas pela relacdo entre a concentracdo obtida
experimentalmente e a concentracdo teoérica de cloridrato de mefloquina nas solugdes
fortificadas.

5.1.2.6 Limite de detecgdo e limite de quantificag¢do

Primeiramente, o limite de detec¢ao foi estimado pela equagdo estabelecida pelo ICH

(INTERNATIONAL, 2005) descrita a seguir,

LD:3.30'
S
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onde ¢ corresponde ao desvio padrao da resposta na curva analitica e S € o valor da inclinagao
da mesma curva. Foi preparada uma solucao em fase movel de cloridrato de mefloquina na
concentragdo calculada e depois foram feitas diluigdes até que se obtivesse uma relagdo

sinal/ruido de aproximadamente 3 vezes (SNYDER et al., 1997).

O limite de quantificagdo foi determinado de maneira similar. Foi utilizada a seguinte equagao

estabelecida pelo ICH (INTERNATIONAL, 2005):

Os termos da equagdo sao os mesmos descritos anteriormente. Foi preparada uma solugdo em
fase movel de cloridrato de mefloquina na concentracdo calculada e em seguida foram feitas
diluigdes até que se obtivesse uma relacdo sinal/ruido de aproximadamente 10 vezes
(SNYDER et al., 1997). Esta solucao foi injetada 5 vezes no cromatografo para a verificagao

do desvio padrdo relativo das 4reas obtidas para o pico de cloridrato de mefloquina.

5.1.2.7 Robustez e adequabilidade do sistema

A robustez do método analitico foi avaliada modificando-se deliberadamente as condigdes
cromatograficas e verificando-se a sua influéncia nos resultados apresentados. Foram
preparadas 6 amostras e duas solu¢des padrdo conforme descrito em 5./.2.4. Os pardmetros

modificados foram os descritos na Tabela 38.

Tabela 38 — Condicdes cromatograficas utilizadas para a avaliagdo da robustez do método

por CLAE

Pardametros/Condicées Nominal 1 2 3 4 5 6 7 8

% Metanol 60 57 63 60 60 60 60 60 60
Fluxo (ml/min) 1,0 1,0 1,0 0,9 1,1 1,0 1,0 1,0 1,0
Temperatura (°C) 30 30 30 30 30 25 35 30 30
pH da fase movel 3,5 3,5 3,5 3,5 3,5 3,5 3,5 3,0 4,0

A partir dos resultados de teor de cloridrato de mefloquina obtidos, foi feita uma anélise de
variancia (ANOVA) e comparagdo de médias pelo teste de Tukey, a fim de verificar a

influéncia de cada parametro na resposta fornecida pelo método analitico.
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Para a avaliacdo da adequabilidade do sistema, foram utilizados os seguintes parametros: fator
de cauda (T), fator de retencao (k), nimero de pratos tedricos e areas dos picos de cloridrato
de mefloquina. Estes parametros foram avaliados nos cromatogramas das cinco inje¢des das

solucdes padrdo em cada condig@o descrita na Tabela 38.

5.1.2.8 Comparagdo entre os métodos cromatogrdfico e espectrofotométrico para

determinagado de cloridrato de mefloquina em comprimidos

O método para determinagao de teor de cloridrato de mefloquina em comprimidos por CLAE
foi comparado ao método espectrofotométrico desenvolvido por RAO & MURTHY (2002)

que foi convalidado conforme descrito em 4.1.2.6.

Foram pesados e pulverizados 20 comprimidos e calculou-se o peso médio. Do p6 dos
comprimidos, foram pesados, em sextuplicata, o equivalente a 100 mg de cloridrato de
mefloquina e transferiu-se para baldes volumétricos de 100 ml. Foram acrescentados cerca de
80 ml de metanol e os baldes foram levados a banho de ultra-som por 10 minutos.
Completou-se o volume com metanol e filtrou-se, descartando os primeiros 10 ml do filtrado.
As solugdes diluidas das amostras para leitura no espectrofotdmetro e injecdo no

cromatografo foram preparadas conforme a Tabela 39.

As solucdes padrao foram preparadas em duplicata (solu¢des padrio 1 e 2) pesando-se
exatamente cerca de 25 mg de cloridrato de mefloquina e transferindo-se para baldes de 25
ml. Foram acrescentados cerca de 15 ml de metanol e os baldes foram levados a banho de
ultra-som por 10 minutos. O volume foi completado com metanol. A preparagdo das solugdes
diluidas do padrdao para uso no espectrofotometro ¢ no cromatografo liquido esta descrita na

Tabela 39.

Tabela 39 — Preparo de solugdes para a comparagao entre os métodos espectrofotométrico e
por CLAE para a determinagdo de cloridrato de mefloquina em comprimidos.

Solugcao/Método Volume da solugdo Volume final (ml) Solvente Concentragdo final
estoque (ml) (ug/ml)
Padrao/CLAE 5,0 50,0 Fase moével 100
Amostra/CLAE 5,0 50,0 Fase moével 100
Padrdo/UV 2,0 50,0 Metanol 40

Amostra/UV 2,0 50,0 Metanol 40
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A solucao padrao 1 foi injetada 5 vezes no cromatografo, para verificagdo da adequabilidade
do sistema. A solugdo padrao 2 foi injetada 3 vezes no cromatografo e as solugdes amostra
uma vez apenas. Foram realizadas leituras das solugdes padrdo 1, 2 e das amostras no
espectrofotometro em 283 nm utilizando metanol para ajuste do zero. Os doze resultados de
teor de cloridrato de mefloquina (seis pelo método UV e seis pelo método CLAE) foram

comparados estatisticamente por teste t.

5.1.2.9 Determinagdo de teor de cloridrato de mefloquina nos comprimidos da avalia¢do da

qualidade de antimalaricos no sistema unico de saude — SUS

O teor de cloridrato de mefloquina nos comprimidos da avaliagdo da qualidade de
antimaléricos foi determinado utilizando-se o método analitico por CLAE desenvolvido.
Foram preparadas duas solugdes padrao e, para as amostras, duas solucdes para cada local de

armazenamento (A, B, C e D).

As solugdes padrao (1 e 2) foram preparadas pesando-se exatamente cerca de 10 mg de
cloridrato de mefloquina e transferindo para baldes volumétricos de 100 ml. Foram
adicionados cerca de 80 ml de metanol e os baldes foram levados a banho de ultra-som por 10
minutos. O volume foi completado com metanol e as solu¢des foram transferidas para vials
para inje¢do no cromatodgrafo. A solucdo padrao 1 foi injetada 5 vezes no cromatografo para a

verificacao da adequabilidade do sistema e a solucao padrao 2 foi injetada 3 vezes.

Foram triturados 10 comprimidos de cada local de armazenamento (A, Bgs, Bi, Ba, Ci, Ca,
Dgs, Dy e D»). As solugdes amostra foram preparadas pesando-se o equivalente a 100 mg de
cloridrato de mefloquina do pd dos comprimidos e transferindo para baldes volumétricos de
100 ml. Foram acrescentados cerca de 80 ml de metanol e os baldes foram levados a banho de
ultra-som por 10 minutos. O volume foi completado com metanol e os baldes foram
homogeneizados. Filtrou-se, descartando os primeiros 10 ml do filtrado. Transferiram-se 5 ml
do filtrado para baldes volumétricos de 50 ml e o volume foi completado com fase mével. As

solucdes foram transferidas para vials e injetadas 1 vez no cromatografo.

Os teores de cloridrato de mefloquina nos comprimidos da avaliagdo da qualidade de

antimaldricos foram calculados a partir das respostas obtidas com as solu¢des padrao e
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amostra. Os valores calculados pelo método de CLAE foram comparados com aqueles obtidos

pelo método espectrofotométrico.

5.1.2.10 Calculos dos pardametros cromatograficos

Os parametros cromatograficos como tempo morto, fator de retengdo, nimero de pratos,
resolugdo entre picos e outros foram calculados conforme os termos e férmulas relacionados

na Tabela 40 e a representagdo grafica da Figura 22 e Figura 23.

Tabela 40 — Simbolos e formulas utilizados nos calculos dos parametros cromatograficos
(SNYDER et al., 1997; THE UNITED, 2006)

Simbolos Parametros

Tempo do volume morto: tempo necessario para que um composto que ndo seja retido pela coluna

o alcance o detector.
t Tempo de retengdo: tempo necessario para que o analito percorra o trajeto injetor-coluna-detector.
Fator de reteng@o: reten¢do do analito expressa como o nimero de volumes mortos.
k k= t.—ty,
Iy
Fator de separag@o: razdo entre dois fatores de retengao
o Lk
k,
W Largura do pico: distancia entre as duas tangentes as laterais do pico, medida a linha de base.
Wi Largura a meia altura: distancia entre as duas tangentes as laterais do pico, medida a meia altura.
W Largura a 5% da altura: distancia entre as duas tangentes as laterais do pico, medida a 5% da
0.05

altura.
Resolugao: grau de separagdo entre picos adjacentes
R R= L18(z, —1)
Wl,h/z + Wz,h/z

Numero de pratos: medida da eficiéncia da coluna.

N t,
N =554(—)"
hi2
f Distancia da tangente esquerda até a linha perpendicular que liga o apice do pico a linha de base
Fator de cauda — compara a largura do pico a 5% da sua altura com a frente do pico (f)
T T = W

2f
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respasia do detectar

Figura 22 — Separacdo cromatografica de duas substancias

frente do pica

dpice do pica

cauda do pice

003k

Figura 23 — Pico cromatografico assimétrico



Capitulo 11 - 109 -

5.2 Resultados e discussao

5.2.1 Selegdo e otimizagdo das condicoes cromatogrdficas

Com o gradiente exploratorio amplo o pico de cloridrato de mefloquina apresentou tempo de

retencdo de aproximadamente 40 minutos (Figura 24)
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Figura 24 — Cromatograma do gradiente exploratorio amplo para cloridrato de mefloquina -
MQ (t. = 40,984 min; detecgao A = 283 nm)

Os picos com tempo de retengao em torno de 25 e 48 minutos também apareceram quando se

fez corrida em branco do gradiente.

Ap6s o resultado do gradiente exploratorio amplo e a constatagdo de apenas um pico relativo
ao cloridrato de mefloquina com tempo de retengao (z;) de cerca de 40 minutos, utilizou-se a
Tabela 41 para determinar a porcentagem de metanol mais adequada para a elui¢ao isocratica

que resultasse em um pico com fator de retengdo (k) entre 5 e 10.
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Tabela 41 — Estimativa da porcentagem de modificador organico para uma corrida
cromatografica em modo isocratico baseada no tempo de retengdo do pico obtido em uma
corrida exploratéria em gradiente (SNYDER et al., 1997)

t. do ultimo pico Estimativa da porcentagem de modificador orgdnico

do gradiente k=5 k=10 k=20
5 6 0 ---
10 19 12 5
15 29 22 14
20 37 30 22
25 45 38 30
30 53 46 38
35 61 54 46
40 69 62 54
45 77 70 62
50 85 78 70
55 93 86 78
60 100 94 86
65 --- 100 94

A porcentagem de metanol selecionada foi 65%, e uma corrida cromatografica foi realizada
utilizando metanol:tampao pH 3,0 (65:35) para confirmar a escolha (Figura 25). Foi
observado um pico referente ao cloridrato de mefloquina com tempo de retengdo de 5,687
minutos (fator de retencao de 1,28). De fato, o objetivo de manter o fator de retengdo entre 5 e
10 ndo foi cumprido, mas, dado o tempo do volume morto observado em torno de 2,5
minutos, as corridas levariam um tempo excessivo de 12,5 a 25 minutos. Ainda, a seletividade
do método para o cloridrato de mefloquina estava para ser demonstrada e ajustes posteriores

na forca eluente da fase movel teriam de ser feitos.

Ainda, as condi¢des utilizadas por SNYDER e colaboradores (1997) para o estabelecimento
da Tabela 41, foram diferentes daquelas utilizadas neste trabalho (Tabela 32): poderia ter sido
usada coluna Cg ou C;3 de 15 cm de comprimento com fluxo da fase mével de 2 ml/min e
acetonitrila como modificador orgéanico. Posteriormente, o mesmo autor recomenda que, para
substancias i0nicas, seja utilizado um gradiente de metanol e tampao, semelhante ao que foi

realizado neste trabalho.



Capitulo 11 - 111 -

)

T

=
527

120 o

100 +

20 o

B0 o

2742

o
3
0 %ﬁ:

T T T T T T T T
i z 4 5 g 10 12 14 mirj

Figura 25 — Cromatograma da elui¢do em modo isocratico do cloridrato de mefloquina (¢, =
5,987 min; k = 1,28). Condigdes cromatograficas: metanol:tampao pH 3,0 (65:35); fluxo 1,0
ml/min; coluna Cig a 30 °C; detec¢do A = 283 nm.

No estudo desenvolvido por GREEN e colaboradores (1999), foram testadas varias solucdes
tampao com valores de pH desde 2,5 até 7,0 e registrou-se o tempo de retengdo que o pico de
cloridrato de mefloquina apresentou em cada condi¢do. Foram utilizadas duas colunas
cromatograficas, uma com maior € outra com menor atividade de silan6is livres. Os autores
verificaram que o tempo de retengdo do cloridrato de mefloquina ndo se modificava com

valores de pH da solucdo tampao entre 2,5 e 4,5 nas duas colunas (Figura 26).
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Figura 26 — Variagdo do tempo de retengdo do cloridrato de mefloquina em fungéo do pH do
tampao da fase movel utilizando-se duas colunas cromatogréaficas. (Adaptado de GREEN et

al., 1999)
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Desta forma, o pH da solu¢ao tampao do método em desenvolvimento foi alterado de 3,0 para
3,5 pois a reten¢do do pico de cloridrato de mefloquina ndo seria alterada e ainda seria evitado

o uso de tampdes fosfato de valores de pH baixos com colunas de fase ligada a silica.

5.2.2 Seletividade

5.2.2.1 Estabilidade do cloridrato de mefloquina frente a condigoes de estresse

Os cromatogramas foram obtidos com detec¢do em comprimento de onda de 222 nm, regiao
menos seletiva, apropriado para a detec¢do de compostos de natureza quimica diversa,
incluindo provéaveis produtos de degradagdo da mefloquina que mantenham o anel
quinolinico, pela grande absortividade apresentada. O uso de comprimentos de onda proximos

a 200 nm ¢ adequado para a detec¢do da maioria dos compostos organicos (BERRY, 1982)

A degradacdo em meio 4acido revelou o aparecimento de um pico proximo ao tempo do
volume morto (# = 2,924 min; k = 0,19) na amostra retirada com uma hora de experimento,
com resolugdo satisfatoria em relagdo ao pico de cloridrato de mefloquina (7 = 6,111 min; k£ =
1,49). Este fato ¢ ilustrado na Figura 27, onde ¢ feita uma ampliacdo da sobreposi¢do do
branco utilizando acido cloridrico, e da amostra, contendo cloridrato de mefloquina, coletada
com 9 horas de experimento contendo cloridrato de mefloquina. Este pico foi observado na
amostra retirada com uma hora de experimento (Area = 12,8 mAU.s) e persistiu, em fungdo
do tempo, aumentando o seu valor de érea, até o final do experimento com 9 horas (Area =

58,4 mAU.s).
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Figura 27 — Ampliagdo da sobreposi¢do do cromatograma do branco com acido cloridrico
(tracejado) e do cromatograma da amostra contendo cloridrato de mefloquina (MQ) retirada
em 9 horas de reagdo (linha cheia). (PD = produto de degradag¢ao)

A degradacao em meio alcalino (Figura 28) também revelou um pico de intensidade pequena
proximo ao tempo do volume morto, porém com tempo e fator de retencao diferente daquele
observado no tubo com 4acido cloridrico (# = 3,123 min; k = 0,27). Este pico também teve sua
intensidade aumentada com o passar do tempo (Area =98 mAU.s em lh; Area = 48,6 mAU.s
em 9h), estando também com resolu¢do de linha de base visivel em relagdo ao pico de

cloridrato de mefloquina (¢, = 6,166; min; k = 1,50).

Figura 28 — Ampliac¢do da sobreposi¢do do cromatograma do branco com hidréxido de sodio
(tracejado) e do cromatograma da amostra contendo cloridrato de mefloquina (MQ) retirada
em 9 horas de reagdo (linha cheia). (PD = produto de degradagao)
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No experimento de hidrolise neutra (Figura 29) também foi observado um pico de pequena
intensidade proximo ao tempo do volume morto (¢, = 2,943 min; k£ = 0,19). A area deste pico
aumenta com o tempo de experimento (Area = 33,2 mAU.s em 1h; Area = 96,2 mAU.s em
9h), e este pico também estd com resolugdo satisfatoria em relagdo ao pico de cloridrato de

mefloquina (¢, = 6,129 min; k= 1,47).

MQ

Figura 29 — Ampliagdo da sobreposi¢do do cromatograma do branco utilizando agua ultra-
pura (tracejado) e do cromatograma da amostra contendo cloridrato de mefloquina (MQ)
retirada em 9 horas de reagdo (linha cheia). (PD = produto de degradagao)

No experimento realizado utilizando solucdo de peroxido de hidrogénio, foram observados,
somente na amostra retirada com 9h de experimento, dois picos de pequena intensidade
também préximos ao tempo do volume morto (7 = 3,219 min; £ = 0,30 e ¢, = 3,438 min; k =
0,39) com resolucdo satisfatoria em relagdo ao pico de cloridrato de mefloquina (¢, = 6,136
min; k£ = 1,49). A integracdo destes picos foi prejudicada pela interferéncia do pico do

perdxido de hidrogénio em 2,677 min.
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Figura 30 — Amplia¢ao da sobreposi¢do do cromatograma do branco utilizando peroxido de
hidrogénio (tracejado) e do cromatograma da amostra contendo cloridrato de mefloquina
(MQ) retirada em 9 horas de reacdo (linha cheia). (PD = produtos de degradagao)

De um modo geral, o cloridrato de mefloquina se manteve estavel frente as diferentes
condigdes de estresse a que foi submetido. Todos os picos observados relativos a possiveis

produtos de degradacdo foram de baixa intensidade, mesmo apds nove horas de reagao.

Em relagdo as areas, os picos de cloridrato de mefloquina nao sofreram redugdo de valor em
nenhuma das tomadas de amostra comparando-se com a amostra retirada no tempo zero,
demonstrando que a degradagdo, quando ocorreu, ndo foi significativa. Ao contrario, os picos
de cloridrato de mefloquina apresentaram um discreto aumento de valores de area,

provavelmente devido a evaporacao do solvente.

O cloridrato de mefloquina ndo apresenta em sua estrutura grupos que sejam suscetiveis a
hidrolise como grupos éster e amida, por exemplo. Mas, poderia, teoricamente, sofrer
oxidagdo catalisada pela luz, devido a presenca, na estrutura, de alcool alifatico secundario,
aminas alifaticas e anéis benzénicos (NUDELMAN, 1975). Esta oxida¢do poderia explicar o
aparecimento de picos com fatores de retengdo proximos a tempo zero em todos os
experimentos (acido cloridrico, hidroxido de sddio, agua e perdxido de hidrogénio), ja que os

tubos utilizados nao foram cobertos de forma a impedir a passagem da luz do ambiente.

Para a seletividade do método analitico, as condi¢des cromatograficas escolhidas (Tabela 33)

foram adequadas para a determinacdo de cloridrato de mefloquina dado que os picos
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observados nos experimentos de hidrolise e oxidagdo apresentaram resolu¢dao em linha de

base com o pico principal.

5.2.2.2 Fotoestabilidade do cloridrato de mefloquina

Os trabalhos realizados por TONNESEN e colaboradores (1990, 1997 e 1999) mostraram que
o cloridrato de mefloquina ndo ¢ estavel a luz tanto no estado solido quanto em solugdes

aquosas.

No presente trabalho, foram observados picos referentes a produtos de fotolise do cloridrato
de mefloquina em solu¢do aquosa e as condi¢des cromatograficas do método tiveram que ser

alteradas para permitir uma separacdo adequada destes produtos.

As amostras retiradas em 0,5; 1, 2, 4 e 8 horas foram injetadas no cromatografo com as
condicdes descritas na Tabela 33. Foi observado, no cromatograma da amostra retirada com
meia hora de experimento, um pico de baixa intensidade com tempo de retengdo de 5,228 min
e fator de retencdo igual a 1,08. Este pico aumentou de intensidade com o passar do tempo,
sendo seguido pelo aparecimento de outros picos, a medida em que o tempo da reacao

aumentava. Para facilitar a sua identificacdo, o pico serd denominado impureza 1 (IMP1).
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Figura 31 — Cromatograma da solucao de fotdlise apds 8 horas de experimento (cloridrato de
mefloquina, #, = 6,118 min, £ = 1,47, IMP1, ¢ = 5,228 min, £ = 1,11). Condigdes
cromatograficas: metanol:tampdo pH 3,5 (65:35); fluxo 1,0 ml/min; coluna Cig a 30 °C;
detecgdo A =222 nm.
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A resolugao (R) calculada pelo método da largura a meia altura entre o pico de mefloquina e
da IMP1 foi de 3,46. Entretanto, ampliando-se o cromatograma da Figura 31, observou-se que
o pico de cloridrato de mefloquina apresentava um ombro, sendo necessario entdo ajustar as
condi¢des cromatograficas. Reduzindo-se a propor¢do de metanol na fase movel de 65% para

60% foi possivel obter melhor separacao dos picos.

2478
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Figura 32 — Ampliagdo do cromatograma da solugdo de fotolise apds 8 horas de experimento
(cloridrato de mefloquina, # = 6,118 min, k£ = 1,47; IMP1, ¢, = 5,228 min, k£ = 1,11).
Condigdes cromatograficas: metanol:tampao pH 3,5 (65:35); fluxo 1,0 ml/min; coluna C;g a
30 °C; detecgdo A = 222 nm.

Assim, as condi¢des cromatograficas foram ajustadas, resultando naquelas descritas na Tabela
35. Estas condi¢des foram testadas com as amostras do segundo estudo de fotdlise e, como
observado na Figura 33, resultaram em uma melhor separagao do cloridrato de mefloquina de
seus produtos de degradacdo, mesmo apds 12 horas de reacdo. A resolucdo entre o pico de

cloridrato de mefloquina e o da IMP1 foi de 5,35.
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Figura 33 — Ampliagdo do cromatograma da solucdo de fotdlise apds 12 horas de
experimento (cloridrato de mefloquina, # = 9,103 min, £ = 2,69; IMPI, ¢, = 7,215 min, k =
1,92). Condigdes cromatograficas: metanol:tampao pH 3,5 (60:40); fluxo 1,0 ml/min; coluna
Cis a 30 °C; detecgdo A = 222 nm.
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Os espectros da solucao de fotolise em 0, 4, 8 e 12 horas de reagdo obtidos em
espectrofotometro UV na faixa de 200 a 400 nm ndo mostraram diferenca entre si e em
rela¢do ao obtido no tempo zero, demonstrando a falta de seletividade do método UV para os

produtos de fotdlise do cloridrato de mefloquina (Figura 34).
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Figura 34 — Sobreposi¢do dos espectros na regido do ultravioleta da solugao de fotolise do
cloridrato de mefloquina no tempo zero e apos 4, 8 e 12 horas de reagdo. Os comprimentos de
onda maximos estdo em destaque.

Como demonstrado, as condigdes cromatograficas descritas na Tabela 35 permitiram
determinar o cloridrato de mefloquina na presenca de seus produtos de fotolise em solugdo
aquosa. Para se ter uma idéia da velocidade de degradagdo, foi avaliado o decaimento das
areas do pico de cloridrato de mefloquina em fungdo do tempo de exposi¢cdo a lampada UV
(Tabela 42). Foi tragado um gréfico relacionando o tempo de exposi¢do, em horas, com o
logaritmo da porcentagem de area do pico de cloridrato de mefloquina remanescente (Figura
35). As areas foram obtidas com os cromatogramas em 222 nm. Foi obtida uma linha reta no
grafico com coeficiente de determinacdo (R?) superior a 0,96. Este coeficiente pode ndo ter
sido maior devido a varia¢des da intensidade de energia da ldmpada, o que poderia acarretar

variagOes na quantidade de cloridrato de mefloquina degradado.



Capitulo 11 - 119 -

Tabela 42 — Dados de tempo de exposi¢do, areas do pico principal, porcentagem de area
remanescente e logaritmo da porcentagem de drea remanescente para construgdo do grafico de
decaimento da concentragdo de cloridrato de mefloquina em fun¢do do tempo de exposi¢ao

Tempo de exposicio  Area do pico de cloridrato de Porcentagem da drea Log da porcentagem de
(h) mefloquina em 222 nm remanescente em relacdo drea remanescente em
(mAU.s) ao tempo zero relacdo ao tempo zero
0 10642,9 100,0 2,0000
4 9782,6 91,9 1,9634
8 8478.,6 79,7 1,9013
12 8115.4 76,3 1,8822
2.1

o
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Figura 35 — Grafico do logaritmo da porcentagem de cloridrato de mefloquina remanescente
em func¢do do tempo de exposicao da solucdo a luz UV.

O objetivo da otimizagdo da separagdo cromatografica era determinar seletivamente o
cloridrato de mefloquina em presenca de seus produtos de degradacdo, mas ndo
necessariamente separar os produtos de degradagao entre si, o que ndo foi possivel utilizando-
se 60% de metanol na fase movel. Foi necessario reduzir a forca eluente da fase movel para a
separacdo dos produtos de degradagdo. No cromatograma da solucdo com 12 horas de
exposicdo obtido com 50% de metanol na fase movel, foram observados quatro picos
relativos a produtos de degradacdo do cloridrato de mefloquina. O cromatograma e os

respectivos espectros no ultravioleta sao mostrados na Figura 36.
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Figura 36 — Cromatograma da solu¢do de cloridrato de mefloquina (MQ) apos 12h de
exposicao a lampada UV. Os espectros na regido do ultravioleta dos insertos foram obtidos na
faixa de 200 nm a 400 nm. Condi¢des cromatograficas: metanol:tampao pH 3,5 (50:50); fluxo
1,0 ml/min; coluna C;g a 30 °C; detec¢do A = 222 nm

No trabalho de TONNESEN e colaboradores (1990) foram identificados seis produtos de
degradacao fotolitica do cloridrato de mefloquina. Cinco destes produtos estdo relacionados
na Tabela 43, sendo o sexto produto o isdbmero treo da mefloquina. Utilizando técnicas de
espectrometria de massas, a autora determinou as possiveis formulas estruturais para estes
produtos. Em um estudo posterior (TONNESEN, 1999) foram identificados outros quatro
produtos, totalizando 10. Neste trabalho, foram detectados por CLAE quatro produtos de
degradacdo fotolitica do cloridrato de mefloquina em agua, porém, somente com os dados de

espectro UV ndo foi possivel relacionar estes produtos com os caracterizados por

TONNESEN.
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Tabela 43 — Propostas de formulas estruturais, nimeros de CAS, nomes quimicos, formulas
moleculares ¢ massas molares dos produtos de degrada¢do pela luz do cloridrato de
mefloquina em solu¢do aquosa (TONNESEN et al., 1990)

Formula Massa
Formula estrutural CAS Nome quimico
molecular (g/mol)
OH
N 35853-41-9 4-Quinolinol, 2,8-

P o ) C11HsFgNO 281,16

N CF, bis(trifluorometil)- (9CI)

CF

4,4'-Biquinolina, 2,2',8,8'-
129735-23-5 - ‘ CyHgF 5N, 528,30
tetrakis(trifluorometil)- (9CI)

Quinolina, 2,8-bis(trifluorometil)-
129625-31-6 oD C1HsFgN 265,16

Metanona, [2,8-bis(trifluorometil)-
4-quinolinil][6-(2-
129625-32-7 Cy3Hp3FeN50, 487,44
piperidinilcarbonil)-2-piperidinil]-

(9CI)

2-Piperidinacarboxaldeido, 6-
129625-33-8 [[2,8-bis(trifluorometil)-4- CisH4FsN,O, 404,31
quinolinil]carbonil]- (9CI)

Até este ponto, utilizou-se deteccdo em comprimento de onda de 222 nm, para o estudo da
seletividade do método analitico, pois € um comprimento de onda menos seletivo e, portanto,
capaz de detectar substancias relacionadas e produtos de degradagdo com mais sensibilidade
(BERRY, 1982). Deste ponto em diante, os cromatogramas apresentados utilizaram 283 nm
como comprimento de onda de deteccdo, pois o objetivo era quantificar o cloridrato de

mefloquina presente nos comprimidos.
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5.2.2.3 Seletividade frente as substancias estruturalmente relacionadas ao cloridrato de

mefloquina

As condi¢des cromatograficas propostas foram capazes de separar adequadamente trés
substancias com estruturas quimicas similares ao cloridrato de mefloquina: difosfato de
cloroquina, sulfato de quinina e difosfato de primaquina. O cromatograma obtido com a

mistura das quatro substancias e seus respectivos espectros estd na Figura 37.
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Figura 37 — Cromatograma da solugdo contendo difosfato de cloroquina (CQ), sulfato de
quinina (Q), difosfato de primaquina (PQ) e cloridrato de mefloquina (MQ) todos a 0,1 mg/ml
em fase movel. Os espectros na regido do ultravioleta dos insertos foram obtidos na faixa de
200 nm a 400 nm. Condig¢des cromatograficas: metanol:tampao pH 3,5 (60:40); fluxo 1,0
ml/min; coluna Cig a 30 °C; detec¢do A =283 nm

Como perspectiva futura, o método desenvolvido pode ser otimizado para a determinagdo de
difosfato de cloroquina e de difosfato de primaquina em comprimidos, como alternativa aos
métodos por espectrofotometria no ultravioleta e volumetria respectivamente existentes na

Farmacopéia Americana 30* edicao (THE UNITED, 2006).

5.2.3 Linearidade

A linearidade do método foi avaliada utilizando-se a curva analitica construida com os valores

de concentracdo de cloridrato de mefloquina correspondentes a faixa de 50% a 150% da
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concentracdo de trabalho e seus respectivos valores de area (Tabela 44). O método de

regressao linear utilizado foi o dos minimos quadrados.

Tabela 44 — Concentragdes de cloridrato de mefloquina e valores de area para a construgao
da curva analitica do método de doseamento em comprimidos utilizando CLAE

Cloridrato de Nivel de . n Area (mAU.s) Fator de resposta
mefloquina (ug/ml) concentragdo x100
1 848,7 16,70
50,83 50% 2 853,0 16,78
3 870,8 17,13
1 1301,9 17,07
76,25 75% 2 1280,1 16,79
3 1284,6 16,85
1 1713,9 16,86
101,67 100% 2 1749.9 17,21
3 1711,9 16,84
1 2180,8 17,16
127,08 125% 2 2150,2 16,92
3 2160,6 17,00
1 2588,8 16,98
152,50 150% 2 2580,6 16,92
3 2625,0 17,21
Média dos fatores de resposta 16,96
DPR (%) 0,98

* ~ Y ~
em relacdo a concentracgao de trabalho

A curva analitica construida com os dados da Tabela 44 esta representada na Figura 38.

3000+
QR
= 2000+
<
E
8
2 1000+ y =17,14x - 15,75
R?=0,9995
C ) ) ) ) ) ) )
0 25 50 75 100 125 150 175
Cloridrato de mefloquina (pug/ml)

Figura 38 — Representacdo grafica da curva analitica para a determinagdo de cloridrato de
mefloquina em comprimidos.
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A distribui¢do dos residuos ndo foi normal no nivel de significncia de 5% (p < 0,05), porém
foi aleatoria podendo ser visualizada no grafico de distribuicdo de residuos (Figura 39). O
coeficiente de determinagdo (R?) foi adequado, acima de 0,99. A interse¢do com o eixo das
abcissas nao foi estatisticamente diferente de zero, ndo sendo necessario calcular a
contribuicdo do intercepto para a resposta a 100% da concentracdo de trabalho (GREEN,
1996). O DPR dos fatores de resposta foi menor que 1%, indicando homogeneidade entre a
relacdo dos valores de area do pico de cloridrato de mefloquina e seus respectivos valores de
concentragcdo. Os resultados da andlise estatistica indicam ajuste adequado aos modelos de

regressao linear.

30+
]
]
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]
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(%]
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25 @ 7; 100 125 150 175
-104 Cloridrato deineflo.quinah(pg/rHI)
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Figura 39 — Representag¢ao grafica da distribuigdo dos residuos da curva analitica para a
determinagdo de cloridrato de mefloquina em comprimidos.

5.2.4 Precisdo intra-ensaio e inter-ensaios

A avaliagdo da precisdo intra-ensaio e inter-ensaios foi realizada calculando-se o desvio
padrdo relativo (DPR) dos valores encontrados em dois dias consecutivos para cloridrato de
mefloquina em uma amostra homogénea de comprimidos. Os resultados estao relacionados na

Tabela 45.
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Tabela 45 — Valores de arca e teor de cloridrato de mefloquina em comprimidos para
avaliacdo da precisdo do método de doseamento por CLAE

1°dia 2°dia
Amostra i Teor de cloridrato de i Teor de cloridrato de
Area (mAU.s) Area (mAU.s)
mefloquina mefloquina

1 1685,0 100,82 1609,3 98,83
2 1605,8 100,48 1594,0 99,37
3 1689.8 99,01 1609,6 99,59
4 1648.,0 101,07 1648,6 98,82
5 1631,2 99,28 1613,1 98,82
6 1814,7 99,26 1599,2 98,58
Média 99,99 Meédia 99,00

DPR (%) 0,90 DPR (%) 0,39

A média dos valores obtidos nos dois dias consecutivos (n=12) foi de 99,50% com DPR de
0,84%. A distribuicdo dos valores de teor de cloridrato de mefloquina em cada dia nao foi
normal, sendo necessaria a utilizacdo de testes estatisticos ndo paramétricos para a
compara¢ao dos valores médios obtidos em cada dia de analise. Utilizando-se o teste de
Mann-Whitney, as medianas dos valores de teor obtidos nos dias 1 e 2 ndo foram
estatisticamente diferentes (p < 0,05). Os valores de DPR para a precisdo intra-ensaio ¢ inter-
ensaios estdo de acordo com a legislacdo brasileira e com a literatura (BRASIL, 2003c;

GREEN, 1996; RIBANI, 2004).

Os cromatogramas da solugdo padrio e da solugdo amostra no estudo da precisdo do método

sao representados na Figura 40.
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Figura 40 — Cromatogramas da solug¢do padrdo (superior) e da solugdo amostra (inferior) de
cloridrato de mefloquina do estudo da precisdo do método por CLAE aplicado a comprimidos

5.2.5 Exatidao

Para a avaliacdo das quantidades de analito recuperadas, primeiramente foi determinado o

conteudo de cloridrato de mefloquina presente na amostra de comprimidos correspondente a

60% da concentragdo de trabalho, a qual foram adicionadas quantidades crescentes de matéria

prima. Os valores de recuperagdo médios devem estar entre 98,0 e 102,0% (BRASIL, 2003c;

GREEN, 1996; RIBANI, 2004) e, como apresentado na Tabela 46, estdo dentro da faixa

especificada.
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Tabela 46 — Porcentagens de recuperacdo do padrio de cloridrato de mefloquina adicionado a
amostra contendo quantidade conhecida do analito para avaliagdao da exatidao do método para
doseamento por CLAE aplicado a comprimidos

Padrdo adicionado  Concentracdo Recuperado Porcentagem
Nivel n Meédias
(ug/ml) teorica (ug/ml) (ug/ml) (%)
14,79 74,33 73,24 98,54
75%
2 15,02 76,41 75,60 98,94 98,81
(75 pg/ml)
3 14,67 73,58 72,81 98,95
1 38,14 96,46 96,76 100,30
100%
2 39,65 98,70 98,49 99,79 99,69
(100 pg/ml)
3 39,43 97,76 96,76 98,98
63,57 121,91 120,60 98,93
125%
64,37 122,81 124,00 100,97 100,25
(125 pg/ml)
63,39 121,89 122,91 100,84

5.2.6 Limite de detecgdo e limite de quantificacao

O valor encontrado para o desvio padrdo da resposta da curva analitica foi de 11,95.
Aplicando-se a formula preconizada pelo ICH (INTERNATIONAL, 2005) e descrita na se¢@o
5.1.2.6, os valores calculados para os limites de detec¢do e quantificacdo foram de 2,30 pg/ml
e 6,97 ng/ml, respectivamente. Os cromatogramas das solugdes de cloridrato de mefloquina
obtidos nestas concentracdes ultrapassaram as relagdes sinal/ruido preconizadas por SNYDER
e colaboradores (1997) e pelo proprio ICH. Assim, as solugdes foram submetidas a dilui¢des
sucessivas e injetadas no cromatdgrafo até obtengdo de relagdo sinal/ruido préxima a 3 para o

limite de detecgdo e a 10 para o limite de quantificagao.

O limite de detec¢do para o cloridrato de mefloquina foi de 0,3 pg/ml, e o respectivo

cromatograma esta representado na Figura 41.
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Figura 41 — Cromatograma a 283 nm da solugdo de cloridrato de mefloquina a 0,3 pg/ml.

Para o limite de quantificagdo, a solugdo de cloridrato de mefloquina foi diluida até conter
0,45 pg/ml em fase moével. Esta solugdo foi injetada no cromatografo 5 vezes para a
verificagdo da relagdo sinal/ruido. O DPR das areas dos picos principais também foi

determinado (Tabela 47).

Tabela 47 — Tempos de retengdo e valores de area de cinco inje¢des de uma solucdo de
cloridrato de mefloquina a 0,45 pg/ml para verificacao do limite de quantificagdo do método

por CLAE

Injecdo Tempo de retencdo (min) Area (mAU.s)

1 8,727 7,5

2 8,784 7,5

3 8,776 7,5

4 8,775 7,6

5 8,763 7,8

Meédia 8,765 7,5

DPR (%) 0,26 1,79

O valor de desvio padrao relativo das areas inferior a 2% e a relacdo sinal/ruido superior a 10
foram os critérios utilizados para o estabelecimento do valor de 0,45 pg/ml como menor

quantidade de cloridrato de mefloquina que ¢ capaz de ser quantificada por este método.

5.2.7 Robustez e adequabilidade do sistema

A robustez foi avaliada variando-se deliberadamente as condi¢des cromatograficas do método

proposto e medindo-se a quantidade de cloridrato de mefloquina presente em 6 amostras
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homogéneas de comprimidos em cada condi¢do. Ao todo foram avaliadas 9 condigdes

diferentes, e os resultados estdo relacionados na Tabela 48.

Tabela 48 — Resultados das determinagdes de cloridrato de mefloquina em diversas condigdes
para a avalia¢do da robustez do método por CLAE

Condigoes
Amostra 57% 63% 0,9 1,1

Nominal MeOH — MeOH — mUmin — mbmin 25°C 35°C pH3,0 pHA4,0

1 95,45 95,91 95,35 95,08 95,01 94,76 94,88 98,67 99,27

2 95,94 95,95 95,91 95,46 95,26 95,02 94,96 97,54 99,61

3 97,27 97,17 97,01 96,93 96,41 96,27 96,28 99,45 99,58
4 96,36 96,32 96,14 95,90 95,63 95,43 95,44 99,24 100,37

5 96,73 96,70 96,46 96,13 96,10 96,19 95,86 99,75 99,51
6 97,13 97,10 96,99 96,71 96,40 96,29 96,17 99,53 100,99
M¢édia 96,48 96,53 96,31 96,03 95,80 95,66 95,60 99,03 99,89

DPR 0,70 0,55 0,65 0,71 0,60 0,68 0,60 0,82 0,66

A comparacdo das médias utilizando o teste de Tukey apos a andlise de varidncia (ANOVA)
mostrou diferenca estatisticamente significativa entre a média obtida com as condigdes
nominais e as médias obtidas com o pH do tampao da fase movel ajustado para 3,0 e para 4,0.
Isto indica que o valor de pH do tampao ¢ critico para a realizagcdo desta analise e deve ser

mantido em uma faixa estreita em torno de 3,5.

Na Tabela 49 estdo relacionados os parametros utilizados para avaliar a adequabilidade do
sistema, quais sejam, médias dos valores de fator de cauda, fator de retengdo, numero de
pratos teoricos, médias e DPR das areas dos picos de cloridrato de mefloquina obtidos com

cinco inje¢des da solucdo padrao, em cada uma das condigdes previstas na Tabela 38.
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Tabela 49 — Valores médios de area, fator de retengdo, fator de cauda e ntimero de pratos
tedricos relativos ao pico de cloridrato de mefloquina da solugdo padrao para o estudo da
robustez do método CLAE. Em parénteses ¢ apresentado o DPR dos valores de cinco injegoes
(n=5).

Condigoes (n=5)

Pardametros 57% 63% 0,9 1,1
Nominal 25°C 35°C PH 3,0 pH 4,0
MeOH MeOH ml/min ml/min

1791,2 1787,8 1805.4 2008,9 1645,2 1811,2 1821,9 1610,4 1587,1

Area (0,05) (0,11) (0,10) (0,12) (0,08) 0,08) (0,14 (0,20) (0,12)
Fator de 2,21 3,58 1,73 2,44 2,43 2,49 1,96 2,19 2,27
retengdo (0,89) (0,86) (0,18) (0,17) (0,12) 027) (0,39 (2,02) (1,19
Fator de 1,208 1,242 1,186 1,225 1,195 1,204 1,214 1,175 1,225

cauda (0,44) (0,10) (0,43) (0,24) (0,41) 041) (0,25 0,40)  (0,32)

No de pratos 7455 7883 7292 8099 7015 7001 8025 7628 74334
tedricos (1,22) (1,10) (1,24) (0,92) (1,00) (137) (1,55 (230)  (2,93)

Observou-se que, na condicdo em que o tampao da fase movel foi ajustado para pH 3,0, o
fator de retencdo e o niimero de pratos tedricos, calculados em relagdo ao pico principal
tiveram seus valores de desvio padrdo relativo superiores a 2%. O mesmo foi observado para
o valor de DPR relativo ao nimero de pratos tedricos, calculado para o pico de cloridrato de

mefloquina obtido com o tampao da fase mével ajustado para pH 4,0.

Utilizando os valores da Tabela 49 e os valores de adequabilidade do sistema recomendados
pelo FDA e citados por RIBANI e colaboradores (2004), foram sugeridos critérios para a
adequabilidade do sistema nas andlises de cloridrato de mefloquina pelo método de CLAE

proposto (Tabela 50).

Tabela 50 — Parametros de adequabilidade do sistema recomendados pelo FDA e sugeridos
para o método proposto.

Parametro Recomendacdio do FDA Sugeridos para o método proposto

geralmente k > 2,0; o pico deve estar bem

Fator de retengao (k) resolvido de outros picos e do volume Idem
morto.
R > 2 entre o pico de interesse e o

Resolucdo (R) ) ) ) ) Idem
interferente potencial mais proximo

Fator de cauda (T) T<2 T<15

Repetitividade (DPR) DPR < 1% paran>5 Idem
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O fator de reten¢ao deve permanecer como recomendado, dado que nao foram observadas
diferencas inesperadas com a variagdo dos parametros da robustez. A resolugdo entre o pico
de interesse e o interferente mais proximo deve permanecer também como maior que 2,
apesar do valor ter sido maior que 5 nas condi¢des experimentais propostas. O fator de cauda

deve ser inferior a 1,5 a fim de permitir melhor reprodutibilidade da integragdo dos picos.

5.2.8 Comparacio entre os métodos cromatogrdfico e espectrofotométrico para a

determinacdo de cloridrato de mefloquina em comprimidos

Os resultados da determinacdo de teor de cloridrato de mefloquina utilizando os métodos

cromatografico e espectrofotométrico (secdo 4.1.2.6) estdo relacionados na Tabela 51.

Tabela 51 — Resultados das determinag¢des de cloridrato de mefloquina em comprimidos
utilizando os métodos cromatografico e espectrofotométrico.

Cloridrato de mefloquina (%)

Amostra

CLAE uv

1 97,24 99,87

2 98,26 101,73

3 97,99 98,66

4 97,58 100,58

5 98,37 100,18

6 99,37 101,67

Média 98,14 100,45
DPR (%) 0,75 1,16

Apos andlise estatistica utilizando a comparacdo de médias por teste t, constatou-se que o0s
valores apresentados pelo método cromatografico foram inferiores aos apresentados pelo
método espectrofotométrico. Esta diferenca pode ter sido causada pela interferéncia da matriz
dos comprimidos nos valores de absorvancia. Como mencionado em 4.2.2.2.1, o intercepto
com o eixo das abcissas da curva analitica do método espectrofotométrico foi diferente de
zero podendo ter sido influenciado pela matriz do comprimido, levando a valores maiores de

absorvancia e, consequentemente, de teor.
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5.2.9 Determinacao de teor de cloridrato de mefloquina nos comprimidos da avaliacdo da

qualidade de antimalaricos no sistema unico de saude - SUS

O teor de cloridrato de mefloquina nos comprimidos da avaliagdo da qualidade de
antimalaricos no Sistema Unico de Saude — SUS foi determinado utilizando-se o método
CLAE desenvolvido. Os resultados obtidos utilizando o método CLAE e aqueles obtidos pelo

método espectrofotométrico (secdo 4.2.2.2.4) estdo relacionados na Tabela 52.

Tabela 52 — Resultados das determinagdes de cloridrato de mefloquina nos comprimidos da
avaliacdo da qualidade de medicamentos antimaldricos no sistema Unico de saude — SUS
utilizando os métodos cromatografico e espectrofotométrico.

Cloridrato de mefloquina (%)

Amostra

CLAE uyv

A 92,82 95,71
Begs 91,32 95,65
B 93,45 94,14
B, 93,55 96,24
C, 92,60 94,14
C, 94,79 95,02
Des 93,31 93,60
D, 96,63 94,93
D, 94,16 93,87

Como observado na Tabela 51 e Tabela 52, os valores obtidos pelo método UV foram, em sua
maioria, superiores aqueles apresentados pelo método CLAE. Estes valores maiores poderiam
ser devido, ndo somente a interferéncia da matriz dos comprimidos, como também a presenca
de produtos de degradagdo fotolitica, que poderiam ser detectados no método cromatografico,
mas ndo no método espectrofotométrico. Entretanto, os cromatogramas das amostras levadas

a regido Norte nao mostraram picos referentes a produtos de degradacao (Figura 42).
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Figura 42 — Ampliagao da sobreposi¢do dos cromatogramas da solugdo padrao (pontilhado) e
da solugdao amostra Bgg (linha cheia)
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6 CONCLUSOES

Os estudos realizados levaram a conclusdo de que as condi¢des de armazenagem em dois dos
estados pesquisados (B e D) sdo inadequadas para a garantia da qualidade dos medicamentos
do Programa Nacional de Combate a Malaria. Mas condigdes de armazenamento também
foram observadas em todas as unidades basicas de saude (UBS) visitadas. Urge realizar
melhoramentos nestas instalagdes para que se possa prevenir interferéncias do ambiente

sabidamente capazes de prejudicar a qualidade do medicamento.

Apesar da deficiéncia de armazenagem comprovada, as amostras de comprimidos de difosfato
de cloroquina ndo apresentaram problemas de qualidade mesmo apds os cinco meses de
permanéncia nos almoxarifados estaduais e nas UBS da regido norte do Brasil participantes
deste estudo. Nao foram observadas diferencas nos resultados das analises destas amostras em
relacdo aquela que foi armazenada na Central Nacional de Armazenagem e Distribuicdo de

Insumos (CENADI), localizado na cidade do Rio de Janeiro.

Em relacdo aos problemas de qualidade detectados no estudo com as amostras de sulfato de
quinina e difosfato de primaquina, pode-se concluir que estes estdo diretamente relacionados
com o processo produtivo e ndo exatamente com as condicdes ambientais da regido,
normalmente quente e umida. Estes problemas foram observados tanto em amostras que
permaneceram na regido norte quanto naquelas do CENADI. O desvio porcentual acima do
permitido, observado na determina¢do de peso dos comprimidos de sulfato de quinina,
provavelmente foi ocasionado por falhas no controle em processo. A folha de aluminio
descolada do blister, observada nas amostras de difosfato de primaquina, apesar de ter
reduzido a protecdo que a embalagem confere aos comprimidos, nao influenciou diretamente
na qualidade deste medicamento. Ainda assim, a ma aparéncia da embalagem pode ser um

fator muito significativo na ndo adesdo do paciente ao tratamento.

Houve uma variacao na porcentagem de cedéncia no teste de dissolucdo de comprimidos de
mefloquina armazenados em diferentes locais. Sabe-se que mas condi¢des de armazenamento
de medicamentos podem modificar as caracteristicas do comprimido e influenciar seu
comportamento no teste de dissolucdo, levando a reducdo da cedéncia do farmaco. A causa

real desta observacao, no entanto, nao pdde ser completamente elucidada: pode-se inferir em



Conclusodes - 135 -

problemas na formulagdo ou na influéncia das condi¢des de estocagem. Esta variacao nao
chegou a comprometer a qualidade desses medicamentos, no periodo estudado, sendo o

aprofundamento destas investigagdes uma proposta futura.

A fabricacdo de insumos e produtos farmacéuticos ¢ fungdo de varios fatores que envolvem
desde a sintese da matéria-prima até¢ a embalagem final do medicamento. A qualidade e
estabilidade destes devem ser avaliadas constantemente, a fim de proporcionar a populagao
medicamentos eficazes e seguros. Para tanto, ¢ necessario o uso de métodos analiticos
confidveis e amplamente disponiveis, seja na Farmacopéia Brasileira ou nos codigos
farmacéuticos internacionais autorizados. No que tange a sua estabilidade, as condi¢des de
armazenamento de medicamentos devem ser as melhores possiveis, evitando perdas

desnecessarias e mantendo-os uteis até o fim do prazo de validade.

O método por cromatografia liquida de alta eficiéncia para a determinagdo de cloridrato de
mefloquina em comprimidos, desenvolvido no presente trabalho, mostrou-se seletivo aos
produtos de degradacdo (hidrolitica e fotolitica) e substancias estruturalmente relacionadas.
Foi também preciso, exato e robusto, exceto quando se varia o pH do tampao da fase movel.
Estas caracteristicas apresentadas fazem deste método elegivel para integrar a monografia de

cloridrato de mefloquina comprimidos da Farmacopéia Brasileira.
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ANEXO A

Questiondrio utilizado no auxilio da caracterizagdo das condi¢cdes de armazenamento de

medicamentos antimalaricos nos almoxarifados estaduais e localidades.

Avaliacao pontual da qualidade de antimalaricos
no Sistema Unico de Saude - Brasil

Cidade: Estado:
Unidade:
Data: / /
1 — Condigdes Gerais e Legais
Item Descricdo do Item Sim | N&do | N/A | Observacoes
Quanto ao aspecto externo, o edificio apresenta boa
1.1 |conservacdo (isento de: rachaduras, pintura
descascada, infiltracdes, etc)?
12 Existe protecdo contra entrada de roedores, insetos,

aves ou outros animais?

O estabelecimento estd cadastrado na vigilancia

1.3 sanitaria?
O estabelecimento possui responsavel técnico ou
1.4 |farmacéutico cadastrado no Conselho Regional
(CRF)?
15 O farmacéutico responsavel técnico ou seu substituto
"~ | esta presente no momento da visita?
O espaco fisico, construgdo e fluxo do
1.6 . ~
estabelecimento estdo adequados?
1.7 | Possui boa ventila¢do e iluminag¢ao?

1.8

Ha extintores em local de facil acesso?

1.9

Pisos, paredes, balcdes de material resistente, de cor
clara, lavavel, de facil limpeza e desinfec¢ao?

1.10

Os locais e equipamentos estdo limpos, sem poeira
ou sujeira aparente?

1.11

O piso, paredes e teto estdo em boas condigdes de
conservagdo e higiene?

1.12

Auséncia de infiltragdes e/ou mofo e/ou acimulo de
lixo?




Anexo A - 144 -

2 — Quanto a conservagao ¢ armazenamento de produtos e medicamentos

Item Descricdo do Item Sim | N&@o | N/A | Observacoes
21 Os medicamentos estdo armazenados em local onde
" | somente o pessoal da farmacia tem acesso?
29 Os medicamentos de prescri¢do estdo armazenados

em local ndo visivel ao publico com acesso restrito?

2.3 | Estdo armazenados ao abrigo da luz solar direta?

24 Existe um controle com registro de umidade com
" | anotagdes regulares (pelo menos duas vezes ao dia) ?

Ha controle com registro de temperatura do ambiente

2:5 (pelo menos duas vezes ao dia) ?

Os medicamentos estdo armazenados sobre
2.6 |prateleiras ou sobre estrados, afastados do piso e da
parede?

Os laudos de controle de qualidade dos

2.7 . T - A
medicamentos antimaléricos estdo disponiveis?

Hé um sistema de controle de estoque (com registro

2.8 . .
e conferéncia com estoque fisico) ?

2.9 | O controle de estoque ¢ informatizado?

2.10 — Verificar o estado geral de conservacdo dos medicamentos da unidade (sinais de
instabilidade)

3 — Sobre a dispensa¢do de medicamentos

Item Descricao do Item Sim | N&o | N/A | Observacoes

Existe um cadastro de usuarios de medicamentos
3.1 |antimalaricos com controle dos medicamentos e
quantidades dispensadas a cada um?

3.2 — Os medicamentos antimaldricos sao dispensados mediante apresentagdo de:
( ) Receita médica originada no proprio servigo de saude

() Receita médica de qualquer origem

( ) Receita (prescricao delegada) de enfermeiros(as)

() Registro no prontuario médico do paciente

( ) Requisi¢@o do proprio Servigo de Satude

( ) Requisi¢ao do usuario

() Outro documento . Especifique:
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4 — Para as Centrais de Abastecimento Farmacéutico:

4.1 — Que produtos sao distribuidos?
( ) Medicamentos ( ) Matérias primas (Drogas) ( ) Insumos
( ) Produtos para satde (correlatos) ( ) Nao sei () Outros. Especificar

4.2 — Assinale as atividades realizadas pela Central de Abastecimento:

( ) Armazenamento ( ) Transporte

() distribui¢ao as Unidades de Satde ( ) Fracionamento de medicamentos
( ) Reembalagem de produtos para Satde ( ) dispensagao ao usuario

4.3 — A Central possui manual de boas praticas de distribui¢do (armazenamento, transporte,
etc.) e/ou possui procedimentos operacionais padronizados?

Possui? O utiliza? Frequéncia
Procedimentos S N | NA | s N | NA ”de i
utilizagao
Aquisi¢ao
Conservacao
Armazenamento
Transporte
Distribui¢ao

Controle de Qualidade dos Medicamentos

Frequéncia: 1 —nunca/ 2 — quase nunca/ 3 — parte do tempo/ 4 — a maior parte do tempo/ 5 — todo o tempo

4.4 — A central possui um cadastro das Unidades para as quais distribui os medicamentos?

( ) Sim ( ) Nao () Nao sei

4.5 — Possui sistema informatizado de controle de distribui¢do ¢ rastreamento na rede com
controle do nimero de lotes?

( ) Sim ( )Nao () Nao sei

4.6 — Por quem ¢ feito o transporte de medicamentos da CAF para as farméacias?
( ) Veiculo proprio para este fim, do Ministério da Satude

( ) Veiculo proprio para este fim, da Secretaria

( ) Transportadora terceirizada

( ) Por correio

( ) Outro. Especificar:

4.7 — Que tipo de veiculo ¢ utilizado para o transporte?

( ) veiculos com carroceria aberta

( ) Veiculos com carrocerias fechadas ( tipo furgdo ), sem refrigeragdo
( ) Veiculos com carrocerias fechadas ( tipo furgio ), com refrigeragao
( ) Carro ou moto

() Outro tipo de veiculo. Especificar:

4.8 — Sofreu roubo de carga nos ultimos 12 meses?
( ) Sim ( ) Nao () Nao sei

4.9 — Detectou ou teve suspeita de algum medicamento falsificado nos ultimos 12 meses?
() Sim ( ) Nao () Nao sei
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4.10 — Qual o procedimento adotado pelo servigo para medicamentos vencidos?
( ) Devolve ao fabricante ( ) Notifica a VISA ( ) Encaminha a VISA
( ) descarta ( ) Nao sabe ( ) Outro. Especificar:

4.11 — Qual o procedimento adotado pelo servico para medicamentos falsificados ou com

suspeita?

( ) devolve ao fabricante (

( ) notifica a VISA (

( ) descarta (
(

( ) coloca em quarentena

notifica as farmacias
encaminha a VISA
nao sabe

Outro. Especificar:

N N N N

5 - Dados dos medicamentos deixados nesta unidade:

Validade Quantidade

Cloroquina 150 mg

Mefloquina 250 mg

Primaquina 15 mg

Quinina 500 mg

5.1 - Fotografar os medicamentos e o local onde foram deixados.
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ANEXO B

Monografias de antimaldricos encaminhadas para a avaliagio da Comissdo Permanente de

Revisdo da Farmacopéia Brasileira (CPRFB).

CLORIDRATO DE MEFLOQUINA
Mefloquini hydrochloridum

HCl

C17H16FeN2O.HC1 414,78 05577

Cloridrato de (R*,5*)-(£)-a-2-piperidinil-2,8-bis(trifluorometil)-4-quinolinometanol

Contém, no minimo, 98,0% e, no maximo, 102,0% de C7H;csFsN>O.HCI, em relagcao a
substancia anidra.

DESCRICAO

Caracteristicas fisicas. Po cristalino, branco ou amarelado. Apresenta polimorfismo.

Solubilidade. Pouco solivel em agua, facilmente soltivel em metanol, soluvel em acetato
de etila e etanol.

Constantes fisico-quimicas

Faixa de fusao (V.2.2): 259 °C a 260 °C.
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IDENTIFICACAO

A. O espectro de absorc¢do no infravermelho (V.2.14) da amostra, dispersa em brometo de
potéssio, apresenta maximos de absor¢cao somente nos mesmos comprimentos de onda e com
as mesmas intensidades relativas daqueles observados no espectro de cloridrato de mefloquina
SQR, preparado de maneira idéntica. Se os espectros obtidos ndo forem idénticos, dissolver,
separadamente, padrdo e amostra em metanol e evaporar até secura. Obter novos espectros
com os residuos.

B. A 20 mg da amostra, acrescentar 0,2 ml de acido sulfurico. Desenvolve-se fluorescéncia
azul sob luz ultravioleta (365 nm).

C. Responde as reagdes do ion cloreto (V.3.1.1).

ENSAIOS DE PUREZA

Poder rotatorio (V.2.8). —0,2 a +0,2. Determinar em solugdo a 5% (p/V) em metanol.

Substancias relacionadas. Proceder conforme descrito em Cromatografia liquida de alta
eficiéncia (V.2.17.4). Utilizar cromatografo provido de detector ultravioleta a 280 nm; coluna
de 250 mm de comprimento e 4 mm de didmetro interno, empacotada com silica
quimicamente ligada a grupo octadecilsilano (3 um a 10 um), capeada; fluxo da fase movel de
0,8 ml/minuto. Equilibrar a coluna por 30 minutos com fluxo de 2 ml/minuto.

Fase movel: dissolver 1 g de brometo de tetraeptilaménio em mistura de metanol,
bissulfato de sddio a 0,15% (p/V) e acetonitrila (2:4:4).

Solugdo (1): solugdo da amostra a 4 mg/ml em fase movel.

Solugdo (2): transferir 1 ml da solugdo (1) para baldo volumétrico de 100 ml e completar o
volume com fase movel.

Solugdo (3): transferir cerca de 8 mg de cloridrato de mefloquina SQR e 8 mg de sulfato de
quinidina para baldo volumétrico de 50 ml. Dissolver e completar o volume com fase movel.
Transferir 5 ml para baldo volumétrico de 100 ml e completar o volume com o mesmo
solvente. Homogeneizar.
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Injetar 20 pl da solugdo (3). Os tempos de retencdo relativos sdo cerca de 0,5 para
quinidina e 1,0 para mefloquina. A resolu¢do entre os picos de mefloquina e quinidina nao ¢
menor que §,5.

Procedimento: injetar 20 pl das solugdes (1) e (2) e registrar o cromatograma por, no
minimo, 10 vezes o tempo de retengdo do pico principal. A area de qualquer pico com tempo
de reten¢do relativo de cerca de 0,7 obtido com a solugdo (1) ndo ¢ maior que duas vezes a
area do pico principal obtido com a solugdo (2) (0,2%). A area de qualquer pico obtido com a
solugdo (1), exceto o pico principal e o pico com tempo de retengdo relativo de cerca de 0,7
ndo ¢ maior que a area do pico principal obtido com a solugdo (2) (0,1%). A soma das areas
de todos os picos obtidos com a solugdo (1), exceto o pico principal ndo ¢ maior que cinco
vezes a area do pico principal obtido com a solugdo (2) (0,5%). Nao considerar picos com
area inferior a 0,2 vezes a area do pico principal obtido com a solugdo (2).

Metais pesados (V.3.2.3). Determinar em 1 g da amostra. No maximo 0,002% (20 ppm).

Agua (V.2.20.1). Determinar em 1 g da amostra. Maximo 3,0%.

Cinzas sulfatadas (V.2.10). Determinar em 1 g da amostra. No maximo 0,1%.

DOSEAMENTO

Proceder conforme descrito em Titulagoes em meio ndo-aquoso (V.3.4.5). Dissolver 0,3 g
da amostra em 15 ml de &cido férmico anidro. Acrescentar 40 ml de anidrido acético. Titular
com acido perclorico 0,1 M SV determinando o ponto final potenciometricamente. Cada ml

de acido perclorico 0,1 M SV equivale a 41,478 mg de C7H;cFsN,O.HCI.

EMBALAGEM E ARMAZENAMENTO

Em recipientes bem-fechados.

ROTULAGEM

Observar a legislagdo vigente.
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X11.2 REAGENTES E SOLUCOES REAGENTES

Bissulfato de sodio
CAS —[7681-38-1]

Sinonimia — Sulfato 4cido de sodio, hidrogenossulfato de sodio, pirossulfato de sodio.

Formula e massa molecular — NaHSO4 — 120,06
Caracteristicas fisicas — Temperatura de fusdo: em torno de 315 °C.

Brometo de tetraeptilamonio

CAS —[4368-51-8]

Formula e massa molecular — CogHgoBrN — 490,69
Descricdo — Po branco, escamoso.

Caracteristicas fisicas — Faixa de fusdo: entre 89 °C e 91 °C.
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CLORIDRATO DE MEFLOQUINA COMPRIMIDOS

Contém, no minimo, 90,0% e, no maximo, 110,0% da quantidade declarada de
C17H6FsN,O.HCIL.

IDENTIFICACAO

A. O espectro de absor¢dao no ultravioleta (V.2.14), na faixa de 200 nm a 350 nm, da
solugdo amostra obtida em Doseamento, exibe maximos ¢ minimos idénticos aos observados
no espectro da solu¢ao padrao.

B. Pesar e pulverizar os comprimidos. Transferir quantidade do p6 equivalente a 0,25 g de
cloridrato de mefloquina para béquer e adicionar 5 gotas de 4cido nitrico. Agitar com 50 ml
de agua e filtrar em papel de filtro para filtragdo lenta. Adicionar ao filtrado nitrato de prata
SR. Forma-se precipitado branco caseoso, insoluvel em 4cido nitrico mas soluvel em ligeiro
excesso de hidroxido de amonio 6 M.

CARACTERISTICAS

Determinacéo de peso (V.1.1). Cumpre o teste

Teste de dureza (V.1.3.1). Cumpre o teste.

Teste de friabilidade (V.1.3.2). Cumpre o teste

Teste de desintegracéo (V.1.4.1). Cumpre o teste.

Uniformidade de doses unitarias (V.1.6). Cumpre o teste.

TESTE DE DISSOLUCAO (V.1.5)

Meio de dissolucdo: acido cloridrico 0,1 M, 900 ml
Aparelhagem: pas, 100 rpm
Tempo: 60 minutos
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Procedimento: apos o teste, retirar aliquota do meio de dissoluc¢do, filtrar e diluir com meio
de dissolugdo até concentracdo adequada. Medir as absorvancias das solu¢des em 283 nm
(V.2.14) utilizando meio de dissolu¢do para ajuste do zero. Calcular a quantidade de
C17H16FsN2,O.HCI dissolvida no meio, comparando as leituras obtidas com a da solucdo de
cloridrato de mefloquina SQR na concentracdo de 0,006% (p/V), preparada no mesmo
solvente. Pode-se utilizar até 5% (V/V) de metanol na primeira dilui¢do para assegurar a
completa solubiliza¢do do cloridrato de mefloquina SQR.

Tolerdncia: ndao menos que 75% (Q) da quantidade declarada de C,7H;sFsN,O.HCI se
dissolvem em 60 minutos.

DOSEAMENTO

Proceder conforme descrito em Cromatografia liquida de alta eficiéncia (V.2.17.4).
Utilizar cromatografo provido de detector ultravioleta a 283 nm; coluna de 250 mm de
comprimento ¢ 4,6 mm de didmetro interno, empacotada com silica quimicamente ligada a
grupo octadecilsilano (5 pm), mantida a 30 °C; fluxo da fase movel de 1 ml/min.

Tampdo pH 3,5: Transferir cerca de 6,80 g de fosfato de potassio monobdsico para baldo
volumétrico de 1000 ml. Dissolver e completar o volume com agua. Ajustar o pH para 3,5
com 4cido fosforico.

Fase movel: mistura de tampdo pH 3,5 ¢ metanol (40:60)

Solugdo amostra: pesar e pulverizar 20 comprimidos. Transferir quantidade do po
equivalente a 100 mg de cloridrato de mefloquina para baldo volumétrico de 100 ml,
adicionar cerca de 80 ml de metanol e deixar em ultra-som por 10 minutos. Completar o
volume com o mesmo solvente e filtrar, descartando os primeiros 10 ml do filtrado. Transferir
5 ml do filtrado para baldo volumétrico de 50 ml, completar o volume com fase movel e
homogeneizar.

Solugdo padrdo: pesar exatamente cerca de 10 mg de cloridrato de mefloquina SQR e
transferir para baldo volumétrico de 100 ml. Adicionar cerca de 80 ml de fase movel e deixar
em ultra-som por 10 minutos. Completar o volume com o mesmo solvente e homogeneizar.

Injetar replicatas de 20 ul da solug¢do padrdo. O fator de cauda ndo é maior que 1,5. O
desvio padrdo de areas de replicatas dos picos registrados nao ¢ maior que 1,0%.
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Procedimento: injetar, separadamente, 20 ul das solugcoes padrdo e amostra, registrar os
cromatogramas e medir as dreas dos picos. Calcular o teor de C;7H;sFsN,O.HCl nos
comprimidos a partir das respostas obtidas com as solugoes padrdo e amostra.

EMBALAGEM E ARMAZENAMENTO

Em recipientes bem-fechados.

ROTULAGEM

Observar a legislagao vigente.
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DIFOSFATO DE CLOROQUINA

Cloroquini diphosphas
Cl N
~
Z 2H,PO,
HN
WNA CH,
e, .
CH,
Ci3H26CIN3.2H;3PO4 515,87 02489

Bis(diidrogenofosfato) de N ~(7-cloro-4-quinolinil)-N',N'-dietil-1,4-pentanodiamina

Contém, no minimo, 98,0% e, no maximo, 102,0% de C;sH,cCIN;.2H3PO,4, em relagao a
substancia dessecada.

DESCRICAO

Caracteristicas fisicas. P6 cristalino, branco ou quase branco, higroscopico. Apresenta
polimorfismo.

Solubilidade. Facilmente solivel em agua, muito pouco solivel em etanol e metanol,
praticamente insoltivel em benzeno, cloroférmio e éter etilico.

Constantes fisico-quimicas

Faixa de fusdo (V.2.2): 193 °C a 195 °C, para um dos polimorfos e 215 °C a 218 °C para o
outro polimorfo.

IDENTIFICACAO
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A. O espectro de absor¢ao no ultravioleta (V.2.14), na faixa de 200 nm a 400 nm, da
solugcdo amostra obtida no método B de Doseamento, exibe maximos ¢ minimos somente nos
mesmos comprimentos de onda de solucdo similar de difosfato de cloroquina SQR. A razao
entre os valores de absorvancia medidos em 343 nm e 329 nm estd compreendida entre 1,00 e
1,15.

B. Dissolver 25 mg da amostra em 20 ml de agua e acrescentar 8§ ml de 4cido picrico a 1%
(p/V). Forma-se precipitado amarelo. Lavar o precipitado, sucessivamente, com agua, etanol e
diclorometano. Deixar secar. O residuo funde entre 206 °C e 209 °C.

C. Dissolver 0,1 g da amostra em 10 ml de dgua, acrescentar 2 ml de hidréxido de sodio 2
M e extrair com 2 por¢des de 20 ml de diclorometano. A camada aquosa, acidificada com
acido nitrico, responde a reagdo 2 do ion fosfato (V.3.1.1).

ENSAIOS DE PUREZA

pH (V.2.19). 3,8 a 4,3. Determinar em solugdo a 10% (p/V) em éagua isenta de didxido de
carbono.

Perda por dessecacgéo (V.2.9). Determinar em 1 g da amostra, em estufa a 105 °C, por 16
horas. No maximo 2,0%.

DOSEAMENTO

Empregar um dos métodos descritos a seguir.

A. Proceder conforme descrito em Titulagoes em meio ndo-aquoso (V.3.4.5). Dissolver 0,2
g da amostra em 50 ml de acido acético glacial. Titular com &cido perclérico 0,1 M SV
determinando o ponto final potenciometricamente. Cada ml de acido perclorico 0,1 M SV
equivale a 25,794 mg de C;3H,6CIN3.2H3POs.

B. Proceder conforme descrito em Espectrofotometria de absor¢do no ultravioleta
(V.2.14). Pesar, exatamente, cerca de 0,1 g da amostra e transferir para baldo volumétrico de
100 ml. Acrescentar 5 ml de agua e dissolver. Completar o volume com acido cloridrico a
0,1% (p/V). Diluir, sucessivamente, com acido cloridrico a 0,1% (p/V) até concentracdo de
0,001% (p/V). Preparar solugao padrdo na mesma concentragdo, utilizando o mesmo solvente.
Medir as absorvancias das solucoes resultantes em 343 nm, utilizando acido cloridrico a 0,1%
(p/V) para ajuste do zero. Calcular o teor de C;gHsCIN3.2H3PO4 na amostra a partir das
leituras obtidas.
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EMBALAGEM E ARMAZENAMENTO

Em recipientes bem-fechados.

ROTULAGEM

Observar a legislagao vigente.
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DIFOSFATO DE CLOROQUINA COMPRIMIDOS

Contém, no minimo, 93,0% e, no maximo, 107,0% da quantidade declarada de
C18H,6CIN3.2H5PO,.

IDENTIFICACAO

A. Pesar e pulverizar os comprimidos. Transferir quantidade do p6 equivalente a 0,1 g de
difosfato de cloroquina para baldao volumétrico de 100 ml. Acrescentar 70 ml de dgua, deixar
em ultra-som por 10 minutos e completar o volume com o mesmo solvente. Filtrar. Diluir,
sucessivamente, com agua até concentracdo de 0,001% (p/V). O espectro de absor¢dao no
ultravioleta (V.2.14), na faixa de 200 nm a 400 nm, da solu¢do resultante exibe maximos e
minimos somente nos mesmos comprimentos de onda de solugdo similar de difosfato de
cloroquina SQR. A razao entre os valores de absorvancia medidos em 343 nm ¢ 329 nm esta
compreendida entre 1,00 e 1,15.

B. Acrescentar 5 ml de acido picrico SR a solucdo obtida no teste A de Identificagdo.
Forma-se precipitado amarelo. Filtrar e lavar o precipitado com agua até que a ultima agua de
lavagem seja incolor. Secar sobre silica-gel. O residuo obtido funde entre 205 °C e 210 °C.

C. A solucgdo obtida no teste A de Identificagdao responde as reagdes do ion fosfato.

CARACTERISTICAS

Determinacéo de peso (V.1.1). Cumpre o teste.

Teste de dureza (V.1.3.1). Cumpre o teste.

Teste de friabilidade (V.1.3.2). Cumpre o teste.

Teste de desintegracéo (V.1.4.1). Cumpre o teste.

Uniformidade de doses unitarias (V.1.6). Cumpre o teste.
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TESTE DE DISSOLUCAO (V.1.5)

Meio de dissolugdo: agua, 900 ml
Aparelhagem: pés, 100 rpm
Tempo: 45 minutos

Procedimento: ap0s o teste, retirar aliquota do meio de dissolucdo, filtrar e diluir com adgua
até concentracdo adequada. Medir as absorvancias das solugdes em 343 nm (V.2.14),
utilizando o mesmo solvente para ajuste do zero. Calcular a quantidade de
C13H26CIN3.2H3PO, dissolvida no meio, comparando as leituras obtidas com a da solucdo de
difosfato de cloroquina SQR na concentracao de 0,002% (p/V), preparada no mesmo solvente.

Tolerdncia: ndao menos que 75% (Q) da quantidade declarada de C;sH26CIN3.2H3POy4 se
dissolvem em 45 minutos.

DOSEAMENTO

Empregar um dos métodos descritos a seguir.

A. Proceder conforme descrito em Titulagoes em meio ndo-aquoso (V.3.4.5). Pesar e
pulverizar 20 comprimidos. Dissolver quantidade do p6 equivalente a 0,5 g de difosfato de
cloroquina em 20 ml de hidréxido de s6dio M. Transferir, quantitativamente, para funil de
separagdo de 250 ml e extrair com quatro por¢des de 25 ml de cloroférmio. Reunir os extratos
cloroférmicos e evaporar em banho-maria até 10 ml. Acrescentar 40 ml de anidrido acético e
titular com 4acido perclorico 0,1 M SV determinando o ponto final potenciometricamente.
Cada ml de acido perclorico 0,1 M SV equivale a 25,794 mg de C;sH,6CIN3.2H3PO4.

B. Proceder conforme descrito em Espectrofotometria de absor¢do no ultravioleta
(V.2.14). Pesar e pulverizar 20 comprimidos. Transferir quantidade do p6 equivalente a 0,8 g
de difosfato de cloroquina para baldo volumétrico de 200 ml e adicionar 100 ml de 4gua.
Agitar mecanicamente por 10 minutos e completar o volume com o mesmo solvente.
Homogeneizar. Filtrar, descartando os primeiros 50 ml do filtrado. Transferir 50 ml do
filtrado para funil de separagdo e acrescentar 5 ml de hidréxido de amonio 6 M. Agitar e
extrair com cinco por¢des de 25 ml de cloroférmio. Reunir os extratos cloroformicos e lavar
com 10 ml de dgua. Lavar a fase aquosa com 10 ml de cloroférmio. Evaporar os extratos
cloroférmicos combinados em banho-maria até 10 ml. Adicionar 50 ml de acido cloridrico a
0,1% (V/V) e continuar a evaporar até que o odor do cloroférmio ndo seja mais perceptivel.
Transferir a solucao resultante para balao de 200 ml, lavando as paredes do frasco com acido
cloridrico a 0,1% (V/V) e completar o volume com o mesmo solvente. Diluir, sucessivamente,
em acido cloridrico a 0,1% (V/V), até concentragdo de 0,001% (p/V). Preparar solug¢do padrao
na mesma concentracdo, utilizando acido cloridrico a 0,1% (V/V) como solvente. Medir as
absorvancias das solugdes resultantes em 343 nm, utilizando o mesmo solvente para ajuste do
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zero. Calcular a quantidade de C;gH;¢CIN3.2H3PO4 nos comprimidos a partir das leituras
obtidas.

EMBALAGEM E ARMAZENAMENTO

Em recipientes bem-fechados, protegidos da luz e em temperatura controlada.

ROTULAGEM

Observar a legislacao vigente.
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SULFATO DE QUININA

Quinini sulphas

H
H,C7
HO N
H H,SO,
H,CO N
=
N
L 12
(C20H24N>0,),.H2S0,4 746,93 07583
(C20H24N20,),.H,S04.2H,0 782,96

Sulfato de (8a,9R)-6’-metoxicinchonan-9-ol diidratado

Sulfato de quinina ¢ o sal de um alcaldide obtido de espécies de Cinchona. Contém, no
minimo, 99,0% e, no maximo, 101,0% de sais de alcaloides totais, calculado como
(C20H24N20,)2.H2S04, em relagdo a substancia anidra.

DESCRICAO

Caracteristicas fisicas. Agulhas ou hastes disformes, tornando-se marrons com a
exposicao a luz.

Solubilidade. Facilmente soluvel em agua, muito soluvel em agua fervente, solivel em
etanol, pouco soluvel em cloroféormio, muito pouco solivel em éter etilico.
Constantes fisico-quimicas

Poder rotatorio especifico (V.2.8): —=235° a —245°. Determinar em solucdo a 2% (p/V) em
acido cloridrico 0,1 M.
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IDENTIFICACAO

A. A solucdo da amostra a 0,05% (p/V) em éacido sulftrico a 0,3% (V/V) apresenta
fluorescéncia azul, que desaparece com a adi¢ao de gotas de acido cloridrico.

B. A mancha principal do cromatograma da solu¢do (1), obtida em Pureza cromatogrdfica,
corresponde em posicao, cor e intensidade aquela obtida com a solugdo (2).

C. A solugdo a 2% (p/V) acidificada com algumas gotas de acido cloridrico responde as
reacoes do ion sulfato (V.3.1.1).

ENSAIOS DE PUREZA

Substancias insoluveis em etanol e cloroférmio. Aquecer 2 g da amostra com 15 ml de
mistura de cloroformio e etanol anidro (2:1) a 50 °C por 10 minutos. Filtrar a vicuo em funil
de vidro sinterizado. Lavar o filtro com 5 por¢des de 10 ml de mistura de cloroférmio e etanol

anidro (2:1). Secar o residuo a 105 °C, por uma hora e pesar. O peso do residuo ndo ¢ maior
que 2 mg (0,1%).

Pureza cromatogréafica. Proceder conforme descrito em Cromatografia em camada
delgada (V.2.17.1), utilizando silica-gel, como suporte, ¢ mistura de cloroférmio, acetona e
dietilamina (5:4:1), como fase movel. Nao saturar a cuba previamente. Aplicar,
separadamente, a placa, 10 pl de cada uma das solucdes, recentemente preparadas, descritas a
seguir.

Solugdo (1): solugao da amostra a 6 mg/ml em mistura de etanol e agua (1:1).

Solugdo (2): solugdo de sulfato de quinina SQR a 6 mg/ml em mistura de etanol e dgua

(1:1).

Solugdo (3): diluir 1 ml da solugdo (2) para 100 ml com mistura de etanol e 4gua (1:1).

Solugdo (4): solugdo de quininona SQR e de cinchonidina a 0,05 mg/ml ¢ 0,1 mg/ml,
respectivamente, em mistura de etanol e dgua (1:1).
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Desenvolver o cromatograma. Remover a placa, deixar secar ao ar. Nebulizar com acido
acético glacial. Examinar sob luz ultravioleta (365 nm). Quaisquer manchas secundarias
obtidas no cromatograma com a solugdo (1), referentes a quininona e cinchonidina, ndo sao
mais intensas que aquelas obtidas com a solugcdo (4) (0,83% e 1,67%, respectivamente).
Quaisquer outras manchas obtidas no cromatograma com a solu¢do (1), diferentes da
principal e daquelas referentes a quininona e cinchonidina, ndo sdo mais intensas que a
mancha principal obtida com a solugdo (3) (1,0%).

Limite de sulfato de diidroquinina. Proceder conforme descrito em Cromatografia
liquida de alta eficiéncia (V.2.17.4). Utilizar cromatografo provido de detector ultravioleta a
235 nm; coluna de 300 mm de comprimento e 3,9 mm de diametro interno, empacotada com
silica quimicamente ligada a grupo octadecilsilano (3 um a 10 um); fluxo da fase moével de 1
ml/minuto.

Solugdo de acido metanossulfonico: transferir 20 ml de &cido acético glacial e 35 ml de
acido metanossulfonico para baldo volumétrico de 500 ml e completar o volume com agua.
Homogeneizar.

Solugdo de dietilamina: transferir 10 ml de dietilamina para balao volumétrico de 100 ml e
completar o volume com agua. Homogeneizar.

Fase movel: mistura de dgua, acetonitrila, solucdo de dcido metanossulfonico e solugdo de
dietilamina (860:100:20:20). Ajustar o pH em 2,6 com solugcdo de dietilamina se o pH
medido for inferior a este valor.

Solugdo de resolugdo: transferir 10 mg de sulfato de quinina e 10 mg de diidroquinina para
baldo volumétrico de 50 ml. Dissolver em 5 ml de metanol e completar o volume com fase
movel.

Solugdo teste: transferir, exatamente, cerca de 20 mg da amostra para baldo volumétrico de
100 ml. Dissolver e completar o volume com a fase movel. Homogeneizar.

Injetar replicatas de 50 pl da solugdo de resolugdo. Os tempos de retengdo relativos sdo
cerca de 1,0 para quinina e 1,5 para diidroquinina. A resolugdo entre quinina e diidroquinina
ndo ¢ menor que 1,2. O desvio padrdo relativo das areas de replicatas dos picos registrados
nao ¢ maior que 2,0%.

Procedimento: injetar 50 pl da solugdo teste, registrar o cromatograma e medir a area dos
picos. A area do pico referente a diidroquinina ndo ¢ maior que 10,0% da area do pico
referente a quinina.
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Metais pesados (V.3.2.3). No maximo 0,001% (10 ppm).

Agua (V.2.20.1). Entre 4,0% e 5,5%.

Cinzas sulfatadas (V.2.10). Determinar em 1 g da amostra. No maximo 0,1%.

DOSEAMENTO

Proceder conforme descrito em Titulagoes em meio ndo-aquoso (V.3.4.5). Dissolver 0,2 g
da amostra em 10 ml de cloroférmio. Acrescentar 20 ml de anidrido acético. Titular com
acido perclorico 0,1 M SV determinando o ponto final potenciometricamente. Cada ml de
acido perclorico 0,1 M SV equivale a 24,898 mg de (C10H24N,0,),.H,SOy.

EMBALAGEM E ARMAZENAMENTO

Em recipientes bem-fechados.

ROTULAGEM

Observar a legislagdo vigente.
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SULFATO DE QUININA COMPRIMIDOS

Contém, no minimo, 90,0% e, no maximo, 110,0% da quantidade declarada de
(C20H24N,0),.H,S04.2H,0.

IDENTIFICACAO

A. Pesar e pulverizar os comprimidos. Transferir quantidade do p6 equivalente a 50 mg de
sulfato de quinina para balao volumétrico de 100 ml. Acrescentar 70 ml de acido sulfurico a
0,3% (V/V) e deixar em ultra-som por 10 minutos. Completar o volume com o mesmo
solvente. Filtrar. O filtrado apresenta fluorescéncia azul, que desaparece apds adi¢ao de
algumas gotas de acido cloridrico.

B. A mancha principal do cromatograma da solu¢do (1), obtida em Pureza cromatogrdfica,
corresponde em posicao, cor e intensidade aquela obtida com a solugdo (2).

C. O tempo de retencdo do pico principal do cromatograma da solu¢do amostra, obtida no
método B de Doseamento, corresponde aquele do principal da solugdo padrao.

D. Pesar e pulverizar os comprimidos. Agitar quantidade do p6 equivalente 20 mg de
sulfato de quinina com 10 ml de 4cido cloridrico a 1% (V/V) e filtrar. A solucdo obtida
responde as reagdes do ion sulfato.

CARACTERISTICAS

Determinacéo de peso (V.1.1). Cumpre o teste

Teste de dureza (V.1.3.1). Cumpre o teste.

Teste de friabilidade (V.1.3.2). Cumpre o teste

Teste de desintegracéo (V.1.4.1). Cumpre o teste.

Uniformidade de doses unitarias (V.1.6). Cumpre o teste.
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Procedimento para uniformidade de conteuido. Transferir cada comprimido para baldao
volumétrico de 250 ml e acrescentar 175 ml de acido cloridrico a 1% (V/V). Agitar
mecanicamente por 30 minutos. Completar o volume com o mesmo solvente e homogeneizar.
Filtrar, descartando os primeiros 20 ml do filtrado. Diluir, sucessivamente, com o mesmo
solvente, até concentragao de 0,004% (p/V). Preparar solugdo padrio na mesma concentragao,
utilizando o mesmo solvente. Medir as absorvancias das solugdes em 345 nm (V.2.14),
utilizando dgua para ajuste do zero. Calcular a quantidade de (C;0H24N,0),.H,SO4.2H,0 nos
comprimidos a partir das leituras obtidas.

TESTE DE DISSOLUCAO (V.1.5)

Meio de dissolucdo: acido cloridrico 0,01 M, 900 ml
Aparelhagem: cestas, 100 rpm
Tempo: 45 minutos

Procedimento: apds o teste, retirar aliquota do meio de dissolug¢do, filtrar e diluir em acido
cloridrico 0,01 M até concentragdo adequada. Medir as absorvancias das solugdes em 248 nm
(V.2.14), utilizando o mesmo solvente para ajuste do zero. Calcular a quantidade de
(C20H24N20),.H,S04.2H,0 dissolvida no meio, comparando as leituras obtidas com a da
solucdo de sulfato de quinina SQR na concentra¢do de 0,001% (p/V), preparada no mesmo
solvente.

Tolerdancia: nao menos que 75% (Q) da quantidade declarada de
(C20H24N,0),.H,S04.2H,0 se dissolvem em 45 minutos.

ENSAIOS DE PUREZA

Pureza cromatogréfica. Proceder conforme descrito em Pureza cromatogrdfica na
monografia de Sulfato de quinina. Preparar a solugdo (1) como descrito a seguir.

Solugdo (1): pesar e pulverizar os comprimidos. Agitar quantidade do p6 equivalente a
0,15 g de sulfato de quinina com 25 ml de mistura de etanol e agua (1:1) por 10 minutos e
filtrar. Utilizar o filtrado.

Desenvolver o cromatograma. Remover a placa, deixar secar ao ar. Nebulizar com acido
acético glacial. Examinar sob luz ultravioleta (365 nm). Quaisquer manchas secundarias
obtidas no cromatograma com a solugdo (1), referentes a quininona e cinchonidina, ndo sao
mais intensas que aquelas obtidas com a solugcdo (4) (0,83% e 1,67%, respectivamente).
Quaisquer outras manchas obtidas no cromatograma com a solug¢do (1), diferentes da
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principal e daquelas referentes a quininona e cinchonidina, ndo sdo mais intensas que a
mancha principal obtida com a solugdo (3) (1,0%).

DOSEAMENTO

Empregar um dos métodos descritos a seguir.

A. Proceder conforme descrito em Titulagoes em meio ndo-aquoso (V.3.4.5). Pesar e
pulverizar 20 comprimidos. Dissolver quantidade do pd equivalente a 0,4 g de sulfato de
quinina em 40 ml de anidrido acético usando aquecimento, se necessario. Titular com acido
perclérico 0,1 M SV utilizando cloreto de metilrosanilinio SI (cristal violeta) como indicador
até mudanca de cor de azul para azul-esverdeado. Cada ml de acido perclérico 0,1 M SV
equivale a 26,099 mg de (C20H24N20)2.H2804.2H20.

B. Proceder conforme descrito em Limite de sulfato de diidroquinina na monografia de
Sulfato de quinina. Preparar as solugoes padrdo e amostra como descrito a seguir.

Solugdo amostra: pesar e pulverizar 20 comprimidos. Transferir quantidade do p6
equivalente a 0,16 g de sulfato de quinina para baldo volumétrico de 100 ml. Acrescentar 80
ml de metanol e agitar mecanicamente por 30 minutos. Completar o volume com o mesmo
solvente e filtrar, descartando os primeiros 10 ml do filtrado. Transferir 3 ml do filtrado para
baldo volumétrico de 25 ml e completar o volume com fase movel. Homogeneizar.

Solugdo padrao: transferir, exatamente, cerca de 20 mg de sulfato de quinina SQR para
baldo volumétrico de 100 ml. Dissolver e completar o volume com fase movel.
Homogeneizar.

Procedimento: injetar, separadamente, 50 pul das solu¢oes padrdo e amostra, registrar os
cromatogramas ¢ medir as areas dos picos. Calcular a quantidade de
(C20H24N20),.H2S04.2H,0 nos comprimidos a partir da soma das respostas dos picos
relativos a quinina e diidroquinina obtidas com as solu¢oes padrao e amostra.

EMBALAGEM E ARMAZENAMENTO

Em recipientes bem-fechados.

ROTULAGEM
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Observar a legislagdo vigente.
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ANEXO C

Resumo apresentado no Semindrio Henrique Aragdo e a Pesquisa sobre Maldria,

comemorativo dos 100 anos da descoberta do ciclo exoeritrocitico da malaria.

AVALIACAO DA QUALIDADE DE ANTIMALARICOS NO SISTEMA DE SAUDE
DO BRASIL.

NOGUEIRA, F.H.A.!, MOREIRA-CAMPOS, L.M.!, DOS SANTOS, R.L.C?
PIANETTI, G.A.}

'Universidade Federal de Minas Gerais. Faculdade de Farméacia. Departamento de
produtos farmacéuticos. Laboratorio de Controle de Qualidade de Produtos
Farmacéuticos e Cosméticos - Belo Horizonte, Minas Gerais

Universidade Federal do Sergipe, Centro de Ciéncias Biolégicas e da Salde —
Aracaju, Sergipe

Introducdo: O surgimento de resisténcia aos medicamentos € um dos graves
problemas observados no tratamento de malaria, principalmente quando se tem um
arsenal terapéutico limitado. A observacdo de que o uso de antiinfecciosos de ma
qualidade ou falsos podem contribuir para a selecdo de parasitas pés em foco
mundial a qualidade dos medicamentos. A estabilidade dos medicamentos é outro
importante fator que deve ser considerado.

Objetivo: Verificar a qualidade e avaliar a estabilidade dos antimalaricos distribuidos
pelo sistema publico de saude.

Materiais e Métodos: Amostras de comprimidos de difosfato de cloroquina,
cloridrato de mefloquina, difosfato de primaquina e sulfato de quinina foram
armazenadas em um almoxarifado central com condicfes aceitaveis de estocagem,
em trés armazéns estaduais e duas unidades basicas de saude situadas em trés
estados da regido norte do Brasil, totalizando dez locais visitados. Apds cinco meses
de permanéncia, as amostras foram recolhidas e submetidas as analises completas
segundo métodos farmacopéicos e da literatura especializada. A correlacéo entre a
qualidade dos medicamentos, segundo as condicbes de armazenagem, foi realizada
por métodos estatisticos.

Resultados: As condicbes de armazenagem dos medicamentos, embora nao
adequadas nos estados, ndo influenciaram a qualidade das amostras de cloroquina,
primaquina e quinina. Falhas de acondicionamento e problemas de produgéo foram
observadas nos lotes de primaquina e quinina, tanto nos estados quanto no
almoxarifado central. O teste de dissolucdo da mefloquina das amostras
armazenadas em algumas regides, quando comparadas aquelas do almoxarifado
central, mostrou diferenca estatisticamente significativa (p < 0,05) das porcentagens
de cedéncia do farmaco.

Conclusdes: Os problemas encontrados nos lotes estudados estao ligados mais ao
processo produtivo do que diretamente a armazenagem. Entretanto foi verificada
queda na porcentagem de cedéncia do farmaco em um dos lotes estudados,
indicando provavel influéncia das condicbes de armazenamento. Para a garantia da
qualidade dos medicamentos a armazenagem é fator imprescindivel a fim de permitir
gue estes tenham vida atil compativel com os prazos de validade evitando, assim,
perdas desnecessarias. A pesquisa forneceu dados Uteis ao gestor publico de
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programas sociais, em sua constante preocupacdo com a qualidade dos
medicamentos distribuidos. Paralelamente, a pesquisa conduziu para o
desenvolvimento e validacdo de métodos analiticos que serdo considerados oficiais
no Brasil.

* Este trabalho teve o suporte da: OPAS - RAVREDA/AMI, Agéncia Norte-
Americana para o Desenvolvimento Internacional (USAID), Secretaria de Vigilancia
em Saude (SVS) do Ministério da Saude e Farmacopéia Brasileira.
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

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

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

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

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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