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RESUMO

Neste trabalho foram realizados estudos referentes ao desenvolvimento de oito
formulagdes de medicamentos injetaveis de antimoniato de meglumina, assim como, da
metodologia analitica utilizada para determinacdo de Sb(III) e Sb total por HG-ICP-OES e
ICP-OES respectivamente, deste ativo. O principal objetivo deste esfor¢o visou a posterior
implantacdo da produgdo deste medicamento em Laboratério da Rede Oficial, visto sua
relevancia estratégica para saide publica e a negligéncia do setor produtivo privado em
termos de sua producdo e comercializagdo. Para este fim, foram utilizados excipientes com
fungdo antioxidante/estabilizante como metabissulfito de s6dio e Na,EDTA, ao mesmo
tempo em que se avaliou o uso de tampao fosfato pH 6,5 a fim de verificar seu impacto na
estabilidade da formulacdo. O efeito da autoclavacdo e da presenga de veiculos contendo
propilenoglicol em propor¢des de 20:80 e 50:50 em dgua frente a veiculos aquosos, foi
também verificado com o propoésito de avaliar a estabilidade dos processos de oxi-reducao
através da reducao da constante dielétrica do meio ou degradacao do ativo. As formulagdes
foram mantidas em estufa a 40° C por 90 dias e amostras foram retiradas a cada 30 dias
para que os parametros de pH, densidade, teor de Sb(III) e Sb total fossem medidos.
Paralelamente foram realizados o desenvolvimento e validacdo de metodologia analitica
utilizando HG-ICP-OES como técnica alternativa a preconizada pela Farmacopéia
Brasileira 4* edi¢do. Os resultados obtidos apontaram como formulagdes mais adequadas,
para posterior implantagdo em escala industrial, as formulagdes cujos veiculos
apresentavam propilenoglicol/agua na proporgao 20:80, pois a mesma apresentou menores
valores de Sb(IIl) mostrando que a redugdo da constante dielétrica do meio é capaz de
diminuir as reagdes tipo redox no sistema. Essas formulagdes também mostraram menor
variagdo com relagdo aos teores de Sb(IIl) durante o tempo de estudo. A utilizacdo de
tampao se mostrou desnecessaria para estabilizar a formulagdo, bem como nao se verificou
influéncia da autoclavacio na qualidade do produto, indicando ser seu processo futuro de
fabricagdo mais robusto. Quanto a metodologia analitica os resultados apontaram para o
método proposto como alternativa eficiente para determinagdo de Sb(III) na presenga de
grandes quantidades de Sb(V) em solugdes injetaveis de antimoniato de meglumina, de
forma seletiva, linear, exata e precisa, além de apresentar baixo limite de quantificagao,
menor interferéncia de matriz e maior robustez com relacdo as técnicas em batelada,

atualmente proposta na Farmacopéia Brasileira.
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ABSTRACT

This dissertation was based on the studies of the development of eight injectable
medication of Meglumine Antimoniate as well as the analytical methodology used to
determine the Sb(III) and total Sb of this active principle by HG-ICP-OES and ICP — OES,
respectively. The research aimed at a post- implementation of the production of this drug at
a state laboratory, due to its strategic importance to public health and the negligence of
private health care industries in relation to its production and commercialization. In order
to achieve that objective, excipients with anti-oxidation/ stabilizing functions such as
sodium metabissulfite and EDTA were used. At the same time, the use of phosphate buffer
pH 6,5 was evaluated so as to verify its impact in the stability of the formulation. The
effect of the autoclavation and the presence of vehicles containing propylene glycol in
proportions of 20:80 and 50:50 in water, as compared to watery vehicles, were also
observed with the aim of evaluating the stability of the oxi-reduction processes through the
reduction of the dielectric constant of the environment or the degradation of the active
substance. The formulations were kept in a heater at 40°C for 90 days and samples were
withdrawn every 30 days so that the parameters of pH, density, Sb(III) and total Sb dosage
were measured. Parallel to this, the development and the validation of the analytical
methodology were assessed using HG-ICP-OES as alternative techniques to the one
recommended by the 4™ edition of the Brazilian Pharmacopeia. The obtained results
pointed to the formulations whose vehicles showed propylene glycol/water in the
proportion 20:80 as the most adequate to a later implementation in industrial scale since
they showed inferior quantities of Sb(III). This revealed that the reduction of the dielectric
constant can diminish redox reactions in the system. These formulations also showed
minor variation in relation to the dosage of Sb(IIl) during the study time. Not only did the
use of the buffer show to be useless to stabilize the formulation but the influence of the
autoclavation in the product quality was not registered as well, indicating that its future
process of production is more robust. In relation to the analytical methodology, the results
pointed to the proposed method as an efficient alternative to the determination of Sb(III) in
the presence of great quantities of Sb(V) in injectable solutions of Meglumine
Antimoniate, in a selective, linear, exact and accurate way. In addition to that, it showed a
low limit of quantification, less interference of the matrix and a higher robustness in

relation to the techniques in batch, currently proposed by the Brazilian Pharmacopeia.
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1 INTRODUCAO
1.1 Generalidades

A Leishmaniose Tegumentar Americana (LTA) e a Leishmaniose Visceral
(Calazar) sao doengas infecciosas, ndo contagiosas, causadas por protozoarios do género
Leishmania, que acomete pele, mucosas e visceras respectivamente. As leishmanioses sao
consideradas primariamente como uma zoonose podendo acometer o homem, quando este
entra em contato com o ciclo de transmissdo do parasito, transformando-se em uma
antropozoonose. Atualmente, encontra-se entre as seis endemias consideradas prioritarias
no mundo (BRASIL. Ministério da Saude, 2000).

As Leishmanias sdo transmitidas entre animais silvestres ou de animais silvestres
para o homem por meio da picada de insetos hematofogos Phlebotominae de diferentes

géneros (Psychodopygus, Lutzomya) (VIANNA, WILLIAMS & FALCAO, 1978) (Figura
1).

Figura 1 - Fémea do Flebotomineo (vetor de transmissdo da leishmaniose)

A Leishmania é um protozoario que pertence a familia Trypanosomatidae (com
duas formas principais: uma flagelada ou promastigota, e outra aflagelada ou amastigota, a
primeira ¢ encontrada no tubo digestivo do inseto vetor e em alguns meios de cultura
artificiais, e a segunda ¢ vista nos tecidos dos hospedeiros vertebrados (homem e outros
animais superiores). No homem o periodo de incubagdo da doenga ¢, em média, de 2
meses, podendo apresentar periodos mais curtos (duas semanas) e mais longos, (2 anos)
(BRASIL. Ministério da Saude, 2000).

A leishmaniose tegumentar americana (LTA), inclui a leishmaniose cutanea (LC) e

a leishmaniose mucosa (LM) (BRASIL, 2000) (Figura 2).



A leishmaniose causa incapacitagdo ¢ muitas vezes lesdes mutilativas, podendo
levar a morte.
A leishmaniose visceral ¢ a forma mais severa da doenca e ataca baco, figado e

nodos linfaticos. (Figura 3)

(@)

(b)

(©
Figura 2- (a) Forma ulcero-vegetante extensa, acometendo nadegas e membros inferiores,
(b) Lesao ulcero custosa localizada na regido frontal, (c) Destruicao do septo nasal com
infiltragdo local.



Figura 3- Paciente com LV (paciente

com hepatoesplenomegalia)

1.2 Epidemiologia

Atualmente, segundo dados da Organizagdo Mundial de Satde (OMS), a
leishmaniose ¢ endémica em 88 paises, onde 72 sdo paises em desenvolvimento, dos cinco
continentes, ameagando 350 milhdes de pessoas entre mulheres, homens e criangas.
Acredita-se que no mundo inteiro 12 milhdes de pessoas sofrem de leishmaniose.

e 90% dos casos de leishmaniose visceral ocorrem em Bangladesh, Brasil,
india e Sudio;

e  90% dos casos de leishmaniose mucocutanea ocorrem na Bolivia, no Brasil
e no Peru;

e 90% dos casos de leishmaniose cutanea ocorrem no Afeganistdo, no Brasil,
no Iran, no Peru, na Arabia saudita e na Siria.

Nos ultimos dez anos as regides endémicas tém se expandido além das zonas rurais
0 que vem causando um aumento significativo de casos da doenga (WHO, 2004).

Somente em 33 dos 88 paises afetados pela leishmaniose a notificagdo ¢
obrigatoria. Dos dois milhdes de novos casos estimados anualmente, somente 600.000 sao
oficialmente relatados (WHO, 2004). No Brasil a LTA ¢ de notifica¢do obrigatoria para os
casos confirmados e a LV ¢ de notificacdo obrigatdria para casos suspeitos (BRASIL,
2003).

A existéncia de animais silvestres como fonte natural de infec¢des, ainda
insuficientemente estudada, ndo explica a totalidade dos casos humanos encontrados. Este

aspecto leva a supor que outros ciclos, onde o homem e animais domésticos participam,
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estariam sendo instalados com risco de acometer populagdes bem mais numerosas do que
aquelas que eventualmente penetram nas matas. Na regido sudeste do Brasil, apresenta um
carater de transmissdo peri-domiciliar, principalmente pela adaptagdo do inseto vetor aos
ambientes naturais modificados possibilitando o envolvimento de animais domésticos
(MARZOCHI & MARZOCHLI, 1994).

Em diferentes regides do Brasil (Bahia, Amazonas, Pard, Rondonia, Mato Grosso,
Minas Gerais e Sdo Paulo) variadas espécies de Leishmanias tém sido isoladas de casos
humanos, caninos, roedores e marsupiais, as quais apresentam caracteristicas biologicas e
bioquimicas distintas, estando relacionadas a aspectos clinico-epidemiologicos diferentes
(BRASIL, 2000).

As leishmanioses se estendem, em nosso pais, por extensas areas das regioes Norte,
Nordeste, Sudeste e Centro Oeste. Enquanto a forma tegumentar ¢ mais amplamente
distribuida por quase todos os estados, a forma visceral apresenta distribuicdo mais restrita
as areas do Nordeste e sudeste do pais (LUZ et al., 2003).

O teste intradérmico de Montenegro ¢ de grande valia no diagndstico imunolédgico
da LTA. E feita a aplicacio intradermica do antigeno da Leishmania e apos 48 horas é feita
a medida da resposta. Praticamente todos os individuos com lesdo apresentam reagao
positiva ao teste, no entanto, pessoas provenientes de regides endémicas também podem
apresentar reagao positiva (LOUREIRO, DADALTI & GUTIERREZ, 1998).

Sempre que possivel o diagnostico deve ser clinico, epidemioldgico e laboratorial.
Se ndo houver recursos laboratoriais o diagnostico deve ser clinico e epidemioldgico

(BRASIL, 2000).

1.3 Tratamento

A droga de primeira escolha ¢ o antimonial pentavalente. A OMS recomenda que a
dose deste antimonial seja calculada em mg/Sb(V)/Kg/dia.

O Stibogluconato de so6dio e o antimoniato de meglumina sdo os dois tipos de
antimoniais pentavalentes que podem ser utilizados na terapéutica da leishmaniose, sendo
que o primeiro ¢ utilizado nos paises de lingua inglesa e o segundo na América latina,
incluindo Brasil, e nos paises de lingua francesa (FIGUEIREDO, COSTA E SILVA &
BRASIL, 1999).

O antimoniato de meglumina apresenta-se comercialmente em frascos de 5 mL que
contém 1,5 g do antimoniato bruto, correspondente a 405 mg de Sb(V). Portanto, 1 ampola

com 5 mL tem 405 mg de Sb(V), e cada mL contém 81 mg de Sb(V). Este antimonial ¢
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indicado para o tratamento de todas as formas de leishmaniose tegumentar, embora as
formas mucosas exijam maior cuidado, podendo apresentar respostas mais lentas e maior
possibilidade de recidivas (ANTIMONIATO DE MEGLUMINA: bula, [s.d.]).

As drogas de segunda escolha sdo a anfotericina B e a pentamidina, que devem ser
introduzidas na terapéutica caso a resposta ao antimoniato pentavalente ndo seja

satisfatoria (MARSDEN, 1999).

1.4 Farmacologia

Em 1912 se utilizou o tartarato de potassio antimonico (tartaro emético), um
antimonial trivalente, na Leishmaniose cutanea com sucesso. Logo apods ele foi utilizado
também no tratamento da leishmaniose visceral (Calazar). Muitos outros antimoniais
trivalentes, em especial o tartarato de sddio antimdnico, foram experimentados.
Posteriormente, estes foram substituidos pelos antimoniais pentavalentes, que eram tao
eficazes quanto o tartaro emético e muito menos toxicos, permitindo a utilizagdo de doses
maiores, reduzindo desta forma o tempo de tratamento. Estudos com antimoniais
pentavalentes “in vitro” demostraram pouco efeito sobre os leptomoénades que se
desenvolvem na cultura de tecidos, esta diferenga entre a sua atividade “in vitro”, sugere
que a reducao do antimonio para a forma trivalente ¢ necessaria para a atividade. Provas
nesse sentido sdao fornecidas pelo fato de que o dimercaprol ¢ antidoto para o
envenenamento por antimonio e arsénio (KOROLKOVAS & BURCKHALTER, 1982)
(figura 4).

CH,-SH H»-S \
/Sb-R
CH-SH + Sb-R —» CH -S
CH,-OH CH,-OH
dimercaprol

Figura 4- Reagdo entre composto de antimdnio e dimercaprol



Os compostos antimoniais por serem pouco absorvidos no trato gastro intestinal e
irritantes para mucosa intestinal, s3o administrados parenteralmente.

Estudos indicam que os antimoniais trivalentes inibem a fosfofrutoquinase, esta
enzima catalisa a conversio da frutose-6-fosfato a frutose-1,6-difosfato nas vias
glicoliticas. Agem combinando-se com grupos sulfidrilas (tais como o da cisteina)
presentes na enzima, por meio de ligagdes covalentes reversiveis exercendo seus efeitos
toxicos nas células do parasita e dos mamiferos, entretanto a fosfofrutoquinase dos
mamiferos ¢ 80 vezes menos sensivel do que as enzimas do parasita fazendo com que ele
exerca seus efeitos toxicos de forma seletiva (KOROLKOVAS & BURCKHALTER,
1982).

Os antimoniais trivalentes possuem alta afinidade pelos eritrocitos, deixando
rapidamente o plasma. No entanto continuam na circulagio ligados de alguma forma aos
eritrocitos onde interferem com a fun¢do da hemoglobina. A eliminagdo renal ¢ baixa
provavelmente devido a baixas concentragdes plasmaticas. Os antimoniais pentavalentes
ndo sdo ligados aos eritrdcitos, atingindo concentracdes muito maiores no plasma do que
os compostos trivalentes. Conseqiientemente sdo eliminados muito mais rapidamente pelo

rim (GOODMAN & GILMAN, 1983).

1.4.1. Dose:
Apresentagdo = Frascos com 5 mL, contendo 81 mg Sb(V) por mL.
Dose méaxima didria (BRASIL, 2000):

*  Adultos: trés ampolas ou 1.215 mg Sb(V).

x= Criangas até 12 anos metade da dose maxima de adultos.

1.4.1.1 Lesoes Cutaneas

Para as formas cutanea localizada e disseminada a dose recomendada varia entre 10
a 20 mg Sb(V)/Kg/dia. Sugere-se 15 mg Sb(V)/Kg/dia, tanto para o adulto quanto para
criangas, durante 20 dias seguidos. Nunca deve ser utilizada dose superior a trés
ampolas/dia ou 15 mL/dia para o adulto. Se ndo houver cicatrizagdo completa apos trés
meses (12 semanas) do término do tratamento, o esquema devera ser repetido,
prolongando-se, desta vez, a duragdo da série para 30 dias. Em caso de ndo resposta,

utilizar uma das drogas de segunda escolha (BALANA-FOUCE et al., 1998).



1.4.1.2 Lesdes Mucosas

Em todas as formas de acometimento mucoso a dose recomendada ¢ de 20
mg/Sb(V)/Kg/dia, durante 30 dias seguidos, de preferéncia em ambiente hospitalar. Se ndo
houver cicatrizagdo completa apds trés meses (12 semanas) do término do tratamento, o
esquema devera ser repetido apenas uma vez. Em caso de ndo resposta, utilizar uma das

drogas de segunda escolha (BRASIL, 2000).

1.4.1.3 Visceral
No Brasil recomenda-se o tratamento da leishmaniose visceral com a dose de 20
mg de Sb(V) kg/dia, com aplicagdo endovenosa ou intramuscular, por no minimo 20 e no

maximo 40 dias, utilizando-se o limite méximo de 2 a 3 ampolas/dia do produto (BRASIL,

2003).

1.4.2. Efeitos colaterais

E possivel que ocorra um ou mais efeitos colaterais, na seguinte ordem de
frequéncia: artralgia, mialgia, inapeténcia, nauseas, vOmitos, plenitude gastrica,
epigastralgia, pirose, dor abdominal, prurido, febre, fraqueza, cefaléia, tontura, palpitacao,
insoOnia, nervosismo, choque pirogénico, edema e insuficiéncia renal aguda. Essas queixas
sdo, geralmente discretas ou moderadas e raramente exigem a suspensdo do tratamento.
Porém, nas doses de 20 mg/Sb(V)/Kg/dia, o antimonial pode atingir o limiar de toxicidade,
podendo levar a alteragdes cardiacas ou renais que obriguem a suspensao do tratamento.
Por isso, deve-se proceder acompanhamento eletrocardiografico semanal e avaliagdo da
fun¢do renal, especialmente em pacientes acima de 50 anos (MARSDEN, 1985).

Em casos de lesdes de laringe e faringe, podem ocorrer edema e insuficiéncia
respiratoria aguda. Por isso, € aconselhdvel que a medicacdo seja administrada por equipe
especializada, em paciente hospitalizado e com possibilidade de realizar traqueotomia de
urgéncia. Os corticoides por via sistémica podem ser utilizados nos quadros de

hipersensibilidade (BRASIL, 2000).

1.4.3 Reacoes Adversas
O antimoniato de N-metil meglumina ¢ o firmaco de primeira escolha para o

tratamento das leishmanioses. Este farmaco ¢ um produto que requer administraciao
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cautelosa, sob acompanhamento clinico e laboratorial, por ser cardiotéxico, hepatotoxico e
nefrotoxico.

As reagdes adversas dos antimoniais sdo produzidas mais freqlientemente pelos
compostos trivalentes do que pelos pentavalentes, no entanto sdo qualitativamente
semelhantes (GOODMAN & GILMAN, 1983).

E provavel que se desenvolva tosse grave acompanhada de vOmitos. A artrite
aguda geralmente envolvendo articulagdes do pulso, joelho e tornozelos, ¢ uma reagdo
menos comum. Pode ocorrer ocasionalmente bradicardia acentuada, ocorrem alteracoes
significativas no ECG de pacientes tratados com antimoniais. Estas alteracdes estdo ligadas
a sintomas cardiovasculares que normalmente desaparecem de 30 a 60 dias apds
interrupg¢do do tratamento (GOODMAN & GILMAN, 1983).

A fungdo hepatica podera estar deprimida em pacientes fazendo uso de antimoniais.
Estudos clinicos tém evidenciado aumento das enzimas hepaticas. Sdo observados ainda
cefaléia, desmaios, dispnéia, apnéia, edema, dor abdominal, colapso vascular e erupgdes
brandas.

Ja& foram evidenciados casos de pneumonia com uso de antimoniais trivalentes,
porém nao foram encontrados com os pentavalentes. Estudos realizados mostraram que
ocorre reducdo da hemoglobina nos eritrocitos, bem como a queda do nivel de hematdcrito.
A conclusdo foi que a gravidade deste efeito toxico varia com a preparacao ¢ a dose
administrada (ALKHAWAJAH, 1992).

Estudos “in vitro” tém demonstrado a presenga do antimoénio trivalente nos
eritrocitos. Existe a hipotese de que o antimonio possa ser trocado com o ferro trivalente
da hemoglobina (BERG & KNUT, 1998).

Estudos mostraram que parece existir uma correlacdo entre o aumento da
osmolalidade do produto e a variacdo das respostas terapéuticas (WILLIAM, WALTER &
PETRIE, 1998).

1.5 Formulagdes

O antimoniato de meglumina ndo possui uma estrutura quimica bem determinada,
sabe-se que ¢ formada pela sintese entre o 6xido de antimonio V (Sb,Os) e a N-
metilglucamina, podendo se apresentar na forma de oligdmeros.

E soluvel em dgua, praticamente insoluvel em etanol, éter etilico e cloroféormio.



O produto encontrado no mercado Glucantime® do Laboratério Aventis ¢ uma
solugdo aquosa que possui 1,5 g de antimoniato de meglumina equivalente a 405 mg de
antimonio pentavalente por ampola de 5 mL.

Estudos realizados na estrutura do produto encontrado no mercado sugerem que ela
consiste numa mistura de componentes com diferentes pesos moleculares, na qual o
antiménio e a metilmeglumina se alternam, e que cada antimdnio se liga de forma
coordenada com dois grupos hidroxilas sugerindo que esta estrutura se comporta como um
acetal, e ¢ facilmente quebrada em acidos diluidos. Em baixos valores de pH as ligagdes
sdo quebradas, com conseqiiente hidrolise da estrutura e liberagdo do Sb(V) (CARRIO et
al., 2000).

E fundamental que a formulagio mantenha seu pH na faixa de 5,5 e 7,5, pois o pH
parece ter grande importancia na estabilidade da preparagao.

A determinacdo do contetido de antimonio no pd de antimoniato de meglumina,
através do estudo da sua estrutura e composicdo, indicou uma razao molar de 1:1,37 de
antimdnio para N-metil-D-glucamina. Osmolalidade avaliada em solugdes de antimoniato
de Meglumina demonstrou uma média de 1,43 4tomos de antimonio por molécula de
antimoniato de meglumina. A osmolalidade de uma solugao diluida 1:10 de antimoniato de
meglumina aumentou cerca de 45% durante 8 dias, sugerindo hidrélise a espécies de
complexos menores. Foi evidenciada, ainda, a presenga de complexos coordenados entre
antimonio e cada hidroxila do N-metil-D-glucamina. Através da utilizagdo da
espectrometria de massa, com varios procedimentos de derivagdo, ficou evidenciado que
mais de quatro hidroxilas do N-metil-D-glucamina estdo coordenadas com cada antimonio.
Uma série de oligdmeros foi observada, a maioria com uma massa molecular de 507
unidades de massa atomica e consiste de NMG-Sb-NMG, onde Sb representa o antiménio
e NMG representa a N-metil-D-glucamina e corresponde a forma geral (NMG-Sb), —
NMG. Esses resultados sugerem que esse agente ¢ uma mistura complexa que existe em
equilibrio na solu¢do aquosa (WILLIAM, WALTER & PETRIE, 1998). A figura 5 mostra

a férmula estrutural do antimoniato de meglumina.



CH2—§H—CH3
H-é—OH 0-
HO—é—H (OHygb—O
H-é—OH
H-é-OH
éHgoH

Figura 5- Formula estrutural do antimoniato de meglumina (C; H;s N Og Sb), PM: 365,98.

1.5.1 Estabilidade de formulagdes

Em estudos realizados com diferentes ampolas do produto encontrado no mercado
(Glucantime®) foram encontrados diferentes percentuais de Sb(III) e Sb(V) (FRANCO et
al., 1995).

Esses estudos sugerem grandes variagdes entre as formas oxidadas do Sb. Desta
forma a solucdo deve ser estabilizada com coadjuvantes antioxidantes e estabilizadores,
visando diminuir processos de oxi-redu¢do no produto. Para aumentar a acdo antioxidante
as vezes ¢ necessaria a adicdo de mais de um agente antioxidante. Antioxidantes sao
materiais que agem por serem mais facilmente oxidados que os agentes que eles estdo
protegendo. Desta forma em sistemas fechados como em ampolas eles podem consumir
todo o oxigénio presente e desta forma proteger a droga. Sistemas abertos requerem
concentragdes maiores de antioxidantes que sistemas fechados. Antioxidantes também
podem funcionar por serem inibidores de radicais livres, ou seja, eles fornecem H' ou um
elétron para quebrar a cadeia de reacao.

Pode-se utilizar a combinagdo de um antioxidante com agente quelante de metais.
Metais ionizados e solubilizados na formula farmacéutica podem catalisar as reagdes de
oxidagdo. Considerando-se que nem todos os antioxidantes sdo capazes de inibir a
atividade catalitica dos metais, em varios casos, € necessario associar ao sistema de
protecdo os agentes quelantes cuja fungdo especifica ¢ de seqiiestrar o ion metalico do

meio de forma que ele ndo possa agir como catalisador. O sal di-sodico do acido
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etilenodiaminotetracetico (Na,EDTA) tem sido usado como agente quelante em
formulagdes farmacéuticas com sucesso (CONNORS, AMIDON & STELLA, 1986).
Os agentes quelantes mais utilizados para solugdes aquosas, encontrados na
literatura, sao (HANDBOOK OF PHARMACEUTICAL EXCIPIENTS, 1986):
e 4cido citrico

e ctilenodiaminotetracetato di-sodico

e cisteina
e quinosol
e sorbitol

e 4cido tartarico
Alguns dos agentes antioxidantes que podem ser utilizados em solu¢des aquosas:
e Dbissulfito de sddio
e 4cido ascorbico
e 4cido isoascorbico
e metabissulfito de soédio
e sulfito de sodio
e thioglicerol
e 4cido tioglicdlico
o thiosorbitol
As concentragdes de antioxidantes geralmente utilizadas variam de 0,01% a 1%. Os
sulfitos sdo comumente usados, na sua ag¢do antioxidante os sulfitos podem dar origem a
sulfatos acidos que podem causar queda de pH (CONNORS, AMIDON & STELLA,
1986).
Outro aspecto importante ¢ a escolha do solvente. Os solventes sdo necessarios para
a solubilizacdo de substancias, entretanto, eles podem acelerar ou retardar reagdes de
decomposi¢do. Geralmente, polialcoois como polietilenoglicois, propilenoglicol ou glicerol
funcionam como agentes anti-hidroliticos em formulagdes (TURCO; KING, 1997).
A instabilidade da forma oxidada dos antimoniais foi estudada (MARSDEN, 1986)
e sabe-se que pode sofrer transformacdes importantes, sendo a mais perigosa a reducao a
Sb trivalente que constitui uma espécie quimica muito mais toxica (MARSDEN, 1985). A
presenca inapropriada de quantidades de antimonio trivalente nos medicamentos estudados
pode ser responsavel em parte pela variabilidade da resposta ao tratamento com compostos

antimoniais.

11



Romero et al. (1996) estudaram as caracteristicas fisico-quimicas do antimoniato de
meglumina em diferentes condi¢cdes de armazenamento (4° C, 37°C e temperatura
ambiente) e avaliaram os pardmetros de pH e osmolaridade, concluiram que ndo foi
demonstrada variacdo significativa de pH nas condi¢des estudadas, encontrando, porém
variagdes significativas na osmolaridade das solu¢des. No entanto, os autores ndo
conseguiram obter conclusdes definitivas devido ao ntimero limitado de medicdes e a
variabilidade da osmolaridade entre as ampolas mantidas na mesma condi¢do de

temperatura.

1.5.2 Analise das formulacoes

Diferentes metodologias j& foram propostas para dosagem dos antimonios
trivalentes e pentavalentes em preparagdes do antimoniato de meglumina. Niveis de
antimdnio total podem ser determinados pelo método iodométrico. O método € baseado na
pré-reducao do antimdénio pentavalente a antimodnio trivalente pelo excesso de iodeto; o
iodeto exerce uma ac¢do redutora sobre sistemas com maior potencial redox com a
formacdo de quantidades equivalentes de iodo. O iodo liberado ¢ eliminado pelo
aquecimento da solugdo até ebulicdo. A solugdo ¢ entdo titulada com solu¢do padronizada
de I (FRANCO et al., 1995).

O antimoénio trivalente pode ser especificamente determinado por métodos
polarograficos (YOUSSEEF et al., 1987).

O Sb(V) pode ser determinado também pelo método iodométrico. O método ¢
baseado na reducao do antimdnio pentavalente a antimonio trivalente pelo iodeto; o iodeto
exerce uma a¢ao redutora sobre sistemas com maior potencial redox com a formagdo de
quantidades equivalentes de iodo. O iodo liberado ¢ titulado com solu¢do padronizada de
tiosulfato de sodio (FRANCO et al., 1995).

As técnicas hifenadas permitem simultaneamente separar e quantificar as espécies
Sb(III) e Sb(V) e organoantimoniais, onde se destaca entre essas a eletroforese capilar com
espectrometria de massa com fonte de plasma acoplado indutivamente (CE-ICP-MS),
cromatografia liquida de alta eficiéncia com espectrometria de fluorescéncia atdmica com
geracdo de hidretos (HPLC-HG-AFS) e a cromatografia liquida de alta eficiéncia com
espectrometria de absorc¢ao atdmica e geragao de hidretos (HPLC-HG-AAS) (KRACHLER
& EMONS, 2001). Embora esses métodos sejam os mais adequados para andlise de
especiacdo do antimonio, pois ¢ capaz de separar as espécies e quantifica-las, diminuindo

desta forma o erro introduzido nas determinagdes indiretas, s3o pouco vidveis para serem
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empregados na rotina do controle de qualidade de medicamentos onde se deseja métodos
simples, e de custos mais acessiveis.

Existem ainda descritos na literatura outros métodos de doseamento como
titulometria pelo permanganato de potassio, HPLC de fase reversa, espectrofotometria,
entre outros (BRODERSEN, HASSEN & HASSAUNA, 1997).

Excelentes resultados tém se conseguido com o método de espectrometria de
absorcdo atOmica que consiste em submeter a solu¢do de antimoniato de meglumina
diluida em 4cido tartarico 0,5% em chama de ar + acetileno, utilizando comprimento de
onda 217,6 nm. Este método permite a dosagem do antimonio total uma vez que requer a
reducdo das formas oxidadas do antimoénio ao seu estado fundamental. O antimonio
trivalente pode ser determinado pelo mesmo método através de geragao de hidreto (WANG
& CHAO, 2001; FARMACOPEIA BRASILEIRA, 2002). Este é o método descrito pela
Farmacopéia Brasileira 4° ed.

Estudos realizados para a determinagdo de antimonio trivalente e antiménio total
utilizando espectrometria de absor¢do atomica por geragdo de hidretos em batelada e
utilizando injecdo em fluxo j& foram realizados. O método ¢ baseado na complexagdo
seletiva das espécies de antimonio de forma a permitir, nas condi¢cdes 6timas de analise, a
formacdo de estibina proveniente da espécie trivalente sem a interferéncia do antimdnio

pentavalente, mesmo este em grandes concentragdes (FLORES et al., 2003).

1.6 Justificativa

A solugdo injetavel de antimoniato de meglumina ¢é distribuida pelo Ministério da
Satde para cerca de 40.000 pacientes por ano.

Em outubro de 2000 a Fundacao Nacional de Satde, FUNASA, por meio do Centro
Nacional de Epidemiologia, recebeu notificagdes de eventos adversos de severidade grave
(abscessos estéreis, intensas dores musculares e nas articulagdes e reacdes alérgicas em
pacientes que se encontravam fazendo uso do antimoniato de meglumina injetavel
produzido por um Laboratorio Nacional (X).

Estudos epidemioldgicos mostraram claramente uma associagdo significativa entre
o desenvolvimento dessas reagdes e o uso do produto fabricado pelo Laboratério (X).
Exames laboratoriais mostraram que esse medicamento apresentava altos niveis de
antimonio, pH abaixo do valor de referéncia e se encontrava intrinsecamente contaminado

com altos niveis de Chumbo e Arsénio (REACOES ADVERSAS GRAVES
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ASSOCIADAS COM O USO DE ATIMONIATO DE MEGLUMINA COTAMINADO
COM ARSENIO E CHUMBO, 2001).

Em junho de 2002 a Anvisa divulgou alerta sobre falha terapéutica ocorrida com o
antimoniato de meglumina (Glucantime®) devido a possiveis erros de posologia.

A realidade ¢ que a industria farmacéutica de capital estrangeiro pouco tem
investido em pesquisas de desenvolvimento de farmacos e produtos destinados as
chamadas “doengas orfas”. Nao existe por parte das industrias multinacionais interesse
comercial na producao de fArmacos destinados a pacientes que na sua maioria sao de baixa
renda e recebem esses medicamentos através de programas governamentais, pois a
leishmaniose ¢ uma doenga endémica tropical que atinge populacdes pobres de diversas
regides de nosso Pais.

A solugdo de injetavel de antimoniato de meglumina apesar de ser utilizada a mais
de 60 anos, s6 no ano de 2003 ¢ que sua monografia foi publicada na Farmacopéia
Brasileira. Até um ano atras ndo eram descritos em compéndios oficiais os limites de
contaminantes permitidos deste produto nem de sua matéria-prima, nem metodologias
analiticas para sua deteccao.

A let 8.078/90 (Cddigo de Defesa do Consumidor), reafirma a responsabilidade do
produtor pela qualidade do produto e do servigo. O Cddigo introduziu a inversao do 6nus
da prova, isto €, em caso de alegacdo de impropriedade, cabe ao fabricante provar ser o
produto bom para o consumo. Por outro lado, o controle sanitario de produtos se da através
de varias acdes, entre as quais se inclui a submissao das industrias a normas estabelecidas
para registro de produtos destinados ao uso humano.

No fato ocorrido em outubro de 2000 com a solucdo injetavel de antimoniato de
meglumina, os Laboratérios Oficiais destinados ao controle sanitario de produtos tiveram
dificuldades em comprovar a impropriedade do medicamento, pois, na ocasido, ndo
existiam limites de contaminantes estabelecidos em compéndios oficiais para o mesmo.

As Farmacopéias constituem os codigos mais tradicionais que definem a qualidade
dos insumos autorizados a serem utilizados na manipulacdo e producao industrial de
medicamentos. O papel das farmacopéias limita-se a inscrever os insumos autorizados para
uso no pais, estabelecendo os ensaios que permitem controlar as impurezas e avaliar as
caracteristicas dos mesmos.

Os insumos farmoquimicos incluidos em farmacopéias sao homologados por

orgdos responsaveis pelo registro de medicamentos e de outros produtos para saude, em
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cada pais. No entanto, esses mesmos oOrgdos durante anos, admitiram para uso na
terapéutica, substancias nao incluidas nas Farmacopéias.

A Lei 6360 de 1976 e o decreto 79094 de 1977 sdo respectivamente a legislacdo e a
regulamenta¢do, em vigor no Brasil, que disciplina o registro de farmacos e a autorizacao
de funcionamento das empresas que se dedicam a atividade de produgdo de matérias-
primas. Na legislacdo consta como sinonimia os termos, matéria-prima, droga, insumo
ativo, principio ativo, farmoquimico, dentre outros. A referida legislagdo determina que a
as matérias-primas farmacéuticas sejam registradas junto a um 6rgdo do Ministério da
Saude, da mesma forma que os medicamentos, correlatos, produtos de higiene, cosméticos,
perfumes, saneantes domissanitarios e outros definidos nos mesmos.

No entanto, cabe ressaltar que as Portarias e Resolugdes do Ministério da Saude,
que tem por objetivo implementar o disposto na legislacdo, liberam a exigéncia do registro
das matérias-primas para todas as categorias de produtos.

A Portaria n° 15, de 4 de abril de 1995 determinou a todos os estabelecimentos
produtores de farmoquimicos o cumprimento das diretrizes estabelecidas pelo "GUIA DE
BOAS PRATICAS DE FABRICACAO PARA INDUSTRIAS FARMOQUIMICAS",
acordado pelo Mercosul.

No ano passado a ANVISA publicou a RDC n° 35, de 25 de fevereiro de 2003, que
prevé as boas praticas de armazenagem e fracionamento para insumos farmacéuticos. Esta
Resolugdo, juntamente com a Portaria n® 15 vieram da necessidade de regular o mercado
farmoquimico no sentido de qualificd-lo. No entanto, esta recente regulamentagdo
abrangera apenas parte da cadeia dos insumos farmacéuticos, pois as boas praticas de
fracionamento e armazenamento, bem como as boas praticas de fabricagdo, ndo garantem
por si s6 a qualidade dos insumos farmacéuticos, pois como ocorre para os produtos
farmacéuticos, os farmoquimicos também deveriam ser registrados junto a ANVISA.

Nos Paises Europeus e nos Estados Unidos existe o controle da qualidade dos
insumos consumidos pela industria farmacéutica instalada. Na Europa os fabricantes
certificam seus insumos apresentando documentagdo pertinente de suas matérias-primas —
Drug Master File a Farmacopéia Européia, as quais sdo analisadas por peritos que as
certificam quanto a sua qualidade.

A Leishmaniose Tegumentar Americana encontra-se, segundo a organizagao
mundial de satde (OMS), entre as seis doengas infecto—parasitarias de maior importancia.

Distribui-se amplamente no continente Americano, estendendo—se do sul dos

Estados Unidos até o norte da Argentina. No Brasil, tem sido assinalada em praticamente
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todos os Estados. No Rio de Janeiro foram registrados em 2003 varios casos da doen¢a na
area urbana em Seropédica e em 2004 no municipio de Nova Iguacu (NOVIS, 2004).

O perfil dos pacientes apresenta mudancas, atingindo pessoas de todos os sexos e
idades (REACOES ADVERSAS GRAVES ASSOCIADAS COM O USO DE
ATIMONIATO DE MEGLUMINA COTAMINADO COM ARSENIO E CHUMBO,
2001).

Os compostos antimoniais, sob a forma de sais pentavalentes, sdo as drogas de
escolha a mais de 60 anos para o tratamento da Leishmaniose em todo o mundo
(ALKHAWAIJAH, 1992).

Em 1912 se tratou no Brasil o primeiro caso de Leishmaniose cutinea com
antiemético antimonial trivalente. Em 1920, devido a alta toxicidade dos compostos
antimoniais trivalentes, eles foram substituidos pelos compostos antimoniais pentavalentes,
menos toxicos (KIRK & SATI, 1947).

Existem atualmente, somente duas formulagdes disponiveis comercialmente: o
estibugluconato de sédio e o antimoniato de meglumina, ambos na forma injetavel por
serem irritantes da mucosa intestinal e a sua baixa absorc¢ao por esta via (GOODMAN &
GILMAN, 1983). No momento, o Ministério da Saude adquire o antimoniato de
meglumina (Glucantime®) da Aventis Pharma que se tornou o Unico produtor deste
medicamento no Brasil desde a retirada do comércio do antimoniato de meglumina de
origem nacional pela ANVISA, devido a contaminagdao do mesmo por metais pesados (Pb
e As) (SILVA, 2001).

No passado, o Brasil ja adquiriu através de licitacdo internacional, o
estibugluconato de so6dio BP88 produzido na China pela Thandong Xinhua. Existem
estudos realizados por Saldanha et. al ®®, que relatam maior nimero de efeitos colaterais
em grupos tratados com BP88 em relagdo aos tratados com o antimoniato de meglumina
( SALDANHA, ROMERO & GUERRA, 2000).

Goodwin e Page (1943) sugeriram que os antimoniais pentavalentes tém que se
converter em trivalentes no interior dos macréfagos para poder exercer sua acao.

Reconhecendo a importancia do estado de oxidacdo dos antimoniatos para o
entendimento dos seus efeitos toxicos e da sua agdo, vislumbramos a necessidade do
estudo de técnicas galénicas que visam estabilizar este produto, bem como um rigoroso
estudo comparativo das metodologias analiticas a serem utilizadas em seu controle de
qualidade, que permitam detectar com alto grau de precisdo estas formas. Desta forma,

seria possivel se modular a toxicidade do produto através de formulagdes mais estaveis.
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2 OBJETIVOS

A proposta do estudo de modulacdo da toxicidade de injetaveis de antimoniato de
meglumina tomou por base o estudo de desenvolvimento de novas formulacdes
farmacéuticas bem como o estudo e validagdao de método analitico capaz de quantificar as
diferentes espécies de antimoénio presentes no produto, tendo a finalidade de contribuir
com o desenvolvimento da formulagdo e controle de qualidade, para posterior produgdo em
escala industrial, deste medicamento pelo Laboratorio Quimico Farmacéutico do Exército,
pertencente a Rede de Laboratorios Oficiais, o qual produz medicamentos com objetivo de
apoiar programas governamentais, através de convénio com o ministério da Saude.

Visando a auto-suficiéncia na produ¢do de um medicamento de grande importancia
para o nosso Pais, levando a melhoria do acesso de medicamentos antiprotozoarios a
populagdo, consideraram-se como principais objetivos deste trabalho:

1. Caracterizar trés principios-ativos de origens diferentes a fim estabelecer a
importancia da origem do farmaco utilizado na qualidade do produto final;

2. Ajustar a formulagdo através da experimentacao de diferentes excipientes
com fun¢des antioxidante/estabilizante e tamponantes com objetivo de
evitar a redu¢do da molécula de antimoniato de meglumina em solugao.

3. Ajustar a formulagdo através da experimentacdo de diferentes veiculos
visando a reducdo da constante dielétrica do meio diminuindo desta forma
reagOes radicalares que podem contribuir com os processos de oxi-redugdo
no produto.

4. Estudar a otimizagdo e validacdo de metodologia analitica utilizando ICP-
OES para andlise de especiacdo de antimdnio como técnica alternativa a
preconizada pela Famacopéia Brasileira 4* ed. para a implementa¢do desta

técnica na rotina de controle de qualidade.
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3 MATERIAIS E METODOS

O presente trabalho foi realizado no Laboratério Quimico Farmacéutico do Exército
(LQFEX), no Laboratoério de Tecnologia Farmacéutica da Universidade Federal do Rio de
Janeiro (UFRJ) e no Laboratorio de Espectroanalitica, Automagdo e Ambiental da
Universidade Federal Fluminense (UFF).

3. 1 Materiais
3. 1.1 Formulagoes

Toda a matéria-prima utilizada na preparacdo das formulacdes foi de grau
farmacéutico das seguintes procedéncias:

e N-metil Glucamina antimoniato da Aventis Pharma Romainville — France lote

301754 (Glucantime®);

e Metabissulfito de s6dio do fabricante BASF lote R 710201;

e Ftilenodiaminotetracetato dissodico do fabricante FARMOS lote 97-9716;
e Metilparabeno (nipagim) USP PROQUIMICA;

e Hidroxido de sédio do fabricante MERCK;

e Fosfato monobasico de potassio KH,PO,do fabricante VETEC;

e Propilenoglicol do fabricante DOW QUIMICA S.A.

A égua utilizada no preparo das formulagdes foi a agua para injetaveis (WFI) que ¢é
obtida, a partir da 4gua purificada, por destilacio ou osmose reversa com duplo passo a
qual ndo deve conter aditivo (THE UNITED STATES PHARMACOPEIA, 2000). Esta
agua foi avaliada previamente quanto a presenga de metais pesados e antimonio.

As ampolas utilizadas para envase do produto foram fornecidas pela SHOTT glass
made of ideas de qualidade, vidro tipo I, preconizado para envase de injetaveis pela USP
XXIV.

As formulacdes foram preparadas em recipientes de vidro PIREX e a agitacao
realizada em agitador mecanico da marca FISATOM modelo 713 D.

A balanga utilizada para pesar as matérias-primas foi a analitica de quatro casas
decimais da marca GEHAKA AG 200.

Para a filtracdo esterilizante realizada em 6 formulacdes foi utilizado o cartucho de

0,22 um da marca Millipore.

18



A autoclave utilizada para esterilizagdo das formulagdes 1 ¢ 2 foi a horizontal,
dupla porta da marca SERCOM e estava devidamente qualificada e calibrada de acordo
com as normas vigentes de Boas Praticas de Fabricacdo (BPF).

A maquina utilizada para envase do produto foi da marca Martinez taboada sem
utilizag¢do de nitrogénio, pois ndo havia disponibilidade dessas instalagdes.

As ampolas contendo o produto foram colocadas para estudo acelerado de
estabilidade em cémara climatica da marca MS-MISTURA modelo MSM 013/RS
devidamente calibrada e qualificada de acordo com normas ISO 17025 (NBR ISO/IEC
17025, 2001).

3.1.2 Metodologia analitica

Para otimizagdo e validacdo do método analitico as amostras utilizadas foram os
padrdes inorganicos de Sb(III) (K(SbO)C4H404 + 0,5 H,0) Merck, titrisol® em 4gua ultra
pura milli-Q (18.2 MQ) e de Sb(V) KSb(OH)e Sigma-Aldrich em dgua Milli-Q (18.2 MQ)
e ampolas do antimoniato de meglumina do mercado, fornecidas pela Farmécia do
Hospital Universitario Antonio Pedro.

Para a quantificagdo do antimonio total, antimonio trivalente e metais pesados, foi
utilizado o espectrometro de emissdao otica usando plasma indutivamente acoplado (ICP-
OES) modelo ULTIMA-2 (JOBIN YVON) (figura 6), acoplado a um amostrador
automatico do modelo AS 421 (JOBIN YVON) (figura 7).

A bomba peristaltica utilizada para a introducdo das solucdes de borohidreto de
sodio e de acido citrico foi da marca MINIPULS 3 GILSON ® e para drenar o liiquido da
camara separadora gas/liquido para o descarte foi da marca LAB CRAFT MOD. HYDRIS
05, ambas ligadas a camara de separacdo gas—liquido, destinada a geracdo de hidretos,

através de tubos de PVC flexivel.
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Figura 7 - Amostrador automéatico modelo AS 421 (JOBIN YVON)

20



Reagentes de grau pro-analise foram utilizados no preparo das solugdes analiticas e
das amostras. Em todos os procedimentos utilizou-se dgua milli-Q (> 16 MQ cm)
previamente destilada e deionizada. As solucdes analiticas foram preparadas a partir de
solugdo estoque de 1000 mg/L de antimonio pentavalente KSb(OH)s Sigma-Aldrich e
antimonio trivalente (K(SbO)C4sH4O6 + 0,5 H,O) Merck, titrisol® em agua, uma vez que
ndo existe disponivel no mercado materiais de referéncia certificados das espécies
inorgénicas de antimdnio, nem tao pouco do antimoniato de meglumina.

A balanga analitica utilizada para pesagem, dos padrdes e reagentes foi da marca
SARTORIUS BL 210 S que possui precisdo de 0,2 mg.

Para determinagdao de Sb(IIl) o agente redutor usado foi NaBHs 2% (P.A.VETEC)
estabilizado com NaOH 0,01M (P.A. MERCK). Como agente complexante foi utilizado
acido citrico a 30% (P.A. MERCK) preparados sempre no dia da analise.

Para determinacdo de Sb total as solu¢des foram diluidas em acido tartarico 0,5%
(MERCK) preparados no dia da analise.

A densidade das preparacdes foi medida em picndmetro de vidro da marca
SCHOTT.

A determinagdo e controle do pH das formulagdes foram feitos em pHmetro da

marca QUIMIS aparelhos cientificos Ltda, modelo Q 400 M.

3.1.3 Caracterizacao do principio ativo
3.1.3.1 Solubilidade
Para verificagdo da solubilidade utilizou-se agua destilada, éter etilico, cloroférmio

e éter etilico todos de grau analitico da marca MERCK.

3.1.3.2 Difra¢ao de raios-x (DRX)

As amostras de antimoniato de meglumina provenientes de trés fabricantes
diferentes foram analisadas em Difratometro de Raios-X operado a 40KV e 30mA. O
angulo de difracao 20 foi registrado de 2 a 10° em temperatura ambiente e a radiacao CuK,

foi utilizada como fonte dos raios-X. Foi utilizado o difratometro de raios-X da marca

Philips modelo 1970 (manual) da UFRJ.

3.1.3.3 Determinacao de metais pesados
Os padrodes utilizados para determinag@o de metais pesados (Al; As; Bi; Cd; Cr; Cu;

Mn; Ni; Pb; Hg e Zn) foram todos padroes de referéncia ASSURANCE Spex Certiprep.
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Foi utilizado o banho ultra-sonico da marca THORNTON, modelo USC 700 para

dissolu¢do dos padroes e das amostras.

3.2 M¢étodos
3. 2.1 Formulag¢des

Para o nosso trabalho optou-se por ajustar a formulagdo através da experimentacao
de diferentes excipientes com funcdo antioxidante/estabilizante com objetivo de evitar a
reducdo da molécula de antimoniato de meglumina em solucdo. Para todas as formulagdes
utilizamos como antioxidante o metabissulfito de sdédio na concentra¢do de 0,05% e o
Na,EDTA 0,1% como sequestrante auxiliando na reducdo do processo de oxidacdo. Para
as solugdes 2, 4, 6 e 8 foram utilizados tampao fosfato pH 6,5 a fim de verificar a
influéncia deste na estabilidade do pH da solu¢do. Em todas as formulacdes foi utilizado o
nipagim 0,1% como conservante para evitar possiveis contamina¢des que poderiam
interferir nos resultados. Como veiculo foi utilizada a 4gua para as formulagdes 1, 2, 3,4 ¢
para as formulacdes 5 e 6 uma mistura de 4gua e propilenoglicol na propor¢ao de 20:80 e
nas formulacdes 7 e 8 a mesma mistura nas propor¢do de 50:50. A escolha do
propilenoglicol se fez por ser este um veiculo com menor constante dielétrica que da agua,
visando diminuir reacdes radicalares que podem contribuir com os processos de oxi-
redu¢do no produto.

Foram preparadas 600 mL de cada oito formulacdes sendo seis diferentes de acordo

com tabela 1.
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Tabela 1- Formulagdes propostas para o produto Antimoniato de Meglumina

MATERIA-PRIMA F1 F2 F3 F4 F5 F6 F7 F8
(%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%)

Antimoniato de 29,78 29,78 29,78 29,78 29,78 29,78 29,78 29,78
meglumina

Metabissulfito de 0,05 005 005 005 005 005 0,05 0,05
sodio

EDTA 0,10 0,10 0,10 0,10 0,10 0,100 0,10 0,10
Nipagim 0,10 0,10 0,10 0,10 0,10 0,10 0,10 0,10
NaOH — 0,09 — 0,09 — 0,09 — 0,09
KH,PO4 — 1,05 — 1,05 — 1,05 — 1,06
Propilenoglicol — — — — 14,0 13,83 34,83 344
Agua 69,97 68,83 69,97 68,83 56,0 55,17 34,83 34,4

As formulagdes 1 e 2 foram feitas em duplicatas. Metade foi submetida a
autoclavacao a 121°C por 15 minutos e metade foi submetida a filtracdo esterilizante para
que pudéssemos avaliar a influéncia da autoclavac¢ao na estabilidade das preparagdes. As
formulacgdes foram preparadas em escala farmacotécnica utilizando-se recipiente de vidro a
fim de minimizar a incorporacdo de metais pesados que poderia por ventura ser cedido
pelo recipiente de ago inox.

Para o preparo das formulagdes 1 e 3 aqueceu-se 200 mL de dgua para dissolucao
do nipagim, em outro recipiente foi dissolvido o metabissulfito e 0 Na,EDTA em 50 mL de
agua. A solucdo do metabissulfito e Na,EDTA foi adicionada a solugdo de nipagim apos
a mesma atingir a temperatura ambiente. Logo em seguida foi adicionado, sob agitacdo, o
antimoniato de meglumina até completa dissolucao.

Para o preparo das formulagdes 2 e 4 procedimento semelhante ao preparo das
formulagdes 1 e 3 foram tomados, sendo o NaOH ¢ o KH,PO,4 foram dissolvidos em 20
mL de dgua e adicionados a solug¢do de nipagim.

Para o preparo da formulagdo 5 procedeu-se da seguinte maneira: dissolveu-se o
nipagim em parte do propilenoglicol (40 mL). O Na;EDTA e o metabissulfito foram
dissolvidos em parte da dgua (160 mL). Uma mistura propileno/agua foi feita com o

restante da 4gua e propilenoglicol (44 mL/176 mL). As solugdes iniciais foram
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adicionadas a parte desta mistura. Logo ap6s o antimoniato de meglumina foi adicionado
sob constante agitacdo até¢ completa dissolucao para entdo ser avolumado com o restante
da mistura propilenoglicol/agua.

A formulacgdo 6 foi preparada de forma semelhante a formulagdo 5, sendo que em
uma parte da agua (60 mL) foi adicionado o metabisulfito de s6dio ¢ o Na,EDTA e em
outra parte (100 mL) foi adicionado o NaOH e o KH,;POs,.

As formulacdes 7 e 8 foram preparadas de forma semelhante as formulacdes 5 e 6,
sendo que a propor¢ao propilenoglicol/agua variou de 20:80 para 50:50.

As formulagdes 1 e 2 foram autoclavadas a 121°C por 15 minutos e as demais
foram submetidas a filtracdo esterilizante. Logo apos as formulagdes foram envasadas em
ampolas de vidro incolor do tipo I. No processo de envase houve perda de cerca de 30%
das ampolas.

Logo apds as formulagdes foram identificadas e colocadas na camara climatica a
40° C por 90 dias. A cada 30 dias, amostras de cada formulagdo foram retiradas e os
parametros de pH, densidade e teor de Sb (III) e Sb total foram avaliados. Quatro ampolas
de cada formulagao foram retiradas para cada teste.

Os teores de Sb (I1I) e Sb total nas formulagdes foram determinados no laboratorio
de Quimica ambiental da Universidade Federal de Santa Maria. O método utilizado foi o
HG-AAS e AAS respectivamente descritos na Farmacopéia Brasileira 4* ed.
(FARMACOPEIA BRASILEIRA, 2002). A terceirizagdo foi necessaria uma vez que a
metodologia proposta por este trabalho ainda se encontrava em fase de validacdo e ndo se
dispunha de tempo util para proceder as analises apos o término da validagao.

O programa Microsoft Excel foi utilizado para obtencao dos célculos estatisticos
deste trabalho. O Box Plot foi utilizado como ferramenta auxiliar na avaliacdo das

formulagdes. Para constru¢ao do Box Plot foi utilizado o Softwear Statsoft company.

3.2.2 Validagao da metodologia analitica

Para validagdo analitica foi seguido o Guia para validagdo de metodologia analitica

segundo RE n° 899, 29 de maio de 2003 da ANVISA.

O instrumento utilizado (ICP-OES), para determinagao de Sb (III) e Sb total, possui
resolucdo na ordem de 4 a 6 picometros o que permite a obtencdo de seletividade
espectral e baixos limites de detec¢do. O equipamento foi otimizado e avaliado quanto
ao sistema depersivo (medida de resolugdo UV e VIS) através da relagdo do sinal das

linhas Mg II/Mg I; quanto a colimagdo (limpeza da lente) através da medida do fundo
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nas linhas do Ba 455/233; quanto a nebulizagdo (medida de eficiéncia do nebulizador)

através da relacdo do sinal Mg 285/fundo 285; quanto a precisdo (medidas de

repetibilidade e reprodutibilidade) através das medidas dos RSD e RSD Mg (I) 285,

respectivamente, ¢ avaliagdo do sistema ICP-OES (medida de limite de detec¢do),

através do LD Ba 233 e Zn 206.

Os parametros operacionais instrumentais relevantes sao mostrados na tabela 2.

Tabela 2-Parametros operacionais instrumentais relevantes do ICP-OES e HG-ICP-OES

ICP HG-ICP-OES
(nebulizacéo convencional)
Potencia (w) 1200 1200
Vazdo de argonio (L/min)
Nebulizador: 0,48 -
Gas de arraste: - 0,2
Plasma: 15 1,5
Gas auxiliar: 0 0
Sheath gas: 0,2 0,4
Nebulizador Meinhard com camara ciclonica -
Pressao de nebulizagao 2,73 -
(bar)
Vazdo do écido citrico
(mL/min) - 0,6
Vazao do borohidreto de sddio
(mL/min) - 1,7
Vazido da amostra - 1,3

(mL/min)

3. 2.2.1 Determinagao de Sb(III)

Para determinacdo da espécie Sb(II) nas formulagdes das solugdes injetaveis de

antimoniato de meglumina o método escolhido para validacao foi o de geracdo de hidretos

por espectrometria de emissdo Otica usando plasma indutivamente acoplado (HG-ICP-

OES). Este método consiste, na formacao de estibina (SbH3), através da reducdao do
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Sb(IIT) pelo borohidreto de sdédio (NaBH4) em meio acido, o qual por ser volatil ¢

facilmente transportado pelo argdnio para o plasma.

Thompson, Pahlavanpour e Kierkbright, (1978) relataram o uso da geragdo de
hidretos para a determinacdo de As, Bi, Se e Te por ICP-OES, tendo sido os hidretos
continuamente gerados pela reagdo com o NaBHy, introduzidos diretamente no plasma e os
elementos detectados simultaneamente. Nesta técnica, os limites de detecgdo sdo melhores

em pelo menos uma ordem de grandeza em relagdo a nebulizacdo convencional.

Sistemas de fluxo sdo preferidos aos de batelada no que se refere a estabilizagao
continua do fundo gerado pelos subprodutos da reacdo (H, e H,O) pois esses sdo

produzidos em fluxo constante no primeiro, ao contrario do que ocorre no segundo sistema

(CAMARA & GUNTINAS, 1991).

Em relagdo as interferéncias na cinética de redugdo sabe-se, por exemplo, que o Sb,
pode existir, em solucdo, em dois estados de oxidacao: Sb(IIl) e Sb(V) e que estados de
oxidacdo mais altos apresentam velocidade de redu¢do mais lenta. No caso do grupo 15 da
tabela periddica (As, Sb e Bi), o estado +5 leva a sinais menores que o estado +3. Estas
propriedades distintas dos diferentes estados de oxidag@o sao uteis na especiagdo quimica,
permitindo, por exemplo, determinagdes seletivas Sb(III) e Sb(V), por diferenga (APTE &
HOWARD, 1986).

Como na solucdo de antimoniato de meglumina pode ocorrer a presenca das
espécies Sb(IIT) e Sb(V) onde a espécie pentavalente podera esta presente em proporgdes
de até 40 vezes maior que a anterior, testes de seletividade, tiveram que ser realizados a
fim de verificarmos a interferéncia do elemento pentavalente na quantificagdo do
trivalente.

Neste método o acido citrico foi utilizado para promover a complexacao seletiva da
espécie pentavalente permitindo que o Sb(III) fique livre para formar a estibina de forma
seletiva(MOHAMMAD et al., 1990).

Como o tempo de contato entre a amostra e o acido citrico ¢ fundamental para que
ocorra a complexacdo, nds utilizamos um reator helicoidal construido com tubo de

polietileno.

3.2.2.1.1 Determinacao da seletividade:
Inicialmente foram realizadas medidas com solu¢des de 4cido citrico nas

concentragoes de 2%; 4%; 10%; 15%; 20%; 25%; ¢ 30% e a média das intensidades de
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emissdo das trés medidas para cada concentracdo foram registradas para avaliagdo da
influéncia das concentragdes do 4cido citrico no método proposto. Solucdes de
borohidreto de so6dio nas concentragdes de 1%; 2%, 3%; 4%; 5% e 6% foram preparadas a
fim de avaliarmos a sua influéncia nas intensidades de emissdo medidas, nesta etapa a
concentragdo de acido citrico empregada foi mantida em 30%.

Por ultimo, comprimentos de reatores confeccionados com tubos de polietileno de
Im; 2m; 5m e 6m, foram testados utilizando-se acido citrico 30% e borohidreto de sodio
2% em NaOH 0,01M com a finalidade de avaliarmos a influéncia do tempo de contato
entre a amostra ¢ a solu¢do de acido citrico nas intensidades de emissao.

Para estes testes foram utilizados padrdes inorganicos de Sb(IIl) (tartarato de
antimOnio e potassio) na concentragdo de 0,5 mg/L em agua, padrio inorgénico de Sb(V)
(hexamonato de antimdénio e potdssio) na concentracdo de 20 mg/L e uma solucio
contendo os dois padrdes de Sb(IIl) e Sb(V) nas concentragdes de 0,5 mg/L e 20 mg/L
respectivamente.

Para os testes do comprimento dos reatores foi utilizada além dos padrdes
inorganicos de Sb(II) 0,5 mg/L e Sb(V) 20 mg/L, amostra comercial diluida 4000 vezes.

Através dos resultados obtidos no teste de seletividade, os parametros da analise
foram estabelecidos. Utilizando estes, foram entdo avaliadas a linearidade, exatiddo

precisdo e limite de quantificacao a fim de validarmos o método.

3.2.2.1.2 Determinagdo da Linearidade:

Foi determinada pela andlise de cinco concentragdes diferentes compreendendo
zero como nivel de Sb(III) esperado até¢ 120% do limite maximo especificado que ¢ de
4000 mg/L, conforme Farmacopéia Brasileira 4* edi¢do. Considerando-se a diluicdo
utilizada nos trabalhos de 5000 vezes.

4000 mg/L /5000 = 0,8 mg/L
0,8 mg/L X 120% = 0,96 mg/L

As concentracdes utilizadas para construcao da curva foram: zero; 0,1; 0,25; 0,5 e 1
mg/L, correspondendo a 0, 12,5%; 31,2%; 62,5% e 125% do valor méaximo. Este intervalo
de concentragdo compreende o menor valor esperado de Sb(IIl) at¢ 120% do valor
maximo que ¢ 0,96 mg/L.

Os valores das intensidades compreendem a média de trés medidas para cada

concentracao.
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Para verificagdo da linearidade, métodos estatisticos foram utilizados para
determinagdo do coeficiente de correlagdo, intersecao com o eixo Y, coeficiente angular, e

desvio padrao relativo.

3. 2.2.1.3 Determinagao da exatiddo:

A exatidao foi determinada a partir da adicao de quantidade conhecida de Sb(III) na
forma do padrdo inorganico tartarato de antimOnio e potassio a uma mistura dos
componentes do medicamento incluindo a adi¢do de quantidades de Sb(V) na forma do
padrdo inorganico hexahidréxido de antimdnio e potassio na propor¢ao de 20 vezes mais a
quantidade de Sb(III) adicionada, (placebo contaminado). A féormula do placebo encontra-
se na tabela 3.

Tabela 3- Formula do placebo utilizado na preparacdo
da amostra para teste de exatidao

EXCIPIENTE QUANTIDADE
Metabissulfito de sodio 0,25¢
Na,EDTA 0,5¢g
Nipagim 0,5¢g
Agua para injetaveis qsp 500 mL

A exatiddo foi calculada como porcentagem de recuperacdo da quantidade
conhecida de Sb(III) adicionado ao placebo.

A exatidao do método foi verificada a partir de nove determinagdes, ou seja, trés
concentragdes com trés replicatas cada, quais sejam: 3,200mg/mL (80%), 4,000 mg/mL
(100%) e 4,800 mg/mL (120%) do valor declarado como maximo pela FB 4% ed.

Aos resultados encontrados foi aplicado o teste t de Student para verificar se as
concentracdes encontradas eram estatisticamente iguais as concentragdes esperadas pela
adi¢do do padrao. Foi verificado ainda se o valor tedrico esperado se encontrava dentro do

intervalo de confianca (IC) encontrado para os resultados.

3. 2.2.1.4 Determinacao da precisao:

Para determinagdo da precisdo do método foi utilizada amostra do produto injetavel
antimoniato de meglumina encontrado no mercado. A precisdo do método foi considerada
em dois niveis: repetibilidade (precisdo intracorrida) e precisdo intermedidria (precisao

intercorrida).
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Para verificacdo da repetibilidade foram feitas 6 (seis) determinagdes da amostra na
concentracdo de 100% e o desvio padrdo relativo foi calculado, este ndo devera ser
superior a 5% para que o método seja considerado repetitivo, segundo RE n° 899, de 29 de
maio de 2003 da ANVISA . A concordancia entre os resultados foi verificada através do
teste t de Student.

Para determinacdo da precisdo intermediaria foram realizadas 6 (seis)
determinagdes da amostra a 100% em intervalo de 15 dias realizadas no mesmo
laboratorio, no mesmo equipamento, mas com analistas diferentes.

A concordancia entre os resultados foi verificada através do teste F de Snedecor
(para verificar se as varidncias eram estatisticamente iguais) e teste t para variancias

agrupadas.

3. 2.2.1.5 Determinagdo do Limite de Quantificagao:

Foi obtido do desvio padrao a partir da curva de calibragao proveniente das analises
de 8 (oito) amostras do branco. Ele representa a menor quantidade do analito em uma
amostra que pode ser determinado com precisdo e exatiddo aceitaveis sob condig¢des

experimentais estabelecidas (Figura 8).

LQ= SD, X 10
Coef.ang

Figura 8- Equacao que expressa o limite de quantifica¢ao

3. 2.2.2 Determinacao de Sb(V)

O teor de Sb(V) na amostra foi determinado pela diferenga entre o teor de Sb total e
Sb(I1I) .

Para determinacdao de Sb total foi empregada a técnica de ICP-OES que ¢ uma
técnica que se baseia na medida da emissdo de luz por atomos e ions excitados. A
excitagdo ocorre em plasma de argénio a uma temperatura de até 10000° K. A intensidade
da radiag@o luminosa emitida no A de 206,833 nm permite a quantificagdo do Sb total.

Para nebulizagcdo da amostra foi empregado nebulizador Mira-Mist acoplado a uma
camara ciclonica. O comprimento de onda para medida foi escolhido analisando-se as
linhas livres de interferéncias espectrais para o Sb.

Para validacdo deste método foi dada énfase aos parametros de linearidade,

exatiddo, precisdo e limite de quantificagao.
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3.2.2.2.1 Determinagao da Linecaridade:

Para determinacdo da linearidade foi utilizado padrao inorganico de Sb(III)

(tartarato de antimdnio e potassio) e ndo o padrdo de Sb(V), pois o primeiro apresenta

solubilidade em dgua superior ao segundo facilitando o trabalho, uma vez que tivemos que

partir de altas concentragdes para realizagao dos testes. A escolha ¢ irrelevante, pois o

método determina a quantidade de Sb total presente na amostra. Para construgdo da curva

de calibracdo cinco concentracdes diferentes foram utilizadas, 0; 2,5 mg/L; 5 mg/L; 7,5

mg/L e 10 mg/L (tabela 4). Esta faixa compreende os valores de 80% a 120% da

concentragdo teorica de 81000 mg/L considerando-se a dilui¢do utilizada de 20000 vezes

em solucgao de acido tartarico 0,5%, conforme tabela 5.

Tabela 4- Percentual e concentracdo de padrdo utilizado para constru¢do da curva para
linearidade de Sb total

Porcentagem da Concentracéao Concentracao final
concentracao tedrica (mg/L) (mg/L)
esperada (%)

0 0 0
61,7 50000 2,5
123,5 100000 5,0
185,2 150000 7,5
246,9 200000 10,0

Tabela 5- Percentual em relacdo as concentragdes tedricas de de Sb(V) no produto

Porcentagem Concentracao Concentracéo final
(%) (mg/L) (mg/L)
80 64800 3,24
100 81000 4,05
120 97200 4,86

As concentragdes escolhidas para constru¢do da curva de calibragdo foram: zero

mg/L; 2,5 mg/L; 5,0 mg/L; 7,5 mg/L e 10 mg/L. Para constru¢ao da curva de calibragao

foram consideradas as médias de trés leituras realizadas para cada concentracao.



Para verificagdo da linearidade, métodos estatisticos foram utilizados para
determinagdo do coeficiente de correlagdo, intersecdo com o eixo Y, coeficiente angular e

desvio padrao relativo.

3. 2.2.2.2 Determinagdo da exatiddo:

Para determinacao da exatidao do método quantidades conhecidas de Sb(III) foram
adicionadas a uma mistura dos componentes do medicamento (placebo contaminado).

A exatiddo foi calculada como porcentagem de recuperacdo da quantidade
conhecida de Sb(III) adicionado ao placebo.

A exatidao do método foi verificada a partir de nove determinagdes, ou seja, trés
concentragdes com trés replicatas cada, quais sejam: 64800 mg/L (80%), 81000 mg/L
(100%) e 97200 mg/L. (120%) do wvalor tedrico declarado pela FB 4% ed.
(FARMACOPEIA BRASILEIRA, 2002).

Aos resultados encontrados foi aplicado o teste t de Student para verificar se as
concentragdes encontradas eram estatisticamente iguais as concentragdes esperadas pela
adicdo do padrdo ao placebo. Foi verificado ainda se o valor tedrico esperado se

encontrava dentro do intervalo de confianga (IC) encontrado para os resultados.

3. 2.2.2.3 Determinacao da precisao:

Para determinacdo da precisio do método foi utilizada amostra do produto
(glucantime). A precisdio do método foi considerada em dois niveis: Repetibilidade
(precisdo intracorrida) e Precisdo intermediaria (precisdo intercorridas).

Para verificacdo da repetibilidade foram feitas 6 (seis) determinagdes da amostra na
concentracdo de 100%.

A concordancia entre os resultados foi verificada através do teste t de Student.

Para determinagdo da precisdo intermedidria foram realizadas 6 (seis)
determinagdes da amostra a 100% em intervalo de 15 dias realizadas no mesmo
laboratorio, no mesmo equipamento, mas com analista diferente.

A verificacdo da concordancia entre os resultados foi verificada através do teste F
de Snedecor (para verificar se as varidncias sdo iguais) e teste t para variancias agrupadas,

uma vez que o primeiro verificou que as variancias eram estatisticamente iguais.

31



3. 2.2.2.4 Determinagao do Limite de Quantificagao:

Foi obtido do desvio padrao a partir da curva de calibragdao proveniente das analises
de 8 (oito) amostras do branco. Ele representa a menor quantidade do analito em uma
amostra que pode ser determinado com precisdo e exatiddo aceitaveis sob condig¢des

experimentais estabelecidas.(ver figura 8, pag.29).

3.2.3 Caracterizagao do principio ativo
3.2.3.1 Solubilidade
Foi verificada a solubilidade das matérias primas de trés procedéncias diferentes

em agua, etanol, éter etilico e cloroférmio, de acordo com Farmacopéia Brasileira 4* ed.

3. 2.3.2 Difragao de raios-x (DRX)

Na DRX, a interacdo entre o vetor elétrico de radiagdo X e os elétrons do material
a ser analisado resultam em uma dispersao. Entdo, quando os raios-X sofrem dispersao
devido a estrutura organizada presentes no cristal, ambas interferéncias, construtivas e
destrutivas, surgem entre os raios dispersos uma vez que as distdncias entre os centros de
dispersao sdo de mesma ordem de magnitude do comprimento de onda da radiacdo,
resultando deste modo na difragdo. Quando um feixe de raios-X atinge uma superficie
cristalina a um mesmo angulo 6, uma parte destes raios ¢ dispersa pela camada de atomos
na superficie. A por¢do do feixe que nao sofreu dispersao penetra na segunda camada de
atomos onde novamente ¢ dispersa, sendo que uma parte remanescente passa para uma
terceira camada. O efeito cumulativo desse espalhamento nos centros regularmente
espacados do cristal resulta na difracdo do feixe em sua grande parte, do mesmo modo que
a radiacao visivel ¢ difratada pela reflexdo reticular. Os requisitos para difracao de raios-X
sdo: (1) o espacamento entre as camadas de 4tomos deve ser aproximadamente 0 mesmo
que o comprimento de onda da radiacdo e (2) os centros de dispersdo devem ser
espacialmente distribuidos numa dire¢do altamente regular (SKOOG, HOLLER &
NIEMAN, 1998).

3. 2.3.3 Determinacao de metais pesados

Para determinagdo de metais pesados utilizou-se a técnica de ICP-OES com sistema
otico do tipo seqiiencial onde foram analisados os elementos aluminio, arsénio, bismuto,
cadmio, chumbo, cobre, cromo, manganés, mercurio, niquel e zinco, e o limite de no

maximo 10 mg/L na solu¢ao de antimoniato de meglumina a 30% (P/V), correspondente a
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33,33 pg/g de metais pesados na substancia analisada ndo devera ser excedido, de acordo
com Farmacopéia Brasileira 4 ed.

A determinacdo dos elementos, exceto do Hg, foi realizada utilizando-se
nebulizacdo convencional enquanto que para o Hg foi utilizado o método de geracdo de
vapor frio devido a maior sensibilidade.

As amostras das matérias-primas foram diluidas a 3% em agua, pois as mesmas nao
apresentam solubilidade em HNO; 2%. As amostras foram preparadas em triplicata
imediatamente antes da analise.

As curvas de calibragdo foram obtidas a partir da preparagdao de solugdo contendo
concomitantemente concentracdes de 0, 0,1 mg/L, 0,5 mg/L e 1 mg/L de todos os
elementos a partir de padrdo de referéncia 1000 mg/L estabilizado em HNOj; 2%.

Para determinacdo de Hg foi utilizado o método de geracdo de vapor frio
empregando NaBH, 1% estabilizado em NaOH 0,01 M como agente redutor. A curva de
calibracao foi tragada a partir das concentragdes de zero, 5, 25 ¢ 50 pg/L de padrao de Hg
obtidos da dilui¢do do padrdo de referéncia de Hg 1000 mg/L estabilizado em solucao de
K>,Cr,07 20% em HNO5 1:1.

As amostras foram diluidas a 3% em agua. Todas amostras foram medidas em

triplicata.

3. 2.3.4 Determinacao dos teores de Sb(III) e Sb(V)

Os teores de Sb(III) e Sb(V) nas matérias-primas foram determinados pelas técnicas
de espectrometria de absor¢do atdmica usando geragdo de hidretos (HG-AAS) e
espectrometria de absor¢ao atomica (AAS), respectivamente.

O Programa Microsoft Excel foi utilizado para obtencdo dos célculos estatisticos
deste trabalho.
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4 RESULTADOS E DISCUSSOES
4.1 Validag¢ao do Método Analitico

Neste item serdo apresentados os resultados obtidos quanto aos estudos da

validagdo das metodologias para a determinacdo de Sb(III) e Sb total.

4.1.1 Determinacgao de Sb(III)

A figura 9 mostra o diagrama dos aparatos utilizados para geracdo de hidretos em

fluxo continuo.
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Figura 9 - Diagrama dos aparatos utilizados para geracao de hidretos em fluxo continuo.

B (volume do tubo) =390 uLL
V1 (vazio da amostra) = 1,3 mL/min
V2 (vazao do acido citrico) = 0,6 mL/min

V3(vazao do borohidreto de s6dio) = 1,7 mL/min
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4.1.1.1 Seletividade

Vérios parametros, como a concentragdo de dacido citrico, concentracdo de
borohidreto de s6dio e tamanho do reator, foram avaliados a fim de que pudéssemos
determinar a seletividade do método, ou seja, a determinagcdo da espécie Sb(III) na
presenga de grandes quantidades da espécie Sb(V) sem que esta ultima interferisse no

método.

4.1.1.1.1 O efeito da concentra¢do do acido citrico

A principio foi avaliada a influéncia da concentragdo do 4cido citrico na formagao
de estibina (SbH3) a partir do Sb(III) e Sb(V). As concentragdes foram variadas de 2, 4, 10,
15, 20, 25 e 30% e a concentracao de borohidreto de sodio foi fixada em 1%. Verificou-se
que com aumento da concentragdo de acido citrico houve um aumento no sinal de emissdo
para o Sb(III), tanto para solugdo de Sb(IIl) quanto para solu¢ao contendo as duas espécies,
Sb(III) e Sb(V). Isso se deve provavelmente a diminui¢do do pH da solucao, o qual deve
contribuir para aumentar a velocidade de reducdo do Sb(III) pelo borohidreto de sodio e
que a partir de 20% tende a se estabilizar. Nesse momento, o pH da solucdo, ja bem baixo,
ndo causa tanto impacto na velocidade de reagdo. Mohammad et al. (1990) ja haviam
observado que o sinal de emissao para o Sb (V) tende a diminuir em baixo pH,
provavelmente por em baixo pH a reagdo de dissociagdo do acido citrico tende para
formacao de citrato o qual deve se complexar com o Sb(V). O estudo também mostrou que
com o aumento da concentragdo de 4cido citrico o sinal da emissdo para o Sb(V) tende a
ser suprimido a partir da concentracdo de 10% provavelmente pela complexacdo do Sb(V)
com o citrato formado em baixo pH, diminuindo ainda mais a velocidade de redugao desta
espécie, para estibina. Inicialmente observa-se um leve aumento na intensidade, que pode
ser atribuido a queda de pH da solugdo, Mohammad et al. (1990) ja haviam relatado a
influéncia do pH no aumento do sinal de absorbancia, tanto para Sb(IIl) quanto para Sb(V),
quando estudaram a influéncia do pH na especiacdo de Sb(III) e Sb(V) usando HG-AAS.
A queda da intensidade ndo ¢ observada na solugdo contendo as duas espécies, na qual o
sinal aumenta devido a presenca de Sb(III) conforme mostra a figura 10. A concentragdo
escolhida de acido citrico para os trabalhos subseqiientes foi de 30%. A tabela 6 mostra as

intensidades para cada concentracao e seus respectivos desvios-padrao.
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Tabela-6 Intensidades (CPS) e seus respectivos desvios padrio para as diversas
concentragoes de acido citrico. Concentra¢ao de borohidreto de sodio=1%

Conc. Intensidade SD (RSD) Intensidade SD (RSD) Intensidade SD (RSD)
acido (cps) (%) (cps) (%) (cps) (%)
citrico para Sb(l11) para Sb(V) para
% (p/v) Sb(V)/Sballl)
2 11734 2054 17,5 2907 549 18,9 8563,34 2219 25,9
4 20450,17 626 3,06 5041,17 971 19,3 24678,5 4481 18,2
10 58475,92 4675 7,99 2375,67 262 11,0 66779,67 3617 54
15 73912,83 1743 2,36 934,33 157 16,8 72856,83 1720 2,4
20 76794,33 6624 8,63 763,66 162 21,2 75290,83 217 0,3
25 81723,67 2014 2,46 741,67 90,27 12,2 86699,67 3933 4,5
30 83953,33 3161 3,77 755,83 61,6 8,1 88192,33 6735 7,6
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Figura 10- Efeito da concentragdo de acido citrico no sinal para HG-ICP-OES, n= 3.

Para verificar se as intensidades para o Sb(III) com acido citrico a 15%, 20% , 25%
e 30% sdo comparaveis utilizamos o teste t de comparacdo multipla com a correcdo de
Bonferroni. Antes de calcularmos t realizamos o teste F de Snedecor para verificar se as

variancias eram comparaveis. F calculado foi menor que F critico para todos os pares.

Para concentragdes de 15/20%

Teste F:
Hy— 8% =S%
F critico = 39

F calculado = 43877376= 14,44
3038049

Logo: F calculado < Feritico e as variancias ndo sdo diferentes.
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Teste t com variancias agrupadas:

Ho=x1=x2.n=3

X1 =73912,83 Xp = 76794,33

Graus de liberdade = (3+3-2) =4

Calculando as variancias (S?) agrupadas:

S*=(3-1) x 1743 + (3-1) X 6624” = 23457713
4

S = 4843,3163
Calculando t:
t calc = 76794,33— 73912,83= 0,728
4843,3163V 1/3 +1/3
t critico 0,01 4= 4,604 utilizando a corre¢cao de Bonferroni (a'= 0,05)

6
Para concentragdes de 15/25%
Teste F:
Hy— S* =%

F critico = 39

F calculado = 4056196 = 1,3351
3038049

Logo: F calculado < F critico e as variancias ndo sdo diferentes.
Teste t com variancias agrupadas:
Ho=x1=x2.n=3
X) =73912,83 X, =81723,67
Graus de liberdade = (3+3-2) =4
Calculando as variancias (S?) agrupadas:
S*=(3-1) x 1743" + (3-1) x 2014> = 3547122,5
4

S = 1883,3806
Calculando t:
t cale = 81723,67— 73912,83= 5,0793
1883,3806 V 1/3 + 1/3
t critico 0,01.4= 4,004 utilizando a correcdo de Bonferroni (a'= 0,05)
6
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Para concentragoes de 15/30%

Teste F:
Hy— 8% =S%
F critico =39

F calculado = 9991921 = 3,2889
3038049

Logo: F calculado < F critico e as variancias ndo sdo estatisticamente diferentes.

Teste t com variancias agrupadas:
Ho=x;=x2n=3

X1 =73912,83 X, =83953,33
Graus de liberdade = (3+3-2) =4

Calculando as variancias agrupadas:
S?=(3-1) x 1743° + (3-1) x 3161° = 6514985
4

S =2552,44
Calculando t:
t calc = 83953,33— 73912,83= 4,817
2552,44N 13+ 1/3
t critico 0,01.4= 4,604 utilizando a correcao de Bonferroni (a'= 0,05)
6

Para concentragoes de 20/25%

Teste F:
H() — 821 = 822
F critico = 39

F calculado = 43877376= 10,82
4056196

Logo: F calculado <F critico e as variancias nao sao diferentes.
Teste t com variancias agrupadas:

Ho=x;=x2n=3

X1] = 76794,33 X, =81723,67

Graus de liberdade = (3+3-2) =4




Calculando as variancias agrupadas:
S*= (3-1) x 6624° + (3-1) x 2014* = 23966786
4

S = 4895,59
Calculando t:
t calc = 81723,67— 76794,33= 1,23
4895,59V 1/3 + 1/3
t critico 0,01 4= 4,004 utilizando a corre¢cao de Bonferroni (a'= 0,05)
6

onde 6 ¢ o n° de comparagoes 2 a 2 realizadas.

Para concentragoes de 20/30%

Teste F:
Hy— $* =S%
F critico =39

Fcalculado = 43877376= 4,3912
9991921

Logo: F calculado < F critico e as variancias ndo sdo diferentes.
Teste t com variancias agrupadas:
Ho=x1=x2,n=3
X1 = 76794,33 X =83953,33
Graus de liberdade = (3+3-2) =4
Calculando as variancias (S?) agrupadas:
S?=(3-1) x 6624° + (3-1) x 3161 = 269346
4

S =5189,86

Calculando t:
t calc = 83953,33— 76794,33= 1,6894
5189,86\ 1/3 + 1/3
t critico 0,01.4= 4,004 utilizando a correcdo de Bonferroni (a'= 0,05)
6

onde 6 ¢ o n° de comparagdes 2 a 2 realizadas




Para concentragoes de 25/30%

Teste F:
Hy— 8% =S%
F critico =39

Fcalculado = 9991921= 2,46
4056196

Logo: F calculado < F critico e as variancias ndo sdo diferentes.
Teste t com variancias agrupadas:
Ho=x1=x2.n=3
X1 = 81723,67 Xp =83953,33
Graus de liberdade = (3+3-2) =4
Calculando as variancias (S?) agrupadas:
S*= (3-1) x 2014* + (3-1) x 3161* = 7024058,5
4

S =2650,30

Calculando t:
t calc = 83953,33—81723,67= 1,030
2650,30 v 1/3 + 1/3
t critico 0,01 4= 4,604 utilizando a correcdo de Bonferroni (a'= 0,05)
6

onde 6 ¢ o n° de comparagdes 2 a 2 realizadas.
Verificamos que para concentragdo de 15% as intensidades ndo sdo comparaveis,

no entanto as intensidades a 20%, 25% e 30% sdo comparaveis e podemos trabalhar nessa

faixa de concentragdo sem alterar os resultados (tabela 7).
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Tabela 7 - Valor de t calculado para cada par de concentragdes de acido citrico
t critico 0,01,4= 4,604, n=3

Concentragéo de acido citrico t calculado
15%-20% 0,73
15%-25% 5,08
15%-30% 4,82
20%-25% 1,23
20%-30% 1,69
25%-30% 1,03

4.1.1.1.2 O efeito da concentracdo do borohidreto de sodio

Para o estudo da otimizacdo da concentracdo do redutor NaBH; o mesmo foi
testado para as concentracdes 1%, 2%, 3%, 4%, 5% e 6% estabilizado em solucdo de
NaOH 0,01M. O estudo mostrou que um aumento na concentracao do borohidreto de sddio
aumenta significativamente o sinal de emissdo do Sb(III), tanto na solugdo de Sb(III)
quanto na solucao contendo as duas espécies Sb(III)/Sb(V), devido provavelmente a
presenca da espécie trivalente, e que concentracdes acima de 3% tendem a aumentar
ligeiramente o sinal do Sb(V), tanto na solu¢do de Sb(V) quanto na solugdo contendo as
duas espécies Sb(III)/Sb(V), mostrando que nessas concentragdes o acido citrico ndo tem o
mesmo poder de diminuir a formacdo de estibina a partir do Sb(V) na concentragdo de
acido citrico empregada no estudo (tabela 8). Os resultados sdo concordantes com os
obtidos por Flores et al. (2003) quando da avaliagdo da influéncia da concentragdo do
redutor na formag¢do de estibina usando HG-AAS por inje¢do em fluxo, exceto quanto a
concentragdes acima de 4% em que os autores observaram uma diminui¢do no sinal de
Sb(IIl) ao contrario do encontrado no nosso estudo. Com base nos resultados acima,
preferiu-se trabalhar com borohidreto de sddio na concentragdo de 2%, pois nesta o sinal
para Sb(IIl) ¢ bem maior que em concentragdes menores € a interferéncia do Sb(V) nao

tem significado conforme mostra figura 11.
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Tabela 8- Intensidades (CPS) e seus respectivos desvios padrio para as diversas
concentragoes de borohidreto de sodio

Concentracdo  Intensidade = SD  (RSD) Intensidade @ SD (RSD) Intensidade SD (RSD)
de (cps) (%) (cps) (%) (cps) (%)
NaBH4 para Sb(lll) para Sb(V) para
(% m/v) Sb(V)/Sh(l11)

1 48027,33 3317 6,91 5417,34 413 7,62 76710,34 2899 3,78
2 138394,34 7035 5,08 10776,67 539 5,00 159300,67 7965 5,00
3 157116,67 6284 4,00 14135 707 5,00 168225,34 6729 4,00
4 149791,67 5992 4,00 22797,67 1367 6,00 170150 8507 5,00
5 169843,33 6793 4,00 24793,33 1239 5,00 190725,67 7629 4,00
6 171054,66 8552 5,00 30322,33 1213 4,00 209170,66 8366 4,00
Q 250000
O
£ 200000
LIDJ I/{___{ —e— Sh(lll)
< 150000 —t——13
. /{/ —e— Sh(V)
% 100000 /
L
= 50000 B
Z ’/‘__/__.//Q_Q/’
O I I I
0 2 4 6 8
CONCENTRACAO DE NaBH4 (Yom/v)

4.1.1.1.3 O efeito do comprimento do reator helicoidal

Figura 11 - Efeito da concentragao do sddio borohidreto na HG-ICP-OES

O tamanho do reator utilizado na reacdo tem importancia uma vez que o tempo de

contato entre a amostra e o acido citrico interfere no processo de complexacao e, portanto

nos resultados (FLORES et al., 2003), o que se torna dificil de mensurar quando do uso da

técnica em batelada. Para esse estudo foram utilizados reatores com os seguintes

comprimentos 0,1 m, 2 m, 5 m e 6 m. Os resultados mostraram que bobinas com tamanho

acima de 1 metro suprimem significativamente o sinal de Sb(V) e diminuem muito pouco o

sinal do Sb(IIl) na solu¢do padrio e na amostra e que esta queda se da de forma

proporcional. Provavelmente o acido citrico passa a complexar tanto o Sb(V) quanto o

Sb(III). Os resultados mostram que usando bobina com menos de 1 m ainda encontramos
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interferéncia do Sb(V), pois provavelmente o tempo de contato ndo ¢ suficiente para
complexar totalmente o Sb(V) (figura 12). Os resultados concordam com o comportamento
das espécies encontradas por Flores et al. (2003) ao estudar a influéncia do tempo de
contato entre as solugdes contendo as espécies de antimdnio e a solucdo de acido citrico
através do tamanho da bobina empregada. Foi determinada a bobina de 2 metros como

sendo a ideal para a analise. (tabela 9).

Tabela 9- Intensidades (CPS) e seus respectivos desvios relativos para os diversos
tamanhos de reatores helicoidais

Bobina Intensidade (RSD) Intensidade (RSD) Intensidade (RSD) Relagéo
(m) (cps) (%) (cps) (%) (cps) (%) amostra/Sb(l11)
Sh(lll) Sh(V) Amostra
0 553943,3 0,95 74996,67 3,81 332940 1,28 1,7
1 449090 3,26 20107 4 183743 1,72 24
2 361940 3,66 15653 2 151170 0,84 2,4
5 337426 1,55 11227 1 142150 2,88 24
6 182150 1,68 4640 22 76733 4,40 24
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Figura 12- Efeito do comprimento do reator helicoidal no HG-ICP-OES.
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4.1.1.2 Linearidade

A curva de calibracdo obtida apresentou-se linear conforme figura 13 A curva foi
obtida através dos resultados apresentados na tabela 10. O coeficiente de correlacdo foi
igual a 0,9998, ou seja 99,98% da distribuicdo dos pontos obtidos ajustam-se a uma reta.

Os resultados obtidos a partir da curva encontram-se listados na tabela 11.

Tabela 10- Intensidades (CPS) e desvios relativos aos pontos da curva de calibracio

Percentual da Conc. Intensidade (RSD)

conentracdo maxima (mg/L) (CPS) (%)
permitida (%)

0 0 747,33 7,77

12,5 0,1 46884 4,30

31,2 0,25 122405,67 1,93

62,5 0,5 254394,33 1,29

125 1 502889,67 0,17
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Figura 13- Curva de calibragdo para verificacao da linearidade de Sb(III)

Tabela 11- Linearidade para Sb(III)

PARAMETROS RESULTADOS
Coeficiente de correlacao 0,9998
Interse¢ao com o eixo Y 1431
Coeficiente angular 505122

O método se mostrou linear na faixa de concentragdo estudada.
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4.1.1.3 Exatidao

O método apresentou uma taxa de recuperacao (%TR) média de 101,31% nos trés
niveis de concentracdo. O desvio padrao relativo (RSD) das replicatas de cada nivel de

concentragdo nao excedeu 5% (Tabela 12).

Tabela 12- Exatidao do Método HG-ICP-OES para determinacao de Sb(III)

Nivel %  Tedrico Valor (RSD) TR IC
(mg/mL) encontrado (%) %)
(mg/mL)
80 3,203 3,201 3,73 99,9 0,296
100 4,000 4,087 3,15 102,2 0,146
120 4,799 4,887 4,6 101,8 0,254

Teste t 0,025;2
Para o nivel de 80%
Ho=p=x=3,203 mg/mL para n=3 x=3,201 SD=0,119 t critico=4,3

t 00050 =(3,201-3,203) x V3__ = 0,034
0,119
Para o nivel de 100%

Ho=p=x=4,000 mg/mL para n=3 x=4,087 SD=0,129 t critico=4,3

t 0.025:2= (4,087-4,000) x 3 = 1,167
0,129
Para o nivel de 120%

Ho=p=x=4,799 mg/mL para n=3 x =4,887 SD=0,225 t critico=4,3

t 0.0050= (4,887-4,799) x V3__ = 0,675
0,225

Nos trés niveis de concentragdo, t exp < t critico — Hy (hipdtese nula) € aceita ou

seja ndo existe evidéncia de erro sistemdtico no método e as médias encontradas sdo
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estatisticamente iguais aos valores tedricos esperados. Verificamos ainda que o valor
tedrico esperado encontra-se dentro do intervalo de confianca dos resultados encontrados.
Baseado no teste de recuperagdo, o método € exato.

Cabe ressaltar que este estudo foi realizado com padrdes inorganicos de antimdnio,
pois infelizmente ainda ndo existe disponivel no mercado padrdes de referéncia do

antimoniato de meglumina.

4.1.1.4 Precisdo
4.1.1.4.1- Repetibilidade
O método apresentou (RSD) de 3,53 para as concentragdes encontradas das seis replicatas

conforme mostra a tabela 13.

Tabela 13- Concentragdes e desvios encontrados para o teste de repetibilidade para Sb(III)

AMOSTRA CONCENTRACAO MEDIA SD (RSD) s’
( mg/mL) DAS (%)
CONC.
(mg/mL)
Replicata 1 0,4300
Replicata 2 0,4376
Replicata 3 0,4565 0,4045 0,016 3,53 0,000242
Replicata 4 0,4260
Replicata 5 0,4296
Replicata 6 0,4630

4.1.1.4.2 Precisdo Intermediéria
Os resultados encontrados apos a analise do produto realizada 15 dias apds a

primeira com analista diferente encontra-se na tabela 14.
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Tabela 14- Concentragdes e desvios padrao encontrados para o teste de precisao
intermedidria para Sb(III)

AMOSTRA CONCENTRACAO MEDIA SD (RSD) s°
(mg/mL) DAS (%)
CONC.
Replicata 1 0,4679
Replicata 2 0,4494
Replicata 3 0,4244 0,4411 0,017 3,92 0,000299
Replicata 4 0,4210
Replicata 5 0,4455
Replicata 6 0,4388

Aos resultados encontrados, conforme tabelas 17 e 18, foram aplicados o teste F de
Snedecor para verificar se as variancias eram iguais para saber se o teste t poderia ser
aplicado utilizando-se as variincias agrupadas. O teste F mostrou que as variancias entre os
resultados obtidos em dias diferentes com analistas diferentes eram estatisticamente iguais.
Teste F:

Ho — 8% =S
F critico = 7,146
F calculado = 0,000299 =1,2355
0,000242
Logo: F calculado <F critico e as variancias nao sao diferentes.
Teste t com variancias agrupadas:
Hy=x1=x»
x; = 0,40446 x,=0,44115
Graus de liberdade = (6+6-2) = 10
Calculando as variancias (S*) agrupadas:
S?=(6-1) x 0,0156> + (6-1) x 0,017* = 0,0002715
10

S =0,01644

Calculando t:

t calc = 044115 — 0,40446 = 0,0726
0,01644 \ 1/6 + 1/6

to,05:5 crit = 2,228
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Logo : t cal <t critico — Ho (hipotese nula) ¢ aceita ¢ as médias encontradas nas analises
dos dias diferentes com analistas diferentes sdao estatisticamente iguais, logo o método ¢

preciso.

4.1.1.5 Limite de quantificacao:
Os resultados encontrados para o limite de quantificagdo obtido a partir da curva
descrita na figura 14 encontram-se na tabela 15.

LQ = SDbranco X 10
coef. Ang
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Figura 14- Curva obtida para determinagao do limite de quantificagao do Sb(III)

Tabela 15- Limite de quantificagdo para Sb(III)

Amostras CONC. MEDIA SD Coef. LQ LQ
(mg/mL) DAS angular  (mg/L) (ng/L)
CONC.
BRANCO 1 0,0023
BRANCO 2 0,0019 0,00175 0,0004209 535277  0,00595 5,95
BRANCO 3 0,0023
BRANCO 4 0,0017
BRANCO 5 0,0011
BRANCO 6 0,0014
BRANCO 7 0,0015
BRANCO 8 0,0018
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4.1.2 Determinagdo de Sb total
4.1.2.1 Seletividade

Teste de resolugdo espectral realizado no equipamento utilizado (ICP-OES)
mostrou que o mesmo possui altissima resolu¢do, na ordem de 5 picometros, de modo a

ndo existir interferéncias espectrais no comprimento de onda escolhido.

4.1.2.2 Linearidade
A curva de calibracdo obtida apresentou-se linear conforme figura 15. A curva foi
obtida através dos resultados apresentados na tabela 16. Os resultados obtidos a partir da

curva encontram-se listados na tabela 17.

500000

400000 —

300000

200000

100000

0 2 4 6 8 10
CONCENTRACAO Sb TOTAL (mg/L)

INTENSIDADE (CPS)

Figura 15- Curva de calibracdo para linearidade de antimonio total

Tabela 16- Intensidade (CPS) e os respectivos desvios relativos para cada ponto da
Curva de calibragdo

Porcentagem da CONCENTRACAO INTENSIDADE (RSD)
(mg/L) (CPS) (%)

concentracgao

tedrica esperada

(%)

0 0 273,55 45,66
61,7 2,5 104414,07 1,24
123,5 5 205067,51 1,03
185,2 7,5 305197,74 1,01
246,9 10 412693,63 1,94
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Tabela 17- Parametros de linearidade para Sb total

PARAMETROS RESULTADOS
Coeficiente de correlacao 0,9999
Interse¢do com o eixo Y 404,53

Coeficiente angular 41025

O método se mostrou linear na faixa de concentragdo estudada.

4.1.2.3 Exatidao

O método apresentou uma taxa de recuperacao (%TR) média de 101,51% nos trés
niveis de concentracdo. O desvio padrao relativo (RSD) das replicatas de cada nivel de

concentragdo nao excedeu 2,56% (tabela 18).

Tabela 18- Exatidao do Método para Sb total

Nivel Teorico Valor (RSD) TR IC
(%) (mg/mL) encontrado (%)
(mg/mL) (%)
80 66,25 67,20 0,977 101,43 0,743
100 81,00 82,17 1,652 101,45 1,536
120 97,20 98,80 2,562 101,65 2,865

Teste t 9,025:2
Para o nivel de 80%
Ho=p=x=66,25 mg/mL para n=3 x= 67,20 SD=0,657 t critico=4,3

t 0,0252=(67,20-66,25) x V3 =2,505
0,657
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Para o nivel de 100%
Hp=p=x=81,00 mg/mL para n=3x=82,17 SD=1,357 t critico=4,3

t 00252 = (82,17-81,00) x ¥3__=1,499
1,357
Para o nivel de 120%

Ho=p=x=97,20 mg/mL para n=3 x=98,80 SD=2,532 t critico=4,3

t 0.0252=(98,80-97,20) x V3 = 1,095
2,532
Nos trés niveis de concentracdo, t exp <t critico — Hy (hipotese nula) é aceita, ou
seja, ndo existe evidéncia de erro sistematico no método e as médias encontradas sao
estatisticamente iguais aos valores teoricos esperados. Verificamos ainda que o valor
teorico esperado encontra-se dentro do intervalo de confianca dos resultados encontrados,

logo o método ¢ exato.

4.1.2.4 Precisao
4.1.2.4.1 Repetibilidade
O método apresentou (RSD) de 2,54% para as concentragdes encontradas das seis

replicatas conforme mostra a tabela 19.

Tabela 19- Concentragdes e desvios padrao encontrados para o teste de repetibilidade para
Sb total

AMOSTRA CONCENTRACAO MEDIA SD (RSD) s°
(mg/mL) DAS (%)
CONC.
(mg/mL)
Replicata 1 72,904
Replicata 2 70,612
Replicata 3 72,414 70,53 1,79 2,54 3,21
Replicata 4 69,626
Replicata 5 68,972
Replicata 6 68,628
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4.1.2.4.2 Precisdo Intermediaria

A tabela 20 mostra os resultados encontrados nas analises de seis replicatas do
produto, realizadas 15 dias apos as primeiras andlises, utilizando-se 0 mesmo equipamento
e analista diferente.

Tabela 20- Concentracdes e desvios padrdo encontrados para o teste de precisao
intermediaria para Sb total

AMOSTRA CONCENTRACAO MEDIADAS SD (RSD) s°
(mg/mL) CONC. (%)
( mg/mL)
Replicata 1 71,67
Replicata 2 70,83
Replicata 3 70,24 70,64 0,94 1,33 0,88
Replicata 4 71,25
Replicata 5 68,99
Replicata 6 70,86

Aos resultados encontrados, conforme tabelas 19 e 20, foram aplicados o teste F de
Snedecor para verificar se as variancias eram estatisticamente iguais para saber se o teste t
poderia ser aplicado utilizando-se as varidncias agrupadas. O teste F mostrou que as
variancias entre os resultados obtidos em dias diferentes com analistas diferentes eram
estatisticamente iguais.

Teste F:
Hy— S* =%
F critico = 7,146
F calculado = 3.21 = 3,65
0,88
Logo: F calculado < F critico e as variancias ndo sdo diferentes.
Teste t com variancias agrupadas:
Ho=x:1=x»
x;1 =70,53 x,=70,64
Graus de liberdade = (6+6-2) = 10
Calculando as variancias agrupadas:
%= (6-1) x 179 + (6-1) x 0.94> = 2,044
10
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S=1,43

Calculando t:

t cale = 70,64 — 70.53 = 0,133
1,43V 1/6 + 1/6

t0,05:5 crit = 2,228

Logo : t cal <t critico — Ho (hipotese nula) ¢ aceita e as médias encontradas nas analises
dos dias diferentes com analistas diferentes sdo estatisticamente iguais, logo o método ¢

preciso.

4.1.2.5 Limite de quantificagao
Os resultados encontrados para o limite de quantificagdo obtida a partir da curva descrita

na figura 16 encontram-se na tabela 21.

LQ= SDbranco X 10
coef. Ang

500000
=44306x + 805,5
400000 1> : P ad

R® =0,9992 /
300000 L
200000

100000 -

0 T T
0 2 4 6 8 10 12
CONCENTRACAO Sh TOTAL (mg/L)

INTENSIDADE (CPS)

Figura 16- Curva obtida para determinacao do limite de quantificagdo do Sb total
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Tabela 21- Limite de quantificacdo para Sb total

RESULTADOS  CONC. MEDIA  SD  Coef. LQ LQ
(mg/L) DAS angular (mg/L) (ng/L)
CONC.

BRANCO | 0,0026

BRANCO 2 0,0045

BRANCO 3 0.0043 10,0029 000138 44306 001674 16,74

BRANCO 4 0,0014

BRANCO 5 0,0044

BRANCO 6 0,0016

BRANCO 7 0,0031

BRANCO 8 0,0013

O Brasil ¢ o unico pais que descreve uma metodologia analitica para solucdes
injetaveis de antimoniato de meglumina em compéndio oficial. A Farmacopéia Brasileira
no seu 4° fasciculo da sua 4* edi¢dao publicado no ano de 2003 recomenda a analise por
HG-AAS com sistema em batelada (FARMACOPEIA BRASILEIRA, 2002). A HG-OES
em fluxo continuo ¢ mais adequada que a primeira, pois esta elimina as interferéncias
quimicas na fase gasosa encontradas na AAS, diminui o efeito de matriz além de ser mais

eficiente, pois permite analise automatizada (BARRA, SANTELLI & ABRAO, 2000).

4.2 Formulagdes:
Os resultados obtidos nas andlises dos diversos parametros das formulagdes
propostas, pH, densidade, teor de Sb(IIl), teor de Sb(V), estdo apresentados em quatro

periodos diferentes: periodo inicial, ap6s 30 dias, apos 60 dias e ap6ds 90 dias.

4.2.1 pH

Os resultados obtidos encontram-se na tabela 22. Os valores do teste t para
comparagdes multiplas utilizando correcdo de Bonferroni (comparagdo de seis pares de
tempo: 0-30; 0-60; 0-90; 30-60; 30-90 e 60-90 dias para cada formulagdo), mostraram que
t calculado € menor que t critico para todos os pares das formulagdes 1, 2, 3,4, 5 ¢ 6 e que
portanto ndo houve variacdo nas médias de pH ao longo dos 90 dias e que t calculado ¢
maior que t critico para as formulagdes 7 e 8, logo houve variacdo nas médias dos pH
dessas formulagdes ao longo dos 90 dias. As formulacdes 1 e 2 sofreram processo de

autoclavagao a temperatura de 121°C por 15 minutos mostrando que nessas condi¢cdes nao
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ha variacdo no pH das formulagdes independente da adi¢do de tampao (tabela 23). As
formulacdes 3 e 4 semelhantes as 1 e 2, respectivamente (porém sem sofrerem
autoclavacdo), mostraram que o pH se manteve estavel a 40°C independente da adi¢do de
tampao. A formulagdes 5 e 6 cujo veiculo € o propilenoglicol/dgua na proporcao 20:80 se
mostraram estaveis ao longo dos 90 dias. As formulagdes 7 e 8 por possuirem como
veiculo propilenoglicol/agua na propor¢do 50:50 ndao conseguiram manter o sistema
estavel, nem mesmo com a presenca de tampao, conforme mostra tabela 22. Cabe ressaltar,
no entanto, que em nenhuma das formulagdes a medida de pH excedeu os limites
preconizados pela Farmacopéia Brasileira 4* ed. de 5,5 a 7,5. Romero et al. (1996) haviam
concluido que ndo havia diferenca estatisticamente significativa entre as médias das
medi¢des de pH quando estudou as caracteristicas fisico-quimicas do antimoniato de
meglumina em diferentes condigdes de armazenamento (4°C, 37°C e temperatura
ambiente), no periodo de 60 meses.

Face ao exposto, pode-se apontar uma maior deficiéncia das formulacdes 7 e 8, em
termos da maior variacdo comparativa de pH, o que pode ser desfavoravel quando da

estabilizacdo de um sistema redox (CONNORS, AMIDON & STELLA, 1986).
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Tabela 22 - Valores de pH e os respectivos desvios padrdo para as 8 formulagdes 4 40°C

Tempo pH
(dias)

F1 SD F2 SD F3 SD F4 SD F5 SD Fé6 SD F7 SD F8 SD

0 6,14 00495 | 644  0,0071]612  0,0141 644  0,0141 |59  0,0141 | 644  0,1202| 672  0,0141 [ 672  0,0283
30 586 00141 | 657 00141 | 6,23 00495 | 654 00141 | 581  0,0424 | 6,29 0,2333 | 597  0,0566 [ 6,36  0,0778

60 5,75 0,1556 | 6,58 0,0282 | 6,25 0,0354 | 6,525  0,0495 | 5,76 0,0566 | 6,39 0,0566 | 6,04 0,1343 | 6,32 0,0071

90 5,69 0,0283 | 6,54 0,0283 | 6,54 0,0420 | 6,23 0,0283 | 5,77 0,0141 | 6,03 0,4808 | 5,90 0,0283 | 6,37 0,0141




Tabela 23- Valores de t calculado para os seis pares de tempo.t critico o912 = 9,925; K= 6;

a=95% (0,05); N =2; o' =0,01

TEMPO T calculado

(DIAS) | F1 F2 F3 F4 F5 Fo6 F7 F8

0-30 5,439 8,222 2,234 5,000 3,130 0,571 12,862 4,410

0-60 2,389 4,802 3,545 1,651 3,258 0,339 5,071 13,891

0-90 7,893 3,430 9,468 6,641 9,000 0,817 25,931 11,068

30-60 0,562 0,081 0,161 0,291 0,707 0,437 0,446 0,512

30-90 1,391 0,245 2,418 9,803 0,894 0,477 1,107 0,1897

60-90 0,491 0,327 2,259 5,174 0,171 0,744 0,983 3,4785

4.2.2 Densidade

A densidade ¢ representada pela relagdo entre a massa de uma substancia e o
volume que ela ocupa, uma variagao pode indicar a incorporacao de ar ou a perda de
ingredientes volateis (CONNORS, AMIDON & STELLA, 1986). Os resultados obtidos
encontram-se na tabela 24. Os dados foram tratados estatisticamente pelo teste t com
corre¢do de Bonferroni para comparagdes de 6 pares de tempo (0-30; 0-60; 0-90; 30-60;
30-90 e 60-90, para cada formulacdo) a fim de verificar se os resultados sao
estatisticamente iguais. Todos os valores de t calculado para todos os pares de todas as
formulagdes foram menores que t critico, logo podemos concluir que ndo foi observada
diferenca significativa nas densidades das formulacdes durante os 90 dias a 40°C. Os

valores de t encontram-se na tabela 25.



Tabela 24 - Valores de densidade e os respectivos desvios padrao para as 8 formulagdes

Tempo Densidade

(dias) F1 SD F2 SD F3 SD F4 SD F5 SD F6 SD F7 SD F8 SD

0 1,1639 0,0306 | 1,1680 0,0304 | 1,1628 0,0321 | 1,1684 0,0287 | 1,1710 0,0326 | 1,1797 0,0337 | 1,1834 0,0304 | 1,1989 0,03605
30  1,1640 0,0306 | 1,1684 0,0296 | 1,1633 0,0316 | 1,1722 0,0319 | 1,715 0,0319 | 1,1840 0,0254 | 1,1917 0,0315 | 1,1962 0,02968
60 11646 00314 | 1,1697 0,0301 | 1,1624 0,0316 | 1,1737 0,0305 [ 1,1694 0,0288 | 1,1801 0,0300 | 1,1889 10,0302 | 1,1919 0,03639

90  1,1643 0,0306 [ 1,1704 0,0312 | 1,1729 10,0328 | 1,1652 0,0306 | 1,1795 0,0419 | 1,1776 0,0376 | 1,1920 0,0316 | 1,1990 0,03120




Tabela 25- Valores de t calculado para os seis pares de tempo. t critico 1.2 = 9,925; K= 6

@ = 95%(0,05); N=2; o =0,01

TEMPO t calculado

(DIAS) F1 F2 F3 F4 F5 F6 F7 F8
0-30 0,00208 0,00872 0,01065 0,08782 0,01096 0,10183 0,19010 0,05696
0-60 0,01573  0,03811 0,00932 0,12595 0,03812 0,00775 0,12991 0,13549
0-90 0,00994  0,05482 0,21950 0,07769 0,15924 0,04279 0,19658 0,00231
30-60 [ 0,00488 0,01027 0,00731 0,01230 0,01765 0,03220 0,02250 0,03441
30-90 |0,00277 0,01643 0,07782 0,05725 0,06313 0,05180 0,00244 0,02253
60-90 |0,00212 0,00618 0,08511 0,06955 0,08026 0,02013 0,02487 0,05734

4.2.3 Teor de Sb(III)

Os valores encontrados para os teores de Sb(IIl) nas formulagdes propostas

encontram-se na tabela 26. Os valores representam a média ¢ o desvio-padrao de trés

replicatas para cada amostra.

Tabela 26- Valores de Sb(III) (mg/mL) encontrados para as 8 formula¢des durante os 90

dias
AMOSTRAS Sb(l1T) Sb(l1T) Sb(l11) Sb(l1T)
(mg/mL) (mg/mL) (mg/mL) (mg/mL)
INICIAL 30 DIAS 60 DIAS 90 DIAS
Formulacao 1 2,27+0,18 3,22+ 0,26 2,53+0,19 1,58 £0,10
Formulagao 2 2,33 +£0,34 3,46 £ 0,08 1,19+ 0,04 1,26 £ 0,14
Formulagao 3 2,98 £0,30 3,48 +0,14 1,83 £0,11 2,03 £ 0,09
Formulagao 4 2,49 +£0,26 2,95 +0,08 2,02 +£0,28 0,93 £0,16
Formulagao 5 1,57+ 0,16 2,26 +0,11 1,03+0,16 1,09 £ 0,09
Formulagao 6 0,97+ 0,10 2,31 +£0,24 1,37+ 0,04 1,09 £ 0,24
Formulagao 7 1,28 £0,25 1,80+ 0,11 0,89 = 0,08 0,93 +£0,16
Formulagao 8 1,33 £0,34 2,07 £ 0,08 1,75 £ 0,01 1,17+0,10




Os dados encontrados foram tratados estatisticamente para que pudéssemos avaliar
varios aspectos entre as formulagdes.

Para avaliacdo da influéncia do tampdo nos teores da espécie trivalente nas
formulagdes, comparamos as médias das formulacdes 1 e 2; 3 e 4; 5e 6 ¢ 7 ¢ 8 ao longo
dos 90 dias através do teste t pareado.

Os valores de t experimental foram menores que os valores de t critico para todos
os pares de formulagdes mostrando que a variacdo das médias sdo equivalentes, portanto
ndo existe interferéncia do tampao nas quantidades de Sb (III) encontradas nas formulagdes

(tabela 27).

Tabela 27- Valores de t calculados para os quatro pares de formulagdes. t critico ¢ gs.2=
4,303. F1 = Formulagao 1; F2 = Formulacao 2; F3= Formulag¢ao 3 ¢ F4 = Formulagao 4

F5 = Formulacao 5; F6 = Formulac¢ao 6; F7= Formulacao 7 e F8 = Formulacao 8

PARES DE FORMULACOES t CALCULADO
F1/F2 1,284
F3/F4 1,828
F5/F6 1,317
F7/F8 2,016

Para avaliagdo da influéncia da autoclava¢do na variacdo dos resultados
encontrados para o Sb(III) nas formulagdes, comparamos as médias das formulagdes 1 e 3
e 2 e4 ao longo de 90 dias os dados encontrados foram tratados estatisticamente através
do teste t pareado.

Os valores de t experimental para os dois pares comparados foram menores que t
critico, mostrando que a autoclavacao ndo interfere no comportamento das espécies nos 90
dias a 40°C nas formulagdes elaboradas (tabela 28). No entanto verificamos que as
formulagdes submetidas a autoclavagdo ficaram muito mais amareladas que as ndo
autoclavadas, possiveis alteragcdes na parte organica da molécula podem estar ocorrendo, o

que nao seria adequado para seu processamento industrial.
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Tabela 28- Valores de t calculados para os dois pares de formulagdes. t critico ¢s..= 4,303;

F1=Formulacao 1; F2 = Formulagao 2; F3 = Formula¢ao 3 ¢ F4 = Formulac¢ao 4

PARES DE FORMULAGCOES t CALCULADO
F1/F3 0,585
F2/F4 0,125

A matéria-prima utilizada na producao das formula¢des possuia teor de Sb(IIl) de
0,4% e Sb total de 27,2%, considerando-se o peso das mesmas em cada formulagdo e os
teores de Sb total encontrado inicialmente para as formulagdes verificamos que todas as
formulagdes cujo veiculo era somente dgua o teor de Sb(III), logo apés o preparo, estava
acima do esperado, esse fendmeno provavelmente se deve a maior constante dielétrica do
veiculo aquoso. Nas formulagdes cujos veiculos eram propilenoglicol os teores de Sb(III)
encontraram-se dentro dos valores esperados. O propilenoglicol utilizado como co-solvente
além de reduzir a constante dielétrica do meio, reduzindo desta forma reacdes do tipo
redox, por ser uma substancia facilmente oxidavel podera sofrer oxidacao preferencial com
relagdo a molécula de metil meglumina o que colabora para estabilidade da formulagao.
Carrio et al. (2000) ja haviam sugerido que a estrutura do antimoniato de meglumina teria
grande tendéncia a reacdes de desidratacdo a temperatura elevada levando a formagdo de
estrutura semelhante a um acetal, e que essa suposta estrutura poderia se quebrar com
conseqiiente hidrolise da estrutura e liberagdo do Sb(V) no meio, o qual estaria livre para
sofrer reacdes de reducdo a Sb(IIl) dependendo das condi¢des do meio. Como ja descrito
anteriormente, o propilenoglicol funciona como agente anti-hidroliticos em formulagdes, o
que poderia evitar o fenomeno descrito. Cabe ressaltar ainda a ag¢do conservante do
propilenoglicol o que ajuda a reduzir a contaminacdo microbioldgica do produto. A
comparac¢do das formulagdes feita através do Box Plot mostrou que as formulagdes cujos
veiculos possuiam propilenoglicol apresentavam menores valores para Sb(III) e menor

variagdo desses valores no periodo estudado (menor tamanho da caixa) (figura 17).
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Figura 17- Box Plot das oito formulagdes. F1= Formulagdo 1; F2 = Formulagao 2;
F3 = Formulag¢ao 3; F4 = Formulagao 4; F5= Formulagao 5;
F6 = Formulagao 6; F7= Formulacdao 7; F8 = Formulagdo 8. No eixo das

ordenadas estdo as concentragdes de Sb(IIl) em mg/L.

4.2.4 Teor de Sb total
Os valores encontrados para os teores de Sb total nas formulagdes propostas
encontram-se na tabela 29. Os valores representam a média ¢ o desvio-padrdo de trés

replicatas para cada amostra.
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Tabela 29- Valores de Sb total (mg/mL) e Sb(III) (mg/mL) encontrados para as 8 formulagdes durante os 90 dias

AMOSTRAS  Sbtotal Sb (I11) Sb total Sb (I11) Sb total Sb (I11) Sb total Sb (I11)
(mg/mL)  (mg/mL) (mg/mL) (mg/mL) (mg/mL) (mg/mL) (mg/mL) (mg/mL)
INICIAL INICIAL 30 DIAS 30 DIAS 60 DIAS 60 DIAS 90 DIAS 90 DIAS
Formulagao 1  75,7+1,2 2,27+0,18 | 76,62 + 0,95 3,22+ 0,26 | 77,04+ 0,70 2,53+£0,19 |76,78 £ 0,64 1,58 +£0,10
Formulagao2 752+23 2,33+0,34 | 76,22 +£0,27 3,46 +0,08 | 77,13 £0,16 1,19+0,04 | 72,78 £0,95 1,26 £ 0,14
Formulagao3 77,7+1,1 2,98 +0,30 | 76,20 + 0,87 3,48+0,14 | 75,93 £0,52 1,83+0,11 |72,63+0,67 2,03 £0,09
Formulagao4 77,4+0,6 2,49+0,26 | 77,70+ 0,37 2,95+ 0,08 | 76,60 + 0,63 2,02+0,28 |76,28 +1,55 0,93 £0,16
Formulagao 5 77,1+13 1,57+0,16 | 79,02 +£0,97 2,26 £0,11 | 75,58 £0,42 1,03+0,16 | 75,68 +0,97 1,09 £ 0,09
Formulagao 6 77,9+1,2 0,97+0,10 | 80,15+ 1,07 2,31 +£0,24 | 77,05 £ 0,41 1,37+0,04 | 75,40+ 1,22 1,09 +£ 0,24
Formulagao7 79,4+1,4 1,28+0,25|73,92+0,45 1,80 £0,11 | 76,91 +£ 0,55 0,89+0,08 |71,99+139 0,93+0,16
Formulagao 8 78,9+0,6 1,33+0,34 | 79,62+ 0,65 2,07 £0,08 | 76,89 + 0,86 1,75+0,01 |77,23+1,09 1,17+0,10




Em todos os casos, ndo se verificam alteragdes significativas nos teores de Sb total,
no entanto, como era de se esperar, o valor de Sb(V) diminui a medida que aumenta o teor
de Sb(II) e vice-versa. Somando-se estes resultados, ao exposto anteriormente pode-se
apontar as formulagdes 5 e 6 como as mais estaveis entre as estudadas.

De antemdo, se ressalta a maior adequabilidade do processo de filtracao
esterilizante para o processo de fabricacao dos injetaveis de antimoniato de meglumina,
assim como, se torna recomendavel a filtragdo em carvdao ativado como medida
complementar para prevenir a eventual contaminagdo por metais pesados e provaveis

processos de decomposi¢ao da molécula do produto.

4.3 Caracterizagdo do principio ativo
4.3.1 Solubilidade:

As trés matérias-primas analisadas mostraram-se soluveis em agua, no entanto
somente a de origem francesa ¢ soluvel a frio, ao contrario das outras que necessitam de
aquecimento. Observa-se que o aquecimento dessa substdncia tende a provocar uma
coloracdo amarela intensa na solu¢do aquosa. Ambas sdo praticamente insoluveis em

etanol, éter etilico e cloroférmio.

4.3.2 Difracao de raios-x (DRX)

Nenhuma das matérias-primas analisadas mostrou cristalinidade, o que corrobora a
proposta de uma estrutura quimica indefinida e oligomérica. Em termos de sua distribuicao
de tamanho, tanto o material francés quanto o argentino e o nacional apresentaram
distribuicao alargada com didmetro médio de 15 a 20 micras. As particulas dos trés se

mostraram amorfas e de geometria indefinida.

4.3.3 Determinagdo de metais pesados

Os resultados obtidos ap6s analise de metais pesados para as trés matérias —primas
provenientes de fabricantes diferentes encontram-se na tabela 30. A Farmacopéia
Brasileira IV ed. especifica um valor maximo de metais pesados de 10 mg/L para o
somatorio dos metais analisados (Al, As, Bi, Cd, Cr, Cu, Mn, Ni, Pb, Zn, Hg) na amostra a
30%.

Verificamos pelos resultados que a matéria prima de origem nacional apresentou
resultados fora da especificagdo, o que a torna inapropriada para elaboragdo de

medicamento uma vez que os metais pesados acima das concentragdes especificadas



tornam-se extremamente toxicos ao organismo humano. Os altos teores de Cr ¢ Ni na
amostra de origem nacional sugerem contaminacdo durante o processo pelo recipiente
utilizado, uma vez que recipientes de ago inox contem em sua liga consideraveis
quantidades de Cr e Ni, o que torna recomendavel o uso de reatores vitrificados. Ao
contrario desta as matérias-primas de origem francesa e argentina apresentaram, no
somatoério das concentracoes de metais pesados, valores abaixo do limite maximo
especificado pela Farmacopéia Brasileira, tornando-as, neste aspecto adequadas para
elaboracdo do produto injetavel.

Flores et al. (2000) relacionaram diversas vantagens das técnicas espectrométricas
em relacdo as técnicas de ensaio limite preconizada pelas farmacopéias para deteccdo de
metais pesados. A primeira além de apresentar maior especificidade e exatiddo, fornece
ainda, informacdes acerca do grau de contaminagdo por determinado elemento, ao

contrario da segunda que ndo discrimina os elementos contaminantes da amostra.

Tabela 30- Concentrag¢do de metais (mg/L) encontrados nas trés matérias-primas analisadas

METAIS AMOSTRA 1 AMOSTRA 2 AMOSTRA 3

FRANCESA ARGENTINA NACIONAL
(30%) (30%) (30%)
Al 0,4070 1,0500 1,2763
As 1,5543 0,4430 0,9787
Bi 0,1557 0,8851 0,0145
cd 0,0214 0,0197 0,0058
Cr 0,1630 1,3121 4,3284
Cu 0,1046 0,2780 0,6253
Mn 0,0322 0,2925 0,2928
Ni 0,6496 1,2044 2,2315
Pb 0,0585 0,1472 0,0171
Zn 0,1158 0,8405 0,6340
Hg 0,4500 0,0740 0,0400
TOTAL 3,7121 6,5464 10,4444

4.3.4 Determinagao dos teores de Sb(III) e Sb(V)

Os resultados da determinagdo dos teores de Sb(IIl) e Sb(V) nas matérias-primas
provenientes de trés diferentes fabricantes encontram-se na tabela 31. Os resultados
mostram que o percentual de Sb(IIl) na matéria-prima de origem francesa ¢ menor que nas
demais analisadas, e que na de origem nacional estd em maior quantidade, o que ¢ de
maxima importancia na escolha da matéria-prima empregada, pois o Sb(III) ¢ cerca de dez

vezes mais toxico que a espécie pentavalente. Cabe ressaltar a importancia da qualidade
65



de matérias-primas na produ¢do de medicamentos, pois a ndo conformidade das mesmas

implica na obtengdo de medicamentos de baixa qualidade podendo mesmo causar sérios

danos a satide do paciente, além de aumentar o custo de produgdo da industria

farmacéutica acarretados por reprocessos € aumento no numero de analises.

Tabela 31- Concentragdes de Sb(II) e Sb total

encontrados nas trés matérias-primas

analisadas

AMOSTRAS Sb(l11) Sb(V) Sb total
(%) (%) (%)

Francesa 0,49 + 0,08 272+0,3 27,7+0,3

Argentina 0,73 £ 0,04 30,6 £ 0,4 31,3+£0,3

Nacional 2,60+£0,2 274+0,5 30,0+£0,5
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5 CONCLUSOES

Através dos resultados obtidos no estudo de desenvolvimento e validacao do
método analitico para determinagdo do teor de Sb(IIl) e Sb(V) em formulagdes injetaveis
de antimoniato de meglumina sem separacao das espécies, podemos concluir que o método
HG-ICP-OES em sistema de fluxo continuo constitui-se uma alternativa segura para
avaliacdo da qualidade desses produtos na rotina dos laboratdrios de controle de qualidade.
Apesar do fato de possuir limites de quantificagdes menores ndo ser relevante, pois
trabalhamos com altas concentragdes das espécies, este método € mais rapido mais preciso
e mais robusto que as técnicas em batelada.

Os resultados sobre a caracterizagdo da matéria-prima empregada na producdo da
solucdo injetdvel de antimoniato de meglumina apontam para a de origem francesa como
sendo a mais adequada.

Quanto as formulagdes os resultados obtidos nos estudos realizados apontam para
as formulacdes 5 e 6, cujo veiculo foi uma mistura de propilenoglicol/dgua na propor¢ao
20:80, como sendo as mais adequadas, confirmando a idéia inicial do aumento da
estabilidade através da redugdo da constante dielétrica do meio. As formulagdes 7 e 8 cujo
veiculo foi uma mistura de propilenoglicol/agua na propor¢ao 50:50 apesar de também
apresentar maior estabilidade em relagdo ao Sb(IIl) que as preparagdes de veiculo aquoso,
no entanto apresentou o inconveniente de maior variagao de pH.

Levando-se em consideragdo o fato que solugdes injetaveis devam possuir uma
menor quantidade de aditivos possiveis e através dos resultados obtidos verificamos ndo
ser necessaria a presenca de tampao para estabilizar o produto, desta forma a formulagdo 5
seria a mais adequada.

O sistema antioxidante escolhido se torna necessario uma vez que possiveis reagoes
de oxi-reducdo na molécula de meglumina antimoniato podem ocorrer na auséncia
daquele. E necessario que estudos posteriores sejam realizados a fim de melhor
esclarecerem uma provavel formacdo de produtos indesejaveis provenientes da

decomposicdo da parte organica da molécula.
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