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RESUMO

Helmintiases sdo doengas parasitarias comumente encontradas nos animais e de
importancia para a saude publica, uma vez que podem ser transmitidas aos seres
humanos. Para o tratamento das helmintiases, combinagbes de um ou mais
farmacos com diferentes mecanismos de acdo sdo necessérios para aumentar o
espectro de agdo bem como a eficicia no controle da infecgdo. Entre os principais
antiparasitarios, a ivermectina, o febantel, o praziquantel e o pamoato de pirantel séo
os mais utilizados. Combina¢des de dose fixa contendo esses farmacos séo
amplamente disponiveis no mercado, e o controle de qualidade desses
medicamentos se torna importante, especialmente porque a administracdo de altas
doses de ivermectina pode ser tOxica para os animais. Para atender a essa
necessidade, nenhum método foi descrito para a quantificacdo simultdnea da
ivermectina, febantel, praziquantel e pamoato de pirantel em comprimidos. O
presente trabalho trata do desenvolvimento e validacdo de um método por
CLAE-EM/EM para determinagdo simultanea destas substancias em comprimidos.
As analises foram conduzidas em um cromatégrafo acoplado a um espectrometro de
massas do tipo triplo quadrupolo, operando com interface electrospray no modo
positivo de ionizagdo. As separacdes cromatogréficas foram realizadas em uma
coluna C8 (50 x 2,1 mm; 5 ym) acoplada a uma pré-coluna C8 (10 x 2,1 mm; 5 uym),
ambas mantidas a 20°C. A fase mével foi eluida no modo isocratico a 200 uL.min™ e
consistiu em mistura 10:90 v/v de &gua e acetonitrila/dgua (95:5 v/v), ambas
contendo 0,1% de &cido férmico e 3 mmol.L™ de formiato de aménio. O volume de
injecdo foi de 20 pL. As amostras foram preparadas por pulverizagdo dos
comprimidos e a extracdo dos analitos foi obtida através de sonicagdo com
acetonitrila/metanol (50:50 v/v). As solugbes das amostras foram diluidas em fase
movel e o febantel, praziquantel e pamoato de pirantel foram diretamente analisados
por CLAE-EM/EM. A ivermectina foi extraida da mistura de farmacos por extracao
em fase solida utilizando cartuchos Oasis HLB. A eluicdo foi feita com 1 mL de
acetonitrila e o eluato foi concentrado em um concentrador de amostras (40°C) antes
da injecdo. O método validado apresentou excelentes coeficientes de correlacao
(r>0,99) para todas as curvas de calibragdo ao longo do intervalo de 40 a
200 ng.mL™ para ivermectina, 20 a 100 ng.mL™" para o febantel e pamoato de
pirantel e 6 a 30 ng.mL™" para o praziquantel. O intervalo de recuperacéo para o
ensaio de exatiddo foi de 93,26 a 101,36% com um DPR < 5% para a precisado
intradia e interdia. O estudo da robustez indicou que variagdes na concentragéo de
aditivos, propor¢do da fase movel, temperatura e fluxo sdo criticas. Analises das
amostras comerciais demonstraram uma falta de padronizagdo nas quantidades
desses antiparasitarios, principalmente da ivermectina. O presente método é uma
alternativa para o controle de qualidade de preparagbes farmacéuticas contendo
ivermectina, febantel, praziquantel e pamoato de pirantel.

Palavras-chave: Ivermectina. Febantel. Praziquantel. Pamoato de pirantel.
CLAE-EM/EM. Espectrometria de massas



ABSTRACT

Helminthiases are parasitic diseases commonly found in animals and it has public
health importance since it can be transmissible to humans. For the treatment of
helminthiases, combinations of more than one drug with different mechanisms of
action are required to increase the spectrum of action as well as the effectiveness in
the infection control. Among the main antiparasitics, ivermectin, febantel,
praziquantel and pyrantel pamoate are the most commonly used. Fixed dose
combinations containing these drugs are widely available in the market, and the
quality control of these medicines becomes important, especially because the
administration of high levels of ivermectin can be toxic for the animals. To meet this
requirement, there is no reported method for simultanous quantification of ivermectin,
febantel, praziquantel and pyrantel pamoate in tablets. The present work was
devoted to the development and validation of a HPLC-MS/MS method for
simultaneous determination of these substances in tablets. Analyses were conducted
on a chromatograph coupled to a triple quadrupole mass spectrometer operating in
electrospray positive ion mode. Chromatographic separations were achieved on a C8
column (50 x 2.1 mm i.d; 5 pym particle size) coupled with a C8 (10 x 2.1 mm i.d; 5
um particle size) guard column maintained at 20 °C. The isocratic mobile phase
eluted at 200 pL.min™* consisted of 10:90 v/v of water and acetonitrile/water solution
(95:5 viv), both containing 0.1% formic acid and 3 mmol.L™" of ammonium formate.
The injection volume was 20 yL. Samples were prepared by powdering of the tablets
and the analytes extraction was achieved with acetonitrile:methanol (50:50 v/v) by
sonication. Sample solutions were diluted with mobile phase and febantel,
praziquantel and pyrantel pamoate were directly analyzed by HPLC-MS/MS.
Ivermectin was extracted from drugs mixture by solid-phase extraction using Oasis
HLB cartridges. Elution was done with 1 mL acetonitrile and the eluate was
concentrated in a sample concentrator (40 °C) before injection. The validated method
showed excellent coefficients of correlation (r> 0.99) for all of the calibration curves
over the ranges of 40 to 200 ng.mL™ for ivermectin, 20 to 100 ng.mL™ for febantel
and pyrantel pamoate and 6 to 30 ng.mL™* for praziquantel. The range of recovery
was 93.26 to 101.36% with a RSD < 5% for intraday and interday precision. The
robustness study indicated that variations in the additives concentration, mobile
phase proportion, flow and temperature are critical. Analyses of commercial samples
demonstrated a lack of standardization in the amounts of these antiparasitics, mainly
of ivermectin. The presente method is an alternative for the quality control of
pharmaceutical preparations containing ivermectin, febantel, praziquantel and
pyrantel pamoate.

Key words: Ivermectin. Febantel. Praziquantel. Pyrantel pamoate. LC-MS/MS. Mass
spectrometry.
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1 INTRODUCAO

Os animais de companhia, especialmente cées e gatos, desempenham um
importante papel na sociedade, contribuindo para o desenvolvimento fisico, social e
emocional das criangas e do bem-estar de seus proprietarios, em especial os idosos
(ROBERTSON et al., 2000). Esses animais, por sua vez, necessitam de cuidados
basicos, como alimentacgédo, abrigo e higiene. No entanto, apesar desses cuidados,
sdo suscetiveis a enfermidades, como as parasitoses. Dentre as principais
destacam-se a ancilostomose, dirofilariose, toxocariase e tricuriose (FOREYT,
2005).

Embora esses animais oferecam significativos beneficios também
representam risco a saude dos seres humanos pela ocorréncia de zoonoses,
doengas de animais transmissiveis ao homem. Uma vez que as zoonoses s&o,
frequentemente, uma consequéncia da postura humana, um fator importante no
controle zoondtico € o de quebrar o ciclo de transmissdo, sendo que a educacéo
desempenha um papel chave nesse quesito, através da conscientizacdo dos
proprietarios quanto a medidas bésicas de higiene apés contato com o animal e a
vermifugagdo preventiva e regular desses animais (ROBERTSON et al.,, 2000;
HEUKELBACH; FELDMEIER, 2008).

A vermifugagdo contribui tanto para o controle das parasitoses desses
animais quanto para a redugéo do risco das zoonoses. Para isso, existem diferentes
antiparasitarios disponiveis no mercado, sendo que grande parte associa mais de
um anti-helmintico na forma farmacéutica. Uma associacao frequentemente utilizada
para esta pratica € a dos antiparasitarios ivermectina, febantel, praziquantel e
pamoato de pirantel.

Apesar da comercializagdo dessa associagdo, ndo foi encontrado na
literatura nenhum método de andlise simultinea desses farmacos associados em
comprimidos, sendo este o fator determinante na escolha do tema. Concomitante,
observa-se uma continua mudanca na legislacdo da indastria farmacéutica
veterinaria, aumentando as exigéncias em relagdo a fabricacdo de produtos.

Desta forma, este trabalho visou a obtengdo de um método de quantificagdo
para determinacdo simultdnea de ivermectina, febantel, praziquantel e pamoato de

pirantel em comprimidos, utilizando a Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia
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acoplada ao Espectrometro de Massas, com o recurso da Espectrometria de Massas
Sequencial (CLAE-EM/EM). Este método podera ser empregado para avaliacdo das
associacfes destes antiparasitarios encontradas no mercado brasileiro, contribuindo
para a melhoria da qualidade dos produtos veterinérios no Brasil, bem como para a

inser¢éo do farmacéutico no controle de qualidade desses medicamentos.

1.1 OBJETIVO GERAL

Desenvolver e validar um método por CLAE-EM/EM para quantificacdo
simultanea dos farmacos ivermectina, febantel, praziquantel e pamoato de pirantel

associados em comprimidos.

1.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Otimizar os parametros cromatogréficos e do espectrometro de massas;

Validar o método de CLAE-EM/EM, atendendo as normas vigentes pela
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) e normas internacionais, como a

International Conference on Harmonisation (ICH);

Quantificar pelo método desenvolvido por CLAE-EM/EM, os farmacos
ivermectina, febantel, pamoato de pirantel e praziquantel associados em

comprimidos de diferentes amostras disponiveis no mercado nacional.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 MERCADO VETERINARIO

Nos ultimos anos tem-se observado um continuo crescimento do comércio
de produtos direcionados a animais de pequeno porte, como cées e gatos. Estes
que antigamente eram considerados apenas companheiros, tornaram-se hoje
“membros da familia”, o que agrega mais cuidados e preocupagdo com o bem estar
desses animais.

No Brasil, segundo dados obtidos pela Associagcdo Nacional dos Fabricantes
de Produtos para Animais de Estimagdo (ANFALPET), estimou-se para o ano de
2010, uma populacdo de cerca de 33 milhdes de cdes e 17 milhdes de gatos,
conduzindo as empresas do mercado veterinario a investirem grandes gquantias em
melhorias dos produtos e propagandas (ANFALPET, 2010).

O faturamento desse mercado no ano de 2009, segundo a ANFALPET, foi
de R$ 9.692.102.539,00. Dentro desse mercado, também chamado de mercado pet,
0 setor relacionado a saude é um dos que mais cresce, sendo que
R$ 696.389.571,00 referem-se apenas a medicamentos, ou seja, 7% do faturamento
total (ANFALPET, 2010).

2.2 PARASITOSES

Dentre os medicamentos mais prescritos e comercializados estédo o0s
antiparasitarios, que sdo empregados no tratamento de diversas parasitoses que
acometem a saude de cades e gatos, como a ancilostomose, a dirofilariose, a

toxocariase e a tricuriose.
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2.2.1 Ancilostomose

Os nematddeos Ancylostoma caninum, Ancylostoma braziliense e
Ancylostoma tubaeforme estdo entre os helmintos mais prevalentes nos cées e
gatos, e podem ser responsaveis pelo desenvolvimento de uma série de distarbios,
como anemia e diarréia, e ainda pelo aumento da morte de animais jovens. A
infecgé@o ocorre tanto pela ingestao das larvas quanto pela amamentagéo, em que as

fémeas transmitem as larvas para os filhotes através do leite (EPE, 2009).

2.2.2 Dirofilariose

7

A Dirofilaria immitis, originaria da Asia, € um dos principais parasitas que
acomete a saude dos cées e a transmissdo ocorre através de mosquitos do género
Anopheles, Culex e Aedes (BOWMAN; ATKINS, 2009; MONTOYA-ALONSO et al.,
2010).

A dirofilariose cardiopulmonar é uma doenca causada por esse parasita e
afeta principalmente os pulmdes e coracdo, tendo como principais sinais clinicos a
perda de peso, letargia, tosse, distensdo abdominal e, em alguns casos, morte
(BOWMAN; ATKINS, 2009).

2.2.3 Toxocariase

A toxocariase canina é provocada pela ingestdo de ovos de parasitas do
género Toxocara, que caem na corrente sanguinea e eclodem nos pulmdes,
formando as larvas. Essas larvas, por sua vez, migram para a traquéia, passam pela
laringe e completam o ciclo no intestino, aondem habitam e as fémeas produzem
novos ovos (EPE, 2009). Dentre os principais sinais clinicos esté@o a diarréia, vomito,
anorexia, tosse e edema pulmonar (MORAES; LEITE; GOULART, 2000).
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2.2.4 Tricuriose

7

A tricuriose é uma doenga provocada pela ingestdo de ovos do parasita
Thichuris vulpis, que, no intestino dos caes, se desenvolvera em larvas. A maioria
das infecgbes ndo provoca sinais clinicos, no entanto pode ocorrer diarréia com

muco e, em alguns casos, sangue (EPE, 2009).

2.3 ZOONOSES

Em paralelo a essas parasitoses que prejudicam a salde dos animais, estao
as zoonoses devido ao estreitamento da relacdo homem-animal. Dentre as principais

destacam-se a larva migrans cutanea e a larva migrans visceral.

2.3.1 Larva migrans cutanea

A larva migrans cutanea, conhecida como dermatite serpiginosa ou
popularmente “bicho geografico”, é uma dermatite provocada pela migragdo de
larvas de nematddeos, presentes em solos contaminados por fezes de cades e gatos,
em um hospedeiro ndo habitual, o homem. As larvas, ao entrar em contato com a
pele humana, perfuram o estrato epitelial, provocando lesdes, eritema, prurido e
inflamacédo (HEUKELBACH; FELDMEIER, 2008; BOWMAN et al., 2010). No Brasil, 0
Ancylostoma braziliense e o Ancylostoma caninum constituem o0s principais

nematodeos envolvidos (ARAUJO et al., 2000; GUIMARAES et al., 2005).

2.3.2 Larva migrans visceral

7

A larva migrans visceral ou toxocariase é uma doenca causada pela

ingestdo acidental de ovos embrionados dos nematédeos Toxocara canis e
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Toxocara cati, sendo a populagdo sujeita ao risco de contagio constituida
principalmente por criangas, muito propensas a fazer sua exploragdo do mundo
usando as maos e a boca (SANTAREM et al., 2009).

Na espécie humana a ingestdo de ovos embrionados de Toxocara spp. é
seguida pela ecloséo e liberacdo das larvas nas porcdes altas do intestino delgado
que, apoés invadirem a mucosa, podem entrar na circulacdo venosa e seguir para o
figado, coracdo, olhos e pulmdes (MORAES; LEITE; GOULART, 2000). O quadro
clinico, que depende da intensidade do parasitismo e da localizagéo, envolve febre,
tosse e dificuldade respiratéria podendo evoluir para hepatite, infiltracdo pulmonar e
asma brénquica (REY, 2008).

2.4 TERAPEUTICA

O controle das zoonoses tem por base medidas preventivas, como a higiene
das maos apos brincar com o animal, a proibicdo do acesso desses animais a
parques, praias e espacos destinados a recreacdo das criancas, a reducdo da
populagdo de cées e gatos abandonados, a conscientizacdo de proprietérios para
que recolham os dejetos deixados por seus animais em locais publicos e a
vermifugacao perioddica desses animais (CRIPPS, 2000; GUIMARAES et al., 2005;
HEUKELBACH; FELDMEIER, 2008; TEIXEIRA et al., 2008).

A vermifugagédo periddica € o fator chave tanto para preservar a salude dos
animais quanto para reduzir o risco das zoonoses e consiste na administragdo de um
medicamento antiparasitario com a finalidade de eliminar os vermes presentes no
organismo dos cées e gatos (HEUKELBACH; FELDMEIER, 2008; SANTAREM et al.,
2009). Atualmente existem diferentes antiparasitarios disponiveis no mercado, sendo
que grande parte associa mais de um anti-helmintico como ivermectina, febantel,

praziquantel e pamoato de pirantel.
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2.4.1 lvermectina

As avermectinas sao produtos obtidos por fermentacéo de fungos do género
Streptomyces e apresentam em sua estrutura quimica uma lactona macrociclica
ligada a dois agucares (BARRAGRY, 1987). Dentro desse grupo de avermectinas
esti a ivermectina, comercializada pela primeira vez em 1981 pela empresa Merck
Sharp and Dohme como um agente antiparasitario. Ela consiste em uma mistura de
duas avermectinas, sendo cerca de 80% ivermectina Bla e 20% de ivermectina B1b,
conforme ilustrado na Figura 1 (GONZALEZ CANGA et al., 2009).

O mecanismo de agado da ivermectina ocorre pela ativacdo dos canais de
cloro controlados tanto por glutamato quanto pelo 4cido gama-aminobutirico (GABA).
A abertura dos canais de cloro permite o influxo de ions cloreto que promovem a
paralisia da musculatura e morte do parasita (ARENA et al., 1995; GEARY, 2005).

Os canais de cloro controlados pelo glutamato estéo presentes somente nos
invertebrados, o que justifica a atividade somente nos parasitas. Além disso, nos
mamiferos os canais i6nicos mediados pelo GABA estdo presentes somente no
cérebro e, como a ivermectina ndo atravessa a barreira hematoencefalica em
condigdes normais, ndo ocorre agdo (GEARY, 2005). Entretanto, inUmeros autores
relatam casos de intoxicagdo de cées, em especial da raca Collie, apds o uso de
ivermectina dentro das dosagens indicadas. Essa intoxicacdo esté relacionada com
a auséncia ou deficiéncia funcional da glicoproteina-P, que limita a absor¢cédo da
ivermectina pelo cérebro, evitando a neurotoxicidade (GONZALEZ CANGA et al.,
2009).

Desde a sua introducdo no mercado, inUmeros estudos farmacocinéticos
tém sido realizados, afirmando que tanto a via de administragdo quanto a
composicao da formulagéo afetam fortemente a sua biodisponibilidade, sendo que
para cdes a biodisponibilidade oral € maior quando comprimidos mastigaveis sao
administrados. Possui um amplo espectro de a¢éo contra espécies de nematddeos,
incluindo formas larvais e adultas. A dose recomendada para cdes é de 6 pg.kg™
(GONZALEZ CANGA et al., 2009).

A ivermectina (mistura das avermectinas Bla e B1b), matéria-prima, € um po
cristalino branco ou quase branco, praticamente insolivel em &gua, livremente

soluvel em diclorometano e sollvel em etanol. Possuem como férmulas moleculares
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C4sH74014 para a ivermectina Bla e C47H7,014 para a ivermectina B1b, com pesos
moleculares de 875 e 861 g.mol™, respectivamente (EUROPEAN, 2007). A férmula

estrutural da ivermectina (Bla e B1b) est4 representada na Figura 1.

CHs CHs

OH

R = CH,CHgs; - Ivermectina Bla (5-O-dimetil-22,23-di-hidroavermectina Ala)
R = CHg; - Ivermectina B1lb (5-O-dimetil-25-di-(1-metilpropil)-25-(1-metiletil)-22,23-di-hidroavermectina
Ala)

FIGURA 1 - FORMULA ESTRUTURAL DA IVERMECTINA (Bla E B1b).
FONTE: EUROPEAN, 2007

2.4.2 Febantel

O febantel € um anti-helmintico pré-benzimidazélico de amplo espectro que
tem aprovacdo da Food and Drug Administration (FDA) para uso em cées e gatos
(FDA, 2010). Para esses animais, acima de seis meses de idade, a dose de
10 mg.kg™ é usada uma vez ao dia, por trés dias consecutivos. Essas dosagens s&o
eficazes para expelir infestagcbes do Ancylostoma caninum, Toxocara canis,
Toxocara cati e Taenia spp (REINEMEYER; COURTNEY, 2003a)

ApoOs a administracdo de doses terapéuticas, o febantel € rapidamente
metabolizado em febendazol e oxfendazol que, por serem metabdlitos ativos, atuam
sobre os parasitos impedindo a sintese de microtubulos pela inibicao de p-tubulina, o
gue interrompe a migracdo dos cromossomos durante a mitose e meiose, e reduz o
transporte de vesiculas secretoras e do consumo de glicose, levando o parasita a
morte (ANDRADE; SANTAREM, 2002).
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O febantel, matéria-prima, € um poé cristalino branco ou quase branco,
praticamente insolivel em &gua, solivel em acetona e levemente solivel em etanol
anidro. O ponto de fusdo compreende a faixa de 129 a 130°C. Possui como férmula
molecular CyH22N4O¢S e peso molecular de 446,5 g.mol'l (BUDAVARI, 1996;
EUROPEAN, 2007). Apresenta trés impurezas, nomeadas pela Farmacopéia
Européia (2007) como A, B e C, sendo que a C, febendazol, é também um
metabdlito ativo do febantel como citado anteriormente. A estrutura quimica do

febantel e de suas impurezas estéo representadas na Figura 2.

O

HaCo k
o~ >N~ “NH
H )\

CH

o~ o ¢

Febantel
(N,N’-[[[2-[(metoxiacetil)amino]-4-fenilsulfanil)fenillimino]metileno]dicarbamato de dimetila)

fﬁ@

Impureza A
(N'-{2-[(metoxiacetil)amino]-4-(fenilsulfanil)fenil}carbamimidoil)carbamato de metila)

H

N

L 0
O—CHj

Impureza B
(2-(metoximetil)-5(fenilsulfanil) *H-benzimidazol)

Qsﬁf%j}o

\
CHs3

NH

Impureza C
([5-(fenilsulfanil) *H-benzimidazol-2-iljcarbamato de metila)
(febendazol)

FIGURA 2 — FORMULAS ESTRUTURAIS DO FEBANTEL E RESPECTIVAS IMPUREZAS.
FONTE: EUROPEAN, 2007
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2.4.3 Praziquantel

O praziquantel pertence ao grupo farmacolégico das isoquinolonas e €
conhecido por sua atividade sobre os cestédeos das familias Taeniidae e Dilepididae
de cées e gatos (ALMEIDA; AYRES, 2002a).

A dose terapéutica é de 3,8 - 12,5 mg.kg ™" nos cées e 4,2 - 12,7 mg.kg™ nos
gatos. Superdosagens de até cinco vezes sdo toleradas, sem efeitos adversos,
entretanto doses dez vezes maiores provocam vOmito transitério e depresséo, tanto
em cées como em gatos, sendo que doses vinte vezes maiores (200 mg.kg™*) podem
ser fatais para os gatos (REINEMEYER; COURTNEY, 2003b).

O praziquantel é rapido e quase completamente absorvido no trato alimentar
apds a administracdo oral, sendo que as concentra¢gfes plasmaticas maximas sdo
obtidas apds 30-120 minutos nos cdes. E distribuido para todos os 6rgédos e
metabolizado a formas inativas no figado (REINEMEYER; COURTNEY, 2003b).

O mecanismo de acdo consiste no aumento da permeabilidade da
membrana tegumentar e muscular, o que promove lesBes superficiais, perda de ions
calcio, contracdes e paralisia da musculatura do parasita, causando sua morte
(ANDRADE; SANTAREM, 2002).

O praziquantel, como matéria-prima, apresenta-se na forma de um pé
cristalino, de cor branca ou quase branca, muito pouco solivel em 4gua, livremente
solavel em alcool e em diclorometano. O ponto de fusdo compreende a faixa de 136
a 138°C. Possui a formula molecular C19H24N20, e peso molecular de 312,4 g.mol™
(BUDAVARI, 1996; EUROPEAN, 2007). Pode apresentar segundo a Farmacopéia
Européia (2007) trés impurezas, A, B e C. As estruturas quimicas do praziquantel e

suas impurezas estao ilustradas na Figura 3.
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Praziquantel
(11bR)-2-(Ciclo-hexilcarbonil)-1,2,3,6,7,11b-hexa-hidro-4H-pirazino[2,1-alisoquinolin-4-ona

@iN

H

”

Impureza A
((11bR)-2-benzoil-1,2,3,6,7,11b-hexa-hidro-4H-pirazino[2,1-a]isoquinolin-4-ona)

o

Impureza B
(2-(ciclo-hexilcarbonil)-2,3,6,7-tetra-hidro-4H-pirazino[2,1-a]isoquinolin-4-ona)

O
N/YO
\
CHO N

O—

z
A
O

et

Impureza C
(N-formil-N-[2-0x0-2-(1-0x0-3,4-di-hidroisoquinolin-2(1H)-il)etil]ciclo-hexanocarboxamida)

FIGURA 3 — FORMULAS ESTRUTURAIS DO PRAZIQUANTEL E RESPECTIVAS IMPUREZAS
FONTE: EUROPEAN, 2007
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2.4.4 Pamoato de pirantel

O pirantel foi introduzido como anti-helmintico pirimidinico de amplo espectro
em 1966 e é eficaz contra os ancilostomideos comuns (Ancylostoma caninum e
Ancylostoma tubaeforme) e ascarideos (Toxocara canis e Toxocara cati) dos cées,
na dose Gnica de 5 mg.kg' e dos gatos, na dose de 20 mg.kg”* (REINEMEYER;
COURTNEY, 2003a).

Apos a administracéo oral, o farmaco é rapidamente metabolizado no figado,
sendo a maior parte excretada de forma inalterada nas fezes, exceto nos caes, em
que 40% da dose é excretada pela urina (ALMEIDA; AYRES, 2002b).

Esse farmaco é um agonista colinérgico que promove um excesso de
despolarizagdo da membrana com sucessivas contragdes, o que provoca a morte do
parasita por paralisia (ANDRADE; SANTAREM, 2002).

A matéria-prima do pamoato de pirantel apresenta-se como um p6 de cor
amarelo claro a amarelo, praticamente insolivel em agua e metanol e solavel em
dimetilsulféxido. Possui como férmula molecular C3sH3N206S e peso molecular de
594,7 g.mol™ (EUROPEAN, 2007). Apresenta trés impurezas, A, B e C, segundo a
Farmacopéia Européia (2007). As estruturas quimicas do pamoato de pirantel e de
suas impurezas estao ilustradas na Figura 4.

Os sais de pirantel sé@o relativamente estaveis na fase solida; as solugdes
aquosas, entretanto, sdo submetidas a fotoisomerizacdo por exposi¢cdo a luz, com
perda resultante de poténcia (ANDRADE; SANTAREM, 2002).
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Pamoato de pirantel
(Hidrogénio 4,4'-metileno-bis(3-hidroxinaftaleno-2-carboxilato de 1-metil-2-[(E)-2-(tiofen-2-il)etenil]-
1,4,5,6-tetra-hidropirimidina)

N
57N

Impureza A
(1-metil-2-[(Z)-2-(tiofen-2-il)etenil] *,4,5,6-tetra-hidropirimidina)

CHy

Hlll o} / \
X s
NH
Impureza B

((2E)-N-[3-(metilamino)propil]-3-(tiofen-2-il)prop-2-enamida)

FIGURA 4 — FORMULAS ESTRUTURAIS DO PAMOATO DE PIRANTEL E RESPECTIVAS
IMPUREZAS.
FONTE: EUROPEAN, 2007

2.4.5 Associacao de farmacos

Os farmacos ivermectina, febantel, praziquantel e pamoato de pirantel sdo
aprovados pelo FDA para tratamento de helmintiase em cées e gatos. No Brasil séo
comercializados associados em comprimidos com dois, trés ou ainda quatro desses
farmacos. A associagdo contendo os quatro farmacos é comercializada com o nome
de Top Dog (Ourofino), Canex Premium (Ceva Vetbrands) e Endogard (Virbac).

Varios estudos tém comprovado a eficacia da associagdo desses farmacos.

Segundo Montoya e colaboradores (2008), a administracdo da associacdo de



35

febantel, pamoato de pirantel e praziquantel foi altamente efetiva no tratamento de
cachorros infectados por Giardia sp. Taweethavonsawat e colaboradores (2010),
concluiram que essa mesma associagcdo também é eficaz no tratamento de
cachorros infectados por Ancylostoma ceylanicum, diminuindo a contaminagéo do
ambiente e consequentemente o risco de transmissdo aos humanos. Mehlhorn e
colaboradores (2003) avaliaram e confirmaram o efeito sinérgico da associagéo de
pamoato de pirantel e do febendazol, metabdlito do febantel, contra Toxocara canis.
E ainda, para a associagdo de ivermectina e pamoato de pirantel, Nolan e
colaboradores (1992) e Shoop e colaboradores (1996), afirmaram a eficacia contra

Ancylostoma caninum e Ancylostoma braziliense, respectivamente.

2.5 METODOS ANALITICOS PARA QUANTIFICACAO DE IVERMECTINA,
FEBANTEL, PRAZIQUANTEL E PAMOATO DE PIRANTEL

Os métodos encontrados em literatura para quantificacdo desses farmacos
sdo, em sua grande maioria, realizados por cromatografia liquida de alta eficiéncia
(CLAE), variando apenas o tipo de detector, como ultravioleta (UV), arranjo de
diodos (DAD) ou espectrometro de massas, com O recurso da espectrometria de

massas sequencial (EM/EM).

2.5.1 Métodos analiticos aplicados ao farmaco ivermectina

Para quantificacdo da ivermectina em matéria-prima, tanto a Farmacopéia
Européia (EUROPEAN, 2007) quanto a Farmacopéia Americana (USP, 2008)
descrevem método por CLAE-UV. A Farmacopéia Americana (USP, 2008) também
descreve metodologia por CLAE-UV para doseamento da ivermectina em injetavel,
pasta, solugdo e comprimidos. Foram encontradas na literatura metodologias por
cromatografia liquida de alta eficiéncia e cromatografia liquida de ultra eficiéncia
acoplada ao espectrometro de massas, com o recurso da espectrometria de massas

sequencial (CLAE-EM/EM e CLUE-EM/EM, respectivamente) para quantificacdo da
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ivermectina no leite (DURDEN, 2007; KINSELLA et al., 2009; MARTINEZ VIDAL et
al., 2010; WHELAN et al., 2010), alimentos (HERNANDO et al., 2007), plasma
(CROUBELS et al., 2002) e tecido animal (INOUE et al., 2009). Método por infuséo
direta no espectrometro de massas também foi encontrado para identificagdo da
ivermectina em tecido animal, a fim de avaliar possiveis casos de intoxicacao
(LEHNER et al., 2009). Os principais parametros destes métodos estdo descritos na
Tabela 1.
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2.5.2 Métodos analiticos aplicados ao farmaco febantel

Para quantificagdo do febantel em matéria-prima a Farmacopéia Européia
(EUROPEAN, 2007) descreve um método por CLAE-UV, porém, ndo define método
para comprimidos. A Farmacopéia Brasileira, Americana e Japonesa nao
apresentam método de quantificacdo do febantel até o momento. Por outro lado
foram encontradas na literatura métodos por CLAE-UV para quantificacdo do
febantel em racdo (DUSI; GAMBA; FAGGIONATO, 2005), em produtos de origem
animal (SU et al., 2004) e do febantel e seus maiores metabdlitos em plasma animal
(DELATOUR; TIBERGHIEN; BESSE, 1983; LANDUYT et al.,, 1993) Métodos por
CLAE-EM-EM foram encontrados para quantificagcdo do febantel em efluentes da
indastria farmacéutica (BABIC et al., 2010), em produtos de origem animal (BALIZS,
1999) e no leite (DE RUYCK et al., 2002). Os principais parametros destes métodos

estao descritos na Tabela 2.



42

wu 86¢ /AN 1010818
SUiww T oxn|4

‘@luan|a OWO0I ejljuo}Lde Wod

1 G :0B50lul Bp WO epljos ase} wa ogsladsip ap zuew wa [ewiue
¥00Z “Te 1© NS .._ o Ho_w o_co_Em AN-IV1D | BINO 3 epeZIuIedfe B|uuoldde Wod 81D wablio
-1l ; Y BpI|oS ase} Wa oedelixa ap oyonued wa | ap soinpoid
ap orejsoj ouaboipiyip/e|uiuolade ap ajuaipelb [pAow ased oe5 d
wrl G ‘WL 9% X 0SZ 8L :BUNIoD epezieal ewn -oedenxa ap sodn sioq
oAnsod opow ou [S3 :oedeziuo|
g ﬂm%m.ﬁfmﬂw%w_ﬂ\n_/ W3/N3 '0‘v Hd w02 epljos ase} Wa opdelxa | eonngoewle)
0T0Z ' zoo_E.B 0DI%E 5 3V Jod ezadwi 8  ogdenusduod-aid eLAISNpUI
“rlOIGVE | 1S} OP1OY 9p ep sajusn|a
06T‘0 Opualuod enbese|juliuclade ap ajuaipelb [pAQwW aseH
wrl ¢ ‘ww g X 0ST 8TD BuN|0D
wu 00g ‘AN J013l1ag
ulwrw T :oxnj4
T
‘ Y 10T “0E33[ut 3p SUINIoA "eplwewIo)naw!
WMW‘_MM_O_MNM_ 0'€ Hd 8 70w LT0°0 | AN-FVTD | 5, epezijeal : om_mwzxm [BUUILE
' ' olejso} oedweye|uiuolgoe op dualpelb jpAQw  ased : = oedey
wrl G ‘ww 9'% X 0G} 810 ‘eunjo)
wr G ‘ww 9‘y X 0Z 81D :eunjoo-aid
Wwu 082 :AN J019818Q
LUl T toxni4
1002 092018100SI i AA 0G:0G OURINOIPIYERIIS) 8 B|UIIU0IaIe ewnd
‘NYv3adOdN3 | opow ws ‘ejujuoldde ap Jw 0SE + %89‘0 e oisselod AN-3V10 ap winsiw  wa epeledaid ensowy -euare
ap olejsojouaboipiyip ap oednjos ap W 059 :[oAQW ased
wrl G ‘ww 6'¢ X 0G} 810 ‘eunjo)
BIOUQIBJD asifeue ap sagdipuo opezijhn eJlISowe ep oJedal elisoue
10UI9J3y e p S3Q01puod 0po1BN ] p d ap odi|

(enupuod) 131NVGId OOVINHYH OV SOAVIITdY SODILITYNY SOQOLIN — 2 v13gvl



43

wu 062 ‘AN 010918Q

"epiwewlo)nawip Wwa osuadsnssal

_mme 3ss3d 1 0z .OMM_%_D._._% thmwﬁ_\nh opelodens onpjsal O 8  J9w PUwILR
.__/_m___._omm_m__._. -0E99Ml 9P ! AN-IV1D | wod epezieal ewsed op ogdenx3 e
-dNOo1vi13ada 021i0§S0} epILBLLIOJIWIP ewse|d
opIoe ap %T wWa enbe/e[uiuclaoe mm ajualpelb ”_m>o.E ase W09 sopesedaid : wm.o%m.a
wr 0 ‘ww $ X 0SZ 80 :eunjo)
wu N@N. AN _Lo“.omamn_ ‘|louelaw wWa osuadsnssal
LU 6o soxni4 o d
‘. ; peilodens onpjsal 0 8 9w
€66T e 1 0z :oedalul ap swnjop [ewiue
_ AN-IV1D | wod epezieal ewsed op ogdenx3
19 LANANV1 02112J20S| OpowW OU ‘021190e -OpIXOJNS|IWIP ewse|d
oploe ap %T Wa A/A /GEV m:@m\m__:_.cogmom ”_m>9.c ase W05 sopesedaid : wm.o%m.a
wrl G ‘ww g} X 001 81D ‘eunjo)
Wwu 08g ® 06T :Ava Jowaleg
oAlisod opow ou |S3 :0gdeziuo| ‘lToAQW Bsey} Wi
(Reids uoj oginy) __uiw-r 0oz :0Xn|4 opininsuodal [0} opelodens onpisel [ewiue
(Aeuds uoj oquny) v gT :oedalur op swnjoA | WI/INT O '(gas) ousazuaq -|IUIAIP-|OJIISS 8P wabuo
6661 ‘SZIvd 021193k OpIJE 3P %S0 © OlUQWEe ap -3v10 eplos ase} Wa ogdesxa ap oydnued | ap soINpoid
OJejade _'jow TO‘0 OPUSU0D enfiere|lniuoidde ([AQW ased wa ezadwy Jod epinbas ene ap
wn G ‘ww L‘Z X 0GL 8LD :eunjon ole1ade WOJ epezieal 10) ogdenxs v
oAnisod opow ou |S3 :oedeziuo|
LUl w Gz :oxn|4
1 0z :oedalul ap awnjoA ‘|oAQW 39Sk} Wa OpINIIISU0Jal
2002 ‘e 0921WI0} OpIoe ap _\,_m_m_d\k,_w_ 10} opelodeAs onpjsal 0 8 e|ld ap ala
PIDANY IA | %T‘0 Opuauod enbese|uluolade ap awalpelb [oAQw ased Olelade WO0J epezieal 10) ogdenxs v
wrl G ‘ww T'Z X 0ST 8T ‘eunjod
Ww T x G/ 81D eun|jod-aid
CIRIVEIETE) asifeue ap sagilpuo opeziihn rIISOWER Bp OJedal elisouie
10UI9J3y I p S$8Q31puod 0poIIN } p d ap odiL

(oesnjou09) T3 LNVEId OOVINYYH OV SOAVIITdY SODILJTVYNY SOdOLIN — 2 V13av.l



44

2.5.3 Métodos analiticos aplicados ao farmaco praziquantel

Para quantificacdo do praziquantel em matéria-prima, tanto a Farmacopéia
Britanica (BRITISH, 2005) quanto a Farmacopéia Européia (EUROPEAN, 2007) e
Farmacopéia Americana (USP, 2008) descrevem métodos por CLAE-UV. A
Farmacopéia Americana (USP, 2008) também descreve metodologia por CLAE-UV
para doseamento de praziquantel em comprimidos. Foram encontradas na literatura
metodologias por CLAE-UV para quantificagdo do praziquantel em comprimidos (LI
et al., 2007), em plasma (JABOR; ROCHA; BONATO, 1997; LIU; STEWART, 1997,
RIDTITID et al., 2002; HANPITAKPONG et al., 2004) e em estudo de permeacgao
intestinal (CINTO et al., 2009). Métodos por CLAE-EM/EM foram encontrados para
quantificagdo do praziquantel em plasma (BONATO et al., 2007; LIMA et al., 2009) e
por voltametria de pulso diferencial em medicamentos e plasma (GHONEIM;
MABROUK; TAWFIK, 2002). Os principais parédmetros destes métodos estdo

descritos na Tabela 3.
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2.5.4 Métodos analiticos aplicados ao farmaco pamoato de pirantel

Para quantificagcdo do pamoato de pirantel em matéria-prima, a Farmacopéia
Européia (EUROPEAN, 2007) descreve método de titulacdo em meio ndo aquoso
enquanto que a Farmacopéia Americana (USP, 2008) descreve método por CLAE-
UV. A Farmacopéia Americana (USP, 2008) também descreve uma metodologia por
CLAE-UV para doseamento do pamoato de pirantel em suspenséo oral. Foram
encontradas na literatura metodologias por CLAE-UV para quantificagdo do pamoato
de pirantel em racdo animal (THORPE, 1988; SABBATINI, 2009), comprimidos,
matéria-prima (ALLENDER, 1988; ARGEKAR; RAJ; KAPADIA, 1997) e plasma
(FASANMADE et al., 1994). Métodos espectrofotométricos e por voltametria foram
desenvolvidos tanto para matéria-prima quanto para medicamentos (FORCIER;
MUSHINSKY; WAGNER, 1971; JAIN; JADON; RADHAPYARI, 2006). Ja para
produtos de origem animal foi desenvolvido um método por CLAE-EM/EM (YAMADA

et al., 2006). Os principais parametros destes métodos estédo descritos na Tabela 4.
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2.5.5 Métodos analiticos aplicados a associagdo dos farmacos
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Apesar da auséncia de método para quantificacdo simultdnea desses quatro

farmacos, alguns autores relatam métodos para a associagdo de dois ou trés deles.

Morovjan e colaboradores (1998) descreveram um método por CLAE-UV para

quantificagao isolada de pirantel pamoato e quantificagdo simultanea de praziquantel

e febendazol em plasma de cachorro, enquanto que Bialecka; Kulik (2010),

descrevem outro método por CLAE-DAD para quantificacdo simultanea de pamoato

de pirantel, febendazol, praziquantel, febantel e epsiprantel em comprimidos de uso

veterinario. Os principais par@metros desses métodos estdo descritos na Tabela 5.

TABELA 5 — METODOS ANALITICOS APLICADOS A ASSOCIACAO DOS FARMACOS

Tipo de Preparo da amostra M_e_todo Condicdes de anélise Referéncia
amostra utilizado
Coluna: C18 250 X 4,6 mm,
o 5um
toritsurado(s:omeprgltjgiﬁzado;orgg Fase movel. — gradiente ~de
e ; . acetonitrila/agua contendo acido .
dimetiformamida. Em seguida, - BIALECKA;
o ; - ) CLAE- fosférico a 85%, pH 2,5
Comprimidos | uma aliquota foi dissolvida em T KULIK, 2010
A DAD Volume de injegdo: 10 uL
acetonitrila para ser Fluxo: 1.2 mLmint
posteriormente  injetada no L z
cromatégrafo. Detector DAD: 215, 288 e 312
nm
Pré-coluna: C18 20 x 4,6 mm,
A extracdo do febendazol e 5 um
praziquantel da amostra de Coluna: C18 150 X 3,9 mm,
plasma foi realizada através de 4 um
cartuchos de extracdo em fase Fase movel: acetonitrila/
sélida C18 com acetonitrila/ | CLAE-UV | 50 mmol.L™! de
acido fosférico a 0,2%, 50:50 dihidrogenofosfato de potassio
viv. 33:67 v/iv, em modo isocratico
Volume de injegdo: 50 uL
Fluxo: 1,5 mL.min*
Detector UV: 220 nm
Plasma MOROVJAN
animal Pré-coluna: C18 20 x 3,9 mm etal., 1998
Coluna: C18 150 X 2,1 mm,
A extracdo do pamoato de 5 um S
irantel da amostra de plasma Fase movel.
Foi realizada atravéz de metanol/tetraidofurano/ tampéci
cartuchos de extragcdo em fase | CLAE-UV acetato _de amonio 50 mmol.L

solida C18 com acetonitrila/
acido fosforico a 1%, 18:82 v/v.

(2,5:2.95,5 vlv), pH ajustado
para 4,6 com acido fosférico em
modo isocratico

Volume de injegdo: 50 uL

Fluxo: 0,4 mL.min*

Detector UV: 317 nm
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2.6 CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA EFICIENCIA (CLAE)

A Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) é, dentre as técnicas de
separagdo, a que passou a ser mais utilizada nos ultimos 40 anos, tanto em
laboratérios de andlise de industrias quimicas quanto farmacéuticas, devido a sua
ampla aplicabilidade (MALDANER; JARDIM, 2009).

A expansdo da CLAE permitiu inimeros avan¢os no desenvolvimento da
técnica, sendo que um dos mais significativos foi a redugdo do tamanho das
particulas e, consequentemente, das colunas. Diferentemente da cromatografia
liquida classica (CLC), que faz uso de colunas de vidro, particulas irregulares de 100
a 200 um e fluxo de fase moével devido a forgca da gravidade, a CLAE emprega uma
coluna metalica fechada, particulas de 3 a 5 um e sistemas de bomba de alta
pressdo que fazem a fase movel migrar a uma velocidade razoavel através da
coluna, permitindo até centenas de separacdes individuais, resultando em
operacBes mais reprodutiveis, rapidas e precisas (JARDIM; COLLINS; GUIMARAES,
2006; MALDANER; JARDIM, 2009).

O principio de separacdo em cromatografia liquida é baseado tanto nas
caracteristicas fisico-quimicas dos analitos quanto nas interacdes entre a fase
estacionaria e a fase movel. Durante a passagem da fase moével sobre a fase
estacionaria, os analitos sdo distribuidos pelas duas fases de tal forma que cada um
deles é seletivamente retido pela fase estacionéaria, resultando em migracfes
diferenciais. Dependendo do mecanismo envolvido na separacdo é possivel
classificar essa técnica em cromatografia por troca idnica, cromatografia por
exclusdo, cromatografia em fase normal e cromatografia em fase reversa
(COLLINS, 2006).

A CLAE em fase reversa é uma das técnicas mais utilizadas e difere da fase
normal por possuir uma fase estacionaria de menor polaridade e uma fase moével de
maior polaridade, apresentando como principal vantagem o menor custo nas
andlises. Além disso, desenvolvimentos recentes permitiram a obtencdo de fases
estacionarias mais seletivas e estaveis, impulsionando o aprimoramento dessa
técnica (MALDANER; COLLINS; JARDIM, 2010).

Além de separar os analitos presentes na amostra de interesse, € importante

realizar a quantificacdo dos mesmos e para iSso € necessario a presenga de um
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detector, que mede as mudangas de concentracdo ou a massa dos compostos da
amostra que esta deixando a coluna cromatografica. Até o presente momento, nédo
existe para CLAE um detector universal, porém dentre os que podem ser utilizados
estdo os eletroquimicos, fluorescéncia, indice de refracdo, espalhamento de luz,
DAD ou UV-Visivel e o espectrometro de massas (CIOLA, 1998; JARDIM; COLLINS;
GUIMARAES, 2006; MENDHAM et al., 2008).

2.7 CROMATOGRAFIA LIQUIDA ACOPLADA AO ESPECTROMETRO DE MASSAS

7

A espectrometria de massas é uma técnica analitica em que atomos ou
moléculas de uma amostra séo ionizados, positiva ou negativamente, e separados
de acordo com a movimentacdo através de um campo elétrico ou magnético, pela
sua razado massa/carga (m/z) (BARKER; ANDO, 1999).

Para se realizar essa técnica € necessario o uso de um espectrémetro de
massas, que possui trés componentes principais: a fonte de ionizacdo, o analisador
de massas e um detector (GLISH; VACHET, 2003; MORAES; LAGO, 2003),
conforme representado na Figura 5.

IONIZAGAO INTERFACE ANALISADOR DE MASSAS DETECGAD
Gas
Nebulizante .~ Capilar
Turbo Turbo Potencial de Orificio (0F) Polencial de Saida
Healer Heater S | AN o3 CHlE 0% CHlsss [CXPT
L% /7 A
Secante . ¥ / Qo [} Q2 Q3 OF
U S PP ——— || =] ) O (T ) | a 1 (|
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FIGURA 5 - ESQUEMA DE UM ESPECTROMETRO DE MASSAS EQUIPADO COM FONTE
DE IONIZACAO ELECTROSPRAY, ANALISADOR TRIPLO QUADRUPOLO
E DETECTOR MULTIPLICADOR DE ELETRONS.
FONTE: Reproduzido e adaptado de MARTINS JUNIOR et al., 2006

Nos ultimos anos tem sido crescente a utilizacdo da espectrometria de

massas nas mais diversas areas da ciéncia, como a biolégica, ambiental, alimentos
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e farmacéutica. Entretanto, foi o acoplamento da cromatografia liquida a
espectrometria de massas que ganhou importancia na industria farmacéutica, pois
associa a eficiéncia da separacdo cromatografica com a sensibilidade e
especificidade da espectrometria de massas, sendo util tanto na pesquisa e
desenvolvimento de novos farmacos quanto no controle de qualidade (PEREIRA et
al., 2005; CROTTI et al., 2006; CHIARADIA; COLLINS; JARDIM, 2008).

Esse acoplamento so foi possivel a partir do desenvolvimento de interfaces e
fontes de ionizacdo compativeis tanto com a vazdo do eluente da coluna
cromatografica quanto com as caracteristicas de baixa volatilidade e instabilidade
térmica dos compostos separados pela cromatografia liquida. Dentre essas fontes
destacam-se as de ionizacdo a pressao atmosférica, tais como a de ionizagdo por
eletronebulizagdo, também conhecida por electrospray (ESI) e a de ionizacdo
quimica a pressdo atmosférica (APCIl) (PEREIRA et al., 2005; CHIARADIA;
COLLINS; JARDIM, 2008).

Em 1984, Masamichi Yamashita e John Fenn demonstraram a aplicabilidade
do ESI, e desde entdo essa técnica de ionizacdo tem sido considerada uma das
mais importantes e utilizadas (YAMASHITA; FENN, 1984). No ESI o eluente que sai
da coluna cromatogréfica passa por um capilar, ao qual se aplica uma alta voltagem,
resultando na formagdo de goticulas eletricamente carregadas, que séo
posteriormente dessolvatadas, resultando em ions que s&o conduzidos ao
analisador de massas (EL-ANEED; COHEN; BANOUB, 2009), conforme ilustrado na

Figura 6.
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FIGURA 6 — ESQUEMA DE IONIZACAO POR ELECTROSPRAY

FONTE: Reproduzido e adaptado de RSC, 2003
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No APCI enquanto o aquecimento vaporiza o0 eluente da coluna
cromatogréafica, uma descarga corona ioniza as moléculas do solvente que, através
de uma série de reagdes quimicas, promovem a ionizagdo do analito (GLISH;
VACHET, 2003; KORFMACHER, 2005), conforme ilustrado na Figura 7.

lonizagdo das moléculas
do solvente e reacéo
com a amostra

,Gas P
! nebulizador

e —— - — ,‘3;'“:?»? .
CLIAE Agquecimento /

(x) Moléculas do solvente

Descarga corona !

~
(M) Amostra

ions seguem em diregéo
ao analisador de massas

FIGURA 7 — ESQUEMA DE IONIZACAO POR APCI
FONTE: Reproduzido e adaptado de USC, 2011

Uma vez tenha ocorrido a producdo de ions, esses precisam ser separados
de acordo com a sua respectiva m/z e, portanto necessitam atravessar o analisador
de massas, que se divide em dois principais grupos: os de transmisséo e os de
captura. Nos analisadores de transmissdo, os ions deixam a fonte de ionizacdo e
atravessam um campo eletromagnético até chegar ao detector. Ja nos analisadores
de captura, os ions sdo armazenados no analisador através de um campo
eletromagnético, no qual podem ser avaliados ou injetados para outra fonte externa
de ions (GLISH; VACHET, 2003).

Dentre os analisadores de captura destacam-se o de tempo de voo (TOF),
captura de ions (ion trap) e ressonancia ciclotrénica de ions (ICR). Os analisadores
TOF apresentam alta resolugdo, preciséo e sensibilidade, sendo capazes de
identificar altas faixas de massa, muito Gtil para andlise de biomoléculas. O ion trap
associa 0 baixo custo, com a facilidade de uso e a sensibilidade. J4 o ICR, apesar
das vantagens da alta resolucdo, precisdo e exatiddo, ainda apresenta como
principal desvantagem o custo elevado (GLISH; VACHET, 2003; SILVERSTEIN;
WEBSTER; KIEMLE, 2007).

Em relacdo aos analisadores de transmissao, o mais popular é o quadrupolo,

que consiste de quatro cilindros metalicos paralelos, nos quais se aplicam uma
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corrente elétrica (DC) e um potencial de radio frequéncia (rf) alternante. A separacéo
de massa é resultado do movimento do ion em um campo elétrico dindmico e
depende diretamente da m/z do ion, visto que somente o ion de m/z especifica tera
uma trajetéria estavel e chegard ao detector (Figura 8). As principais vantagens
desse analisador sdo o baixo custo, robustez e facilidade de manutengéo.
Entretanto, diferentemente do TOF, possui como limitacdo a andlise de compostos
com massa de até 4000 Da (GLISH; VACHET, 2003; EL-ANEED; COHEN;

BANOUB, 2009).
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Fonte de ¥
ionizagao M
¢ ,
el * B B o o —
0P oY 900 0900 (L
L %) 7
[ 7 /." r.:‘?
(&)
, S/ Detector
lon de interesse

FIGURA 8 — ESQUEMA DE UM QUADRUPOLO
FONTE: Reproduzido e adaptado de GLISH; VACHET, 2003

Outro exemplo de analisador de transmisséo € o triplo quadrupolo, composto
por uma sequéncia de trés quadrupolos, onde o primeiro e o terceiro operam como
espectrometros de massa e o segundo como camera de colisdo, aonde os ions
fragmentos sao formados (GLISH; VACHET, 2003; KORFMACHER, 2005). A grande
vantagem de seu uso é o0 da andlise sequencial, também conhecida como
espectrometria de massas sequencial (EM-EM), que além de favorecer a elucidacao
estrutural da molécula oferece especificidade, uma vez que os ions fragmentos
formados sdo caracteristicos para cada composto (DOOLEY, 2003; EL-ANEED;
COHEN; BANOUB, 2009).

Os ions provenientes do analisador chegam finalmente ao detector, aonde
ocorre a deteccao e amplificagdo dos mesmos. Existem diversos tipos de detectores

disponiveis no mercado, como o Faraday Cup e os multiplicadores de fétons,
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contudo os multiplicadores de elétrons estdo entre os mais utilizados atualmente,
pois oferecem boa resposta e sensibilidade (BARKER; ANDO, 1999).

2.8 VALIDACAO DE METODOS ANALITICOS

A legislacdo da industria veterinaria tem passado por frequentes mudancgas,
aumentando as exigéncias com relacdo a fabricacdo de produtos de uso veterinério.

O Decreto-Lei n° 467, de 13 de fevereiro de 1969 define produto veterinario como:

Todos os preparados de férmula simples ou complexa, de natureza quimica,
farmacéutica, bioldgica ou mista, com propriedades definidas e destinadas a
prevenir, diagnosticar ou curar doengcas dos animais, ou que possam
contribuir para a manutencao da higiene animal. (BRASIL, 1969).

A Instrucdo Normativa n°® 13, de 03 de outubro de 2003, aprova o
Regulamento de Boas Praticas de Fabricagcdo de Produtos de Uso Veterinario,
considerando que o fabricante é responséavel pela identidade, pureza e seguranca
dos produtos, devendo possuir laboratérios de controle de qualidade adequados
para realizag@o dos ensaios necessarios (BRASIL, 2003b).

Para produto veterinario farmacéutico, o Decreto n° 5053, de 22 de abril de
2004, exige que para cada lote produzido seja elaborado um protocolo de produgéo,
aonde devera constar os resultados obtidos nas andlises de qualidade de acordo
com as farmacopéias ou técnica analitica apresentada pelo fabricante, indicando os
parametros dos limites de tolerancia e dos desvios para as analises e dosagens dos
principios ativos da formulacdo (BRASIL, 2004).

Para complementar as legislagfes citadas anteriormente foi publicado o Ato
n°10, de 16 de setembro de 2005, que descreve o Roteiro para Inspe¢do de Boas
Praticas de Fabricacdo de Produtos Veterinarios de Natureza Farmacéutica
(BRASIL, 2005b).

Tendo em vista o carater farmacéutico dos produtos, o Conselho Federal de
Farmécia (CFF) elaborou a Resolucdo n° 504, de 29 de maio de 2009, que
regulamenta as atividades do farmacéutico na industria de produtos veterinarios de

natureza farmacéutica, afirmando que é competéncia do profissional farmacéutico
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todo o processo de produgdo do medicamento bem como a elaboragéo e validagao
dos métodos analiticos utilizados (BRASIL, 2009).

A validacdo de métodos analiticos consiste em um processo pelo qual
estudos estatisticos sdo utilizados com a finalidade de garantir que o método
avaliado atende as exigéncias desejadas, comprovando que é adequado e confiavel
para o qual é proposto (GIL; BATISTA FILHO, 2007).

Além dos equipamentos e utensilios estarem previamente calibrados, deve-
se definir os pardmetros para a validagdo do ensaio analitico, sendo que os mais
importantes sdo a seletividade, linearidade, precisdo, exatiddo, sensibilidade e
robustez (GIL; BATISTA FILHO, 2007).

Os testes que podem ser necessarios sdo classificados em quatro
categorias conforme sua finalidade, como demonstrado na Tabela 6 (BRASIL,
2003a).

TABELA 6 — CLASSIFICACAO DOS TESTES SEGUNDO SUA FINALIDADE

Categoria Finalidade do teste

Testes quantitativos para a determinacdo do principio ativo em produtos

I - - .
farmacéuticos ou matérias-primas

Testes quantitativos ou ensaio limite para a determinacao de impurezas e produtos
de degradacdo em produtos farmacéuticos e matérias-primas

1 Testes de performance (por exemplo: dissolucéo, liberagéo do ativo)

v Testes de identificacdo

FONTE: BRASIL, 2003a.

Ainda, cada categoria de testes exige uma série de ensaios, conforme segue
na Tabela 7 (BRASIL, 2003a).
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TABELA 7 - ENSAIOS NECESSARIOS PARA A VALIDACAO DO METODO ANALITICO SEGUNDO
SUA FINALIDADE

Parametro Categoria . (.Zategoria Il _ Categoria | Categoria

| Quantitativo | Ensaio limite Il v
Especificidade Sim Sim Sim * Sim
Linearidade Sim Sim N&o * N&o
Intervalo Sim Sim * * N&o
Precisdo Repetibilidade Sim Sim N&o Sim N&o
Precisdo intermediaria *x *x N&o *x N&o
Limite de deteccéo N&o N&o Sim * N&o
Limite de quantificacdo N&o Sim N&o * N&o
Exatidao Sim Sim * * N&o
Robustez Sim Sim Sim N&o N&o

* Pode ser necessario, dependendo da natureza do teste especifico.

** Se houver comprovacdo da reprodutibilidade ndo € necessaria a comprovacdo da Precisao
Intermediaria.

FONTE: BRASIL, 2003a.

2.8.1 Especificidade/Seletividade

A seletividade é o primeiro passo no desenvolvimento e validacdo de um
método analitico. Consiste na capacidade que um método possui de avaliar, de
forma inequivoca, determinadas substancias na presenca de componentes tais
como impurezas, produtos de degradagédo e componentes da matriz, que possam
interferir na sua determinacgéo (RIBANI et al., 2004).

Os termos seletividade e especificidade tém sido definidos com o mesmo
significado, porém deve-se utilizar apenas o termo seletividade como sugerido pela
International Union or Pure and Applied Chemistry (IUPAC) (VESSMAN, 1996). O
Instituto Nacional de Metrologia, Normalizacdo e Qualidade Industrial do Brasil
(INMETRO), infere que um método de separagdo que causa resposta para uma
Unica substancia de interesse pode ser chamado especifico e um método que
produz resposta para Vvarios compostos quimicos com uma caracteristica em
comum, mas que pode distinguir a resposta entre eles, pode ser chamado de
seletivo, como no caso de métodos cromatogréficos (INMETRO, 2003).

Para andlises quantitativas e de impurezas, a avaliagcdo da seletividade de
um método pode ser estabelecida através da comparacado dos resultados obtidos de

amostras contaminadas com quantidades apropriadas de impurezas ou excipientes
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e amostras ndo contaminadas, demonstrando que os resultados ndo séo afetados
por esses materiais. Outra forma de avaliacdo que pode ser realizada, quando da
auséncia das impurezas ou padrdo de degradacao, € a comparacao dos resultados
obtidos através das amostras com um segundo método bem caracterizado como,
por exemplo, uma metodologia farmacopéica. No entanto essas comparacdes
devem incluir amostras armazenadas sob condigcbes de estresse (luz, calor,
umidade, hidrdlise e oxidagéo) (BRASIL, 2003a).

Para métodos cromatograficos, outro procedimento para avaliar a
seletividade é a verificagdo da pureza dos picos cromatograficos através da
utilizagcdo de outra técnica analitica. Apos a coleta da substancia de interesse,
métodos especificos para avaliagdo de estrutura molecular como espectrometria de
massas, ressonancia nuclear magnética e espectroscopia no infravermelho,
garantem que ndo hd interferéncias na determinacdo do composto de interesse
frente & presengca de outros componentes em uma dada matriz (JENKE, 1998;
BRASIL, 2003a).

2.8.2 Limite de Deteccéo

O limite de deteccdo (LD) € a menor concentracdo de analito em uma
amostra que pode ser detectada, mas ndo necessariamente quantificada, sob as
condigdes estabelecidas experimentalmente e € de extrema importancia para anélise
de tragos (BRASIL, 2003a; INMETRO, 2003).

Para métodos instrumentais que demonstram o ruido da linha de base, como
cromatografia liquida de alta eficiéncia, a determinacéo do LD é realizada através da
relagdo sinal-ruido, de solugBes de concentragdes conhecidas e decrescentes do
analito, até o menor nivel detectavel (BRASIL, 2003a). A estimativa para o LD pode
ser determinado com base na relacdo de trés vezes o ruido da linha de base ou pela

formula:

LD=DPax3
IC
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Onde DPa é o desvio padréo do intercepto com o eixo y de no minimo trés
curvas de calibracdo construidas contendo a concentragdo do farmaco proximas ao
suposto limite de quantificacdo. Este desvio também pode ser obtido a partir da
andlise de um numero apropriado de amostras do branco. O IC é a inclinagédo da
curva (BRASIL, 2003a; ICH, 2005).

2.8.3 Limite de Quantificacéo

O limite de quantificagdo (LQ) € a menor concentragdo do analito que pode
ser determinada com um nivel aceitavel de precisdo e exatiddo sob as condicdes
experimentais estabelecidas.

Assim como para o limite de deteccdo, a determinagdo do LQ é realizada
através da relagdo sinal-ruido, de solu¢cdes de concentragBes conhecidas e
decrescentes do analito, até o menor nivel quantificavel (BRASIL, 2003a). A
estimativa para o LQ pode ser determinado com base na relagdo de dez vezes o

ruido da linha de base ou pela formula:

LQ =DPa x 10
IC

Onde DPa é o desvio padréo do intercepto com o eixo y de no minimo trés
curvas de calibracdo construidas contendo a concentragdo do farmaco préximas ao
suposto limite de quantificacdo. Este desvio também pode ser obtido a partir da
andlise de um numero apropriado de amostras do branco. O IC é a inclinagédo da
curva (BRASIL, 2003a; ICH, 2005).

2.8.4 Linearidade

Esse parametro avalia a capacidade de um método analitico demonstrar que
os resultados obtidos sdo diretamente proporcionais a concentra¢cdo do analito na
amostra, dentro de um intervalo especificado (BRASIL, 2003a; ICH, 2005).
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No minimo cinco concentracdes diferentes, contemplando 80 a 120% da
concentracdo teodrica do teste, devem ser avaliadas por inspecdo visual de uma
representacdo grafica. Se visualizado uma relacdo linear aparente entre os dados,
esses devem ser avaliados por métodos estatisticos apropriados, ou seja,
determinagdo do coeficiente de correlagdo, interseccdo com o eixo Y, coeficiente
angular, soma residual dos quadrados minimos da regresséo linear e desvio padrao
relativo. Entretanto se ndo houver relagédo linear, deve-se usar como ferramenta a
transformacéo matematica (BRASIL, 2003a; USP, 2008).

2.8.5 Intervalo

O intervalo é derivado do estudo de linearidade e depende da aplicagédo
pretendida do método. E validado através da verificacdo de que o método analitico
apresenta exatiddo, precisdo e linearidade aceitaveis quando aplicado a amostras
contendo quantidades de analitos dentro do intervalo especificado (BRASIL, 2003a;
USP, 2008).

Diferentes intervalos podem ser especificados de acordo com o tipo de

ensaio a ser realizado, como descrito na Tabela 8.

TABELA 8 - LIMITES PORCENTUAIS DO TEOR DO ANALITO QUE DEVEM ESTAR CONTIDOS NO
INTERVALO DE LINEARIDADE PARA ALGUNS METODOS ANALITICOS

Ensaio Alcance
Determinagdo quantitativa do analito em | De 80% a 120% da concentracdo teorica do
matérias-primas ou em formas farmacéuticas teste
Do nivel de impureza esperado até 120% do
limite maximo especificado. Quando
apresentarem importancia toxicoldgica ou efeitos
Determinacédo de impurezas farmacoldgicos inesperados, o0s limites de

guantificacdo e deteccdo devem ser adequados
as quantidades de impurezas a serem
controladas

De 70% a 130% da concentracdo tedrica do

Uniformidade de contelido
teste

De +20% sobre o valor especificado para o
intervalo. Caso a especificacdo para a
Ensaio de dissolugéo dissolugdo envolva mais que um tempo, O
alcance do método deve incluir —20% sobre o
menor valor e +20% sobre o0 maior valor.

FONTE: BRASIL, 2003a.
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2.8.6 Precisao

A precisdo de um método analitico € o grau de concordancia entre os
resultados dos testes individuais quando o procedimento é aplicado repetidamente
para amostragens multiplas de uma amostra homogénea. Esse parametro é
geralmente expresso através do desvio padrdo (DP) ou desvio padrdo relativo
(DPR), também conhecido como coeficiente de variagcdo (CV%), de um ndmero
suficiente de amostras (BRASIL, 2003a; USP, 2008). O calculo do DPR ou CV% é

realizado através da seguinte formula:

DPR = DP (desvio padrao) x 100
Concentragdo média determinada

O valor méaximo aceitdvel é definido de acordo com a metodologia
empregada, a concentracdo do analito na amostra, tipo de matriz e a finalidade do
método, ndo sendo admitidos valores superiores a 5% (BRASIL, 2003a).

A precisdo pode ser considerada em trés niveis: repetitividade, precisdo

intermediaria e reprodutibilidade.

2.8.6.1 Repetitividade

A repetitividade, conhecida como precisao intracorrida, expressa o grau de
concordancia entre os resultados de medi¢cfes sucessivas de uma mesma amostra,
efetuadas sob um mesmo procedimento de medicdo, mesmo observador, mesmo
instrumento em condi¢des idénticas de uso, mesmo local e repeticdes em curto
periodo de tempo (BRASIL, 2003a; INMETRO, 2003).

De acordo com as OrientacGes sobre Validacdo de Métodos de Ensaios
Quimicos (DOQ-CGCRE) do INMETRO, s&o necessarias sete ou mais repeticdes
para o calculo do desvio padréo, em varias concentracdes do intervalo de trabalho.
Ja a ANVISA e o ICH preconizam o minimo de nove determinac¢des, contemplando
trés concentracdes (baixa, média e alta) com triplicatas ou seis determinacdes a
100% da concentragéo do teste (BRASIL, 2003a; INMETRO, 2003; ICH, 2005).
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2.8.6.2 Precisdo Intermediaria

A preciséo intermediaria, conhecida como preciséo intercorrida, expressa o
grau de concordancia entre os resultados de medi¢des sucessivas de uma mesma
amostra, efetuadas sob um mesmo procedimento de medicao, porém com diferentes
analistas, dias diferentes ou ainda equipamentos diferentes (BRASIL, 2003a;
INMETRO, 2003). Em resumo pode-se afirmar que € a concordancia entre os
resultados de um mesmo laboratério por meio da utilizagdo um mesmo método
analitico (BRASIL, 2003a).

2.8.6.3 Reprodutibilidade

Reprodutibilidade ou precisé@o inter-laboratorial, € o grau de concordancia
entre os resultados das medicdbes de um mesmo mensurando, obtidas sob
condigdes variadas de medicdo (INMETRO, 2003). Em geral é aplicada como forma
de colaboracéo entre laboratérios, de modo a verificar o desempenho dos métodos e
deve ser considerada em situagbes como a padronizagdo de procedimentos
analiticos a serem incluidos, por exemplo, em farmacopéias. Havendo comprovacao
da reprodutibilidade em ensaios de validacdo, ndo é necesséria a comprovacdo da
precisdo intermediaria (BRASIL, 2003a).

2.8.7 Exatidao

A exatiddo de um método analitico é definida como sendo a concordancia
entre o resultado de um ensaio e o valor de referéncia aceito como verdadeiro
(BRASIL, 2003a; INMETRO, 2003). E determinada apos o estabelecimento da
linearidade, precisdo e seletividade, com no minimo nove determinacdes (trés
réplicas) para cada faixa de concentracdo (baixa, média e alta) (BRASIL, 2003a;

ICH, 2005). A exatiddo é expressa pela relagdo entre a concentragdo media
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determinada experimentalmente e a concentracdo tedrica correspondente, conforme

a seguinte formula:

Exatidao = Concentracdo média experimental x 100
Concentracao tedrica

A exatiddo pode ser determinada pela aplicacdo do método analitico a um
padrdo de referéncia ou pela comparacdo dos resultados obtidos com o método em
questdo a um segundo método ja validado (BRASIL, 2003a).

Para determinacdo da exatidao varias metodologias estédo disponiveis:

a) Farmaco

Aplicacdo do método em questdo na andlise de um padréo de referéncia ou
comparagdo dos resultados obtidos com uma segunda metodologia validada
(BRASIL, 2003a).

b) Forma Farmacéutica

Analise de uma amostra a qual foi adicionada quantidade conhecida de
farmaco a uma mistura dos componentes do medicamento (placebo contaminado)
ou, na falta desses, pela adicdo do padréo de referéncia ao medicamento (BRASIL,
2003a).

c) Impurezas

Analise pelo método de adicdo de padréo, no qual se adiciona quantidades
conhecidas de impurezas e/ou produtos de degradagdo ao medicamento ou
farmaco, ou ainda, na indisponibilidade das amostras de impurezas, a comparacao
dos resultados obtidos pelo método em questdo com um segundo método validado
(BRASIL, 2003a).
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2.8.8 Robustez

Esse parametro se refere a capacidade de um método analitico em resistir a
pequenas, mas deliberadas, variagdes (BRASIL, 2003a).

Entre os fatores investigados destacam-se temperatura, pH, grau de pureza
de reagentes, composicdo de fase mével e velocidade de fluxo (BRASIL, 2003a).
Esses fatores podem variar de acordo com o método a ser avaliado, conforme
mostra a Tabela 9.

TABELA 9 - FATORES QUE DEVEM SER CONSIDERADOS NA DETERMINACAO DA ROBUSTEZ
DO METODO ANALITICO

-Estabilidade das solugfes analiticas

Preparo das Amostras .Tempo de extracio

.Variacdo do pH da solucéo

Espectrofotometria Temperatura

-Variacédo do pH da fase mével

-Variacdo na composicéo da fase movel
Cromatografia Liquida -Diferentes lotes ou fabricantes de colunas
-Temperatura

-Fluxo da fase movel

-Diferentes lotes ou fabricantes de colunas
Cromatografia Gasosa -Temperatura
-Velocidade do géas de arraste

FONTE: BRASIL, 2003a
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3.1.1 Amostras comerciais de associacdo de antiparasitarios de uso veterinario

Amostras comerciais de comprimidos contendo ivermectina e associa¢ao de

ivermectina, febantel, praziquantel e pamoato de pirantel foram obtidas no comércio

local de Curitiba-PR, sendo sua composigéo, registro, teor declarado de ativo e

datas de fabricagéo e validade descritos no Quadro 1. Os nomes dos fabricantes e o

ndmero de registro no Ministério da Agricultura e da Saude n&o foram divulgados por

questdes éticas.

Fabricacdo e Teor declarado
Amostra Registro Validade Composicéo por comprimido
(mg)
1 M|r1|ster|o da 02.11/01.13 Ivermectina 6,0
Saude
Ministério da Ivermectina 0,060
Agricultura, Febantel 150,0
2 Pecuérig e 10.09/10.11 Praziquantel 50,0
Abastecimento Pamoato de pirantel 1440
Ministério da Ivermectina 0,060
3 Agr|CL,JI'Fura, 06.10/06.12 Fepantel 150,0
Pecuéria e Praziquantel 50,0
Abastecimento Pamoato de pirantel 1440
Ministério da Ivermectina 0,060
Agricultura, Febantel 150,0
4 Pecuérig e 05.11/05.13 Praziquantel 50,0
Abastecimento Pamoato de pirantel 1440

QUADRO 1 — DESCRICAO DO REGISTRO, DATA DE FABRICACAO E VALIDADE, COMPOSICAO
E TEOR DE ATIVO (S) DECLARADO NAS AMOSTRAS DE COMPRIMIDOS
CONTENDO ANTIPARASITARIOS
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3.1.2 Substancias quimicas de referéncia

As substancias de referéncia utilizadas nesta dissertagao estao relacionadas
na Tabela 10, com a descricdo do peso molecular, teor e marca. Como padrdes
internos foram utilizados albendazol e eprinomectina, cujas férmulas estruturais

estdo representadas na Figura 9.

TABELA 10 — DESCRICAO DO PESO MOLECULAR, TEOR E MARCA DAS SUBSTANCIAS B
QUIMICAS DE REFERENCIA UTILIZADAS NO DESENVOLVIMENTO E VALIDACAO

DO METODO
Analito Peso mole_i:ular Teor (%) Marca
(g9.mol™)
vermectina H2Bla - 875 H2B1la - 89,7 USP
H2B1b - 861 H2B1b - 0,90
Febantel 446,48 99,6 Sigma
Pamoato de Pirantel 594,68 96,7 Sigma
Praziquantel 312,41 99,7 Sigma
Impureza C do Febantel 299,35 99,5 Sigma
Impureza A do Pirantel 594,68 98,0 USP
Impureza A do Praziquantel 306,37 99,0 USP
Impureza B do Praziquantel 310,40 98,0 USP
Impureza C do Praziquantel 342,39 100,0 USP
Albendazol 265,32 99,6 USP
. . Bla-914,13 Bla-92,5
Eprinomectina B1b — 900 10 Blb- 7.5 Dr. Ehrenstorfer
(o]
/H\ CH3

CHg

S H OCH
3
\Oi />fNH
N o

(e}

\
.A.Ibendazoll . Eprinomectina Bla
(5-(propiltio)-2-benzimidazol- (4""R)-4"-(acetilamino)-5-O-desmetil-
carbamato de metila) 4""-desoxiavermectina A,)

FIGURA 9 — FORMULAS ESTRUTURAIS DOS PADROES INTERNOS ALBENDAZOL E
EPRINOMECTINA (Bla)
FONTE: USP, 2008
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3.1.3 Excipientes, reagentes e solventes

e Excipientes: &cido citrico, amido de milho e talco da Pharma Nostra (Rio de
Janeiro, Brasil); celulose microcristalina, fosfato de calcio dibasico e metionina
da Deg (S&o Paulo, Brasil); lactose e laurilsulfato de sédio da Via Farma (S&o
Paulo, Brasil), diéxido de silicio coloidal da Genix (Anapolis, Brasil); estearato
de magnésio da Valdequimica (S&o Paulo, SP); glicolato sodico de amido da
Embrafarma (S&o Paulo, Brasil); butil-hidroxitolueno da Pharmaspecial
(Santana de Parnaiba, Brasil) e povidona K 25 da Sigma-Aldrich (St. Louis,
EUA).

e Reagentes e solventes: acetato de amoénio, acetato de etila, acido férmico
(88%, v/v), hexano e tolueno da J. T. Baker (New Jersey, EUA), acetona P.A,
acido acético glacial P.A da Vetec (Rio de Janeiro, Brasil), acetonitrila e
metanol grau CLAE (Tédia, Fairfield, USA), cloroférmio, dimetilsulféxido e éter
etilico P.A da Synth (Sdo Paulo, Brasil), etanol 95% e hidroxido de amdnio
(28%, p/p) da FMaia (Sao Paulo, Brasil), formiato de amonio (> 97%) da Acros
Orgénics (New Jersey, USA) e éter metil-t-butilico da Sigma Aldrich (St. Louis,
EUA). Agua ultrapura foi obtida através do sistema Milli-Q (Millipore, Milford,
EUA).

3.1.4 Equipamentos e consumiveis

o Agitador de amostras Mixer Glas-Col (Terre Haute, EUA);

e Balanca analitica Mettler Toledo, modelo Excellence Plus XP 205, com
preciséo de 0,01 mg (Columbus, EUA);

e Banho de ultrassom Branson 2510 (Danbury, EUA);

¢ Centrifuga refrigerada Eppendorf, modelo 5810-R (Hamburg, Alemanha);

e Concentrador de amostras Centrivap, Labconco (Kansas City, EUA);
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e Cromatoégrafo da Agilent, modelo 1200 equipado com bomba binaria G1312B,
degaseificador G1379B (Wilmington, EUA) e injetor automético CTC Waters
2777 Sample Manager (Milford, EUA);

e Espectrometro de massas triplo quadrupolo da Applied Biosystems, modelo
APl 3200 (Toronto, Canada) equipado com bomba de infusdo Havard 22
Apparatus (South Natick, EUA) e interface electrospray (ESI). Os dados foram
processados utilizando o software Analyst, versao 1.4, (ABl/Sciex);

e Gerador de nitrogénio PEAK Scientific Instruments (Chicago, EUA)

e Manifold Waters (Milford, EUA);

o Purificador de 4gua Milli-Q- Millipore, A10 Gradiente (Milford, EUA);

o Vortex, Genie 2 (Bohemia, EUA).

e Cartucho para extracdo em fase solida 1 mL/30 mg Oasis HLB, Waters (Milford,
EUA);

e Cartucho para extracdo em fase solida 1 mL/30 mg Oasis MCX, Waters
(Milford, EUA);

e Coluna XBridge C18(100 x 2,2 mm; 5 ym), Waters (Milford, EUA);

e Coluna a XBridge C1s8 (50 x 2,1 mm; 5 ym), Waters (Milford, EUA);

e Coluna XBridge Cs (50 x 2,1 mm; 5 um), Waters (Milford, EUA);

e Filtro de membrana Millipore Millex PVDF 0,22 e 0,45 um de poro (Billerica,
EUA);

e Papel de filtro quantitativo Quanty, JP 41, faixa preta, 12,5 cm de didmetro e
28 um de poro, J Prolab (S&o José dos Pinhais, Brasil);

e Pré-coluna XBridge Cis (10 x 2,1 mm; 5 ym), Waters (Milford, EUA);

e Pré-coluna XBridge Cs (10 x 2,1 mm; 5 uym), Waters (Milford, EUA);

e Tubo para centrifugacdo tipo Falcon, Techno Plastic Products AG

(Trasadingen, Suica);

3.2 ESTUDO DA SOLUBILIDADE DOS FARMACOS

A solubilidade da ivermectina, febantel, praziquantel e pamoato de pirantel

foi avaliada utlizando solventes de diferentes polaridades, sendo eles acetato de
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etila, acetonitrila, agua, cloroférmio, dimetilsulfoxido, etanol, éter etilico, hexano,
metanol, éter metil-t-butilico e tolueno.

Para condug&o do ensaio 20 mg de cada farmaco foram quantitativamente
transferidos para erlenmeyer de 250 mL, e em seguida aliquotas de cada solvente
foram sucessivamente adicionadas até completa solubilizagdo da substancia. Os
ensaios foram realizados individualmente para cada farmaco, sob agitacdo manual e
solvente a temperatura ambiente. A solubilidade foi expressa de acordo com 0s
termos descritvos da Farmacopéia Brasileira (BRASIL, 2005a), conforme

apresentado na Tabela 11.

TABELA 11 - FAIXA DE SOLUBILIDADE DE UMA SUBSTANCIA EM UM DETERMINADO VOLUME
DE SOLVENTE

Para 20 mg de farmaco

Quantidade de solvente Faixa de solubilidade

20 uL Muito solavel

20 a 200 pL Facilmente solavel

200 a 600 pL Solavel

600 a 2000 uL Ligeiramente solavel

2a20 mL Pouco solavel

20 a 200 mL Muito pouco soluvel

Acima de 200 mL Praticamente insollvel ou insolavel

FONTE: Adaptado de BRASIL, 2005a

A fim de avaliar a possibilidade de utilizar um Unico diluente capaz de
solubilizar todas as substéncias, diferentes proporgdes de acetonitrila com
dimetilsulféxido ou metanol também foram testadas (Tabela 12). Para cada farmaco,
solugdes foram preparadas de modo a obter uma concentragdo de 1 mg.mL™. As
amostras foram submetidas ao banho de ultrassom por 10 min, e em seguida
mantidas em repouso por 2 horas a temperatura ambiente. Cada farmaco foi
avaliado individualmente. Como solugéo diluente foi considerada a mistura de

solventes que promoveu a completa solubilizag&o de todos os farmacos.

TABELA 12 — MISTURA DE SOLVENTES UTILIZADAS PARA O ESTUDO DE SOLUBILIDADE DA
IVERMECTINA, FEBANTEL, PRAZIQUANTEL E PAMOATO DE PIRANTEL

Mistura de solventes Proporgdes (v/v)

2,5:97,5
Dimetilsuféxido: Acetonitrila 5:95
10:90

30:70
Metanol:Acetonitrila 40:60
50:50

NOTA: Concentracdo das solucées 1 mg.mL™
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3.3 DESENVOLVIMENTO E OTIMIZACAO DO METODO CLAE-EM/EM

3.3.1 Preparo da fase movel

Foram preparadas duas solugfes distintas para compor a fase movel:

Solugcdo A: solucdo aquosa de 0,1% de &cido férmico e 3 mmol.L™ de
formiato de amonio.
Solucéo B: acetonitrila/agua (95:5 v/v), contendo 0,1% de é&cido férmico e

3 mmol.L* de formiato de amonio.

Por fim, a fase movel consistiu em uma mistura 10:90 v/v da solucéo A e

solucéo B.

3.3.2 Preparo das solugdes estoque

Para obtencé&o das solugBes estoque, as substancias quimicas de referéncia
foram pesadas em balanca analitica e em seguida, dissolvidas separadamente com
acetonitrila/metanol 50:50 v/v. Todos os analitos foram preparados em uma
concentracdo de 1,0 mg.mL™, exceto a impureza C do febantel e o albendazol, que
foram preparados a 0,2 mg.mL™" em funcdo da solubilidade. As solucdes foram

estocadas ao abrigo da luz através de frascos &mbar e em refrigerador a 4°C.

3.3.3 Preparo das solugdes diluentes

A solugéo diluente utilizada para o preparo das solugcbes de trabalho e

amostras foi a mesma da fase movel (segdo 3.3.1).
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3.3.4 Otimizagao dos parametros do espectrometro de massas

A checagem do sinal dos analitos foi realizada através de andlise por infuséo
direta no espectrometro de massas. Para realizacdo deste experimento solugdes de
trabalho foram preparadas em diferentes concentragfes utilizando como diluente
uma mistura 10:90v/v de &gua e acetonitrila/agua (95:5 v/v), variando a
concentracdo dos aditivos (Tabela 13). Cada solucéo foi infundida (10 pL.min™) na
interface electrospray operando no modo positivo de ionizagdo. A posi¢éo do capilar

foi mantida em 10 mm na vertical e 5 mm na horizontal.

TABELA 13 — DIFERENTES PROPORGOES DE ADITIVOS UTILIZADOS PARA CHECAGEM DE
SINAL DOS ANALITOS

Aditivos Concentragdes

1% e 5 mmol.L™*

Acido acético e acetato de aménio 1
1% e 10 mmol.L

1% e 2 mmol.L™
Acido formico e acetato de aménio 1% e 3 mmol.L™
1% e 5 mmol.L™*

1% e 2 mmol.L*
1% e 3 mmol.L*
1% e 5 mmol.L*
0,1% e 3 mmol.L*

Acido férmico e formiato de aménio

Selecionada a concentragdo de aditivos que promoveu uma adequada
intensidade de sinal dos analitos, a proxima etapa foi a realizagdo do experimento de
Multiple Reaction Monitoring (MRM). Para tanto a concentragdo dos analitos foi
variada a fim de obter uma intensidade de sinal entre 2 x 10° a 1 x 10° cps. Apds a
otimizagdo automética dos parédmetros de declustering potencial (DP), entrance
potencial (EP), collision cell entrance potencial (CEP), collision energy (CE) e cell
exit potencial (CXP), foram obtidos dois ions fragmentos de cada analito.

A proxima etapa de otimizag@o dos parametros do espectrometro de massas
foi a andlise por injecdo em fluxo (FIA). Essa etapa consistiu no acoplamento do
cromatografo ao espectrobmetro de massas para otimizagdo dos seguintes
parametros: curtain gas (CUR), collisionally activated dissociation (CAD), nebulizer
gas (GS1), turbo gas (GS2), ion spray voltage (IS) e temperatura da fonte. As
andlises foram realizadas sem coluna utilizando como fase mével uma mistura

50:50 v/v de solugé@o A e solugdo B (secéo 3.3.1, pag. 73). O fluxo foi mantido em
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200 pyL.min™ e a posicéo do capilar em 3 mm na vertical e 5 mm na horizontal. O
volume de injecé&o foi de 20 pL.

Todos os ensaios foram conduzidos utilizando uma solucdo de trabalho
contendo uma mistura de 25 ng.mL? de pamoato de pirantel, 300 ng.mL™* de
eprinomectina, 600 ng.mL™ de ivermectina e 100 ng.mL™" de febantel, praziquantel,

albendazol, impureza C do febantel e impurezas A, B e C do praziquantel.

3.3.5 Otimizagao da cromatografia

A otimizagdo cromatogréfica foi realizada utilizando trés colunas XBridge:
C18 (100 x 2,1 mm, 5 ym), C18 (50 x 2,1 mm, 5 ym) e C8 (50 x 2,1 mm, 5 ym).
Diferentes propor¢cfes de &gua e acetonitrila/agua (95:5 v/v) foram avaliadas para
compor a fase mével, mantendo como aditivos 0,1% de &cido férmico e 3 mmol.L?
de formiato de aménio. O fluxo foi mantido em 200 yL.min™* e a temperatura em
20°C.

Os ensaios foram conduzidos utilizando uma solugéo de trabalho contendo
uma mistura de 25 ng.mL™" de pamoato de pirantel, 300 ng.mL™ de eprinomectina,
600 ng.mL™ de ivermectina e 100 ng.mL™" de febantel, praziquantel, albendazol,
impureza C do febantel e impurezas A, B e C do praziquantel. A selecdo do sistema
cromatogréfico foi baseada nos resultados de melhor perfil cromatogréafico com base
nos parametros do espectrometro de massas. A velocidade de aquisicdo dos dados

(Dwell time) foi calculada em funcdo do numero de ions monitorados.

3.3.6 Teste de carry over

O ensaio de carry over foi conduzido através da inje¢cdo de uma solugdo de
trabalho contendo os farmacos e padrbes internos, seguida pela injecdo de um
branco. Foram avaliadas duas misturas de solventes para limpeza da seringa do
injetor automatico, sendo eles acetonitrila/metanol (50:50 v/v) e agua/metanol
(50:50 viv).



76

Para realizacdo desse ensaio foi preparada uma solugdo contendo
20 ng.mL™ de albendazol, 30 ng.mL™* de praziquantel, 50 ng.mL™* de eprinomectina,
200 ng.mL™ de ivermectina e 100 ng.mL™" de febantel e pamoato de pirantel,
correspondendo ao ponto mais alto da curva de calibragéo (secdo 3.4.3, pag. 79).
Foi utilizado como diluente a fase movel estabelecida (se¢cdo 3.3.1, pag. 73). O
branco consistiu nesse mesmo diluente, porém sem os farmacos e padrdes internos.
A solucéo de trabalho foi filtrada em filtro de PVDF 0,22 um antes da analise.

O critério de escolha para a solugéo de limpeza foi baseado na capacidade

de reducgéo dos efeitos de carry over entre as amostras.

3.4 VALIDACAO DO METODO CLAE-EM/EM

Apos a otimizagdo do método, este foi por fim validado segundo os critérios
descritos na Resolucédo — RE n° 899, de 29 de marco de 2003, ANVISA, categoria |
que dispde sobre testes quantitativos para a determinacdo do principio ativo em

produtos farmacéuticos ou matérias-primas (BRASIL, 2003a).

3.4.1 Seletividade

O parametro seletividade foi avaliado através do método da comparacéao da
matriz. Para isso cinco diferentes placebos (A, B, C, D e E) foram manipulados com
excipientes comumente utilizados para o preparo de comprimidos. Os placebos

continham as seguintes composigdes:

e Placebo A: acido citrico (1%), estearato de magnésio (2%), laurilsulfato de
sédio (2%), dioxido de silicio coloidal (5%), fosfato de célcio dibasico (5%),
povidona K 25 (5%), talco (5%), amido de milho (30%) e celulose

microcristalina (45%).
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e Placebo B: metionina (0,1%), &cido citrico (1%), estearato de magnésio (2%),
lauril sulfato de sédio (2%), diéxido de silicio coloidal (5%), fosfato de célcio
dibasico (5%), povidona K 25 (5%), talco (5%), amido de milho (30%) e

celulose microcristalina (44,9%).

e Placebo C: diéxido de silicio coloidal (1%), amido de milho (24,75%) e

celulose microcristalina (74,25%).

e Placebo D: dioxido de silicio coloidal (0,8%), lauril sulfato de sodio (2%),
glicolato sodico de amido (8%), celulose microcristalina (22,3%) e lactose
(66,9%).

e Placebo E: butil-hidroxitolueno (0,05%), dioxido de silicio coloidal (1%), lauril
sulfato de sédio (1,5%), talco (10%), celulose microcristalina (30%) e amido
de milho (57,45%).

Cerca de 250 mg de cada placebo foram individualmente pesados e
transferidos para baldes volumétricos de 25 mL. Uma aliquota de 15 mL de
acetonitrila/metanol 50:50 v/v foi adicionada a cada baldo que, em seguida, foram
submetidos a agitacdo mecénica (30 rpm) e sonicagcdo por 10 minutos cada. O
volume foi completado com o mesmo diluente e as amostras foram homogeneizadas
e filtradas em papel de filtro quantitativo. Uma aliquota de 1 mL do filtrado foi
transferida para um baldo volumétrico de 10 mL, sendo o volume completado com a
fase movel estabelecida (se¢éo 3.3.1, pag. 73).

Em uma segunda etapa foi preparada uma solugéo de trabalho contendo a
seguinte mistura: 0,25 ng.mL™ de febantel, albendazol, impureza C do febantel e
impureza A do praziquantel, 0,50 ng.mL™ de praziquantel, pamoato de pirantel e
impureza B de praziquantel, 5,00 ng.mL™" de ivermectina, eprinomectina e impureza
C de praziquantel.

Todas as amostras foram filtradas em filtro de PVDF 0,22 um antes das
andlises por CLAE-EM/EM.

A seletividade foi avaliada comparando os cromatogramas dos placebos

com o da mistura dos padrfes analiticos. Nenhum pico de interferéncia significativa
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deve ser observado no mesmo tempo de retencdo dos analitos de interesse ou dos

padrdes internos.

3.4.2 Limites de detecg¢é&o e quantificagcéo

Os limites de detecgéo (LD) e quantificacdo (LQ) foram estimados a partir da
relag&o sinal/ruido. Para tanto uma solucdo contendo 500 ng.mL™ de cada analito foi
diluida de forma seriada até o menor pico detectavel. As diluicbes foram realizadas
em triplicata usando como diluente a fase movel estabelecida (se¢éo 3.3.1, pag. 73).

O LD foi obtido através da menor concentragdo que resultou em um pico de
trés vezes o ruido da linha de base, e 0 LQ como a menor concentragdo a qual

resultou em um sinal/ruido igual ou maior que dez.

3.4.3 Linearidade e intervalo

As curvas de calibracdo foram realizadas em triplicata em seis niveis de
concentracdo. Para realizagédo desse ensaio, solu¢des de trabalho foram preparadas
e diluidas de modo a obter uma faixa de concentracdo de 20 a 100 ng.mL™ de
febantel e pamoato de pirantel, 6 a 30 ng.mL™ de praziquantel, e 40 a 200 ng.mL™
de ivermectina. N&o foi estabelecida a linearidade das impurezas, visto que o limite
maximo estabelecido é muito proximo do limite de quantificacdo. Portanto as
impurezas foram avaliadas apenas qualitativamente. Todas as solugdes foram
filtradas em filtro de PVDF 0,22 um antes das analises por CLAE-EM/EM. Detalhes

do preparo das curvas de calibragéo sédo demonstrados na Tabela 14.
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TABELA 14 - ESQUEMA DE DILUIGAO PARA O PREPARO DAS SOLUGOES UTILIZADAS NO
ENSAIO DE LINEARIDADE

Volume da Volumeda

Niveis de solucdo de solucao de Volume final® Concentracao final (ng.mL'l)
concentragdo trabalho 1* trabalho 2° (mL)
(mL) (mL) FEB PIR PRA IVE ALB EPR
1 0,20 0,50 10 20 20 6 40 20 50
2 0,40 0,50 10 40 40 12 80 20 50
3 0,50 0.50 10 50 50 15 100 20 50
4 0,60 0,50 10 60 60 18 120 20 50
5 0,80 0,50 10 80 80 24 160 20 50
6 1,00 0,50 10 100 100 30 200 20 50

NOTA: *Solucdo de trabalho 1: 1000 ng.mL™ de febantel (FEB) e pamoato de pirantel (PIR),
300 ng.mL™ de praziquantel (PRA) e 2000 ng.mL" de ivermectina (IVE).
®Solucdo de trabalho 2: 400 ng.mL™ de albendazol (ALB) e 1000 ng.mL™ de eprinomectina (EPR).
“Diluente: fase movel estabelecida (secéo 3.3.1, pag. 73).

As éreas registradas para cada analito e em cada nivel de concentracdo
foram submetidas & andlise de regressdo linear. Como critério de aceitagdo, o
coeficiente de regressao deve ser superior a 0,99 e nenhum desvio maior que 15%
nos valores de precisdo e exatiddo devem ser observados em cada nivel de
concentracdo (de acordo com as recomendacdes determinadas pelo fabricante do
espectrometro de massas). Além disso, para cada analito foi realizada a analise de
variancia (nivel de 95%) a fim de avaliar o ajuste do modelo linear e a validade da
regresséo.

O intervalo de trabalho estabelecido foi de 80 a 120% da concentragéo teste
(15 ng.mL* de praziquantel, 100 ng.mL™* de ivermectina e 50 ng.mL™ de febantel e

pamoato de pirantel).

3.4.4 Precisao

A precisdo do método foi determinada em dois niveis: repetitividade
(preciséo intracorrida) e preciséo intermediaria (precisao intercorrida).

Para determinagdo da precisdo, solugdes de trabalho foram preparadas e
diluidas contemplando um unico nivel de concentragcédo para os padrdes internos e
trés niveis de concentracdo para os farmacos, abrangendo 80, 100 e 120 % da

concentracao teste (Tabela 15).
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O ensaio de repetitividade foi realizado em um mesmo equipamento, em um
curto periodo de tempo por um mesmo analista. A precisdo intermediaria, por sua
vez, foi determinada por um segundo analista, utilizando o mesmo equipamento e
nos mesmos niveis de concentracdo da repetitividade, porém com um intervalo de
dois dias. A disperséo dos resultados foi avaliada através do desvio padrao relativo e
as ferramentas estatisticas Teste F e Teste t foram empregadas para comparacao

das médias obtidas para cada analito em cada ensaio.

TABELA 15 — NiVEIS DE CONCENTRACAO UTILIZADOS PARA O ENSAIO DE PRECISAO

Analitos Niveis de concentracdo (ng.mL™)
1 2 3

Febantel 40 50 60
Pamoato de pirantel 40 50 60
Praziquantel 12 15 18
Ivermectina 80 100 120
Albendazol* 20 20 20
Eprinomectina* 50 50 50

NOTA: *Padrdo interno. As amostras foram preparadas utilizando como diluente a fase movel
estabelecida (se¢do 3.3.1, pag. 73)

3.4.5 Exatidao

A exatidao foi determinada através do método da adi¢éo do padrao.

Para realizagdo do ensaio tedrico solugbes de trabalho dos farmacos e dos
padrdes internos foram preparadas nos mesmos niveis de concentra¢do do ensaio
de precisdo (Tabela 15) e submetidas ao CLAE-EM/EM, nas condi¢cbes pré-
determinadas, para a obtencdo das areas dos picos de cada analito, em cada nivel
de concentragdo. Essas areas foram consideradas como teoricas.

Em uma segunda etapa, dez comprimidos da amostra 2 (se¢do 3.1.1, pag.
68) foram pulverizados e cerca de 172 mg do po6 (equivalente ao valor tedrico de
25 mg de febantel, 24 mg de pamoato de pirantel, 8,33 mg de praziquantel e
0,01 mg de ivermectina) foram exatamente pesados e transferidos para um balédo
volumeétrico de 25 mL. Uma aliquota de 15 mL de acetonitrila/metanol 50:50 v/v foi

adicionada ao baldo que, em seguida, foi submetido a agitagdo mecanica (30 rpm) e
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sonicagéo por 10 minutos cada. O volume foi completado com o mesmo diluente e a
amostra foi homogeneizada e filtrada em papel de filtro quantitativo. O filtrado foi
diluido 1:100000 v/v utilizando como diluente a fase movel estabelecida (secdo
3.3.1, pag. 73). Esse filtrado foi analisado por CLAE-EM/EM e as &reas dos picos
obtidas para cada composto foram registradas. Posteriormente foi preparada uma
nova solucdo com a amostra dos comprimidos, porém fortificada com solu¢des de
trabalho (padrdes) nos mesmos niveis de concentragdo do ensaio tedrico. Os
valores de areas recuperadas foram calculados subtraindo as areas obtidas das
amostras sem fortificagéo, daquelas obtidas das amostras fortificadas.

A exatiddo foi expressa como porcentagem da &rea recuperada de cada
analito comparada com a éarea tedrica. O intervalo de confianca no nivel de 95%

também foi considerado como critério para avaliagdo do parametro de exatidao.

3.4.6 Robustez

A robustez do método foi avaliada considerando alguns parémetros que
poderiam afetar a resposta dos analitos e dos padrdes internos. As amostras foram
preparadas em sextuplicata na concentracdo de 50 ng.mL* de febantel,
eprinomectina e pamoato de pirantel, 15 ng.mL™" de praziquantel, 100 ng.mL™" de
ivermectina e 20 ng.mL™" de albendazol. Utilizou-se como diluente a fase mével
estabelecida (se¢&o 3.3.1, p4g. 73). Os parametros modificados estdo descritos na
Tabela 16.

As ferramentas estatisticas Teste F e Teste t foram utilizadas para avaliar o

comportamento dos dados apds cada modificacdo realizada.

TABELA 16 — PARAMETROS MODIFICADOS PARA AVALIACAO DA ROBUSTEZ DO METODO

Parametro modificado Variacao 1 Nominal Variagao 2
Porcentagem de &cido formico na fase movel (%) 0,09 0,10 0,11
Conc. de formiato de aménio na fase movel (mmol L'l) 2,90 3,00 3,10
Proporcéo de aquoso na fase mavel (%) 9 10 11
Temperatura da coluna ( °C) 18 20 22

Fluxo da fase mével (uL.min™) 198 200 202
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3.4.7 Teste de estabilidade

3.4.7.1 Teste de estabilidade das solu¢bes estoque

Solugéo estoque de cada analito foi preparada de acordo com a secéo 3.3.1.
Metade de cada solugao estoque foi armazenada individualmente sob refrigeracdo a
4 °C e a outra metade em temperatura ambiente (22 a 25 °C). As amostras foram
armazenadas por um periodo de 30 dias.

O ensaio foi conduzido através de uma sextuplicata de injecdes de solugbes
de trabalho contendo uma mistura de 15 ng.mL™" de praziquantel, 20 ng.mL™ de
albendazol, 100 ng.mL'l de ivermectina, 50 ng.mL'l de febantel, eprinomectina,
pamoato de pirantel e impureza C do febantel e 30 ng.mL™ de impurezas A, B e C
do praziquantel. Foi utilizado como diluente a fase mdvel estabelecida (se¢do 3.3.1,
pag. 73). As amostras foram filtradas em filtro de PVDF 0,22 um antes das analises
por CLAE-EM/EM.

A estabilidade foi avaliada através das ferramentas estatisticas Teste F e
Teste t para comparacdo das areas de cada composto obtidas de amostras recém-
preparadas com aquelas obtidas apés um, sete e 30 dias de armazenamento, nas

res pectivas temperaturas.

3.4.7.2 Teste de estabilidade da solugéo de trabalho

As amostras foram preparadas em sextuplicata nas mesmas concentragdes
do ensaio de estabilidade da solugdo estoque (segédo 3.4.7.1). A estabilidade da
solugdo de trabalho foi avaliada através das ferramentas estatisticas Teste F e
Teste t para comparagéo das areas de cada composto obtidas de amostras recém-
preparadas com aquelas obtidas apds um periodo de 24 horas no gerenciador de

amostras (20 °C).
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3.5 DESENVOLVIMENTO DO METODO DE EXTRACAO DA IVERMECTINA

A ivermectina foi extraida separadamente dos demais analitos em virtude de
que nas amostras de comprimidos, essa se encontra em uma concentracado muito
menor que as demais substancias. Portanto uma diluicdo direta seria inviavel para
determinagd@o simultdnea dessa substéncia com os demais farmacos de interesse,
pois sua concentragdo ficaria abaixo de seu limite de detecgdo, ou seja, seria
indetectavel.

De forma a extrair a ivermectina com a maior seletividade possivel, duas
técnicas de extragdo foram consideradas: a liquido-liquido e a em fase solida. A
escolha da técnica foi baseada na capacidade de retengdo da ivermectina e na

precisdo da extracdo, ou seja, na capacidade de reprodutibilidade do método.

3.5.1 Extracgao liquido-liquido

No desenvolvimento da extracdo liquido-liquido da ivermectina foram

avaliados quatro métodos:

Método 1:

Foi preparada uma solugdo contendo 50000 ng.mL* de febantel,
48000 ng.mL™" de pamoato de pirantel, 17000 ng.mL* de praziquantel e 20 ng.mL™*
de ivermectina utilizando como diluente acetonitrila/metanol 50:50 v/v. Cerca de
10 mL dessa solugdo foram quantitativamente transferidos para um tubo Falcon
(50 mL) contendo 10 mL de hexano. A amostra foi agitada em vortex por 1 minuto e
em seguida centrifugada (4000 rpm) por 15 minutos. O sobrenadante foi transferido
para outro tubo Falcon e evaporado em concentrador de amostras (40 °C) por 120
minutos. O residuo seco foi redissolvido (1 mL) e submetido a diferentes diluicbes de
modo que o sinal dos analitos de maior concentragdo nao ultrapassassem a
intensidade de 2 x 10° cps (limite maximo de detecgéo recomendado pelo fabricante
do espectrometro de massas). A dissolugdo do residuo e as diluicbes foram

realizadas utilizando a fase movel estabelecida (secéo 3.3.1, pag 73).
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Método 2:

Foi preparada uma solugdo contendo 50000 ng.mL™* de febantel,
48000 ng.mL™" de pamoato de pirantel, 17000 ng.mL™" de praziquantel e 20 ng.mL™*
de ivermectina utilizando como diluente acido formico (88%, v/v)/metanol 10:90 v/v.
Cerca de 10 mL dessa solugédo foram quantitativamente transferidos para um tubo
Falcon (50 mL) contendo 10 mL de hexano. A amostra foi agitada em vortex por 1
minuto e em seguida centrifugada (4000 rpm) por 15 minutos. O sobrenadante foi
transferido para outro tubo Falcon e evaporado em concentrador de amostras
(40 °C) por 120 minutos. O residuo foi redissolvido (1 mL) e submetido a diferentes
diluicbes de modo que o sinal dos analitos de maior concentragcdo né&o
ultrapassassem a intensidade de 2 x 10° cps (limite maximo de detecgédo
recomendado pelo fabricante do espectrémetro de massas). A dissolugéo do residuo
e as diluicdes foram realizadas utilizando a fase movel estabelecida (se¢édo 3.3.1,

pag 73).

Método 3:

Foi preparada uma solugdo contendo 50000 ng.mL™* de febantel,
48000 ng.mL™" de pamoato de pirantel, 17000 ng.mL™" de praziquantel e 20 ng.mL™*
de ivermectina utilizando como diluente acido férmico (88%, v/v)/agua 10:90 v/v.
Cerca de 10 mL dessa solugédo foram quantitativamente transferidos para um tubo
Falcon (50 mL) contendo 10 mL de hexano. A amostra foi agitada em vortex por 1
minuto e em seguida centrifugada (4000 rpm) por 15 minutos. O sobrenadante foi
transferido para outro tubo Falcon e evaporado em concentrador de amostras
(40 °C) por 120 minutos. O residuo foi redissolvido (1 mL) e submetido a diferentes
diluicbes de modo que o sinal dos analitos de maior concentracdo né&o
ultrapassassem a intensidade de 2 x 10° cps (limite maximo de detecgéo
recomendado pelo fabricante do espectrémetro de massas). A dissolugéo do residuo
e as diluicdes foram realizadas utilizando a fase mével estabelecida (secdo 3.3.1,

pag 73).
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Método 4:

Foi preparada uma solugdo contendo 50000 ng.mL™* de febantel,
48000 ng.mL™" de pamoato de pirantel, 17000 ng.mL™" de praziquantel e 20 ng.mL™*
de ivermectina utilizando como diluente acido férmico (88%, v/v)/dgua 10:90 v/v.
Cerca de 10 mL dessa solugéo foram quantitativamente transferidos para um tubo
Falcon (50 mL) contendo 10 mL de éter etilico. A amostra foi agitada em vortex por 1
minuto e em seguida centrifugada (4000 rpm) por 15 minutos. O sobrenadante foi
transferido para outro tubo Falcon e evaporado em concentrador de amostras
(40 °C) por 120 minutos. O residuo foi redissolvido (1 mL) e submetido a diferentes
diluicbes de modo que o sinal dos analitos de maior concentracdo né&o
ultrapassassem a intensidade de 2 x 10° cps (limite maximo de detecgédo
recomendado pelo fabricante do espectrémetro de massas). A dissolug&o do residuo
e as diluicdes foram realizadas utilizando a fase movel estabelecida (se¢édo 3.3.1,

pag 73).

3.5.2 Extracdo em fase solida

Para o desenvolvimento e otimizacdo da extracdo em fase solida dois
cartuchos com diferentes sorbentes foram testados (Oasis MCX e Oasis HLB). Os

métodos avaliados foram:

Método 1:

Uma solugéo contendo 600 ng.mL™ de ivermectina, 25 ng.mL™" de pamoato
de pirantel e 100 ng.mL™ de febantel e praziquantel foi preparada utilizando como
diluente acido férmico (88%, v/v)/metanol 5:95 v/v. Com o auxilio de vacuo, 1 mL da
amostra foi eluida (1 mL.min™") em cartucho Oasis MCX previamente acondicionado
com 1 mL de 4cido acético glacial/acetonitrila 5:95 v/iv. O sorbente foi lavado
sucessivamente com 1 mL de acetona, 1 mL de metanol, 1 mL de acetonitrila e 1 mL
de hidréxido de aménio (28%, p/p)/acetonitrila 5:95 v/v. Os eluatos foram recolhidos
separadamente e evaporados em concentrador de amostra (40°C). Cada residuo

seco foi redissolvido com 1 mL da fase mdével estabelecida (se¢do 3.3.1, pag. 73). As
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solucdes redissolvidas foram analisadas por CLAE-EM/EM. O ensaio foi realizado

em triplicata.

Método 2:

Uma solug&o contendo 600 ng.mL™ de ivermectina, 25 ng.mL™" de pamoato
de pirantel e 100 ng.mL™ de febantel e praziquantel foi preparada utilizando como
diluente acetonitrila/agua 25:75 v/v. Com o auxilio de vacuo, 1 mL da amostra foi
eluida (1 mL.min™") em cartucho Oasis HLB previamente acondicionado com 1 mL de
hexano, 1 mL de acetona, 1 mL de acetonitrila, 1 mL de agua ultra pura e 1 mL de
acetonitrila/agua 25:75 v/iv. Em seguida o sorbente foi lavado sucessivamente com 1
mL de &gua ultra pura, 1 mL de acetonitrila/agua 25:75 v/v, 1 mL de acetonitrila/agua
35:65 viv, 1 mL de acetonitrila/agua 40:60 v/v e 1 mL de acetonitrila. Cada eluato
recolhido foi diretamente analisado por CLAE-EM/EM. Esse ensaio foi realizado em

triplicata.

Método 3:

Uma solucdo contendo 50000 ng.mL* de febantel, 48000 ng.mL™* de
pamoato de pirantel, 17000 ng.mL™" de praziquantel e 20 ng.mL™* de ivermectina foi
preparada utilizando como diluente acetonitrila/agua 25:75 v/v. Com o auxilio de
vacuo, 1 mL da amostra foi eluida (1 mL.min™") em cartucho Oasis HLB previamente
acondicionado com 1 mL de hexano, 1 mL de acetona, 1 mL de acetonitrila, 1 mL de
adgua ultra pura e 1 mL de acetonitrila/dgua 25:75 v/v. Em seguida o sorbente foi
lavado 20 vezes com 1 mL de acetonitrila/agua 25:75 v/iv e uma vez com 1 mL de
acetonitrila pura. A aliquota de acetonitrila foi recolhida, evaporada em concentrador
de amostra (40°C) e o residuo seco redissolvido com 200 pL da fase movel
estabelecida (secdo 3.3.1, pag. 73). A solucéo redissolvida foi analisada por CLAE-

EM/EM. O ensaio foi realizado em triplicata.

Método 4:
O preparo da amostra do método 4 foi similar ao proposto no método 3,
porém utilizando acetonitrila/agua 35:65 v/v como solugéo diluente e de lavagem. As

demais condi¢des ndo foram modificadas.
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Método 5:
O preparo da amostra do método 5 foi similar ao proposto no método 3,
porém utilizando &cido férmico (88%, v/v)/acetonitrila/agua 10:25:65 v/v/iv. como

solugdo diluente e de lavagem. As demais condi¢cdes nédo foram modificadas.

Método 6:

O preparo da amostra do método 6 também foi similar ao proposto no
método 3, porém utilizando como solucdo diluente e de lavagem &cido
formico (88%, v/v)/acetonitrila/agua 10:35:55 v/v/iv. As demais condi¢bes ndo foram

modificadas.

3.6 PREPARO DAS AMOSTRAS COMERCIAIS DE ANTIPARASITARIOS PARA
DETERMINACAO VIA CLAE-EM/EM

O meétodo validado foi aplicado para amostras comerciais de comprimidos
contendo a associacdo de ivermectina, febantel, praziquantel e pamoato de pirantel,
bem como para uma amostra contendo somente ivermectina. O preparo de cada

amostra é descrito separadamente para facilitar a compreensé&o do leitor.

3.6.1 Preparo dos comprimidos contendo associagfes dos antiparasitarios

3.6.1.1 Preparo dos comprimidos para determinagédo do febantel, praziquantel e
pamoato de pirantel

Para determinacdo do febantel, praziquantel e pamoato de pirantel, vinte
comprimidos de cada amostra (se¢do 3.1.1, p4g. 68) foram pulverizados e uma
quantidade do pé (equivalente ao valor tedrico de 25 mg de febantel, 24 mg de
pamoato de pirantel, 8,33 mg de praziquantel e 0,01 mg de ivermectina) foi
exatamente pesada e transferida para um baldo volumétrico de 50 mL. Na

sequéncia foi acrescentado 10 mg de albendazol e 0,005 mg de eprinomectina
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(padrbes internos). Uma aliquota de 30 mL de acetonitrila/metanol 50:50 v/v foi
adicionada ao baldo que, em seguida, foi submetido a agitagdo mecanica (30 rpm) e
sonicagéo por 10 minutos cada. O volume foi completado com o mesmo diluente e a
amostra foi homogeneizada e filtrada em papel de filtro quantitativo. O filtrado foi
diluido 1:10000 v/v utilizando como diluente a fase movel (se¢éo 3.3.1, pag. 73). As
amostras foram filtradas em filtro de PVDF 0,22 uym antes das analises por CLAE-

EM/EM. O preparo da amostra foi conduzido ao abrigo da luz.

3.6.1.2 Preparo dos comprimidos para determinacao da ivermectina

Para determinacdo da ivermectina, vinte comprimidos de cada amostra
(secao 3.1.1, pag. 68) foram pulverizados e uma quantidade do pé (equivalente ao
valor tedrico de 25 mg de febantel, 24 mg de pamoato de pirantel, 8,33 mg de
praziquantel e 0,01 mg de ivermectina) foi exatamente pesada e transferida para um
bal&o volumétrico de 50 mL. Na sequéncia foi acrescentado 10 mg de albendazol e
0,005 mg de eprinomectina (padrbes internos). Uma aliquota de 30 mL de
acetonitrila/metanol 50:50 v/v foi adicionada ao baldo que, em seguida, foi submetido
a agitacdo mecanica (30 rpm) e sonicagao por 10 minutos cada. O volume foi
completado com o mesmo diluente e a amostra foi homogeneizada e filtrada em
papel de filtro quantitativo. O filtrado foi diluido 1:10 v/v utilizando como diluente
acetonitrila/agua 35:65 v/v. Uma aliquota de 1 mL dessa solucéo foi transferida para
um cartucho Oasis HLB previamente acondicionado com 1 mL de hexano, 1 mL de
acetona, 1 mL de acetonitrila, 1 mL de &gua ultra pura e 1 mL de acetonitrila/agua
35:65 v/v. O sorbente foi sucessivamente lavado com 1 mL de acetonitrila/agua
35:65 v/v (20 vezes) e uma Unica vez com 1 mL de acetonitrila pura. A aliquota de
acetonitrila foi recolhida e evaporada (concentrador de amostra, 40°C). O residuo
seco foi redissolvido com 200 pL da fase mével (secdo 3.3.1, pag. 73) e amostra foi
analisada por CLAE-EM/EM.
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3.6.2 Preparo da amostra de uso humano contendo ivermectina

3.6.2.1 Preparo por diluicao direta

Para determinagdo da ivermectina, vinte comprimidos da amostra 1
(secéo 3.1.1, pag. 68) foram pulverizados e uma quantidade do p6 (equivalente ao
valor tedrico de 5 mg de ivermectina) foi exatamente pesada e transferida para um
baldo volumétrico de 25 mL. Na sequéncia foi acrescentado 2,5 mg de
eprinomectina (padrdo interno). Uma aliquota de 15 mL de acetonitrila/metanol
50:50 v/v foi adicionada ao baldo que, em seguida, foi submetido a agitagéao
mecanica (30 rpm) e sonicagdo por 10 minutos cada. O volume foi completado com
o mesmo diluente e a amostra foi homogeneizada e filtrada em papel de filtro
quantitativo. O filtrado foi diluido 1:2000 v/v utilizando como diluente a fase mével
(secéo 3.3.1, pag. 73). As amostras foram filtradas em filtro de PVDF 0,22 ym antes
das andlises por CLAE-EM/EM.

3.6.2.2 Preparo por extragdo em fase sélida

Para determinagdo da ivermectina, vinte comprimidos da amostra 1
(secéo 3.1.1, pag. 68) foram pulverizados e uma quantidade do p6 (equivalente ao
valor tedrico de 5 mg de ivermectina) foi exatamente pesada e transferida para um
baldo volumétrico de 25 mL. Na sequéncia foi acrescentado 2,5 mg de
eprinomectina (padrdo interno). Uma aliquota de 15 mL de acetonitrila/metanol
50:50 v/v foi adicionada ao baldo que, em seguida, foi submetido a agitagéo
mecanica (30 rpm) e sonicagdo por 10 minutos cada. O volume foi completado com
o mesmo diluente e a amostra foi homogeneizada e filtrada em papel de filtro
quantitativo. O filtrado foi diluido 1:10000 v/v utlizando como diluente
acetonitrila/agua 35:65 v/v. Uma aliquota de 1 mL dessa solucao foi transferida para
um cartucho Oasis HLB previamente acondicionado com 1 mL de hexano, 1 mL de

acetona, 1 mL de acetonitrila, 1 mL de &gua ultra pura e 1 mL de acetonitrila/agua
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35:65 v/v. O sorbente foi sucessivamente lavado com 1 mL de acetonitrila/agua
35:65 v/v (20 vezes) e uma Unica vez com 1 mL de acetonitrila pura. A aliquota de
acetonitrila foi recolhida e evaporada (concentrador de amostra, 40°C). O residuo
seco foi redissolvido com 200 pL da fase mével (secdo 3.3.1, pag. 73) e amostra foi
analisada por CLAE-EM/EM.

3.7 PARAMETROS DO METODO CLAE-EM/EM PARA DETERMINACAO DOS
ANTIPARASITARIOS

Os parametros cromatograficos definidos para o método foram:

e Pré-coluna cromatogréafica XBridge C8 (10 x 2,1; 5 um) e coluna cromatografica
XBridge C8 (50 x 2,1; 5 um);

e Fase moével: mistura 10:90 v/v de agua e acetonitrila/agua (95:5 v/v), ambos
contendo 0,10% de &cido férmico e 3 mmolL? de formiato de aménio
(secéo 3.3.1, pag. 73). Modo de eluicdo isocrético.

e Fluxo: 200 pL min™*

e Volume de injegéo: 20 pL

e Temperatura da coluna: 20 °C

e Solugcdo para limpeza da seringa do injetor automatico: acetonitrila/metanol
(50:50 viv)

Os parametros definidos para a fonte de ionizagdo do espectrometro de
massas estdo descritos nos Quadro 2 enquanto que os parametros individuais de

cada analito no Quadro 3:

Parametros da fonte Modo de ionizacédo positivo
Gas de interface (CUR) 10 psi
Dissociagédo induzida por colisdo (CAD) 4 psi
Voltagem do capilar (IS) 5000 V
Gas de nebulizacédo (GS1) 45 psi
Gas secante (GS2) 40 psi
Temperatura da fonte 450 °C

QUADRO 2 - PARAMETROS DA FONTE DE IONIZACAO DO ESPECTROMETRO DE MASSAS
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 ESTUDO DA SOLUBILIDADE DOS FARMACOS

O estudo da solubilidade dos farmacos ivermectina, febantel, praziquantel e
pamoato de pirantel foi um importante critério avaliado tanto para a otimizacéo da
etapa de preparo das amostras quanto para o desenvolvimento do método de
andlise, visto que as substancias de interesse deste trabalho possuem
caracteristicas fisico-quimicas diferentes.

A solubilidade dos farmacos foi classificada de acordo com os termos
adotados pela Farmacopéia Brasileira (BRASIL, 2005a). Os resultados obtidos séo

apresentados na Tabela 17:

TABELA 17 — SOLUBILIDADE DOS FARMACOS EM DIFERENTES SOLVENTES

Farmacos
Solventes
. . Pamoato de
Ivermectina Febantel Praziquantel :
pirantel
. , Ligeiramente , Muito pouco
Acetato de etila Soluvel P Soluvel ;
soltvel soltvel
. , Ligeiramente , Muito pouco
Acetonitrila Soluvel geira Soluvel p
soltvel soltvel
Agua Insolavel Insoltvel Insolavel Insoltvel
o Ligeiramente Ligeiramente Facilmente ,
Cloroférmio p p , Insoltvel
soltvel soltvel soltvel
, , Facilmente Muito pouco
Etanol Soluvel Pouco soltvel , p
soluvel soltvel
Eter etilico Pouco sollvel Pouco soltvel Pouco soltvel Insoltvel
Muito pouco , , ,
Hexano ; Insoltvel InsolGvel Insoltvel
soltvel
, Ligeiramente , Muito pouco
Metanol Soluvel 9 P Soluvel ,p
soltvel soltvel
Eter metil-t- Ligeiramente Ligeiramente , ,
o p p Soluvel Insoltvel
butilico soltvel soltvel
Tolueno Soluvel Insoltvel Soluvel Insoltvel

Como observado,

os farmacos apresentaram boa solubilidade em

acetonitrila ou metanol, exceto o pamoato de pirantel que apresentou baixa
solubilidade em todos os solventes testados. Entretanto, a Farmacopéia Européia

(EUROPEAN, 2007) descreve que o pamoato de pirantel apresenta boa solubilidade
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em dimetilsulféxido (DMSO) e, em virtude disso, misturas de acetonitrila com DMSO
foram utilizadas para avaliar a solubilidade. Foram consideradas ainda misturas de
acetonitrila com metanol.

Dentre as diferentes misturas avaliadas, a 10:90 v/v de DMSO e acetonitrila
e a 40:60 e 50:50 v/v de metanol e acetonitrila foram as que promoveram completa
solubilizagédo de todos os farmacos (Tabela 18). Considerando que a acetonitrila e
metanol sdo solventes comuns e de facil obtengéo, optou-se pela mistura 50:50 v/v

de metanol e acetonitrila como diluente.

TABELA 18 — SOLUBILIDADE DOS FARMACOS EM DIFERENTES MISTURAS DE ACETONITRILA
COM DIMETILSULFOXIDO OU METANOL

Farmacos

Mistura de solventes

Ivermectina Febantel  Praziquantel Pag:)a{jrl]tt%lde
DMSO:acetonitrila (2,5:97,5 viv) Soluvel Soluvel Soluvel Insoltvel
DMSO:acetonitrila (5:95 v/iv) Soluvel Soluvel Soluvel Insolavel
DMSO:acetonitrila (10:90 v/v) Soluvel Soluvel Soluvel Soluvel
Metanol:acetonitrila (30:70 v/v) Soluvel Soluvel Soluvel Insolavel
Metanol:acetonitrila (40:60 v/v) Soluvel Soluvel Soluvel Soluvel
Metanol:acetonitrila (50:50 v/v) Soluavel Soluvel Soluvel Soluavel

4.2 DESENVOLVIMENTO E OTIMIZACAO DO METODO CLAE-EM/EM

4.2.1 Otimizag&o dos parametros do espectrometro de massas

4.2.1.1 Otimizac¢ao da ionizagdo dos analitos

Para o desenvolvimento do método a fonte de ionizagdo electrospray (ESI)
foi selecionada, tendo em vista a sua robustez e sensibilidade. Solu¢des de trabalho
foram preparadas com diferentes aditivos (acido acético, acido férmico, acetato de

amonio e formiato de amoénio) e infundidas separadamente no espectrometro de
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massas. Foram avaliados o0 modo de ionizagédo, a intensidade e a estabilidade do
sinal através do modo Multiple fons (MI).

Para todos os analitos foram observadas moléculas ionizadas na forma
protonada [M+H]*, exceto a ivermectina que apresentou em maior abundéancia a
forma de aduto de amdnio [M+NH,]*. Além disso, foi verificado que diferentes
concentracdes de aditivos proporcionavam diferentes respostas de sinal.

Uma boa intensidade de sinal foi observada para todos os analitos ao utilizar
como aditivo a combinacdo de acido acético com acetato de aménio. No entanto
uma coloracdo esverdeada foi observada na seringa durante a infusdo no
espectrometro de massas, e em virtude disso foram consideradas somente as
combinagdes de acido formico com acetato ou formiato de amdnio para a otimizacao
da ionizagao.

Dentre todas as combinacdes testadas, a com 3 mmol.L™ de formiato de
aménio e 1% de &cido férmico foi a que promoveu uma boa intensidade de sinal

para a maioria dos analitos quando comparado com as demais (Grafico 1).

Otimizacéao da ionizagao
600000

500000

400000

300000

Intensidade (cps)

200000

100000

A B c D E F G H | J
Analitos

® Formiato de Aménio 2 mmol.L"+ 1% de acido férmico W Acetato de Aménio 2 mmol.L'+ 1% de acido férmico
Formiato de Aménio 3 mmol.L"+ 1% de acido formico  ® Acetato de Aménio 3 mmol.L"+ 1% de acido formico
= Formiato de Aménio 5 mmol 1"+ 1% de acido férmico = Acetato de Aménio 5 mmol L'+ 1% de acido férmico

GRAFICO 1 — INTENSIDADE DE SINAL DOS ANALITOS UTILIZANDO DIFERENTES
COMBINACOES DE ADITIVOS

NOTA: A - 100 ng.mL™ de febantel; B - 25 ng.mL™" de pamoato de pirantel; C — 100 ng.mL" de

praziquantel; D - 100 ng.mL™" de ivermectina; E - 100 ng.mL" de impureza C do febantel; F -

100 ng.mL™ de impureza A do praziquantel; G - 100 ng.mL™" de impureza B do praziquantel; H -

100 ng.mL™ de impureza C do praziquantel; | - 100 ng.mL™ de albendazol e J - 300 ng.mL™" de

eprinomectina.
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Apesar do bom resultado obtido com a combinacdo de 3 mmol.L™" de
formiato de amonio e 1% de &cido formico, hé relatos na literatura de que solucées
muito &cidas podem favorecer a hidrélise da ivermectina (KROGH et al., 2008).
Nesse contexto, foi avaliado o impacto da redugdo de &cido formico na ionizacao
dos analitos.

Como resultado a adicdo de 0,1% de &cido formico melhorou
consideravelmente a intensidade de sinal dos analitos, exceto o pamoato de pirantel
que reduziu aproximadamente 30% da sua intensidade de sinal (Grafico 2).
Considerando que o pamoato de pirantel apresenta uma excelente ionizacdo, essa
perda de sinal ndo foi relevante para sua determinacéo. Portanto, a combinagéo de
3 mmol.L™* de formiato de aménio e 0,1% de &cido férmico foi escolhida para compor
o diluente e fase mével. O espectro de varredura dos compostos € apresentado nas

Figuras 10 e 11.

Otimizacdo dos analitos
1000000

800000

600000

400000

Intensidade (cps)

200000

A B C D E F G H | J
Analitos

Formiato de Aménio 3 mmol L'+ 1% de acido férmico
Formiato de Aménio 3 mmal [+ 0,10% de acido formico

GRAFICO 2 — COMPARACAO DA INTENSIDADE DE SINAL DOS ANALITOS UTILIZANDO
3 mmol.L" DE FORMIATO DE AMONIO COMBINADO COM 1% E 0,1% DE ACIDO
FORMICO
NOTA: A - 100 ng.mL" de febantel; B - 25 ng.mL™ de pamoato de pirantel; C - 100 ng.mL™ de
praziquante; D - 100 ng.mL™ de ivermectina; E - 100 ng.mL™* de impureza C do febantel; F -
100 ng.mL™ de impureza A do praziquantel; G - 100 ng.mL™" de impureza B do praziquantel; H -
100 ng.mL™ de impureza C do praziquantel; | - 100 ng.mL™ de albendazol e J - 300 ng.mL™" de
eprinomectina.
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FIGURA 10 — ESPECTRO DE VARREDURA (200 A 500 m/z) DA MISTURA DE ANALITOS

NOTA: [M+H]": 207,1 — Pirantel; [M+H]": 266,1 — Albendazol; [M+H]": 300,1 — Impureza C do
Febantel; [M+H]": 307,2 — Impureza A do Praziquantel; [M+H]": 311,2 — Impureza B do Praziquantel;
[M+H]": 313,3 — Praziquantel; [M+H]": 343,2 — Impureza C do Praziquantel e [M+H]": 447,0 —
Febantel. A impureza A do pirantel ndo foi incluida na mistura, visto que apresenta mesma m/z que o

pirantel.
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Apenas como observagcdo, o metanol ndo foi testado na composi¢cdo do
diluente/fase movel devido ao fato de conter tragos de sddio, o que contribuiria para
a formac&o de adutos de sodio [M+Na]" para a ivermectina. Segundo Durden (2007),
os adutos de sédio sdo mais estaveis quando comparados aos adutos de amdnio,
porém necessitam de altas energias de coliséo para fragmentarem, gerando poucos
ions fragmentos. Além disso, tende a formar curvas de calibragdo ndo muito lineares

e pouco reprodutiveis, o que é indesejavel em um método de quantificagao.

4.2.1.2 Andlise por Multiple Reaction Monitoring (MRM)

Uma vez otimizada a ionizagdo dos analitos a proxima etapa foi a realizagdo
do experimento de MRM. A concentragdo dos analitos que promoveu uma
intensidade de sinal adequada para realizacéo desse experimento foi de 25 ng.mL™*
de pamoato de pirantel, 300 ng.mL™ de eprinomectina, 600 ng.mL™ de ivermectina e
100 ng.mL™* de febantel, praziquantel, albendazol, impureza C do febantel e
impurezas A, B e C do praziquantel. Nessas concentracdes 0s parametros
individuais de cada analito foram otimizados (DP, EP, CEP, CE e CXP) sendo
obtidos ao término do experimento dois ions fragmentos mais intensos de cada
analito (Quadro 4). O ion de maior intensidade foi utilizado para quantificacdo e o
segundo maior em intensidade para qualificacéo, exceto para as impurezas A e C do
praziquantel, as quais apresentam fragmentos idénticos (55,2 e 83,2 m/z) e, portanto
se fez necessaria a escolha de ions distintos e de menor intensidade. Além disso, o
ensaio demonstrou que todos os ions fragmentos do pirantel e de sua impureza A
sdo idénticos, pois se trata de isébmeros cis e trans, o que dificulta a andlise
simultanea desses dois analitos. Em funcgéo disso, optou-se por excluir a impureza A
desse trabalho priorizando somente a determinacdo do pirantel. Como
representacdo ilustrativa, somente o espectro com os ions fragmentos da

ivermectina € apresentado (Figura 12).
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FIGURA 12 — IONS FRAGMENTOS DA IVERMECTINA ([M+NH,]” m/z 892,3) OBTIDOS ATRAVES
DE MRM

NOTA: O fragmento 1 (m/z 307,2) é formado pela perda de dois monossacarideos, com subsequente

rearranjo de McLafferty e clivagem alilica. O fragmento 2 (m/z 145,1) se refere a uma unidade de

monossacarideo (GIANELLI et al., 2000; BEASLEY et al., 2006).

4.2.1.3 Andlise por injecdo em fluxo (FIA)

Concluido o experimento de MRM os parametros da fonte de ionizag&o
foram otimizados através da analise por injecdo em fluxo (FIA). Essa etapa consistiu
no acoplamento do cromatdgrafo ao espectrdmetro de massas, sem a necessidade
do uso de coluna cromatografica. Foram otimizados os parametros CUR, CAD, GS1,
GS2, IS e temperatura da fonte. Os valores otimizados destes parametros séo

descritos no Quadro 5.



100

Parametros da fonte Modo de ionizacédo positivo
Gas de interface (CUR) 10 psi
Gas de colisdo (CAD) 4 psi
Voltagem do capilar (IS) 5000 V
Gas de nebulizacédo (GS1) 45 psi
Gas secante (GS2) 40 psi
Temperatura da fonte (°C) 450 °C

QUADRO 5 - PARAMETROS DA FONTE DE IONIZACAO OTIMIZADOS ATRAVES DE ANALISES
POR INJECAO EM FLUXO.

4.2.2 Otimizag&o da cromatografia

Os parametros cromatogréficos iniciais utilizados para desenvolver o método
foram baseados nos dados da revisdo bibliografica, ou seja, nos pontos em comum
entre 0s métodos existentes para quantificagdo da ivermectina, febantel,
praziquantel e pamoato de pirantel.

Dessa forma foi utilizado uma coluna XBridge C18 (100 x 2,1 mm, 5 uym),
mantida a temperatura de 20°C. A fase movel consistiu em uma mistura 50:50 v/v de
dgua e acetonitrila/agua (95:5 v/v), ambos contendo 0,1% de &cido férmico e
3 mmol.L™* de formiato de amdnio. O modo de eluicdo foi isocratico e o fluxo foi
mantido em 200 pL.min"". Conforme demonstrado na Figura 13, nessas condicdes
tanto a ivermectina quanto o padrdo interno eprinomectina ndo eluiram em até 20
minutos de corrida.

Na tentativa de reduzir a retencdo desses analitos, a proporgéo de solvente
organico na fase movel foi aumentada de 50 para 90%. Com essa modificacdo os
tempos de retengdo da eprinomectina e da ivermectina reduziram consideravelmente
(Tr: 3,1 e 6,3 min, respectivamente), mas nao o suficiente para aproximar a

ivermectina dos demais analitos (Figura 14).
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FIGURA 13 - CROMATOGRAMA DOS FARMACOS, IMPUREZAS E PADROES INTERNOS OBTIDO
ATRAVES DO USO DA COLUNA XBRIDGE C18 (100 x 2,1 mm, 5 um) E FASE
MOVEL 50:50 v/v DE AGUA E ACETONITRILA/AGUA (95:5 viv), AMBOS CONTENDO
0,1% DE ACIDO FORMICO E 3 mmol.L™ DE FORMIATO DE AMONIO, ELUIDA NO

MODO ISOCRATICO.

NOTA: ALB: albendazol; FEB: febantel; ICF:; impureza C febantel; IAP: impureza A praziquantel; IBP:
impureza B praziquantel; ICP: impureza C praziquantel; PIR: pirantel; PRA: praziquantel; Temperatura

de forno: 20°C; Volume de injeco: 20 pl.
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FIGURA 14 - CROMATOGRAMA DOS FARMACOS, IMPUREZAS E PADROES INTERNOS OBTIDO
ATRAVES DO USO DA COLUNA XBRIDGE C18 (100 x 2,1 mm, 5 um) E FASE
MOVEL 10:90 v/v DE AGUA E ACETONITRILA/AGUA (95:5 viv), AMBOS CONTENDO
0,1% DE ACIDO FORMICO E 3 mmol.L™ DE FORMIATO DE AMONIO, ELUIDA NO

MODO ISOCRATICO.

NOTA: ALB: albendazol; EPR: eprinomectina; FEB: febantel; ICF: impureza C febantel; IAP: impureza
A praziquantel; IBP: impureza B praziquantel; ICP: impureza C praziquantel; IVE: ivermectina; PIR:
pirantel; PRA: praziquantel; Temperatura de forno: 20 °C; Volume de injec&o: 20 pl.



102

Na tentativa de aproximar a ivermectina dos demais analitos e assim reduzir
o tempo de analise, uma coluna de menor comprimento (XBridge C18 50 x 2,1 mm,
5 um) foi utilizada, mantendo a fase mével na propor¢éo 10:90 v/iv. No entanto, como

ilustrado na Figura 15, n&o ocorreu reducao significativa no tempo de retencédo da

Iivermectina.
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FIGURA 15 - CROMATOGRAMA DOS FARMACOS, IMPUREZAS E PADROES INTERNOS OBTIDO
ATRAVES DO USO DA COLUNA XBRIDGE C18 (50 x 2,1 mm, 5 um) E FASE MOVEL
10:90 viv DE AGUA E ACETONITRILA/AGUA (95:5 viv), AMBOS CONTENDO 0,1%
DE ACIDO FORMICO E 3 mmol.L™ DE FORMIATO DE AMONIO, ELUIDA NO MODO
ISOCRATICO.

NOTA: ALB: albendazol; EPR: eprinomectina; FEB: febantel; ICF: impureza C febantel; IAP: impureza

A praziquantel; IBP: impureza B praziquantel; ICP: impureza C praziquantel; IVE: ivermectina; PIR:

pirantel; PRA: praziquantel; Temperatura de forno: 20 °C; Volume de injec&o: 20 pl.

Visando reduzir o tempo de retencdo da ivermectina optou-se por usar uma
coluna com fase estacionaria de média polaridade, a C8. Para fins comparativos,
uma analise foi realizada nas mesmas condi¢des iniciais da coluna C18 (50:50 v/v)
e, nhovamente, a ivermectina ndo eluiu em até 20 minutos de corrida, conforme
demonstrado na Figura 16. Uma andlise em gradiente foi entdo realizada, iniciando a
corrida com 30% de orgéanico. Entretanto, o aumento de &gua no inicio da corrida
cromatografica promoveu um alargamento dos picos do pirantel, albendazol e
impureza A do praziquantel. Além disso, o perfil do pico cromatografico do pirantel

ficou comprometido (Figura 17).



103

e ICF

et Tr: 2,0 min
2 A
et
o/
Izl #

FEB
Tr: 4,0 min

PRA
Tr: 2,1 min
e

IBP
Tr: 3,5 min
k)

ICP

EPR
- Tr:5,2min
-
p

Tr: 11,3 min
=7

Tempo (min)

FIGURA 16 - CROMATOGRAMA DOS FARMACOS, IMPUREZAS E PADROES INTERNOS OBTIDO
ATRAVES DO USO DA COLUNA XBRIDGE C8 (50 x 2,1 mm, 5 um) E FASE MOVEL
50:50 viv DE AGUA E ACETONITRILA/AGUA (95:5 viv), AMBOS CONTENDO 0,1%
DE ACIDO FORMICO E 3 mmol.L™ DE FORMIATO DE AMONIO, ELUIDA NO MODO
ISOCRATICO.

NOTA: ALB: albendazol; EPR: eprinomectina; FEB: febantel; ICF: impureza C febantel; IAP: impureza

A praziquantel; IBP: impureza B praziquantel; ICP: impureza C praziquantel; PIR: pirantel; PRA:

praziquantel; Temperatura de forno: 20 °C; Volume de injec&o: 20 pl.
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FIGURA 17 - CROMATOGRAMA DOS FARMACOS, IMPUREZAS E PADROES INTERNOS OBTIDO
ATRAVES DO USO DA COLUNA XBRIDGE C8 (50 x 2,1 mm, 5 um) E FASE MOVEL
(A) AGUA E (B) ACETONITRILA/JAGUA (95:5 v/v), AMBOS CONTENDO 0,1% DE
ACIDO FORMICO E 3mmol.L" DE FORMIATO DE AMONIO, ELUIDA NO MODO
GRADIENTE.

NOTA: ALB: albendazol; EPR: eprinomectina; FEB: febantel; ICF: impureza C febantel; IAP: impureza

A praziquantel; IBP: impureza B praziquantel; ICP: impureza C praziquantel; IVE: ivermectina; PIR:

pirantel; PRA: praziquantel; Temperatura de forno: 20°C; Volume de injec&o: 20 pl.
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Novamente o modo de eluicdo isocratico foi considerado para o
desenvolvimento do método, porém aumentando a propor¢éo de organico para 90%.
Conforme apresentado na Figura 18, com essa propor¢cdo uma melhora significativa
no tempo de retengdo da ivermectina foi observada, possibilitando uma corrida de
3,50 minutos. Além de tudo um bom perfil dos picos cromatogréaficos foi observado
para todos os analitos. A velocidade de aquisicdo dos dados (Dwell time) calculada

foi de 150 ms para todos os ions monitorados.

158 12 iy Z.4 25 22 an az K]
Tempo (mind

FIGURA 18 - CROMATOGRAMA DOS FARMACOS, IMPUREZAS E PADROES INTERNOS OBTIDO
ATRAVES DO USO DA COLUNA XBRIDGE C8 (50 x 2,1 mm, 5 um) E FASE MOVEL
10:90 v/iv DE AGUA E ACETONITRILA/AGUA (95:5 viv), AMBOS CONTENDO 0,1%
DE ACIDO FORMICO E 3 mmol.L™ DE FORMIATO DE AMONIO, ELUIDA NO MODO
ISOCRATICO.

NOTA: Temperatura de forno: 20 °C; Volume de injec&o: 20 pl.

Em virtude da excelente otimizagdo cromatografica obtida, o método foi
validado segundo os critérios descritos na Resolucdo — RE n° 899, de 29 de margo
de 2003, ANVISA, categoria | que dispbe sobre testes quantitativos para a
determinagdo do principio ativo em produtos farmacéuticos ou matérias-primas
(BRASIL, 2003a).
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4.2.3 Teste de carry over

No ensaio de carry over foram avaliadas, separadamente, duas misturas de
solventes (acetonitrila/metanol e agua/metanol, ambas 50:50 v/v) para limpeza da
seringa do injetor automatico. Para isso foi preparada uma solu¢do de trabalho
contendo os farmacos e padrbes internos e uma solucdo do branco. De modo a
avaliar cada mistura de solvente/solucdo de limpeza, foi realizada a injegcdo da
solugéo de trabalho e, logo em seguida, da solugéo do branco no CLAE-EM/EM.

Como resultado foi observado que a solugdo agua:metanol (50:50 v/v) néo
promoveu a limpeza adequada da seringa, pois residuos dos farmacos e padrdes
internos apareceram no branco. Por sua vez, a solugcdo acetonitrila/metanol
(50:50 v/v) promoveu uma efetiva limpeza da seringa, visto que nenhum residuo foi

evidenciado no branco (Figura 19).

i
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FIGURA 19 — CROMATOGRAMAS DAS SOLUCOES DO BRANCO AO UTILIZAR A SOLUGCAO DE
LIMPEZA AGUA:METANOL 50:50 v/v (A) E ACETONITRILA:METANOL 50:50 v/v (B)
NA LIMPEZA DA SERINGA DO INJETOR AUTOMATICO
Em virtude do excelente resultado obtido com a solugao acetonitrila/metanol
(50:50 v/v), foi programado para o injetor automatico realizar duas vezes a lavagem
da seringa com essa solugdo antes de cada injecdo. Além disso, ficou definida a
aplicacdo de um branco entre cada amostra, reduzindo ainda mais a possibilidade

de carry over.
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4.3 VALIDACAO DO METODO CLAE-EM/EM

4.3.1 Seletividade

O espectrobmetro de massas € considerado um equipamento de alta
seletividade. Dessa forma, picos que eluem proximos podem ser claramente
distinguidos baseados nos diferentes ions precursores e ions produtos.

Apesar da alta seletividade do espectrometro de massas, amostras contendo
diferentes placebos foram preparadas e analisadas por CLAE-EM/EM a fim de
observar alguma possivel interferéncia nos tempos de retencdo dos analitos e
padrdes internos. Conforme demonstrado na Figura 20, ndo houve nenhum pico de
interferéncia durante a corrida cromatogréfica, sendo portanto o método considerado

seletivo.
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FIGURA 20 - CROMATOGRAMAS DOS PLACEBOS (A), (B), (C), (D), (E) E DA MISTURA DE
PADROES ANALITICOS (F) NO ENSAIO DE SELETIVIDADE

NOTA: Mistura de padrdes analiticos (F) contendo 0,25 ng.mL™ de febantel, albendazol, impureza C

do febantel e impureza A do praziquantel, 0,50 ng.mL ™ de praziquantel, pamoato de pirantel e

impureza B de praziquantel, 5,00 ng.mL™ de ivermectina, eprinomectina e impureza C de praziquantel

utilizando como diluente a fase movel (secéo 3.3.1, pag. 73).
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4.3.2 Limite de detecgéo e limite de quantificagéo

Tanto o limite de detecgéo (LD) quanto o limite de quantificagcdo (LQ) foram
estimados a partir da relagdo sinal/ruido. O LD foi baseado na relacdo de pelo
menos trés vezes a altura do ruido da linha base enquanto que o LQ de no minimo
10 vezes. Os resultados demonstraram que o método apresenta uma alta

sensibilidade devido aos baixos valores de LD e LQ (Tabela 19).

TABELA 19 — RESULTADO DOS LIMITES DE DETECGAO E QUANTIFICAGAO DOS ANALITOS
EM CLAE-EM/EM

Analitos Parametro de validacédo Concentra}%ao Sinal / ruido
(ng.mL™)
LD 0,05 3,30
Febantel
LQ 0,10 10,60
. LD 0,10 3,50
Pirantel
LQ 0,25 10,70
) LD 0,10 4,10
Praziquantel
LQ 0,25 10,30
. LD 1,00 3,30
Ivermectina
LQ 2,50 10,40
LD 0,05 3,40
Impureza C Febantel
LQ 0,10 12,70
) LD 0,05 4,60
Impureza A Praziquantel
LQ 0,10 10,10
. LD 0,10 5,00
Impureza B Praziquantel
LQ 0,25 13,60
LD 0,50 3,70

Impureza C Praziquantel
LQ 2,50 16,00
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4.3.3 Linearidade

A linearidade foi determinada em seis niveis de concentracdo, contemplando
as faixas de 20 a 100 ng.mL™ para o febantel e pamoato de pirantel, 6 a 30 ng.mL™
para o praziquantel e 40 a 200 ng.mL™" para ivermectina. A linearidade das
impurezas ndo foi determinada, visto que o limite maximo estabelecido é muito
proximo do limite de quantificacéo.

As curvas de calibragdo foram construidas automaticamente pelo software
Analyst verséo 1.4.2, plotando as éreas dos analitos / &rea do padréo interno versus
a concentragdo dos analitos / concentragdo do padréo interno. A linearidade foi
obtida através da analise de regresséo linear 1/X a qual foi calculada através do
método dos quadrados minimos. As curvas de regressdo do febantel, pamoato de
pirantel, praziquantel e ivermectina estéo ilustradas nos Graficos 3, 4,5 e 6.

Para todos os analitos e em todos os niveis de concentracdo as variagdes
de precisdo e exatiddo foram menores do que 10% (Tabela 20), resultado este
considerado satisfatorio tendo em vista que variag6es maiores sdo esperadas para o
detector de massas (£15%). Além disso, coeficientes de regressdo superiores a 0,99
indicaram uma grande eficiéncia da regressdo. Sob todos os aspectos a anélise de
variancia indicou que o ajuste do modelo linear é satisfatério para todas as curvas,
pois os valores de p encontrados foram muito menores do que o valor de F critico,
indicando que as variancias em y sé@o independentes dos niveis de concentracao
em x. Além de tudo, os valores de F observado na analise de validade de regresséo
foram consideravelmente maiores que o F critico, indicando a existéncia de relagéo
linear entre as variaveis x e y (CHUI; ZUCCHINI; LICHTIG, 2001) (Tabelas 21, 22,
23 e 24).

Em virtude dos bons resultados obtidos, pode-se inferir que dentro das
faixas de concentracé@o estabelecidas, o método desenvolvido garante uma resposta

linear precisa e exata para todos os analitos.
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TABELA 20 - VALORES DE PRECISAO E EXATIDAO OBTIDOS NO ESTUDO DA LINEARIDADE

Concentracdo Concentracdo

Analitos esperada determinada Desvio padréo Preufao Exatiddo (%)
(ng.mL™) (ng.mL™) (CV)

20,00 20,25 1,164 5,72 101,25

40,00 39,53 0,916 2,30 98,84

Febantel 50,00 49,42 0,204 0,41 98,85
60,00 60,09 1,653 2,73 100,15

80,00 81,22 2,420 2,96 101,53

100,00 99,07 0,375 0,37 99,07

20,00 20,57 0,917 4,39 102,85

40,00 39,26 1,078 2,70 98,14

Pirantel 50,00 49,41 0,636 1,27 98,83
60,00 59,32 2,207 3,66 98,87

80,00 79,93 2,920 3,59 99,91

100,00 101,11 1,578 1,53 101,11

6,00 6,15 0,384 6,13 102,54

12,00 11,79 0,135 1,12 98,31

Praziquantel 15,00 14,67 0,251 1,68 97,83
18,00 18,02 0,377 2,06 100,16

24,00 24,08 0,931 3,80 100,35

30,00 30,34 0,621 2,01 101,14

40,00 39,06 3,549 7,70 97,65

80,00 84,69 6,297 6,30 105,87

Ivermectina 100,00 96,01 6,616 5,84 96,01
120,00 120,96 9,332 6,52 100,80

160,00 159,15 16,654 8,86 99,47

200,00 199,61 12,767 5,42 99,80
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GRAFICO 3 - LINEARIDADE DO FEBANTEL OBTIDO ATRAVES DE CLAE-EM/EM.

TABELA 21 - ANALISE DE VARIANCIA ENTRE AREA E CONCENTRACAO DE FEBANTEL

Fonte da variacdo SQ gl QM Fobs p F critico
Entre grupos 1,19x10* 1 1,19x10™ 94,66  2,34x10™ 4,13
Dentro dos grupos 426x10"° 34 1,25x10%

Total 1,61x10" 35

NOTA: SQ - soma de quadrados; gl - grau de liberdade; QM - quadrado médio; F - teste de
variancias; F obs — F observado; F critico — F critico para nivel de 5% de probabilidade;
p: probabilidade para a hipétese de nulidade.
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GRAFICO 4 - LINEARIDADE DO PAMOATO DE PIRANTEL OBTIDO ATRAVES DE CLAE-EM/EM.

TABELA 22 - ANALISE DE VARIANCIA ENTRE AREA E CONCENTRAGAO DO PAMOATO DE

PIRANTEL
Fonte da variacdo SQ gl QM F obs p F critico
Entre grupos 9,83x10"® 1 983x10® 8712 6,62x10" 4,13
Dentro dos grupos 3,84 x 10" 34 1,13 x 10%2
Total 1,37 x10"* 35

NOTA: SQ - soma de quadrados; gl - grau de liberdade; QM - quadrado médio; F - teste de
variancias; F obs — F observado; F critico — F critico para nivel de 5% de probabilidade;
p: probabilidade para a hipétese de nulidade.
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GRAFICO 5 - LINEARIDADE DO PRAZIQUANTEL OBTIDO ATRAVES DE CLAE-EM/EM.

TABELA 23 - ANALISE DE VARIANCIA ENTRE AREA E CONCENTRACAO DE PRAZIQUANTEL

Fonte da variagdo SQ gl QM F obs p F critico
Entre grupos 6,62x10% 1  6,62x10% 9336 2,79x10* 4,13
Dentro dos grupos 2,41x10% 34 7,09 x10%°
Total 9,03x10” 35

NOTA: SQ - soma de quadrados; gl - grau de liberdade; QM - quadrado médio; F - teste de
variancias; F obs — F observado; F critico — F critico para nivel de 5% de probabilidade;
p: probabilidade para a hipétese de nulidade.
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GRAFICO 6 - LINEARIDADE DA IVERMECTINA OBTIDO ATRAVES DE CLAE-EM/EM.

TABELA 24 - ANALISE DE VARIANCIA ENTRE AREA E CONCENTRACAO DE IVERMECTINA

Fonte da variacéo SQ gl QM F obs p F critico
Entre grupos 1,02 x 10° 1 1,02 x 10° 66,61 1,61 x10° 4,13
Dentro dos grupos 523x10° 34 1,54x10
Total 1,55x10° 35

NOTA: SQ - soma de quadrados; gl - grau de liberdade; QM - quadrado médio; F - teste de
variancias; F obs — F observado; F critico — F critico para nivel de 5% de probabilidade;
p: probabilidade para a hipétese de nulidade.

4.3.4 Intervalo de trabalho

A concentracéo teste foi definida a partir do ponto central da curva e o
intervalo de trabalho de 80 a 120% dessa concentragdo. Os intervalos definidos
foram: 40, 50 e 60 ng.mL™ para o febantel e pamoato de pirantel, 12, 15 e 18 ng.mL™

para o praziquantel e 80, 100 e 120 ng.mL™ para a ivermectina.
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4.3.5 Precisao

4.3.5.1 Repetitividade

A repetitividade foi realizada em triplicata, contemplando um Unico nivel de
concentracdo para os padrbes internos e trés niveis de concentragdo para 0s
farmacos, abrangendo 80, 100 e 120 % da concentracdo teste. Para todos os
analitos foram observadas variagdes menores do que 5% dentre as réplicas dos
diferentes niveis de concentracéo avaliados. Além disso, o valor de p ficou superior a
0,05 para todos os analitos e concentragfes, indicando que as médias comparadas
sdo estatisticamente iguais (Tabela 25).

TABELA 25 — VALORES DE DESVIO PADRAO RELATIVO OBTIDOS ATRAVES DAS MEDIAS DAS
AREAS NO ENSAIO DE REPETITIVIDADE

Analitos Concerll. Periodo 1 Periodo 2 Média Valor DPR
(ng.mL™) Areas = DP Areas = DP +DP de p* (%)
40 2076666,7 2066666,7 2071666,7 0.76 £034
+25166,1 + 47258,2 +7071,1
e m ST EERSS BRON0 G, Lq
T A R
Rl - S YO
metode g W00 deeer SIS oo Lo
o | mES e Z0) o Lo
w o S Lm0 o o
Praziquantel 15 iozlggfg ioggggg ioggfgg 0,12 +2,93
T B < R
o T RS g L
Ivermectina 100 1075232 15556526 ioggsgg 0,11 + 3,41
o EES WY EET oy L
e w00 W60 200 o4 Ly
Eprinomectina 50 5122272 i8:56(§57 i8747l$g 0,28 +1,33

NOTA: n = 3; * = nivel de confianca de 95% para o teste t de Student
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4.3.5.2 Precisao intermediaria

A precisdo intermediéria foi realizada nos mesmos niveis de concentracdo
do ensaio de repetibilidade, porém com analista diferente e em dias diferentes. Os
valores de desvio padrao relativo (DPR) obtidos nesse ensaio estdo apresentados
na Tabela 26.

TABELA 26 — VALORES DE DESVIO PADRAO RELATIVO OBTIDOS ATRAVES DAS MEDIAS DAS
AREAS NO ENSAIO DE PRECISAO INTERMEDIARIA

Analitos Concen. Analista 1 AnalistaZ Média Valor DPR
(ng.mL™) Areas + DP Areas + DP +DP de p* (%)
40 2066666,7 2143333,3 2105000,0 0.07 L5
+ 47258,2 +25166,1 +54211,5 ' -
Febantel 50 2583333,3 2530000,0 2568333,3 0.16 L1148
+40414,5 + 34641,0 +54211,5 ' -
60 2996666,7 3050000,0 3023333,3 0.19 £195
+46188,0 +10000,0 +37712,4 ' -
40 1560000,0 1530000,0 1545000,0 0.32 L1137
+30000,0 +34641,0 +21213,2 ' -
1876666,7 1933333,3 1905000,0
P.amoato de 50 , , ) 014 £2.10
pirantel +49328,8 +23094,0 + 40069,4
2196666,7 2283333,3 2240000,0
60 ' ' ' 0,08 +
+61101,0 +25166,1 +61282,6 ' 2,74
85566,7 88100,0 85216,7
12 ' ' 0,24 +
+2400,7 +2116,6 +4077,6 ' +2,08
Praziquantel 15 106000,0 106666,7 104183,3 0.74 044
q +3000,0 +577,4 +3512,0 ’ e
124333,3 118333,3 121333,3
18 ’ ' ' 0,09 +
+3511,9 + 3055,1 +4242,6 ' +3,50
17200,0 16400,0 16800,0
80 ' ’ ' 0,22 +
+ 854,4 +435,9 +565,7 ' 3,37
) 19566,7 20500,0 20033,3
+
Ivermectina 100 +351.2 +529,2 660.0 0,06 + 3,29
24900,0 26500,0 25700,0
+
120 + 854,4 +700,0 +1131,4 0.07 +4,40
Albendazol 20 237000,0 224333,3 230666,7 0.17 £388
+10440,3 +8082,9 + 8956,7 ' -
. , 58966,7 + 57933,3 + 58450,0 +
Eprinomectina 50 850.5 665.8 730.7 0,17 +1,25

NOTA: n = 3; * = nivel de confianga de 95% para o teste t de Student



116

Em virtude das pequenas variagdes encontradas tanto no ensaio de
repetitividade quanto na precisdo intermediaria (DPR<5%) e entre as médias de

cada analito nos respectivos ensaios (p>0,05), o método foi considerado preciso.

4.3.6 Exatidao

A exatiddo foi avaliada pelo método da adigdo de padrdo. Para isso, uma
amostra de comprimido foi triturada, diluida e analisada por CLAE-EM/EM, sendo as
areas de cada analito registradas. Posteriormente foi preparada uma nova solucdo
com a amostra dos comprimidos, porém fortificada em um Unico nivel de
concentracdo para os padrdes internos e em trés niveis de concentragdo para 0s
farmacos (segdo 3.4.5, p4g. 80). A porcentagem de recuperacédo foi calculada por
meio da razdo entre a concentragdo média experimental (area sem fortificacdo
subtraida da é&rea fortificada) e a concentrag@o tedrica do teste, obtida com os
padrdes analiticos nos respectivos niveis de concentracao.

Conforme demonstrado na Tabela 27, valores satisfatorios de exatidao
(>93,3%) foram obtidos para todos os farmacos e padrbes internos. Portanto, o

método foi considerado exato.
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4.3.7 Robustez

Para realizacdo do ensaio de robustez, solugbes de trabalho contendo
15 ng.mL™ de praziquantel, 20 ng.mL™* de albendazol, 100 ng.mL™ de ivermectina e
50 ng.mL™ de febantel, pamoato de pirantel e eprinomectina, foram preparadas em
sextuplicata e analisadas na condi¢do otimizada (hominal) e modificada do método.
Os valores de éareas obtidos nas diferentes condigbes foram comparados com
aqueles obtidos na condicdo nominal através das ferramentas estatisticas Teste F e
Teste t. Os resultados do ensaio de robustez estéo descritos nas Tabelas 28, 29, 30,
31, 32 e 33.

O ensaio de robustez indicou que modificagbes na proporgdo de &cido
formico podem comprometer a exatiddo dos resultados da ivermectina e do
albendazol (p<0,05). Porém para a eprinomectina, somente 0 aumento na propor¢cao
de &cido férmico foi significativo (p=1,64 x 10®). Em relagéo ao formiato de aménio,
pequenas modificagdes frente a sua concentracdo de uso comprometeram a
exatiddo de todos os analitos (p<0,05).

Modifica¢Bes na proporcdo de fase movel, por sua vez, ndo foram capazes
de comprometer a exatiddo dos resultados do febantel e do praziquantel (p>0,05).
Porém, para os demais analitos foi verificado que modificagbes deliberadas na sua
proporgdo podem ser criticas.

Pequenas varia¢des na temperatura da coluna também foram criticas para a
eprinomectina (p<0,05), mas n&o foram significativas para alterar a exatiddo do
febantel e do praziquantel (p>0,05). Quanto ao albendazol e pamoato de pirantel, o
fator critico foi a reducdo da temperatura (p=7,08 x 10° e 7,45 x 10%
respectivamente), ao contrario da ivermectina que foi mais sensivel ao aumento de
temperatura (p=5,24 x 107).

Por fim, as modificacdes propostas no fluxo da fase movel néo
demonstraram significancia nos valores de exatiddo do praziquantel e do pamoato
de pirantel (p>0,05), diferentemente da eprinomectina e do albendazol (p<0,05), os
quais demonstraram ser mais suscetiveis a essas alteracdes. Em relagcdo a
ivermectina e ao febantel, apenas a reducéao do fluxo comprometeu a exatidao dos

seus resultados (p=7,46 x 102 e 6,71 x 10™, respectivamente).
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Como concluséo, todas as modificagBes propostas foram criticas para um ou
outro analito e, portanto, para que resultados confiaveis sejam obtidos, as condicdes
do método nido devem ser modificadas. E importante mencionar que esses
resultados ndo invalidam o método, mas sim dizem quais s&do os cuidados que o

operador deve ter durante o seu uso.

TABELA 28 — RESULTADOS DO ENSAIO DE ROBUSTEZ PARA O FEBANTEL

Parametro Condicses Area Teste t de Student
modificado ¢ (média + DP) (valor de p*)
0,09 2048333 + 74944,4 0,03
Acido férmico (%) 0,10 2133333 +28047,6 1,00
0,11 2095000 + 75033,3 0,27
2,90 1818333 + 47504,4 6,83 x 107
Formiato de amonio 3,00 2133333 + 28047,6 1,00
(mmol.L™)
3,10 1950000 + 37416,6 2,30 x10°®
9:91 2150000 + 76941,5 0,82
Proporgéo de fase mével (%) 10:90 2141667 + 46224,1 1,00
11:89 2156667 +52788,9 0,61
18 2130000 + 73756,4 0,75
Temperatura da coluna (°C) 20 2141667 +46224,1 1,00
22 2181667 + 87730,6 0,35
o de f el 198 2286667 +56803,8 6,71 x 10-*
LXO € Tase move 200 2141667 + 46224,1 1,00
(UL.min™)
202 2190000 + 82462,1 0,24

NOTA: n=6; * = nivel de confianca de 95%



120

TABELA 29 — RESULTADOS DO ENSAIO DE ROBUSTEZ PARA O PAMOATO DE PIRANTEL

Parametro Condicses Area Teste t de Student
modificado ¢ (média + DP) (valor de p*)
0,09 2125000 + 63796,5 0,03
Acido férmico (%) 0,10 2233333 +82138,1 1,00
0,11 2188333 + 92394,1 0,39
2,90 1995000 + 29495,8 5,44 x 10
Formiato d oni
ormiato de amonio 3,00 2233333 + 82138,1 1,00
(mmol.L™)
3,10 2018333 + 46224,1 2,32 x10™
9:91 1968333 + 40702,2 1,83 x10°
Proporgéo de fase mével (%) 10:90 2161667 + 25625,5 1,00
11:89 1998333 + 53447,8 5,04 x 10
18 2015000 + 70639,9 7,45 x 10
Temperatura da coluna (°C) 20 2161667 + 25625,5 1,00
22 2133333 + 36696,9 0,15
o dof vel 198 2116667 + 63456,0 0,14
Lo g€ fase move 200 2161667 + 256255 1,00
(UL.min™)
202 2125000 + 39370,0 0,08

NOTA: n=6; * = nivel de confianca de 95%
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TABELA 30 — RESULTADOS DO ENSAIO DE ROBUSTEZ PARA O PRAZIQUANTEL

Parametro Condicies Area Teste t de Student
modificado ¢ (média + DP) (valor de p*)
0,09 97566,7 + 4071,7 0,72
Acido férmico (%) 0,10 98416,7 + 3807,1 1,00
0,11 99033,3 + 4713,7 0,81
2,90 91016,7 + 3035,4 3,96 x 107
Formiato d oni
ormiato de amonio 3,00 98416,7 + 3807,1 1,00
(mmol.L™)
3,10 91050,0 + 2805,5 3,40 x 10°
9:91 115666,7 + 3444,8 0,09
Proporgéo de fase mével (%) 10:90 119666,7 + 3829,7 1,00
11:89 119500,0 + 4037,3 0,94
18 117833,3 +5741,7 0,53
Temperatura da coluna (°C) 20 119666,7 + 3829,7 1,00
22 121666,7 + 4457,2 0,42
o dof vel 198 118166,7 + 2316,6 0,43
Lo g€ fase move 200 119666,7 + 3829,7 1,00
(UL.min™)
202 114333,3 + 4885,3 0,06

NOTA: n=6; * = nivel de confianca de 95%
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TABELA 31 — RESULTADOS DO ENSAIO DE ROBUSTEZ PARA A IVERMECTINA

Parametro Condicses Area Teste t de Student
modificado ¢ (média + DP) (valor de p*)
0,09 8451,7 + 419,0 1,67 x10°®
Acido férmico (%) 0,10 10433,3 + 250,3 1,00
0,11 4101,7 + 189,5 2,79 x 103
2,90 13300,0 + 517,7 2,48 x 107
Formiato d oni
ormiato de amonio 3,00 10433,3 + 2503 1,00
(mmol.L™)
3,10 19600,0 + 619,7 1,29 x 10™*
9:91 26766,7 + 637,7 8,22 x 10™°
Proporgéo de fase mével (%) 10:90 18066,7 + 725,7 1,00
11:89 19566,7 + 637,7 3,47x10°
18 18900,0 + 869,5 0,10
Temperatura da coluna (°C) 20 18066,7 + 725,7 1,00
22 24133,3 + 1100,3 5,24 x 107
o de 1 | 198 16650,0 + 742,3 7,46 x 10°°
E )
LX0 de fase move 200 18066,7 + 7257 1,00
(UL.min™)
202 17416,7 + 598,1 0,12

NOTA: n=6; * = nivel de confianca de 95%
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TABELA 32 — RESULTADOS DO ENSAIO DE ROBUSTEZ PARA O ALBENDAZOL

Parametro Condicies Area Teste t de Student
modificado ¢ (média + DP) (valor de p*)
0,09 273166,7 + 8400,4 2,06 x 107
Acido férmico (%) 0,10 289500,0 + 4847,7 1,00
0,11 266833,3 + 3544,9 3,25 x10°
2,90 248333,3 £ 8213,8 9,52 x 107
Formiato d oni
ormiato de amonio 3,00 289500,0 + 4847,7 1,00
(mmol.L™)
3,10 250666,7 + 5006,7 8,63 x10°
9:91 303500,0 + 7893,0 5,15 x 107
Proporgéo de fase mével (%) 10:90 325833,3 + 13166,9 1,00
11:89 277833,3 £ 10496,0 3,79 x10°
18 285166,7 + 7935,2 7,08 x 10°
Temperatura da coluna (°C) 20 325833,3 + 13166,9 1,00
22 315000,0 + 13023,1 0,18
o dof vel 198 295666,7 + 4226,9 3,27 x 10
(uixr‘;ini) ase move 200 325833,3 + 13166,9 1,00
' 202 287333,3 + 7501,1 9,48 x 10

NOTA: n=6; * = nivel de confianca de 95%
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TABELA 33 — RESULTADOS DO ENSAIO DE ROBUSTEZ PARA A EPRINOMECTINA

Parametro Condicses Area Teste t de Student
modificado ¢ (média + DP) (valor de p*)
0,09 47166,7 + 2261,6 0,37
Acido férmico (%) 0,10 48266,7 + 1794,1 1,00
0,11 32466,7 + 1571,8 1,64 x10®
2,90 60416,7 + 2207,6 1,05 x 10°®
Formiato d oni
ormiato de amonio 3,00 48266,7 + 1794,1 1,00
(mmol.L™)
3,10 70883,3 + 1688,1 6,80 x 10°
9:91 57500,0 + 309,8 1,51 x 102
Proporgéo de fase mével (%) 10:90 54716,7 + 2308,6 1,00
11:89 50933,3 + 2149,1 1,48 x 102
18 41666,7 + 1610,8 4,90 x 107
Temperatura da coluna (°C) 20 54716,7 + 2308,6 1,00
22 49483,3 + 1548,4 9,63 x 10™
o de 1 | 198 46966,7 + 2326,9 1,75 x10*
E )
LX0 de fase move 200 54716,7 + 2308.6 1,00
(UL.min™) .
202 38533,3 + 1811,8 9,53 x 10°

NOTA: n=6; * = nivel de confianca de 95%
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4.3.8 Teste de estabilidade

4.3.8.1 Estabilidade das solu¢des estoque

A estabilidade foi avaliada através da comparacdo das &reas das amostras
recém-preparadas com aquelas obtidas ap6s um, sete e 30 dias de armazenamento
a 4 °C e temperatura ambiente. Como critério de aceitagdo, foi considerada estavel a
solugdo que ndo apresentou diferenca em relagéo a média das &areas obtidas com a
média das areas das amostras recéem-preparadas.

Conforme apresentado na Tabela 34 e nos Graficos 7 e 8, ap6s um dia de
armazenamento em refrigerador (4 °C) todos os analitos permaneceram estaveis
(p>0,05). Uma boa estabilidade também foi alcancada para a metade dos compostos
apods sete dias de armazenamento (p>0,05), exceto para o febantel, impureza C do
febantel e as impurezas A e C do praziquantel. Com 30 dias de armazenamento,
nenhum analito permaneceu estavel.

Em relacdo as amostras armazenadas em temperatura ambiente, foi
verificado que tanto a impureza C do febantel quanto o praziquantel e suas
impurezas A e C degradaram consideravelmente apds um dia de armazenamento
(p<0,05). Apos sete dias somente a impureza B do praziquantel permaneceu estavel
(p=0,63), sendo que nenhum analito permaneceu estadvel apés 30 dias de
armazenamento.

Em funcédo dos resultados obtidos, sugere-se que as solugdes de febantel,
impureza C do febantel e das impurezas A e C do praziquantel sejam preparadas no
momento de uso, enquanto que as demais sejam armazenadas sob refrigeragéo por

um periodo maximo de sete dias.
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Estabilidade da solucao estoque a4°C
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GRAFICO 7 — ESTABILIDADE DAS SOLUCOES ESTOQUE EM REFRIGERADOR (4°C)

Estabilidade da solucao estoque a temperatura ambiente
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GRAFICO 8 — ESTABILIDADE DAS SOLUGCOES ESTOQUE A TEMPERATURA AMBIENTE
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4.3.8.2 Estabilidade da solugéo de trabalho

A estabilidade da solugéo de trabalho foi avaliada comparando as areas de
cada composto obtidas de amostras recém-preparadas com aquelas obtidas apos
um periodo de 24 horas no gerenciador de amostras (20 °C). Nessa condicdo
nenhum composto apresentou degradacdo (p>0,05) e dessa forma podem ser
determinados com seguranga. Os resultados detalhados sdo apresentados na

Tabela 35 e no Gréfico 9.

TABELA 35 — RESULTADO DO ESTUDO DE ESTABILIDADE DA SOLUGAO DE TRABALHO APOS
ARMAZENAMENTO NO GERENCIADOR DE AMOSTRAS (20 °C)

Periodo Area Area Teste tde
Analito e concen. (ng.mL™) s o Student
(horas) (média + DP) (%) (valor de p*)
Febantel 50 0 2835000,0 +91815,0 100,0 1,00
24 2831666,7 +57067,2 99,9 0,94
Pamoato de pirantel 50 0 1798333,3 + 26394,4 100,0 1,00
24 1778333,3 +£24832,8 98,9 0,21
Praziquantel 15 0 140500,0 + 4929,5 100,0 1,00
24 135833,3 +3371,4 96,7 0,08
Ivermectina 100 0 18066,7 + 725,7 100,0 1,00
24 17433,3 £ 546,5 96,5 0,12
Impureza C do
febantel 50 0 2025000,0 + 80684,6  100,0 1,00
24 2145000,0 £ 57532,6 97,3 0,17
Impureza A do
praziguantel 30 0 196666,7 + 4844,2 100,0 1,00
24 195166,7 + 9683,3 99,2 0,74
Impureza B do
praziquantel 30 0 218166,7 + 5600,6 100,0 1,00
24 217000,0 £5176,9 99,5 0,71
Impureza C do 30 0 15033,3 + 605,5 100,0 1,00
praziquantel
24 14360,0 + 472,2 95,5 0,07
Albendazol** 20 0 230000,0 + 6449,8 100,0 1,00
24 228833,3 +5076,1 99,5 0,73
Eprinomectina** 50 0 48266,7 +1794,1 100,0 1,00
24 48016,7 £ 2201,3 99,5 0,83

NOTA: * nivel de confianca de 95%; ** padrdo interno; n = 6
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GRAFICO 9 — ESTABILIDADE DA SOLUCAO DE TRABALHO NO GERENCIADOR DE AMOSTRAS
(20°C)

4.4 DESENVOLVIMENTO DO METODO DE EXTRAGAO DA IVERMECTINA

A analise de um medicamento normalmente envolve uma etapa simples de
preparo de amostra, em que solventes ou mistura desses sao utilizados para
promover a extracdo dos farmacos da matriz. Eventualmente, pode ser necessaria a
inclusdo de uma proxima etapa, com a finalidade de reduzir interferentes ou de
concentrar um analito em especifico.

O comprimido contendo a associacdo de antiparasitarios (secao 3.1.1, pag.
68), objeto de estudo desse trabalho, contém 0,06 mg de ivermectina, 150 mg de
febantel, 50 mg de praziquantel e 144 mg de pamoato de pirantel. E possivel
observar que a ivermectina se encontra em menor quantidade quando comparada
aos demais farmacos, correspondendo a apenas 0,04% da quantidade de febantel.

Em paralelo existe a questdo da ionizagdo dos analitos, que é caracteristica
de cada substancia, e que esta diretamente relacionada com a intensidade de sinal.
Assim, substancias que ionizam menos proverao uma menor resposta no detector, e

este também foi o caso da ivermectina.
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Devido a baixa ionizagdo da ivermectina e a sua grande diferenca de
concentracao frente aos demais farmacos, esta teve de ser extraida separadamente.
Nesse contexto, se fosse utilizada uma diluicdo direta para que o praziquantel, o
febantel e o pamoato de pirantel fossem determinados dentro da faixa de deteccao
do espectrometro de massas, a quantidade de ivermectina seria tdo baixa que
certamente essa substancia nédo seria detectada.

Em virtude disso, foi necessario desenvolver um método de extracdo que
permitisse isolar com certa seletividade a ivermectina dos demais farmacos. Para

isso duas técnicas de extracao foram avaliadas, a liquido-liquido e a em fase sélida.

4.4.1 Extracao liquido-liquido

No desenvolvimento da extracdo liquido-liquido, quatro métodos foram
testados os quais utilizaram solventes de diferentes polaridades.

No método 1, uma solucdo de trabalho contendo os quatro farmacos foi
preparada em acetonitrila/metanol (50:50 v/v) e submetida a extragdo com hexano. A
solugdo foi evaporada, redissolvida e diluida (1:1000 v/v), sendo verificado ao
término do experimento que as intensidades de sinal do febantel, praziquantel e
pamoato de pirantel permaneceram elevadas (acima de 2 x 10° cps). Isso
demonstrou que a combinacdo acetonitrila/metanol 50:50 v/v e hexano néo foi
suficientemente seletiva para extrair a ivermectina.

Em uma segunda tentativa (método 2) a solucao diluente foi substituida por
acido formico (88%, v/v)/metanol (10:90 v/v), mantendo o hexano como solvente
extrator. Com essa modificacdo a intensidade de sinal do febantel, praziquantel e
pamoato de pirantel reduziu consideravelmente (8 x 10° cps), entretanto ndo o
suficiente para promover uma extracdo seletiva da ivermectina. O mesmo ocorreu
para o método 3, em que foi utilizado como solugdo diluente a mistura de &cido
formico (88%, v/v)/agua e para o método 4, em que foi utilizado como solvente
extrator o éter etilico, sendo dessa forma excluida a possibilidade do uso da

extracdo liquido-liquido para o preparo das amostras.



134

4.4.2 Extracdo em fase solida

Como a extracéo liquido-liquido néo foi capaz de extrair com seletividade a
ivermectina dos demais farmacos, optou-se pela extracdo em fase soélida (EFS). Os
ensaios foram conduzidos com base em alguns artigos que ja descrevem o0 uSoO
dessa técnica para extracdo da ivermectina.

No trabalho descrito por Krogh e colaboradores (2008), foram avaliados os
cartuchos Oasis MCX e Oasis HLB para extragdo de avermectinas em agua. O uso
do cartucho Oasis MCX se torna interessante pelo fato do sorbente desse cartucho
ser de modo misto, ou seja, troca catidnica e fase reversa. Essa caracteristica
favorece a retencdo de analitos com caracteristicas basicas, caso do febantel e do
pamoato de pirantel.

Os primeiros ensaios foram conduzidos em um cartucho Oasis MCX
utiizando 1 mL de wuma solugdo de trabalho preparada em acido
formico (88%, v/v)/metanol 5:95 v/v. Como solvente de lavagem foram utilizados
acetona, metanol, acetonitrila e hidréxido de aménio (28%, p/p)/acetonitrila (5:95 v/v)
sendo cada fracdo recolhida e analisada. Como resultado foi observado que tanto a
ivermectina quanto o praziquantel eluiram junto com a solugdo diluente (4cido
formico (88%, viv)/metanol 5:95 v/v), ou seja, a retencdo no sorbente foi minima.
Tendo em vista que nos comprimidos a concentracdo do praziquantel é muito maior
do que a da ivermectina (50 mg em relagdo a 0,06 mg), se fossem realizadas as
diluicdes necessarias para obter uma adequada faixa de quantificagdo para o
praziquantel no espectrometro de massas, a ivermectina ndo seria detectada.
Portando o cartucho Oasis MCX néo pode ser utilizado no preparo das amostras.

Em fungéo dessa dificuldade, o cartucho Oasis HLB também foi avaliado.
Esse cartucho apresenta um sorbente de fase reversa com balanco hidrofilo-lipdfilo
(copolimeros N-vinilpirrolidona e divinilbenzeno) de capacidade superior de adsorcdo
de compostos hidrofébicos, quando comparado com os cartuchos tradicionais de
silica-C18 (cerca de trés vezes).

Os ensaios foram conduzidos utilizando uma solugéo de trabalho preparada
em acetonitrila/agua 25:75 v/v. A solugéo foi aplicada ao cartucho e o sorbente foi
lavado sucessivamente com agua ultrapura e diferentes proporcdes de

acetonitrila/agua. Cada fracdo foi recolhida e analisada em CLAE-EM/EM e ao
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término dos ensaios foi observado que a maior parte dos farmacos de alta
concentracdo (febantel, praziquantel e pamoato de pirantel) eluiram na primeira
lavagem, junto com a solucdo diluente (acetonitrila/agua 25:75 v/v). Portanto a
ivermectina permaneceu retida no cartucho, e esse resultado foi considerado
satisfatorio.

De forma a melhorar ainda mais o clean up da amostra, o proximo passo foi
otimizar o solvente de lavagem e a quantidade de vezes que este solvente deveria
ser aplicado no cartucho (métodos 3, 4, 5 e 6, secdo 3.5.2, pag. 86). Nessa etapa a
recuperacdo da ivermectina também foi calculada comparando as areas obtidas com
uma sextuplicata de injecdes de uma solugéo de trabalho (100 ng.mL™") com aquelas
obtidas com os métodos testados, nas mesmas concentragdes.

Como resultado foi observado que independentemente do método utilizado,
existia a necessidade de lavar, no minimo, vinte vezes o sorbente para reduzir ao
maximo a quantidade dos farmacos de alta concentracdo. Nos métodos 3 e 5 foi
observada uma boa recuperagdo da ivermectina (>93%), entretanto, mesmo com
vinte lavagens, a quantidade de febantel que permaneceu remanescente no
sorbente era passivel de saturar o detector.

Por sua vez, os métodos 4 e 6 (solugdo diluente e de lavagem
acetonitrila:agua 35:65 v/v. e é&cido formico (88%, v/v)/acetonitrila/dgua
10:35:55 vivlv, respectivamente) foram efetivos para reduzir a quantidade de
febantel, praziquantel e pamoato de pirantel das amostras. Desses, o método 4 foi o
mais eficiente para remoc¢éo desses farmacos, e além de tudo foi o que promoveu a
melhor recuperagcdo da ivermectina (85,5%). Na Tabela 36 estdo descritos o0s
resultados do ensaio de recuperacdo obtidos com os métodos 3, 4, 5 e 6.

TABELA 36 — PORCENTAGEM DE RECUPERAGAO DA IVERMECTINA UTILIZANDO CARTUCHO
OASIS HLB E DIFERENTES SOLVENTES DE LAVAGEM

Método Média das areas® + DP Média das areas” + DP Recu(poz)ragao
3 15955,31 + 199,66 95,54
4 14278,91 + 101,57 85,50
16700,00 + 126,74
5 15621,09 + 65,62 93,54
6 11731,61 + 39,82 70,25

NOTA: a: area obtida com solucéo de trabalho contendo 100 ng.mL™ de ivermectina; b: area obtida
da ivermectina apés extracdo em fase sélida.
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Em virtude dos bons resultados de recuperacdo da ivermectina obtida com o
cartucho Oasis HLB, a proxima etapa foi avaliar a reprodutibilidade do método. Para
isso um estudo foi conduzido com analistas diferentes e dias diferentes utilizando o
método 4 (se¢do 3.5.2, pag. 86). As amostras foram preparadas em duplicata e para
cada amostra trés cartuchos foram utilizados. Como resultado, foi observado valores
de recuperacéo proximos a 85% para os dois analistas, indicando que esse método

de extracéo é reprodutivel (Tabela 37).

TABELA 37 — VALORES DE RECUPERAGAO DA IVERMECTINA OBTIDOS ATRAVES DE
ANALISTAS E DIAS DIFERENTES

Analista Média® + DP Triplicata  Areas + DP Média® + DP Recu(poz)ragao
1 17450,00 +
1 20666,67 + 636,40 17500,00 + 84.68
981,50 9 17550,00 + 70,71 '
212,13
1 16750,00 +
9 19733,33 + 353,55 16925,00 + 85.77
635,09 9 17100,00 + 247,49 '
848,53

NOTA: a: area obtida com solucéo de trabalho contendo 100 ng.mL™ de ivermectina; b: area obtida
da ivermectina apds extracdo em fase soélida pelo método 4.

45 DETERMINAGCAO VIA CLAE-EM/EM DOS ANTIPARASITARIOS NAS
AMOSTRAS COMERCIAIS DE COMPRIMIDOS

Apb6s o desenvolvimento e validacao do método, os farmacos ivermectina,
febantel, praziquantel e pamoato de pirantel foram quantificados nos comprimidos,
considerando a especificagédo de teor de 90 a 110% da quantidade declarada.

O teor médio da ivermectina na amostra de uso humano é apresentado na
Tabela 38 enquanto que os teores médios obtidos para os farmacos nas

associacdes de uso veterinario sdo apresentados nas Tabelas 39, 40 e 41.
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TABELA 38 — RESULTADO DA DETERMINAGAO DA IVERMECTINA NA AMOSTRA 1 (USO

HUMANO)
Diluicéo Extracdo em
a Faixa direta fase sélida
. Teor e .
Farmaco (mg) especificada Teor Teor Teor Teor
? (mg) encontrado (%) encontrado (%)
(mg + DP) (mg + DP)
Ivermectina 6,00 5,40 — 6,60 6,185 +0,17 103,08 6,068 +0,21 101,13

NOTA: *teor declarado; *Faixa especificada de 90 a 110% em relacdo ao valor declarado (USP, 2008)

TABELA 39 — RESULTADO DA DETERMINAGAO DA IVERMECTINA, FEBANTEL, PRAZIQUANTEL
E PAMOATO DE PIRANTEL NA AMOSTRA 2

Teor Faixa Teor T
Farmacos declarado especificada* encontrado (‘g/(o))r
(mg) (mg) (mg + DP)
Ivermectina 0,06 0,054 — 0,066 0,091 + 0,0035 151,67
Febantel 150 135-165 174,6 + 1,67 116,40
Praziquantel 50 45 - 55 53,49 +1,13 106,98
Pamoato de pirantel 144 129,6 — 158,4 163,8 + 4,67 113,75

NOTA: *Faixa especificada de 90 a 110% em relacéo ao valor declarado (USP, 2008)

TABELA 40 — RESULTADO DA DETERMINAGAO DA IVERMECTINA, FEBANTEL, PRAZIQUANTEL
E PAMOATO DE PIRANTEL NA AMOSTRA 3

Teor Faixa Teor -
Farmacos declarado especificada* encontrado (s/(o))r
(mg) (mg) (mg + DP)
Ivermectina 0,06 0,054 — 0,066 0,045 + 0,0010 75,00
Febantel 150 135-165 151,2 +6,75 100,80
Praziquantel 50 45 - 55 46,59 + 1,25 93,18
Pamoato de pirantel 144 129,6 — 158,4 140,5 + 4,49 97,57

NOTA: *Faixa especificada de 90 a 110% em relacéo ao valor declarado (USP, 2008)
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TABELA 41 — RESULTADO DA DETERMINAGAO DA IVERMECTINA, FEBANTEL, PRAZIQUANTEL
E PAMOATO DE PIRANTEL NA AMOSTRA 4

Teor Faixa Teor -
Farmacos declarado especificada* encontrado (Oe/(()))r
(mg) (mg) (mg + DP)
Ivermectina 0,06 0,054 — 0,066 0,039 + 0,0010 65,00
Febantel 150 135 - 165 147,3 + 7,00 98,20
Praziquantel 50 45 - 55 45,79 £ 0,35 91,58
Pamoato de pirantel 144 129,6 — 158,4 143,0 + 2,66 99,30

NOTA: *Faixa especificada de 90 a 110% em relacéo ao valor declarado (USP, 2008)

Como resultado foi observado que o teor da ivermectina na amostra 2 estava
superior ao da faixa especificada (151,67%), enquanto que nas amostras 3 e 4
inferior ao preconizado (75 e 65%, respectivamente). Somente na amostra 1 (uso
humano) o teor da ivermectina ficou dentro da faixa especificada. Além disso, foram
obtidos teores similares para amostras preparadas por diluicdo direta e por extragéo
em fase solida, demonstrando mais uma vez que o meétodo de extracdo
desenvolvido é preciso.

Na amostra 2, tanto o teor do febantel quanto o do pamoato de pirantel ficou
fora da faixa especificada (116,40 e 113,75%, respectivamente). Para essa amostra
somente o praziquantel estava de acordo com o preconizado (106,98%). Com
relacdo as amostras 3 e 4, o teor encontrado para o febantel, praziquantel e
pamoato de pirantel estava dentro da faixa de 90 a 110%.

Em relacé@o a ivermectina, os teores obtidos confirmam as discrepancias na
quantidade desse farmaco entre as amostras de uso veterinario, justificando mais

uma vez a necessidade de um controle de qualidade mais rigoroso.
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5 CONCLUSAO

Neste trabalho foi obtido um método de quantificacdo por CLAE-EM/EM para
determinagdo simultdnea de ivermectina, febantel, praziquantel e pamoato de
pirantel em comprimidos.

O método descrito na Farmacopéia Americana para a ivermectina emprega
como técnica analitica CLAE-UV e é direcionado para amostras de uso humano, que
apresentam maior concentracdo de ivermectina quando comparada as de uso
veterinario. Os métodos propostos e disponiveis na literatura por CLAE-EM/EM sé&o
invidveis para a andlise da associagcdo de antiparasitarios em comprimidos, em
virtude da ivermectina se apresentar em menor concentragdo quando comparada
aos demais farmacos. Nesse contexto optou-se por associar a técnica
CLAE-EM/EM, que apresenta alta sensibilidade e seletividade, com a extragdo em
fase solida, de modo a viabilizar a quantificagdo da ivermectina na presenca dos
outros farmacos.

Uma extracdo seletiva foi obtida com a utilizacdo do cartucho Oasis HLB e
solvente de limpeza acetonitrila:agua (35:65 v/v), possibilitando uma recuperagéo de
aproximadamente 85%.

Adequada ionizagdo foi obtida para todos os analitos no modo positivo
quando utilizado no diluente a combinagéo dos aditivos formiato de aménio e &cido
férmico (3 mmol.L™ e 0,1%, respectivamente).

O método desenvolvido provou ser adequado para a determinacdo da
ivermectina, febantel, praziquantel e pamoato de pirantel nos comprimidos. Além
disso, demonstrou seletividade, linearidade, precisdo e exatiddo aceitaveis de
acordo com a legislacdo nacional e internacional vigente. As principais vantagens
incluem a grande sensibilidade na deteccdo da ivermectina e a rapidez na analise
das amostras, com uma corrida cromatografica de 3,5 minutos.

O estudo de robustez indicou que todas as modificagdes propostas foram
criticas para um ou outro analito e, em funcéo disso, as condi¢cdes do método ndo
devem ser modificadas.

A maioria dos analitos em estudo apresentou boa estabilidade em solu¢éo
estoque quando avaliados sete dias sob refrigeragdo, exceto o febantel, a impureza

C do febantel e as impurezas A e C do praziquantel, que foram estaveis somente por
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um dia. Em relagdo a solucdo de trabalho, todos os analitos foram estaveis por um
periodo de 24 horas no gerenciador de amostras.

Quando doseados os farmacos nos comprimidos, foram verificados valores
discrepantes no teor de ivermectina (65,00 a 151,67%) para as associagOes de
antiparasitarios. Estes resultados indicam a necessidade de um melhor controle de
qualidade desses produtos, visto que baixas doses de ivermectina podem
comprometer a sua eficicia enquanto que altas doses podem ser toxicas para o0s
animais.

Por fim, podemos afirmar que o método desenvolvido pode ser
implementado com seguranga na rotina do controle de qualidade da industria
veterinaria, sendo uma alternativa para a analise dos comprimidos contendo a

associagéo de ivermectina, febantel, praziquantel e pamoato de pirantel.
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