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I. Resumo
A malaria continua a ser a infec¢do humana mais devastadora no mundo inteiro com 300
a 500 milhdes de casos clinicos e quase 3 milhdes de mortes por ano.
Em Mogambique cerca de 48% de todas consultas externas e cerca de 63% de todas
admissdes pediatricas nos hospitais rurais e centrais foi atribuida a malaria.
Hoje em dia na quimioterapia da malaria usa-se o Fansidar que ¢ uma combinagio de
Sulfadoxina (500mg) e Pirimetamina (25 mg) que inibe os passos subsequentes
envolvidos na biossintese do acido tetrahidrofolico.
A baixa qualidade das medicamentos constitui o maior problema da saide piblica.
Especialmente nos paises em desenvolvimento onde ha falta de recursos adequados para
efectivamente controlar esses problemas.
O uso de Sulfadoxina e Pirimetamina fora do prazo ou falsificados retarda o tratamento
quimioterapéutico da malaria. E com essas consideragdes que nesse trabalho se descreve
um simptes, rapido, barato e sensitivo método colorimétrico de autenticagdo desses

antimalaricos.

A Sulfadoxina e Pirimetamina foram isolados a partir do Fansidar injectavel usando as

suas solubilidades, sendo a Sulfadoxina solivel em agua e a Pirnmetamina insoluvel.

Depois seguiu a purificagio ¢ a analise dos pontos de fusdo de cada composto, tendo-se
obtido cerca de 198-201 °C para a Sulfadoxina e 240-243 °C para a Pirimetamina que sio
valores muito proximos aos dados da literatura "3 %1

A analise da pureza foi feita usando a Cromatografia em Camada Fina (CCF)

A confirmagido das estruturas foi feita usando os espectros de Infravermelho e os
espectros de massa , tendo-se obtido bandas que correspondem aos compostos desejados

(Sulfadoxina e Pirimetamina).

A Sulfadoxina e a Pirimetamina absorvem quase na mesma regido (200-400 nm para
Pirimetamina e 230-350 nm para a Sulfadoxina), sendo impossivel a determinagdo

simultinea em formula¢des farmacéuticas sem antes separar ',
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Neste estudo fez-se a analise simultanea de Sulfadoxina e Pirimetamina usando a reacgio
de complexagio com o acido Cloranilico como agente complexante € 1,4- Dioxano como
solvente.

Primeiro investigou-se o maximo de absorgdo para cada complexo e para o complexante,
tendo-se obtido 500 nm para o complexo de Sulfadoxina, 520 nm para o complexo de
Pirimetamina e 420 nm para o acido Cloranilico, O que mostra que € possivel a
determinagdo simultanea desses dois compostos, mas sob a forma de complexos pois

esses absorvem em regides diferentes.

Os limites de detecgdio foram de 3.22 x 10 mol/L para a Sulfadoxina e 2.01 x 10™ mol/L

para a Pirimetamina.

Usando o método de complexagio obtivemos um rendimento de cerca de 98.04 + RSD
2.00% até 103.03 + 2.94% para Sulfadoxina e 95.33 £ RSD 4.90% até 99.5 + 2.5% para
Pirimetamina.

Pode-se recomendar esta técnica desenvolvida pds a sua sensibilidade, exactiddo e
simplicidade ddo-nos resultados fieis na garantia de qualidade e analise de estabilidade

dessas drogas.
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1 Introdugio

A maléria ou o paludismo ¢ uma doenga infecciosa, nao contagiosa, de evolugio cronica,
com manifestagdes episddicas de caracter agudo e periodos de laténcia que podem
simular cura .

A maléria é causada por um parasita protozoario unicelular do género Plasmodium. Das 4
espécies (P. Falciparum, P. Malariae, P. Ovale € P. Vivax ™), o P. Falciparum e o P.

Vivax sio responsaveis por cerca de 95% do total dos casos de malaria em todo mundo ™.

Todas as espécies do plasmodium tém dois hospedeiros: um vertebrado e 0 mosquito, o

qual age como corpo vector e hospedeiro 131,

O mosquito vector da maliria ¢ do género anopheles (Anexo 4.3) e o organismo do

plasmodium requer o Homem € o mosquito para completar o seu ciclo de vida ™.

A malaria manifesta-se por ataques de febres acompanhados por severas dores de cabega,

arrepios, nauseas, algum delirio, vomitos ¢ dores gastricas .

Desde o inicio as febres malaricas foram a grande preocupagio das nossas sociedades e

com isso foi se tentando o uso de drogas antipiréticas .

Na década de 1950, grande parte das tentativas de erradicar este flagelo falhou,

principalmente, devido ao desenvolvimento da resisténcia aos agentes antimalaricos .

Desde 1960, a transmissdo da malaria aumentou em muitas regides onde a infecgdo €
endémica. Cepas de P. Falciparum resistentes a cloroquina e a multiplos agentes

disseminaram-se € o grau de resisténcia medicamentosa aumentou 431,

.

A completa irradicagdo do mosquito, que € 0 transportador do plasmodium, ainda nao fo
possivel. Por conseguinte, a procura de novas drogas antimalaricas potentes vem sendo

levada a cabo em todo mundo ¥,
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Em 1967 comegou o uso do Fansidar que ¢ uma combinacgio de Sulfadoxina (500mg) ¢
Pirimetamina (25 mg) que inibe os passos subsequentes envolvidos na biossintese do
icido tetrahidrofélico "', Este reage com o 4cido félico, um cofactor essencial na
biossintese de acidos nucléicos, resultando numa interferéncia com o acido nucléico do
protozoario e produgdo de proteinas el

A Sulfadoxina e Pirimetamina continuam a despertar interesse para os analistas, devido,
a sua grande posi¢do na quimioterapia da malaria®. Essas drogas reagem com o 4cido
Cloranilico dando compostos de coloragio muito intensa denominados complexos ¢ a

qualidade da droga depende da estabilidade desses complexos ..

Sesaltina Nora Muzite
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2. Levantamento do problema

A proliferagdo da baixa qualidade ¢ a falsificagdo de drogas constituem o maior problema
da saude publica, especialmente nos paises em desenvolvimento onde ha falta de recursos
adequados para efectivamente ultrapassarem €sses problemas.

A Pirimetamina ¢ a Sulfadoxina sio agentes antimalaricos muito importantes que contém

grupos amina. A sua analise continua a ser de grande importancia devido a elevada

posigdo na quimioterapia da malaria.

Na literatura é possivel encontrar informagdio acerca das analises farmacéuticas de
Sulfadoxina (N'- (3,6-dimetoxipirimidin-4-il) Sulfanilamida) ¢ Pirimetamina (2,4-
diamino-5(p-Clorofenil)-6-etilpirimidina) usando métodos classicos de analise, como a
detecgio ou quantificagdo das drogas no sangue, na urina ou no plasma usando
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (HPLC). Porém, na literatura corrente ha pouca
informacio envolvendo a interac¢lo entre um z-receptor como 0 acido cloranilico com
Sulfadoxina ¢ Pirimetamina (n-dadores), que ¢ o método que descrevemos para a

obtengio de complexos estiveis e para a determinagio quantitativa simultinea dessas

drogas.

As vantagens do uso da determinagfo simultanea por complexagdo sdo:
e O facto da amostra ser preparada duma s6 vez,
» condicdes de analise estaveis

s Reducdo do erro de andlise.
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3. Justificativa
O uso da Sulfadoxina e da Pirimetamina de baixa qualidade ou falsificados retarda o
tratamento quimioterapéutico da maléria. Nos Paises subdesenvolvidos a falta de fundos
e de instrumentos analiticos de alta tecnologia e a igual indisponibilidade de muitos

reagentes recomendados em compéndios oficiais leva-nos a desenvolver métodos

alternativos e sensitivos de analise dessas drogas. E com essas consideragdes que neste

trabalho propde-se um método colorimétrico simples, rapido e barato de autenticagdo

desses antimalaricos simultaneamente.

4. Objectivos do trabalho

4.1. Objectivos gerais
e Propor um método simples, rapido, barato ¢ sensitivo para a determinagio

quantitativa simultanea de Sulfadoxina e Pirimetamina no Fansidar.

4.2. Objectivos especificos

Obtencao de Sulfadoxina e Pirimetamina e sua purificagdo usando Cromatografia
em coluna e controle de pureza por TLC
Confirmacdo das estruturas de Sulfadoxina e Pirimetamina  usando

espectrofotometria de [V e espectrofotometria de Massa

Determinagdo da absor¢do méaxima para o acido Cloranilico e seus complexos

com Sulfadoxina e Pirimetamina.

Construgio das curvas de calibragio e determinagao quantitativa de Sulfadoxina e

Pirimetamina em trés amostras de Fansidar de diferentes fabricantes.
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5. Metodologia aplicada

Pesquisa bibliografica
Colheita das amostras

Isolamento, purificagfio e identificagdo da Sulfadoxina e Pirimetamina a

partir do Fansidar na forma injectavel

Determinagio quantitativa simultanea de Sulfadoxina e Pirimetamina com

o acido Cloranilico

Analise dos resultados e tratamento estatistico de dados

Elaboragio e entrega do relatério final
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6. Revisdo bibliografica

6.1. A malaria

A maléria continua a ser a infeccdo humana mais devastadora no mundo inteiro com 300

a 500 milhdes de casos clinicos e quase 3 milhdes de mortes por ano ',

Na Africa, a situagfio ¢ alarmante: cerca de 500 mil novos casos s&o diagnosticados em
criancas anualmente e, destes, 10-20% vao a dbito ¢ 7% permanecem com sequelas
neuroldgicas "', A maioria destas mortes ¢ causada pelo P. Falciparum, Cujo maior risco

& para pessoas niio imunes ¢ criangas menores de 5 anos ™.

As principais 4reas afectadas pela malaria sao a Africa Tropical, a regido Amazoénica, 0

Sudoeste Asidtico e a Ocefnia, como mostra a Anexo 4./. Esta doenga atinge

principalmente criangas, mulheres gravidas e adultos ndo-imunes, entre eles,

trabathadores rurais, refugiados e turistas P!

Em Mogambique, a maldria ¢ uma doenga endémica, variando entre areas meso-
endémicas e hiper-endémicas. No Pais cerca de 48% de todas consultas externas e cerca

de 63% de todas admissdes pediatricas nos hospitais rurais e centrais foi atribuida a

malaria ¥,

O parasita mais perigoso € o P. Falciparum que encontra-se presente na Africa, na
Amazénia, no Sudoeste asiatico e na Ocednia™”. Este aniquila os globulos vermelhos do

sangue, provocando estados anémicos (Anexo 4.2).

Estes parasitas tém um ciclo de vida complicado (Anexo 4.4) que sofre vérias fases de

desenvolvimento tanto no mosquito como no Homem ¥,
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6.2. Farmacos antimalaricos

Os farmacos usados para o tratamento e prevengio da malaria sio designados por
farmacos antimalaricos ®*I. Estas drogas actuam nos diferentes estagios do ciclo de vida
do Plasmodium (Anexo 4.4) ¢ sdo classificadas em diferentes classes, tais como
o 4-aminoquinolinas,
o Alcoois arilicos, incluindo quinolinometanois,
Compostos antifolatos;,

Derivados da artemisinina.

Os componentes do Fansidar (Sulfadoxina e Pirimetamina) fazem parte da classe dos
compostos antifolatos. Estes (figura 1) inibem a sintese das bases pirimidinicas do
parasita e, consequentemente, a sintese do DNA. Existem dois grupos dos antifolatos:
inibidores do dihidrofolato redutase (DHFR), Pirimetamina e Proguanil, por exemplo, e
inibidores da dihidrofolatos sintetase (DHPS), que sio sulfonas e sulfonamidas, como por
exemplo, a Dapsona e Sulfadoxina, respectivamente "',

NH NH

J N =\ /
=00

Ty LSO

NA|N
- H\H\ O/
JO RN
NH; v

Figura 1: Estruturas dos fAirmacos antimalaricos do grupo dos antifolatos ' "%,
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Onde:

1. Pirimetamina IV. Dapsona
1L Cicfoguam'l V. Sulfadoxina
I11. Cloroproguanil

6.3. O Fansidar

O Fansidar ( Sulfadoxina 500 mg + Pirimetamina 25 mg ) actua sobre os agentes
causadores da maléria, gragas a potencializa¢do reciproca dos seus dois componentes el
Devido 4 esta marcante ac¢io sinérgica, as formas erotréciticas assexuadas dos parasitas
da malaria (trofozoitos e esquizontes) s3o eliminadas com uma Unica dose. Este efeito €
possivel gragas ao bloqueio das duas enzimas envolvidas na biossintese do acido folinico

dos parasitas "2 *!,

Este medicamento pode-se encontrar sob a forma de comprimidos e solugdo injectavel de
2.5 mL {(ambos contendo 500 mg de Sulfadoxina e 25 mg de Pirimetamina).

Os comprimidos contém, para além dos principios activos, amido, lactose, gelatina, talco
e estearato de magnésio e a solugdo injectavel (ampolas) contém, para além dos
principios activos dgua destilada, etanol, dlcool benzilico, Hidréxido de Sodio e

propilenoglicol ™" *.

A Pirimetamina ¢ Sulfadoxina actuam no bloqueio da produgao do acido folinico
dentro do parasita. O 4cido folinico é essencial na produgao de material genético novo (0

DNA) que ¢ necessario na reprodugdo do parasita € com isso, impede a multiplica¢do do

parasita dentro do individuo "***%.

O Fansidar ( Sulfadoxina 500 mg + Pirimetamina 25 mg ) pode ser associado a quinina
e 2 mefloquina assim como & antibidticos. Nao possui efeito hipoglicémico e por isso ndo

influencia a ac¢ao dos medicamentos antidiabéticos 1,
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6.3.1. Resisténcia da malaria ao Fansidar (Sulfadoxina + Pirimetamina)

O Fansidar (Sulfadoxina + Pirimetamina) é eficaz contra todos os plasmédios
patogénicos humanos (anexos 4.5) (P. Falciparum, P. Vivax, P. Ovale, P. malariae) ¢
também contra cepas resistentes a agentes antimalaricos, como & Cloroquina ¢ outras 4-
aminoquinolinas ou & Pirimetamina !"****7,

A combinagao Sulfadoxina — Pirimetamina foi introduzida para o tratamento de P.
Falciparum de um modo globalizado durante os anos 60. Rapidamente, no entanto,

surgiram os primeiros casos publicados de resisténcia na fronteira da Tailandia -

Camboja ™.

6.4. Sulfadoxina

A Sulfadoxina, & uma sulfonamida muito activa de ac¢io prolongada {tempo de acgao de
17 a 40 horas) analogo estrutural do acido p-aminobenzdico e competetivamente, inibe a

enzima dihidrofolato sintetase !'***%7I,

Em associaglio com Pirimetamina a Sulfadoxina (Tabela 1) ¢ usada no tratamento ¢ na

profilaxia da maléria resistente a outras terapias 18l

A Sulfadoxina pode ser caracterizada de acordo com a tabela que se segue:

Tabela 1: Caracteristicas da Sulfadoxina '

Sulfadoxina

Definicio A Sulfadoxina contém no minimo 99.0% € no méximo,
o equivalente a 101.0% de 4-amino-N-(5,6-
dimetoxipirimidin-4-il) benzenosulfonamida, calculado

em relagiio a substincia seca.
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]T’érm ula estrutural

NH;

Outros nomes

Suiformetoxi; Sulfortomidina; Sulfadimetoxina

Sulfoetomidina ; Sulfortodimetoxina

Nome quimico

N’- (5,6-dimetoxi-4-pirimidinil) Sulfanilamida

Nomes comuns.

Fanasil ; Fanaril; Fanasulf ; Fanzil; Fontasul.

Niimero CAS

2447-57-6

Formula molecular ;

massa molar

C12H|4N4O4S', 31033 g/mol

Composicdo elementar

C46.44%; H4.55%; N18.05% : 020.62%; 510.33%

Aparéncia, cor e cheiro

E um pé cristalino, branco ou creme esbranquigado sem

cheiro.

Ponto de fusio

Funde no intervalo de 197 a 200 °C com decomposigio.

Solubilidade.

E pouco soliivel em 4gua; pouco solivel em alcool e em
metanol; praticamente insoluvel em éter; soluvel em
acidos minerais diluidos € em solugdes de alcali de

metais ¢ carbonatos.

Espectros de UV.

Absorve de 230 a 350 nm em meio acido. Exibe-se um

maximo, so nos 267 nm e 4 absorvancia ¢ de cerca de

1.1.

Espectros de IV

Exibe os picos principais nas seguintes frequéncias:
1583, 1161, 1596, 1315, 1091 € 1305 em” em discos de
KBr

Trabalho de licenciatura; 2008
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6.5. Pirimetamina

A Pirimetamina & um inibidor competitivo da enzima hidrofolato redutase ',

Tabela 2:Caracteristicas da Pirimetamin

1), 13,28, 39, 45,47, S0
a! I

Pirimetamina

Defini¢do

A Pirimetamina (figura 1) contém, no minimo, 99.0%, e no
maximo, o equivalente a 101.0% de 2,4-diamino-5-(4-Clorofenil)-

6-etilpirimidina, calculado em relagdo 4 substancia seca.

Formula

Estrutural

NH, N NH,
Y

N

Ct

Outros nomes

BW 50-63: RP 4753; Pirimetaminio

Nome quimico

5-(4-Clorofenil)-6-etil-2,4-pirimidinodiamina; 2.4-Diamino-5-(p-
Clorofenil)-6-¢tilpirimidina; 5-(4-Clorofenil)-6-etilpirimidino-2,4-

diamino.

Nomes usuais

Daraprim; Cloridina, Malocida; Supacox; Maloprim  (com

Dapsona)

Formula
molecular;

massa molar

C]2H13C1N4; 248.71 g fmol

Composi¢do

elementar

C57.94%; H5.27%; N22.53%; CI 14.25%.

Aparéncia, cor e

cheiro .

E um po cristalino quase branco ou cristais incolores, sem cheiro e

sem sabor.

Pontos de fusdo

233-234 °C; 240-242 °C, 239-242 °C; 235-236 °C ; 237-238 ’'C

Trabalho de licenciatura; 2008
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Solubilidade Praticamente insolavel em agua; Muito pouco soluvel em etanol
(cerca de 9 mg/L); Muito pouco soluvel em HCI diluido (cerca de S
mg/L); Muito pouco soluvel em acetona € em Cloroformio (1
mg/125ml); soliivel em propilenoglicol ¢ N,N-dimetilacetamida a
70 °C; Solavel em etanol em ebuli¢gdo (25 mg/L); Solivel em

acidos minerais com aquecimento.

Espectros de UV

Em solugdes aquosas acidicas:200-400 nm; Na solucao de 0,005N

HCI exibe um maximo de 272nm e um minimo de 260nm.

Espectros de IV | Tem uma absorgdo de 3440-750 cm’, apresentando 0s picos
principais nas frequéncias 1628, 1575, 1640, 1075, 835, 805 cm™
Espectros de | Apresenta os principais picos a 247, 248, 249, 250, 219, 212, 106,

massa 221

6.6. Descriciio das técnicas usadas para a analise de Sulfadoxina e Pirimetamina

6.6.1. Espectrofotometria de Ultra violeta e Visivel ( UV/VIS)

E a espectrofotometria de absor¢io molecular na zona do espectro electromagnético
ultravioleta e visivel (200-750 nm)"".

Quando uma radiagio incide sobre o meio homogéneo, uma parte é absorvida € a outra €
transmitida. Se ndo houver uma absorgdo total, este método baseia-se na absorgao da

radiagiio por moléculas ",
O termo mais importante a se determinar na espectrofotometria de UV/VIS € a
absorvincia A da solucio que ¢ definida como sendo o logaritmo decimal do inverso da

transmitancia T para uma radiagio monocromatica 19 Esta exprime-se por.

A =log1(1/T) = logo(I¥D) (1)
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Onde:
T= ]flo
I, = Intensidade da luz monocromatica incidente

I = Intensidade da luz monocromatica transmitida

Na auséncia de outros factores fisico-quimicos, a absorvancia medida (A) € proporcional
a espessura (b} da camada atravessada e a concentracfo dissolvida '™, de acordo com a
equagio seguinte:

A=¢cc. b (2)

Onde:

¢ = Absortividade molar ( onde b ¢ expresso em centimetros e ¢ em moles/ litro).

Os espectrofotémetros utilizados para o estudo nas regides Ultravioleta e Visive!l sdo
constituidos por um sistema 6ptico susceptivel de fornecer luz monocromatica na regifo
de 200 a 750 nm e por um dispositivo apropriado para a medi¢ao das absorvancias "".

6.6.2. Espectrofotometria de Infravermelho (IV)

Os espectrofotémetros destinados ao registo de espectros na regido espectral do

infravermelho consistem num sistema Optico capaz de fornecer uma radiacio

aproximadamente monocromatica na regiio de 4000 cm™ 2 670 cm™ ou, em alguns casos,

até 200 cm’' e por um dispositivo permitindo a leitura da relagio entre as intensidades da

radiag3o transmitida ¢ da radiagdo incidente o,
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6.6.3. Espectrofotometria de massa (MS)

No espectrometro de massa as moléculas sao bombardeadas com um feixe de electrdes de
alta energia. As moléculas ionizam-se e cindem-s¢ em muitos fragmentos, alguns dos
quais sao ides positivos. Cada espécie de ides possui determinado valor da razdo da
massa para a carga, ou o valor m/e. Como na maioria dos ides, a carga é 1, m/e é

simplesmente a massa do ifio *%,

Analisa-se o conjunto de ides por forma a obter-se um sinal para cada valor m/e que
estiver representado; a intensidade de cada sinal traduz a abundancia relativa do ido que o

produz. O pico mais intenso chama-se pico de base; as intensidades dos varios picos

exprimem-se numa escala relativa, em que se dé o valor 100 a do pico de base ™.

Chama-se espectro de massa ao grafico - ou mesmo tabela — em que se mostrem as
intensidades relativas dos sinais correspondentes aos vérios valores de m/e; ¢ uma

caracteristica altamente individualizada dos compostos ""*.

6.6.4. Cromatografia em Coluna (CC)

A cromatografia em coluna ¢ geralmente utilizada na separagdo ou purificagio de
substancias organicas. A técnica requer uso de tubos de vidro, montados verticalmente,
contendo o suporte sdlido finamente dividido (fase estaciondria), em geral silica gel ou
6xido de aluminio. A substancia que se deseja purificar ¢ aplicada no topo da coluna ¢ a
eluicdo da substancia efectuada mediante a adigdo do solvente adequado. Na parte
inferior da coluna recolhe-se um numero de frac¢des, nas quais se encontram 08

componentes da mistura separados !"***,

A velocidade com que uma substancia trafega pela coluna depende da sua polaridade, da
polaridade da fase estacionaria e da polaridade do solvente (eluente). Se o composto é

mais atraido pela fase estacionaria do que o solvente, ele migrara lentamente. Se a sua
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afinidade for maior pelo solvente, ele migrara mais rapidamente, gastando menos tempo e

solvente "1,

O éxito de uma cromatografia em coluna dependerd entdo da escotha do suporte e
solvente adequados. Em alguns casos ¢ possivel visualizar a separagio dos componentes
de uma mistura observando o desenvolvimento de faixas diferentes na coluna ou
iluminando-se com luz ultravioleta. Entretanto, na maioria das vezes, torna-se necessario

acompanhar a separagdo dos componentes examinando cada fracgao eluida por CCF ",

6.6.5. Cromatografia em Camada Fina (CCF ou a sigla inglesa TLC)

A Cromatografia em Camada Fina ou delgada (CCF ou CCD) € uma técnica de facil

execugdo, rotineiramente usada no laboratério de quimica organica. Amostras muito

pequenas {1-100 ug ) podem ser rapidamente analisadas ™.

Devido a conveniéncia e rapidez usa-se a técnica para #*:

Estabelecer se dois compostos sdo idénticos;

Verificar a pureza de um composto;

Determinar o nimero de componentes em uma mistura;

Determinar o solvente apropriado para a separagdo em uma coluna
cromatografica;

Monitorar a separagdio de uma mistura em uma coluna cromatografica;

Acompanhar o progresso de uma reacgao.

A técnica consiste em aplicar uma camada fina do adsorvente finamente pulverizado
(geralmente silica ou 6xido de Aluminio, as vezes adicionados de material fluorescente a
luz ultravioleta) sobre uma placa lisa e plana (vidro ou aluminio). O adsorvente é fixado a
placa por adigio de gesso ou alcool poli-vinilico. Alguns microlitros de solugdo da

amostra a ser examinada sdo aplicados préximos a uma das bordas da placa, e a mesma
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imersa alguns milimetros em um eluente mantido em recipiente fechado. O eluente, por
forca da capilaridade, percorre a fase fixa em movimento ascendente, carregando consigo

os componentes da amostra. Diferentes compostos ascendem a diferentes alturas

dependendo das suas estruturas moleculares .

Quando as condi¢des sdo completamente especificadas € possivel identificar uma
substancia pelo seu valor de Rf. Define-se o Rf como a razio entre a distancia percorrida
na placa pela substincia € a distancia percorrida pelo solvente (medidas no centro da

mancha da substincia e a frente do solvente) **.

_D_E |ZB]'
Dl

Rf=

Onde: D2 = Distancia percorrida pela mancha desde a origem

D1 = Distancia percorrida pelo solvente desde a origem

6.7. Exemplos de analises de Sulfadoxina e Pirimetamina

6.7.1  Determinacio da Sulfadoxina usando espectrofotometria de UV "™

A Sulfadoxina pode ser determinada por espectrofotometria de UV em formulagdes
farmacéuticas e em fluidos bioldgicos, tendo ela ja sido determinada
espectrofotometricamente no Fansidar injetdvel e xarope a 220-320 nm. A Sulfadoxina
pode também ser determinada na presenga de Cloroquina, Quinina e Pirimetamina na
urina e no sangue, fazendo-se a extragdo da Cloroquina, Quinina e Pirimetamina com o

¢ter dietilico.
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6.7.2 Andlise quantitativa simultinea de antimalaricos Pirimetamina e

Sulfametoxipirazina em amostras de plasma usando HPLC **

Varios métodos de analise de drogas envolvendo a Cromatografia Liquida de Alta
Resolugdo (HPLC) ja foram descritos, alguns deles usam a detecg¢@io com o espectrémetro
de massa para a analise individual de Pirimetamina ¢ Sulfametoxipirazina, mas nenhum
deles para a determinag@o simultdnea de ambas drogas

Para a Analise quantitativa simultdnea de Pirimetamina e Sulfametoxipirazina sdo
necessarias duas fases méveis, sendo a primeira constituida por de acido férmico - agua
0.2:100 (v/v} e acido férmico - agua - acetonitrilo 0.2:120:80 (v/v). Ambos solventes sdo

inicialmente filtrados em uma membrana de filtro com uma espessura de 0.45 pum.

A cromatografia liquida ¢ feita usando uma coluna de Hypersil BDS fenil com um
comprimento de 100 mm. O sistema cromatografico consiste de um aparelho de marca
Hewlett Packard (HP) Agilent 1100, sendo os capilares equipados por um sistema de

auto amostragem com uma injecgdo contendo uma fenda de 100 pL.

O sistema HPLC ¢ conectado por meio de interfases com um sistema Waters Quattro
Ultima triple quadrupole (um sistema de micromassa-Liquido), equipado por um
electropulverizador de 1onizagdo (ESI) que opera sobre os ides positivos. O
espectrometro de massa opera de um modo que € possivel monitorar as reacgdes

multiplas, permitindo uma sensibilidade maxima e uma boa especificidade. O Nitrogénio

actua como nebulizador (60 L/h) e também como gas de secagem (580L/h) e o argon

serve como gas de colisdo. Os dados foram colectados e processados usando os softwares

Masslynx e Quanlynx.
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6.7.3 Determinacio simultinea de Pirimetamina, Sulfadiazina e N-acetil-

Sulfadiazina no plasma '

No artigo [22] se descreve o método para a determinagiio simultdnea de Pirimetamina,
Sulfadiazina e do seu maior metabolito o N-acetil-Sulfadiazina. O métode envolve uma
simples preparacdio da amostra usando somente 25uL de plasma e a medi¢éo € baseada
no uso do HPLC acoplado a um detector contendo um diodo de arraste (DAD) e um
espectrometro de massa (MS). Esta técnica tem uma alta sensibilidade, a qual concede

elevada selectividade. Os i8es sdo monitorados através do uso de padrées internos.

A aplicabilidade do método é demonstrada pelo monitoramento de concentragdes do
anolito no plasma de 9 criangas em tratamento de toxoplasmosi congénita por um periodo

de 10 semanas.

Esta técnica é feita com o uso de um aparelho HPLC 1100 equipado por um detector
contendo um diodo (que opera a 269 nm}. O espectrometro de massa opera de um modo
de electropulverizagio positiva com o monitoramento individual dos 16es a 249.1 de
massa unitaria de Pirimetamina, 251.1 de massa unitaria para a Sulfadiazina, 249.1 de
massa unitaria para a Sulfametoxazole e 293.1 de massa unitaria para N-acetil-

Sulfadiazina.

6.7.4 Determinacio espectrofotométrica de Cloroquina e Pirimetamina por

formagio de pares ionicos com Molibdénio e Tiocianato '

A solugdo de Cloroquina (80 puL/mL ) deve ser preparada na hora da analise por
dissolu¢iio da Cloroquina em agua bidistilada. A Pirimetamina dissolve-se em etanol e
depois as solugdes sdo deixadas a uma temperatura de 4 °C, num recipiente de PVC em
um refrigerador. A solugio Stock de Molibdénio (VI) 2% w/v foi preparada a partir do

molibdato de amodnia em agua bidistilada contendo algumas gotas de Hidréxido de
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aménia e padronizada gravimetricamente usando 8-hidroxiquinolina. A solugdo trabatho

& preparada por diluigao apropriada da solugdo Stock padronizada.

As solucdes de Tiocianato de amonia e Acido Ascorbico (10% cada um) s3o preparadas

em agua bidistilada.

Para a andlise é usado um espectrofotémetro Perkin-Elmer modelo 601 com cuvetas de

quartzo de 1.0 cm de espessura em Comprimento de Onda que abrange de 350-600 nm

124]

O método envolve a formagdo de pares idnicos entre as duas drogas em investigacdo € os
complexos inorganicos de molibdénio (V) - Tiocianato seguido pela sua extracgdo com o
Cloreto de metileno. As condigdes oOptimas para a formagdo dos pares ionicos sdo
estaveis. O método permite a determinagdo de Cloroquina e Pirimetamina numa

concentragdo de 2,0 4 42,0 ¢ 2,0 4 43,0 pg/mL, respectivamente. A sensibilidade do

aparelho ¢ de 0.027 € 0.042 ng/cm’ para Cloroquina e Pirimetamina, respectivamente.

O método é simples, rapido, com uma boa reproducibilidade e exactidio de 1% ™.

6.7.5 Uso da refractometria e colorimetria para a avaliacfio rapida da qualidade

de drogas antimaldricas

Nesta analise usa-se a refractometria, colorimetria ¢ uma técnica que combina os dois
processos como um simples e preciso métode para rapidamente testar a qualidade de
medicamentos antimalaricos comercializados Artesunato, Sulfadoxina, Quinina e

Cloroquina .

O objectivo desse estudo ¢ avaliar o uso das duas técnicas, refractometria e colorimetria
em separado ou combinadas para rapidamente assegurar a qualidade de Cloroquina
injectavel ¢ em comprimidos revestidos, Quinina em capsulas, Sulfadoxina e

Pirimetamina em comprimidos e Artesunato em comprimidos ""*.
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Os testes colorimétricos aqui descritos, foram adaptados para serem usados como auxilio

aos métodos de indice refractivo.

Sio preparados extractos dos ingredientes activos a partir dos comprimidos ou das
solucdes injectaveis e esses extractos sdo sujeitos a medigdo dos seus indices refractivos e
a respectiva analise colorimétrica. Os resultados sio comparados usando a analise por

HPLC ™.

6.8 Base teorica para a determinaciio quantitativa simultinea de Sulfadoxina e

Pirimetamina

Todas as moléculas quando em contacto uma com as outras, de alguma forma criam
interac¢des como se fosse algum tipo de forca intermolecular. Estas forgas podem ser
pequenas quando comparados com forgas intramoleculares ( que ocorrem no interior da
molécula ) """ Os compostos com pares de electroes nao compartilhados podem interagir
com outros compostos através da doagio de alguns electroes numa maneira diferente da
tradicional formagdo da ligagdo dativa '"** Dependendo da molécula que aceita esses
electrdes essa forma de interaccio pode ser chamada n-dadores e claro os receptores

também devem ser descritos como m-receptores "% *.

Os n- receptores sdo constituidos pela maioria dos compostos organicos, incluindo os
sistemas insaturados como nuicleos aromaticos e heteroaromaticos contendo electrdes

com grupos retiradores, como € o caso de ritro, ciano, haletos e quinonas ">,

Estudos tam sido levado a cabo nos quais os 7i- receptores foram utilizados como agentes
pulverizantes na placa de TLC para detecgio de misturas contendo moleculas com
electrdes dadores V.  Interacgdes com transferéncia de carga tém também sido
desenvolvidas para a determinagdo quantitativa de compostos carbonilos depois da

derivatizagio ™.
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O fenémeno das interacgdes dador-receptor entre as moléculas organicas ja foi aplicado
com sucesso na analise dos produtos farmacéuticos """, Essas interac¢des geralmente

dio-nos complexos de cor muito intensa que absorvem a radia¢io na regido do visivel do

espectro electromagnético "%,

Em vérios casos esses complexos existem somente em forma de solugio em equilibrio

com a componente molecular e a estabilidade desses complexos determina a qualidade

para fins analiticos"® .

Estudos preliminares sobre a termodinimica de complexagio dessas drogas com écido
Cloranilico revelaram altas e negativas constantes de equilibrio e valores de mudanga de

energia livre elevados, o que sugere uma boa estabilidade dos complexos

Sesaltina Norg Muzime 2]
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7. Parte Experimental

Amostras
o Fansidar injectivel- Fornecido pela MEDIMOC e utilizados para o

isolamento de Sulfadoxina ¢ Pirimetamina
Trés amostras de Fansidar em comprimidos de diferentes fabricantes-
Fomecidos pelo Laboratério Nacional de Controle de Qualidade de

Medicamentos utilizado para a andlise simultinea das drogas.

7.1. PROCEDIMENTOS GERAIS

7.1.1. Isolamento e purificagdo de Sulfadoxina e Pirimetamina

7.1.1.1. Isolamento
A Sulfadoxina e Pirimetamina foram isolados a partir de amostras de Fansidar sob a

forma injectavel usando a seguinte técnica:

100 mL da amostra de Fansidar + 230 mL de Apua destilada

Agitar por 10 min.
Deixar em repouso por 30 min.

' '

Precipitado branco Filtrado amarelado
{Pirimetamina)

lAcidiﬁcar com HCI18% até pH 1
Precipitado branco

Adicionar NaOH 20% até pH 4

\

Precipitado branco + solugio incolor

Repouso por 10 min.
Filtrar

Precipitado branco (Sulfadoxina)
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O isolamento de cada um dos compostos foi feito em triplicado, tendo-se obtido as

seguintes massas:

Resultados Obtidos

para a Sulfadoxina

Tabela 3: Resultados do isolamento da Sulfadoxina

Massa tebrica (g)

Massa obtida (g )

Rendimento (%)

20.0

19.66

98.30

20.0

18.98

94.90

20.0

19.09

95.45

Média: 20.0

Média: 19.2

Média: 96.2

Para a Pirimetamina

Tabela 4: Resultados do isolamento da Pirimetamina

Massa tedrica (g)

Massa obtida (g )

Rendimento (%)

1.0

0.99

99

1.0

0.98

98

1.0

1.00

100

Média: 0.99

Média: 99.0
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7.1.1.2. Purificagio

a) Sulfadoxina

A purificagdo da Sulfadoxina foi feita por reprecipitagio com Acido cloridrico 5% como

vem apresentado a seguir:

5 g de sulfadoxina

Adicionar 75 mL de HCI 5%

l i

Residuo Filtrado

Adicionar NH40H
até o aparecimento de precipitado

l

Precipitado

Filtrado

Lavar 3 vezes com por¢des
de 10 ml de dgua destilada

Sulfadoxina

Apbs a reprecipitagao da Sulfadoxina foi possivel obter um composto mais puro com um

rendimento de 92,4%.

b) Pirimetamina

Procedeu-se a recristalizagio da Pirimetamina com 30 mL de etanol a 96% até a obtengao

de composto mais esbranquigado com um rendimento de 95%.
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7.1.1.3. Purificaciio usando cromatografia de distribuigio em coluna

Amostras

¢ Sulfadoxina e Pirimetamina anteriormente purificadas por reprecipitagdo €

recristalizagio, respectivamente.

Condigdes

Fase estaciondria: Silica gel 60 para cromatografia em coluna; 0.063 — 0.200 mm; (70-
230 mesh ASTM)

Fase mdvel: Acetato de Etilo

Tempo necessdrio: 1 hora
Procedimentos

Preparou-se uma coluna cromatografica (de 50 mL de volume) aberta na extremidade

superior € com uma camada de vidro porosa na sua extremidade inferior para evitar a

passagem da fase estaciondria. Preenche-se a coluna até cerca de metade com 0 Acetato

de Etilo (solvente) e com a ajuda de um funil adaptado na parte superior introduz-se,
lentamente, 30 g de Silica gel (fase estacionria) que serdo empacotados com o solvente,

tendo-se o cuidado de retirar quaisquer bolhas de ar formadas usando uma vareta.

O empacotamento € auxiliado com a introdugio e escoamento de novas quantidades de

Acetato de Enlo.
NB: A superficie interior da coluna nunca deve ficar livre do solvente.

Depois de ter a coluna preparada deixa-se escoar o Acetato de Etilo até que reste uma

e deste por cima da fase estacionaria (evitando de todo custo que a

dissolvida no solvente de

pequena quantidad

coluna seque). Introduz-se na sequéncia, 0.5 g de Sulfadoxina
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eluicdo (Acetato de Etilo), com a ajuda de um funil, tomando todo o cuidado para ndo

perturbar a superficie do adsorvente.

Inicialmente deixa-se eluir a Sulfadoxina com um pouco de Acetato de Etilo até quase a
secura (evitando que a coluna seque). Introduz-se uma nova quantidade do Acetato de
Etilo e a opera¢iio continua. A coluna &, entdio, preenchida com o solvente, € iniciada a
eluicio propriamente dita. A medida que as fracgdes vio sendo recolhidas na base da
coluna (com o auxilio de vérios Erlenmeyers numerados) adiciona-se mais solvente

contido num funil de separagdo colocado na parte superior da coluna.

As fracgdes sdo recolhidas de 10 em 10 minutos (100 mL em cada fracgdo) e vio sendo
monitoradas usando TLC (placa: 5 x 5 cm; Silica gel; volume: 10 puL; tempo: 3 min.),
para verificar se todos os componentes da amostra sio eluidos e em qual das frz'lcq:c")es
gsses componentes se encontram.

Os mesmos procedimentos sio tomados para a purificagiio da Pirimetamina usando a

cromatografia em coluna.

7.1.1.3.1. Resultados Obtidos

Tabela 5: Analise das fraccBes obtidas durante a CC por TLC

Fraccoes

TLC para

Sulfadoxina

TLC para

Pirimetamina

Rf paraa

Sulfadoxina

Rf paraa

Pirimetamina

Nenhuma mancha

Nenhuma mancha

Uma mancha forte

Nenhuma mancha

0.53

UUma mancha fraca

Uma mancha forte

0.53

Nenhuma mancha

Uma mancha fraca

Nenhuma mancha

Nenhuma mancha

Nenhuma mancha

Nenhuma mancha
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7.1.1.3.2. Anilise dos resultados

A Sulfadoxina teve uma eluigio mais rapida em relagéo a Pirimetamina, o que mostra a
grande afinidade que ¢la tém com o solvente. As manchas obtidas para a Sulfadoxina e
para a Pirimetamina tinham os mesmos valores de Rfs, o que mostra que 0s COMpOSIiOs
analisados j& eram puros € com isso prova-se que foi possivel purificar a Sulfadoxina ¢ a

Pirimetamina usando as técnicas acima descritas.

7.1.1.4. Confirmaciio da Pureza usando Cromatografia em Camada fina (TLC)

Na analise da pureza de Sulfadoxina e Pirimetamina foram usadas as seguintes

condigdes:

Placas ou fases estaciondrias: de Aluminio: Silica gel 60 F254
Espessura: 0.2 mm

Dimensées da placa: 10x10 cm

Fases moveis:

1° sistema: Acetato de etilo — Metanol (9:1) viv

2° sistema: Cloroformio — Acetona (4:1) viv

3° sistema: Acetato de etilo

Deteccio: Usando revelador de UV/VIS a 360 nm e depois com vapores de i0do.

Preparagio das amostras (Antes e depois da purificagdo por reprecipitucdo e

recristalizagdo):
Sol. 1: 5 mg de Sulfadoxina + 2 mL de Acetato de Etilo
Sol. 2: 5 mg de Pirimetamina + 2 mL de Acetato de Etilo

Sol. 3: 5 uL de Fansidar injectavel
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NB: As mesmas quantidades das amostras e de solvente foram usadas para a preparagdo

das solugdes das amostras com 0S QUtros sistemas de solventes.

A analise cromatografica por TLC foi feita antes e depois da purificagio de Sulfadoxina e

Pirimetamina.

Procedimentos

Aplica-se em pontos separados da placa cromatografica, a 1 cm da borda inferior ¢
mantendo cerca de 2 cm de distancia entre os pontos de aplicagdo com o auxilio de tubos

capilares, SpuL das solugdes de Sulfadoxina, Pirimetamina e de Fansidar injectavel.

Adiciona-se 5 mL do solvente  cuba de cromatografia e aguarda-se por 15 minutos com

a cuba fechada, para que a atmosfera da cuba fique saturada com os vapores do solvente

de eluigio.

Introduz-se a placa na cuba de modo que o nivel do liquido fique abaixo dos pontos de

aplicagio e depois espera-se pelo desenvolvimento do cromatograma mantendo a cuba

fechada.

Quando a fase movel chegar a 1 cm da borda superior da placa, retira-se e deixa-se secar

totalmente no meio ambiente. (10-15 min.)

Antes da revelagio da placa com o iodo examina-se sob luz Ultravioleta a 366 nm.

Marca-se cuidadosamente o contorno das manchas das substincias com o auxilio de uma

lapiseira.

Para revelagio definitiva, as placas séo inseridas em um recipiente seco contendo um
pouco de cristais de iodo solido. Fecha-se devidamente a cimara de iodo ¢ aguarda-se o
surgimento de manchas na placa.

Por fim, mede-se a partir da margem inferior da placa até ao centro de cada mancha as

distancias percorridas pelos componentes de cada amostra analisada.
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Resultados obtidos

Antes da purificacio: Obtém-se duas manchas para cada uma das solugdes, uma
correspondente a Sulfadoxina, uma correspondente a Pirimetamina e as outras duas

manchas tém valores de Rf muito baixos.

Apés a purificagdo: Obtém-se uma mancha para a solug@o correspondente a Sulfadoxina,
uma mancha para a solugdo correspondente a Pirimetamina e duas manchas para o

Fansidar injectavel.
Os valores dos Rfs dos diferentes sistemas usados, que determinam o posicionamento das
manchas foram obtidos usando a relagdo que ja foi acima mencionada (D1 = 8 cm) e para

melhor elucidar os dados encontram-se resumidos na tabela seguinte:

Tabela 6: Valores de Rf obtidos na experiéncia € encontrados na literatura /¥

Amostra Sistema de Rfs experimetais Rfs da literatura

solventes Antes da Apbs a
purificacdo purificagio

Sulfadoxina 0.025;0.1 0,1

0.038;0.39 0,39

0.031;0.53 0,53

Pirimetamina 0.035;0.04 0,04

0.038;0.31 0,31

0.035; 0.36 0,36

Fansidar 0,09 ;0.04 0,09 ;0.04

injectdvel
0,39 ; 0.31 0,39 0.31

0,53;0.35 0,53;0.35
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Determinacio guan

Analise dos resultados

A analise cromatografica por TLC das solugdes correspondentes a Sulfadoxina e a

Pirimetamina logo apds o seu isolamento mostra duas manchas para cada sistema de

solvente. Das duas manchas uma ¢ muito pequena e de coloraciio castanha muito fraca
com valores de Rf muito baixos (pode ser causada por impurezas adquiridas durante o

seu isolamento), a outra mancha corresponde em posi¢do, tamanho, forma, cor ¢

intensidade com as manchas das mesmas substancias na amostra do Fansidar injectavel e

os valores de Rf s3o muito proximos aos dados da literatura.

Apds a purificagdo da Sulfadoxina e Pirimetamina fez-se também o controlo de pureza

por TLC tendo-se constatado que as manchas correspondentes a Sulfadoxina e

Pirimetamina isolados correspondem em posi¢ao, tamanho, forma e intensidade com as

manchas das mesmas substincias na amostra do Fansidar injectavel € com os valores de

Rf muito proximos aos da literatura.
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7.1.1.5. Confirmacio da estrutura usando Espectrofotometria de infravermetho e

espectrofotometria de massa

Amostras

¢ Sulfadoxina

recristalizacio, respectivamente.

e Pirimetamina

apos a

7.1.1.5.1. Espectro de infravermelho de Pirimetamina

purificagdo  por

reprecipitagdo €

Os espectros IV da Pirimetamina e Sulfadoxina foram tirados num espectrofolometro de

marca Shimadzu.

A estrutura da Pirimetamina tem correlagdao com as bandas representadas na seguinte

tabela:

Tabela 7: Analise da Pirimetamina por espectrofotometria de [V

Grupo molecular

Caracteristicas

Frequéncias tabeladas

1) 140, 48]

(cm’

Frequéncias obtidas

(em™)

NHZamina

3310 - 3440

3377.12 ¢ 3465.84

C-H

1089

1089.71

C=Naromatica

1650

1650.95

C=Caromtica

1560 - 1630

1591.17

Cl'caromético

830

839.29

C-H

760 - 810

767.86

CH;

1375 ¢ 1450

1375 e 1446.51

CH

2926 e 2853

2928.57 € 2839.29

CH3 [+ CHz

1410 - 1483

1410.71
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Interpretagio do espectro

1650.95 cm™' provocada pela distensao assimétrica do grupo C=Nyomaticas
1591.17 cm™' que ¢é provocada pela distensao do grupo C=C do anel aromatico

1089.71 cm™* que é provocada pela distensdo do grupo C-H do anel aromético.

839.29 cm™ provocada pela presenca do Cl-Caromaico N@ molécula da Pirimetamina

767.86 cm’ que mostra a absor¢ao aromatica forte provocada pela deformagéo
fora do plano do grupo C-H;
3238.26 e 342148 cm'que sio duas bandas provocadas  pela vibragdo

assimétrica € simétrica do grupo amino primaric NH; na molécula da

Pirimetamina,

1410.75 cm™ que é uma banda sobreposta provocada pela presenga dos grupos
CH; ¢ CH; na molécula;

1375 e 1446.51 cm™ que s3o bandas provocadas pela deformagio angular
simétrica e assimétrica, respectivamente do grupo metila CH3,

2928.57 ¢ 2839.29 cm” que sdo bandas provocadas pela distensdo assimétrica €

simétrica do grupo CHa.
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7.1.1.5.2. Espectro de massa de Pirimetamina

Os ides mais importantes da Pirimetamina e suas abundancias estio demonstrados na

tabela seguinte:

Tabela 8: Anilise da Pirimetamina por espectrofotometria de massa

Dados Dados Fragmentos Abundincia | Abundancia
teoricos experimentais tebricas (%) | experimentais
(m/e)!™ | (m/e) (o)
247 247 M-1 devido ao 100 (Pico da | 100 (Pico da
isdtopo ClI-35 base) base)

248 248 M (ido molecular) 50 50

249 249 M devido ao 36 36
isotopo CI-37

250 250 M+2 15
219 219 M-C;Hs 12
212 212 M-CI 10
232 232 M-NH; 5

Interpretagio do espectro
O espectro de massa da Pirimetamina mostra um pico do M", m/e igual a 248, que deve-

se apenas ao 130 molecular de férmula (C, ,H3CING)". Ha um pico de m/e igual a 249, 0

pico M+1, que € devido ao isétopo CI(CyH, ;Y'CIN,)", um pico de M+2 de m/e igual a
250, devido ao isotopo °C (Ciy*CHyCINg)' € um pico M-1 de m/e igual 2 247, devido
ao isotopo 3C1 (CizHy 7°CINg), . Os picos isotdpicos sao muito menos intensos do que

o pico do ido molecular M, em virtude da baixa abundéncia naturai dos isotopos.
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Fragmentagio possivel

CqHs

lie molecular
mie = 248

|

lM-Nl-{z lMﬂ lM-CZHS

13 - + +
CoflBCNgT O | (CayCNgy (1 CHICINGT (CroHCINa)
e =232 mfe =250 mie =219

Pico de base mie =
mie = 247 ¢=149
M-(NH;);
Y
(CrzHaCIN)
mie =212

7.1.1.5.4. Espectro de infravermelho da Sulfadoxina

O espectro 1V da Sulfadoxina foi tirado num espectrofotometro de marca Shimadzu.

Tabela 9: Analise da Sulfadoxina por espectrofotometria de IV

Grupo molecular Caracteristicas | Frequéncias tabeladas Frequéncias obtidas

(em™) o (cm™)

C=Caromitico 1500 - 1600 1558.38 ¢ 1575.73

C-S0O;-N 1150- 1180 1160.71

C-N 1180 - 1360 1303.57

= C-N-Huminas ' 1250 - 1360 1285.711

0=5=0 1000 - 1400 1017.89

C-0-C 1247 1223.21
NHaminas prim. 3300 - 3500 3296.12 € 3465.84
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r NH. inas sec. 3300 — 3500 3481.27
N-H 1600-1640 1627.81 e 1647.10

C-Haromitico 3000 - 3200 3145.68
C-Hmetita 2835 -2950 2964.29
CH; 1375, 1450 1401.79, 1438.80

Interpretagido do espectro

1627.81 e 1647.10 que sdo provocadas pela distensiio do grupo N-H no anel

aromatico.
1567.27 cm’' que é provocada pela distensdo do grupo C=C do anel aromatico;

1160.71 cm! provocada pela banda do grupo C-30;-N;
1303.57 cm™ provocada pela deformagéo da ligagao C-N;

1285.71 cm’ provocada pela distensdo do grupo = C-N-H devido a presenca do
grupo amino.

1017.89 ¢m™' provocada pela distensdo do grupo 0=8=0;

1223.21 cm’' provocada pela distensdo do grupo C-0-C;
1796.12 ¢ 3465.84 cm’' sio bandas de distensdo que mostram a presenca do grupo
amino primario na molécula da Sulfadoxina;
3481.27 cm” que é provocada pela distensio do grupo N-H das aminas primarias,
3145.68 cm™'que ¢ uma banda de distensao da ligagio C-H, também provocada
pela presenga do anel aromatico;

2964.29 cm™! provocada pela distensao do grupo C-H do metila;

1401.79 e 1438.80 cm’' que s3o bandas provocadas pela deformagao simétrica €

assimétrica do grupo CHa.
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7.1.2. Determinaciio guantitativa simultinea de Sulfadoxina e Pirimetamina no

Fansidar sob a forma de comprimidos

O teste & baseado na reac¢io do Acido cloranilico, uma molécula tipica n- receptora com

Sulfadoxina e Pirimetamina, na qual ambos sao n- dadores, usando como solvente o 1,4~

Dioxano

< Acido Cloranilico

0 Acido cloranilico é um exemplo dos 1- receptores. Este € preparado a partir do

Cloranil por hidrélise alcalina "

Tabela 10:Propriedades do Acido cloranilico M

Acido Cloranilico

Nomes [UPAC "™ 2.5-dicloro-3,6-dihidroxi-2,5-ciclohexadieno-1,4-diona;

2,5—dicloro-3,6-dihidroxi-p-benzoquinona

Formula estrutural 0

0

Formula  molecular C¢H.C1,04; 208.99 g /mol

massa molar
Composigio elementar C34,48%; H0,96%; 033,93%; CI 30,62%

Caracteristicas Cristais vermelhos alaranjados

Espectros de UV Absorcio a 290-340 nm e 520-555 nm

Pontos de fusio 282-284 °C

Outros usos Formagio de sais estaveis com catides metalicos; usado

na espectrofotometria; usado na analise de compostos

inorganicos por Cromatografia em papel.
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1,4- Dioxano

O
Na sua forma mais pura, o 1,4-Dioxano tem Pe: 101°C; Pf.: 12 °C; p: 1,034 g/mL tol.
Este é miscivel com 4gua em quaisquer proporgdes € o seu azedtropo com a agua tem
ponto de ebuligio de 87,8°Ce contém 81,6% de Dioxano "

O Dioxano pode conter impurezas de dcido acético, agua € etilenoacetal do acetaldeido

sobre a forma de peroxido ™

A escolha do 1,4- Dioxano, um solvente com baixa constante dielétrica diminui
severamente a capacidade para a solvatagio das moléculas em andlise e do complexo,

além disso, o tamanho molecular das drogas nao favorece as actividades de solvatag@o.

7.1.2.1. Determinagio da absor¢do maxima para dcido cloranilico e seus complexos

com Sulfadoxina e Pirimetamina

Preparar uma solugio de acido cloranilico de 4,5x10° M em 1,4-Dioxano ¢ depois

determinar a sua absor¢io méaxima usando a espectrofotometria de UV/VIS.

Preparar as Solugdes de Sulfadoxina ( 1,613x10° M) e Pirimetamina (1,004x10'2 M) em

1,4-Dioxano.

Foram preparadas solugdes de 100 mL para cada uma das substancias e 0s dados usados

estio anexos na seguinte tabela:
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Tabela 11: Dados usados na preparagio das solucdes

Conc. Massa molar | V (ml) n (moles)

(M) (g/mol)

Ac. Cloranilico | 4.500 x 107 | 208,990 100 4.500x10°

Sulfadoxina | 1.613x107 | 310,330 100 1.613x107

Pirimetamina | 1.004x10 {248,710 100 1.004x10”

Solugio Cor

Acido Cloranilico Solugio alaranjada

Tabela 12: Leitura das absorvéncias do dcido Cloranilico em triplicado e suas médias

A

nm

380 400 420 440 460 480 500 520 540 560 580 | 600

Al | 0231 | 0.242 [ 0287 | 0.241

A2 | 0227 | 0.240 | 0.288 | 0.239

A3 [ 0.232 (0238 |0.280 [ 0.240

Am | 0.230 | 0.240 | 0.288 | 0.240

Transfere-se 1 mL da solugio de Sulfadoxina para um baldo volumétrico de 10 mL,
adiciona-se 1 mL de acido Cloranilico e completa-se o volume com 1,4-Dioxano. Os

mesmos procedimentos s3o tomados para a solugdo da Pirimetamina.

As solugdes sdo bem misturadas e deixadas em repousc por 30 minutos para as cores se
desenvolverem intensamente e depois analisadas por espectrofotometria de UV/VIS para

a obtengiio dos maximos de absorgao num intervalo de comprimentos de onda de 380-

600 nm.

Tabela 13: Coloraciio dos complexos

Solugio ' Cor

Complexo de Sulfadoxina Solugio amarelada

Complexo de Pirimetamina Solugio violeta
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Depois de preparados o0s complexos foi feita a respectiva analise dos maximos de

absorcio, tendo-se obtido os seguintes resultados:

Tabela 14: Leitura das absorvancias do complexo de Sulfadoxina em triplicado

380 400 420 440 460 480 500 520 540 560 580

0.250 | 0.3526 | 0.383 | 0.576 | 0.791 0950 | 1.129 | 1.007 | 0.910 | 0.841 | 0.671
0248 | 03529 |0.385 | 0.577 | 0.793 0061 | 1.128 | 1.009 | 0.913 | 0.841 | 0.673
0252 | 03520 [0.384 [ 0575 |0.792 0.960 | 1.127 | 1.008 | 0.913 | 0.838 0.672
5.250 | 0.3528 | 0.384 | 0.576 | 0.792 0960 | 1.128 | 1.008 | 0.912 | 0.840 0.672

Tabela 15: Leitura das absorvancias do complexo de Pirimetamina em triplicado

380 400 420 440 460 450 500 520 540 560 580

0241 | 0288 | 0311 | 0337 | 0354 | 0.407 0.743 | 1.080 { 1.033 | 0.384 | 0.289
0238 | 0.287 | 0.312 | 0.336 | 0.353 0409 | 0.744 | 1.079 | 1.032 1 0.385 | 0.288
0241 [0.289 | 0313 [ 0335 | 0.352 0408 10745 | 1.081 [ 1.031 | 0.383 | 0.287
0.240 | 0.288 1 0.312 | 0.336 | 0.333 0408 | 0.744 | 1.080 | /032 | 0.384 0.288
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Usando as médias das absorvincia nas ordenadas € o0s comprimentos de onda nas

abeissas foi obtido o seguinte grafico:

1.2

1 4

0.8
—e—Ac. Cioranilico

0.6 - - A - . -'.j | | —o— Sulfadoxina

Pirimetamina

—_
E
£

-

Figura 2: Absor¢ao maxima para acido Cloranilico (1), Sulfadoxina (2) e Pirimetamina

()

Analise dos resuitados

De acordo com os dados obtidos, o acido Cloranilico apresenta comprimento de onda
maximo a 420 nm e a sua absorvancia maxima ¢ de 0.2880. O Complexo de Sulfadoxina
apresenta um comprimento de onda maximo de 500 nm e Absorvancia maxima de
1.1280 e o complexo de Pirimetamina apresenta um comprimento de onda méaximo de

520 nm com uma absorvancia maxima de 1.0800.

7.1.2.4. Construgdo da curva de calibracio

Usando padrdes de Sulfadoxina e Pirimetamina preparam-se solugdes stock com 1.4-
Dioxano como solvente contendo 1,6133-:10'2 M de Sulfadoxina ¢ 1,004)(10'2 M

Pirimetamina em 2 baldes de 10 mL (Soluggo de Sulfadoxina num baldo e Pirimetamina

noutro).
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Em 3 baldes de 10 mL transfere-se com exactiddo 1,0; 2,0 e 5,0 mL (1.613x10'3,
3.226x107 e 8.065x10° M) de Sulfadoxina e adiciona-se em cada balio 1 mL de é&cido
Cloranilico (4,5){10’3 M) completando-se depois o volume usando 1,4-Dioxano e por fim
agita-se muito bem até a completa homogeneizagio da solugéo.

Os mesmos procedimentos sdo tomados para a Pirimetamina.

Tabela 16: Dados necessarios para a preparacdo_das solugcoes

Sulfadoxina Pirimetamina

C, V, C, V, C, V, C,
(M) (mL) (M) (M) (mL) (M)
1.613x107 10 1.613x107 1.004x10* | 10 1.004x10”

1.613x10 10 | 3.226x107 1.004x10° | 10 2.008x107

1.613x107 10 | 8.065x10 1.004x10°| 10 3.012x10”

Essas solucdes sdo deixadas em repouso por 30 minutos ¢ as suas absorvdncias sdo

monitoradas de 24 em 24 horas por 96 horas.

Depois faz-se a leitura das absorvancias ¢ os valores obtidos sdo mostrados na tabela

seguinte:

Tabela 17: Absorvincias de complexos Sulfadoxina e Pirimetamina e suas médias

Solucio Conc. Absorvancias

(M) 24 48 72 96 horas | Meédia

horas horas horas

1.613x107 0.0099 |0.0098 | 0.0098 |0.0098 0.00984

Sulfadoxina 3.226x107 0.0102 |0.0101 |0.0101 |0.0101 0.01014
8.065x10” 0.0111 |o0.0112 ]0.0111 |0.0110 0.01110
1.004x107 0.0065 |0.0064 | 0.0064 | 0.0064 0.00644
Pirimetamina | 2.008x10” 0.0067 | 0.0067 | 0.0067 | 0.0066 0.00668
5.012x107 0.0075 |0.0075 | 0.0074 | 0.0074 0.00746

Sesaltina Nora Muzime 4]
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Por fim faz-se a curva de calibragio usando as médias das absorvancias e as suas

concentragoes.

Sulfadoxina y = 0.193x +g.00954
R® = 0.9997

0.0112
0.0117-
0.0108

Ab0.010 y
8.0104 * Abs.
0.0102 - ) —Linear (Aby.

0.01 '
0.0098—-—7/
0.009 —
0.0094—— h : ;
0 4 6 8
Conc. {e-3) (mol/L)

Figura 3: Curva de calibragdo para o complexo de Sulfadoxina

Piri min
irimetamina y = 0.25% + 0.0062
R? =0.9999

__;———'—"‘"

To Abs. L
— Linear (Abg.

2 4
Conc. (e-3) {(mol/L)

Figura 4: Curva de calibragio para o complexo de Pirimetamina
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7.1.2.5. Determinacdo simultinea de Sulfadoxina e Pirimetaming

O Fansidar (0,5 g de Suifadoxina e 0,025 g de Pirimetamina) previamente triturado €
colocado num balio volumétrico de 100 mL e adiciona-se 1,4-Dioxano para dissolver e

depois aumenta-se até completar o volume.

Pega-se um baldo de 10 mL e coloca-se 1,0 mL da solug@o preparada (1.6112 x 102 M de
Sulfadoxina e 1.0052 x 107> M de Pirimetamina), depois adiciona-se 1,0 mL de acido

Cloranilico (4,5x10° M) e 1,4-Dioxano até completar o volume. Essa solugdo fica em

repouso por 30 minutos.

Depois procede-se a leitura das absorvincias em simultdneo usando as absorg¢des
maximas de Sulfadoxina e Pirimetamina, isto €, 500 € 520 nm, respectivamente € com a
ajuda das curvas padrio calcula-se a quantidade em percentagem de Sulfadoxina €

Pirimetamina recuperados individualmente.

Nesta analise foram usadas trés marcas de Fansidar de diferentes fabricantes (A, B e C),

tendo-se tomado os mesmos procedimentos acima descritos para cada marca.

Tabela 18: Dados necessarios para a preparacio das solugdes
Composto Ci (M) Vi (mL) C, (M)
Ac. Cloranil. 45x 107 1 4.5x 107
Sulfadoxina 1.6112x 107 1 1.6112x 107
Pirimetamina 1.0052 x 107 1 1.0052 x 10

Depois de preparadas todas solugdes, com um repouso de 30 minutos, foram analisadas

as absorvancias de cada solugo, tendo-se obtido os seguintes dados:
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Tabela 19: Absorvincias do complexo A para a determinacdo simultdnea

Amostra | Complexo/()) | Absorvancias

1 2

M

Sulf/ (560nm) | 0.0098 0.0099

0.00982

Pir/ (520 nm) | 0.0063 0.0064

0.0064

Tabela 20: Absorvancias do complexo B para a determinacio simultinea

Amostra | Complexo/()) | Absorvancias

1 2 3 4 5

M

Sulf/(500nnt) | 0.0098 0.0099 0.0099 0.0098 | 0.099

0.00986

Pir/ (520 nm) | 0.00643 0.00645 0.00643 0.00643 | 0.00641

0.00643

Tabela 21: Absorvincias do complexo C para a determinacio simultdnea

Amostra | Complexo/(2) | Absorvancias

i 2

Sulf/(500nm) |0.0101 0.0100

Pir/(520 nm) | 0.0067 0.0065
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71.2.5.1 Determinagiio das concentracdes de Sulfadoxina e Pirimetamina nas

amostras

A determinagio das concentragdes de Sulfadoxina e Pirimetamina € feita por interpolagao

usando as curvas de calibragio.

Sulfadoxina :A = 0.193X; + 0.00954 Pirimetamina : A = 0.25 X; + 0.0062

Tabela 22: Calculos das concentracdes de Sulfadoxina e Pirimetamina em cada marca
B C

Amostra A
Complexo Sulf. Pir. Sulf. Pir. Sulf. Pir.

Abs. média | 0.00985 0.00623 0.00986 0.00623 0.00985 0.00624
Conc. (M) 158x10° [1.0x10° [166x10° [096x107 [1.61x107 |[0.997x 10~

Volume(mL) | 10 10 10 10 10 10

n (Moles) 58 x10° 110x10° |166x10° |096x10° |161x10”° |0997x10°

As amostras de Fansidar usadas tém as seguintes quantidades de Sulfadoxina e

Pirimetamina;

Tabela 23: Calculo das quantidades em massa de 1 mL das solucdes preparadas

Amostra A B C
Composto Sulf. Pir. Sulf. Pir. Sulf. Pir.
n (Moles) T58x10° 1 1.0x10° [166x10° [096x10° |1.61x107° [0.997x 107

Massa molar | 310.33 248.71 310.33 248.71 310.33 248.71

(g/mol)
m (g) 0.0049032 0.00024897 | 0.0051515 | 0.00023833 | 0.0050032 0.00024794

As quantidades da Sulfadoxina e Pirimetamina acima calculadas correspondem a | mL
da solucdio mie para a determinagio simultanea, entdo, como um comprimido foi diluido

até o volume de 100 mL, temos a massa obtida multiplicada por 100. Essa massa final é a
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massa original da Sulfadoxina e Pirimetamina em cada uma das amostras de Fansidar

analisadas.

Tabela 24: Massa total da Sulfadoxina e Pirimetamina em cada comprimido e_seus

rendimentos

Amostra A C
Composto Sulf. Pir. Sulf. Pir. Sulf. Pir.

m (g) 0.49022 0.024897 0.51515 0.023833 0.50032 0.024794
Myehrica () 0.5 0.025 0.5 0.025 0.5 0.025

Rend. % 98.04 99.5 103.03 95.33 100.06 99.18

7.2. Analise das curvas de calibragao

Desvio padrio ( RSD ) da precisio da tecnica analitica foi de 1.04%.

Tabela 25: Anaélise das curvas de calibracdo

Dados estatisticos Sulfadoxina Pirimetamina

Limite de deteccdo (mol/L) 161%x10°-3.22x 10° | 2.0t x 10°-4.02x 107
Limite de quantificagio (mol/L) | 4.83 x 107-6.44x 10 | 6.03 10°-8.04 x 10”

Coeficiente de regresséo 0.9997 0.9999

Desvio padriio da intercepgdo (%) | 0.55 0.35

Desvio padrdo da inclinagdio (%) 1.03 1.60
A=0.193X, +0.00954 | A=0.25X,+ 0.0062

Equacdo da recta
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7.3. Analise dos resultados

» A partir do Fansidar injectavel obteve-se a Sulfadoxina € a Pirimetamina com

rendimentos de 92.4 e 95%, respectivamente.

O teste de pureza desses compostos foi feito usando a Cromatografia em Camada
Fina com diferentes solventes. Usando o Acetato de etilo-Metanol (9:1) obteve-se
um Rf = 0.1, com o Cloroférmio - Metanol (4:1) Rf =0.39 e usando o Acetato de
etilo obteve-se um Rf = 0.53 para a Sulfadoxina (que conferem com 0s valores de

Rfs tabelados) e para a Pirimetamina foram obtidos Rfs iguais a 0.04, 0.31 ¢ 0.36,

respectivamente.

A analise TLC usando como fase moével o Acetato de Etilo mostrou bons
resultados no que diz respeito a separagio das manchas e os valores de Rf da
Sulfadoxina e Pirimetamina aparecem muito diferentes, o que fez com que se

escolhesse esse solvente para a cromatografia em coluna.

Os complexos formados entre o dcido Cloranilico com a Sulfadoxina {amarelado)
e Pirimetamina (violeta), tém absorgdes maximas & 500 e 520 nm,
respectivamente. A solugdo ligeiramente alaranjada do 4cido Cloranilico em 1,4-

Dioxano tem uma absor¢do maxima de 420 nm (fig. 1).

A mudanga da cor observada mostra que nos complexos formados ocorrem

interac¢des de transferéncia de carga onde o acido Cloranilico é o m-receptor € as

drogas s3o os n-dadores.

As cores dos complexos sio estavel por um periodo de 24 horas e a solugdo
dessas drogas num solvente inerte n3ao mostra nenhuma evidéncia de

decomposigio em um periodo de 96 horas, o que mostra a sua estabilidade em

solugdo.
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A precisdo da técnica analitica da-nos um desvio padrio RSD de 1.04%, o qual

sugere um elevado grau de reprodutibilidade € a exactiddo foi de 95 - 99%.

O limite de detecgio foi de cerca de 1.01 x 10° - 3.22 x 10°S mo¥/L. para a '
Sulfadoxina e 2.01 x 107 - 4.02 x 10”° mol/L para a Pirimetamina e o limite de
quantificagdo foi de cerca de 4.83 x 1073 - 6.44 x 10° mol/L para a Sulfadoxina e

6.03 x 107 - 8.04 x 10” mol/L para a Pirimetamina.
As equagdes das curvas obtidas sao:
Para o complexo de Sulfadoxina: A; = 0./93x; + 0.00954

Para o complexo de Pirimetamina: A, = 0.25x; + 0.0062

Onde:

A = Absorvancias
x; e x; = Concentrag@o das drogas na mistura final da analise em moV/L.

Os coeficientes de regressio sdo de 0.9997 para Suifadoxina e 0.9999 para

Pirimetamina.

Os desvios padrio relativos RSD para a inclinagdao ¢ para a intercepcdo da

Sulfadoxina sdo 1.03 e 0.555, respectivamente, enquanto para a Pirimetamina séo

1.6 € 0.35%, respectivamente.

Os valores dos coeficientes de regressio linear confirmam a auséncia dos

compostos isométricos no decurso desse estudo analitico.

Foi feita uma experiéncia de recuperagao quantitativa de Sulfadoxina e

Pirimetamina em trés marcas de Fansidar fabricadas em Paises diferentes, os

resultados encontram-se na seguinte tabela:
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Marcas

Sulfadoxina

Pirimetamina

% recuperagdo

(n=135)

% RSD

% recuperacdo % RSD
(n=23)

Método de transferéncia de carga

A

98.04

2.00

99.5 2.5

B

103.03

2.94

95.33 4.90

C

100.06

0.064

99.18 22

No Fansidar a Sulfadoxina e a Pirimetamina tém como limites aceites de 95-105% ™,

Os baixos valores dos RSDs sao uma indicagao da precisdo do método. Com is50, € nossa

sugestio que pode-se usar a técnica dador-receptor depois de validada na garantia de

qualidade e para uma possivel andlise que indique a estabilidade dessas drogas.
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8. Conclusdes e recomendacdoes

8.1. Conclusoes

v A Sulfadoxina e Pirimetamina isolados a partir do Fansidar eram puros, visto que
os pontos de fusdo para Sulfadoxina foram de 198-201 °C e 240-243 °C para
Pirimetamina, os quais s3o muito préximos aos dados da literatura que sdo 197-

200 °C para Sulfadoxina e 239-242 °C para a Pirimetamina.

Solugdes de Sulfadoxina e Pirimetamina na presenga do acido Cloranilico
formam espontaneamente complexos de coloragio violeta com absorg¢ao maxima

de 500 e 520 nm, respectivamente, tendo o éacido Cloranilico uma absorgio

maxima a 420 nm.

A espontanea formagdo da’ coloragdo violeta e amarelada a partir da solugio
alaranjada do 4cido Cloranilico por reacgio com as drogas ¢ uma grande
evidéncia da formagdo de complexo com transferéncia de carga, visto que a

Sulfadoxina e a Pirimetamina usadas estavam no seu estado mais puro.

Devido a sua sensitividade, simplicidade, exactiddo e baixos valores de RSDs a
técnica dador-receptor pode ser utilizada em condigdes laboratoriais para uma
rapida separagdo de Sulfadoxina e Pirimetamina, no controlo da qualidade ¢ para

uma possivel analise de estabilidade dessas drogas.

Os resultados deste trabalho demonstram gue os complexos de transferéncia de
carga entre o acido Cloranilico com a Sulfadoxina e Pirimetamina sdo

suficientemente estaveis e podem ser usadas como base para a analise quantitativa

dessas drogas.
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8.2. Recomendagdes

v Recomenda-se que se continue com esse estudo para a andlise das constantes de
equilibrio, entropia e entalpias dos complexos de Sulfadoxina e Pirimetamina,
com isso se sabera se a formacdo dos complexos é expontinea ou nio ¢ qual € 0

grau de estabilidade dos mesmos.

A determinagiio simultanea de Sulfadoxina e Pirimetamina pelo método de
complexagio é uma técnica rapida, precisa e de baixo custo. Uma vez validado o
método podera ser recomendado para a determinagio quantitativa simultanea de

medicamentos que incorporem estes dois constituintes.
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ANEXO 1

1. Tabelas de tratamento estatistico dos dados
1.1. Para os dados das curvas de calibragio
1.1.1. Sulfadoxina

Conc. 1.613x10° M

Absorvancias (y) ¥Y-Ymédio (Y-Ymedio)”
0.00988 0.000054 2x107
0.00985 0.000024 576x 107"
0.00983 0.000004 1.6x 10"
0.00980 -0.000026 676 x 10°"°
0.00977 -0.000056 3x107
Ymedio = 0.009826 £=0.0 T=6x10"
Desvio padrdo (RSD) = 0.0039
Limite de confian¢a (Ynmeio = RSD) : 0.009826+ 0.0039

Conc. 3.226x107°

Absorvincias (y) Y-Ymédio (Y-Yemedia) ™
0.01019 0.0000484 2x 107
0.01016 0.0000184 3:3856x 107"
0.01014 -0.0000016 2.56x 107"
0.01011 -0.0000316 9.9856 x 107"
0.010108 -0.0000336 1x107
Ymedio = 0.0101416 £=0.0 £=4x10"
Desvio padrdao (RSD) = 0.0033
Limite de confianca (Ymedio= RSD) : 0.0101416 £ 0.0033




Conc. 8.065x10°

Absorvancias (v)

¥Y-¥Ymédio

(Y-Yemédio)

0.01113

0.000054

2x107

0.01110

0.000024

576x10°°

0.01108

0.000004

1.6x107"

0.01105

-0.000026

6.76 x 107"

0.01102

-0.000056

3x107

£=0.0

T=6x10"

Desvio padrio (RSD) = 0.004

Limite de confian¢a (ymeaiox RSD) : 0.011076 + 0.004

1.1.2. Pirimetamina

Conc. 1.004x10°

Absorvancias (y)

¥Y-¥médio

(Y‘Ymédio)z

0.0064%

0.000054

2x107

0.00646

0.000024

576 x 1077

0.00644

0.000004

1.6x 107"

0.00641

-0.000026

6.76 x 10710

0.00638

-0.000056

3x107

Ymedio = 0.006436

=00

T=6x10"

Desvio padrdo (RSD) = 0.0039

Limite de confianca (ymegio £ RSD) : 0.009826+ 0.0039




Conc. 2.008x107°

Absorviancias (y)

¥-¥midio

(Y-Ymedio)”

0.00674

0.000054

2x10°

0.00671

0.000024

576x 107"

0.00669

0.000004

1.6x10"

0.00666

-0.000026

6.76x 107"

0.00663

-0.000056

3Ix10”°

Ymédio = 0.006686

=00

T=6x10"

Desvio padrdo (RSD) = 0.0039

Limite de confian¢a (Ymesio = RSD) : 0.009826+ 0.0039

Conc. 5.012x107

Absorvincias (y)

¥Y-¥Ymédio

(y-ymédiu)2

0.00750

0.000054

2x10”

0.00747

0.000024

576 x 107"

0.00745

0.000004

1.6x10"

0.00742

-0.000026

676 x 10"

0.00739

-0.000056

IxX10”

¥Ymédio = 0.007446

=00

T=6x10"

Desvio padrio (RSD) = 0.0039

Limite de confianca (Ymsaio £ RSD) : 0.009826+ 0.0039




1.2. Para a anilise espectrofotométrica das amostras de Fansidar

1.2.1. Analise dos dados da Sulfadoxina na amostra A

Absorvincias (y) Y-Ymédio (Y-Yumédio)
0.0098 -0.00002 4x10°"°
0.0099 0.00008 64x107
0.0098 -0.00002 4x107"7
0.0098 -0.00002 4x10°°
0.0098 -0.00002 4x107"°
Ymedio = 0.00982 z=0.0 T=8x10"
Desvio padrido (RSD) = 0.0011
Limite de confian¢a (Ymegio = RSD) : 0.00982+ 0.0011

1.2.2. Analise dos dados da Pirimetamina na amostra A

Absorvancias (y) Y-Y médio (V-Ymedio)
0.0063 -0.0001 1x10°
0.0064 0.00 0.00
0.0064 0.00 0.00
0.0065 0.0001 1x107°
0.0064 0.00 0.0
Ymedio = 0.0064 £=0.0 £=2x10"
Desvio padrio (RSD) = 0.0071
Limite de confianga (ymedio = RSD) : 0.0064+£ 0.0071




1.2.3. Anilise dos dados da Sulfadoxina na amostra B

Absorvincias (y) Y=Y médio (Y-Ymédio)”
0.0098 -0.00002 4x10°"°
0.0099 0.00008 64x107
0.0099 0.00008 64x107
0.0098 -0.00002 4x 107"
0.0099 0.00008 6.4x 10~
Ymédio = 0.00982 T =0.00020 £=2x10"

Desvio padrdo (RSD) = 0.0071

Limite de confian¢a (Ynedio £ RSD) : 0.00982+ 0.0071

1.2.4. Anailise dos dados da Pirimetamina na amostra B

Absorvincias (y) Y-Ymedio (Y-Ymédio)”
0.00643 0.00 0.00
0.00645 0.00002 4x107"
0.00643 0.00 0.00
0.00643 0.00 0.00
0.00641 -0.00002 4x107"°
Ymédio = 0.00643 =00 T=8x10"°

Desvio padrdo (RSD) = 0.0014

Limite de confianga (Ymedio = RSD) : 0.00643+ 0.0014




1.2.5. Analise dos dados da Sulfadoxina na amostra C

Absorvincias (y)

Y“¥médio

(Y-Ymédio)

0.0101

0.0002

4x10°8

0.0100

0.0001

1x10°8

0.0099

0.00

0.00

0.0098

-0.0001

1x10°

0.0097

-0.0002

4x10°

Ymédio = 0.00599

z=0.00

T=1x10"

Desvio padrdo (RSD) = 0.016

Limite de confian¢a (yneqiox RSD) : 0.0099+ 0.016

1.2.6. Analise dos dados da Pirimetamina na amostra C

Absorviancias (y)

¥Y-Ymédio

(y-ymédio)2

0.0067

0.0001

Ex 107

0.0065

-0.0001

1x10°®

0.0067

0.0001

1x10°®

0.0066

0.00

0.00

0.0065

-0.0001

1x10°®

ylnédjo = 0.0066

X=00

T=4x10"

Desvio padrido (RSD) =0.010

Limite de confianga (Yo RSD) : 0.0066% 0.010




ANEXO 2

TLC de Sulfadoxina, Pirimetamina e Fansidar

l'

Placa: Silica gel
Solvente: Acetato de etilo
A de revelacdo: 366 nm
S: Sulfadoxina

P: Pirimetamina

A: Amostra de Fansidar



ANEXO 3

3. Espectro

-]
£
=
=
3]
g
B
a9
&
o
Q
=
—
@
=
Tt
L
>
[+
&
=
(=]
[}
=)
e
frar)
[+
L
[=
o
(]

Espectro 1

}
|

i
|
i
!
|

i
!

] N
N T T |

}

i
3485.84—

1

3377420 ——=

!
t

™

¥

D S R

|
i
H
£
N

SR O U

[}

3263.93~.
i

i

T EY T Ny

1

w—— J-l A i it - ! e

H

i

JEREES S
fl
i
i

[
{
[
-
]

i
]
¥
i
|
i
'
I
1
'
FTRU P JU -
:
§

1
3
'
1
[
B T IR

=

R

ck — ——— oo

-

1

— =

. 1300.72

i
| o
—~—— ‘_._._...n....iw B

i
1157 21o— s
1089 71—

B S

.__.._%__,_ NS N
'

1319.22-‘_\_

;
_

[}

4000

3750

3500

3250

3000

270

i | ! .
_-__—-_na___.__‘-.ﬂ_u-««__ﬂl—__—-_-_a—c_

2000

2500 2250

-_-.__-—_

1750

1500

._qa._*«-d,——_--w-_u_.—

125 1000 750 500




arbitrary units

o
£
g
&
el
2
g
3=
=¥
o
o
P
7]
[77)
S
o
3
8
3]
)
=9
1”23
(53]

Espectro 2

44 E ' :m Ly __. Iy ,_F #..___ .:.: :E:_ :_i? T T _: _ m—. .__._ _“

..dﬂ—._.-__.44-...._4-.-._duudq_d}—..i—qqua._uﬂqd-.wmnﬁ.q.—iﬂ.-n-_..---.u-a.«-_.aqq-d-qu L RS LR

80 120 180 180 200 220 240 250
~ m/z




Espectro 3: Espectro de Infravermelho da Sulfadoxina
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4. Anexo de figuras

A maldria| - O caos causado pela Maldria no mundo:

© CHoroouine msistance
O Chiauguing + sulphesdoxing-py inwthamine raskiance

4.1) Distribui¢iio da malaria no mundo em 2005 ',

4.2) Aspecto de alguns globulos vermelhos apos a ac¢do do P. Falciparum ™.
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4.4. Ciclo de vida do parasita e local de ac¢iio dos agentes antimalaricos ™.
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4.5. Espécies de plasmodium causadores da maldria

Tabela :Classificaciio Cientifica das quatro espécies de plasmodium
Reino Protista

Filo Apicomplexa
Classe Aconoidasida
Ordem Haemosporida
Familia Plasmodiidae
Género Plasmodium




