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RESUMO

A maldria é uma doenca parasitdria causada pelos protozoarios do género
Plasmodium spp. que atingiu 241 milhdes de pessoas e causou 627 mil mortes no
mundo todo em 2020, com mais de 95% de casos e Obitos sendo registrados na
regido da Africa Subsaariana. A pessoa acometida pode apresentar desde sintomas
leves, como febres, calafrios e mal-estar geral, até injarias renais, problemas de
coagulacao e vir a Obito. Para evitar as complicacfes da doenca, € necessario um
diagnoéstico rapido para identificar a espécie do parasita e guiar o tratamento
medicamentoso. Contudo, outra preocupacdo surge no contexto da malaria: a
existéncia de medicamentos falsificados ou subpadronizados que dificultam a cura e
acarretam mortes evitaveis e perdas econdmicas de milhdes de ddlares ao ano.
Assim, o controle de qualidade destes medicamentos, papel chave da vigilancia
sanitaria, € imprescindivel para garantir a procedéncia dos produtos disponibilizados
e utilizados nos diferentes programas de atencdo a malaria. A associacdo entre
arteméter e lumefantrina, utilizada como primeira linha de tratamento nas infec¢des
pela espécie mais letal, Plasmodium falciparum, apresenta monografia oficial apenas
na Farmacopeia Internacional, porém, o ensaio de dissolucdo, importante teste de
performance da formulacdo do comprimido, ndo é descrita. Dessa maneira, este
trabalho buscou desenvolver um método de dissolucdo simultanea para o arteméter
e lumefantrina a fim de aprimorar o controle de qualidade do produto. O trabalho foi
dividido em duas etapas: desenvolvimento do método de quantificacdo por
cromatografia liquida de alta eficiéncia e deteccdo por espectrofotometria no
ultravioleta, pela avaliacdo de diferentes fases moéveis, colunas cromatogréficas,
fluxos e comprimentos de onda; e desenvolvimento da etapa da dissolu¢cdo, com
avaliacdo de diferentes meios de dissolucdo e agitacdo. Ao final, os melhores
resultados foram obtidos em meio de pH 1,2 contendo 1% de polissorbato 80 (p/v)
com aparato pas sob agitacdo de 75 rpm para a dissolucao, e fase mével composta
por acetonitrila e tampéao fosfato pH 3,4, eluicdo por gradiente, fluxo de 1,0 mL/min,
detecgdo em 210 nm, coluna C18 (Symmetry®, 250 mm x 4,6 mm, particulas de 5
pum) e corrida de 25 minutos no método de andlise. Nessas condi¢des, estimou-se
gue pelo menos 80% do arteméter e 70% de lumefantrina estivessem dissolvidos no
meio, em 60 e 90 minutos de ensaio, respectivamente. As perspectivas futuras

envolvem a validacdo do método, a avaliacdo do seu poder discriminativo e a



aplicabilidade em diferentes produtos de diferentes fabricantes para a sua inclusao

em compéndios oficiais.

Palavras-chave: Malaria. Vigilancia Sanitaria. Medicamentos. Dissolucdo. Arteméter.
Lumefantrina. CLAE-UV.



ABSTRACT

Malaria is a disease caused by parasite from the Plasmodium spp. Genus affecting
241 million people and causing 627 000 deaths worldwide in 2020, more than 95% of
cases and deaths ocurring in Sub-saharan Africa. The symptons vary from mild ones,
such as fevers, shaking chills and general malaise, to kidney injuries, coagulation
problems and eventually it leads to death. To reduce complications of the disease, it
is required a fast diagnostic to identify the parasite species and to guide the
pharmaceutical treatment. However, there is another major concern in malaria
context: the existence of falsified and substandard medicines that hamper cure and
causes preventable deaths and economic losses reaching millions of dollars per
year. Thus, quality control of such products, key role of sanitary surveillance, is
essential to guarantee the origin of these medicines offered and used by various
malaria control programs. The association of artemether and lumefantrine, first-line
treatment for infections by the deadliest parasite species, Plasmodium falciparum, is
a matter of subject on official monographes only in the International Phamacopoeia,
but dissolution procedures, an important assay for tablet formulation performance,
are missing. So, the aim of this work was to develop a simultaneous dissolution
procedure for artemether and lumefantrine to improve the product’s quality control. It
is divided in two steps: development of a quantification method by high efficiency
liquid chromatography with spectrophotometric detection in the ultraviolet region,
testing different mobile phases, chromatographic columns, flow rates and
wavelengths; and development of the dissolution step, testing different mediums and
agitation speed. The best results were obtained in pH 1.2 with 1.0% polysorbate 80
(w/v) medium using paddle method at 75 rpm for the dissolution step, and mobile
phase composed by acetonitrile and pH 3.4 phosphate buffer, gradient elution, flow
rate of 1.0 mL/min, detection at 210 nm, C18 column (Symmetry®, 250 mm x 4.6
mm, 5 pum particle size) and 25 minutes runtime. Under these conditions, it was
estimated that at least 80% of artemether and 70% of lumefantrine were dissolved in
the dissolution medium, after 60 and 90 minutes, respectively. Future plans are the
method validation, evaluating its discriminative power and its applicability on different

produtcs by different manufacturers, so it can be included in official pharmacopoeias.
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1 INTRODUCAO

1.1 Maléria

A malaria € uma doenca parasitaria causada pelos protozoarios do género
Plasmodium, transmitida através das picadas de fémeas do mosquito Anopheles
infectadas quando estas fazem a colheita de sangue para sua alimentagao
(ORGANIZACAO MUNDIAL DA SAUDE, 2022a).

Embora existam dezenas de espécies de Plasmodium, apenas cinco sao
capazes de infectar humanos (CENTRO DE CONTROLE E PREVENCAO DE
DOENGCAS, 2022a). O P. falciparum é o parasita mais letal e o mais prevalente no
continente africano, enquanto o P. vivax € encontrado em outros paises fora da
Africa Subsaariana (ORGANIZACAO MUNDIAL DA SAUDE, 2022a).

O ciclo do parasita é complexo e estd esquematizado na Figura 1. A infec¢céo
tem inicio quando um mosquito contaminado injeta esporozoitos do parasita, que
migram da derme para o figado. Nos hepatdcitos, se multiplicam e caem na corrente
sanguinea, onde os agora chamados merozoitos invadem as hemacias e passam
por um novo ciclo de multiplicacdo. O eritrocito, apds alguns dias, se rompe,
liberando novos merozoitos que vao infectar novas hemécias e assim o ciclo
continua. Alguns parasitos se diferenciam nessa etapa, tornando-se individuos
sexualmente distintos em fémeas e machos; esses gametocitos sdo infectantes para
0 mosquito e sdo ingeridos pelo Anopheles. No hospedeiro intermediario, o parasita
passa por novas diferenciacdes e quando esse mosquito realiza a proxima colheita
de sangue, o ciclo se inicia em um novo hospedeiro humano. (MINISTERIO DA
SAUDE, 2021).

O desenvolvimento do parasita nas células do figado requer
aproximadamente uma semana para P. falciparum e P. vivax, e para esta espécie,
alguns parasitos entram em um estado de laténcia — os hipnozoitos -, e séo
responsaveis pela recaida da doenca “geralmente dentro dos seis primeiros meses
apos o tratamento, mesmo sem nova picada do mosquito ou ida do individuo a area
endémica” (MINISTERIO DA SAUDE, 2021, p. 18).
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Figura 1 - Ciclo biolégico da malaria (em inglés)
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Fonte: CENTRO DE CONTROLE E PREVENCAO DE DOENCAS, 2022a.

Os sintomas sao observados na fase sanguinea e geralmente aparecem em
cerca de 10 dias depois da picada do mosquito (MINISTERIO DA SAUDE, 2021;
ORGANIZACAO MUNDIAL DA SAUDE, 2022a). Quando o parasita se desenvolve
no interior da hemdacia, varios produtos do metabolismo sdo produzidos, como o
pigmento hemozoina, e se acumulam na célula infectada; com o seu rompimento, as
toxinas e pigmentos séo lancados na corrente sanguinea, estimulando uma resposta
imunoldgica exacerbada que gera a febre e os outros sintomas fisiopatolégicos da
maléaria (CENTRO DE CONTROLE E PREVENCAO DE DOENCAS, 2022b). Essa
resposta ciclica se repete a cada 48 horas nas infec¢cdes por P. vivax e P.
falciparum, e a cada 72 horas nas infeccdes por P. malarie (MINISTERIO DA
SAUDE, 2021).

As manifestacdes clinicas da maléria sdo divididas em ndo complicadas e

complicadas e “o quadro clinico da malaria depende da espécie do parasito, da
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guantidade de parasitos circulantes (parasitemia), do tempo de doenca e do nivel de
imunidade adquirida pelo paciente” (MINISTERIO DA SAUDE, 2021, p. 19).

A crise aguda da maléaria é caracterizada por episodios de calafrio, febre e
sudorese, numa duracdo de 6 a 12 horas com uma temperatura igual ou superior a
40 °C. Geralmente cefaleia, dores musculares, nauseas e vomitos sdo observados
em conjunto (MINISTERIO DA SAUDE, 2021).

As manifestagdes mais graves envolvem sinais e sintomas como dor
abdominal intensa — associada com a ruptura do bago por P. vivax -, ictericia,
distarbios de coagulacéo, hemoglobinuria (hemoglobina na urina) e anemia, falta de
ar por sindrome do estresse respiratorio agudo, injarias renais, extremidades
azuladas, acidose metabdlica, convulsbes e desorientacdo (CENTRO DE
CONTROLE E PREVENCAO DE DOENCAS, 2022b; MINISTERIO DA SAUDE,
2021).

Considerando que tais sintomas e sinais ndo sdo especificos, podendo ser
confundidos com outras doencgas febris como dengue, Chikungunya, zika virus, febre
amarela, gripes e infec¢des urinarias, o Ministério da Saude (2021) recomenda que
o diagndstico diferencial seja baseado com a confirmacéo laboratorial, auxiliando na
decisdo do tratamento.

O diagnéstico confirmatdrio da malaria se baseia no método microscépico,
que permite a observacdo dos parasitos no sangue, e até mesmo a diferenciacdo
das espécies e ciclos evolutivos do agente etioldgico. Em condicbes de campo,
pode-se utilizar testes diagndsticos répidos, que tem como principio a
imunocromatografia e permitem diagndsticos entre 15 e 20 minutos. Apesar de mais
rapidos e de facil execucao, os testes rapidos ndo sao capazes de avaliar o nivel de
parasitemia (ao contrario do método microscépico) e ndo sdo recomendados para
acompanhamento clinico do paciente, jA& que o0 seu resultado nao diferencia
parasitos viaveis (que podem invadir heméacias e serem observados em uma
extensdo sanguinea) de parasitos n&o viaveis (MINISTERIO DA SAUDE, 2021).

Os indicadores epidemiologicos da malaria demonstram uma incidéncia de 59
casos por 1000 individuos sob risco e uma taxa de mortalidade de 15,3 mortes por
100 mil individuos sob risco e em 2020, as estimativas giravam em torno dos 241
milhdes de casos e 627 mil mortes (ORGANIZACAO MUNDIAL DA SAUDE, 2021).
A Figura 2 retrata a distribuicdo geografica mundial da malaria.



Figura 2 - Distribuicdo mundial da malaria: a) casos estimados em 2020; b) mortes
estimadas em 2020
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Para a Organizacdo Mundial de Saude (OMS) (2021), grande parte da carga

da doenca é proveniente de paises com moderada a alta transmissdo na Africa
Subsaariana: dos 85 paises nos quais a maléria € endémica, 29 deles eram
responsaveis por 96% dos casos e mortes, e 80% das mortes na regido foram de
criancas abaixo dos 5 anos de idade. Mais da metade dos casos se concentram na
Fonte: adaptado de ORGANIZAGAO MUNDIAL DA SAUDE, 2022b.
Nigéria, Republica Democratica do Congo, Uganda, Mocambique e Angola. A
mortalidade por maléria nestes paises, mais 0s registros oriundos da Republica
Unida da Tanzania — o segundo pais com mais mortes pela doenga -, representam
quase 60% das notificacdes de Obito.

A situacdo nas Américas € extremamente menor: 653 mil casos e 409 mortes
foram registrados em 2020; tomando em conta as notificacdes para a Africa, esses
valores s&o cerca de 35 vezes menores e mais de 1400 vezes menores,
respectivamente.

Segundos dados do Ministério da Saude do Brasil, foram notificados 145 mil
casos da doenca, tornando o pais 0 segundo com maior incidéncia na regiao
(MINISTERIO DA SAUDE, 2022; ORGANIZACAO MUNDIAL DA SAUDE, 2021).
Quase a totalidade da transmissao ocorre na regido amazonica, onde a situacao se
desdobra com 80% do total dos casos se concentrando em 33 municipios, embora
casos e mortes tenham sido notificados em outras regibes. Cerca de 1% das
notificacdes ocorrem na regido extra-amazoénica, mas apesar disso, ha uma maior
preocupacao por atraso no diagndstico e no tratamento (MINISTERIO DA SAUDE,
2022).

O controle dos casos e mortalidade por malaria, no Brasil, € de
responsabilidade do Programa Nacional de Controle da Maléaria, do Ministério da
Saude, que traz como meta a eliminacdo da doenca no pais até 2035, e enquanto as
metas adotadas pela OMS para 2020 ndo foram atingidas em sua maior parte na
Africa, a organizacao visualiza reducdes em ambos os indicadores, apesar de haver
um longo caminho para a erradicacdo da malaria na regido (MINISTERIO DA
SAUDE, 2021; ORGANIZACAO MUNDIAL DA SAUDE, 2021).
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1.2 Tratamentos antimalaricos

De acordo com a definicdo da espécie de Plasmodium, o tratamento da
malaria se baseia em trés pontos chave: interrupcdo da fase sanguinea; destruicéo
dos hipnozoitos; e interrupcdo do desenvolvimento de gametocitos, impedindo a
transmissdo. Dessa maneira, em infecgdes por P. vivax e P. ovale, que apresentam
formas latentes, a terapia se baseia em cloroquina para as formas circulantes, e 0s
derivados de 8-aminoquinolina contra os hipnozoitos, como a primaquina no Brasil
(MINISTERIO DA SAUDE, 2021).

Embora existam dezenas de classes terapéuticas, nenhuma é capaz de matar
a forma esporozoito, de maneira que s6 é possivel tratar a infeccdo apds o ciclo
eritrocitario, e nenhum farmaco sozinho é eficaz contra todos os estagios hepaticos
e intraeritrociticos, fazendo com que a associacdo entre farmacos seja necessaria
(VINETZ et al., 2012).

Dessa forma, a terapia combinada dos derivados de artemisinina (do inglés
Artemisinin-based Combination Therapy, ACT) é tida como primeira linha de
tratamento para infeccdes ndo complicadas por P. falciparum; mas uma vez
observados os sinais e sintomas de malaria complicada, a recomendacado passa a
ser o derivado de artemisinina por via intravenosa até a estabilizacdo do paciente
para entdo administrar o ACT por via oral (MINISTERIO DA SAUDE, 2021;
ORGANIZACAO MUNDIAL DA SAUDE, 2022c).

Os ACT séao prescritos em um regime posoldgico que considera um papel
inibidor maior dos componentes de artemisinina, permitindo que a atividade do
principio ativo combinado seja efetivo e haja menor resisténcia contra ambos pelo
parasita (ORGANIZACAO MUNDIAL DA SAUDE, 2022c). Os regimes ACT atuais
incluem artemeter-lumefantrina, artesunato-mefloquina, artesunato-amodiaquina,
artesunato-sulfadoxina-pirimetamina e dihidroxiartemisinina-piperaquina (VINETZ et
al., 2012).

1.2.1 Combinacéo de artemeter e lumefantrina

A associagdo artemeter-lumefantrina é indicada para os casos em que ha
resisténcia parasitaria a cloroquina (NOVARTIS, 2013; VINETZ et al., 2012). As
doses posologicas sdao determinadas de acordo com a idade e peso do paciente,
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com criancas menores de 6 meses e 5 quilogramas (kg) recebendo um comprimido
por vez, até adultos com 120 kg, aos quais se administram quatro comprimidos por
vez, e 0 esquema terapéutico considera um ciclo de trés dias, com duas
administracdes ao dia (MINISTERIO DA SAUDE, 2021).

Os comprimidos em geral se apresentam na dose de 20 mg de artemeter e
120 mg de lumefantrina, embora haja apresentacées com 80 mg/480 mg; ha sempre

uma proporc¢ao fixa de 1:6 dos dois farmacos (NOVARTIS, 2013).

1.2.1.1 Caracteristicas fisico-quimicas dos principios ativos

O artemeter é um derivado metil éster semissintético da artemisinina,
caracterizado por um endoperoxido de uma lactona sesquiterpénica (VINETZ et al.,
2012; WANG et al.,, 2019). O farmaco é oriundo da planta Artemisia annua,
conhecida como absinto doce ou ging hao. O conhecimento das propriedades da
planta remonta da Medicina Tradicional Chinesa ha mais de 2000 anos (VINETZ et
al., 2012), mas é a partir da década de 1970 que os estudos contemporaneos se
voltam para a droga, liderados pela cientista chinesa Tu Youyou (WANG et al.,
2019).

A lumefantrina é um composto aril amino &lcool, e é a funcdo alcodlica a
possivel responsavel pelos efeitos terapéuticos. Além disso, a presenca da hidroxila
cria um centro quiral e forma dois enantidmeros: (+)-lumefantrina e (-)-lumefantrina;
gue possuem a mesma poténcia e, portanto, permitem o uso da mistura racémica
(VERBEKEN et al.,, 2011; VINETZ et al.,, 2012). As propriedades fisico-quimicas
principais dos dois compostos estdo descritas no Quadro 1 e as estruturas quimicas

representadas nas Figuras 3 e 4, respectivamente.

1.2.1.2 Farmacocinética

O artemeter é absorvido rapidamente, atingindo o seu pico plasmatico em 2
horas com uma alta taxa de ligacdo a proteinas plasmaticas. Ap6és um consideravel
metabolismo de primeira passagem, €é metabolizado no composto ativo
dihidroartemisinina pela enzima CYP3A4.

A eliminagdo também ocorre rapidamente, dando um tempo de meia-vida

para os dois compostos de cerca de 2 horas; por isso se faz necessaria a
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Quadro 1 - Propriedades fisico-quimicas do arteméter e da lumefantrina

Propriedade Artemeter

Lumefantrina

Formula e peso molecular (g/mol) C16H2605; 298,382

C30H32CIsNO; 528,90P

P6 fino, cristalino e

Caracteristicas fisicas a
branco

PO cristalino e amareloP

Praticamente
insolivel em agua,

Solubilidade facilmente soluvel em

Praticamente insolavel
em agua, soluvel em
diclorometano, pouco

alcool etilico . b
a soluvel em metanol
absoluto
Constante acida (pKa) - 8,73 e 13,49¢
Coeficiente de particdo (LogP) 3,53¢ 9,19¢

Fonte: O autor (2023).

Legenda: aFARMACOPEIA, 2019a; bORGANIZACAO MUNDIAL DA SAUDE, 2020a; cBELEW et al.,

2020.

Figura 3 — Estrutura quimica do arteméter
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Figura 4 — Estrutura quimica da lumefantrina
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associacdo com um farmaco parceiro de maior permanéncia que assegure a
manutencdo da atividade antimalarica e facilite a adeséo terapéutica (NOVARTIS,
2013; VINETZ et al., 2012). A lumefantrina passa a ser absorvida apés um
periodo de duas horas, atingindo sua concentracdo plasmatica maxima em até 8
horas. Em quase sua totalidade € distribuida ligada as proteinas plasmaticas,
garantindo um amplo volume de distribuicdo. O processo de biotransformacédo em
humanos € baixo, 0 que pode justificar 0 seu longo tempo de meia-vida que pode
chegar ha mais de cinco dias (NOVARTIS, 2013; VINETZ et al., 2012).

1.2.1.3 Farmacodinamica

A hemoglobina humana é composta por uma parte proteica (a globina) e um
complexo molecular que abriga ions de ferro, os quais ligam o oxigénio e o dioxido
de carbono da respiragédo (o heme) (VANDERESSE et al., 2016).

No processo de degradacdo da globina, h& a liberacdo dos grupos heme com
fons ferrosos (Fe?*) e, se ndo estabilizados, estes produtos podem formar espécies
reativas de oxigénio que acarretam peroxidacdo lipidica e desestabilizacdo de
membranas biologicas (VANDERESSE et al., 2016; WANG et al, 2019). A
detoxificacdo ocorre com a oxidacdo do ferro Il a ferro Ill, formando o composto
hematina; em seguida, duas unidades de hematina fazem uma ligagdo cruzada e
formam um dimero, que da inicio ao processo de bio-cristalizacdo - uma espécie de
polimerizacdo - até o pigmento ndo téxico hemozoina (QUADROS et al.,, 2022;
VANDERESSE et al., 2016).

Os mecanismos de acédo atribuidos aos principios ativos ndo sdo totalmente
evidenciados, mas atribui-se ao artemeter uma ativacdo pela clivagem da ponte
peréxido pelo ion ferroso do heme. Os oxigénios expostos, entdo, desencadeiam
processos de alquilacdo (Figura 5) e impedem a estabilizacdo em hemozoina; outro
mecanismo proposto considera a producdo de radicais livres que degradam
proteinas e outras biomoléculas nas células parasitadas (VINETZ et al., 2012;
WANG et al., 2019).

A lumefantrina tem um mecanismo de acdo semelhante, formando adutos
com a hematina e impedindo a formacdo de hemozoina (NOVARTIS, 2013;
VERBEKEN et al., 2011).
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Figura 5 - Mecanismo proposto para alquilacdo do heme pelo arteméter (em inglés)
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Fonte: Adaptado de QUADROS et al., 2022.

1.3 Controle de qualidade de medicamentos
1.3.1 Falsificacdo de medicamentos antimalaricos

Segundo a OMS (2021), entre 2010 e 2020, cerca de 2,4 bilhdes de
tratamentos de ACT foram vendidos para o setor publico em paises endémicos.
Quase toda a distribuicio ocorreu na Africa Subsaariana, concentrada
principalmente em seis paises: Uganda, Republica Democréatica do Congo, Nigéria,
Mocambique, Burkina Faso e Quénia.

Infelizmente também, a maior parte dos medicamentos distribuidos na Africa
nao atende aos padrdes de qualidade. A OMS reconhece a existéncia de produtos
subpadronizados, aqueles que possuem autorizacdo e ndo atingem os padrbes de
qualidade e as suas especificacbes; medicamentos sem licenca que ndo possuem
autorizacdo das agéncias reguladoras; e falsificados, que deliberadamente alteram
sua identidade, composicdo ou fonte (ORGANIZACAO MUNDIAL DA SAUDE,
2017a).

O uso de medicamentos fora da especificacdo pode levar a altas taxas de
falha terapéutica e auxiliar no desenvolvimento de parasitas resistentes
(ORGANIZACAO MUNDIAL DA SAUDE, 2022c), além de ocasionar Gbitos evitaveis
e perdas econdmicas em paises que ja sdo subdesenvolvidos ou em
desenvolvimento.

Diversos estudos descrevem o impacto desse cenario: entre 2001 e 2016,
houve um incremento de 8,9% nas mortes em casos tratados na Africa Subsaariana
(ORGANIZACAO MUNDIAL DA SAUDE, 2017a). Jackson e colaboradores (2020)

construiram uma simulacdo na qual eliminando todos os antimaléricos falsificados
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na Zambia, US$ 8,5 milhdes seriam economizados e 213 criangas seriam salvas por
ano; para Beargie e colaboradores (2019), o impacto econdmico direto com a
presenca de tais produtos na Nigéria seria estimado em US$ 892 milh&es por ano,
afetando até 13000 criancas; na Uganda, Evans e colaboradores (2019) consideram
gue melhorar a qualidade dos antimaléaricos reduziria as mortes em 8,7%, enquanto
tratamentos ACT dentro dos padrfes diminuiriam o impacto econémico em 71,3%;
fornecer tratamento padronizado no Congo resultaria em quedas de mais de 40% no
impacto econémico e Obitos (OZAWA et al., 2019).

A distribuicdo real de antimalaricos falsificados e subpadronizados — estimada
em 20% - ndo é totalmente conhecida porque os dados sdo heterogéneos,
dependendo fortemente de que haja relatos das agéncias reguladoras nacionais. Os
dados atuais sé&o influenciados largamente pelo fato do maior comprador de
antimalaricos, o Fundo Global de Combate a AIDS, Tuberculose e Maléaria, avaliar
rotineiramente a qualidade dos produtos disponiveis no mercado (ORGANIZACAO
MUNDIAL DA SAUDE, 2017b).

1.3.2 Vigilancia sanitaria de medicamentos

A atuacdo do Fundo Global demonstra como uma busca ativa, através da
vigilancia p6s-mercado, se mostra como uma importante tatica para entender a
prevaléncia de produtos fora de especificacdo, com analises laboratoriais sendo
utilizadas para avaliar quais produtos séo falsificados ou ndo, e 0s possiveis risco
aos quais os pacientes estdo expostos (ORGANIZACAO MUNDIAL DA SAUDE,
2017a; REBIERE et al., 2017).

No Brasil, esse papel de prevencao, diminuicdo e eliminacdo dos riscos a
saude cabem a vigilancia sanitaria. As diversas a¢des de vigilancia sanitaria séo
coordenadas pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (Anvisa), instancia
federal maxima do Sistema Nacional de Vigilancia Sanitaria (SNVS), mas sé&o
distribuidas também para os estados e municipios, com divisdo das competéncias
(BRASIL, 1990). Entre as atividades previstas na legislagdo, ha o controle e
fiscalizagdo dos produtos.

O controle de qualidade em saude é tido como um conjunto de medidas

destinadas a verificar se tecnologias de saude atendem aos padrdes definidos,
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satisfazendo as normas sanitarias, permitindo a correcédo de desvios (BRASIL, 1976;
PORTELA, 2012).

O termo “controle” se refere a diversas intervencoes realizadas pela vigilancia
sanitaria para a fiscalizacdo de produtos de interesse da saude: desde a
regulamentacdo, ao registro, as inspecfes, até 0 monitoramento e controle
laboratorial (SILVA, 2012).

As analises laboratoriais devem se ater a legislagdo, baseando-se
principalmente em compéndios oficiais — as farmacopeias, que definem “as
exigéncias minimas de qualidade, autenticidade e pureza de insumos farmacéuticos,
de medicamentos e outros produtos sujeitos a vigilancia sanitaria” (FARMACOPEIA,
2019b). Nelas, as monografias estabelecem os ensaios minimos estipulados para
um produto, as metodologias e os critérios de aceitacdo para o farmaco e forma
farmacéutica (SILVA, 2012)

Nesse contexto, o Instituto Nacional de Controle de Qualidade em Saude
(INCQS), subordinado tecnicamente a Anvisa, atua no controle de qualidade de
produtos “executando ac¢des analiticas laboratoriais e desenvolvendo, adequando ou
implantando metodologias analiticas para verificacdo da qualidade de produtos de
saude” (INCQS, 2022).

1.3.3 Controle de qualidade de comprimidos de artemeter-lumefantrina

Dentre os possiveis ensaios fisico-quimicos que podem ser realizados em um
comprimido, estdo: determinacdo de peso, resisténcia mecéanica através de
friabilidade e dureza, desintegracao, dissolucao e uniformidade de doses unitarias,
além dos ensaios de identificacdo e doseamento de principios ativos e/ou
substéancias relacionadas (FARMACOPEIA, 2019b).

Contudo, as farmacopeias, de uma maneira geral, ndo apresentam 0s
critérios de qualidade para o artemeéter e a lumefantrina. O Quadro 2 resume quais
monografias estdo presentes nos principais compéndios. E possivel observar que a
Farmacopeia Internacional é a referéncia que engloba mais monografias relevantes
ao ACT, e a Unica com critérios especificos para comprimidos da associacéo
(ORGANIZACAO MUNDIAL DA SAUDE, 2020b).

Os comprimidos dos antimalaricos estdo satisfatorios ao cumprirem 0s

requisitos gerais para comprimidos preconizados na monografia, com identificacado



28

positiva de ambos os principios ativos e cujas concentracdes estejam entre 90,0% e
110,0% do valor declarado no rotulo; também € possivel analisar as substancias
relacionadas A, B (arteminol), C e D (a-arteméter) (ORGANIZACAO MUNDIAL DA
SAUDE, 2020b).

Quadro 2 - Presenca de monografias referentes a artemeter e lumefantrina em

diferentes farmacopeias

Compéndio

Monografia

Farmacopeia
Brasileira 62 ED.

Matéria-prima Artemeter

Artemeter, solucao injetavel

Farmacopeia
Internacional 102
ED

Matéria-prima Artemeter

Matéria-prima Lumefantrina

Artemeter, solucdo injetavel

Artemeter-Lumefantrina, p6é para suspenséao oral

Artemeter-Lumefantrina, comprimidos

Farmacopeia
Europeia 62 e 82
ED

Farmacopeia
Britanica 2017,
2019 e 2020

Farmacopeia
Americana, a partir
da USP 37

Matéria-prima Lumefantrina

Farmacopeia
Japonesa

Farmacopeia
Chinesa 2015

Matéria-prima Arteméter
Matéria-prima Lumefantrina
Arteméter, capsulas

Fonte: O autor (2023). Legenda: “-“ = informac&o n&o encontrada.

1.3.4 Ensaio de dissolucao

A dissolucéo em si é um processo de liberagédo do insumo farmacéutico ativo
de sua forma farmacéutica, tornando-o disponivel para absorcdo. Esse processo
requer duas etapas: a liberagcdo do farmaco pela desintegracdo do comprimido,
seguida pela solubilizacdo das particulas da substéncia ativa no meio liquido
(ANVISA, 2021; BROWN et al., 2004).

O ensaio de dissolucdo determina a quantidade de farmaco que solubiliza in

vitro, permitindo avaliar o desempenho da formulacdo, a consisténcia da producéo,
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prever a biodisponibilidade dos principios ativos e avaliar impactos da estabilidade
do medicamento ou alteracfes farmacotécnicas ou do processo — estimando o seu
efeito terapéutico (ANVISA, 2021; FARMACOPEIA, 2019b). Para Brown e
colaboradores (2004), o ensaio deve ser discriminativo, isto &, ser sensivel a
mudancas nas caracteristicas fisicas do Insumo Farmacéutico Ativo (IFA), na
proporcao de excipientes e ativo, ou até mesmo efeitos do armazenamento. Para tal,
o método deve ser adequado quanto a composicdo, pH e volume do meio de
dissolucéo e tipo e velocidade de rotacao do aparato (RIVELLI, 2016).

De acordo com a Farmacopeia Brasileira, um aparelho de dissolucdo é
composto por trés componentes: as cubas de vidro boro silicato que comportam o
meio de dissolucdo; as hastes de aco inoxidavel para realizar a agitacdo do meio e
que encaixam 0s aparatos 1 (cestas) ou 2 (pas); e um motor que possibilita o ajuste
da velocidade de rotacdo. Além disso, “as cubas sdo imersas em banho de agua
termostatizado, de material transparente e tamanho adequado, em que a
temperatura seja mantida a (37 = 0,5) °C durante a execugdo do teste”
(FARMACOPEIA, 2019b).

Os aparatos mais utilizados sdo as cestas (Método 1) e pas (Método 2). O
procedimento geral consiste em adicionar o volume estabelecido na monografia de
meio de dissolucédo, mantendo-o a 37 °C. Para o Método 1, adicionar o comprimido
dentro da cesta seca; no método 2, colocar a amostra diretamente na cuba. A
agitacdo deve ser iniciada imediatamente, na rotacdo pré-fixada. Transcorrido o
intervalo de tempo descrito na monografia, aliquotas sdo retiradas e filtradas
imediatamente. Apds isso, a amostra pode ou nédo ser diluida e € quantificada; o
resultado € expresso em porcentagem da dose declarada que foi liberada e
dissolvida, respeitando um valor minimo denominado Valor Q (FARMACOPEIA,
2019b).

Neste trabalho, entende-se como ensaio de dissolu¢cdo, ou método de
dissolucdo, um procedimento global composto pelas etapas de dissolucéo
(considerada como o preparo de amostra) e a etapa de quantificacdo analitica (THE
UNITED, 2021).

O "Guia de Dissolugdo Aplicavel a Medicamentos Genéricos, Novos e
Similares” - n° 14/2018, da Anvisa, traz que deve-se primeiramente considerar os
meétodos disponibilizados em compéndios oficiais. Caso eles ndo sejam adequados

para o produto em questdo ou ndo exista um método oficial, como é o caso para a
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associacao de arteméter e lumefantrina, parte-se, entdo, para o desenvolvimento de
um método interno. Tal desenvolvimento considera uma série de etapas e deve
resultar em um método discriminativo, isto €, que seja capaz de "identificar variagdes
gue possam comprometer o desempenho de uma formulagéo definida, ou seja, do
produto a ser comercializado" (ANVISA, 2021, p. 5).

1.3.4.1 Dissolucao de comprimidos de artemeter + lumefantrina

Em nenhuma monografia ha descricdo de uma metodologia para avaliar a
dissolucédo do produto. Na literatura cientifica, trés trabalhos trouxeram diferentes
alternativas para essa questéao.

Em 2011, Umapathi, Ayyappan e Darlin Quine desenvolveram um método
para dissolucdo simultdnea dos dois principios ativos, utilizando um meio constituido
por uma solucéo de acido cloridrico (HCI) 0,005 mol/L com adicdo de Myrj 52 (2%
p/v), aparato 2 a 100 rpm. As amostras foram retiradas ap6s 120 minutos e
quantificadas através da técnica de Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia com
deteccdo por ultravioleta (CLAE-UV); a fase estacionaria era uma coluna
Symmetry®, da Waters, C18, de dimensdes 250 mm x 4,6 mm, e a fase moével foi
preparada na proporcdo de 80:20 de acetonitrila (ACN) e solucao tretilamina 0,5%
(v/v). A deteccao foi feita na regido do ultravioleta (UV), no comprimento de onda
216 nm para ambas as substancias.

Anos depois, Rivelli (2016) fornecia duas opcdes de método, um para cada
principio ativo. As melhores condi¢cdes para o arteméter foram pas a 100 rpm em um
meio contendo tampao pH 6,80 com laurilsulfato de soédio (LSS), e para a
lumefantrina, pas a 100 rpm, no meio de pH 1,2 com 1% de polissorbato 80 (P80). A
quantificacdo feita por CLAE-UV, utilizava uma coluna C18 (250 mm x 4,0 mm) nos
comprimentos de onda de 210 nm para o arteméter e 390 nm para a lumefantrina.
No entanto, como o intuito da autora nédo era desenvolver uma metodologia voltada
para um controle de qualidade farmacopeico, ela ndo indicou os valores de Q e
tempo de coleta.

Considerando as metodologias dos autores anteriores, Belew e colaboradores
(2020) indicaram uma metodologia Unica novamente, utilizando uma solugédo de
0,025 N de HCIl com 1% (p/v) de Myrj 52, sob agitacdo de pas a 100 rpm. A

quantificacéo foi feita por CLAE-UV, utilizando uma coluna Halo-RP-Amida (50 mm x
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4,6 mm, particula de 2,7 um), fase mdvel composta por acetonitrila:tampéo fosfato
(58:42, %vlv), e os comprimentos de onda de 210 nm e 335 nm para arteméter e
lumefantrina, respectivamente. Apdés 60 minutos de dissolucdo, espera-se um Q =
80%.

Os trés autores divergem em diversos pontos. A etapa inicial de
desenvolvimento de um teste de dissolucdo é a avaliacdo da solubilidade dos
principios ativos em diferentes meios — os resultados para cada autor e 0s meios
utilizados podem ser vistos no Apéndice A. O método oficial para essa avaliacao
deve ser a agitacdo orbital em frasco, realizada apenas por Rivelli (2016) e Belew e
colaboradores (2020); assim, os valores discrepantes entre estes trabalhos e a
solubilidade determinada por Umapathi, Ayyappan e Darlin Quine (2011) sé&o
justificaveis. Porém, os outros dois autores utilizaram a mesma metodologia e, para
alguns meios, obtiveram resultados totalmente distintos — por exemplo, no meio pH
6,8 + 1% LSS, Rivelli (2016) quantificou 3068 pug/mL de artemeter, enquanto o outro

grupo encontrou apenas 5 pg/mL.

1.4 Justificativa do trabalho

Medicamentos falsificados sdo uma realidade no contexto da malaria,
encontrados em uma alta prevaléncia na Africa, mas presentes em todos os paises
do mundo, inclusive no Brasil. Um tratamento antimalarico de ma qualidade pode
acarretar falha terapéutica, danos a saude para além da doenca e impedir a cura,
causando Obitos evitdveis, gastos desnecessarios e facilitando o surgimento de
parasitas resistentes que podem pdr em risco o arsenal medicamentoso.

Dessa maneira, um controle completo dos produtos, com a maior quantidade
de ensaios possivel é importante para atestar a qualidade do tratamento e diminuir
0S riscos associados aos medicamentos de baixa qualidade. Quantificar os
principios ativos e avaliar a uniformidade do contetdo néo € suficiente pois iSso ndo
garante a eficacia, visto que para um farmaco apresentar seu efeito terapéutico, ele
necessita ser liberado da forma farmacéutica, tornando-se disponivel para ser
absorvido. Esse parametro é avaliado pelo ensaio de dissolucéo.

Como os trabalhos presentes na literatura apresentam divergéncias
metodoldgicas, ou fazem uso de materiais e reagentes menos comuns (COmo O

surfactante Myrj 52 e a coluna Halo-RP-amida), h4 a necessidade do
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desenvolvimento de um método de dissolucdo de arteméter e lumefantrina que se
encaixe na rotina e realidade dos laboratorios de saude publica.

O estabelecimento de um ensaio de dissolugdao simples, robusto e
reprodutivel para os antimalaricos pode resultar em procedimentos internos do
préprio INCQS ou ainda ser incluido em monografias completas em farmacopeias.
Assim, encerra-se a lacuna atualmente presente nos compéndios oficiais, podendo
servir como base para o INCQS ofertar o servico para paises parceiros em
programas de monitoramento, permitindo uma atuacdo chave da vigilancia sanitaria

na prevencao dos danos a saude advindos do uso de produtos inadequados.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

e Desenvolver um método de dissolugcdo simultanea para o comprimido de dose

fixa combinada de artemeter (20 mg) + lumefantrina (120 mg).

2.2 Objetivos especificos

e Otimizar um método cromatografico com deteccao espectrofotométrica para a
quantificacdo dos principios ativos artemeter e lumefantrina;

e Avaliar o perfil de dissolucdo do artemeter e da lumefantrina em diferentes
meios de dissolucéao;

e Definir as condi¢cdes adequadas para a dissolucédo simultanea de artemeter e
lumefantrina;

e Estimar as porcentagens de farmaco dissolvida (valor Q) e tempo de coleta

para arteméter e lumefantrina.
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3 METODOLOGIA

A metodologia neste trabalho dividiu-se em duas etapas: 1) desenvolvimento
do procedimento de quantificagdo e 2) desenvolvimento do procedimento de
dissolucéo. Todos os experimentos foram realizados no Setor de Medicamentos do

Departamento de Quimica do INCQS.

3.1 Amostragem

A amostra utilizada nos estudos preliminares e na validacdo do método foi
doada pelo Ministério da Saude, a pedido de Farmanguinhos. O medicamento
consistia  em comprimidos da associacdo arteméter e lumefantrina, nas
concentracfes de 20 mg e 120 mg, respectivamente. O produto encontrava-se na
validade e o comprimido foi caracterizado quanto aos ensaios de aspecto, peso
médio e teor.

Andlises fiscais foram realizadas em outras 10 amostras. Os produtos eram
produzidos por 7 fabricantes diferentes, foram coletadas e enviadas ao INCQS por
Mocambique para avaliacdo de aspecto, peso médio, identificacdo, teor,
desintegracédo, uniformidade de contetido, encaminhadas com parte de um edital de

prestacao de servicos de controle de qualidade.

3.2 Equipamentos, materiais e reagentes

3.2.1 Equipamentos

- Cromatografo liquido de alta eficiéncia, fabricante Shimadzu, composto por
degaseificador DGU-14A, valvula para gradiente quaternario FCV-10ALvp, bomba
LC-10ADvp, injetor automatico SIL-20A, detector UV-VIS SPD-10Avp, controlador
SCL-10Avp, software Labsolutions®;

- Destilador de agua, fabricante Biopar, modelo BD10L,;

- Banho ultrassonico, fabricante Branson, modelo 8510;

- Banho ultrassonico, fabricante Branson, modelo 2510;

- Sistema de purificacdo de agua Milli-Q Integral 10;

- Balanca microanalitica, fabricante Mettler Toledo, modelo XPR26DR;
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- Balanca semi-microanalitica, fabricante Mettler Toledo, modelo AG285;
- Balanca semianalitica, fabricante Bel Engineering, modelo MARK3100;
- Bomba para vacuo, fabricante Biomec, modelo ECO-260-LAB/BC/Q;
- Medidor de pH, fabricante Mettler Toledo, modelo SevenExcellence;

- Aparelho de dissolucao, fabricante Hanson Research, modelo SR8 Plus.

3.2.2 Materiais e reagentes

- Coluna cromatografica Lichrocart®, LiChrosorb® RP-18, 250 mm x 4,0 mm,
particulas de 5 um, fabricante Supelco, lote 438219;

- Coluna cromatografica Symmetry®, C18, 250 mm x 4,6 mm, particulas de 5 um,
fabricante Waters, lote 0240392591,

- Coluna cromatografica Symmetry®, C18, 250 mm x 4,6 mm, particulas de 5 um,
fabricante Waters, lote 0250302741,

- Coluna cromatogréfica Lichrospher®, RP-18, 250 mm x 4,6 mm, particulas de 5
um, fabricante Phenomenex, cédigo 090958401;

- Coluna cromatografica ACE, C18, 250 mm x 4,6 mm, particulas de 5 um, cédigo
V07-1155;

- Os reagentes utilizados eram grau para analise: acido cloridrico, acido
trifluoroacético, cloreto de potassio, fosfato de potassio monobasico, fosfato de sodio
monobasico monoidratado, hidréxido de sédio, lauril sulfato de sodio, polissorbato
80, propanol, trietilamina;

- Acetonitrila grau CLAE;

- Filtro para seringa marca Analitica, tipo PVDF, 25 mm de didmetro, 0,45 pm;

3.2.3 Substéancias Quimicas de Referéncia

- Material de Referéncia Certificado de Arteméter, fabricante Sigma-Aldrich, lote
LRAC8127, c6digo PHR3423-200MG;
- Material de Referéncia Certificado de Lumefantrina, fabricante Sigma-Aldrich, lote
LRAC?2238, codigo PHR2186-500MG.
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3.3 Desenvolvimento da etapa de quantificacéo

A primeira etapa do trabalho avaliou a reprodutibilidade de métodos
disponiveis na literatura para a quantificacdo de arteméter e lumefantrina, no Setor
de Medicamentos do INCQS.

Pesquisou-se na base de dados Scopus trabalhos que fizessem referéncia
aos principios ativos e a técnica de CLAE. A partir dessa busca, foram encontradas
cinco diferentes referéncias e, com base nelas, foram testadas colunas
cromatograficas de fabricantes diferentes, com dimensdes de 250 mm x 4,6 mm e
particulas de 5 um compactadas com octadecilsilano (C18), que fossem
equivalentes ou correspondessem aos métodos dos trabalhos encontrados. A
equivaléncia foi obtida através da base de dados intitulada USP Column Equivalency
Application, produzida pela Farmacopeia Americana.

Avaliou-se o perfil cromatografico de solucbes padrdo de arteméter e
lumefantrina, solugdo padrdo de arteméter e amostras em diferentes constituicdes
de fase moébvel: ACN:trietilamina 0,5% (80:20, %v/v), pH 3,00; ACN:é&cido
trifluoroacético 0,05% (80:20, %v/v), pH 2,35; ACN:tampéo fosfato em diferentes
propor¢cdes, pH 3,40, todas em condicdo isocratica inicialmente. Também foi
verificada a resposta dos analitos em diferentes comprimentos de onda: entre 210 e
218 nm para o arteméter e lumefantrina, e 380 e 390 nm apenas para a
lumefantrina. Um resumo descritivo pode ser observado no Quadro 3.

Os critérios utilizados para a definicdo de um método adequado para o intuito
da andlise foram: (1) manter o fator de cauda (ou assimetria) dos principios ativos
menores do que 3; (2) manter o fator de retencéo entre 1 e 10; (3) manter valores de
pratos tedricos maiores do que 1000; (4) manter a resolucdo entre 0s picos de
interesse maior do que 1,5; (5) manter a resolucdo dos picos de interesse para
outros picos do solvente/meio maiores do que 1,5; (6) resultar em tempos de
retencdo maiores do que o volume morto e menores do que 20 minutos.

A condicdo cromatografica selecionada foi utilizada nos testes de
desenvolvimento do procedimento de dissolugdo. Conforme o meio de dissolucéo foi
aprimorado, foi necessario otimizar os parametros da corrida cromatografica para
separar o pico do arteméter de possiveis interferéncias de excipientes que eluiam na
mesma regido. Portanto, avaliou-se a necessidade e aplicabilidade de um modo

gradiente; os métodos gradientes testados podem ser vistos no Apéndice B.
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Quadro 3 — Parametros e condicdes testadas no desenvolvimento da etapa de

guantificacéo

PARAMETRO CONDICAO TESTADA
Lichrosorb®
Coluna cromatogréfica Symmetry®
(C18, 250 mm x 4,6 mm, 5 um) Lichrospher®
ACE C18®

Trietilamina 0,5% (v/v), pH 3,00

Solvente aquoso da fase movel Acido trifluoroacético 0,05% (v/v), pH 2,35

Fosfato de potassio pH 3,40

ART: entre 210 e 218 nm

Comprimentos de onda (deteccao)

LUM: 210-218, 380 e 390 nm

Fonte: O autor (2023).

3.3.1 Solugdes e reagentes

3.3.1.1 Preparo da solucao padrao de arteméter e lumefantrina

A solucao padréo utilizada foi preparada de acordo com a monografia oficial,
brevemente: pesou-se cerca de 20 mg de arteméter e 120 mg de lumefantrina para
baldo de 100 mL, adicionando um volume de solvente (ion par
reagente:agua:propanol:acetonitrila (20:6:20:54, %v/v)) e levando a solucdo a banho
ultrassonico por 20 minutos. Passado o tempo, a solugéo foi resfriada a temperatura
ambiente, avolumou-se com o mesmo solvente e filtrou-se por filtro PVDF 0,45 um,
descartando os primeiros volumes do filtrado. A concentracao final das substancias
nesta solucdo, portanto, era de 0,2 mg/mL para o arteméter e 1,2 mg/mL para a
lumefantrina.

A partir dessa solucdo, foi preparada uma segunda solugdo nas
concentracbes de 0,02 mg/mL para arteméter e 0,12 mg/mL para lumefantrina,

considerando estes valores como a concentracao de trabalho tedrica da dissolucao,
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através da diluicdo na proporcéo 1:10: 200 pL da solucao foram transferidos para um

microtubo contendo 1800 pL de ACN e misturou-se em vortex.

3.3.1.1.1 Preparo do ion par reagente

Cerca de 5,65 g de hexanosulfonato de sodio e 2,75 g de fosfato monobasico
de sddio foram dissolvidos em agua. O pH da solucao foi ajustado para 2,3 = 0,05
usando &cido fosférico. Avolumou-se para 1000 mL com agua ultrapurificada e
filtrou-se por filtro de PVDF 0,45 pm.

3.3.1.2 Preparo da solucao padrao de arteméter

A solucdo padrdo de arteméter foi preparada seguindo a monografia da
Farmacopeia Chinesa: cerca de 2 mg foram pesados e transferidos para baldo de 10
mL, adicionou-se um volume de ACN e dissolveu-se o padrdo sob banho
ultrassoénico. Apos isso, avolumou-se com ACN.

A partir dessa solucgao, foi preparada uma segunda solugcdo na concentracao
de 0,02 mg/mL através da diluicdo na propor¢cédo 1:10: 200 uL da solucdo foram

transferidos para um microtubo contendo 1800 puL de ACN e misturou-se em vortex.

3.3.1.3 Preparo das solugbes amostra

As amostras iniciais foram preparadas de acordo com a monografia oficial. Os
comprimidos foram pesados e definiu-se o peso médio. Quantidade de po
equivalente a 20 mg de arteméter e 120 mg de lumefantrina foi pesada para baldo
de 100 mL. Um volume de solvente (ion par reagente:agua:propanol:acetonitrila
(20:6:20:54, %v/v)) foi adicionado e levou-se para banho ultrassbnico por 20
minutos. Passado o tempo, a solucdo foi resfriada a temperatura ambiente,
avolumou-se com o mesmo solvente e filtrou-se por filtro de PVDF 0,45 um,
descartando os primeiros volumes do filtrado. O ion par reagente foi preparado
conforme o item 3.3.1.1.1.

As amostras utilizadas nos ensaios preliminares da dissolugdo (item 3.4.2)
foram preparadas da seguinte forma: 900 mL de meio de dissolucéo era preparado e
avolumado para béquer e a ele era adicionado um comprimido. Apds cerca de duas

horas, sob agitacdo em mesa magnética, um volume de 10 mL era coletado com o
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auxilio de seringa de vidro, filtrado por filtro de PVDF 0,45 um, descartando os
primeiros mililitros e transferindo uma porcéo para um vial.

As amostras utilizadas nos testes de perfil de dissolugao (item 3.4.2) eram
preparadas de maneira semelhante. Cerca de 900 mL de meio de dissolugcdo eram
preparados e avolumados para cada cuba e a cada uma, apés equilibrio térmico de
37 £ 0,5 °C, um comprimido era adicionado. Em diferentes tempos, um volume de 5
mL era coletado com o auxilio de seringa de vidro, filtrado por filtro de PVDF 0,45

pm, descartando os primeiros mililitros e transferindo uma porgao para um vial.

3.3.1.4 Preparo da solucao de trietialmina 0,5% (v/v) para fase mével

O tampa@o foi preparado através da diluicdo de 5 mL de trietilamina para 1000
mL de agua ultrapurificada. O pH foi ajustado para 3,00 + 0.05 usando acido o-
fosforico. A solucéo foi filtrada por filtro PVDF 0,45 um e degaseificada por banho

ultrassonico.
3.3.1.5 Preparo da solucéo de acido trifluoroacético 0,05% (v/v) para fase movel

O tampao foi preparado através da diluicdo de 0,5 mL de acido trifluoroacético
para 1000 mL de agua ultrapurificada. O pH foi ajustado para 2,35 + 0.05 usando
acido o-fosférico. A solucédo foi filtrada por filtro PVDF 0,45 um e degaseificada por
banho ultrassoénico.
3.3.1.6 Preparo da solugédo tampéo fosfato de potassio para fase mével

Pesou-se cerca de 2,72 g de fosfato de potassio monobasico e dissolveu-se
em 1000 mL de &gua. O pH foi ajustado para 3,40 £ 0,05 com acido o-fosférico. A
solucéo foi filtrada por filtro PVDF 0,45 um e degaseificada por banho ultrassénico.

3.4 Desenvolvimento da etapa de dissolucao

O desenvolvimento da etapa de dissolucédo se baseou no Capitulo 1092 da
Farmacopeia Americana e o Guia n° 14/2018, da Anvisa.
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3.4.1 Avaliacéo da solubilidade dos principios ativos

Para a escolha do meio de dissolucdo ideal, € necesséario determinar as
caracteristicas fisico-quimicas dos principios ativos; a principal informacdo € a
solubilidade das substancias. A solubilidade é avaliada através da determinacdo de
concentracdo de saturacao do farmaco em diferentes meios a 37 °C pelo método da
agitacao orbital em frasco.

Neste método, um excesso da substancia é adicionado a diferentes meios na
faixa do pH fisiolégico — 1,2 a 7,2 -, podendo incluir surfactantes, e o frasco é
mantido sob agitacdo, de 24 a 48 horas, em velocidade e temperatura controladas,
até que a solubilidade de equilibrio seja atingida.

Rivelli (2016) determinou a solubilidade do arteméter e da lumefantrina pelo
método da agitacdo orbital em meios constituidos por: agua, agua + 1% de LSS,
agua + 1% de P80; tampao pH 1,2, tampao pH 1,2 + 1% de LSS, tampéo pH 1,2 +
1% de P80; tampéao pH 4,5, tampé&o pH 4,5 + 1% de LSS, tampéao pH 4,5 + 1% de
P80; tampao pH 6,8, tampé&o pH 6,8 + 1% de LSS, tampéo pH 6,8 + 1% de P80;
tampéo pH 7,2, tampao pH 7,2 + 1% de LSS, tampédo pH 7,2 + 1% de P80. Os
resultados obtidos podem ser observados no Apéndice A.

Como o Setor de Medicamentos do INCQS ndo apresentava capacidade
técnica para desenvolver o teste conforme o método indicado, estes resultados
foram utilizados neste trabalho para a escolha tedrica dos meios a serem testados
na etapa de avaliacdo das curvas de dissolu¢do. Optou-se por estudar os meios de
pH 1,2, 4,5 e 6,8 contendo 1% (p/v) de LSS e P80.

3.4.2 Curvas de dissolucéo

A avaliagdo da dissolucdo dos principios ativos foi feita nos meios
selecionados conforme o item 3.4.1, no volume de 900 mL e com o Aparato 2 (pas).

Para cada meio, foi realizado um teste preliminar que buscava avaliar a
aplicabilidade do mesmo ao ensaio de dissolucédo: em um béquer contendo 900 mL
de cada meio, um comprimido do medicamento foi adicionado e a solugéo foi
mantida sob agitagdo em placa magnética, a temperatura ambiente. Apds cerca de
duas horas, uma aliquota foi coletada, filtrada por filtro PVDF 0,45 pm e analisada
por CLAE-UV.
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Nos meios nos quais o perfil da corrida cromatografica apresentou picos
caracteristicos para a lumefantrina e arteméter, isto €, tempo de retencdo
correspondente aos de cada farmaco, de acordo com a concentracdo de cada
analito, foi dado prosseguimento para a analise do perfil de dissolucéo.

As condicOes especificas de cada ensaio de perfil de dissolucdo estdo
descritas no Quadro 4. Os resultados preliminares foram insatisfatérios nos meios de
pH 4,5 e 6,8, com qualquer surfactante, e o meio de pH 1,2 com 1% de LSS
apresentou instabilidade devido a incompatibilidades dos reagentes, assim, os perfis

de dissolucéo foram realizados somente no meio de pH 1,2 contendo P80.

Quadro 4 - Condicdes para avaliagdo dos perfis de dissolugdo dos principios ativos

em cada meio

: Velocidade
Meio Tempos de coleta
do Aparato 2

Tampéo pH 1,2 + 1,0% P80 75 rpm 5, 10, 15, 30, 45, 60 e 90 minutos

3,6,9,12, 15, 20, 30, 45, 60, 90

Tampéao pH 1,2 + 0,1% P80 75 rpm _
e 120 minutos

3,6,9,12, 15, 20, 30, 45, 60, 90

Tampéao pH 1,2 + 0,25% P80 75 rpm .
e 120 minutos

3,6,9, 12, 15, 20, 30, 45, 60, 90

Tampéao pH 1,2 + 0,5% P80 75 rpm _
e 120 minutos

5, 10, 15, 22, 30, 45, 60, 90 e 120

Tampéao pH 1,2 + 1,0% P80 100 rpm .
minutos

5, 10, 15, 22, 30, 45, 60, 90 e 120

Tampéao pH 1,2 + 0,5% P80 100 rpm _
minutos

Fonte: O autor (2023).

Todos os perfis foram realizados com pelo menos duas cubas, a temperatura
de 37 £ 0,5 °C e em nenhum deles o meio foi degaseificado, devido a presenca dos
surfactantes. Apds o equilibrio térmico, um comprimido foi adicionado a cada cuba e

realizada a coleta de 5 mL, nos tempos de coleta especificados, manualmente com o
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auxilio de seringas e sem reposicao de meio. As amostras foram filtradas por filtro
PVDF 0,45 um e analisadas por CLAE-UV.

Inicialmente, testou-se cada meio com a concentracdo de 1% de cada
surfactante. Apds a avaliacdo das curvas obtidas, os perfis mais adequados foram
repetidos com diminuicdo gradativa da concentracdo para identificar a menor
concentracao possivel do componente.

Por fim, ap6s a avaliagdo das curvas de dissolugcédo, 0 meio que apresentou a
maior porcentagem de farmaco dissolvido para ambos os principios ativos foi

selecionado.

3.4.3 Solugdes utilizadas no desenvolvimento da dissolugéo

3.4.3.1 Preparo dos meios contendo tampéo pH 1,2

O tampado foi preparado pela mistura de 250 mL de cloreto de potassio 0,2
mol/L, 425 mL de &cido cloridrico 0,2 mol/L, a quantidade correspondente do
surfactante e quantidade suficiente (gsp) para 1000 mL de agua destilada. Se
necessario, o pH foi ajustado para 1,2 + 0,5 com &cido o-fosférico. Para o preparo do
meio de concentracdo de 1%, 0,5%, 0,25% e 0,1% de polissorbato 80 foram
pesados 10 g, 5 g, 2,5 g e 1 g, respectivamente. Para o preparo do meio de
concentracdo de 1% de laurilsulfato de sédio, foram pesados 10 g do reagente.

3.4.3.1.1 Preparo da solucédo de cloreto de potassio 0,2 mol/L

Foram pesados cerca de 14,91 g de cloreto de potassio e dissolveu-se em
1000 mL de agua destilada.

3.4.3.1.2 Preparo da solucao de acido cloridrico 0,2 mol/L

Em um recipiente contendo um volume de agua, foram adicionados cerca de
16,4 mL de acido cloridrico comercial e completou-se o volume de 1000 mL com

agua destilada.
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3.4.3.2 Preparo dos meios contendo tampéao pH 4,5
O tampéao foi preparado pela diluicdo de 2,8 mL de acido acético glacial e gsp
1000 mL de agua destilada. O pH foi ajustado para 4,5 £ 0,05 com uma solucéo de

hidroxido de sédio 25% (p/v).

3.4.3.2.1 Preparo da solucédo de hidréxido de sédio 25% (p/v)

Cerca de 25 g de hidroxido de sédio foram pesados e dissolvidos em 100 mL

de agua destilada.

3.4.3.3 Preparo dos meios contendo tampéo pH 6,8

O tampédo dos dois meios foi preparado pela mistura de 250 mL de uma
solucdo de fosfato 0,2 mol/L, 112 mL de uma solucdo de hidroxido de sodio 0,2
mol/L, 10 g de surfactante e gsp 1000 mL de agua destilada. Se necessario, o pH foi
ajustado para 6,8 + 0,5. Para o LSS, utilizou-se uma solucao de fosfato de sddio 0,2
mol/L, enquanto para o P80, foi utilizada uma solu¢do de fosfato de potassio 0,2

mol/L.

3.4.3.3.1 Preparo da solucéo de fosfato de potassio 0,2 mol/L

Pesou-se cerca de 27,22 g de fosfato de potassio monobasico e dissolveu-se

em 1000 mL de agua destilada.

3.4.3.3.2 Preparo da solucdo de fosfato de sddio 0,2 mol/L

Pesou-se cerca de 27,6 g de fosfato de s6dio monobasico monoidratado e
dissolveu-se em 1000 mL de agua destilada.

3.4.3.3.3 Preparo da solucédo de hidréxido de sédio 0,2 mol/L

Pesou-se cerca de 8 g de hidréxido de sodio e dissolveu-se em 1000 mL de

agua destilada.



44

3.5 Critérios de aceitacao

O tempo de coleta e a quantidade de principio ativo dissolvida devem ser
discriminativos. Apos essa definicdo, os critérios de aceitagdo do método final de
dissolucéo foram baseados na Farmacopeia Brasileira.

O ensaio de dissolucdo € um método em 3 estagios. O primeiro estagio,
denominado E1, € realizado com seis unidades e cada uma deve apresentar
resultado maior ou igual a Q + 5%.

Se esse critério ndo é atendido, realiza-se um novo estagio — o E2 — com
mais seis unidades. A média das 12 unidades deve ser igual ou maior que Q, mas
nenhuma unidade deve apresentar resultado inferior a Q - 15%. Em caso
insatisfatorio, deve seguir-se ao terceiro estagio (E3) com um novo teste usando
mais 12 unidades, e a média das 24 unidades deve ser igual ou maior do que Q,
sendo que no maximo duas unidades poderao ter Q — 15%, mas nenhuma unidade

podera apresentar menos que Q — 25%.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Otimizacdo do método de quantificacéo

Atualmente, a Unica metodologia oficial para a quantificacdo dos principios
ativos arteméter e lumefantrina em comprimidos em uma mesma corrida analitica é
encontrada na Farmacopeia Internacional (ORGANIZACAO MUNDIAL DA SAUDE,
2020b). A metodologia foi aplicada no laboratério do Setor de Medicamentos em
analises fiscais de medicamentos antimalaricos, e pode-se perceber diversas
guestdes que impediam o seu uso neste trabalho. Portanto, a primeira etapa
consistiu na pesquisa de referéncias bibliograficas que corroborassem a metodologia
oficial e justificassem o uso das condi¢des cromatogréficas propostas por ele.

A pesquisa na base de dados cientifica retornou cinco trabalhos: Umapathi,
Ayyappan e Darlin Quine (2011); Rivelli (2016); Venkata Rao e Rambabu (2017);
Belew e colaboradores (2020); Habib e colaboradores, (2020). As principais
informacgdes sobre as diferentes metodologias estéo sintetizadas no Quadro 5.

Como o uso de fase reversa € comum nos trabalhos dos outros autores,
principalmente com a utilizacdo de fases baseadas em C18, no presente trabalho
todos os testes foram realizados com colunas C18.

A Farmacopeia Internacional faz uso de um tampéao de par reagente em sua
fase mével, preparado a partir da mistura de hexanosulfonato de sddio com fosfato
monobasico de sodio em &gua. O seu uso configura uma cromatografia por par
ibnico, na qual o tampdo age como uma “"ponte" entre a cadeia apolar da coluna
cromatografica e o analito no seu estado ionizado (e consequentemente mais polar);
sem essa ponte, o analito ndo seria retido na coluna (SHIMADZU, 2022).

Com isso, surge uma série de questbes que fazem com que haja maior
atencdo do analista e que foram observadas, em maior ou menor grau, nas analises
do laboratorio: controle preciso da temperatura da coluna, tempo de equilibrio da
coluna longo, formato do pico “ruim” por razées desconhecidas (RUFINO, 2022a).
Em nenhum dos outros trabalhos, porém, ha mencdo do uso de hexanosulfonato e
os resultados reportados apresentavam bons parametros cromatograficos. Assim,

logo de inicio optou-se por evitar o uso deste tampao.
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- Condicdes cromatograficas para quantificacdo de arteméter e

lumefantrina em diferentes trabalhos e na Farmacopeia Internacional

Forno Fluxo :
Trabalho Coluna °C) (mL/min) Tempo de corrida
Symmetry C18 i .
! 250 mm x 4,6mm, 5 pm 1.0 10 min
> LiChrospher C18 250 40 1.2 12 min
mm x 4,0 mm 5 um
Hypersil C18
3 250 mm x 4,6 mm, 5 Amb. 1,0 6 min
um
Mediterrania Sea 18
4 250 mm x 4,6 mm, 5 Amb. 1,0 10 min
um
Halo-RP-Amida
5 50 mm x 4,6 mm, 2,7 30 1,0 12 min
um
6 C18, 150 mm x 3,9 mm, i 13 55 min
S Hm
Trabalho Fase movel pH CEMpIENE Tempo de retencéo
de onda
1 ACN:trietilamina 0,5% 3.00 ART: 216 nm ART: 8,03 min
(v/v) (80:20 %v/v) ' LUM: 216 nm| LUM: 5,34 min
5 ACN:trietilamina 0,5% 3.00 ART: 210 nm ART: 3,3 min
(v/v) (80:20 %v/v) ' LUM: 390 nm LUM: 5,7 min
s oo e® | 4so |ARTZIEm|  ART:221min
(55:45 %viv) LUM: 218 nm LUM: 3,73 min
. A(‘)Cé\'s:g/:f'(tfvr)o?ggtz'%o , 45 |ART:210nm|  ART:5.8 min
' ' ' LUM: 286 nm LUM: 7,3 min
%V/V)
ACN:tampao fosfato de )
5 potassio 0,001 mol/L | 3,00 fSI\TA; éég m ;
(52:48 %viv) '
FM A = ACN:tampéo
6 (30:70 %v/v) 230 ART: 210 nm ART: 19 min
FM B = ACN:tampéao ' LUM: 380 nm LUM: 34 min
(70:30 %v/v)
Fonte: O autor (2023), Legenda: Amb. = temperatura ambiente; “-“ = informagao ndo encontrada; ART

= Arteméter; LUM = Lumefantrina. Trabalhos: 1 = Umapathi, Ayyappan e Darlin Quine (2011); 2 =
Rivelli (2016); 3 = Venkata Rao e Rambabu (2017); 4 = Habib et al. (2020); 5 = Belew et al. (2020); 6
= Farmacopeia Internacional.
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O primeiro teste reproduziu as condicbes cromatograficas propostas por
Umapathi, Ayyappan e Darlin Quine (2011) utilizando uma coluna com as mesmas
especificacdes, a mesma composi¢cao de FM e fluxo relatados.

A primeira observagéo realizada foi que, na auséncia do hexanosulfonato de
sédio na fase movel, a lumefantrina era menos retida na coluna cromatogréafica e
apresentava tempos de retencdo menores, enquanto o arteméter eluia por volta de
9,5 minutos (Figura 6). Contudo, o fator de retencéo (k) estava ligeiramente abaixo
de 1 para a lumefantrina, indicando uma inadequada retencédo do analito, ja que o
ideal € o valor de k estar entre 1 e 10 (RUFINO, 2022b).

Figura 6 — Cromatograma obtido em coluna Symmetry®, FM composta por
ACN:trietilamina 0,5% (v/v) (80:20 %v/v), fluxo de 1,0 mL/min, com foco

no pico do arteméter

mV
1Detector A 216nmy

20 Lumefantrina
154
] 2

Q.

[+2]
9] Arteméter
5_
0-
-5

R S S S S —

0.0 25 50 75 10.0

min

Fonte: O autor (2023).
Nota: deteccéo realizada em 216 nm.

Foi avaliado se a mudanca da marca da coluna de Symmetry® para
LiChrosorb®, mantendo as outras condi¢des cromatograficas, poderia melhorar a
retencdo da lumefantrina. Os picos do arteméter e lumefantrina eluem em uma
forma inversa. O pico da lumefantrina saia alargado e apresentava um fator de

cauda alto (Figura 7). Assim, o fluxo foi ajustado para 1,2 mL/min para avaliar se
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com um fluxo maior o formato do pico melhoraria, porém o fator de cauda calculado

era ainda maior que 3.

Figura 7 - Cromatograma obtido em coluna LiChrosorb®, FM composta por
ACN:trietilamina 0,5% (v/v) (80:20 %v/v), fluxo de 1,0 mL/min, com foco

no pico da lumefantrina

mV

) 1Detector A 390nm|
~
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Fonte: O autor (2023).

Nota: deteccéo realizada em 390 nm neste cromatograma, por conta da concentragdo de trabalho da
lumefantrina (1,2 mg/mL). Arteméter ndo é detectado nesse comprimento de onda e, portanto, esta
ausente no cromatograma.

Essa "inversdo" de picos foi observada novamente com a corrida
cromatografica em uma coluna ACE C18, mas outros desafios surgiram. A corrida
com a amostra preparada no diluente da monografia oficial apresenta sobreposicao
do arteméter com um pico menor e nao identificado (Figura 8, no destaque).

Tal sobreposicdo ndo é observada em injecdes de padrdo de arteméter,
indicando uma possivel interferéncia de algum excipiente. A hipétese de o pico ser
referente a alguma degradacédo foi descartada quando a injecdo de uma amostra
recém-preparada apresentou o mesmo comportamento. As corridas nessa coluna
apresentavam sempre uma resolugcdo menor entre 0sS picos de interesse
(comparando com o0s testes anteriores), ainda que fosse possivel obter uma

separacao maior do que 1,5.
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Figura 8 - Cromatograma obtido em coluna ACE C18, FM composta por
ACN:trietilamina 0,5% (v/v) (80:20 %v/v), fluxo de 1,0 mL/min

uVv

1 1Detector A 216nm|
20000-] Lumefantrina

175004
15000

12500-] Arteméter

100004

7500

5000-]

25004

0]

A |
4

o -4
o -4
- —
oo -
0 —

min
Fonte: O autor (2023).
Nota: detecc¢do realizada em 216 nm.

O préximo teste consistiu em aplicar as condi¢cdes propostas no trabalho de
Rivelli (2016). A constituicdo de fase modvel era semelhante a jA empregada, de
forma que somente foi necessério utilizar uma nova coluna cromatografica, da marca
LiChrospher®, e ajustar o fluxo. Nessas condi¢bes, o pico do arteméter ndo
apresenta muitas mudancas do que visto anteriormente, enquanto o pico da
lumefantrina apresenta fator de cauda maior do que 3 e baixos pratos teoricos.

Quanto ao método desenvolvido por Habib e colaboradores (2020), o
laboratério ndo possuia uma coluna com as descri¢des dadas ou uma coluna que
fosse equivalente. Dessa maneira, optou-se por testar apenas a composicao da fase
movel (ACN:acido trifluoroacético 0,05% (v/v) (80:20 %v/v)). Na coluna ACE C18, a
corrida da amostra preparada conforme o método oficial apresentava apenas um
pico caracteristico para a lumefantrina, mas com um fator de cauda de quase 8. A
injecdo de padrdo de arteméter evidenciava que o pico do analito coeluia com o

outro composto (Figura 9).
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Figura 9 - Comparacao de cromatogramas em coluna ACE C18, com FM composta
por ACN:acido trifluoroacético 0,05% (v/v) (80:20 %v/v), fluxo de 1,0

mL/min

uv.
Pata1:Habib_SQR2-1.Ilcd PDA Ch1210nm, 4nm
2:Habib_Pd.icd PDA Ch1210nm,4nm

3500000_4‘&(3; Habi
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30000009
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2500000-]
2250000
2000000
1750000
1500000
12500009
1000000-]
750000
5000009
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PR W ~

T T T T T T T T T T T T T T
0.0 1.0 20 3.0 4.0 5.0 6.0 7.0 8.0 8.0 10.0 11.0 120 13.0 14.0 min

Fonte: O autor (2023).

Legenda: linha preta = cromatograma de inje¢do de padrdo de arteméter e lumefantrina; linha rosa =
cromatograma de injecao de padrdo de arteméter.

Nota: deteccéo feita em 210 nm para ambas as corridas.

Até esta etapa, a amostra utilizada apresentava concentracdo de trabalho
conforme o método oficial para o ensaio de doseamento, com concentracfes de 200
ug/mL e 1200 pg/mL para o arteméter e lumefantrina, respectivamente.
Considerando que o0s analitos no ensaio de dissolucdo apresentam uma
concentracdo de trabalho menor (22,2 pug/mL e 133,3 pg/mL, respectivamente),
decidiu-se avaliar a aplicabilidade dos métodos em amostras diluidas.

Com essa diluicdo, era esperado testar o método cromatografico quanto a
sensibilidade frente aos picos menores do arteméter, além de permitir que o0 método
apresentasse apenas um comprimento de onda de deteccdo. Na concentracdo do
doseamento, a lumefantrina era observada nos comprimentos de onda mais baixos,
utilizados para a deteccdo do arteméter, mas geralmente estourada ou muito perto
da resposta maxima do detector. Por esse motivo alguns trabalhos indicam a
deteccdo da lumefantrina nos comprimentos de 286 nm, 335 nm, 380 nm e 390 nm.
Essa resposta excessiva ndo seria observada em amostras mais diluidas, e seria
possivel utilizar um comprimento de onda menor para a detec¢cdo simultdnea dos

ativos.
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Repetiu-se o teste com a coluna LiChrospher®, conforme o método proposto
por Rivelli (2016). Os pratos tedricos se mantiveram baixos, enquanto o fator de
cauda ficou em torno de 2,3 para a lumefantrina, e percebeu-se que apesar de
baixa, a resposta analitica para o arteméter se destacava da linha de base. No
entanto, a pressao do sistema era mais alta do que a observada em outras colunas,
por volta de 230 kgf/cm? (em torno de 3271 psi).

A partir das amostras diluidas, repetiu-se o teste na coluna Symmetry®, em
fluxo de 1,2 mL/min, comparando a resposta cromatogréfica entre os tampdes de
trietilamina 0,5% (v/v), acido trifluoroacético 0,05% (v/v) e fosfato de potassio
monobasico como porcdo aquosa da FM. Para as trés condicbes cromatograficas,
foi utilizada o comprimento de onda de 216 nm para a detecgdo simultanea dos
principios ativos.

Para ACN:trietilamina 0,5% (v/v) (80:20 %v/v) como FM, a amostra diluida
apresentava um pico em torno de 7,6 minutos para o arteméter e 5 minutos para a
lumefantrina (Figura 10). Observa-se pelo cromatograma que a corrida nessa
condig&o os picos ficam mais préximos, com todos saindo entre a janela de 1,5 a 8

minutos.

Figura 10 - Cromatograma obtido em coluna Symmetry®, FM composta por
ACN:trietilamina 0,5% (v/v) (80:20 %v/v), fluxo de 1,2 mL/min
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onte: O autor (2023).

Nota: deteccéo realizada em 216 nm.

Na fase movel contendo ACN:acido trifluoroacético 0,05% (v/v) (80:20 %v/v),

um pico com resposta significativa era detectado logo no comeco da corrida,



52

juntamente com os primeiros picos apés o volume morto (Figura 11). Supfs-se que a
proporcao de acetonitrila diminuia a retencédo da lumefantrina e por isso avaliou-se a
diminuicdo da proporcdo do solvente na FM para a propor¢do 60:40. Porém, essa
alteracdo nao teve o efeito desejado, pois 0s picos acabaram mais arrastados, sem

definicdo, como pode ser observado na Figura 12.

Figura 31 - Cromatograma obtido em coluna Symmetry®, FM composta por
ACN:4cido trifluoroacético 0,05% (v/v) (80:20 %vl/v), fluxo de 1,2

mL/min
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Fonte: O autor (2023).
Nota: deteccéo realizada em 216 nm.

Figura 12 - Cromatograma obtido em coluna Symmetry®, FM composta por
ACN:&cido trifluoroacético 0,05% (v/v) (60:40 %v/v), fluxo de 1,2 mL/min
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Fonte: O autor (2023).
Nota: deteccéo realizada em 216 nm.
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Prosseguiu-se com a avaliacdo do tampao fosfato. Os dois trabalhos que o
utilizam, apresentam proporcdes diferentes de 48 partes ou 45 partes.
Primeiramente testou-se ACN:tampao (55:45 %v/v), mas 0s picos nao sairam dentro
de uma corrida de 15 minutos (Figura 13), como ocorria com outras condi¢bes

cromatograficas.

Figura 43 - Cromatograma obtido em coluna Symmetry®, FM composta por
ACN:tampao fosfato (55:45 %v/v), fluxo de 1,2 mL/min
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Fonte: O autor (2023).
Nota: detecc¢do realizada em 216 nm.

Ent&o, foram testadas também as propor¢des de 75:25 (%v/v) e 70:30 (%V/v);
0s cromatogramas podem ser avaliados nas Figuras 14 e 15, respectivamente.
Percebe-se que uma menor proporcado de ACN aumenta o tempo de retencdo (o que
ja era esperado), alterando de maneira positiva 0os pratos teéricos e o k dos analitos,
mas influenciando negativamente na assimetria para a lumefantrina — que passou de
1,3 para 2,5.

Uma condi¢do intermediaria foi avaliada para confirmar as mudancas nos
parametros. Com a proporcdo de 72:28 (%v/v), os pratos teéricos e o k ficam
adequados, mas o fator de cauda se repete acima de 2 para a lumefantrina. O teste
foi feito em amostras diluidas em tampéo fosfato e analisados sob fluxo de 1,0
mL/min e 1,2 mL/min e notou-se que esta alteragdo levou ao aumento dos pratos

tedricos para os dois analitos.
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Figura 14 - Cromatograma obtido em coluna Symmetry®, FM composta por
ACN:tampao fosfato (75:25 %v/v), fluxo de 1,2 mL/min
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Fonte: O autor (2023).
Nota: detecc¢édo realizada em 216 nm.

Figura 55 - Cromatograma obtido em coluna Symmetry®, FM composta por
ACN:tampéo fosfato (70:30 %v/v), fluxo de 1,2 mL/min
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Fonte: O autor (2023). Nota: detecc¢éo realizada em 216 nm.

Para confirmar a propor¢gdo dos solventes na fase movel, foi realizado um

novo teste de composi¢cdo, comparando 0s mesmos parametros para a proporcao
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72:28 (%v/v) e 75:25 (%v/v) de ACN:tampao fosfato. Apesar de o fator de cauda ter
aumentado e os pratos tedéricos terem diminuido para o arteméter, a proporcéo de
75:25 (%v/v) influenciou positivamente nos critérios para a lumefantrina.

Durante o desenvolvimento inicial do método, apesar de todas as colunas
testadas serem do tipo C18, notou-se que o perfil cromatografico ndo era
reprodutivel entre elas, havendo discrepancias nos valores de fator de retencéo (k),
fator de cauda (FC), tempo de retencéo (TR) e pratos tedricos (PT). As Tabelas 1 e 2
trazem uma sintese do resultado destes parametros em cada teste para o arteméter

e para a lumefantrina, respectivamente.

Tabela 1 - Parametros cromatograficos obtidos no desenvolvimento do método de

quantificacdo para o arteméter

ATIVO COLUNA FM FLUXO = TR qp pr g
(mL/min) (min)
1 - - - -
LiChrosorb ACN:Triet. (80:20 %v/v)
1,2 59 14 4623 1,7
ACN:Triet. (80:20 %v/v) 1 54 1,1 10338 1,5
ACE C18 _ ACN:,é_cido
trifluoroacético (80:20 1 - - - -
%V/V)
: . 1 75 10 3837 28
LiChrospher ACN:Triet. (80:20 %v/v)
1,2 6,0 1,0 10088 3,3
1 94 10 17143 3.3

ACN:Triet. (80:20 %v/v) 12 76 11 5000 26

ART ACN:4cido
trifluoroacético (80:20 1,2 75 1,1 5579 3,6
%V/V)

ACN:é&cido
trifluoroacético (60:40 1,2 - - - -
Symmetry %VIv)

ACN:tampao fosfato

(70:30 %viv) 1,2 110 1,0 5725 48

ACN:tampéao fosfato 1 11,7 1,0 19478 -
(72:28 %viv) 1,2 10,3 1,0 17996 -

ACN:tampéao fosfato 1 10,7 1,2 14522 -
(75:25 %vliv) 1,2 9,2 1,1 5400 3,9

Fonte: o Autor (2023).

Legenda: FM = fase mdvel; TR = tempo de retencdo; TF = fator de cauda; PT = pratos tedricos; k =
fator de retencao; "-" = informacéo ndo disponivel; Triet = trietilamina; ART = arteméter.
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Tabela 2 - Parametros cromatograficos obtidos no desenvolvimento do método de
quantificacdo para a lumefantrina

FLUXO TR

ATIVO COLUNA FM ) . TF PT k
(mL/min) (min)
1 - - - -

Lichrosorb  ACN:Triet. (80:20 %v/v)
1,2 98 32 926 55
ACN:Triet. (80:20 %v/v) 1 6,2 41 1198 1.8

ACE C18 _ ACN:,é_cido
trifluoroacético (80:20 1 54 7,9 3958 -
%v/v)

. : 1 98 24 810 4,0

Lichrospher ACN:Triet. (80:20 %v/v)
1,2 74 28 366 4,3
1 42 2,2 2881 0,9

ACN:Triet. (80:20 %v/v)
1,2 50 24 2400 14

LUM ACN:é&cido
trifluoroacético (80:20 1,2 - - - -
%VIv)

ACN:acido
trifluoroacético (60:40 1,2 - - - -
Symmetry %V/V)

ACN:tampéo fosfato

(70:30 %v/v) 12 71 25 1523 28

ACN:tampé&o fosfato 1 76 21 3406 -
(72:28 %v/v) 1,2 6,6 2,3 2794 -

ACN:tampéao fosfato 1 70 19 3178 -
(75:25 %v/v) 1,2 56 1,3 1305 2,0

Fonte: O autor (2023).
Legenda: FM = fase mdvel; TR = tempo de retencdo; TF = fator de cauda; PT = pratos tedricos; k =
fator de retencao; "-" = informacg&o ndo disponivel; Triet = trietilamina; LUM = lumefantrina.

Essa diferenca na resposta das colunas cromatograficas pode ser explicada
pelo uso de diferentes tecnologias empregadas por cada fabricante para preenché-
las. As colunas produzidas pelo grupo Merck apresentam particulas de silica com
derivados octadecil; a LiChrosorb® possui particulas irregulares, enquanto a
LiChrospher® é esférica. A coluna Symmetry®, C18, preparada pela empresa
Waters possui a tecnologia endcapped — na qual os grupos silanois residuais estao
inativados — em suas particulas esféricas (MERCK, 2022a, 2022b; WATERS, 2022)

Outras diferencas entre as colunas configuram na concentracdo de carbono
(entre 16,0 e 21,0%) e na area de superficie adquirida (entre 300 e 350 m?/g). A
massa de carbono se refere a quantidade em porcentagem de massa de carbono na

fase estacionaria; quanto maior o valor, mais hidrofébica sera a superficie. Contudo,
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o fator que parece trazer mais diferenca é a superficie especifica da coluna. Esse
valor descreve a area total da superficie solida do adsorvente, e influencia na
densidade de ligagao da coluna, permitindo adequada carga da massa do analito. O
impacto disso est4 na capacidade da coluna, e consequentemente na retencao (e no
tempo de retencdo) e na resolucdo das moléculas (GODINHO et al.,, 2020;
GUILLEMIN, 1978; PERKINELMER, 2016, 2022).

Embora essas diferencas possam explicar a variacdo de respostas
cromatograficas obtidas neste trabalho, que apresentaram tempos de eluigdo, ordem
de eluicdo e resolucdes distintas entre as diferentes condicbes testadas, néo
justificam por si s6 as divergéncias vistas na avaliacdo da reprodutibilidade dos
métodos da literatura.

Por exemplo, empregando as mesmas condi¢cbes descritas por Umapathi,
Ayyappan e Darlin Quine (2011), obteve-se variacdes no tempo de eluicdo: a
lumefantrina era detectada cerca de 1 minuto antes do relatado, enquanto o
arteméter era retido até 1,5 minuto a mais. Essa discrepancia pode ser resultado da
utilizacdo de diferentes cromatografos nos dois trabalhos: enquanto os autores
acima utilizaram um equipamento produzido pela Waters, este trabalho utilizou um
cromatografo da Shimadzu.

Diferentes equipamentos possuem diferentes caminhos pelos quais o0s
solventes da fase movel e o analito passam e as principais diferencas observados
séo o dwell volume e os efeitos extra-coluna.

O dwell volume é definido como o volume de solvente que permanece entre o
dispositivo de entrega do gradiente e o inicio da coluna. Ele acontece devido a uma
diferenca estrutural entre sistemas cromatograficos binarios e quaternarios: em
cromatdgrafos com dois canais, o gradiente é formado apds os solventes passarem
pelo misturador, de onde segue para o0 injetor da amostra e a coluna. Ja em
sistemas quaternarios, o gradiente ocorre em uma valvula de propor¢do do
gradiente, etapa anterior ao misturador que aumenta o dwell volume.

Os efeitos extra coluna sao relacionados ao volume do injetor ao detector;
influenciados pelo sistema da agulha, dos tubos conectores da coluna, da célula de
deteccdo e outros dispositivos pré-coluna (HONG; MCCONVILLE, 2018;
MILENKOVIC et al., 2021; SCHULTZE-JENA et al., 2017).

Essas diferencas podem impactar na largura do pico, na resolucdo e na

eficiéncia da separacdo e no tempo de retencdo. Levadas em consideracdo no
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desenvolvimento e na transferéncia das metodologias, ajustes podem ser realizados
no sistema ou método cromatografico para diminuir tais efeitos (HONG;
MCCONVILLE, 2018), de modo que a reprodutibilidade seria mais bem avaliada.

De qualquer maneira, durante o desenvolvimento deste trabalho, percebeu-se
que a resposta do arteméter variava menos frente as condicbes cromatogréaficas
avaliadas, e todos as modificacbes nas condicbes cromatogréaficas estabelecidas
resultaram em um método de quantificacdo adequado. A Unica alteracdo significativa
envolveu a inversdo da ordem de eluigdo nas corridas com as colunas LiChrosorb®
e ACE C18.

Contudo, a lumefantrina € mais sensivel as condicbes cromatograficas, tanto
na ordem da eluicdo, mas também principalmente o fator de cauda e os pratos
tedricos. Os pratos tedricos indicam a eficiéncia da coluna em resolver e analisar a
substancia, produzindo picos estreitos, e ndo apresentam um valor fixo, jA que o
calculo depende da fase movel, da fase estacionaria, da retencdo e do formato do
pico; quanto maior o valor, melhor (SNYDER; KIRKLAND; GLAJCH, 1997). Para o
arteméter, esse critério variou de 3800 a até mais de 19000, enquanto para a
lumefantrina, na melhor condicéo foi possivel obter um valor de quase 4000.

Parte do comportamento cromatografico da lumefantrina pode ser explicada
por sua caracteristica ionizavel: com a reducéo do pH da fase movel, a lumefantrina
ganha protons, sendo classificada como uma base. Conforme o pH da fase diminui,
espera-se que a retencdo de bases protonadas também diminua, principalmente se
a o pH de trabalho estiver na faixa do pKa + 1,5; fora desse espectro, o analito,
apesar de ionizavel, se assemelha aos compostos neutros (SNYDER; KIRKLAND;
GLAJCH, 1997).

Nos experimentos deste trabalho, em que pKa da lumefantrina é maior que 9
e pH da FM é cerca de 3,4, a reten¢do seria, portanto, influenciada pela proporcéao
de fase organica. Essa teoria pode ser observada com clareza nos resultados
obtidos nas corridas em que se empregou a FM constituida por ACN e tampao
fosfato; com a mesma coluna, sob o0 mesmo fluxo (de 1,2 mL/min) se obtém
diferentes tempos de retencdo de 7,1; 6,6 e 5,6 minutos em diferentes propor¢des
de acetonitrila (70, 72 e 75%, respectivamente).

Ao contrario dessa observacdo, o pH parece influenciar com maior
intensidade no fator de cauda. Entre 2,0 e 3,5, os grupos silandis da fase

estacionaria estdo menos ionizados, diminuindo a interacdo de troca ibnica amostra-
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silanol. Essas interacdes acarretam formato de picos ruim e eficiéncia reduzida da
coluna, atrapalhando a retencdo dos analitos basicos e criando caudas nos picos.
Esse parametro indica a simetria do pico e idealmente fica em torno de 1, mas a
lumefantrina dificilmente apresentou valores menores do que 1,3 em qualquer um
dos testes, chegando a apresentar valores de quase 8. Os impactos de valores
inadequados de simetria sdo pratos tedricos baixos - influenciando na resolucao -,
quantificacdo imprecisa do préprio pico ou de eventuais picos que acabem por eluir
na cauda, e baixa reprodutibilidade de retencdo (SNYDER; KIRKLAND; GLAJCH,
1997).

Alargamento de picos também pode ser resultado da chamada "sobrecarga
da coluna”: com o aumento do tamanho da amostra, 0s picos eventualmente se
alargam. Essa situacao pode ocorrer pelo grande volume de amostra ou pela massa
adicionada na injecdo, se o solvente da amostra for de maior forca de eluicdo que a
FM, ou se a fase estacionaria acabar saturada com a amostra. De acordo com
Snyder, Kirkland e Glajch (1997), pode ser observado um pico no formato de
triangulo reto, de tamanho proporcional ao tamanho da amostra. Supde-se que essa
descricdo condiz com o observado no resultado ilustrado na Figura 7.

Para reverter essas situacbes, pode-se fazer uso de colunas que sejam
"encapadas" (endcapped) ou utilizar um menor volume de injecdo. Tais mudancas
justificam os resultados encontrados para as corridas realizadas nas colunas
Symmetry® e nos testes com as FM ACN:tampéo fosfato, nas quais o volume de
injecdo foi reduzido de 100 pL para 80 pL e que apresentaram 0s maiores pratos
tedricos e menores fatores de cauda para a lumefantrina.

Snyder, Kirkland e Glajch (1997) indicam que injecbes de menos de 25 pL
sejam realizadas para adequar o fator de cauda do analito, mas acredita-se que
esse volume se tornaria, entdo, um problema para a deteccdo e quantificacdo do
arteméter. Em corridas com injecdes de 80 pL, a resposta analitica € de somente 5
mV (a lumefantrina apresenta picos com mais de 1250 mV, a titulo de comparacao).

Com base no observado experimentalmente, escolheu-se como limite maximo
de fator de cauda o valor de 3; condicao satisfeita com o uso da coluna Symmetry®,
nas trés composicfes nominais de fase moével. Como nas FM constituidas por
ACN:acido trifluoroacético a lumefantrina elui proximo ao volume morto e a

quantificacdo nessa regiao pode incluir grandes erros, essa condi¢cao foi descartada.
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Comparando os cromatogramas obtidos com o uso de tampédo fosfato e
trietilamina 0,5% (v/v), observa-se que os fatores de cauda ndo sdo tdo distintos
entre si. Desta forma a escolha foi decidida em conjunto com os pratos teoricos, e
definiu-se a FM constituida por ACN:tampao fosfato (75:25 %v/v) no fluxo de 1,0
mL/min.

Visto que o arteméter, por conta da baixa concentracdo, possui uma resposta
analitica baixa, procurou-se avaliar qual o melhor comprimento de onda no qual o
sinal seria o maior para este analito e ndo causasse uma diminui¢ao significativa na
lumefantrina. Na literatura diferentes autores utilizaram 210, 216 ou 218 nm. A
Figura 16 traz a comparacdo dos cromatogramas para 0s trés comprimentos de
onda, nos quais ja é possivel observar que ha diferenca no sinal para o arteméter.
Para confirmar o tempo de eluicdo do analito, injetou-se uma solugcéo padréo de

arteméter (cromatograma superior).

Figura 16 - Comparagdo dos cromatogramas de amostra em diferentes
comprimentos de onda (210, 216 e 218 nm)
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Fonte: O autor (2023).
Legenda: linha preta = amostra em 210 nm; linha rosa = amostra em 216 nm; linha azul = amostra em
218 nm; linha marrom = padrdo em 218 nm.

As areas dos picos foram quantificadas pelo software e as medias séo
trazidas na Tabela 3. E possivel notar que o comprimento de onda menor gera uma
resposta analitica maior para o arteméter, considerando a mesma concentracdo; de
210 para 218 nm, por exemplo, a area € quase 50% menor. Para a lumefantrina,
contudo, essa variacao é pequena: a area para 210 nm é apenas 4% menor do que

a maior resposta (em 218 nm). Definiu-se, portanto, o comprimento de onda de 210
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nm para 0 método cromatografico inicial, apesar de apresentar 0s maiores
coeficientes de variacdo na resposta de ambos os ativos.

Durante os testes de meio de dissolucdo, percebeu-se que nessa condicao
cromatografica, interferentes do meio e excipientes eluiam na regido do arteméter,

causando problemas de quantificacdo nos perfis de dissolucao.

Tabela 3 - Valores médios de area e tempo de retencdo para o arteméter e

lumefantrina em diferentes comprimentos de onda

TEMPO DE
COMPRIMENTO i
ATIVO RETENCAO AREA CV(%)
DE ONDA (nm)

(min)
210 10,871 205448 3,91
ARTEMETER 216 10,932 110819 1,35
218 10,944 100424 1,74
210 6,418 17615869 1,75
LUMEFANTRINA 216 6,529 18165596 0,36
218 6,556 18339235 0,05

Fonte: O autor (2023).

Peter Wuelfing e colaboradores (2006) levantam a probleméatica do uso de
polissorbato 80 em meios de dissolucdo quanto ao seu uso em métodos
cromatograficos utilizando deteccédo por UV na regido de 200 a 300 nm. A grande
absorcdo molar do surfactante nesta regido, associada ainda a presenca de
impurezas que também possuem cromoéforos em suas estruturas, dificultam o seu
uso nas metodologias; para minimizar a interferéncia do P80 o ideal seria utilizar
maiores comprimentos de onda de deteccao e concentragdes mais baixas.

Os estudos sobre o meio de dissolucédo (discutidos no topico a seguir com
mais detalhes) indicam a utilizagdo de uma concentracdo de 1% para facilitar a
solubilizagdo dos dois principios ativos, principalmente a lumefantrina. Nesse
cenario, um limite aceitavel (o cut off) seria 260 nm, a partir do qual a absorcéo do
surfactante diminui consideravelmente, embora perto de 210 nm haja um vale que

possa ser explorado (Figura 17). Contudo, apesar desse "vale", a absor¢cdo do
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polissorbato 80 ainda gera interferéncias na resposta do arteméter, pois o sinal

analitico do principio ativo — devido a sua concentracéo de trabalho — é baixo.

Figura 17 - Espectros UV/visivel de solu¢des de P80 em diferentes concentragdes

Absorbance (AU)
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Wavelength (nm)
Fonte: adaptado de Peter Wuelfing et al. (2006).

Dessa forma, a interferéncia do surfactante pode ser resolvida ajustando a
separacao cromatografica (PETER WUELFING et al., 2006). Por isso, 0 método
cromatografico precisou ser reavaliado. A resposta observada para a lumefantrina se
mantinha adequada, dentro dos parametros de tempo de retencéo, pratos tedricos e
fator de cauda. Avaliou se a aplicacdo de um gradiente de fase mével auxiliaria na
resolucéo do arteméter dos interferentes visualizados, mantendo a corrida dentro de
20 minutos, se possivel.

As diferentes condicbes de gradiente estdo dispostas no Apéndice B.
Considerando que uma menor proporcao de solvente organico na fase moével tende
a gerar tempos de retencdo maiores, testou-se avaliar um gradiente que alterasse a
proporcao inicial de acetonitrila:tampé&o fosfato (75:25 %v/v) para uma proporgao
maior de solvente aquoso apdés 7 minutos de corrida, influenciando apenas nas

retencbes do arteméter e do interferente. O resultado inicial é trazido na Figura 18,
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na qual é possivel observar que o perfil cromatogréafico da lumefantrina se mantém
constante, apesar de o tempo de retencéo ter aumentado. Contudo, esse aumento
na retencdo também €& observado no arteméter, que na condigcdo gradiente se
destaca da linha de base, uma vez que o pico de interferente elui em tempos

posteriores.

Figura 18 - Cromatogramas obtidos em coluna Symmetry®, FM composta por
ACN:tampéo fosfato em modo gradiente (Gradiente 1), fluxo de 1,0

mL/min
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Fonte: O autor (2023).
Nota: detecc¢do realizada em 210 nm.

Nesta condicdo, no final da corrida, ha o inicio da eluicAo de outros
componentes da amostra ap6és o fim da corrida da amostra; em uma sequéncia
analitica, uma injecdo atrapalharia a injecdo seguinte. Esse comportamento foi
observado tanto no Gradiente 1 e no Gradiente 3, com pior perfil nesta condicéo e
entdo optou-se por exclui-la dos testes.

Assim, outros gradientes foram avaliados modificando os tempos de modo a
eluir esse terceiro pico dentro de 20 minutos. Enquanto os tempos de retencao dos
principios ativos mantiveram-se inalterados, a retencao do terceiro pico (considerado

um interferente) variava dependendo dos tempos do gradiente estudados. Qualquer
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condicdo cromatografica seria adequada para a quantificacdo dos analitos; o critério
de escolha foi aquele em que o pico interferente saia completamente da coluna em
torno de 20 minutos — critério atendido pelo Gradiente 4.

Novos testes foram feitos com esta condi¢cdo selecionada para confirmagéo
do perfil cromatografico. A Figura 19 traz os cromatogramas da injecdo do Gradiente
4 em dois dias diferentes; enquanto no primeiro dia observam-se trés picos
(lumefantrina em torno de 7 minutos, arteméter em torno de 12 minutos e 0 pico
interferente depois de 15 minutos), a segunda injecdo apresenta o pico da
lumefantrina e coeluicdo do arteméter e do interferente. Essa condi¢do se repetiu
nas cinco corridas testadas do Gradiente 4, indicando que o problema se reproduzia

naquele sistema cromatogréfico.

Figura 69 - Comparacéao de injecfes do Gradiente 4 em dois dias diferentes
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Fonte: O autor (2023).
Nota: detecc¢do realizada em 210 nm.

Essa variacdo de tempo de retencdo do pico interferente era observada tanto
entre injecOes de diferentes gradientes quanto entre injecdes subsequentes de um
mesmo gradiente. Enquanto uma resposta diferente entre gradientes ja seria
esperada, visto que a variacdo no tempo do gradiente muda o ambiente quimico
dentro da coluna, uma variacdo dentro de um mesmo gradiente jA& se mostra mais
problematica. Nas Figuras 20 a 23 séo trazidas as comparacgfes entre as injecoes
de cada gradiente. E evidente como os picos do interferente eluem em tempos cada
vez menores e/ou apresentando um "ganho" de sinal analitico conforme a amostra

era injetada.
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Figura 20 - Cromatogramas de trés injecdes do Gradiente 1, obtidas em coluna
Symmetry®, fluxo de 1,0 mL/min, em uma mesma sequéncia
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Fonte: O autor (2023).
Nota: deteccao realizada em 210 nm.

Figura 217 - Cromatogramas de trés injecdes do Gradiente 2, obtidas em coluna

Symmetry®, fluxo de 1,0 mL/min, em uma mesma sequéncia

I T T T T T T T T T T T

L] = =8 L] o 125 S wE ma =E =g ol mR
Fonte: O autor (2023).
Nota: deteccéo realizada em 210 nm.

Figura 82 - Cromatogramas de trés injecdes do Gradiente 4, obtidas em coluna

Symmetry®, fluxo de 1,0 mL/min, em uma mesma sequéncia

-] 1] &
Fonte: O autor (2023).
Nota: detecc¢édo realizada em 210 nm.
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Figura 23 - Cromatogramas de trés injecdes do Gradiente 5, obtidas em coluna

Symmetry®, fluxo de 1,0 mL/min, em uma mesma sequéncia
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Fonte: O autor (2023).
Nota: Deteccéo realizada em 210 nm.

Esse problema pode ser devido ao acumulo do surfactante durante as
corridas, quando a lavagem com solvente organico € ineficaz em retirar toda a
substancia da coluna. O perfil cromatografico do polissorbato 80, utilizando uma
mesma fase movel, ndo varia tanto em diferentes colunas cromatograficas —
independente da quimica do preenchimento ou do comprimento da cadeia carbbnica
(PETER WUELFING et al., 2006).

Para Peter Wuelfing e colaboradores (2006), maiores proporcdes de
solventes organicos levam ao aparecimento dos picos do polissorbato 80 na corrida
e, assim, indicam que um método cromatografico adequado inclui um gradiente com
maior propor¢ao aquosa para eluicdo dos principios ativos seguida de um aumento
na proporcao organica para eluicdo do surfactante. Diante disso, outros Gradientes
foram avaliados.

O Gradiente 6 ainda manteve as propor¢des avaliadas anteriormente,
mudando apenas os tempos de inicio de rampas — e novamente nao houve muita
diferenga dos testes anteriores, ineficaz em evitar a coeluicdo do arteméter e do
P80, muito menos o acumulo do surfactante. O Gradiente 7 levou em consideragéo
uma sugestéo de Peter Wuelfing e colaboradores (2006).

Em uma corrida de 60 minutos, 60% de ACN permite que a lumefantrina e o
arteméter sejam detectados sem interferéncia, porém com o aumento da proporcéo
organica para 90%, o P80 nao eluiu, sendo detectado apenas apos o retorno a
condicao inicial (Figura 24). Nessa condicdo, os parametros cromatograficos para a

lumefantrina diminuem, principalmente os pratos tedricos que caem para 150.
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Figura 24 - Cromatograma no Gradiente 7, obtido em coluna Symmetry(®), fluxo de
1,0 mL/min
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Fonte: O autor (2023)'.'
Nota: Deteccao realizada em 210 nm.

Foi testada uma condigdo isocratica 80:20 (%v/v) (ACN:tamp&o) para avaliar
o perfil cromatogréafico do polissorbato 80; em uma corrida de 20 minutos, seria
possivel retirar toda a substancia da coluna — proporcdo estudada, entdo, no
Gradiente 8. Como ainda havia resquicios de surfactante eluindo em injecfes
seguintes, uma juncdo entre gradiente de solvente e de fluxo (Gradiente 9) foi

avaliada e mostrou resultados mais positivos (Figura 25).

Figura 25 - Cromatograma no Gradiente 9, obtido em coluna Symmetry(®), fluxo de
1,0 mL/min
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Fonte: O a'utor"(202'3). -
Nota: Deteccao realizada em 210 nm.

Diante dos problemas de resolucédo do arteméter e do P80, sugeriu-se definir
0 método somente para a dissolugdo da lumefantrina — de modo que, no Gradiente

10, utilizando as mesmas condi¢des de fluxo e tempo do Gradiente 9, a deteccéo foi
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feita em 390 nm. O cromatograma obtido apresentava apenas um pico, referente a
lumefantrina, ja que nem o arteméter nem o surfactante absorvem nesse
comprimento de onda. Contudo, a resposta analitica era consideravelmente menor,
por volta de 60 mV e ja era possivel notar pequenos ruidos na linha de base, de
maneira que o método ndo parecia adequado para a lumefantrina apenas, nessa
condicéao.

Com base nos 10 gradientes testados até entdo, identificou-se que as
condi¢cbes ideais para a eluicdo adequada de lumefantrina, arteméter e do
polissorbato 80 sdo a proporcdo de ACN:tampao fosfato de 75:25 (%v/v), 60:40
(%v/v) e 80:20 (%v/v), respectivamente. Assim, avaliou-se a aplicacdo de um
método gradiente que fosse composto por essas trés condigbes, em 210 nm. O
Gradiente 11 gerou o perfil cromatografico observado na Figura 26; nota-se que a
lumefantrina mantém o formato usual, enquanto o arteméter eluiu em torno de 11
minutos, se destacando da linha de base, e o P80 aparece no final na corrida. O
método gradiente se mostrou adequado em resolver os dois principios ativos da
interferéncia do polissorbato 80 dentro da corrida de 25 minutos. O método final

obtido é resumido no Quadro 6 a seguir.

Figura 26 - Cromatograma no Gradiente 11, obtido em coluna Symmetry(®), fluxo de
1,0 mL/min
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Fonte: O autor (2023).
Nota: Deteccao realizada em 210 nm.
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Quadro 6 - Condicao final do gradiente do método cromatografico desenvolvido

TEMPO (min) PROPO’RQAO DE FASE PROPO,R(;AO DE FASE
MOVEL A (%) MOVEL B (%)
0 25 75
6 25 75
7 40 60
11 40 60
12 20 30
16 20 80
17 25 75
25 25 75

Fonte: O autor (2023).
Legenda: Fase mével A = tampdo fosfato de potassio monobasico, pH 3,4; Fase mével B =
acetonitrila.

4.2 Desenvolvimento da etapa de dissolucao

Para a Anvisa e a Farmacopeia Americana, os testes de solubilidade devem
ser realizados dentro da faixa do pH fisiolégico (pH 1,2 a 7,2) pelo método da
agitacdo orbital em frasco. Como o Setor de Medicamentos do INCQS néo
apresentava condicdes técnicas para a realizacdo do experimento conforme as
normas vigentes, buscou-se na literatura por trabalhos em que essa avaliacao foi
realizada.

O Unico trabalho (dentre os trés encontrados na literatura) que atende aos
critérios metodologicos é o desenvolvido por Rivelli (2016). Belew e colaboradores
(2020) nao apresentam resultados nos pH 4,5 e 6,8 para a lumefantrina, como pode
ser observado no Apéndice A, e Umapathi, Ayyappan e Darlin Quine (2011) ndo

seguem o método com os critérios estabelecidos.
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Tendo como base os resultados de solubilidade obtidos pela autora, os meios
de dissolucéo testados neste trabalho foram pH 1,2 com LSS, pH 1,2 com P80, pH
4,5 com LSS, pH 4,5 com P80, pH 6,8 com LSS e pH 6,8 com P80.

Em uma dissolugéo tedrica de 100% no volume de meio de 900 mL dos
principios ativos arteméter (20 mg) e lumefantrina (120 mg), a concentracao final
seria de 22,2 ug/mL e 133,3 pg/mL, respectivamente. Em qualquer um destes meios,
a dose de arteméter estaria totalmente sollvel, ja que a menor solubilidade relatada
foi de 110,2 pg/mL no meio pH 1,2 com LSS. Dentre as seis opg¢des escolhidas, o
anico meio em que tal dose de lumefantrina seria solivel € o pH 1,2 com P80
(solubilidade média de 180,65 pg/mL); o0s outros meios apresentariam
concentragfes maximas de 55,6 pg/mL.

Como este trabalho fez uso de informacdes descritas na literatura e ha
discrepancias nos valores relatados de solubilidade do arteméter para os meios de
pH 1,2 com 1% de P80, pH 4,5 com 1% d LSS e 1% de P80 e pH 6,8 com 1% de
LSS (Apéndice A), decidiu-se realizar uma avaliagdo experimental através dos perfis
de dissolucdo, ainda que houvesse uma provavel baixa solubilidade da lumefantrina.

Em um método de dissolucéo, é necessario, sempre que possivel, atender a
condicdo sink, definida como: "sendo no minimo trés vezes o volume de meio
necessario para se obter uma solucdo saturada do IFA, considerando a maior
dose comercializada do produto” (ANVISA, 2021, p. 12). Para o arteméter, um
volume de 500 mL j& seria necessario, mas como para solubilizar a lumefantrina
mesmo no meio de maior solubilidade séo necesséarios pelo menos 650 mL, fixou-se
o volume de 900 mL. Ainda assim, a lumefantrina ndo apresentara condicao sink,
contudo, a Anvisa permite que essa condicdo ocorra de acordo com justificativas
técnicas (ANVISA, 2021).

Os primeiros meios de dissolucdo avaliados foram os de pH 1,2, uma vez que
a maior resposta para a lumefantrina era observada nessa faixa. A primeira
constatacdo do método foi que, durante o preparo do meio contendo laurilsulfato de
sodio, o surfactante se mostrou instavel e nao solubilizou em agua. O aspecto era o
de uma suspenséao de aspecto leitoso, branco, e que decantava em repouso.

Supos-se que essa situacdo poderia ser por conta de incompatibilidade do
LSS com algum componente da solucdo preparada: o surfactante precipita junto de
sais de potassio, embora seja estavel em solugcbes acidas diluidas (SODIUM...,
2009; THE UNITED, 2021), e o tampao utilizado para chegar ao pH de 1,2 possuia
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uma solucdo de cloreto de potassio. O preparo do meio de dissolucdo foi feito
conforme o trabalho de Rivelli (2016), contudo a autora ndo informa nenhuma
ocorréncia semelhante a observada neste trabalho. Uma possibilidade seria a
reavaliacdo do tampéo, utilizando um meio constituido por uma solugdo de é&cido
cloridrico diluida contendo LSS.

Dessa forma, néo foi realizado o perfil de dissolucdo no meio pH 1,2 + 1% de
LSS (p/v) e prosseguiu-se com 0 ensaio com 0 meio de dissolugéo de pH 1,2 com
1% de Polissorbato 80 (p/v), apds o teste preliminar em béquer (item 3.4.2) ter se
mostrado satisfatorio.

Nos trés trabalhos que discutem a dissolugcédo de arteméter e lumefantrina, as
pas foram escolhidas no método validado (UMAPATHI, AYYAPPAN E DARLIN
QUINE, 2011; RIVELLI, 2016; BELEW et al., 2020). Além disso, Rivelli (2016)
comenta sobre a retencdo de parte dos comprimidos dentro das cestas,
influenciando de forma negativa nos resultados da dissolucdo. Portanto, para este
trabalho, todos os testes preliminares e o método finalizado foram feitos utilizando o
Aparato 2. Inicialmente, a agitacdo do aparato foi selecionada em 75 rpm, de acordo
com valores sugeridos pela Farmacopeia Americana, no Capitulo 1092.

O perfil de dissolucdo pode ser observado na Figura 27. E possivel notar que
a resposta da lumefantrina apresenta uma curva "tipica" de dissolucédo, embora a
solubilizacéo seja lenta, chegando ao maximo de 80%. A resposta para o arteméter
aparentemente se aproxima de um platd em torno de 90%. Os primeiros minutos
nao puderam ser quantificados porque o pico do analito era de baixa resposta
analitica e, nas condi¢cbes cromatograficas selecionadas, eluia préximo a um
interferente de grande resposta.

O uso de surfactantes é permitido em meios de dissolu¢cdo na concentracédo
minima possivel, acima da concentracdo micelar critica, que desenvolva condi¢cbes
sink; para o P80, essa concentracéo critica € de 0,02 a 0,08% (p/v) (THE UNITED,
2021). A quantidade de farmaco dissolvido em 90 minutos para os dois principios
ativos foi considerada adequada, de modo que decidiu-se avaliar os meios de
dissolucéo contendo 0,5%, 0,25% e 0,1% de P80 (p/v), ainda na agitacao de 75 rpm.

Os perfis de dissolucao para 0,1% e 0,25% estao ilustrados nas Figuras 28 e
29, respectivamente. O sistema cromatografico apresentou problemas nas injecoes
do meio 0,5%, em que todas as injecdes de todos 0s tempos nao apresentavam

nenhum pico, exceto o tempo final. Assim, a Unica resposta obtida para o meio pH
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1,2 + 0,5% (p/v) P80 em 75 rpm indica uma dissolucdo de 47% de arteméter e 69%

de lumefantrina em 90 minutos.

Figura 27 - Perfil de dissolucéo de arteméter e lumefantrina em meio de dissolugéo
pH 1,2 + 1% de P80 (p/v), pas, 75 rpm
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Fonte: O autor (2023).

Figura 28 - Perfil de dissolucdo de arteméter e lumefantrina em meio de dissolugéo
pH 1,2 + 0,1% de P80 (p/v), pas, 75 rpm
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Fonte: O autor (2023).
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Figura 29 - Perfil de dissolucdo de arteméter e lumefantrina em meio de dissolucéo
pH 1,2 + 0,25% de P80 (p/v), pas, 75 rpm
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Fonte: O autor (2023).

Dos graficos, € possivel perceber que os dois meios apresentaram resultado
inferior para ambos os analitos, comparado com o perfil com 1% do tensoativo. A
partir desses experimentos, o Ultimo tempo de coleta foi estendido de 90 para 120
minutos, para se avaliar a instalacdo de um platd — considerado quando duas
amostras de dois tempos seguidos apresentam a mesma quantidade de droga
dissolvida. Em ambos os casos, percebe-se que o arteméter parece alcancar tal
platd, de cerca de 14% para 0,1% de P80, e de 30% para 0,25%. A lumefantrina
novamente ndo apresenta um platd, ja que para os dois meios a curva continua em
ascensao nos ultimos tempos. De qualquer maneira, os dois meios foram
considerados inadequados para um método de dissolucéo.

Um novo teste com o meio pH 1,2 com 1% de P80 (p/v) foi realizado, desta
vez ajustando a agitacdo para 100 rpm — velocidade compativel com os trabalhos
desenvolvidos na literatura. Além disso, devido aos problemas no sistema
cromatograficos anteriormente, um novo ensaio com 0,5% (p/v) também foi
realizado, com 100 rpm de agitacdo. Os resultados destes experimentos sao
trazidos na Figura 30 para o arteméter e Figura 31 para a lumefantrina.

Dos gréficos, € possivel perceber que os dois meios apresentaram resultado

inferior para ambos os analitos, comparado com o perfil com 1% do tensoativo. A
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partir desses experimentos, o ultimo tempo de coleta foi estendido de 90 para 120
minutos, para se avaliar a instalacdo de um platd — considerado quando duas
amostras de dois tempos seguidos apresentam a mesma quantidade de droga
dissolvida. Em ambos os casos, percebe-se que o arteméter parece alcancar tal
platd, de cerca de 14% para 0,1% de P80, e de 30% para 0,25%. A lumefantrina
novamente ndo apresenta um platd, ja que para os dois meios a curva continua em
ascensdao nos ultimos tempos. De qualquer maneira, os dois meios foram
considerados inadequados para um método de dissolucgéo.

Um novo teste com o meio pH 1,2 com 1% de P80 (p/v) foi realizado, desta
vez ajustando a agitacdo para 100 rpm — velocidade compativel com os trabalhos
desenvolvidos na literatura. Além disso, devido aos problemas no sistema
cromatograficos anteriormente, um novo ensaio com 0,5% (p/v) também foi
realizado, com 100 rpm de agitacdo. Os resultados destes experimentos sao

trazidos na Figura 30 para o arteméter e Figura 31 para a lumefantrina.

Figura 30 - Perfil de dissolucédo de arteméter em meio de dissolugcéo pH 1,2 + 0,5%
de P80 (p/v) e pH 1,2 + 1,0% de P80 (p/v), pas, 100 rpm
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Fonte: O autor (2023).

A resposta do arteméter novamente sofre interferéncia do meio, como pode
ser observado na Figura 30, na curva em laranja que sobe até 67% em 45 e 60
minutos e entdo torna a descer para 45% em 120 minutos. Ndo ha, contudo, como

determinar se o0s pontos finais tiveram supressdo de sinal ou se o0s pontos
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Figura 319 - Perfil de dissolugcéo de lumefantrina em meio de dissolugéo pH 1,2 +
0,5% de P80 (p/v) e pH 1,2 + 1,0% de P80 (p/v), pas, 100 rpm

100,00

90,00 86,24
80,00 71,64
L
4 70,00
3
O 60,00
v
N
o 50,00
S
g 40,00
o
8 30,00
R —e—0,5% P80
20,00 1,0% P80
10,00
0,00
0 20 40 60 80 100 120

TEMPO (MINUTOS)
Fonte: O autor (2023).

intermediarios foram superestimados. Para a lumefantrina, as curvas para 0,5% e
1,0% apresentam o mesmo comportamento (uma curva ascendente que tende a um
platd), mas € evidente que uma maior concentracdo de surfactante impacta
positivamente na dissolugéo.

Os valores de principio ativo dissolvido encontrado em cada tempo de coleta
nos perfis de dissolucdo estdo apresentados na Tabela 4. O Capitulo 1092, da
Farmacopeia Americana, descreve gue um método de dissolucdo adequado deve ter
um coeficiente de variacdo menor do que 20% nos tempos iniciais €, N0 Maximo,
10% nos tempos finais.

O meio de pH 1,2 com 0,1% de P80 possui grande variabilidade na resposta,
com valores em torno de 20% para a lumefantrina e chegando até a mais de 120%
para o arteméter. Os meios com 0,5%, a 100 rpm, e 1,0%, a 75 e 100 rpm,
demonstram uma menor variacdo nas respostas dos analitos em cada tempo de
coleta, indicando perfis adequados.

Deve-se considerar, contudo, que alguns testes de curva de dissolucdo foram
feitos utilizando de 2 a 3 cubas. Essa baixa representatividade amostral pode ter
influenciado nos resultados descritos, principalmente nos observados nos meios de
menores concentragdes que apresentavam variagoes altas, principalmente para o

arteméter.
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Tabela 3 — Resultados obtidos nos testes de perfil de dissolu¢cdo, em cada condicéao,

considerando a porcentagem de farmaco dissolvida em cada tempo de

coleta
CONDICAO 1 2 3 4 5
Tempo (min)| ART CV (%) | ART CV (%) | ART CV(%) | ART CV (%) | ART CV (%)
3 3,73 70,00 | 0,00 0,00 - - - - - -
5 - - - - 0,00 0,00 | 19,89 15,44 |3241 8,31
6 1,44 127,05 | 7,26 64,90 - - - - - -
9 245 41,26 | 12,36 19,56 - - - - -
10 - - - - 0,00 0,00 |3556 4,01 |3525 26,59
12 11,16 105,01 | 16,43 14,48 - - - - - -
15 14,16 51,78 | 17,24 15,39 | 0,00 0,00 |4841 584 |4099 8,63
20 10,93 36,17 | 21,59 8,27 - - - - - -
22 - - - - - - 59,05 1,28 |54,82 5,72
30 8,84 13,78 |30,83 20,03 | 69,29 15,21 | 64,15 2,49 |61,55 15,96
45 14,42 32,24 | 29,56 3,79 |89,42 2,29 |72,76 2,26 |6682 813
60 14,74 36,54 | 31,23 3,97 (8754 4,84 |7321 1,79 |66,29 14,97
90 14,76 0,00 |3220 0,74 |[9103 6,35 |7484 2,62 |5853 6,22
120 14,67 19,16 | 29,63 3,49 - - 7430 0,61 |4540 240
CONDICAO 1 2 3 4 5
Tempo (min)| LUM CV (%) | LUM CV (%) | LUM CV (%) | LUM CV (%) | LUM CV (%)
3 0,00 0,00 0,21 0,002 - - - - - -
5 - - - - 8,87 0,00 598 0,001 | 10,30 0,0001
6 1,54 14,81 | 4,85 3,29 - - - - - -
9 584 13,25 | 11,12 7,68 - - - - -
10 - - - - 26,59 10,37 | 16,99 2,40 | 26,24 2,00
12 8,00 0,00 | 16,50 0,22 - - - - - -
15 584 16,96 | 19,03 1090 |37,04 351 |2649 1,89 |3855 1,20
20 8,48 16,98 | 21,48 3,30 - - - - - -
22 - - - - - - 35551 1,78 |49,67 0,05
30 13,04 1,50 |26,35 8,71 |57,76 2,59 |4285 2,26 |57,09 0,53
45 15,64 11,54 | 38,42 066 |6705 2,76 |5211 1,76 |66,85 0,79
60 17,68 17,40 | 45,00 0,003 |7336 3,89 |5834 147 |7401 1,39
90 21,69 20,71 | 5232 2,05 |79,82 238 |6651 1,36 |8156 1,43
120 26,44 10,38 | 59,51 0,98 - - 71,64 1,76 |86,24 1,34
Fonte: O autor (2023).
Legenda: ART = arteméter; LUM = lumefantrina; CV = coeficiente de variagdo; min = minutos;

condicdo 1 = meio de pH1,2 + 0,1% de P80, 75 rpm; condi¢éo 2 = meio de pH1,2 + 0,25% de P80, 75
rpm; condicdo 3 = meio de pH1,2 + 1,0% de P80, 75 rpm; condicdo 4 = meio de pH1,2 + 0,5% de
P80, 100 rpm; condicdo 5 = meio de pH1,2 + 1,0% de P80, 100 rpm.

Nota: nas respostas em que se Ié "0,00", entende-se por néo foi possivel realizar a quantificacao; nos
tempos com "-", entende-se que o tempo de coleta ndo foi realizado naquela condicéo.

A interferéncia observada no arteméter pode ser explicada por uma resposta

exacerbada na janela de 7 a 12 minutos nos cromatogramas, representada na
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Figura 32. A resposta é mais pronunciada no meio com 1% de polissorbato 80 (p/v),
no qual a eluicdo do arteméter ocorre exatamente nesta regido, em torno de 10,7
minutos, tornando a quantificacdo dificil pois o software utilizado (Labsolutions®)
apresentava problemas para integrar corretamente 0 pico, muitas vezes nao
identificando-o ou considerando uma area maior. Apesar de essa regido ja ser
observada nos meios de dissolucao "brancos”, a dissolucdo da amostra aumenta a
resposta analitica; supde-se que haja uma soma de resposta do meio com algum ou
alguns excipientes.

Ainda, a presenca de um pico presente tanto nos diluentes quanto na
amostra, em torno de 11,0 minutos, chamado aqui de "Pico A" poderia passar pelo
arteméter. Para confirmar a eluicdo do analito em 10,7 minutos, o cromatograma da
amostra foi comparado com injecoes de padrdao e uma amostra fortificada com
padrao.

Quanto aos meios de pH 4,5 e 6,8 com 1% dos surfactantes LSS e P80, as
quatros op¢des foram consideradas insatisfatérias no teste preliminar, portanto ndo
passaram pelo ensaio de perfil de dissolugcdo. Os resultados obtidos em cada pH

estdo apresentados nas Figuras 33 e 34, respectivamente.

Figura 3210 - Comparacdo dos cromatogramas para a) meios de dissolucdo pH 1,2
+ 0,5% P80 (p/v) e pH 1,2 + 1,0% P80 (p/v); b) amostra dissolvida nos
meios de dissolucdo pH 1,2 + 0,5% P80 (p/v) e pH 1,2 + 1,0% P80 (p/v),
pas, 100 rpm
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Fonte: O autor (2023).
Legenda: linha preta = meio com 0,5% de P80; linha rosa = meio com 1,0% de P80.
Nota: deteccéo realizada em 210 nm para todos os cromatogramas (meio e amostra).
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Figura 113 - Comparacao dos cromatogramas para os meios pH 4,5 + 1,0% de P80
(p/v) e pH 4,5 + 1,0% de LSS (p/v), picos 1-4 representam a lumefantrina
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Fonte: O autor (2023).
Legenda: linha preta = meio com P80; linha rosa = meio com LSS.
Nota: deteccéo realizada em 210 nm para ambas as corridas.

Figura 34 - Comparacgao dos cromatogramas para os meios pH 6,8 + 1,0% de P80

(p/v) e pH 6,8 + 1,0% de LSS (p/v), picos 1-3 representam a lumefantrina
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Fonte: O autor (2023).
Legenda: linha preta = meio com LSS; linha rosa = meio com P80.
Nota: deteccéo realizada em 210 nm para ambas as corridas.

No pH 4,5, a lumefantrina se divide em dois picos, um deles eluindo logo no
inicio da corrida (picos 1 e 2 na Figura 33), e outro entre 6 e 8 minutos (pico 3 para
P80 e pico 4 para LSS na Figura 33). Ja no pH 6,8, a lumefantrina elui com um pico
duplo em 8 minutos, com uma resposta discreta (pico 2 na Figura 34), para o LSS; e
novamente se divide em dois picos (1 e 3 na Figura 34) para o P80. O arteméter

eluiu entre 10 e 11 minutos nos quatro meios de dissolucao.
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Analisando os dados dentre os trés pH e uso dos dois surfactantes, fica claro
que o aumento do pH afeta negativamente na solubilizacdo da lumefantrina. Esse
comportamento fica explicito na compara¢do dos cromatogramas da dissolucdo nos
meios pH 1,2, 4,5 e 6,8 com polissorbato 80 (Figura 35); nota-se que a resposta do
principio ativo € maior na condicdo mais acida, na qual o pico chega a 1000 mV,
enguanto nas outras condicfes, além dos problemas ja expostos acima, a resposta
ndo chega a 350 mV. A influéncia do pH j& foi observada nos trabalhos de Rivelli
(2016) e Belew e colaboradores (2020); contudo, a existéncia de um platdé de 80%

em 60 minutos foi descrita pela autora, o que néo foi observado neste trabalho.

Figura 35 - Comparacao dos cromatogramas obtidos nos meios pH 1,2 + 1,0% de
P80 (p/v), pH 4,5 + 1,0% de P80 (p/v) e pH 6,8 + 1,0% de P80 (p/v)
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Fonte: O autor (2023).
Legenda: linha azul = pH 1,2; linha preta = pH 4,5; linha rosa = pH 6,8.
Nota: deteccéo realizada em 210 nm para as trés corridas.

A dissolucdo dos dois principios ativos é influenciada pela concentracdo de
surfactante no meio de dissolugcdo: um aumento de 10 vezes na quantidade de
polissorbato 80 representa um aumento de 76% e 53% na dissolucdo do arteméter e
lumefantrina, respectivamente. O aumento da agitacdo gera um aumento mais
discreto para a lumefantrina, enquanto melhora ainda mais a solubilizagdo do
arteméter (de 47% para 74%) no meio de 0,5% (p/v), mas parece influenciar ainda
mais na interferéncia do meio 1,0% na condicéo isocratica.

Como o intuito deste trabalho era a escolha de um meio de dissolug&o Unico
que permitisse a dissolucdo simultanea dos dois principios ativos, nos meios de pH

4,5 e 6,8, ao verificar os problemas associados a lumefantrina, o arteméter nao foi



80

sequer quantificado. Visualmente, o meio mais éacido com P80 (Figura 36,
cromatograma (a)) parece ter uma resposta analitica menor, mas ndo € possivel
atribuir isso a uma baixa solubilidade do arteméter ou uma alta interferéncia do meio
de dissolugcdo. Supde-se que a resposta analitica desse principio ativo ndo difira
muito em diferentes pH ou com diferentes surfactantes. Rivelli (2016) indica que as
melhores respostas, porém, teriam sido com o pH 4,5 com LSS e pH 6,8 com P80,

com dissolu¢des rapidas, de 80% em 20 e 15 minutos, respectivamente.

Figura 126 - Comparacao dos cromatogramas diferentes meios: a) 1,0% de P80
(p/V) nospH 1,2, 4,5 € 6,8; b) 1,0% de LSS (p/v) nos pH 4,5¢e 6,8
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Fonte: O autor (2023).

Legenda: linha azul = pH 1,2; linha preta = pH 4,5; linha rosa = pH 6,8; destaques em vermelho =
picos referentes ao arteméter.

Nota: deteccédo realizada em 210 nm em todas as corridas.

Embora a autora relate que nesses meios seriam necessarios apenas 6 mL
para solubilizar a dose de 20 mg de arteméter, considerando o volume de 900 mL do
ensaio, a condi¢cao sink extrapolaria os critérios e o teste de dissolucdo nao seria
capaz de detectar mudancas criticas nas formulacdes e discriminar entre produtos
aceitaveis e ndo aceitaveis (RIVELLI, 2016; THE UNITED, 2021), de maneira que,
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apesar de apresentarem a melhor solubilidade, os meios ndo seriam adequados
para o ensaio.

Pelos dados de solubilidade, em qualquer um dos meios testados neste
trabalho, o arteméter poderia chegar a 100% de dissolucdo, portanto, o fator que
afeta mais os resultados é a agitacdo do meio — condicdo atestada por Belew e
colaboradores (2020). Mas frente a tudo exposto, os dados indicam que a resposta
mais adequada € obtida na agitagdo a 75 rpm, no meio de pH 1,2 + 1,0% de P80.

Nessas condigdes, os critérios do valor Q e tempo de coleta foram estimados
em pelo menos 80% em 60 minutos para o arteméter, e 70% em 90 minutos para a
lumefantrina. Um menor valor de farmaco dissolvido para a lumefantrina € justificada
pela sua baixa solubilidade; a condicdo sink ndo é atingida, de maneira que o
volume do meio pode ndo ser suficiente para solubilizar toda a quantidade
adicionada. Para Belew e colaboradores (2020), os valores Q seriam 80%, de
maneira que o critério estipulado por este trabalho ndo seria tdo discrepante dos
apresentados na literatura. Cabe ressaltar que tais valores sdo apenas estimativas,
e a decisdo final deve se basear nas normas disponiveis para que o0 método seja
discriminativo.

Os critérios de aceitacdo do ensaio de dissolucdo do arteméter seriam,
portanto: o primeiro estagio sera satisfatério com valores acima de 85%; no segundo
estagio, a média de doze unidades deve ser maior que 80% e nenhuma unidade
estard abaixo de 65%; no ultimo estagio, a média de 24 unidades esta acima de
80%, no maximo duas unidades com resultados inferiores a 65% e nenhuma
unidade inferior a 55%. Para a lumefantrina, os valores seriam respectivamente:
75%, em E1; 70% e 55%, para o E2; e 70%, 55% e 45% em ES3.
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5 CONCLUSAO

O método final proposto foi adequado para a dissolugcao simultdnea dos dois
principios ativos em um Unico meio de dissolucdo de comprimidos de liberacao
imediata da combinacdo de dose fixa de arteméter (20 mg)/lumefantrina (120 mg)
em uma unica corrida cromatografica de 25 minutos. Traz vantagens ao utilizar um
surfactante mais acessivel, como o polissorbato 80, no meio de dissolugéo, e
realizar a quantificacdo de maneira mais simples e rapida se comparada com a
monografia da Farmacopeia Internacional.

Na otimizacdo do método cromatografico para a quantificacdo dos principios
ativos, avaliou-se diferentes colunas cromatograficas, tampdes de diferentes sais em
diferentes propor¢cbes na fase moével e diferentes comprimentos de onda para a
deteccdo. Ao fim dos testes, definiu-se uma fase mével composta por acetonitrila e
tampéo de fosfato de potassio de pH 3,4, em fluxo de 1,0 mL/min, deteccdo no UV
em 210 nm, coluna C18, de 250 mm x 4,6 mm. Embora o objetivo inicial fosse um
método isocratico, a resolucdo adequada da lumefantrina, arteméter e polissorbato
80 foi obtida apenas em condicao gradiente de fase mével.

Na pesquisa do meio de dissolucdo, observou-se que a solubilizacdo da
lumefantrina € consideravelmente influenciada pelo pH, com a melhor resposta em
meios mais &cidos; além disso, o aumento da concentracdo de surfactante — em
agitacdo semelhante — aumenta a solubilizagdo. A dissolu¢cdo do arteméter é
positivamente influenciada pelo aumento da concentracdo do surfactante e da
agitacdo. Portanto, ficou definido um meio de tampdo pH 1,2 com 1% de
polissorbato 80 (p/v) sob agitacdo de 75 rpm. Nessas condi¢cdes, depois de 60 e 90
minutos, pelo menos 80% de arteméter e 70% de lumefantrina, respectivamente,
estdo dissolvidos no meio — mas estes valores sdo apenas estimativas, e os valores
Q devem ser oficializados com novos testes e decisdes.

Ainda sdo necessarias as etapas de validacdo analitica no Setor de
Medicamentos, além da avaliacdo de sua aplicabilidade em comprimidos da
associacdo do antimalarico de diferentes fabricantes, e do seu poder discriminativo.
Futuramente, a dissolugdo de arteméter/lumefantrina podera ainda ser adicionada
aos compéndios oficiais e auxiliar em um controle de qualidade mais rigoroso dos
medicamentos fornecidos a populacdo acometida pela malaria, ajudando a diminuir

o impacto mundial da doenca.
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APENDICE A - MEIOS DE DISSOLUCAO AVALIADOS ANTERIORMENTE NA
LITERATURA COM A SOLUBILIDADE MEDIA ESTIMADA EM pg/mL

pH MEIO DE DISSOLUCAO AUTOR ART LUM
Aqua 1 133 Insoluvel
g 2 92 5
. 1 4107 16
0
Agua + 1,0% LSS 5 97 14
- Agua + 1,0% BKC 1 1230 11
Agua + 1,0% CTAB 1 2544 11
. 1 643 11
0
Agua + 1,0% P80 5 507 6
Agua + 1,0% Myrj 52 1 536 34
~ 1 127 Insolavel
Solugéo HCI 5 104 1
Solucdo HCI + 0,5% LSS 3 323 -
1 2633 216
Solugédo HCI + 1,0% LSS 2 116 39
3 337 59
Solucdo HCI + 1,0% BKC é 10_55 19139
1,0-1,2 Solugéo HCI + 1,0% CTAB 1 2469 175
Solucao HCI + 0,5% P80 3 10 -
1 639 272
Solucdo HCI + 1,0% P80 2 450 185
3 17 112
Solucado HCI + 0,5% Myrj 52 3 151 -
1 503 813
~ 0 .
Solucédo HCI + 1,0% Myrj 52 3 181 -
. 1 603 463
=1 0
Solucédo HCI + 1,0% Myrj 52 3 290 626
. 1 897 616
- o 0
2,0-2,3 Solugédo HCI + 1,5% Myrj 52 3 452 813
1 1077 732
~ 0 .
Solucdo HCI + 2,0% Myrj 52 3 652 1033
Tampao acetato 1 130 Insolavel
P 2 74 1
Tampao acetato + 0,5% LSS 3 138 -
45 1 3896 238
' Tampao acetato + 1,0% LSS 2 3230 52
3 219 -
Tampao acetato + 1,0% BKC 1 1246 6
Tampao acetato + 1,0% CTAB 1 2555 23
4,5 Tampao acetato + 0,5% P80 3 24 -
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pH MEIO DE DISSOLUCAO AUTOR ART LUM
1 641 25
Tampao acetato + 1,0% P80 2 625 24
3 23 -
Tampéao acetato + 0,5% Myrj 52 3 8 -
1 524 19
Tampéao acetato + 1,0% Myrj 52 3 33 -
. 1 119 Insoluvel
Tampao fosfato > 102 3
Tampao fosfato + 0,5% LSS 3 5 -
1 3511 79
Tampao fosfato + 1,0% LSS 2 3068 18
3 5 -
6,8 Tampao fosfato + 1,0% BKC 1 1275 3
Tampéo fosfato + 1,0% CTAB 1 2589 3
1 661 7
3 0,
Tampao fosfato + 1,0% P80 > 660 y
Tampao fosfato + 0,5% Myrj 52 3 22 -
. 1 528 7
Tampao fosfato + 1,0% Myrj 52 3 37 )
Tampao fosfato 2 76 3
7,2 Tampao fosfato + 1,0% LSS 2 105 3
Tampao fosfato + 1,0% P80 2 100 4

Fonte: O autor (2023). Legenda: LSS — Laurilsulfato de sddio; BKC — Cloreto de benzalcénio; CTAB —
Brometo de cetrimbnio; P80 — Polissorbato 80; ART — Arteméter; LUM — Lumefantrina; Autor 1 —
Umapathi, Ayyappan e Darlin Quine, 2011; Autor 2 — Rivelli, 2016; Autor 3 — Belew et al., 2020.



APENDICE B - CONDICOES GRADIENTES AVALIADOS NO TRABALHO
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PROPORCAO DE PROPORCAO DE

TESTE TEMPO (min) FASE MOVEL A FASE MOVEL B
(%) (%)
0 25 75
6 25 75
. 7 30 70
Gradiente 1 11 30 20
12 25 75
20 25 75
0 25 75
6 25 75
. 7 30 70
Gradiente 2 14 20 30
15 25 75
20 25 75
0 25 75
6 25 75
. 7 45 55
Gradiente 3 17 45 55
18 25 75
20 25 75
0 25 75
6 25 75
. 7 30 70
Gradiente 4 17 30 0
18 25 75
20 25 75
0 25 75
6 25 75
. 7 15 85
Gradiente 5 17 15 a5
18 25 75
20 25 75
0 25 75
9 25 75
. 10 30 70
Gradiente 6 19 30 20
20 25 75
30 25 75
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PROPORCAO DE PROPORCAO DE

TESTE TEMPO (min) FASE MOVEL A FASE MOVEL B
(%) (%)
0 40 60
28 40 60
. 30 10 90
Gradiente 7 0 10 9
52 40 60
60 40 60
0 25 75
Gradionte 8 8 25 75
G r;?jieli?eeg* ’e 9 20 80
Gradiente 10** 13 20 80
14 25 75
20 25 75
0 25 75
6 25 75
7 40 60
. 11 40 60
Gradiente 11 12 20 30
18 20 80
19 25 75
25 25 75

Fonte: O autor (2023). Legenda: Fase Mével A = Tampédo fosfato, pH 3,4; Fase Moével B

Acetonitrila. *O Gradiente 9 possuia também um gradiente de fluxo: 0-8 min: 1,0 mL/min; 9-13 min:
1,5 mL/min; 14-20 min: 1,0 mL/min. **O Gradiente 10 possuia gradiente de fluxo e foi feito no

comprimento de onda de 390 nm.



