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RESUMO

DESENVOLVIMENTO E VALIDACAO DE METODOS PARA
QUANTIFICACAO DE IVERMECTINA EM MEDICAMENTOS
VETERINARIOS

A ivermectina (IVM) € um antiparasitario da classe das avermectinas
mundialmente utilizado na produgdo animal. Quando os farmacos apresentam
teores fora das especificagdes, estes podem comprometer a saude animal e/ou
deixar residuos no produto animal destinado ao consumo humano. Os objetivos
deste trabalho foram desenvolver e validar um método analitico usando a
cromatografia liquida de alta eficiéncia com deteccado por arranjo de fotodiodos
(HPLC-DAD) e avaliar um meétodo alternativo, espectroscopia no infravermelho
proximo (NIR) associada a quimiometria, para a quantificacdo de IVM em
medicamentos veterinarios. Os parametros cromatograficos foram estabelecidos
seguindo as especificagcbes da Farmacopéia Briténica e a validagdo foi baseada
na Resolugdo n° 899 de 29/05/03 da ANVISA. A separacado da IVM de seu
homdélogo foi realizada em uma coluna cromatografica C18 Purospher STAR RP-
18e (55 mm x 4,0 mm, 3 um), fase mével metanol:agua (83:17, v/v), vazao de 1,0
mL min™, temperatura de 30 °C e comprimento de onda de detecgdo de 245 nm. O
método foi seletivo com os seguintes parametros de validacao: linearidade (r =
0,9995), intervalo de linearidade: 40 a 60 yg mL™", exatiddo: 96 - 104 %, precisdo
intra-dia: 0,5 a 4,8% e precisdo inter-dia: 2,7%. Trinta e uma amostras
(formulagbes injetaveis) foram analisadas e 45,2% estavam fora das
especificacdes (valor declarado). Os estudos empregando a NIR foram
executados na faixa espectral de 4000 a 14000 cm™'. Os espectros obtidos (média
de 100 espectros) foram tratados com a ferramenta quimiométrica PCA (Principal
Component Analysis) para a analise exploratéria dos dados e um modelo de
calibracao foi construido por PLS (Partial Least Squares). O modelo de calibracao
baseou-se em validagdo cruzada usando 66 variaveis (4104,2 a 43549 cm™), 5
componentes principais e 25 amostras. Embora o método NIR tenha mostrado
algumas vantagens sobre o método cromatografico, o emprego da HPLC ainda é
necessario para confirmacao de identidade.
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ABSTRACT

DEVELOPMENT AND VALIDATION OF METHODS TO
QUANTIFICATION OF IVERMECTIN IN VETERINARY DRUGS

lvermectin (IVM) is an antiparasitic compound of the class of avermectins
worldwide used in livestock production. When veterinary drugs present levels
outside their specifications, they may compromise animal health and/or leave
residues in animal products destined for human consumption. The aims of this
work were the development and validation of an analytical method using high
performance liquid chromatography with photodiode array detection (HPLC-DAD)
and evaluation of an alternative method, near infrared spectroscopy (NIR)
associated to chemometry, to the quantification of IVM in veterinary drugs. The
chromatographic parameters were established according to the specifications of
the British Pharmacopoeia and the validation was based on the Resolution n°® 899
of 29/05/03 of ANVISA. The separation of IVM from his homologue was achieved
using a C18 column Purospher STAR RP-18e (55 mm x 4,0 mm, 3 um), mobile
phase of methanol:water (83:17, v/v), flow rate of 1.0 mL min™', temperature of 30
°C and detection wavelength of 245 nm. The method was selective with the
following validation parameters: linearity (r= 0.9995), linear range: 40 a 60 ug mL™",
accuracy: 96 - 104%, intra-day precision: 0.5 to 4.8 % and inter-day precision:
2.7%. Thirty one samples (injectable formulations) were analyzed and 45.2% were
outside their specifications (declared value). Near infrared studies were carried out
in the spectral range of 4000 to 14000 cm™. The NIR spectra obtained (average of
100 spectra) were treated with a chemometric tool Principal Component Analysis
(PCA) for exploratory data analysis and a calibration model by Partial Least Square
(PLS) was built. For this purpose, cross validation with 66 variables (4104.2 a
4354.9 cm™), 5 principal components and 25 samples were employed. Even
though, the NIR method had shown some advantages regarding to the
chromatographic method, HPLC is still required for identity confirmation.
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comprimento de onda de detecgdo em 245 nm e volume de
injecdo de 5 pulL.

Cromatogramas obtidos para a separacao da IVM B1a de seu

homoélogo IVM B1b na concentragdo 50 pug mL". Coluna de
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IV.5b

IV.5¢c

IV.6

Iv.7

IvV.8

separagao Purospher® STAR RP-18e (55 mm x 4,0 mm, 3 um),
fase mével composta por MeOH:,0 (83:17, v/v); vazao da fase
mével de 1,0 mL min™', comprimento de onda de detecgdo em
245 nm, volume de injecao de 5 ulL e temperatura da coluna de
30, 33 e 35 °C.

Cromatogramas obtidos para a separagédo da IVM B1a de seu
homoélogo IVM B1b na concentragdo 50 ug mL". Coluna de
separacao Purospher® STAR RP-18e (55 mm x 4,0 mm, 3 um),
fase movel composta por MeOH:H>O (83:17, v/v); vazdo da fase
moével de 1,0 mL min”, comprimento de onda de deteccdo em
245 nm, volume de injecdo de 5 uL e temperatura da coluna de
35, 37,39 e 41 °C.

Cromatogramas obtidos para a separacao da IVM B1a de seu
homoélogo IVM B1b na concentragdo 50 ug mL". Coluna de
separacao Purospher® STAR RP-18e (55 mm x 4,0 mm, 3 um),
fase mével composta por MeOH:H>O (83:17, v/v); vazao da fase
moével de 1,0 mL min”, comprimento de onda de deteccdo em
245 nm, volume de injecao de 5 uL e temperatura da coluna de
43 e 45 °C.

Grafico da resolugéo entre os picos cromatograficos referentes a
IVM B1a e IVM B1b em funcédo da temperaturas de coluna (30,
33, 35, 37, 39, 41, 43 e 45 °C).

Variagédo da concentragdo de IVM B1a durante estocagem por um
periodo de 3 meses em trés formas de estocagem: (A) fraco
transparente a temperatura ambiente; (B) frasco ambar a
temperatura ambiente e (C) frasco transparente sob refrigeracao (
2-8°C).

Regides - (a) inicio (b) meio e (c) fim - referente ao pico
cromatografico da IVM B1a utilizadas para a avaliagdo da pureza
de pico em um cromatograma caracteristico registrado para a
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IV.9

IV.10

V.11

IV.12

amostra 2 na concentragdo de = 50 pg mL". Fase estacionaria
Purospher® STAR RP-18e (55 mm x 4,0 mm, 3 um); fase movel
MeOH:H»0O 83:17 v/v; vazdo: 1,0 mL min™'; temperatura a coluna:
30 °C, comprimento de onda de deteccdo em 245 nm e volume
de injecdo de 5 L.

Espectros de absorcao UV da IVM B1a nos tempos de retencéo
da amostra 2 a aproximadamente 50 ug mL™" de IVM (a) do inicio;
(b) meio e (c) fim do pico cromatografico correspondente a IMV
B1a. Fase estacionaria Purospher® STAR RP-18e (55 mm x 4,0
mm, 3 um); fase mével MeOH:H.O 83:17 v/v; vazao: 1,0 mL min
' temperatura a coluna: 30 °C, comprimento de onda de
deteccdo em 245 nm e volume de injecdo de 5 pul.

Espectro de absorgdo UV da IVM B1a no tg de maxima altura do
pico cromatografico da solucdo do padrdo a 50 pg mL". Fase
estacionaria Purospher® STAR RP-18e (55 mm x 4,0 mm, 3 um);
fase movel MeOH:H.,O 83:17 v/iv; vazdo: 1,0 mL min™;
temperatura a coluna: 30 °C, comprimento de onda de deteccao
em 245 nm e volume de injecdo de 5 L.

Cromatogramas registrados para o padrao de IVM na
concentracdo de 50 ng mL' apds 1 hora sob condices de
degradacdo em (a) 60 °C; (b) H20» 3% v/v; (c) HCI 0,1 mol L™ e
(d) NaOH 0,1 mol L. Fase estacionaria Purospher® STAR RP-
18e (55 mm x 4,0 mm, 3 um); fase mével MeOH:H20 83:17 v/v;
vazdo: 1,0 mL min™; temperatura: 30 °C; comprimento de onda
de deteccdo em 245 nm e volume de injecdo de 5 L.
Cromatogramas registrados para o padrdao de IVM na
concentracdo de 50 ug mL™' apds 24 horas sob condicdes de
degradagdo em (a) 60 °C; (b) H20» 3% v/v; (c) HCI 0,1 mol L™ e
(d) NaOH 0,1 mol L. Fase estacionaria Purospher® STAR RP-
18e (55 mm x 4,0 mm, 3 um); fase moével MeOH:H20 83:17 v/v;
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IV.13

IV.14

IV.15
IV.16

V.17

IV.18

IV.19

IV.20

IvV.21

IvV.22

vazdo: 1,0 mL min”; temperatura: 30 °C; comprimento de onda
de deteccdo em 245 nm e volume de injegédo de 5 plL.

(a) Curva analitica dinamica no intervalo de concentracao de
padrdo IVM Bla de 10 a 100 pug mL" (equacdo da reta e
coeficiente de regressao linear (r) inseridos no grafico); (b) grafico
de residuos para a curva analitica dinamica.

(a) Curva analitica (intervalo) na faixa de concentracé&o de padrao
IVM B1a de 40 a 60 pg mL (equacgao da reta e coeficiente de
regressao linear (r) inseridos no grafico); (b) grafico de residuos.
Distribuicdo dos efeitos dos parametros em ordem crescente.

(@) Curva analitica mediante fortificacdo — no intervalo de
concentracdo de padrao IVM Bia de 40 a 60 pg mL" (Equagao
da reta e coeficiente de regressao linear (r) inseridos no grafico);
(b) grafico de residuos para a curva analitica na matriz.

Curva de adicdo padrdao (a) Amostra 1 e (b) amostra 25.
Equacbes das retas e coeficientes de regressao linear (r) estao
inseridos nos respectivos graficos.

Grafico de porcentagem para a classificacdo das amostras dentro
ou fora das especificagdes de acordo com os resultados obtidos
pelo método cromatografico.

Espectro na regidao do infravermelho proximo da (a) IVM em
MeOH 30000 pug mL™" e (b) das amostras de solugdo injetavel 1%
m/v (1 a 11,25 a 30 e 35).

Espectro na regido do infravermelho préximo (a) amostras em
solucao injetavel 1% L.A m/v (20 a 24) e (b) solucao injetavel 4%
L.Pm/iv(12a19).

Espectro na regido do infravermelho préoximo das amostras (a)
solucao oral 0,08% m/v (31 a 33) e (b) solugéo injetavel 3,5% L.A
m/v (34).

Grafico de scores PC1 vs PC2 para os espectros de todas as

amostras de medicamentos de ivermectina sem pré-tratamento.
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IvV.23

IV.24

IV.25

IV.26

IvV.27

V.28

IV.29

IV.30

V.31

V.32

IV.33

Grafico da porcentagem de variancia explicada por componente
principal.

Grafico de loadings para o conjunto de amostras obtidos para a
PC1 vs PC2.

Grafico de loadings do conjunto de amostras obtidos para a PC1
em funcao das variaveis.

Espectro na regido do infravermelho proximo da IVM e ABM
10000 ug mL™ em MeOH.

Grafico de scores PC1 vs PC2 para os conjunto de dados do
grupo Il.

Grafico de loadings para o conjunto de amostras do grupo Il
obtidos para a PC1 vs PC2.

Grafico de loadings do conjunto de amostras do grupo |l obtidos
para a PC1 em funcao das variaveis.

Modelo de calibracdo NIR-PLS1 por validagdo cruzada com 5
componentes principais para as amostras de 1 a 30.

Grafico do erro de previsdo para as amostras de medicamento do
conjunto de validacdo em relacdo aos resultados do método
cromatografico.

Modelo de calibracdo NIR-PLS1 por validagdo cruzada com 3
componentes principais para as amostras sintéticas com 0,5, 1, 2
e 3% m/v de IVM e a amostra 12 (4% m/v).

Grafico do erro de previsdo para as amostras de medicamento
veterinario 4 % L.P m/v do conjunto de validagcdo em relagao ao

método cromatografico.
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1 - CONTROLE DE QUALIDADE EM MEDICAMENTOS
VETERINARIOS

O uso de medicamentos veterinarios na producéao animal é frequente e uma
variedade de farmacos €é empregada para fins terapéuticos, profilaticos,
metafildticos e/ou como promotores de crescimento. Esses medicamentos podem
ser administrados aos animais por diferentes vias, incluindo a adicdo destes em

racoes.

Alteragdes voluntarias ou involuntarias nas concentragées declaradas dos
produtos comerciais contendo farmacos veterinarios exclusivos ou associados
podem, isoladamente, responder por perdas significativas na industria animal ou
oferecer riscos a saude humana. Portanto, € importante que as empresas realizem
o controle de qualidade interno de seus produtos e que o governo exerca a
fiscalizagdo para garantir a conformidade dos mesmos.

Quando os medicamentos ndao sao utilizados conforme as boas praticas
veterinarias’, os mesmos podem ndo ser eficazes para o propésito em que sdo
empregados na produgdo animal, levando a disseminacao de doengas entre os
animais e/ou conduzindo a presenca de residuos nos alimentos acima dos valores
maximos permitidos de concentracdo, colocando em risco a saude humana e
prejudicando a oportunidade de negociacao internacional pela perda de qualidade

dos produtos finais da cadeia de producao animal (ANVISA, 2003).

Cabe destacar que devido a extensao territorial e as condigcbes climaticas
favoraveis, o Brasil é, a nivel mundial, um dos maiores produtores de carne
bovina. Segundo dados da Associacao Brasileira das Industrias Exportadoras de
Carnes (ABIEC), o Brasil liderou a posicao dos maiores exportadores de carne

! Uso oficialmente recomendado ou autorizado, incluindo os periodos de suspens&o do tratamento,
aprovados por autoridades nacionais, de medicamentos veterinarios administrados em condi¢des
praticas.



bovina no mundo, nos dois ultimos anos e, até outubro do ano de 2010 vem
mantendo essa lideranca (ABIEC, 2010).

Nos ultimos anos, varios episédios foram documentados em relagdo ao
embargo de produtos de origem animal provenientes do Brasil, em particular carne
bovina. Entre os motivos destacam-se a nao utilizacao de sistemas apropriados de
identificagdo e marcacao de rebanho, falha no controle de qualidade do rebanho e
niveis de residuos de farmacos veterinarios acima do maximo permitido por
legislacdo. No ano de 2010, a ivermectina (IVM) tem sido a responsavel pelo
embargo de carne do Brasil pelo Japao, Estados Unidos e Comunidade Européia.

A titulo de exemplo, em Maio de 2010, o Ministério da Agricultura Pecuaria
e Abastecimento (MAPA) decidiu suspender temporariamente as negociagdes
entre o Brasil e os EUA, apds autoridades norte-americanas detectarem niveis de
residuos de IVM acima do tolerado em carne proveniente do Brasil (site O
GLOBO, 2010).

No final de Outubro de 2010, o governo japonés ordenou a inspecao de
todos os produtos de carne bovina importados do Brasil, por detectar em um
produto de origem brasileira uma concentracdo de IVM acima do nivel permitido
pelas normas japonesas (site TOQUIO DIGITAL, 26/10/2010; site
PECUARIA.com.br, 2010). Recentemente, em 16 de Setembro de 2010, a Europa
impediu a entrada de 20 toneladas de carne brasileira, pois o0 carregamento
apresentava limite de residuo de IVM acima do limite maximo permitido pela
Comunidade Européia (site AMAR, 2010; site R7, 2010; site PECUARIA.com.br,
16/09/2010).

O monitoramento de residuos de farmacos em alimentos ja € objeto de
avaliacdo sistematica realizada pelo Ministério da Agricultura Pecuaria e
Abastecimento (MAPA), através do Programa Nacional de Controle de Residuos e
Contaminantes (PNCRC) e tem sido fundamental para alavancar as exportacdes
de alimentos para diversos paises que definem tais praticas como condicionantes
da negociacdo. Vale ressaltar que este programa € reconhecido e aceito como
valido por todos os paises com os quais o Brasil mantém acordos sanitarios que



permitem a exportacdo de produtos de origem animal. No entanto, os
medicamentos veterinarios em geral, e em particular contendo IVM nao séao
analisados em nenhum laboratério oficial e a avaliagdo de conformidade dos
produtos produzidos pela industria nacional ainda ndo é realizada. Deste modo,
considerando que o controle da conformidade dos mesmos € de grande
importancia para que os produtos alcancem suas devidas finalidades e n&o
comprometam a qualidade do produto final da cadeia de producdo animal, o
presente trabalho tem como objetivo o desenvolvimento e a validagdo de métodos
de andlise de medicamentos veterinarios com ivermectina como principio ativo,
para verificacdo das dosagens declaradas pelas empresas farmacéuticas

brasileiras.

1.2 - ANTIPARASITARIOS

Para o controle de parasitoses sao utilizados, de modo geral, farmacos
pertencentes a quatro grupos quimicos: benzimidazois, pirimidinas, imidazotiazbis
e lactonas macrociclicas, que se diferenciam pelo mecanismo de agcdo e pelas
formas de eliminagao parasitaria (MOLENTO, 2005). Entre esses, as lactonas
macrociclicas (ML) sdo os mais empregados na saide animal (HERNANDEZ-
BORGES et al., 2007).

O grupo das ML compreende as avermectinas (AVM) e as milbemicinas
(MBM), produtos naturais de fermentacdo do microorganismo Streptomyces
avermitilis que apresentam propriedades estruturais e fisico-quimicas semelhantes
(GOKBULUT et al., 2009; SHOOP et al., 1995). A diferenca entre AVM e MBM é
um substituinte monossacarideo ou dissacarideo na posicdo 13 do anel
macrociclico presente somente nas AVM (DANAHER et al., 2006).

Foram identificadas oito diferentes AVM (Figura 1.1) como produtos naturais
da fermentacao do fungo Streptomyces avermitilis, sao eles; AVM A1a, AVM A1b,
AVM B1a, AVM Bia, AVM A2a, AVM A2b, AVM B2a e AVM B2b, onde trés
(avermectinas A2a, Bla e B2a) sdo os produtos mais abundantes e a AVM B1la



apresenta a maior atividade antiparasitaria dentre todos os homélogos (DANAHER
et al., 2006; LI et al., 2008; OMURA & CRUMP, 2004).

A classificagdo das AVM em “A ou B”, “1 ou 2” ou ainda em “a ou b”, ocorre
de acordo com algumas caracteristicas comuns. As estruturas da série “A”
possuem um grupo metoxila no carbono 5 e as da série “B” uma hidroxila na
mesma posicdo (OMURA & CRUMP, 2004). Os componentes da série “1”
apresentam uma dupla ligacédo entre os carbonos 22 e 23, ja nos da série “2” tem-
se uma ligagdo simples com um grupo hidroxila no carbono 23. A série “@”
apresenta um grupo organico sec-butil no carbono 25, enquanto que na série “b” o

substituinte € o grupo isopropil.

Avermectina R R wY
Ala CH, CH, CH=CH
A1b CH, CH, CH=CH
AZa CH, C.H, CH.-CH(OH)

A2D CH, CH; CH.-CH{OH)

Bla H CH., CH=CH
Bib H CH, CH=CH
B2a H CH, CH.-CH(OH)
B2b H CH, CH.-CH(OH)

Figura I.1 - Estrutura quimica das avermectinas (adaptado de LI et al., 2008).

Esses produtos naturais de fermentagcdo sdo usados contra um grande
espectro de nematodides e artropodes, muitos dos quais sdo importantes



endoparasitas e ectoparasitas, classificados como ML endectocidas (DANAHER et
al., 2006; KOLAR et al., 2008; MOLINARI et al., 2009; SUN et al., 2005).

As AVM e sua atividade anti-helmintica foram descobertas em 1974 por
Omura, quando o microorganismo Streptomyces avermitilis foi isolado de uma
amostra de solo no Japado e este demonstrou ter bioatividade potencial. Ap6s
estudos in vivo em camundongos infectados com Nematospiroides dubius foi
descoberto um novo produto anti-helmintico para a saude animal (CAMPBELL et
al., 1983; GEARY, 2005; OMURA & CRUMP, 2004; OMURA, 2008).

As AVM agem inibindo os impulsos elétricos ao interagir com os canais
receptores de neurotransmissores, induzindo a paralisia tbnica da musculatura e
imobilizando os parasitas (DANAHER et al., 2006; TISLER & ERZEN, 2006;
OMURA, 2008). Nos vertebrados, o acido y-amino butirico (GABA) e glicina
bloqueiam a atividade elétrica em células nervosas e dos musculos pelo aumento
de conduténcia dos ions cloreto. Em invertebrados, GABA e glutamato, bloqueiam
a atividade elétrica, onde o neurotransmissor inibidor é liberado pela terminacéao
nervosa pré-sinaptica e este se liga a proteina po6s-sinaptica receptora a qual
contém canais de ions cloreto. Apos estabelecida a ligacdo AVM-receptor, o canal
de ions é aberto e o cloreto flui do neurénio pdés-sinaptico hiperpolarizando a
membrana e causando um efeito moderador dos impulsos nervosos, levando a
morte do parasita por paralisia (Figura 1.2) (DANAHER et al., 2006; MELO et al.,
2002; OMURA & CRUMP, 2004, OMURA, 2008).
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Figura 1.2 — Modo de acdo das AVM na sinapse dos nematdides (adaptado de
OMURA, 2008).

A AVM B1a, conhecida comercialmente por abamectina (ABM) (Figura 1.3),
€ a mais importante AVM natural produzida pelo fungo Streptomyces avermitilis
numa mistura de AVM B1a e AVM B1b, as quais apresentam atividades idénticas.
A AVM Bila é produzida em quantidade superior a Bib, correspondente a
aproximadamente 80% da mistura (DANAHER et al., 2006; GEARY, 2005).



Figura 1.3 - Estrutura quimica da Abamectina (Avermectina Bia e B1b) (adaptado
de LI etal., 2008).

A partir da saturagédo da ligagédo entre os carbonos 22 e 23 da ABM, em
1981, os cientistas da Merck Sharp and Dohme sintetizaram a IVM (Figura 1.4),
que provou ser um derivado mais potente e mais seguro, mantendo a excelente
atividade antiparasitaria aliada a baixa toxicidade (LI et al., 2008; MOLINARI et al.,
2009; OMURA & CRUMP, 2004; OMURA, 2008; SHOOP et al., 1995).
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Figura 1.4 - Estrutura quimica da lvermectina (22,23-diidroavermectina Bia e B1b)
(adaptado de LI et al., 2008).

Ainda, a IVM mostrou uma atividade antiparasitaria efetiva em baixas
dosagens contra os dois maiores filos de parasitas, os nematoides (lombrigas) e
os artropodes (insetos, acaros e carrapatos) (CAMPBELL et al., 1983; MOLINARI
et al., 2009; OMURA, 2008).

No entanto, a IVM néao é efetiva contra todos parasitas, entre esses, a ténia,
alguns trematddeos, protozoarios, bactérias e fungos, uma vez que nesses
parasitas 0s neurotransmissores nao se apresentam GABA dependentes
(CAMPBELL et al., 1983; GOKBULUT et al., 2009; MOLINARI et al., 2009;
OMURA, 2008).

A IVM ou 22,23-diidroavermectina B1 é formada por mais de 80% da fracao
22,23-diidroavermectina Bia (IVM Bia) e menos de 20% da fracdo 22,23-
diidroavermectina B1b (IVM B1b) (GUPTA, 2007). A IVM B1a diferencia-se da IVM
B1b no grupo organico substituinte do carbono 25, onde na IVM B1a possui um
grupo sec-butila e a B1b um grupo isopropila.

Dentre as AVM utilizadas como drogas e inseticidas, a Abamectina (ABM) e

lvermectina (IVM) sdo as mais conhecidas devido ao seu amplo e recorrente uso
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(CAMPBELL et al.,, 1983; DANAHER et al., 2006). Sua aplicacdo em bovinos,
suinos, equinos, caprinos, camelos e ovinos é considerada segura em relagao a
dose para as espécies (DANAHER et al., 2006; TISLER & ERZEN, 2006, GEARY,
2005). Ainda, sdo utilizados seguramente em caes, porém em doses baixas
devido a toxicidade que apresentam algumas racas, por exemplo, Collie, Old
English Sheepdog, Pastor Shetland, Pastor Alemao, Poodle e Labrador (CANGA
et al., 2009; MELO, 2002). Essa potencial toxicidade pode estar relacionada a
deficiéncia de P-glicoproteina em algumas espécies, causando aumento da
biodisponibilidade da droga e acumulando grandes quantidades destas no tecido
do sistema nervoso central (SNC) (CANGA et al., 2009; DANAHER et al., 2006).

Os animais jovens sao os mais sensiveis a toxicidade da IVM (GUPTA, 2007).

A IVM entrou no mercado de saude animal em 1981, como medicamento
veterinario para equinos, € em apenas dois anos se tornou a opcao mais

empregada como antiparasitario (CAMPBELL et al., 1983).

A rota de administracdo da lvermectina afeta fortemente a farmacocinética
e por ser extremamente baixa sua solubilidade em agua, a via de administracdo
subcutanea é mais eficiente seguida da rota oral (CANGA et al., 2009).

1.3 — FARMACOPEIAS

As monografias farmacopeicas e outros métodos oficiais sdo designados
para serem adequados as necessidades das entidades reguladoras, das pessoas
envolvidas no controle de qualidade, e dos fabricantes de matérias-primas e de
produtos farmacéuticos. Estas normas devem ser de qualidade adequada como

base para a utilizagdo segura dos medicamentos pelos pacientes e consumidores.

As Farmacopéias se destinam as atividades como producao e certificacao
de substancias quimicas de referéncia e padrdes, elaboragdo de formularios
nacionais, apoio e incentivo a formacéo e aperfeicoamento de recursos humanos

na area de controle de qualidade, apoio a pesquisa cientifica e tecnoldgica,
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aprovacao e publicagdo das Denominagcdes Comuns Brasileiras (DCB)
(FARMACOPEIA BRASILEIRA, 2010). As especificacdes de qualidade dos
produtos farmacéuticos e dos insumos utilizados na fabricacdo de todas as
formulagdes até a embalagem final sdo de competéncia legal e exclusiva das
Farmacopéias e, essas especificacbes estabelecem requisitos minimos da
qualidade dos insumos e das especialidades farmacéuticas produzidas em nosso
Pais tanto para relagbes com comércio exterior quanto como parametros para
acdes da Vigilancia Sanitaria (FARMACOPEIA BRASILEIRA, 2010).

A Farmacopéia Brasileira é uma entidade da Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria (ANVISA) e, a atual encontra-se em sua quinta edicdo. A primeira edi¢ao
foi publicada em 1929, e o CD da quinta edigéo foi langado nos dias 13 e 14 de
Dezembro de 2010. Ela é elaborada em parceria com universidades credenciadas
e homologada pela Comissdao da Farmacopéia Brasileira (CFB) e é o Cbdigo
Oficial Farmacéutico do pais, onde se estabelecem, dentre outras coisas, 0s
requisitos minimos de qualidade para farmacos, insumos, drogas vegetais,
medicamentos e produtos para a satide (FARMACOPEIA BRASILEIRA, 2010).

A monografia oficial da Ivermectina estd ausente no compéndio nacional, e
ainda, a Farmacopéia Brasileira ndo apresenta sessdao de monografias para

medicamentos de uso animal.

Assim, a monografia oficial da Farmacopéia Britdnica de 2009, Ph Eur
monograph 1336, foi adotada como guia para o desenvolvimento de método para
quantificagdo de lvermectina em farmacos veterinarios considerando a resolugéo
da ANVISA RDC n® 37, de 6 de Julho de 2009 que estabelece que na auséncia de
monografia oficial de matéria prima, formas farmacéuticas, correlatos e métodos
gerais inscritos na Farmacopéia Brasileira, podera ser adotada monografia oficial,
ultima edicdo, de outros compéndios, dentre eles: as Farmacopéias Alema,
Americana, Argentina, Britdnica, Européia, Francesa, Internacional, Japonesa,
Mexicana e Portuguesa (D.O.U - Secao 1, n® 128, Quarta-feira, 8 de Julho de
2009; BRITISH PHARMACOPOEIA, 2009).
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Para seguir uma monografia como referéncia para o desenvolvimento de
um método de quantificacdo, nao basta ela estar presente na Farmacopéia, deve
também ser especifica para a finalidade proposta. Considerando o objetivo do
presente trabalho - quantificagdo de IVM em medicamentos veterinarios - foi
considerada a monografia para a IVM da Farmacopéia Briténica, por esta estar
presente em uma sessdo exclusiva para medicamentos de uso veterinario
(BRITISH PHARMACOPOEIA, 2009).

1.4 - METODOS DE QUANTIFICACAO

Diversos trabalhos na literatura tém utilizado as recomendacgdes das
Farmacopéias como referéncia para desenvolvimento de métodos de
quantificagdo de principios ativos em medicamentos veterindrios. A Farmacopéia
BritAnica descreve monografia para IVM em medicamentos utilizando a
cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC - High Performance Liquid
Chromatography) como um dos métodos de quantificacdo (BRITISH
PHARMACOPOEIA, 2009). A separacao é realizada em uma coluna de fase
reversa C18 (250 mm x 4,6 mm, 5 um), fase movel ternaria (H.O:MeOH:ACN,
15:34:51 v/v/v), vazao 1,0 mL min”, volume de injecdo de 20 plL e a detecgdo é

realizada a 254 nm.

1.4.1 — Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia

A HPLC é um método de separagdo de componentes de uma mistura
baseado na migracao diferencial devido aos equilibrios estabelecidos entre os
componentes em contato com duas fases, uma movel e outra estacionaria. As
separacbes sao processos fisico-quimicos governadas por diferentes
mecanismos, dependendo da técnica empregada, que pode ser liquido-sélido,
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liquido-liquido, liquida com fase ligada, quiral, troca ibnica, bioafinidade ou
exclusdo (COLLINS, et al., 2006). Em HPLC a fase estacionaria é constituida por
colunas recheadas com materiais especialmente preparados e a fase movel é
liquida, eluida a altas pressdes (COLLINS, et al., 2006).

Os primeiros métodos publicados para determinacdo de AVM utilizavam
extracdo em fase sélida (SPE — Solid Phase Extraction) e particao liquido-liquido
(LLE — Liquid-Liquid Extraction) seguidas da determinacao por HPLC em fase
normal, com detecgdo por UV (UV - Ultraviolet) (PIVNICHNY et al., 1983;
SCHNITZERLING & NOLAN, 1985). Posteriormente, métodos mais rapidos foram
desenvolvidos empregando SPE, seguidos de determinacdo por cromatografia
liquida em fase reversa (OHELER & MILLER, 1989).

Na literatura estéo reportados alguns trabalhos que descrevem métodos de
quantificacdo baseados em HPLC com detectores por arranjo de diodos,
fluorescéncia e espectrometria de massas sequencial e cromatografia liquida de
ultra eficiéncia acoplada a espectrometria de massas em tandem (UHPLC-MS/MS)
para a determinagdo do teor de IVM em nivel de residuos em carnes, plasma,
leite, fezes, ovo, agua e tecidos bovino (SOUZA, et al., 2003; HOU, et al., 2007;
HSIEH, et al., 2003; GARCIA-MAYOR, et al., 2006; ASBAKK, et al., 1999; PAYNE,
et al., 1995; FRENICH, et al., 2010; INOUE, et al., 2009; KROGH, et al., 2008).

A maioria dos trabalhos reportados na literatura recomenda para a
determinacao de IVM a cromatografia em fase reversa.

Na Tabela I.1, estdo descritos alguns métodos baseados em cromatografia
liqguida, com suas respectivas formas de deteccéo, coluna analitica e fase mével

empregada para a determinacéo de IVM em diferentes matrizes.
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Tabela I.1 — Métodos baseados em HPLC para determinacéo de IVM em matrizes diversas.

Matriz Preparo . Eluicao ~ A
Analisada de Coluna Analitica ) Deteccao Referéncia
. Hypersil ODS Gradiente GARCIA-
Leite de Ovelha LLE DAD MAYOR, et al.
(4,6 x 250 mm, 5 um) (KH2PO4:ACN) 1999
Tecido Sui SPE Brownlee C18 . uv Li et al., 1997
ecido Suino : - -45- i etal.,
(4.6 x 220 mm, 5 um) (ACN.MeO\I;I/.VI;I\i)O, 45:45:10
Ultrasphere XL ODS Isocratico DICKNSON,
Sangue e soro SPE (ACN:MeOH:H,0, 49:33:18 uv 1990
(4,6 x 70 mm, 3 um) VIVIV) .
Tecidos Bovi SPE inertsil ODS oo FD HOU et al., 2007
ecidos Bovinos . : -4 et al.,
(4,6 x 250 mm, 5 um) (ACN.HZV(/)\};I\'/I/—;F, 88:4:8
Keystone BDS Hypersil o
Plasma c18 Isocratico HSIEH et al.,
Humano SPE (ACN:H,0, 95:5 v/v) D 2003
(4,6 x 250 mm, 5 um) ' T
Isocratico
Plasma SPE Ultrasphere C18 THEACN-HLO. 40-36:22 D KITZMAN et al.,
Humano @6x250 mm, 5ym)  (THPACTEHED, 4058 2006



Continuacao da Tabela I.1 — Métodos baseados em HPLC para determinacéao de IVM em matrizes diversas.

Leite Bovino

Fezes de
Coelho

Fezes de Renas

Fezes Bovina

Agua

Agua

Tecidos Bovinos

SPE

SPE

SPE

SPE

SPE

HF-SLM

LLE

Spherisorb C18 ODS-2
(4,6 x 250 mm, 5 um)

Inertsil ODS-3
(4,6 x 250 mm, 5 um)

Hypersil BDS
(4,0 x 125 mm, 5 um)

Octadecil MCyg
(3,0 x 150 mm, 7 um)

Zorbax Eclipse XDB-C8
(150 x 4.6, 5um)

XTerra® MS C8
(4,6 x 250 mm, 5 um)

TSK-GEL ODS

(ACN:THF:H20, 90:6:4 v/v/v)

(ACN:H20: NH4HCO,:CH20y)

Isocratico

Isocratico
(ACN:H>0:MeOH,
47,5:5:47,5 v/viv)

Isocratico

(MeOH:H20, 95:5 v/v)

Isocratico
(MeOH:H20, 95:5 v/v)

Gradiente
(ACN:NH3:CH205)

Gradiente

(ACN-MeOH-
NH;HCO.:ACN)

Gradiente

FD

FD

FD

FD

MS-MS

MS-MS

MS-MS

KOLBERG et al.,
2009

JIANG et al.,
2008

ASBAKK et al.,
1999

PAYNE et al.,
1995

KROG et al.,
2008

RAICH-MONTIU
et al., 2008

INOUE et al.,
2009

ACN: acetonitrila; NH;HCO,: formiato de aménio; CH,0,: acido férmico; THF: tetraidrofurano; KH,PO,: fosfato monobasico de potassio;

MeOH: metanol; NH;: aménia; HF-SLM: membrana liquida suportada em fibra oca; LLE: extragao liquido-liquido; SPE: extracdo em fase sélida.;

FD: detector de fluorescéncia; MS/MS: espectroscopia de massas em tandem.
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1.4.2 — Espectroscopia no infravermelho préximo

A espectroscopia no infravermelho proximo (NIR — Near Infrared
Spectroscopy) é uma técnica espectroscopica vibracional. A regido do
infravermelho proximo compreende a faixa de 780 a 2500 nm, situada entre a
banda vermelha e a luz visivel (LUYPAERT et al., 2007). Nesta regido as bandas
de absorgdo mais proeminentes sdo sobretons e bandas de combinacdo de
vibragdes fundamentais dos grupos funcionais -CH, -NH, -OH, -SH (BLANCO et
al., 1998; HUANG et al., 2008; LUYPAERT et al., 2007; PASQUINI, 2003).

A NIR tem sido adotada e bem aceita dentro das industrias farmacéuticas
para processo de monitoramento e controle de qualidade dos produtos (BLANCO
et al.,, 1998; JIANG et al., 2010; REICH, 2005). Essa técnica tem se mostrado uma
das mais eficientes e avancadas ferramentas para o monitoramento e controle de
processos e qualidade de produtos na industria (HUANG et al, 2008).
Atualmente, métodos analiticos baseados nela estdo sendo utilizados na Europa e

incorporados a farmacopéia oficial.

Nas ultimas duas décadas a NIR tém possibilitado maiores vantagens para
sua aplicacdo analitica. Entre elas, a principal apontada por diversos
pesquisadores, € a possibilidade de obtencdo do espectro sem qualquer tipo de
pré-tratamento da amostra (BLANCO et al.,, 1998; PASQUINI, 2003). Essa é a
principal vantagem quando comparada com a cromatografia (CANDOLFI et al.,
1997). Outra vantagem é a facilidade de identificacdo e a determinacado de
parametros fisico-quimicos da amostra (BLANCO et al., 1998). Ainda sua
condicdo nao destrutiva, precisa e de rapida andlise, a insere em condicdo de

técnica apropriada para aplicacdes industriais diversas.

Entretanto, € importante observar que na regido do NIR existe dificuldade
de obtencdo de espectros puros devido a nao especificidade de bandas de
absorcao, o que torna praticamente impossivel fazer uso quantitativo ou qualitativo
da técnica sem o auxilio de métodos de redugdo e discriminacdo de dados
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(ZIEMONS et al., 2010). No entanto, o uso combinado da espectroscopia NIR e
ferramentas quimiométricas tém permitido a obtencdo de diversas informacdes
sobre uma determinada amostra (BLANCO et al., 1998; GELADI, 2003; REICH,
2005; WORKMAN et al., 2003).

Assim, ao espectro total ou medidas tomadas em comprimentos de onda
distintos sdo realizadas regressdes lineares multiplas, fazendo o uso de
metodologias quimiométricas (LUYPAERT et al., 2007; NICOLAI et al., 2007).
Dentre as ferramentas quimiométricas, destacam-se regressdo de Minimos
Quadrados Parciais — PLS; Partial Least Square - (WEBSTER et al., 2003) e
Analise de Componentes Principais — PCA; Principal Component Analysis -
(CANDOLFI et al., 1997; COZZOLINO et al., 2006). Na literatura estao disponiveis
varios trabalhos que reportam a aplicagdo da espectroscopia NIR na industria
farmacéutica (LUYPAERT et al., 2007; REICH et al., 2005). Na Tabela 1.2, estao
apresentados alguns trabalhos que reportam o sucesso do uso da espectroscopia

NIR associada a quimiometria para analises quantitativa de farmacos.

Tabela 1.2 - Trabalhos baseados em NIR associado a quimiometria para anélise

de Farmacos.

Tipo de

Farmaco Calibracao Amostra Referéncia
Paracetamol MLR Xarope CIURCZAK et al., 1987
Cloxacilina Benzatina MLR Pomada CORTI et al., 1990a
Sulfato de MLR Granulos CORN et al., 1992
Estreptomicina
Cimetidina MLR Granulos CHASSEUR, 1987
Acido Ascorbico MLR Granulos BLANCO et al., 1993
Cloridrato de MLR Comprimidos CORTI et al., 1990b
] Ranitidina
Acido Acetil Salicilico PCR Comprimidos DRENNEN & LODDER, 1990
- .- MLR e Solugao
Dipirona Sédica PLS1 inietavel SANCHES, 2009

MLR: Regressao linear multipla (MLR — Multiple Linear Regression); PLS: Minimos quadrados Parciais; PCR: Regressao de

componentes principais (PCR - Pricipal Component Regression)



Os trabalhos apontados na Tabela 1.2 sdo dito robustos e atendem as
premissas de uma analise segura, com precisdo e exatiddo adequadas. Assim,
apresentam potencialidade para serem empregados em processos de controle de
qualidade de farmacos para identificacdo e averiguacdao de fraudes em

medicamentos comerciais.

Um trabalho com uma AVM, a selamicina (SLM), foi realizado com o
objetivo de desenvolver um método baseado na espectroscopia NIR associado a
ferramenta quimiomeétrica PLS para a quantificagdo de SLM em formulagdes
tépicas. O método se mostrou vantajoso quanto ao tempo de analise e efetivo
para seus propositos e, nao apresentou diferenca significativa de precisao e
exatidao frente ao método baseado em HPLC, indicando que o método pode ser
usado alternativamente a cromatografia. Porém devido a falta de dados de
impurezas ou estabilidade, o método cromatografico ndo pode ser substituido
(WEBSTER et al., 2003).

l. 5. - QUIMIOMETRIA EM QUIMICA ANALITICA

A quimiometria € uma area da quimica que aplica métodos matematicos e
estatisticos para selecionar experimentos de forma otimizada e para fornecer o
maximo de informagcdées com a andlise dos dados obtidos (FERREIRA et al.,
1999).

A analise por componentes principais (PCA - Principal Component Analysis)
consiste em uma manipulagédo da matriz de dados com o objetivo de representar
as variagdes presentes em muitas variaveis, através de um conjunto menor de
fatores (FERREIRA et al., 1999). Para tanto, a dimensao dos dados originais é
reduzida em um menor conjunto de dimensbGes chamadas de componentes
principais (PC — Principal Components) (MATOS et al., 2003). A matriz é
decomposta e cada linha da matriz de dados é representada por um ponto em um
grafico. O espalhamento desses pontos é descrito por novos eixos (PC), os quais
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geram dois novos conjuntos de dados chamados de scores e loadings
(FERREIRA et al., 1999; MATOS et al., 2003). A combinacao linear das novas
variaveis sdo denominados “scores” e o quanto cada variavel contribui para a
combinacgao linear das variaveis originais € chamado de “/oadings” (FERREIRA et
al., 1999). No contexto atual, calculos permitem determinar com sucesso a partir
de sinais analiticos misturados, agrupamento e/ou propriedades de uma amostra,

através da deteccéao e avaliacdo das tendéncias de uma colecédo de dados.

O PLS (PLS - Partial Least Square) € um método de regressao que utiliza a
modelagem de componentes principais e é eficiente para lidar com ruidos,
linearidades e colinearidades (FERREIRA et al., 1999). E recomendado quando se
tem na matriz de dados variaveis altamente correlacionadas. O PLS tem se
tornado uma ferramenta util e importante em muitos campos da quimica, como
fisico-quimica, quimica analitica, quimica medicinal, ambiental e, ainda, como ja
citado, no controle de diversos processos industriais (FERREIRA et al., 1999;
MORGANO et al., 2005).

A calibragdo multivariada via PLS pode ser aplicada mesmo na presencga de
interferentes, pois a selecao de multiplas variaveis possibilita a deteccao de dados
errdbneos e melhora a exatidao de previsdao dos parametros. Para qualquer modelo
de calibracdo multivariada, o numero de componentes que deve ser empregado
para sua construcdo deve ser determinado de modo a permitir o0 maximo de
explicacao das variaveis para o modelo de calibracao, evitando incluir informacoes
do ruido proveniente do conjunto de dados. A selecao otimizada permite a melhor
previsdo do modelo e para essa selegcdo o método de validagédo cruzada funciona
bem. Esse método consiste na avaliacdo do erro de previsdo de um dado modelo
de calibracdo pela comparacdo das concentracbes previamente conhecidas até
que se obtenha o modelo com menor erro de previsdo. Sao construidos “/”
modelos (i -1) nos quais as amostras sdo removidas uma a uma e cada novo

modelo é utilizado para prever os dados removidos (FERREIRA et al., 1999).
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1.6 - VALIDACAO DE METODOS CROMATOGRAFICOS

Antes de realizar experimentos de validagdo ou mesmo analises de
amostras, deve-se realizar uma etapa inicial de pré-validacao, que se desenvolve
pela qualificacdo dos equipamentos, para garantir que o sistema esta operando de
acordo com as especificagdes definidas, pela estabilidade das solu¢des analiticas
e avaliagdo dos parametros de conformidade: fator de retengado (k), fator de
separacéao (a), resolugdo (Rs), numero de pratos (N) e fator de assimetria (As)
(SHABIR, 2003; PASCHOAL et al.,, 2008).

E importante avaliar a estabilidade das solugdes analiticas para eliminar
fatores que afetam a exatiddo do método como, a degradacdo do analito.
Monitorar as condicbes de estocagem € parte do processo do estudo de
estabilidade da solucao, para averiguar o tempo e a melhor condicdo na qual as
solucdes deverado ser estocadas (PASCHOAL et al., 2008; RIBANI et al., 2004). A
avaliagdo dos parametros de conformidade do sistema cromatogréafico deve ser
determinada seguindo requisitos, preestabelecidos, para garantir uma analise de
qualidade aceitavel (RIBANI et al., 2004).

O estudo de estabilidade deve ser realizado durante uma, duas, quatro
semanas, ou quanto tempo mais for necessario, até que se observe alguma
degradacdo e a quantificagdo dos componentes deve ser determinada por
comparacado entre solugcbes recém preparadas com solugdes preparadas e
testadas anteriormente, no minimo 24 horas (PASCHOAL et al., 2008).

A validacdo deve garantir, por meio de estudos experimentais, que a
metodologia analitica desenvolvida atenda aos seus propésitos em conformidade
com as exigéncias das aplicacoes analiticas, assegurando a confiabilidade dos
resultados (ANVISA, 2003). Para que a metodologia possa ser considerada
validada alguns parametros devem ser avaliados, os quais dependem da
finalidade do teste (ANVISA, 2003; US-FDA, 2001). Métodos que visam ser
aplicados na andlise de farmacos sao classificados, segundo a ANVISA, em
quatro categorias, como apresentado na Tabela 1.3. O conjunto de testes exigido
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para a validacdo do método € dependente da proposta do método, como
apresentado na Tabela 1.4.

Tabela 1.3 - Categoria dos testes conforme a finalidade da proposta (ANVISA,
2003).

Categoria Finalidade do Teste

| Testes quantitativos para determinagao do principio ativo em produtos
farmacéuticos ou matérias primas.

| Testes quantitativos ou ensaios limite para a determinagéo de
impurezas e produtos de degradacédo em produtos farmacéuticos e
matérias-primas

]| Testes de performance (por exemplo: dissolucéo, liberagao do ativo)

v Testes de |dentificacédo

Tabela 1.4 - Descricdo dos ensaios necessarios de acordo com sua proposta
(ANVISA, 2003).

a Categorial Categoriall Categoria lll Categoria IV
Parametro Quantitativo Ensaio Limite
Especificidade X X X * X
Linearidade X X Nao * Nao
Intervalo X X * * Nao
Exatidao X X * * Nao
Repetibilidade X X Nao X Nao
Precisao Intermediaria ** * Nao * Nao
Limite de Deteccéao Nao Nao X * Nao
Limite de Quantificacao Nao X Nao * Nao
Robustez X X X Nao Nao

- - - - - —  — —  ___—  — _— = 1
poae ser necessario, aepenaenao da natureza do tesfe especiltico; Se nhouver comprovagao de reproautlﬁl idade nao é

necessaria a comprovagao da precisao intermediaria.
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1.6.1 - Seletividade

E a capacidade do método em diferenciar e quantificar o analito na
presenca de outros componentes da amostra (ANVISA, 2003; THOMPSON et al.,
2002). Para determinar a seletividade de um método os componentes da matriz,
produtos de degradagdo e impurezas devem ser avaliados com a finalidade de
verificar a interferéncia ou ndo destes com o sinal analitico. Para analise
quantitativa e andlise de impurezas, a seletividade pode ser determinada pela
comparacdo dos resultados obtidos de amostras (farmaco ou medicamento)
contaminadas com quantidades apropriadas de impurezas ou excipientes e
amostras nao contaminadas, para demonstrar que o resultado do teste ndo é
afetado por esses materiais. Para andlises qualitativas, deve-se demonstrar a
capacidade de selecdo do método, confirmada pela obtencdo de resultados
positivos em amostras contendo o farmaco ou negativos em amostras isentas do

mesmo.

.6.2 — Linearidade e Intervalo Linear

A linearidade é a capacidade do método demonstrar que as respostas
obtidas sdo diretamente proporcionais a concentracdo do analito na amostra,
dentro de um intervalo especificado (ANVISA, 2009; PASCHOAL et al., 2008). E
recomendado que a linearidade seja determinada pela analise, de no minimo,

cinco concentragdes diferentes (ANVISA, 2003; EC, 2002)

O intervalo linear ou curva de trabalho é definido como a faixa de
concentracdo onde o método apresenta exatidao, precisdo e linearidade
adequadas quando aplicados a amostras. Normalmente é derivado do estudo de
linearidade e depende da aplicacao pretendida do método (ANVISA, 2003).
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1.6.3 — Exatidao

A exatidao representa o grau de concordancia entre os resultados
individuais encontrados e um valor aceito como referéncia usando um
procedimento experimental para uma mesma amostra por repetidas vezes
(THOMPSON et al., 2002).

Varias metodologias para a determinagéo da exatiddao sao empregadas.

Farmacos - A exatiddo pode ser determinada por aplicar a metodologia
analitica proposta na andlise de uma substancia de pureza conhecida (padrao de
referéncia), por comparacao dos resultados obtidos com aqueles resultantes de
uma segunda metodologia bem caracterizada, cuja exatiddo tenha sido
estabelecida, por ensaio de recuperagcdo, no qual a recuperagado reflete a
quantidade de dado analito recuperado no processo em relagdo a quantidade real
presente (por fortificacdo) na amostra ou por estudos colaborativos (ANVISA,
2003; BRITO et al., 2003).

Formas Farmacéuticas - A exatiddao pode ser determinada pela anélise de
uma amostra, onde se adiciona uma quantidade conhecida de farmaco a uma
mistura dos componentes do medicamento (placebo contaminado). Em casos nos
quais os componentes sao indisponiveis, se aceita andlise pelo método de adigéao
de padrao. (ANVISA, 2003)

Impurezas - A exatiddao pode ser determinada pelo método da adicdo de
padrédo, no qual sdo adicionadas quantidades conhecidas de impureza e/ou
produtos de degradacdo ao medicamento ou ao farmaco ou, entdo, no caso da
indisponibilidade de amostras de certas impurezas e/ou produtos de degradacéo.
E aceitdvel comparar os resultados obtidos com um segundo método bem
caracterizado (metodologia farmacopéica ou outro procedimento analitico
validado) (ANVISA, 2003).
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|.6.4 — Precisao

E a avaliacdo da dispersdo de resultados entre ensaios independentes,
repetidos de uma mesma amostra, amostras semelhantes ou padrdes, em
condigdes definidas (ANVISA 2003; ANVISA, 2009). A precisao pode ser expressa
por meio da repetitividade e da reprodutividade (ANVISA, 2009). No entanto, como
a reprodutividade nem sempre € possivel de ser determinada, uma vez que
envolve um ensaio interlaboratorial, € aceito avaliar a precisao intermediaria ou

inter-ensaios.

Para a validagdo de métodos em um Unico laboratério duas etapas sao
relevantes para esse parametro: precisdo intra-ensaio; sob condicbes da

repetibilidade e precisado inter-ensaios; nas condigdes de precisdo inermediaria.

A Repetibilidade (precisdo intra-ensaio) avalia a concordancia entre os
resultados dentro de um curto periodo de tempo com o mesmo analista e mesma
instrumentacao (ANVISA, 2003).

A Precisao intermediaria (precisdo inter-ensaio) avalia a concordancia entre
os resultados do mesmo laboratorio, mas obtidos em dias diferentes, analistas
diferentes e/ou equipamentos diferentes, sendo recomendado um minimo de dois
dias diferentes (ANVISA, 2003).

1.6.5 — Limite de Deteccao

O limite de deteccédo é determinado como a menor quantidade do analito
presente em uma amostra que pode ser detectado (ndo necessariamente
quantificado) sob as condicdes experimentais estabelecidas (ANVISA, 2003).
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Para testes quantitativos visando a determinagdo do principio ativo em
produtos farmacéuticos ou matérias primas esse parametro ndao é exigido pela
ANVISA.

1.6.6 — Limite de Quantificacao

O limite de quantificagdo € a menor quantidade do analito em uma amostra
que pode ser determinada com precisdo e exatidao aceitaveis sob as condicoes
experimentais estabelecidas, parametro determinado, principalmente para ensaios
quantitativos de impurezas, produtos de degradacdo em farmacos e produtos de
degradacao em formas farmacéuticas e € expresso como concentragdo do analito
na amostra (ANVISA, 2003; THOMPSON, 2002)

.6.7 — Robustez

Robustez é a medida da capacidade do método resistir a pequenas
variagdes dos parametros, indicando confianca durante seu uso normal (ANVISA,
2003). Um método € considerado robusto quando se revelar praticamente
insensivel a pequenas variagbes que possam ocorrer quando 0 mesmo esta

sendo executado.

O ICH recomenda que a avaliacdo da robustez seja realizada no
desenvolvimento do método e sugere como variaveis a serem avaliadas para um
método de cromatografia liquida de alta eficiéncia: pH da fase mével, composicao
da fase movel, colunas de diferentes fornecedores ou lotes, temperatura e vazao
(ICH, 1996).

26



OBJETIVOS

27



28



Os objetivos gerais desse trabalho consistiram em desenvolver e validar
um método para a quantificacdo de ivermectina em medicamentos veterinarios,
utilizando a cromatografia liquida de alta eficiéncia com sistema de detecgéo por
arranjo de diodos (HPLC-DAD) e avaliar o uso da espectroscopia no Infravermelho

préximo (NIR) para a analise de medicamentos veterinarios contendo ivermectina.
Os objetivos especificos compreenderam:

v' Levantamento dos medicamentos veterinarios disponiveis no Brasil que
contém ivermectina como principio ativo e as empresas que as

comercializam.

v Estabelecimento de ensaios de identificacdo para ivermectina, usando a

cromatografia em camada delgada (TLC).

v Estabelecimento e validacdo de método por cromatografia liquida de alta
eficiéncia com deteccdo por arranjo de diodos para determinagcdo de

ivermectina em medicamentos de uso veterinario em solucao injetavel.

v Andlise de amostras de medicamentos veterinarios contendo ivermectina
1% e 4% (m/v) em formulacdo injetavel por cromatografia liquida de alta

eficiéncia com deteccéao por arranjo de diodo.

v' Avaliacdo de método por espectroscopia no infravermelho préximo
associada a quimiometria para a classificacdo e determinagcédo do teor de

ivermectina em medicamentos de uso veterinario.
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ll.1 - ESTUDOS CROMATOGRAFICOS (HPLC-DAD E TLC)

ll.1.1 - PADROES, REAGENTES E SOLUCOES

Os padrdes analiticos utiizados foram:

v 22,23-diidroavermectina Bia (IVERMECTINA) 99%, Sigma-Aldrich.

Os reagentes e solventes utilizados foram:
v' Metanol grau HPLC, Tedia
v Hidréxido de aménio, P.A., Synth

v Diclorometano grau HPLC, Tedia

A agua utilizada foi purificada em sistema Milli-Q da Milipore (EUA).
Il.1.1.1 - SOLUCOES ESTOQUE

Foram preparadas duas solugdes estoque de IVM nas concentracbes de
1000 pg mL" e 100 pg mL™". Para tanto, foram pesados 10 mg, com precisdo de
+0,01 mg, do padrdo analitico e transferido para balées volumétricos de 10 ou 100
mL, respectivamente. O volume dos baldes foi completado com metanol grau
HPLC.

As solugdes estoque foram transferidas para frasco ambar e armazenadas
sob refrigeracéo (2-8 °C) por um periodo estabelecido de no maximo de 3 meses.
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I11.1.1.2 — SOLUCOES DE TRABALHO

As solugbes de trabalho para a otimizacdo do método e para os estudos de
linearidade, faixa de trabalho, sensibilidade e seletividade foram preparadas no
intervalo de concentracdo de 10 a 100 ug mL™" pela diluicdo da solucdo estoque
de IVM de 1000 pg mL™" em metanol (MeOH) grau HPLC.

As solugbes de trabalho para os estudos de exatidao, preciséo, robustez e
analise das amostras foram preparadas no intervalo de concentracao de 40 a 60
ug mL" pela diluicdo da solugdo estoque de IVM de 1000 ug mL" em MeOH grau
HPLC.

A solucéo de trabalho para o desenvolvimento do teste de identificacao por
TLC foi preparada na concentracdo de 500 ug mL™ (0,05% m/v) pela diluicdo da
solucdo estoque de IVM de 1000 pg mL™" em MeOH grau HPLC.

l11.1.1.3 - AMOSTRAS E PREPARO DE AMOSTRA

Foram adquiridas no comércio do Estado de Sdo Paulo as seguintes

amostras:

v" 18 medicamentos veterinarios contendo IVM em solugéo injetavel 1% m/v
(10 empresas farmacéuticas diferentes).

v" 05 medicamentos veterinarios contendo IVM em solugéo injetavel 1% m/v
L.A.2(1 empresa farmacéutica).

* Longa A¢do
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v" 08 medicamentos veterinarios contendo IVM em solugéo injetavel 4% m/v

L.P.3 (1 empresa farmacéutica).

Anterior a analise por HPLC-DAD as amostras foram diluidas para
aproximadamente 50 pg mL”' em MeOH grau HPLC, tomando como base as

informagdes contidas no rétulo e filtradas em filtro de seringa (0,22 um).

O preparo de amostras para os medicamentos em solucéo injetavel 1% m/v
consistiu na transferéncia de uma aliquota de 1,0 mL da amostra para balao
volumétrico de 10 mL, o qual foi avolumado com MeOH grau HPLC. Desta
solugdo, uma aliquota de 0,500 mL foi transferida para baldo volumétrico de 10,0

mL, o qual foi avolumado com MeOH grau HPLC.

O preparo de amostras para os medicamentos em solucéo injetavel 4% m/v
consistiu na transferéncia de uma aliquota de 0,250 mL da amostra para baldo
volumétrico de 10 mL, o qual foi avolumado com MeOH grau HPLC. Desta
solucdo, uma aliquota de 0,500 mL foi transferida para baldo volumétrico de 10,0

mL, o qual foi avolumado com MeOH grau HPLC.

O ensaio de identificacdo por TLC foi realizado para 12 amostras de 10

empresas farmacéuticas diferentes conforme especificado a seguir:

v" 10 medicamentos veterinarios contendo IVM em solugéo injetavel 1% m/v

(10 empresas farmacéuticas diferentes).

v" 01 medicamento veterinario contendo IVM em solugao injetavel 1% m/v L.A.

(1 empresa farmacéutica).

v" 01 medicamento veterinario contendo IVM em solugao injetavel 4% m/v L.P

(1 empresa farmacéutica).

O preparo de amostras para os medicamentos em solucao injetavel 1% m/v
consistiu na transferéncia de uma aliquota de 0,500 mL da amostra para baldo
volumétrico de 10,0 mL. O volume foi completado com MeOH grau HPLC.

? Liberacdo programada
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O preparo de amostras para os medicamentos em solucdo injetavel 4% m/v
consistiu na transferéncia de uma aliquota de 0,125 mL da amostra para balao

volumétrico de 10,0 mL. O volume foi completado com MeOH grau HPLC.

ll1.1.2 - EQUIPAMENTOS

v' Cromatografo a liquido composto por um sistema de bombeamento binario
(pistdo duplo) modelo 1525 (WATERS, EUA), forno 1500 (WATERS, EUA),
injetor Rheodyne 7725 com al¢ca de amostragem de 5 ou 50 pL, associado
a sistema de deteccao por arranjo de diodos PDA modelo 2996 (WATERS,
EUA).

v' Balanca analitica OHAUS®, Analytical Plus modelo AP250D, Suica.

v' Lavadora Ultra-s6nica computadorizada USC 700 UNIQUE, Freqiéncia 55
KHz, Poténcia 45 Watts, Brasil.

v' Compressor Aspirador Fanem, modelo 089-CAL, Diapump®, Brasil.

v Sistema de purificagdo de agua, Milli-Q® Academic, Millipore, EUA.

ll1.1.3 - PROCEDIMENTOS

I11.1.3.1 — AVALIACAO DAS FASES ESTACIONARIAS E DA
FORCA DA FASE MOVEL

Para o estabelecimento do método cromatografico foram avaliadas duas
colunas de fase reversa C18 de fabricantes diferentes:
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v ACE® C18 (250 mm x 4,6 mm, 5 um), ACT, Escécia.
v Purospher® STAR RP-18e (55 mm x 4,0 mm, 3 um), Merck, Alemanha.

Como fase mével foi utilizada uma mistura de agua e metanol. Ainda, foi
avaliada a vaz&o (0,8 a 1,2 mL min™) e a temperatura (25 °C a 35 °C). Esse (ltimo
parametro foi importante, uma vez que em ensaios prévios realizados foi verificado
que a temperatura excerce um efeito significativo sobre a separagdo dos dois
compostos (IVM B1a e seu homdélogo B1b).

De modo a nao saturar a coluna de separacao, foi selecionado um volume

de injecao de 5 pL para a coluna Purospher® e 50 L para a coluna ACE®.

Para o teste das fases estacionarias foi utilizada uma solugao contendo IVM
em metanol grau HPLC na concentracdo de 35 pug mL". Foi utilizado o
cromatografo a liquido Waters modelo 1525 com sistema de bombeamento por
pistdo duplo e deteccao por arranjo de diodos. Foi injetada a solugdo contendo
IVM com uma fase mével inicial de MeOH:H,O 90:10 v/v (eluicdo isocratica) e
entdo, foram otimizadas a temperatura, vazao e forca da fase mével para obter no
menor tempo possivel a separacao entre a IVM Bi1a e seu homélogo B1b com
resolucao superior a 3,0 conforme recomendacdes da Farmacopéia Britanica. A
composicdo da fase movel, temperatura e vazédo testadas para cada fase
estacionaria estdo descritas na Tabela Ill.1.

As vazdes utilizadas foram selecionadas de modo que a pressdo do
sistema nao ultrapassasse a pressao definida para cada coluna de separagado. A
vazdo foi avaliada de 0,8 a 1,2 mL min™ para a coluna ACE® C18 (250 mm x 4,6
mm, 5 pm), e de 1,0 mL min™ para a coluna Purospher® STAR RP-18e (55 mm x

4,0 mm, 3 um).

A separacao cromatografica da IVM B1a e seu homélogo B1b foi otimizada
de acordo com as especificagbes da Farmacopéia Britdnica (British
Pharmacopoeia, 2009).

37



Tabela lll.1 - Otimizagao da separacao da IVM B1a de seu homélogo B1b.

Coluna Volume de FM Temperatura Vazao
Injecéo (uL) (MeOH:H,0) (°C) (mL min™)

50 90:10 27 0,8

50 90:10 27 1,0

50 90:10 27 1,2

ACE 50 90:10 30 1,0
50 90:10 35 1,0

50 89:11 30 1,0

50 88:12 30 1,0

5 90:10 25 1,0

5 87:13 25 1,0

5 86:14 25 1,0

Purospher 5 85:15 25 1,0
5 84:16 25 1,0

5 84:16 30 1,0

5 83:17 30 1,0

I.1.3.2 — AVALIACAO DO EFEITO DA TEMPERATURA NA
SEPARACAO DA IVM B1a DO SEU HOMOLOGO B1b

Para avaliar a influéncia da temperatura na separagao cromatografica dos
picos referentes a IVM B1a e B1b, foi utilizada uma solucédo de IVM em metanol
grau HPLC na concentragdo de 50 ug mL™". A coluna cromatogréfica utilizada foi a
Purospher® STAR RP-18e e a fase mével MeOH:H,0, 83:17 v/v. O volume de
injecdo foi de 5 puL e a vazdo de 1,0 mL min”'. As temperaturas avaliadas foram:
30, 33, 35, 37, 39, 41, 43 e 45 °C.

38



111.1.3.3 — AVALIACAO DO PREPARO DE AMOSTRA PARA A
ANALISE POR HPLC-DAD

Para a otimizagcao do preparo de amostra foi selecionada uma amostra de
medicamento veterinario em solugéo injetavel 1% m/v e foi verificado se o uso do
banho ultrassénico seria vantajoso ou nao. Dois procedimentos de preparo de

amostras foram avaliados:

v" Diluicdo do medicamento veterinario (solugao injetavel 1% m/v) em MeOH

grau HPLC sem o uso de banho ultrassénico.

v" Diluicdo do medicamento veterinario (solugao injetavel 1% m/v) em MeOH

grau HPLC com o uso de 15 minutos de banho ultrassénico.
Todas as solugbes de amostras diluidas foram filtradas (filtro de membrana
0,22 um) antes de serem injetadas no cromatégrafo.

O procedimento empregado para o preparo de amostra esta apresentado

na Figura lll.1.

|

—
Diluigao Diluigao
(MeOH) (MeOH)
<
Amostra Amostra Amostra U” Filtracdo Injecéo

(sol.Inj.)  (=1000 pg mL™") (= 50 ng mL") (0,22 um)

Figura lll.1. Procedimento do preparo da amostra.

39



I11.1.3.4 — ESTABILIDADE DA SOLUCAO ESTOQUE DE IVM
EM MeOH

O estudo de estabilidade das solucdes estoque de IVM foi realizado por
comparagdo entre os sinais obtidos pela andlise cromatografica da solucao
estoque de IVM em MeOH grau HPLC na concentragdo de 100 ng mL™" estocada
sob 3 formas diferentes (Tabela 1ll.2) com uma soluc¢do estoque recém preparada

de IVM em MeOH grau HPLC na concentracéo de 100 pg mL™.
As analises foram realizadas conforme método descrito no item 111.1.3.5.

As solucdes estoque de IVM foram estocadas por um periodo maximo de

trés meses.

Tabela Ill.2. Formas de estocagem utilizadas para o estudo da estabilidade do

analito em solucgao.

Temperatura Frasco Tempo
Condigéo 1 Ambiente Transparente 3 meses
Condigéo 2 Ambiente Ambar 3 meses
Condicéo 3 2-8°C Transparente 3 meses

I11.1.3.5 — CONDICOES CROMATOGRAFICAS E VALIDACAO
DO METODO HPLC-DAD

As condi¢cdes cromatograficas utilizadas foram:
v Fase estacionaria Purospher® STAR RP-18e (55 mm x 4,0 mm, 3 um)

v" Fase mével composta de MeOH:H,0 83:17 (v/v)



v" Vazdo de 1,0 mL min”
v' Temperatura de 30 °C

v Comprimento de onda de deteccéo de 245 nm.

E a validacdo do método HPLC-DAD consistiu na avaliacdo das seguintes
figuras de mérito: seletividade, linearidade, intervalo linear, exatiddo, preciséo

intra-dia, preciséo inter-dias e robustez.

111.1.3.5.1 — Seletividade

A seletividade do método foi avaliada de duas formas:
v' Teste de pureza do pico
v Teste de degradacao do farmaco

O teste de pureza do pico foi realizado mediante anélise cromatografica de:
uma solucdo de trabalho preparada com padrdo de IVM Bia em MeOH na
concentragdo de 50 pg mL™" e de solugdes da amostra preparadas pela diluicao do
medicamento veterinario contendo IVM em solugdo injetavel 1% m/v para uma
concentragdo aproximada de 50 pg mL’, levando em consideracdo as

informacgdes do rotulo.

Foi comparado o espectro na regidgo do UV do tempo de retencédo da
maxima altura do pico cromatografico referente a IVM B1a na solucao do padrao
com os espectros UV da IVM B1a em trés tempos de retencao diferentes (inicio,
meio e fim) do pico cromatografico referente a IVM B1a nas solucbes amostra
(medicamento veterinario em solucéo injetavel 1% m/v). Foi verificado se ocorria

coeluicdo de compostos do excipiente e/ou impurezas.
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Para avaliar a seletividade frente a presenca de possiveis produtos de
degradacao, foi realizado o teste de degradacao do farmaco, no qual uma solucao
de trabalho com padrdo de IVM na concentracdo de 50 pg mL™" foi submetida a

quatro condigdes de estresse para forgcar a degradacgéo da IVM:
v Meio &cido - HCI 0,1 mol L
v Meio basico - NaOH 0,1 mol L™
v Meio oxidante - HyO2 3% v/v
v" Temperatura - 60 °C

O padrao de IVM foi submetido as quatro condi¢cdes de estresse por 24
horas e foi verificado se houve a formagdo de produtos de degradacao que
pudessem eluir no tempo de retencao do analito de interesse uma e 24 horas ap6s
o inicio do teste pela analise cromatografica sob as condicées descritas no item
111.1.3.5.

As solucdes foram filtradas em filtros de seringa (0,22 um) antes de serem

injetadas no cromatografo a liquido nas condi¢des estabelecidas.

111.1.3.5.2 — Linearidade e Intervalo Linear

Para definir a faixa linear (intervalo) foi construida previamente uma curva
analitica (dindmica) em uma faixa de concentracao mais ampla. Para tanto foram
preparadas solugdes contendo IVM em MeOH em concentracbes correspondentes
a 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70 e 100 pug mL". As solugdes foram injetadas no
cromatografo empregando as condicdes previamente estabelecidas no item
I11.1.3.5. As é&reas obtidas nos cromatogramas correspondentes aos picos
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cromatogréficos da IVM B1a foram plotadas vs a concentragdo (ug mL™). A partir

do método dos minimos quadrados foi estabelecida a equacao da reta.

A partir da curva dinamica, foi selecionada um faixa de concentracédo para a
aplicagdo do método (intervalo). Como ponto médio foi selecionada a
concentracdo de 50 pg mL™" de IVM. Conforme preconizado pela ANVISA, a curva
de trabalho deve se estender de 80 a 120% do valor de concentragdo do ponto
médio. Assim, foram preparadas cinco solugbes contendo IVM em MeOH em
concentragdes correspondentes a 40, 45, 50, 55 e 60 ug mL" e injetadas no
cromatdgrafo sob as condigbes cromatograficas estabelecidas e descritas no item
111.1.3.5.

Pela regressao linear dos valores de area (uA) vs concentracdo (ug mL™)
obtidos através dos cromatogramas registrados para as cinco solugdes da curva
analitica, foi obtida a sensibilidade e a linearidade do método. A sensibilidade &
expressa pelo coeficiente angular da reta e a linearidade pelo coeficiente de

regressao linear (r). Ainda, foi avaliado o grafico de residuos.

111.1.3.5.3 — Exatidao

A exatiddo do método foi avaliada pelo teste de recuperacdo mediante
fortificacdo das amostras com padrao de IVM B1a em dois niveis de concentragao:

v' Baixo 34% de IVM B1a
v" Alto 66% de IVM B1b
Todas as analises foram realizadas em triplicata.

Em uma primeira etapa a amostra foi diluida em MeOH 1:10 v/v. Esta

solucao foi denominada San gil-
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Para a fortificacdo a nivel baixo, um aliquota de 0,330 mL da solugdo Sam i
e uma aliquota de 0,170 mL da solucdo estoque de ivermectina a 1000 pg mL
foram transferidas para baldo volumétrico de 10,0 mL. O baldo foi avolumado com
MeOH grau HPLC.

Para a fortificacao a nivel alto, um aliquota de 0,170 mL da solugao Sam gii €
uma aliquota de 0,330 mL da solugdo estoque de ivermectina a 1000 pg mL
foram transferidas para baldo volumétrico de 10,0 mL. O baldo foi avolumado com
MeOH grau HPLC.

Todas as solugbes foram filtradas em filtro de seringa (0,22 um) e
analisadas pelo método cromatografico sob as condigbes descritas no item
111.1.3.5.

Os valores de recuperacao foram calculados considerando o valor de IVM
determinado em sextuplicata nas amostras dos medicamentos veterinarios por

padronizacao externa a partir da curva analitica no solvente.

Conforme as orientacbes da Farmacopéia Britanica, o teor de IVM em
medicamentos veterindrios sob formulacdo injetavel deve estar compreendido no
intervalo de 95 a 105 %.

111.1.3.5.4 — Precisao Intra-dia

A precisao intra-dia foi avaliada para todas as amostras de medicamentos
veterinarios em solucao injetdvel mediante determinacao do teor de IVM por
padronizacao externa através da curva analitica no solvente. Foram relizadas seis
determinacbes em um mesmo dia, pelo mesmo analista e no mesmo

equipamento.

As solucdes foram filtradas em filtros de seringa (0,22 um) e injetadas no

cromatodgrafo a liquido nas condi¢des estabelecidas e descritas no item 111.1.3.5.
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A precisao foi expressa pelo coeficiente de variacédo (CV).

111.1.3.5.5 — Precisao Inter-dia

A precisao inter-dia foi avaliada mediante determinacéo do teor de IVM em
uma amostra de medicamento veterinario em solugéo injetavel 1% m/v. Foram
realizadas doze determinagbes divididas em dois dias e realizadas por analistas

diferentes no mesmo equipamento.

As solugoes foram filtradas em filtros de seringa (0,22 um) e injetadas no

cromatografo a liquido nas condi¢des estabelecidas e descritas no item 111.1.3.5.

A precisao inter-dia foi expressa pelo coeficiente de variacao (CV).

111.1.3.5.6 — Robustez

Para determinar a robustez do método foi utilizado o teste de Youden. Para

tanto, foram realizados 8 ensaios variando 7 parametros.

Os parametros avaliados no estudo da robustez do método desenvolvido
para a quantificacao de IVM em medicamentos veterinarios foram:

v' Composicao da fase moével (MeOH:H-0)
v" pH da fase movel

v' Vazéo da fase mével (mL min™)

v" Uso de ultra-som no preparo de amostra

v' Solvente para diluir a amostra
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v" Temperatura da coluna (°C)
v" Coluna cromatografica

Para cada fator estudado foi definida uma pequena variagdo. Essas
variacbes estdo apresentadas na Tabela 11l.3. Os fatores originais foram

convencionados como positivos e os fatores alterados como negativos.

Aos parametros foram atribuidas legendas conforme apresentados na
Tabela Ill.4.

Uma vez definidas as variagdes dos fatores e as respectivas legendas,
foram estabelecidos oito ensaios, cada um contendo uma combinagdo diferente
entre os fatores positivos e negativos. Na Tabela lll.5 pode ser observada a
combinacdo entre os fatores para cada um dos oito ensaios e as legendas para
seus respectivos resultados.

Tabela Ill.3 — Fatores originais e fatores alterados dos parametros selecionados

para a avaliagdo da robustez do método.

Parametros Fatores Originais (+) Fatores Alterados (-)
Proporcao (MeOH:H20) 83:17 viv 81:19 viv
pH da fase mével 6,5 6,7
Vazdo da fase mével 1,0 mL min™ 0,9 mL min™
Uso de Ultrassom 0 min 5 min
Solubilizagdo da amostra MeOH Fase movel
Temperatura da coluna 30 °C 33 °C
Purospher® STAR RP-18e ACE® C18

Coluna cromatografica
(55 mm x 4,0 mm, 3 um) (250 mm x 4,6 mm, 5 um)
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Tabela Ill.4 — Legenda atribuida para os parametros selecionados.

Parametros Legenda

Proporcao (MeOH:H20) A
pH da fase mével
Vazéao da fase mével
Uso de Ultrassom
Solubilizacdo da amostra

Temperatura da coluna

GO Mmoo W

Coluna cromatogréfica

Tabela IIl.5 - Combinacéao entre os fatores positivos e negativos para cada um dos
oito ensaios e legenda para os respectivos resultados.

Parametro Ensaios

A + o+ o+ o+ - - - -
B + o+ - - + + - -
C + -+ -+ -+ -
D + o+ - - - - + o+
E + -+ - - + -+
F + - - + + - -+
G + - -+ - + o+ -
Resultado (Concentracao) S t u v w X y [Z

A partir de uma amostra de medicamento em solugao injetavel 1% m/v, foi
preparada uma solucdo amostra do medicamento em concentracao aproximada
de 1000 pg mL™" em MeOH, considerando as especificagbes do rétulo. A partir
dessa solucao foi realizada uma segunda diluicao em MeOH ou em MeOH:H,0
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(83:17, v/v) para uma concentragdo aproximada de 50 ug mL™'. As solugdes foram
filtradas em filtro de seringa e analisadas conforme os parametros cromatograficos
estabelecidos e descritos no item [11.1.3.5 de acordo com as combinagdes
descritas na Tabela lll.5.

Os experimentos foram realizados de forma aleatéria.

As éareas dos picos obtidos nos cromatogramas foram transformadas em
concentracao e corresponderam ao resultado de cada um dos ensaios, de 1 a 8

(s,t,u,v,w, x,yez).

A avaliacéo do efeito para cada parametro foi realizada mediante o calculo
da média dos resultados de concentragdo dos fatores positivos pela diferenca da
média dos resultados de concentragdo dos fatores negativos, conforme
apresentado na Tabela Ill.6.

Tabela 1Il.6 — Calculos para avaliagdo do efeito dos parametros nas
respostas de area e concentracao.

Parametro Efeito (Area)
A (s+t+u+v)/4 — (W+x+y+2)/4
B (s+t+w+x)/4 — (U+v+y+2)/4
C (s+u+w+y)/4 — (t+v+x+2)/4
D (s+t+y+2)/4— (U+v+W+X)/4
E (s+U+x+2)/4 — (t+v+w+y)/4
F (S+v+W+2)/4 — (t+u+x+y)/4
G (s+v+x+y)/4 — (t+u+w+2)/4

Os valores dos efeitos foram distribuidos em uma linha horizontal, onde o
menor valor foi alocado na extremidade esquerda e o maior valor na extremidade
direita.
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I11.1.3.6 - AVALIAGAO DO EFEITO MATRIZ

O efeito matriz foi avaliado mediante fortificacdo do excipiente empregado
na formulagcédo solucéo injetavel 4% m/v L.P (fornecido por um fabricante) em 5
niveis de concentragdo: 40, 45, 50, 55 e 60 ug mL'. A equacdo da reta foi
estabelecida pelo método dos minimos quadrados e a sensibilidade e lineridade

determinadas a partir desta.

Para avaliar se o0 excipiente proporciona efeito matriz, uma amostra de
medicamento injetavel 4% m/v L.P. foi analisada empregando a curva analitica

obtida através da fortificagdo do excipiente e de outra obtida no solvente.

Os resultados obtidos foram comparados mediante teste estatistico “t

pareado”, considerando um nivel de confianga de 95%.

I1.1.3.7 — ANALISE DE MEDICAMENTOS VETERINARIOS
CONTENDO IVM POR HPLC-DAD

M.1.3.7.1 - Andlise de amostras usando padronizacao

externa

As amostras que nao apresentaram efeito matriz foram analisadas por

padronizacao externa. Todas as analises foram realizadas em sextuplicata.

As amostras de medicamentos veterinarios em formulagéo injetavel foram

preparadas conforme descrito no item 111.1.1.3.

As solucoes foram filtradas em filtros de seringa e injetadas no
cromatdgrafo a liquido nas condi¢des estabelecidas e descritas no item 111.1.3.5.
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l11.1.3.7.2 — Analise de amostras usando o método de adicao
padrao

Para as amostras que apresentaram efeito matriz, ou seja, recuperacao
inferior a 95% ou superior a 105%, a IVM foi quantificada mediante método de

adicao de padrao.

Para o método de adicdo de padrdao as amostras foram previamente
diluidas para uma concentragéo de aproximadamente 45 ug mL™ considerando as
informacdes do rétulo e elas foram adicionadas de ivermectina em concentragbes
equivalente a 0, 1, 3, 5 e 7 ug mL™" de padréo, conforme apresentado na Tabela
l.7.

Tabela 1ll.7 - Quantidade de padrao adicionado em cada ponto da curva por

adicao de padrao.

_ Concentracao de amostra Concentracao de padrao

Solucéao P P
(ng mL™) (ng mL™)

1 45 0,0

2 45 1,0

3 45 3,0

4 45 5,0

5 45 7,0

50



I1.1.3.8 — ENSAIOS DE IDENTIFICACAO DE IVM Bia POR
TLC

Foram empregadas placas cromatograficas de Silica gel 60 Fzs4 de
dimensdes de 10 cm de largura por 20 cm de altura. Nas placas foram aplicadas
aproximadamente 2 ulL da solucéao padrao de IVM na concentragao de 0,05 % m/v
(500 png mL") e 2 uL de cada amostra de medicamento veterinario previamente

diluido para uma concentracao aproximada de 0,05 % m/v.

As placas foram introduzidas em uma cuba de vidro saturada com a fase
mével composta de 1 volume de aménia concentrada (NHs), 9 volumes de MeOH
e 90 volumes de diclorometano (CH2Cl,). Apos percolagédo da fase pela placa, as
mesmas foram expostas ao ar até secar. A revelacdo dos cromatogramas foi

realizada mediante uso de uma lampada UV (254 nm) para detecgéo da IVM B1a.

Foram calculados os fatores de retardamento obtidos para as amostras e
estes comparados com o fator de retardamento obtido para o padrdo de

ivermectina.

lIl.2 - ESTUDOS ESPECTROSCOPICOS (NIR)

I1.2.1 - PADROES, REAGENTES E SOLUCOES

Os padrdes analiticos utiizados foram:

v 22,23-diidroavermectina Bi1a (IVERMECTINA) (IVM) 99%, Sigma-Aldrich.
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v Avermectina B1a (ABAMECTINA) (ABM) 92%, Chem Sercice.

Os reagentes e solventes utilizados foram:

v Metanol grau HPLC, Tedia

1.2.1.1 - SOLUGCOES ESTOQUE E DE TRABALHO

Foram preparadas duas solugcbes estoque de IVM nas concentragdes de
10000 pg mL™ e 30000 pg mL™".

A solugdo de 10000 pug mL™ foi preparada mediante transferéncia de uma
massa de 100 mg do padrao de IVM, pesada com precisdo de = 0,01 mg, para
baldo volumétrico de 10 mL. O baldo foi avolumado com MeOH grau HPLC.

A solugdo estoque de IVM de 30000 pg mL' foi preparada mediante
transferéncia de uma massa de 30 mg do padrao de IVM, pesada com precisao de
+0,01 mg, para baldo volumétrico de 1 mL. O baldo foi avolumado com MeOH
grau HPLC.

As solucdes de trabalho de IVM foram preparadas a partir da diluicdo da
solucao estoque com MeOH nas concentracdes de 100, 500, 1000, 2500 e 5000
ng mL™.

Também foi preparada uma solucdo estoque de ABM de 10000 pug mL™". A
solugéo foi preparada mediante transferéncia de uma massa de 10 mg do padrao
de ABM, pesada com precisdao de +0,01 mg, para baldao volumétrico de 1 mL. O

baldo foi avolumado com MeOH grau HPLC.
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l1.2.1.2 - AMOSTRAS

Foram adquiridas no comércio do Estado de Sdo Paulo as seguintes

amostras:

v" 18 medicamentos veterinarios contendo IVM em solugéo injetavel 1% m/v

(10 empresas farmacéuticas diferentes).

v" 05 medicamentos veterinarios contendo IVM em solugéo injetavel 1% m/v
L.A. (1 empresa farmacéutica).

v' 08 medicamentos veterinarios contendo IVM em solugao injetavel 4% L.P.

m/v (1 empresa farmacéutica).

v" 03 medicamentos veterinarios contendo IVM em solucao oral 0,08% m/v (1

empresa farmacéutica).

v" 01 medicamento veterinario contendo IVM em solugao injetavel 3,5% L.A

m/v (1 empresa farmacéutica)

v" 01 medicamento veterinario contendo ABM em solucao injetavel 1% m/v (1

empresa farmacéutica).

As amostras de uma mesma empresa foram sempre de lotes diferentes.

ll.2.2 - EQUIPAMENTO

v Espectrofotébmetro no infravermelho proximo ABB Bomem, modelo
MB160D, Arid-Zone ™, Canada.
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l11.2.3 — PROCEDIMENTO

111.2.3.1 — AQUISICAO DOS DADOS ESPECTRAIS

Para a aquisicdo dos dados espectrais foi utilizada uma célula de quartzo

de caminho éptico de 1,0 mm.

Foram obtidos espectros médios de 100 varreduras na regido do

infravermelho préximo sob temperatura ambiente na faixa de 4000 — 14000 cm™

para:

v

v

v

35 amostras de medicamentos veterinarios contendo IVM
01 amostra de medicamento veterinario contendo ABM 1% m/v
MeOH grau HPLC

Solugdes padrao de IVM nas concentragdes de 100, 500, 1000, 2500, 5000,
10000 e 30000 pg mL™

Solucéo padrao de ABM em 10000 pg mL™

05 amostras preparadas a partir da diluicdo de um medicamento veterinario
(solucao injetavel 4% m/v) em seu excipiente para: 3%, 2%, 1% e 0,5% m/v.

As amostras nao sofreram qualquer tratamento prévio anterior a andlise.
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l11.2.3.2 - TRATAMENTO DOS DADOS E SELECAO DE VARIAVEIS

O tratamento quimiométrico dos dados espectrais junto a selecdo das
variaveis mais relevantes para a determinacdo do teor de IVM nas amostras foi
realizado através do software The Unscrambler 9.6, utilizando as ferramentas de
analise por PCA (Principal Component Analysis) e PLS-1 (Partial Least Square).
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V. RESULTADOS E
DISCUSSOES
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IV.1 — LEVANTAMENTO DOS MEDICAMENTOS VETERINARIOS
COMERCIALIZADOS NO BRASIL QUE CONTEM IVERMECTINA
COMO PRINCIPIO ATIVO

Os dados obtidos junto ao Ministério de Agricultura Pecuéaria e
Abastecimento (MAPA) e do Compéndio de Produtos Veterinarios - SINDAN
(CPVS) apontam que os antiparasitarios que contém IVM como principio ativo
estdo comercialmente disponiveis no Brasil em seis formulagbes diferentes, a
saber: solucao injetavel, pasta oral, p6 oral, gel oral, solugdo oral e de uso externo
(site CPVS, 2010). A partir dos medicamentos registrados no CPVS, obtiveram-se
os dados percentuais para cada formulagcao conforme apresentado na Figura IV.1.

Pasta oral Po oral
(15.2%

Gel oral (9.09%)

Sol. oral (4,55%)

o externo
(7,58%)

Sol. Inje
(50%)

Figura IV.1 - Porcentagem de produtos veterinarios contendo ivermectina como

principio ativo para cada formulagdo comercializados no Brasil.

Entre essas, a solucdo injetavel representa a formulagdo mais
comercializada, como apresentado na Figura IV.1.
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IV.2 - LEVANTAMENTO DAS EMPRESAS FARMACEUTICAS
BRASILEIRAS QUE FABRICAM MEDICAMENTOS VETERINARIOS
COM IVERMECTINA COMO PRINCIPIO ATIVO

Ao realizar o levantamento das empresas farmacéuticas brasileiras que
fabricam medicamentos veterinarios com VM como principio ativo foi constatado,
a partir dos dados apresentados no CPVS, que mais de 50 empresas diferentes
comercializam medicamentos veterinarios contendo IVM. Ainda, a formulagéo
injetavel é produzida por um maior numero de empresas em relagdo as demais

formulagdes (Figura 1V.2).

| B | aboratorios
50 [ 1Produtos

Empresas farmacéuticas e produtos
N
(3]
1
|

N

R ‘O\ . ot

2 _ g 0%
N Q2°

eo N

Formulacoes

Figura IV.2 - Quantidade de produtos veterinarios comercializados contendo

ivermectina e laboratorios brasileiros que os comercializam.
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Frente ao grande numero de empresas farmacéuticas brasileiras que
comercializam os medicamentos veterinarios contendo IVM como principio ativo, o
sucesso comercial e o largo emprego destes antiparasitarios no Brasil é

certamente confirmado.

IV.3 - ESTUDOS CROMATOGRAFICOS (HPLC-DAD E TLC)

Baseada na monografia descrita na Farmacopéia Britanica (BRITISH
PHARMACOPOEIA, 2009), a técnica de quantificacdo de IVM em medicamentos
veterinarios € a cromatografia liquida de alta eficiéncia e o ensaio de identificacao

deve ser realizado por cromatografia em camada delgada.

Os estudos cromatogréaficos tiveram como objetivo selecionar as melhores
condicbes cromatograficas, como fase estacionaria, composicdo da fase movel,
temperatura de coluna e vazao da fase movel visando atender os parametros de
conformidade do sistema segundo as recomendagdes da Farmacopéia Britanica e
validar o método desenvolvido para a determinagédo de IVM em medicamentos

veterinarios.

IV.3.1 - OTIMIZACAO DO METODO POR CROMATOGRAFIA
LIQUIDA DE ALTA EFICIENCIA COM DETECCAO POR ARRANJO
DE DIODOS

Para a escolha das melhores condicbes cromatograficas, ou seja, fase
estacionaria, tipo de eluicdo, composicao da fase movel, temperatura da coluna e
vazao da fase mével, foram levados em consideracdo os seguintes parametros
cromatogréficos:
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v" Resolucao
v" NUmero de pratos
v Fator de assimetria

v Fator de retencao

A resolucao (Rs) fornece informacdes a respeito da separacao entre dois
picos adjacentes. E esperado que entre o pico de interesse e o interferente
potencial mais préximo (impureza ou produto de degradacao), a resolugcéo seja no
minimo de 1,5. Uma resolugao igual ou superior a 1,5 indica separacao completa
dos compostos (COLLINS et al, 2006). Porém conforme recomendacdes da
Farmacopéia Britanica, esse valor deve se apresentar no minimo 3,0 para a IVM
B1a e seu homdlogo IVM B1b (BRITISH PHARMACOPOEIA, 2009).

O valor de resolucao foi estimado através da diferenca entre os maximos
dos picos de interesse e a média da base dos picos, conforme a equagéo IV.1
(COLLINS et al., 2006).

R =2 % "lr

T (IV.1)

1

Onde tgs e tre sdo0 o0s tempos de retencdo de dois compostos que
apresentam picos adjacentes e w,, a largura da base do pico.

Em HPLC, a composicdo da fase mével é determinante no processo de
separagao, 0 que pode ser observado através da equagado geral da resolugao
(IV.2) onde dois dos trés parametros - eficiéncia (N), seletividade (o) € o fator de

retencdo (k) - apresentam forte influéncia pela composicdo da fase moével.
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Caracteristicas fisico-quimicas, forca e seletividade devem ser consideradas para
a selecao de solventes para aplicar como fase movel (COLLINS et al., 2006).

R = (Jﬂ(kilj(a; lj 2

O fator de retencédo (k) é determinado pela razdo entre os tempos de

retencado relativo das moléculas e o tempo de retardamento do sistema (1),
conforme a equacao IV.3 (COLLINS et al., 2006).

’

:(tR_tM):tR

Ty Ty

k

(IV.3)

O pico do analito deve estar bem separado de outros picos e do pico
correspondente ao tempo de retencdo de um composto nao retido (tempo de

retardamento do sistema — ty).

Quando o fator de retencdo € inferior a 1,0 significa que os compostos
estdo eluindo muito rapido, portanto é adequado que o fator de retencdo seja
superior a dois, mas nao atinja valores muito altos, pois esses acarretam em longo
tempo de analise (COLLINS et al., 2006; RIBANI et al., 2004; SHABIR, 2003).

O fator de assimetria (As) € um indicador da simetria do pico. Quando o
pico é exatamente simétrico o valor de As é equivalente a unidade (COLLINS et
al., 2006).

Na literatura, sdo considerados simétricos os picos cujo valor de assimetria
esteja contido no intervalo de 0,9 a 1,2 (RIBANI et al.,, 2004; SHABIR, 20083;
SNYDER et al., 1979). Porém, a Farmacopéia Britanica estende esse intervalo até
2,5 para o pico cromatografico referente a IVM B1a (BRITISH PHARMACOPOQOEIA,
2009).
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O fator de assimetria é calculado a partir da equacao IV.4 (COLLINS et al.,
2005), onde “a” refere-se a primeira meia largura de base do pico cromatografico
medido a 10% da altura e “b” a meia largura posterior do pico cromatografico

também medido a 10% da altura.

(IV.4)

O numero de pratos (N) mede o grau de alargamento do pico. Assim,
determina a eficiéncia da interacdo da fase estacionaria com cada componente de
uma mistura que estejam eluindo através da mesma. Essa grandeza é obtida com
o auxilio da equacao IV.5. Em geral o valor de N, deve ser superior a 2000 para
cromatografia liquida de alta eficiéncia. Sendo maior a eficiéncia, quanto maior for
o numero de pratos (RIBANI et al., 2004; SHABIR, 2003).

2

.
N =16—"%5 (IV.5)
Wy

No presente trabalho, foram avaliadas duas colunas cromatograficas,
ambas com fase estacionaria C18, para realizar a separacao da IVM B1a de seu
homologo IVM B1b. A principio foram avaliadas a composicdo da fase mével
constituida de metanol e 4gua. A vazdo empregada foi de 1,0 mL min' e a
temperatura do forno da coluna de 30 °C. Tanto a coluna ACE® C18 (250 mm x
4,6 mm, 5 um) como a coluna Purospher® STAR RP-18e (55 mm x 4,0 mm, 3 um)
permitiu a separacao da IVM B1a da IVM B1b com a resolugcédo de acordo com as
recomendagdes da Farmacopéia BritAnica e o0s demais parametros
cromatrograficos conforme as recomendacdes estabelecidas na literatura. Para a
coluna ACE a composicao 6tima da fase movel foi de MeOH:H,O 88:12 v/v e para
a coluna Purospher a proporcao de MeOH:H>O foi de 83:17 v/v.
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Um cromatograma caracteristico obtido sob as condi¢cdes 6timas definidas
para a coluna cromatografica ACE® C18 (250 mm x 4,6 mm, 5 um) esta
apresentado na Figura IV.3 e um cromatograma caracteristico obtido sob as
condigbes 6timas definidas para a coluna cromatogréfica Purospher® STAR RP-

18e (55 mm x 4,0 mm, 3 um) esta apresentado na Figura IV.4.

0,10
] IVM B1a 3
0,08 \ ?3
0,06 n
?t 4
0,04] IVM B1\k:
0,02 N
] o
0’00"‘|"‘_-_"T"‘|"'|"‘|"'|"'|"'|"'|"'\"'.
0,00 2,00 4,00 6,00 800 10,00 12,00 14,00 16,00 18,00 20,00 22,00

Minutos

Figura IV.3 — Cromatograma obtido para a separacado entre IVM Bia e seu
homoélogo IVM B1b em solugdo padrdo de IVM Bia 35 ug mL". Coluna de
separacdo ACE® C18 (250 mm x 4,6 mm, 5 um), fase mével composta por
MeOH:H,O (88:12, v/v); vazdo da fase mével de 1,0 mL min™", temperatura da
coluna de 30 °C, comprimento de onda de deteccdo em 245 nm e volume de

injecado de 50 pL.
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Figura IV.4 — Cromatograma obtido para a separacado entre IVM Bia e seu
homélogo IVM B1b em solugcdo padrio de IVM Bia 35 pg mL'. Coluna de
separacdo Purospher® STAR RP-18e (55 mm x 4,0 mm, 3 um), fase moével
composta por MeOH:H,O (83:17, v/v); vazdo da fase mével de 1,0 mL min™,
temperatura da coluna de 30 °C, comprimento de onda de detec¢cdo em 245 nm e

volume de injecao de 5 L.

O tempo de retardamento do sistema para a coluna Purospher® STAR RP-
18e (55 mm x 4,0 mm, 3 um) corresponde a 0,5 minuto e o tempo de retardamento
do sistema para a coluna ACE® C18 (250 mm x 4,6 mm, 5 um) corresponde a 2,8
minutos. Portanto, os tempos de retengéo relativos para a IVM B1b nas duas
colunas cromatograficas sdo adequados, considerando que o tempo de retencao
relativo para o primeiro analito deve se apresentar no minimo de duas vezes o

tempo de retardamento do sistema (EC).

Os parametros de conformidade do sistema cromatografico para as duas
colunas cromatograficas estdo apresentados na Tabela IV.1, onde séao
apresentados os parametros de resolugado entre os compostos IVM B1a e IVM
B1b, fator de retencao, fator de assimetria, nimero de pratos e seletividade para a
IVM Bila. Ainda, € apresentado o valor de repetitividade do sistema

cromatografico, obtido através do coeficiente de variacdo percentual das areas
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obtidas através dos cromatogramas registrados para uma mesma solucdo de

trabalho de padréao de IVM 35 g mL", em sextuplicata.

Tabela IV.1 - Parametros de conformidade do sistema cromatografico para a IVM
B1a nas duas colunas cromatograficas.

Coluna N Rs' As K ol CV / % (n =6)
ACE 5359 3,44 0,96 5,62 1,25 0,4
Purospher | 3244 364 11 170 1,29 0,6

1) entre IVM B1a e IVM B1b Il) IVM B1a

As duas colunas apresentaram todos os parametros de conformidade para
o sistema cromatografico adequados. Porém, com a coluna cromatografica
Purospher® STAR RP-18e (55 mm x 4,0 mm, 3 um) foi obtido um tempo de analise
equivalente a metade do obtido com a coluna cromatografica ACE® C18 (250 mm
x 4,6 mm, 5 um). Portanto, a coluna Purospher® STAR RP-18e (55 mm x 4,0 mm,

3 um) foi selecionada para os estudos cromatograficos subsequentes.

IV.3.2 — AVALIACAO DO EFEITO DA TEMPERATURA NA
SEPARACAO DA IVM B1a DO SEU HOMOLOGO B1b

Foi observado que a temperatura da coluna afetou a separacao da IVM Bla
e seu homélogo IVM B1b. Portanto, foi realizado um estudo para a separagéo dos
compostos a diferentes temperaturas, no intervalo de 30 a 45 °C.

Os cromatogramas da separagado da IVM Bla e seu homdlogo IVM B1b
obtidos nas temperaturas de 30, 33, 35, 37, 41, 43 e 45° C sdo mostrados na
Figura IV.5.a, Figura IV.5.b e Figura IV.5c.
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Figura IV.5.a - Cromatogramas obtidos para a separacédo da IVM B1a de seu
homoélogo IVM B1b. Concentracdo de IVM Bia 50 ug mL™. Coluna Purospher®
STAR RP-18e (55 mm x 4,0 mm, 3 um), fase mével composta por MeOH:H,O
(83:17, v/v); vazdo da fase mével de 1,0 mL min”, comprimento de onda de
deteccdo em 245 nm, volume de injecdo de 5 uL e temperatura da coluna de 30,
33 e 35 °C.
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Figura IV.5.b - Cromatogramas obtidos para a separacdo da IVM B1a de seu
homoélogo IVM B1b. Concentracdo de IVM Bia 50 ug mL™. Coluna Purospher®
STAR RP-18e (55 mm x 4,0 mm, 3 um), fase mével composta por MeOH:H,O
(83:17, v/v); vazdo da fase mével de 1,0 mL min”, comprimento de onda de
deteccdo em 245 nm, volume de injecao de 5 uL e temperatura da coluna de 35,
37,39 e 41 °C.
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Figura IV.5.c - Cromatogramas obtidos para a separacdo da IVM B1a de seu
homologo IVM B1b. Concentracdo de IVM Bia 50 ug mL™. Coluna Purospher®
STAR RP-18e (55 mm x 4,0 mm, 3 um), fase mével composta por MeOH:H,O
(83:17, v/v); vazao da fase mébvel de 1,0 mL min™’, comprimento de onda de
deteccdo em 245 nm, volume de injecdo de 5 uL e temperatura da coluna de 43 e
45 °C.

A avaliacao da influéncia da temperatura na separagao cromatografica da
IVM B1a da IVM B1b foi verificada pela variacdo do tempo de retencao dos dois
compostos e a resolucdo entre eles. Os valores para o0s parametros
cromatograficos avaliados estao apresentados na Tabela IV.2.
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Tabela IV.2 — Valores de resolugéo entre IVM B1a e IVM B1b e seus respectivos

tempos de retencao nas temperaturas de coluna de 30, 33, 35, 37, 39, 41,43 e 45
o]
°C.

Temperatura (2C)
30 33 35 37 39 41 43 45

IVM B1b tr (min) 6,6 6,1 59 57 54 52 49 47

tr (Min) 87 80 75 72 68 64 60 57

IVM B1a ,
Rs 32 31 30 29 28 28 27 27

1) resolugédo entre a IVM B1a e seu homélogo IVM B1b

A variacdo da resolucao entre a IVM Bla e IVM B1b em fungdo da
temperatura esta apresentada na Figura IV.6.

Resolucgéo

Temperatura de coluna /°C

Figura IV.6 — Grafico da resolucédo entre os picos cromatograficos referentes a
IVM B1a e IVM B1b em fungéo da temperaturas de coluna (30, 33, 35, 37, 39, 41,

43 e 45 °C). Condicdes cromatograficas descritas nas Figuras IV.5a, IV.5b e
IV.5c.



A partir dos resultados obtidos é possivel verificar que a resolugao entre a
IVM Bla e IVM B1b diminui com o aumento da temperatura. Nesse sentido a
temperatura é um ponto critico do método considerando que, segundo as
especificacdes da Farmacopéia Britanica, a resolucdo entre os dois compostos
deve ser no minimo de 3,0. Temperaturas superiores a 37 °C levam a resolucdes
menores do que 3,0 e, portanto, ndo sdo adequadas para a finalidade do método
em questdo. A temperatura 6tima selecionada foi de 30 °C, pois nessa

temperatura o sistema se estabiliza mais rapidamente.

IV.3.3 — AVALIACAO DO PREPARO DE AMOSTRA PARA A
ANALISE POR HPLC-DAD

As amostras de IVM em formulacao injetavel sdo veiculadas em excipiente
pouco soluvel em agua. Sendo assim, foi necessario o emprego de metanol para a
diluicdo das mesmas. Cabe destacar também que a IVM é pouco soluvel em agua
e solivel em metanol (BRITISH PHARMACOPOQEIA, 2009).

Para realizar a diluicdo das amostras foi avaliado o emprego do ultrassom
por um tempo de 15 min. Para tanto, uma amostra foi analisada em triplicata. O
resultado obtido através de teste estatistico “t” (tcaculado = -0,04 frente ao teritico = £
2,78) mostrou que ndo ha diferenga significativa (P < 0,05) entre os resultados
obtidos com e sem 0 emprego do ultrassom na etapa de dissolugdo. Sendo assim,
o ultrassom nao foi empregado no preparo de amostras. A Tabela IV.3 mostra os
resultados obtidos na avaliacdo do uso do ultrassom.

Todas as analises foram realizadas em triplicata.
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Tabela IV.3 — Areas do pico cromatografico correspondente a IVM Bla nas
solugdes da amostra 1 na concentragdo aproximada de 50 ug mL™" de IVM Bla
em MeOH, sem uso de ultrassom e com o uso de 15 minutos de ultrassom na

etapa de diluico.

Area do pico cromatografico referente a IVM B1a / uA

Solucoes
Sem Ultrassom 15 minutos de Ultrassom
1 956067 958575
2 960278 964042
3 973332 973710

IV.3.4 - ESTABILIDADE DA SOLUCAO ESTOQUE DE
IVERMECTINA EM MeOH

A establidade da solugcédo estoque de IVM em MeOH foi avaliada durante
trés meses sob diferentes condicbes de estocagem: (A) frasco transparente a
temperatura ambiente; (B) frasco ambar a temperatura ambiente e (C) frasco
transparente sob refrigeracdo (2 - 8 °C). A principio foi estabelecido que uma
variacdo de 5% na concentragdo seria aceitavel, uma vez que essa variagao

representaria a propria precisao do método.

A Figura IV.7 apresenta a variagdo na concentracao de IVM durante o
periodo avaliado. Embora tenha sido verificada uma variacdo da concentracao de
IVM superior a 5% ap6s um més, essa variagdo nado pode ser atribuida a uma
possivel degradacao, pois, apds o0 segundo més essa variacdo nao foi confirmada.
Considerando o estudo em todo periodo avaliado, pode-se afirmar que a solugao
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estoque do padrdo de IVM é estavel sob todas as formas avaliadas de

armazenamento por um periodo minimo de trés meses.

20 T T T T T T T T
15 b,
10 b,
1 4
= °1 4 4 .
o 04 - i
8 -
<
> -5 <l .
-10 ]
. (A) Frasco transparente, temperatura ambiente |
-15 - < (B) Frasco ambar, temperatura ambiente .
] 4 (C) Frasco transparente, sob refrigeragao
-20 T T T T T T T T T
0 20 40 60 80 100

Dias

Figura IV.7 - Variagao (%) da concentragcdo de IVM B1a durante estocagem por
um periodo de 3 meses em trés formas de estocagem: (A) fraco transparente a
temperatura ambiente; (B) frasco ambar a temperatura ambiente e (C) frasco
transparente sob refrigeracédo ( 2 — 8 °C). Concentracédo da solucao estocada: 100

ng mL™.

IV.3.5 - VALIDACAO DO METODO HPLC-DAD PARA A
DETERMINACAO DE IVM EM MEDICAMENTOS VETERINARIOS

A validacdo deve garantir, por meio de estudos experimentais, que o
método analitico desenvolvido atenda aos seus propdsitos em conformidade com
as exigéncias das aplicacbes analiticas, assegurando a confiabilidade dos
resultados (ANVISA, 2003). A validagao do método foi baseada na Resolugdo n°
899, de 29 de maio de 2003 da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria —
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ANVISA. Uma vez que o objetivo do método se enquadra na Categoria | (testes
quantitativos para a determinacao do principio ativo em produtos farmacéuticos ou
matérias-primas), foram avaliadas as seguintes figuras de meérito: linearidade,
intervalo linear, exatidao, seletividade, precisao (intra e inter-dias) e robustez
(ANVISA, 2003).

1V.3.5.1 — Seletividade

A seletividade foi avaliada mediante: () pureza do pico na analise de
amostras, verificando se havia algum interferente da formulacdo, produtos de
degradacao e/ou impurezas que pudessem apresentar o mesmo tempo de
retencéo da IVM e (ll) na presenca de produtos de degradacao formados apds
exposicdo da IVM a condigcbes de estresse (meio acido, bdasico, oxidante e
temperatura). As condi¢cdes experimentais estdo descritas no item 111.1.3.5.1.

Para avaliar a possivel co-eluicio de compostos provenientes do
excipiente, uma amostra de medicamento veterinario, formulagdo injetavel, foi
analisada pelo método cromatografico desenvolvido e avaliada a pureza do pico.
Na andlise da amostras de formulacao injetavel nao foi verificada a presenca de
compostos com tempos de retengdo proximos a IVM e, portanto, ndo ha
compostos presentes nestas formula¢gdes que venham a afetar a seletividade do
método. Nesta amostra foi avaliada a pureza do pico em trés regides de tempo
que compreendem o pico da IVM B1la (inicio, meio e fim — Figura IV.8) e os
respectivos espectros de absorcdo no UV nos diferentes tempos de retencéo
estdo apresentados na Figura IV.9. O espectro de absorcdao no UV do pico
cromatografico referente ao padréo de IVM B1a estd apresentado na Figura IV.10.
Os espectros de absorcdo na regido do UV foram obtidos através de
cromatogramas registrados sob as condicdes estabelecidas e descritas no item
111.1.3.5 do capitulo III.
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Figura IV.8 — Regides - (a) inicio (b) meio e (¢) fim - referente ao pico
cromatografico da IVM B1a utilizadas para a avaliagdo da pureza de pico em um
cromatograma caracteristico registrado para a amostra 2 na concentracédo de = 50
ng mL™'. Fase estacionaria Purospher® STAR RP-18e (55 mm x 4,0 mm, 3 um);
fase moével MeOH:H,0 83:17 v/v; vazdo: 1,0 mL min™; temperatura a coluna: 30

°C, comprimento de onda de detec¢cdo em 245 nm e volume de injecdo de 5 L.
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Figura IV.9 - Espectros de absor¢do UV da IVM B1a nos tempos de retencao da
amostra 2 a aproximadamente 50 ng mL™" de IVM (a) do inicio; (b) meio e (c) fim
do pico cromatografico correspondente a IMV Bia. Fase estacionaria Purospher®
STAR RP-18e (55 mm x 4,0 mm, 3 um); fase mével MeOH:H-0 83:17 v/v; vazao:
1,0 mL min™'; temperatura a coluna: 30 °C, comprimento de onda de detecgdo em

245 nm e volume de injecdo de 5 ul.
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Figura 1V.10 - Espectro de absorcdo UV da IVM B1a no tg de maxima altura do
pico cromatografico da solucdo do padrio a 50 nug mL’. Fase estacionaria
Purospher® STAR RP-18e (55 mm x 4,0 mm, 3 um); fase mével MeOH:H,O 83:17
v/v; vazdo: 1,0 mL min™; temperatura a coluna: 30 °C, comprimento de onda de

deteccdo em 245 nm e volume de injecéo de 5 pl.

No teste de pureza do pico ndo foi observado co-eluicdo de outros
compostos da formulagdo com a IVM B1a, visto que durante toda extensao do
pico da IVM B1ia proveniente da amostra o espectro € puro (Figura IV.9 e Figura
10).

Ainda, a seletividade foi avaliada apés exposicdo da IVM a condicbes de
estresse para forcar a formagéo de produtos degradagéao e garantir, que uma vez
formados estes nao eluiriam no tempo de retencao da IVM. Para tanto, a IVM foi
exposta a: (a) temperatura de 60 °C; (b) Hx02 3% v/v; (c) HCI 0,1 mol L™ e (d)
NaOH 0,1 mol L™ durante 1 e 24 horas. As analises foram realizadas pelo método
cromatografico previamente desenvolvido e o0s cromatogramas estdo

apresentados na Figura IV.11 (1 hora) e Figura IV.12 (24 horas).
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Figura IV.11 - Cromatogramas registrados para o padrao de IVM na concentracao
de 50 pg mL™ apés 1 hora sob condigdes de degradacdo em (a) 60 °C; (b) H-0:
3% v/v; (c) HCI 0,1 mol L™ e (d) NaOH 0,1 mol L™". Fase estacionaria Purospher®
STAR RP-18e (55 mm x 4,0 mm, 3 um); fase mével MeOH:H,0 83:17 v/v; vazao:
1,0 mL min™'; temperatura: 30 °C; comprimento de onda de deteccdo em 245 nm e

volume de injecdo de 5 pulL.
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Figura IV.12 - Cromatogramas registrados para o padrao de IVM na concentragéo
de 50 ug mL™ apos 24 horas sob condicbes de degradacao em (a) 60 °C; (b) H202
3% v/v; (c) HCI 0,1 mol L™ e (d) NaOH 0,1 mol L™". Fase estacionaria Purospher®
STAR RP-18e (55 mm x 4,0 mm, 3 um); fase mével MeOH:H,0O 83:17 v/v; vazao:
1,0 mL min™'; temperatura: 30 °C; comprimento de onda de detecgcdo em 245 nm e

volume de injeg&o de 5 pul.

Através deste estudo foi verificado que a IVM B1a é estavel em peréxido de
hidrogénio (H202 a 3 %, v/v) e a temperatura de 60 °C durante 24 horas, porém se

apresentou instavel em HCI mol L' e NaOH 0,1 mol L™ a partir da primeira hora.

Também nao foi verificado nenhum produto de degradacao co-eluindo com
a IVM Bia (Figura IV.11 e Figura 12). Assim, todos os testes realizados

confirmam a seletividade do método para a aplicagao pretendida.
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1V.3.5.2 — Linearidade e Intervalo Linear

Para qualquer método quantitativo, existe uma faixa de concentragdo do
analito onde o método pode ser aplicado, obtendo linearidade entre a resposta do
instrumento e a concentracao conhecida do analito (ANVISA, 2003; PASCHOAL et
al., 2008). Para avaliar a linearidade e estabelecer o intervalo do método, foi
inicialmente construida uma curva analitica em uma faixa de concentracdo mais
ampla, denomida neste trabalho de curva analitica dindmica. A partir dessa curva
foi selecionada uma faixa de concentragdo menor, denominada de intervalo linear,
respeitando a recomendacao da ANVISA, ou seja, de 80 a 120% da concentracao
teste. A curva analitica dinamica, compreendendo o intervalo de 10 — 100 pg mL™,
e o respectivo grafico de residuos estdo apresentados na Figura IV.13. A partir
desta curva foram estabelecidos o intervalo linear e a linearidade do método,
tomando como critério a resposta do detector e a quantidade a ser injetada no

sistema sem sobrecarregar a coluna analitica.

O intervalo definido foi de 40 a 60 pg mL™" de IVM. E importante notar que o
ponto médio da curva deve corresponder a concentracdo nominal de IVM no
medicamento veterindrio a ser analisado. A linearidade foi expressa pelo
coeficiente de correlacdo linear (r) que deve ser superior a 0,99 (ANVISA, 2003).

As curva analitica correspondente ao intervalo e seu respectivo gréafico de
residuos estdo apresentadas na Figura IV.14. A faixa linear, coeficiente de

correlacéo linear (r) e a sensibilidade do método estdo descritos na Tabela IV.4.

Tabela IV.4 — Parametros do intervalo de trabalho.

Parametros

Faixa Linear (ng mL™") Linearidade Sensibilidade (uA /pg mL™)
IVM B1a 40 - 60 0,9995 17251,3
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Figura IV.13 — (a) Curva analitica dindmica no intervalo de concentracdo de
padrdo IVM B1a de 10 a 100 ug mL™ (equagéo da reta e coeficiente de regressdo

linear (r) inseridos no gréfico); (b) grafico de residuos para a curva analitica

Apesar do intervalo dindmico ter se mostrado linear em toda a faixa de
concentragdo (10 a 100 ug mL™), foi observado pelo gréafico de residuos que na

faixa de concentracdo de 10 a 40 ug mL" e na faixa de 50 a 70 pg mL™" existe
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uma tendéncia na dispersao dos residuos. Entao, foi selecionado o intervalo de 40

a 60 ug mL™, para o intervalo e estudo da linearidade.

1050000  (a)
1000000 -
950000 -

900000 -

Area/uA

850000 -

800000 B

750000 -

r = 0,9995
700000 -

1 Area = -11490,8 + 17251,3 * Concentracéo
650000

T T T T T T T T T
40 45 50 55 60

Concentracéo de IVM B1a / ug mL"

Residuo / %
o
[ |

-2 4 ]

-4 - 4

-6 T T T T T T
40 a5 50 55 60
Concentracido de IVM Bla / wg mL’

Figura IV.14 — (a) Curva analitica (intervalo) na faixa de concentracao de padrao
IVM B1a de 40 a 60 ug mL™" (equacdo da reta e coeficiente de regressao linear (r)
inseridos no grafico); (b) grafico de residuos.
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O coeficiente de correlacédo linear (r = 0,9995) se apresentou adequado
conforme as recomendagdes da ANVISA (r > 0,99), portanto, 0 método responde
linearmente entre o sinal analitico e a concentracdo de IVM B1a no intervalo de
trabalho estabelecido para o método (40 a 60 pg mL™). Ainda, o gréafico de residuo
apontou que todos os valores se encontram dentro do intervalo aceitavel de 5%
distribuidos de forma aleatéria em torno do valor médio, indicando que n&o ha

tendéncia.

1V.3.5.3 — Exatidao

A exatiddo de um meétodo analitico € a medida da proximidade dos
resultados obtidos pelo método em estudo em relacao ao valor verdadeiro, usando
um procedimento experimental para uma mesma amostra por repetidas vezes. E
importante ressaltar que o analito presente na amostra pode apresentar um
comportamento diferente daquele quando o mesmo é adicionado sobre uma
amostra branco, principalmente quanto se trata de medicamentos veterinarios
(PASCHOAL et al., 2008).

Os quatro métodos principais para avaliar a exatidao sao:
v" Uso de material de referéncia certificado (MRC);
v' Comparacao do método proposto com um método de referéncia;
v" Uso de ensaios de recuperacao na matriz;

v" Estudos colaborativos.
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Quando disponiveis, o uso dos MRC sao os preferidos, pois estao
diretamente relacionados com padrdes internacionais. Esse processo de avaliagao
consiste em analisar um numero satisfatério de replicatas desse material e

comparar os resultados obtidos com o valor certificado (BRITO et al., 2003).

A exatiddo pode ser avaliada mediante comparacdo entre resultados
obtidos pelo método proposto com os resultados obtidos para as mesmas
amostras por outro método validado. Apds analise de diferentes amostras pelos
dois métodos, as diferengas obtidas para cada amostra sdo contabilizadas e
comparadas com o valor desejado (BRITO et al., 2003).

O ensaio de recuperagdo é o método mais utilizado para validacao de
processos analiticos e foi o utilizado nesse trabalho. A recuperacao reflete a
quantidade de dado analito, recuperado no processo, em relagdo a quantidade
real presente (por fortificagdo) na amostra. A exatiddao € expressa como erro
sistematico percentual intrinseco ao processo (BRITO et al., 2003). Cabe ressaltar
que foi necessario se trabalhar com a fortificagdo da amostra, pois, 0 excipiente
nao estava disponivel para todas as amostras.

Estudos colaborativos implicam na aceitacdo de pelo menos oito
laboratérios em desenvolver determinado método. Somente na impossibilidade de
se reunir os oito laboratérios requeridos é permitido que se conduza o estudo com
o minimo absoluto de cinco (BRITO et al., 2003).

Neste trabalho, a exatidao do método foi avaliada mediante teste de
recuperacdo. Para tanto, 13 amostras de medicamentos contendo IVM nas
formulagdes injetaveis 1% m/v, 1% m/v L.A. e 4% m/v L.P foram fortificadas com
IVM em dois niveis: baixo (fortificacdo da amostra com 34% de padrao de IVM) e
alto (fortificacdo da amostra com 66% de padrao de IVM), conforme procedimento
descrito no item 111.1.3.5.3.

A amostra sem fortificacdo foi previamente analisada em sextuplicata e as
amostras fortificadas, cada nivel, em triplicata. A quantificagdo foi realizada por

padronizacao externa usando o intervalo anteriormente estabelecido.
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Das 13 amostras analisadas, duas estavam fora deste critério, evidenciando
efeito matriz. Sendo assim, essas duas amostras foram analisadas pelo método
de adicdo de padrédo. A exatiddao do método para medicamentos veterinarios em
solucao injetavel é confirmada quando a recuperacao se situa no intervalo de 95 a
105 % (BRITISH PHARMACOPOEIA, 2009).

Os resultados para a exatidao variaram de 96 a 104% e estdo de acordo
com o valor aceito e preconizado pela ANVISA. Os resultados estdo apresentados
na Tabela IV.5, sendo que os valores de recuperagéo foram calculados utilizando
a equacao IV.6.

Re cuperagdo - (%) = 100 x [ Concentragdo - amostra j (IV.6)

Concentracdo - amostra- fortificad a

Tabela IV.5 — Resultados do teste de recuperacéao realizado para 11 amostras de

medicamentos veterindrios em solucéo injetavel que nao apresentaram efeito

matriz.
Recuperacao . Concentracao Nominal
Amostra Formulacao
(%) (%, m/v)
2 96 — 101 Solucgéo Injetavel 1 B
3 96 — 97 Solucgéo Injetavel 1 C
4 97 — 98 Solucgao Injetavel 1 D
5 101 Solucgao Injetavel 1 E
6 97 - 98 Solucéo Injetavel 1 F
11 99 -100 Solucgéo Injetavel 1 G
12 97 — 98 Solucgéo Injetavel L.P 4 G
17 97 — 101 Solucéo Injetavel L.P 4 G
23 99 - 104 Solucgéo Injetavel L.A 1 G
26 98 — 101 Solucgéo Injetavel 1 I
35 97 -100 Solugéo Injetavel 1 J

EF) Empresa Farmacéutica; L.P) Liberagdo Programada; L.A) Longa Acéo
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1V.3.5.4 — Precisao Intra-dia

A precisdao € o parametro que avalia a proximidade entre varias medidas
efetuadas na mesma amostra e representa a dispersdao de resultados entre
ensaios independentes, repetidos para uma mesma amostra (ANVISA, 20083;
RIBANI, 2004). Para a validacdo de métodos em um unico laboratério (single-
laboratory validation), duas etapas sao relevantes para esse parametro:

. Preciséo intra-ensaio: sob condi¢cdes de repetibilidade, descreve as

variagoes observadas durante uma unica corrida analitica;

. Precisao inter-ensaios: descreve o grau de variagdes observadas em

diferentes corridas analiticas.

A precisé@o é expressa como a estimativa do desvio-padrdo ou coeficiente
de variacéao (CV) das diversas medidas. O CV é dado pela equacgéao IV.7 (ANVISA,
2003).

CV - (%) =100 (ij (IV.7)
X

[{Fn )

Onde “s” é a estimativa do desvio padrdao das medidas e “X” é a
concentragdo média determinada (ANVISA, 2003).

A precisdo intra-dia foi realizada mediante andlise das 31 amostras em
sextuplicata pelo mesmo analista, no mesmo dia e no mesmo equipamento,
conforme descrito no item 111.1.3.5.4. Os resultados estdo apresentados na Tabela
IV.6. A ANVISA preconiza que a precisao, expressa pelo CV, seja igual ou inferior
a 5% (ANVISA, 2003).

Os resultados da precisao inter-dia variaram de 0,5 a 4,8% estando de
acordo com o estabelecido pela ANVISA.
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Tabela IV.6 - Os resultados da precisdo inter-dia para as 31 amostras de

medicamentos veterinarios analisadas.

Amostra CV /% Formulacao Concentracao nominal (%, m/v) EF
1 2,3 Solugéo Injetavel A
2 0,7 Solucgéao Injetavel
3 1,0 Solucgéao Injetavel
4 1,0 Solucgéao Injetavel
5 1,0 Solugéo Injetavel
6 1,0 Solugéo Injetavel
7 1,0 Solugéo Injetavel
8 1,0 Solugéo Injetavel
9 1,0 Solucgéao Injetavel
10 1,0 Solucgéao Injetavel
11 0,5 Solucgéao Injetavel
12 1,0 Solucgao Injetavel L.P
13 1,1 Solucéo Injetavel L.P

. —————TOOLOLOOLOOLOLOLOLOLOLOLOOOGGOGTMMTMTT TMOOW@

14 0,9 Solucgéo Injetavel L.P
15 1,7 Solucéo Injetavel L.P
16 0,5 Solucgéo Injetavel L.P
17 0,5 Solucgao Injetavel L.P
18 1,2 Solugéo Injetavel L.P
19 1,0 Solucgao Injetavel L.P
20 1,0 Solugéo Injetavel L.A
21 0,9 Solucgéo Injetavel L.A
22 1,0 Solucgéo Injetavel L.A
23 3,5 Solugéo Injetavel L.A
24 0,5 Solucgéo Injetavel L.A
25 4.8 Solucgéao Injetavel
26 0,8 Solucao Injetavel
27 2,0 Solucgéo Injetavel
28 2,1 Solucgéo Injetavel
29 1,1 Solucgéo Injetavel
30 2,3 Solucgéo Injetavel
35 2,5 Solucgéo Injetavel

EF) Empresa Farmacéutica
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1V.3.5.5 — Precisao Inter-dia

A preciséo inter-dia foi avaliada mediante analise da amostra 2 em dois dias
diferentes, por dois analistas diferentes e no mesmo equipamento, conforme
descrito no item 111.1.3.5.5.

Todas as analises foram realizadas em sextuplicata em cada dia. A
precisao inter-dia, expressa pelo CV, foi de 2,7% e, portanto, também adequado
segundo recomedactes da ANVISA.

1V.3.5.6 — Robustez

A robustez é a medida da capacidade do método resistir a pequenas
variagdes dos parametros analiticos, indicando confianga durante seu uso normal
(ANVISA, 2003).

A principio foram selecionados fatores que poderiam resultar em uma
variacao na resposta medida, como: propor¢cdo dos solventes que compde a fase
mével (MeOH/H20), pH da fase mdvel, vazdo da fase movel, uso de ultrassom no
preparo de amostra, solvente de solubilizagcdo da amostra, temperatura da coluna
e coluna cromatografica. Entdo, foram realizadas pequenas variacdes nesses
fatores (conforme descrito na Tabela lll.3 do item 1.3.5.6) para ponderar seus
efeitos no método desenvolvido. Todas as analises foram realizadas conforme
descrito no item [11.1.3.5.6.

A avaliacao do efeito foi realizada mediante execucao aleatéria de oito
ensaios e para cada parametro foi realizado o célculo da média dos resultados de
concentragdo dos fatores positivos pela diferengca da média dos resultados de
concentracdo dos fatores negativos. Os resultados obtidos pela avaliacdao dos

89



efeitos dos parametros - variagdo da concentragdo (ug mL™) - estdo apresentados
na Tabela IV.7 e distribuidos em uma linha em ordem crescente (Figura IV.15)
para melhor visualizagdo. Ainda, na Tabela IV.7, estdo apresentados os valores
de erro relativo calculado para cada parametro em relacdo a variacdo obtida

guando nenhum parametro do método sofreu alteragédo (Ensaio 1).

Tabela IV.7 — Efeito dos parametros estudados para avaliar a robustez do método.

Efeito Erro relativo
Parametro e legenda

(ng mL") (%)

Proporcao da fase moével A - 0,63 -1,2
pH da fase mével B 0,29 0,57
Vazao da fase movel C - 0,66 -1,3
Uso do ultrassom D - 0,11 - 0,21
Solubilizacdo da amostra E -5,7 -1
Temperatura da coluna F -1,2 -2,5
Coluna de separacao G 0,38 0,75

-1,2 -066 -0,11 0,38
F Cc D G
L] L II L II .I
E A B
-5,7 -0,63 0,29

Figura IV.15 — Distribuicdo dos efeitos dos parametros em ordem crescente.
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A partir da avaliacdo dos efeitos para a mudanca de cada parametro, foi
observado que o método apresenta variagdes muito baixas (< 5%), exceto quando
a amostra € solubilizada parcialmente em meio aquoso (variagao superior a 11%,).
Isso ja era esperado, j& que a solubilidade da IVM em agua €& muito baixa.

Portanto, a amostra deve ser solubilizada em metanol.

Em relacdo aos demais parametros, verifica-se que o método é robusto.

IV.3.6 — ANALISE DE AMOSTRAS DE MEDICAMENTOS
VETERINARIOS CONTENDO IVM COMO PRINCIPIO ATIVO POR
HPLC-DAD

Conforme apresentado no item IV.1, os medicamentos veterinarios em
solucdo injetavel demandam maior observacdao de suas conformidades, pois sua
grande representatividade no mercado brasileiro torna esses produtos de mais
facil acesso. Assim, no presente trabalho desenvolvido, foram analisadas 31
amostras de medicamentos veterinarios em solugéo injetavel com caracteristicas

diferentes.

IV.3.6.1 - Analise de amostras usando padronizacao externa

Anterior a andlise, todas as amostras de medicamentos de formulacdes
diferentes e/ou fabricantes diferentes foram avaliadas quanto a um possivel efeito
matriz. Para tanto, as amostras foram fortificadas em dois niveis (baixo e alto) e
calculadas a recuperacdo. O procedimento empregado esta detalhado nos itens
I11.1.3.5.3 e 111.1.3.7.1. Na auséncia de efeito matriz, ou seja, recuperacdo no
intervalo de 95 a 105%, a quantificagdo de IVM nas amostras de medicamentos
veterinarios foi realizada por padronizacao externa. Quando comprovado auséncia
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de efeito matriz para amostras de uma mesma empresa farmacéutica e mesma
formulacéo, apenas proveniente de lotes diferentes, ndo foi avaliado novamente o

efeito matriz.

Das 31 amostras de medicamentos veterindrios disponivies, apenas duas
apresentaram efeito matriz. Sendo assim, a IVM foi quantificada em 29 amostras
por padronizacdo externa e duas amostras por andlise de adicdo padrdo. Na
Tabela IV.8 estdo apresentados os resultados das analises dos medicamentos
veterinarios contendo IVM por padronizagdo externa.

Tabela IV.8 - Teores médios (n = 6) de IVM nas amostras analisadas por

padronizacdo externa.

Amostra IC (g 100 mL™) Formulacao CN (% m/v) EF
2 1,03 £ 0,01 Solucgéo Injetavel 1 B
3 1,01 £ 0,01 Solucgéo Injetavel 1 C
4 1,00 £ 0,01 Solucgéo Injetavel 1 D
5 1,06 £ 0,01 Solucgéo Injetavel 1 E
6 1,07 £ 0,01 Solucgéo Injetavel 1 F
7 1,08 £ 0,01 Solucgéo Injetavel 1 F
8 1,07 £ 0,01 Solugao Injetavel 1 F
9 1,02 + 0,01 Solugao Injetavel 1 F
10 1,07 £ 0,01 Solugao Injetavel 1 F
11 1,04 £ 0,01 Solucgéo Injetavel 1 G
12 4,03 £ 0,04 Solugéo Injetavel L.P 4 G
13 4,59 £ 0,05 Solugéo Injetavel L.P 4 G
14 4,49 + 0,04 Solucéo Injetavel L.P 4 G
15 4,31 £0,07 Solugéo Injetavel L.P 4 G
16 4,47 + 0,02 Solucéo Injetavel L.P 4 G
17 4,22 + 0,02 Solucéo Injetavel L.P 4 G
18 4,45 £ 0,05 Solucgéo Injetavel L.P 4 G
19 4,29 £ 0,04 Solucgéo Injetavel L.P 4 G
20 1,05 £ 0,01 Solugéo Injetavel L.A 1 G
21 1,12+ 0,01 Solucéo Injetavel L.A 1 G
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Cont. Tabela IV.8 - Teores médios (n = 6) de IVM nas amostras analisadas por

padronizacao externa.

Amostra IC (g 100 mL™) Formulacao CN (% m/v) EF
22 1,10 £ 0,01 Solugéo Injetavel L.A 1 G
23 1,19 £ 0,04 Solucgéao Injetavel L.A 1 G
24 1,08 £ 0,01 Solucgéao Injetavel L.A 1 G
26 1,00 £ 0,01 Solucgao Injetavel 1 I
27 1,06 £ 0,02 Solucéo Injetavel 1 I
28 1,06 £ 0,02 Solucéo Injetavel 1 I
29 1,02 £ 0,01 Solucéo Injetavel 1 I
30 0,98 £ 0,02 Solucgéo Injetavel 1 I
35 1,00 £ 0,03 Solucgéao Injetavel 1 J

EF) Empresa Farmacéutica; IC) Intervalo de Confianga; CN) Concentragao Nominal; LP) Liberagdo Programada; LA) Longa

Agao.

O intervalo de confianca (IC) com (P = 0,05) foi calculado através da
equacao IV.8 (SKOOG et al., 2006).

— (s
IC=x+ (Ej (IV.8)

Onde, “n” nimero de replicatas, “t” & o valor tabelado para “n-1” e “s” é a

estimativa do desvio padréo.

Para as amostras 12 a 19 (solucéo injetavel 4% m/v) estava disponivel o
excipiente da formulacdo. Para essas amostras foi construida uma curva na matriz
do excipiente (Figura IV.16) e os teores de IVM foram calculados a partir desta
curva, assim como também por padronizacao externa. O procedimento
experimental esta detalhado no item 111.1.3.6.
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E possivel notar, ao comparar a inclinacdo (coeficiente angular) da curva
analitica na matriz do excipiente Figura IV.16 com a inclinagdo da curva analitica
de trabalho - intervalo do método (Tabela IV.14 do item /V.3.5.2) - que a matriz
praticamente nao influencia na sensibilidade do método. Os resultados obtidos
pelas duas curvas analiticas foram comparados mediante teste “t” e foi verificado
que a um nivel de confianca de 95% que nao existe diferenca entre os mesmos

(tcalculado = -0,43 frente ao teriiico = * 2,23).

Esses resultados corroboram a auséncia de efeito matriz nestas amostras.
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Figura IV.16 — (a) Curva analitica mediante fortificacdo — no intervalo de
concentragdo de padrdao IVM Bia de 40 a 60 ug mL"' (Equacdo da reta e

coeficiente de regressao linear (r) inseridos no grafico); (b) grafico de residuos
para a curva analitica na matriz.
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IV.3.6.2 - Analise de amostras usando o método de adicao

padrao

A quantificacdo de IVM nas amostras de medicamentos veterinarios que
apresentaram efeito matriz - recuperagédo fora do intervalo de 95 a 105 - foi
realizada pelo método de adi¢do padrao, conforme descrito no item 111.1.3.7.2.

Apenas duas amostras do total de 31 amostras de medicamentos
veterinarios contendo VM apresentaram recuperacdao fora do intervalo
estabelecido pela Farmacopéia Britdnica (Tabela 1V.9) e, portanto, foram
quantificadas pelo método de adicdo padrdao (amostras 1 e 25). O resultado do
teor médio (n = 3) de IVM para essas amostras foram obtidos por extrapolacao da

curva de adicao padrao e estao apresentados na Tabela IV.10.

Na Figura IV.17 estdo apresentadas curvas de adi¢cdo padrdo levantadas

para a analise das amostras 1 e 25 pelo método de adi¢ao padrao.

Tabela IV.9 - Resultados do teste de recuperacéao realizado para as amostras que

apresentaram efeito matriz (Amostras 1 e 25).

Recuperacao . Concentracao Nominal
Amostra Formulacao
(%) (%, m/v)
1 96 — 101 Solucgéo Injetavel 1 A
25 97 -100 Solucgao Injetavel 1 H

Tabela IV.10 - Teores médios (n = 3) de IVM nas amostras analisadas pelo

método de adicao padréo.

Amostra IC(g 100 mL™) Formulacao CN (% m/v) EF
1 0,91 £ 0,04 Solucao Injetavel 1 A
25 0,91 £0,08 Solucgéo Injetavel 1 H
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Figura IV.17 - Curva de adicao padrao (a) Amostra 1 e (b) amostra 25. Equacbes
das retas e coeficientes de regressao linear (r) estdo inseridos nos respectivos
graficos.

97



O método de analise por adicdo padrao € necessario somente quando nao
se encontra disponivel o excipiente das amostras (ANVISA, 2003).

E um procedimento moroso e, portanto, restringe o nimero de amostras a
serem analisadas quando o procedimento é realizado na integra (triplicata). Essa
impossibilidade de se analisar muitas amostras em um Unico dia, traz um
obstaculo quando aplicado as industrias, onde se requer diariamente a andlise de
um numero muito grande de amostras. Ainda seu custo é superior se comparado
ao metodo de padronizagédo externa. Dessa forma o método de andlise por adicéo

padrao deve ser utilizado somente quando necessario.

Os resultados obtidos pelas analises, tanto por padronizagdo externa
quanto por adicdo padrdao dos medicamentos veterinarios contendo IVM como
principio ativo, indicam que 45,2% do total das 31 amostras analisadas contém o
teor de IVM fora das especificacdes, ou seja, fora do intervalo de 95 a 105% do
valor nominal (Figura IV.18) (BRITISH PHARMACOPOEIA, 2009). Esses
resultados indicam a necessidade do controle de qualidade dos medicamentos

veterinarios comercializados no Brasil.

[ | Amostras dentro das especificacdes
[ | Amostras fora das especificacdes

45.2%

54.8%

Figura IV.18 — Grafico de porcentagem para a classificagdo das amostras dentro
ou fora das especificacbes de acordo com os resultados obtidos pelo método

cromatografico.
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IV.3.7 — ENSAIOS DE IDENTIFICACAO DE IVM Bia POR
CROMATOGRAFIA EM CAMADA DELGADA

De modo geral, as monografias descritas nas farmacopéias apresentam um
item que remete a um ensaio de identificacdo. Esse ensaio tem como objetivo

verificar a presenca do composto ativo na matéria prima e/ou no produto acabado.

Pela Farmacopéia Brasileira sdo considerados testes para identificacao
aqueles que utilizam métodos espectrofotométricos, cromatograficos, quimicos e
biolégicos. A priorizagdo dos testes deve seguir a seguinte sequiéncia: espectro no
infravermelho, espectro no ultravioleta, cromatografia em camada delgada, picos
em cromatografia liquida de alta eficiéncia ou cromatografia a gas, reacdes

quimicas caracteristicas para grupos e funcdes e reacdes para ions.

Neste trabalho, foram realizados dois testes de identificagdo no produto
acabado: espectro UV do pico cromatografico referente a IVM e cromatografia em
camada delgada (TLC). Os testes de identificacdo foram realizados conforme
descrito no item 11.1.3.8. Apesar da deteccao utilizada pelo método HPLC ser
também de carater qualitativo, portanto, capaz de identificar a substancia alvo do
teste pela comparacéao entre seu espectro no UV com o espectro no UV de uma
substancia padrao certificada, o teste de identificacdo por TLC foi realizado, pois
nesse trabalho foram seguidas as orientagdes da Farmacopéia Britdnica que
estabelece como teste de identificagdo a TLC para a identificacdo da IVM.

Os resultados do teste de identificagéo por TLC realizado para 12 amostras
estdo apresentados na Tabela IV.11.
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Tabela IV.11 — Fator de retardamento da IVM B1a nas amostras de medicamentos
veterinarios e no padrao de IVM B1a obtidos a partir dos cromatogramas do teste

de identificag&do por TLC.

Concentracao -
Placa Padrao/Amostra Formulacao Nominal i
(cm)
(% m/v)
Padrao IVM B1a - - 0,68
Amostra 1 Solucgéao Injetavel 1 0,69
1 Amostra 2 Solucéo Injetavel 1 0,69
Amostra 3 Solucgéo Injetavel 1 0,70
Amostra 4 Solucgao Injetavel 1 0,71
Padrao IVM B1a - - 0,71
Amostra 5 Solucgéo Injetavel 1 0,68
0 Amostra 6 Solucgéo Injetavel 1 0,68
Amostra 11 Solucgéao Injetavel 1 0,69
Solugéo Injetavel

Amostra 12 4 0,70

L.P
Padrao IVM B1a - - 0,68

Solugéo Injetavel

Amostra 23 1 0,67

3 L.A
Amostra 25 Solucgéo Injetavel 1 0,68
Amostra 26 Solucgéo Injetavel 1 0,68
Amostra 35 Solucgao Injetavel 1 0,70

Rf) Fator de Retardamento

Os resultados do fator de retardamento (Rg) foram calculados através da
equacao IV.9 (COLLINS et al., 2006).

p (IV.9)
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Onde, “d/“ corresponde a distancia percorrida pela substancia e “dn“ a
distancia percorrida pela fase movel (COLLINS et al., 2006).

O resultado foi observado pela igualdade do fator de retardamento para IVM
B1a no padrao com aqueles correspondentes a IVM B1a nas amostras.

Em todas as amostras o teste de identificacdo deu resultado postitivo,
indicando a presenca de IVM B1a nos medicamentos veterinarios.
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.2 — ESTUDOS ESPECTROSCOPICOS (NIR) - (Analise
exploratoria)

A técnica NIR é uma técnica nao destrutiva e de rapida analise, o que faz
com que seja uma técnica apropriada para diversas aplicagbes industriais. No
entanto, para aplicagdo analitica faz-se necessario o emprego de ferramentas
quimiométricas (LUYPAERT et al., 2007; NICOLAI et al., 2007), destacando a
regressao por minimos quadrados parciais (PLS) e anélise de componentes
principais (PCA) (CANDOLFI et al., 1997; COZZOLINO et al., 2006; WEBSTER, et
al., 2003). Conforme reportado na literatura, a espectroscopia NIR recentemente
tem sido adotada e bem aceita dentro das industrias farmacéuticas para processo
de monitoramento e controle de qualidade dos produtos e atualmente, métodos
analiticos baseados no NIR estdo sendo utilizados na Europa e incorporados a
Farmacopéia oficial (BLANCO et al., 1998; JIANG et al., 2010; REICH, 2005).

IV.2.1 — DADOS ESPECTRAIS

Inicialmente foram registrados espectros na regido de 4000 — 14000 cm™,
utilizando, para tanto, solucées de IVM em metanol nas concentracées 100, 500,
1000, 2500, 5000, 10000 e 30000 pg mL’, solugdo de ABM em metanol na
concentragdo de 10000 pg mL”, amostras de medicamentos veterinarios de
diferentes formulagdes (injetavel 1% m/v, injetavel 1% L.A m/v, injetavel 4% L.P
m/v, solucédo oral 0,08% m/v e injetavel 3,5% L.P m/v) sem qualquer diluicdo e
amostras preparadas nas concentragdes de 0,5, 1, 2 e 3% m/v. Os espectros
registrados para as amostras comerciais € para a solugdo do padrdao de IVM a

30000 pug mL™", estdo apresentados na Figura IV.19, Figura IV.20 e Figura IV.21.
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Figura IV.19 - Espectros na regido do infravermelho proximo da (a) IVM em MeOH
30000 ug mL ™" e (b) das amostras de solugéo injetavel 1% m/v (1 a 11,25a 30 e

35).
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Figura 1V.20 - Espectros na regido do infravermelho proximo (a) amostras em
solucéo injetavel 1% L.A m/v (20 a 24) e (b) solucéo injetavel 4% L.P m/v (12 a

19).
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Figura IV.21 - Espectros na regido do infravermelho préximo das amostras (a)
solucéo oral 0,08% m/v (31 a 33) e (b) solucao injetavel 3,5% L.A m/v (34).
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Entre os comprimentos de onda de 4000 a 5130 cm-' é observada a regido
das bandas de combinacéo e de 4880 a 9525 cm™' a regido de sobretom (primeira
regido de sobretom, 4878 a 6780 cm™ e, segunda regido de sobretom, 6060 a
9525 cm™).

Ao comparar todos os espectros NIR das amostras com o do padréo de
IVM em MeOH, pode-se notar que as mesmas regides de combinacdo e de
sobretom presentes de forma proeminente no espectro NIR do padrao de IVM em
MeOH estao presentes de mesma forma nos espectros das amostras.

Ainda, os espectros NIR das amostras apresentam bandas de combinacao
e sobretons caracteristicas para cada tipo de formulacao que nao estao presentes
no espectro NIR do padrdo de IVM em MeOH. Nos espectros NIR das amostras
de medicamentos em formulacdo de solugdo injetavel 1% m/v L.A, solucao
injetavel 4% m/v L.P. e solugéo injetavel 3,5% m/v L.P. (Figura IV.20 e Figura
IV.21(b)) é verificada a grande semelhanca entre o perfil espectral, 0 que sugere
que essas amostras pertencem a uma mesma categoria e atribui-se esse
agrupamento a possivel semelhang¢a na composicao dos excipientes. As amostras
de medicamento em solucao oral 0,08% m/v apresentam banda caracteristica da
agua (25155 e 26945 cm™') (Figura IV.21(a)).

Para a anadlise exploratéria e construcdo do modelo de calibracdo
multivariada foi utilizada a regido de combinagéo na faixa de 4000 a 7657 cm™.

IV.2.2 — CLASSIFICAGCAO DAS AMOSTRAS POR PCA

Com a finalidade de identificar padrdes de informagéo entre as amostras foi
realizada andlise dos dados por PCA, onde foram selecionadas 950 variaveis
(regidao dos espectros das amostras correspondente a faixa de 3996,0 — 7656,8
cm'1), onde se observa as bandas de absorcdo de maior relevancia para a
construgcdo do modelo de calibracdo. Um total de 35 amostras contendo IVM e
uma amostra de ABM foram utilizadas para a construcdo do grafico de PC1 vs
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PC2, sem pré-tratamento dos dados espectrais (Figura 1V.22). A amostra de

abamectina (Amostra 0) foi empregada para verificar a

possibilidade de

discriminagdo da mesma entre as amostras contendo IVM como principio ativo.
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Figura IV.22 - Gréafico de scores PC1 vs PC2 para os espectros de todas as

amostras de medicamentos de ivermectina sem pré-tratamento.

Foi verificado que com apenas duas componentes principais (PC — principal

components), 99,0% da variancia espectral puderam ser explicados (PC1 = 85% e

PC2 14%) (Figura IV.23).
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Figura IV.23 - Grafico da porcentagem de variancia explicada por componente

principal.

As amostras dos medicamentos foram classificadas em trés grupos
distintos e, considerando os dados conhecidos das amostras, foi constatado que o
grupo | é representado por medicamentos em formulagéao de solugéo injetavel 1%
m/v, o grupo Il por medicamentos em formulacéo de solucédo injetavel 1% m/v L.A,
solucao injetavel 4% m/v L.P. e solucao injetavel 3,5% m/v L.P. e o grupo Il por
medicamentos em formulacao de solucdo oral 0,08% m/v. Ainda, ao investigar os
grupos separadamente, foi notado que para todos 0s grupos existe uma tendéncia
dos medicamentos se separarem de acordo com o laborato6rio de origem.

Através do grafico de loadings, apresentado na Figura IV.24, pode ser
verificado o conjunto de varidaveis que mais contribuem para a discriminagcao das
amostas em cada grupo. Ainda, na Figura IV.25, pode ser observado o peso para

cada variavel para essa discriminacao.
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Figura 1V.24 - Grafico de loadings para o conjunto de amostras obtidos para a
PC1 vs PC2.
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Figura IV.25 - Grafico de loadings do conjunto de amostras obtidos para a PC1

em fungao das variaveis.
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Nao foi possivel diferenciar a amostra de medicamento contendo
abamectina das amostras de medicamentos com ivermectina como principio ativo
Ao comparar os espectros na regidao do infravermelho proximo para os compostos,
foi observado a semelhanca do perfil espectral (Figura 1V.26), ou seja, ndo seria
possivel discriminar os compostos nestas condigcdes experimentais. Assim,
encontrou-se para o método baseado em HPLC uma vantagem, pois, com este,
uma possivel adulteragdo dos medicamentos contendo IVM pela substituicado do
mesmo por ABM pode ser verificada pelo surgimento de um novo pico no
cromatograma e auséncia do pico caracteristico da IVM.

3.0 — IVM
— ABM
2.5

2.0 H

[72]
Q1.5

1.0

0.5

0.0

-0.5 T T T T T T T T T T T
4000 6000 8000 10000 12000 14000
1
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Figura IV.26. Espectro na regido do infravermelho préximo da IVM e ABM 10000
ng mL™" em MeOH.

Ao fazer a andlise dos dados do grupo Il separadamente foi observado que
as amostras se distribuiram em trés subgrupos, IVM em solugéo injetavel 1% m/v

L.A., IVM em solugao injetavel 4% m/v L.P. e IVM em solugéo injetavel 3,5% m/v
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L.A. (Figura IV.27). Pelos resultados obtidos fica evidente que a técnica de
espectroscopia no infravermelho préximo associada a PCA é uma ferramenta
promissora para a classificagdo das amostras de medicamentos contendo VM
quanto sua concentracao e formulagao.

04— G2 RO
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; <19 5 5 5 5
1 @ | Solucao injetavel 4% m/v L.P. :
02_ ........... 11, : : : :
7 18
0_
I : : : 5 o34
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1. : :
06_ ........... .. PCT
OIS [IJ 0?5 1?0 1?5 2?0 2‘5 3‘0 3?5

RESULTZ, X—éxpl 88%. 1%

Figura IV.27. Gréfico de scores PC1 vs PC2 para os conjunto de dados do grupo
Il.

Através do grafico de loadings, apresentado na Figura IV.28, pode ser
verificado o conjunto de variaveis que mais contribuem para a discriminagdo das
amostras em cada grupo. Ainda, na Figura 1V.29, pode ser observado o peso para

cada variavel para essa discriminacao.

111



PC2 ... Mfvadings

0.08

0.06

284416 6
591 - 420 5 4
Qe ivn BE

ol
744513 - 443872
: 4750436

-00z . 433564324 o

. 4aafRre

-0.04 :
PCT
T T T

T T T T T T
-0.15 -0.10 -0.05 0 0.05 0.10 015 0.20 0325
RESULT2, X-expl: 88%,11%

Figura IV.28 - Grafico de loadings para o conjunto de amostras do grupo Il obtidos
para a PC1 vs PC2.
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Figura 1V.29 - Grafico de loadings do conjunto de amostras do grupo Il obtidos
para a PC1 em funcéo das variaveis.
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IV.23 - AVALIACAO DO MODELO NIR-PLS1 PARA
QUANTIFICACAO DO TEOR DE IVERMECTINA EM
MEDICAMENTOS VETERINARIOS

Para avaliar o modelo NIR-PLS1 para a quantificacao de IVM, foi realizada
a regressdao de dados por PLS-1 e construido um modelo de calibragdo por
validagédo cruzada com 5 componentes principais para 25 amostras contendo VM,
amostras de 1 a 30 (Figura IV.30). A partir da observacao do gréafico de loadings
(Figura 1V.29) para a classificagdo das amostras quanto sua concentragao no
grupo Il, foram observadas as varidveis que mais contribuiram para essa
discriminagcdo. Assim, foram selecionadas 66 varidaveis (regido dos espectros no
infravermelho das amostras correspondente a faixa espectral de 4104,2 a 4354,9
cm™). O valor da concentragéo de referéncia para todas as amostras de IVM foram
0s obtidos por meio do método cromatografico, apresentados na Tabela IV.8.

Em seguida, foi construido um modelo de validagdo com 5 amostras (8, 15,
17, 22 e 27), contando com quatro componentes principais, para a previsao do
teor de IVM nas mesmas usando o modelo de calibragdo. Na comparagdao dos
resultados obtidos para as amostras do conjunto de validagcdo por NIR-PLS1 com
0s resultados provenientes das andlises cromatograficas, foi observado um erro
relativo na faixa de 0,3 a 14,4 % (Figura IV.31).
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Figura IV.30 - Modelo de calibracdo NIR-PLS1 por validagdo cruzada com 5

componentes principais para as amostras de 1 a 30.
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Figura 1V.31. Gréafico do erro de previsdo para as amostras de medicamento do

conjunto de validacdo em relagdo aos resultados do método cromatografico.
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Das 5 amostras, apenas uma apresentou em erro relativo maior que 5%. De
modo geral, considerando que o desvio apresentado na Tabela IV.12 em todas a
amostras previstas se apresentam inferior ao erro de previsdo do modelo de
calibragdo (RMSEP = 0,29 g 100 mL™), foi verificado que os valores de previsdo
sao proximos aqueles de referéncia. Portanto, apesar de ser pouco conclusivo por
se tratar de um conjunto de calibracdo com apenas duas concentragées nominais,
os resultados obtidos (Tabela 1V.12) sugerem que o método de determinagéo do
teor de IVM em medicamentos veterinarios baseado no NIR e associado a

quimiometria, tem potencial para atender aos propédsitos das analises.

Tabela IV.12 - Resultados para a IVM obtidos pela previsdo das amostras do
conjunto de validacao pelo modelo de calibracdo NIR-PLS1 em comparacéao aos
resultados obtidos pelo método cromatografico.

Previsao Referéncia Desvio Erro de previsao
Amostra ] P P

(g100mL™’) (g100mL™") (g100mL") (%)
8 1,11 1,07 0,14 3,4
15 4,16 4,31 0,26 3,5
17 4,21 4,22 0,16 0,3
22 1,08 1,10 0,14 1,4
27 0,91 1,06 0,10 14,4

Na tentativa de validagdo de um modelo com mais concentragdes do
principio ativo, foram preparadas amostras em concentracées de 0,5 a 4% m/v de
IVM, a partir da diluicdo de uma amostra comercial de IVM 4% m/v em seu

excipiente.

Para tanto foi realizado um pré-tratamento pela derivada para os espectros
médios (100 varreduras) do excipiente, das amostras preparadas com 0,5, 1, 2 e
3% m/v de IVM e para a amostra 12 (IVM 4% m/v). Pela regressao dos dados por
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PLS-1 foi construido um modelo de calibracdo por validagdo cruzada com 3

componentes principais.

Foram selecionadas 101 variaveis (regido dos espectros das amostras de
4061,7 a 4451,3 cm’'), também levando em consideragdo o grafico de loadings
para a classificagdo das amostras quanto sua concentracdo no grupo Il (Figura
IV.29). O valor da concentragdo de referéncia para todas as amostras de IVM
foram os obtidos pelo célculo de diluicdo utilizando os resultado obtido para a
amostra 12 pelo métdo cromatografico, apresentado na Tabela IV.8. Em seguida,
foi construido um modelo de validagdo com 8 amostras (12 a 19), contando com
quatro componentes principais, para a previsao do teor de IVM nas mesmas

usando o modelo de calibragédo (Figura 1V.32).
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Figura IV.32 - Modelo de calibracao NIR-PLS1 por validacdo cruzada com 3

componentes principais para as amostras sintéticas com 0,5, 1, 2 e 3% m/v de
IVM e a amostra 12 (4% m/v).
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Na comparacao dos resultados obtidos para as amostras do conjunto de
validacdo por NIR-PLS1 com os resultados provenientes das analises
cromatograficas, foi observado um erro relativo na faixa de 0,25 a 14,2% (Figura
IV.33 e Tabela IV.13). Apesar de todos os desvios para as amostras do conjunto
de validacado se apresentarem inferiores ao erro de previsdo para o modelo de
calibracdo (RMSEP = 0,21 g 100 mL™"), foi observada proximidade entre os
valores obtidos pelo método cromatografico com os previstos pelo modelo
multivariado NIR-PLS1 para apenas uma das 8 amostras, o que pode ser
observado pelo erro de previsdo inferior a 5% (Tabela IV.13). A amostra 12 foi
utilizada para o preparo das demais amostras de concentracdes decrescentes que
deram origem ao modelo de calibragdo para a validagdo. Isso sugere que a matriz
exerce forte influéncia na determinacdo de IVM pelo método NIR-PLS1 e que o
excipiente nao é reprodutivo para cada lote.
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Figura IV.33 - Gréfico do erro de previsdo para as amostras de medicamento
veterinario 4 % L.P m/v do conjunto de validagdo em relagdo ao meétodo

cromatografico.
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Tabela IV.13 - Resultados para as amostras do conjunto de validacdo de
medicamentos veterinarios a 4% m/v L.P. através do conjunto de calibragdo NIR-
PLS1, e erro de previsao em relagdo aos resultados obtidos pelo método

cromatografico.

Referéncia Previsao Desvio .
Amostra P P P Erro de previsao / %
(g100mL"’) (g100mL") (g100mL™)
12 4,03 4,04 0,06 0,25
13 4,59 4,15 0,10 9.6
14 4,49 4,02 0,10 10,5
15 4,31 3,73 0,17 13,4
16 4,47 4,09 0,14 8,5
17 4,22 3,77 0,12 -10,6
18 4,45 3,82 0,16 14,2
19 4,29 3,73 0,10 13,0

Na tentativa de se construir um modelo de calibracdo multivariada com os
dados dos espectros da IVM em MeOH grau HPLC, foram selecionadas as
variaveis que mais contribuem para a explicacdo da variancia na determinagéao do
teor de IVM nas amostras de medicamento veterinario. No entanto, ndo foi
observada uma relacéo linear entre os valores de previsdao para a validacdo do
modelo. Assim, ndo foi possivel construir um modelo de calibragdo multivariada da
IVM em metanol. E sugerido que o MeOH afeta ou mascara as variaveis que

discriminam as amostras quanto suas concentragées.

Os resultados preliminares obtidos indicam a necessidade de estudos

adicionais para avaliar com mais profundidade o efeito matriz.
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CONCLUSOES
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Medicamentos veterinarios contendo ivermectina sao comercializados no
Brasil por mais de 50 empresas diferentes, o que evidencia o sucesso comercial
que esses medicamentos tem tido no Brasil, assim como o seu amplo emprego
como antiparasitario na criacdo de animais de grande porte, em particular animais

destinados ao consumo humano.

Um dos pontos criticos na qualidade destes medicamentos € que o Brasil
ainda nao exerce fiscalizacdo dos mesmos e nao existe monografia descrita na
Farmacopéia Brasileira para o doseamento de ivermectina nas formulacdes
comercializadas no Brasil. Ainda, ndao existem dados disponiveis sobre a

qualidade dos mesmos.

Neste trabalho foi desenvolvido e validado um método, empregando a
cromatografia liquida de alta eficiéncia, para a quantificacdo de ivermectina em
formulacdes injetaveis. Cabe ressaltar que é importante separar a ivermectina Bla
e de seu homdlogo B1b. Pelo estudo das condi¢des 6timas para a separacao da
ivermectina Bla de seu homdlogo B1ib, foi observado que as duas colunas
avaliadas sdao adequadas para a separacdao dos mesmos. Assim, ndo se faz
necessario o emprego de uma coluna C18 capeada, o que reduz o custo para a
aplicacdo do método. As melhores condi¢cdes para a separagcdo da lvermectina
B1a de seu homodlogo foram obtidas com a fase estacionaria Purospher® STAR
RP-18e (55 mm x 4,0 mm, 3 um) sob 30 °C, propor¢ao MeOH:H>O 83:17 v/v,

vazdo 1,0 mL min™ com volume de injecédo de 5 pL.

Para as formulacgdes injetaveis o preparo de amostras consistiu apenas na

dissolucao do produto em metanol. O uso de ultrassom nao foi necessario.

O método desenvolvido para quantificacdo de IV B1la em medicamentos
veterinarios foi validado, apresentando-se adequado frente a avaliacao das figuras
de mérito exigidas conforme sua finalidade. Comparado ao método cromatografico
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oficial, foi possivel observar que o método desenvolvido apresenta maior
simplicidade e requer menor tempo de analise.

A andlise das amostras de medicamentos veterinarios (31 ao total) em
formulacgéao injetavel reforga a necessidade do controle de qualidade dos farmacos
comercializados no Brasil, visto que os resultados apontam que aproximadamente
45% dos medicamentos analisados encontram-se fora das especificacbes de

concentragao informadas no rétulo do produto.

O método NIR associado as ferramentas quimiométricas PCA e PLS-1
mostrou algumas vantagens frente a cromatografia, pois, € rapido, ndo gera
residuos, ndo requer uso de solventes e dispensa o preparo de amostra. Porém,

para ser desenvolvido, sdo requeridos os resultados do método cromatografico.

Utilizando o PCA para a investigacao de padrdo nas informagdes dos
espectros das amostras, foi possivel discriminar as amostras quanto a sua
formulacao (solucao injetavel, solucao injetavel de longa acdo e solucao oral) e

concentracao (4% m/v e 1% m/v).

Utilizando o PLS-1, foi observada a potencialidade do método na
determinacao do teor de ivermectina nas mesmas, considerando que o erro de

previsao das amostras de validacao inferiores a 5% sao aceitaveis.

122



REFERENCIAS
BIBLIOGRAJFICAS

123



124



ANVISA - Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria. Guia para Validacdo de
Métodos Analiticos e Bioanaliticos, RE n® 899, de 29/05/2003. D.O.Uniéo,
02/06/2003. Disponivel em
(http://www.anvisa.gov.br/legis/resol/2003/re/899_03re.htm). Acesso em: Fevereiro
de 2010.

ANVISA - Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria. Guia para validacdo de
métodos analiticos e controle de qualidade interna das andalises de monitoramento
do plano nacional de residuos e contaminantes - PNCRC animal, 2009. Disponivel
em (http://www.anvisa.gov.br/legis/resol/2003/re/899_03re.htm). Acesso em:
Novembro de 2010.

AMAR - Jornal da Associacdo de Defesa do Meio Ambiente Araucaria. Europa
retém lote de carne bovina brasileira com Ivermectina, confirma ministério.
Publicado dia 16/09/2010. Disponivel em (http://amarnatureza.org.br/site/europa-
retem-lote-de-carne-bovina-brasileira-com-ivermectina-confirma-
ministerio,69790/). Acesso em: Novembro de 2010.

ABIEC - Associacao Brasileira das Industrias Exportadoras de Carnes. Exportacao
de carne bovina do Brasil. Disponivel em (http://www.abiec.com.br). Acesso em:
Dezembro de 2010.

ASBAKK, K.: BENDIKSEN, H.R.: OKSANEN, A. lvermectin in reindeer feces:
Determination by HPLC. Journal of Agricultural and Food Chemistry, 47: 999-10083,
1999.

BLANCO, M.; COELLO, J.; ITURRIAGA, H.; MASPOCH, S.; DE LA PEZUELA, C.
Determination of ascorbic acid in pharmaceutical preparations by near infrared
reflectance spectroscopy. Talanta, 40: 1671-1676, 1993.

BLANCO, M.; COELLO, J.; ITURRIAGA, H.; MASPOCH, S., DE LA PEZUELA, C.
Near-infrared spectroscopy in the pharmaceutical industry. Analyst, 123: 135-150,
1998.

BRITISH PHARMACOPOEIA. Monographs: Medicinal and Pharmaceutical
Substances: Ph Eur Monograph 1336, | & 1I: 3298-3304, 2009.

125



BRITO, N.M.; JUNIOR, O.P.A.; POLESE, L.; RIBEIRO, M.L. Validacdo de métodos
analiticos: estratégia e discussao, Pesticidas: Revista de Ecotoxicologia e Meio
Ambiente, 13: 129-146, 2003.

CAMPBELL, W.C.; FISHER, M.H.; STAPLEY, E.O.; ALBERS-SCHONBERG, G.;
Jacob, T.A. Ivermectin: A potent new antiparasitic agent. Science, 221:832-828,
1988.

CANDOLFI, A.; MASSARTA, S.; HEUERDINGB, S. Investigation of sources of
variance which contribute to NIR-spectroscopic measurement of pharmaceutical
formulations. Analytica Chimica Acta, 345: 185-196, 1997.

CANGA, A.G.; PRIETO, A.M.S.; LIEBANA, J.D.; MARTINEZ, N.F.; VEGA, M.S.;
VIEITEZ, J.G. The pharmacokinetics and metabolism of ivermectin in domestic
animal species. The Veterinary Journal, 179: 25-37, 2009.

CHASSEUR, J.C. On-line assay of cimetidine granules by near infrared reflectance
spectroscopy. Chimica Oggi, 6: 21-24, 1987.

CIURCZAK, E.W., TORLINI, R.P., Analysis of solid and liquid dosage forms using
near-infrared reflectance spectroscopy. Spectroscopy, 2: 41-43, 1987.

COLLINS, C.H.; BRAGA, G.L.; BONATO, P.S. Fundamentos de Cromatografia, 12
edicao, Editora UNICAMP, Campinas-SP, 2006.

CORTI, P.; DREASSI, E.; CORBINI, G.; MONTECCHI, L.; PAGGI, J. Application of
near infrared reflectance spectroscopy to pharmaceutical quality control. Il. Assay
of cloxacillin benzathine in creams. Analusis, 18: 117-121, 1990a.

CORTI, P.; DREASSI, E.; CORBINI, G.; LONARDI, S.; VIVIANI, R.; MOSCONI, L.;
BERNUZZI, M. Application of near-infrared reflectance to the analytical control of
pharmaceuticals. Assay of ranitidine hydrochloride and water content in tablets.
Pharmaceutica Acta Helvetiae, 65: 28-32, 1990b.

CORN, P.; SAVINI, L.; DREASSI, E.; CERAMELLI, G.; MONTECCHI, L.;
LONARDI, S. Application of NIRS to the control of pharmaceuticals identification
and assay of several primary materials. Pharmaceutica Acta Helvetiae, 67: 57-61,
1992.

126



COZZOLINO, D.; PARKER, M.; DAMBERGS, R.G.; HERDERICH, M.
Chemometrics and visible-near infrared spectroscopic monitoring of red wine
fermentation in a pilot scale. Biotechnology and Bioengineering, 95: 1101-1107,
2006.

CPVS - Compéndio de Produtos Veterinarios — SINDAN. Disponivel em
(http://www.cpvs.com.br/cpvs/index.html). Acesso em: Novembro de 2010.

DICKINSON, C.M. Improved high-performance liquid chromatographic method for
quantitation of ivermectin in whole blood, serum or muscle tissue. Journal of
Chromatography, 528: 250-257, 1990.

DRENNEN J.K.; LODDER R.A. Nondestructive near-infrared analysis of intact
tablets for determination of degradation products. Journal of Pharmaceutical
Sciences, 79: 622-627, 1990.

DANAHER, M.; HOLWELLS, L.C.; CROOKS, S.R.H.; CERKVENIK-FLAJS, V.
O'KEEFFE M. Review of methodology for the determination of macrocyclic lactone
residues in biological matrices. Journal of Chromatography B, 844:175-203, 2006.

D.O.U - Diario Oficial da Unido. Secéao 1, n® 128, Quarta-feira, 8 de Julho de 2009,
Disponivel em:
(http://www.in.gov.br/imprensa/visualiza/index.jsp?jornal=1&pagina=40&data=08/0
7/2009). Acesso em: Setembro de 2010.

EC - European Commission; Official Journal of the European Communities,
17/08/2002, L221/8-36.

FARMACOPEIA BRASILEIRA, ANVISA. Disponivel em:
(http://www.anvisa.gov.br/hotsite/farmacopeia/index.htm). Acesso em: Abril de
2010.

FERREIRA, M.M.C.; ANTUNES, A.M.; MELGO, M.S.; VOLPE, P.L.O.
Quimiometria I: calibragdo multivariada, um tutorial, Quimica Nova, 22: 724-731,
1999.

127



FRENICH A.G.; DEL MAR AGUILERA-LUIZ, M.; VIDAL, J.L.M.; ROMERO-
GONZALEZ, R. Comparison of several extraction techniques for multiclass
analysis of veterinary drugs in eggs using ultra-high pressure liquid
chromatography—tandem mass spectrometry. Analytica Chimica Acta, 661: 150—
160, 2010.

GARCiA-MAYOR,I M.A.; GARCINUNO, R.M.; FERNANDEZ-HERNANDO, P.;
DURAND-ALEGRI, J.S. Liquid chromatography—UV diode-array detection method
for multi-residue determination of macrolide antibiotics in sheep’s Milk. Journal of
Chromatography A, 1122: 76-83, 2006.

GEARY, T.G. Ivermectin 20 years on: maturation of a wonder drug. Trends in
Parasitology, 21: 530-532, 2005.

GELADI, P. Chemometrics in spectroscopy. Part 1. Classical chemometrics.
Spectrochimica Acta Part B, 58: 767—782, 2003.

GOKBULUT, C.; BILGILI, A.; HANEDAN, B.; AKSIT, D.; AKSOY, A.M.; TURGUT,
C. Breed-related plasma disposition of ivermectin following subcutaneous
administration in Kilis and Damascus goats. Research in Veterinary Science,
87:445-448, 2009.

GUPTA, R.C. lvermectin and Selamicin. Veterinary toxicology, 45: 508-513, 2007.

HERNANDEZ-BORGES, J.; RAVELO-PEREZ, L.M; HERNANDEZ-SUAREZ, E.M,;
CARNERO, A.; RODRIGUEZ-DELGADO, M.A. Analysis of abamectin residues in
avocados by high-performance liquid chromatography with fluorescence detection.
Journal of Chromatography A, 1165: 52-57, 2007.

HSIEH, J.Y.K.; LIN, L.; FANG, W.; MATUSZEWSKI, K. Robotic sample preparation
and HPLC determination of the major component of ivermectin in human plasma.
Journal of Liquid Chromathography and Related Technologies, 26: 895-910, 2003.

HOU, X.L.; WU, Y.; SHEN, J.; WANG, L.; DING, S. Multi-residue analysis of
avermectins in bovine liver and muscle by liquid chromatography—fluorescence
detector. Chromatographia, 65: 77-80, 2007.

128



HUANG, H.; YU, H.; XU, H.; YING, Y. Near infrared spectroscopy for on/in-line
monitoring of quality in foods and beverages: A review. Journal of Food
Engineering, 87:303-313, 2008.

INOUE, K.; YOSHIMI, Y.; HINO, T.; OKA, H. Simultaneous determination of
avermectins in bovine tissues by LC-MS/MS. Journal of Separation Science, 32:
3596-3602, 2009.

ICH - International Conference on Harmonization. Validation of Analytical
Procedures: Methodology, Q2B, Step 4, Consensus Guideline, 6 November 1996.

JIANG, Y.; DAVID, B.; TUA, P.; BARBINB, Y. Recent analytical approaches in
quality control of traditional chinese medicines - A review. Analytica Chimica Acta,
657:9-18, 2010.

JIANG, H.; ZHOU, D.; LI, H.; XU, F.; LI, C.; SHEN, J.; LI, X.; DING, S. LC-
fluorescence detection of abamectin, ivermectin, doramectin, and eprinomectin in
rabbit feces. Chromatographia, 68, 2008.

KITZMAN, D.; WEI, S-Y.; FLECKENSTEIN, L. Liquid chromatographic assay of
ivermectin in human plasma for application to clinical pharmacokinetic studies.
Journal of Pharmaceutical and Biomedical Analysis, 40: 1013-1020, 2006.

KOLAR, L.; ERZEN, N.K.; HOGERWERF, L.; VAN GESTEL, C.A.M. Toxicity of
abamectin and doramectin to soil invertebrates. Environmental Polution, 151:182-
189, 2008.

KOLBERG, D.I.S.; PRESTA, M. A.; WICKERT, C.; ADAIME M.B.; ZANELLA, R.
Rapid and accurate simultaneous determination of abamectin and ivermectin in
bovine milk by high performance liquid chromatography with fluorescence
detection. Journal Of The Brazilian Chemical Society, 20: 1220-1226, 2009.

KROGH, K.A.; BJORKLUND, E.; LOEFFLER, D.; FINK, G.; HALLING-
SORENSEN, B.; TERNES, T.A. Development of an analytical method to determine
avermectins in water, sediments and soils using liquid chromatography—tandem
mass spectrometry. Journal of Chromatography A, 1211: 60-69, 2008.

LI, M.; CHEN, Z.; LIN, X.; ZHANG, X.; SONG, Y.; WEN, Y.; LI, J. Eingineering of
avermectin biosynthetic genes to improve production of ivermectin in Streptomyces
avermitilis. Bioorganic & Medicinal Chemistry Letters, 18:5359-5363, 2008.

LI, J.S.; Li, XW.; HU, H.B. Immunoaffinity column cleanup procedure for analysis
of ivermectin in swine liver, Journal of Chromatography B, 696: 166-171, 1997.

LUYPAERT, J.; MASSART, D.L.; HEYDEN, Y.V. Near-infrared spectroscopy
applications in pharmaceutical analysis. Talanta, 72: 865-883, 2007.

129



MATOS, G.D.; PEREIRA-FILHO, E.R.; POPPI, R.J.; ARRUDA, M.A.Z., Analise
exploratéria em quimica analitica com emprego de quimiometria: PCA e PCA de
imagens. Revista Analytica, 6: 38-50, 2003.

MORGANO, M.A.; FARIA, C.G.; FERRAO, M.F.; BRAGAGNOLO, N.; FERREIRA,
M.M.C. Determinacdo de proteina em café cru por espectroscopia NIR e
regressdo PLS'. Ciéncia e Tecnologia de Alimentos, 25: 25-31, 2005.

MELO, M.M.; De OLIVEIRA, N.J.F.; LAGO, L.A. Intoxicacbes causadas por
pesticidas em cées e gatos. Parte Il: amitraz, estricnina, fluoracetado de sddio e
fluoracetamida, rodenticidas anticoagulantes e avermectinas. Continuous
Education Journal, 5: 259-267, 2002.

MOLENTO, M. B. Resisténcia parasitaria em helmintos de equideos e propostas
de manejo. Ciéncia Rural, 35: 1469-1477, 2005.

MOLINARI, G.; SOLONESKI, S.; REIGOSA, M.A.; LARRAMENDY, M. L. In vitro
genotoxic and cytotoxic effects of ivermectin and its formulation ivomec® on
Chinese hamster ovary (CHOKkq) cells. Journal of Hazardous Materials, 165: 1074-
1082, 2009.

NICOLAI, B.M.; BEULLENS, K.; BOBELYN, E.; PEIRS, A.; SAEYS. W.; THERON,
K.l.; LAMMERTYN, J. Nondestructive measurement of fruit and vegetable quality
by means of NIR spectroscopy: A review. Postharvest Biology and Technology, 46:
99-118, 2007.

O GLOBO, Economia. Brasil suspende exportacao de carne bovina processada
aos EUA. Publicado dia 28/05/2010. Disponivel em
(http://oglobo.globo.com/economia/mat/2010/05/28/brasil-suspende-exportacao-
de-carne-bovina-processada-aos-eua-916725742.asp). Acesso em: Novembro de
2010.

OEHLER, D.D.; MILLER, J.A. Liguid chromatographic determination of ivermectin
in bovine serum. Journal - Association of Official Analytical Chemists, 72: 59, 1989.

OMURA, S. Ivermectin: 25 years and still going strong. International Journal of
Antimicrobial Agents, 31: 91-98, 2008.

OMURA, S., CRUMP, A. The life and times of ivermectin - a success story.
Microbiology. Nature Reviews Microbiology, 2: 984-989, 2004.

PACHOAL, J.A.R.; RATH, S.; AIROLDI, F.P. da S.; REYES, F.G.R. Validacdo de

métodos cromatogréaficos para a determinagdo de residuos d medicamentos em
alimentos. Quimica Nova, 31: 1190-1198, 2008.

130



PASQUINI, C. Near infrared spectroscopy: Fundamentals practical aspects and
analytical applications. Journal of the Brazilian Chemical Society, 14: 198-219,
20083.

PAYNE, L.D.; HICKS, M.B.; WEHNER, T.A. Determination of abamectin and/or
ivermectin in cattle feces at low parts per billion levels using HPLC with
fluorescence detection. Journal of Agricultural and Food Chemistry, 43: 1233-1237,
1995.

PECUARIA.com.br. UE barra carne processada do Bertin-JBS. Publicado dia
16/09/2010. Disponivel em (http://www.pecuaria.com.br/info.php?ver=9011).
Acesso em: Novembro de 2010.

PECUARIA.com.br. Japéo detecta residuo de ivermectina na carne. Publicado dia
26/10/2010. Disponivel em (http://www.pecuaria.com.br/info.php?ver=9248).
Acesso em: Novembro de 2010.

PIVNICHNY, J.V.; SIM, J.S.KK.; ZIMMERMAN, L.A. Direct determination of
avermectins in plasma at nanogram levels by high-performance liquid
chromatography. Pharmaceutical Science, 72: 1447-1450, 1983.

R7, Economia. Europa barra entrada de 20 toneladas de carne brasileira.
Publicado dia 16/09/2010. Disponivel em
(http://noticias.r7.com/economia/noticias/europa-barra-entrada-de-20-toneladas-
de-carne-brasileira-20100916.html). Acesso em: Novembro de 2010.

RAICH-MONTIU, J., KROGH, K.A., GRANADOS, M., JONSSON, J.A., HALLING-
SORENSEN, B. Determination of ivermectin and transformation products in
environmental waters using hollow fibre-supported liquid membrane extraction and
liquid chromatography—mass spectrometry/mass spectrometry. Journal of
Chromatography A, 1187: 275-280, 2008.

RIBANI, M.; BOTTOLI, C.B.G.; COLLINS, C.H.; JARDIM, I.C.S.F. Validacao em
métodos cromatograficos e eletroforéticos. Quimica Nova, 27: 771-780, 2004.

REICH, G. Near-infrared spectroscopy and imaging: Basic principles and
pharmaceutical applications. Advanced Drug Delivery Reviews, 57: 1109-1143,
2005.

SANCHES, F.A.C. Desenvolvimento de uma Metodologia para o Controle de
Qualidade de Medicamento Injetavel, sem Violagdo da Ampola, usando
Espectroscopia NIR e Técnicas Quimiométricas. 72p. Dissertagdo de Mestrado,
Universidade Federal da Paraiba (UFPB), Centro de ciéncias exatas e da
natureza, Departamento de quimica, Joao Pessoa/PB, 2009.

131



SCHNITZERLING, H.J.; NOLAN, J. Normal phase liquid chromatographic
determination of nanogram quantities of ivermectin in cattle blood or plasma.
Journal - Association of Official Analytical Chemists, 68: 36-40, 1985.

SNYDER, L.R.; KIRKLAND, J.J. Introduction to modern liquid chromatography, 22
edicao, John Wiley & Sons, New York, 1979.

SHABIR, G.A. Validation of high-performance liquid chromatography methods for
pharmaceutical analysis. Journal of Chromatography A, 987: 57-66, 2003.

SHOOP, W.L., MROZIK, H., FISHER, M.H. Structure and activity of avermectins
and milbemycins in animal health. Veterinary Parasitology, 59: 139-156, 1995.

SKOOG, D.A.; WEST, D.M.; HOLLER, F.J; CROUCH, S.R. Fundamentos de
Quimica Analitica, Traducdo da 8% edigdo americana, Thomson, Sao Paulo, 2006.

SOUZA, S.V.C.; SILVA, G.; DINIZ, M.H.G.M.; SANTOS, E.V.; LIMA, J.A;
TEODORO, J.C. Determinacao de residuos de avermectinas em figado bovino por
cromatografia liquida de alta eficiéncia. Ciéncia e Tecnologia de Alimentos, 23: 54-
58, 2003.

SUN, Y.; DIAO, X.; ZHANG. Q.; SHEN. J. Bioaccumulation and elimination of
avermectin By, in the earthworms (Eisenia fetida). Chemosphere, 60: 699-704,
2005.

TISLER, T.; ERZEN, N.K. Abamectin in the aquatic environment. Ecotoxicology,
15: 495-502, 2006.

THOMPSON, M.; ELLISON, S.L.R.; WOOD, R. Harmonized guidelines for single
laboratory validation of methods of analysis. Pure Applied Chemistry, 74: 835-855,
2002.

TOQUIO DIGITAL, Economia. Empresa comenta sobre a Ivermectina detectada
pelo Japao em produtos brasileiros. Publicado dia 12/10/2010. Disponivel em
(http://www.toquiodigital.com/index.php?option=com_content&view=article&id=889
:empresa-comenta-sobre-a-ivermectina-detectada-pelo-japao-em-produtos-
brasileiros&catid=5:produtos&ltemid=16). Acesso em: Novembro de 2010.

US-FDA - United States Food and Drug Administration. Center for Drug Evaluation
and Research, Center for Veterinary Medicine, Department of Health and Human
Services; Guidance for Industry, Bioananalytical Method Validation, May, 2001.

WEBSTER, G.K.; FARRAND, D.A.; JOHNSON, E.; LICHMAN, M.A.; BROAD, N.;
MARIS, S. Use of near-infrared spectrometry for quantitative determinations of
selamicin and moisture in topical formulations. Journal of Pharmaceutical and
Biomedical Analysis, 33: 21-32, 2003.

132



WORKMAN, J.; KOCH, M.; VELTKAMP, D.J. Process Analytical Chemistry.
Analytical Chemistry, 75: 2859-2876, 2003.

ZIEMONS, E.; MANTANUS, J.; LEBRUN, P.; ROZET, E.; EVRARD, B.; HUBERT,
Ph. Acetaminophen determination in low-dose pharmaceutical syrup by NIR
spectroscopy. Journal of Pharmaceutical and Biomedical Analysis, 53: 510-516,
2010.

133



