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Condig6es: mesmas descritas na Figura 13

Figura 15. Curva analitica da ivermectina H,B;, obtida pelo método cromatogréfico.
Concentragdo: 5,72 pg mL™ de ivermectina H,B;,. CondicBes: mesmas descritas na Figura
13

Figura 16. Cromatogramas ap6s teste de estresse. Concentracdo: 190,12 pg mL™ de H,B1, e
5,72 pg mL™ de H,By,. Cromatogramas: hidrélise neutra (A), meio oxidante (B), hidrélise
acida (C) e hidrolise alcalina (D). Condigdes: mesmas descritas na Figura 13



Figura 17. Cromatograma da ivermectina. Condices: Concentracdo: 190,12 ug mL™ para
H,B1, e 5,72 ug mL*? para H,B1p. Condigdes: Coluna: LiChroCART ® 100 RP-18 (125 x 4
mm, 5 mm), fase mdvel: acetonitrila e agua (95:5, v/v) com acido acético a 1 %, vazdo: 1,0
mL min, split do MS de 1:5. Deteccdo no UV a 245 nm e temperatura de 25 + 1° C

Figura 18. Espectros de massa dos homologos da solucdo padrdo de ivermectina H,B1,.
Condic¢6es: mesmas descritas na Figura 13.

Figura 19Espectros de massa dos homdélogos da solucdo da amostra de ivermectina HyB1,.
Condicbes: mesmas descritas na Figura 13

Figura 20. Espectros de massa dos homélogos da solucdo padrdo de ivermectina H,B1p.
Condic¢6es: mesmas descritas na Figura 13

Figura 21. Espectros de massa dos homdlogos da solucdo da amostra de ivermectina H,B1y.
Condic¢des: mesmas descritas na Figura 13

Figure 22. Cromatogramas das soluc¢des do padréo (a), da amostra (b), da fase movel (c) e do
placebo (d). Concentracdo: 187,64 pg mL™ de H.B1, e 9,76 ug mL™ de H,Bi,. Condicdes:
Fase movel: acetonitrila e agua (95:5, v/v) com 1 % &cido acético, coluna Lichrocart® 100
RP-18 (125 x 4 mm, 5 um), vazdo 1.0 mL min™, deteccdo no UV a 245 nm, volume de
injecdo: 20 pL e temperatura do forno 25°C

Figura 23. Curva analitica da abamectina H,B;, obtida pelo método cromatogréfico.
Concentracdo: 187,64 pg mL™ de abamectina H,B1,. CondicBes: mesmas descritas na Figura
22

Figura 24. Curva analitica da abamectina H,B;, obtida pelo método cromatografico.
Concentragdo: 9,76 pg mL™ de abamectina H,Byp. Condicées: mesmas descritas na Figura 22

Figura 25. Cromatogramas apos teste de estresse. Concentracdo: 187,64 pg mL™ de H,B1, €
9,76 pg mL™ de H,By,. Cromatogramas: hidrélise neutra (A), meio oxidante (B), hidrélise
acida (C) e hidrélise alcalina (D). Condig¢des cromatograficas: mesmas descritas na Figura 22

Figure 26. Cromatogramas da solucdo do padrdo, da amostra, do placebo e da fase movel.
Concentracdo: 200 pg/mL de nadolol. CondicBes: Fase movel: hexano: alcool etilico:
dietilamina: 4cido acético (86:14:0,3:0,3 v/v/viv) , coluna Chiralcel OD® (250 x 4,6 mm, 10
pm), vaz&o 0,7 mL min™, deteccdo na UV a 220 nm, volume de injecdo: 20 L e temperatura
do forno 25°C

Figura 27. Curva analitica do nadolol 1 obtida pelo método cromatografico. Concentracao:
Intervalo de concentracdo do nadolol racémico antes da separacdo cromatogréafica: 160- 240
pg/mL. Condigcbes: mesmas descritas na Figura 26.

Figura 28. Curva analitica do nadolol 2 obtida pelo método cromatografico. Concentragéo:
Intervalo de concentracdo do nadolol racémico antes da separacdo cromatogréafica: 160- 240
pg/mL. Condig¢Oes: mesmas descritas na Figura 26.



Figura 29. Curva analitica do nadolol 3 obtida pelo método cromatografico Concentracéo:
Intervalo de concentracdo do nadolol racémico antes da separacdo cromatogréafica: 160- 240
pg/mL. Condicbes: mesmas descritas na Figura 26.

Figura 30. Curva analitica do nadolol 3 obtida pelo método cromatografico Concentragéo:
Intervalo de concentracdo do nadolol racémico antes da separacdo cromatogréafica: 160- 240
pg/mL. CondicOes: mesmas descritas na Figura 26.

Figura 31. Especto de dicroismo circular dos enantidmeros do nadolol

Figura 32. Difratograma do nadolol racémico

Figura 33. Difratograma do nadolol analisado conforme Amorin, 2012 (AMORIN,2012)



LISTA DE ABREVIATURAS, SIGLAS E SIMBOLOS

ANVISA Agéncia nacional de vigilancia sanitaria

CLAE Cromatografia em fase liquida de alta eficiéncia
°C Graus Celsius

DPR Desvio padréo relativo

EC Eletroforese capilar

pH Potencial hidrogeniénico

pka Constante de dissociacao 4cida

UHPLC Ultra high performance liquid chromatography

USP United States Pharmacopeia



RESUMO

ALEXANDRE, G.P. Validacdo dos sistemas computadorizados empregados na
determinacdo dos enantiomeros do nadolol e dos homologos da ivermectina e da
abamectina. 2016. 190f. Tese (Doutorado) — Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas,
Universidade de Sao Paulo, Séo Paulo, 2016.

O nadolol é um agente bloqueador de receptores [-adrenérgicos empregado
principalmente, na “angina pectoris”, hipertensdo, certas arritmias cardiacas e no tratamento
do glaucoma (SING, 2006).

A ivermectina e a abamectina sdo farmacos que apresentam acdo antiparasitaria
(SHOOP, 1995).

Na presente pesquisa, a cromatografia em fase liquida de alta eficiéncia foi uma das
técnicas estudadas para a quantificacdo dos enantibmeros do nadolol e dos homologos
presentes na abamectina e ivermectina. A versatilidade desta técnica reside no grande nimero
de fases estacionarias existentes, as quais possibilitam analises, separacdes e determinacfes
quantitativas de uma ampla gama de compostos com alta eficiéncia (Aquino Neto e Nunes,
2003). Para identificacdo dos enantidmeros do nadolol foi utilizado o dicroismo circular que
permite a determinacédo da configuracédo absoluta de enantiomeros (LIMA, 1997).

Para os enantidmeros do nadolol e dos homologos presentes na abamectina e na
ivermectina também foram realizados testes para desenvolvimento de uma metodologia de
quantificacdo por meio de uma técnica relativamente recente chamada de eletroforese capilar
(EC), a qual tem alcancado desde sua introducdo um rapido desenvolvimento e ampla
aplicacdo na andlise de farmacos em medicamentos (SANTORO, 2000).

Para a comprovacdo da qualidade e seguranga dos sistemas computadorizados dos
equipamentos de cromatografia em fase liquida de alta eficiéncia (CLAE) e de eletroforese

capilar (EC) foram efetuadas, neste trabalho, as respectivas valida¢fes. Apds esta validagéo,



pode-se confirmar o correto funcionamento de um software, e suas interagdes com o
hardware, onde devem ser levados em consideracdo, dentre outros, os aspectos relacionados a
infra-estrutura, seguranca e manutencio de dados (AGENCIA NACIONAL DE VIGILANIA
SANITARIA, 2010).

As metodologias analiticas desenvolvidas a para quantificacdo do nadolol, abamectina
e ivermectina por cromatografia em fase liquida de alta eficiéncia foram validadas. A
validacao analitica deve garantir, por meio de estudos experimentais, que o método atenda as
exigéncias das aplicacOes analiticas, assegurando a confiabilidade dos resultados. Para tanto,
0 método deve apresentar especificidade, linearidade, intervalo, precisdo, sensibilidade, limite
de quantificacdo e deteccdo, exatiddo, adequados & analise (AGENCIA NACIONAL DE

VIGILANIA SANITARIA, 2003).

Portanto, o objetivo proposto nesta pesquisa é primeiramente a validacdo dos sistemas
computadorizados dos equipamentos de cromatografia em fase liquida de alta eficiéncia
(CLAE) e de eletroforese capilar (EC). Para isto, serdo desenvolvidos e validados 0s métodos
analiticos de separacdo, identificacdo e quantificacdo dos enantibmeros do nadolol e dos
homologos presentes na abamectina e na ivermectina, em medicamentos, empregando as

técnicas analiticas selecionadas.

Palavras chaves: Validacdo, métodos analiticos, cromatografia em fase liquida de alta
eficiéncia, dicroismo circular, eletroforese capilar, abamectina, ivermectina, nadolol,

preparacdes farmacéuticas.



ABSTRACT

ALEXANDRE, G.P. Validation of the computer systems used in the determination of
nadolol enantiomers and homologous of ivermectin and abamectin. 2016. 190f. Tese
(Doutorado) — Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas, Universidade de S&o Paulo, Sdo Paulo,
2016.

Nadolol is a blocking agent with activity in the B -adrenergic receptors. It is mainly
used in angina, hypertension, certain heart arrhythmias and in the treatment of glaucoma
(SING, 2006).

Ivermectin and abamectin are drugs with antiparasitic activity (SHOOP, 1995).

In the present research, high performance liquid chromatography is one of the techniques used
in the quantification of the enantiomers of nadolol and homologues present in abamectin and
ivermectin. The versatility of this technique and the large number of existing stationary
phases, enables the separation and quantitative determination of a wide range of compounds
with high efficiency (Aquino Neto e Nunes, 2003). For identification of the nadolol
enantiomers, circular dichroism was used which allows the determination of the absolute
configuration of the enantiomers (LIMA, 1997).

Nadolol enantiomers and the homologues present in abamectin and ivermectin will be
also quantified by capillary zone electrophoresis (CE), a separation technique relatively
recent, which has achieved, since its introduction, a wide application in the analysis of drugs
in pharmaceutical preparations (SANTORO, 2000).

In order to assure the quality of the analytical results, the computer systems of the
liquid chromatograph and capillary electrophoresis equipments, must be validated prior to the
analytical methods validation. Computer systems validation is used to verify and confirm the

proper operation of softwares, and their interactions with the hardwares, besides the



infrastructure, safety and storage of data (AGENCIA NACIONAL DE VIGILANIA
SANITARIA, 2010).

The analytical methodologies developed for quantification of nadolol, abamectin,
ivermectin by using high efficiency liquid chromatography and capillary electrophoresis were
validated. The analytical methods validation should ensure, through experimental studies, that
the method meets the requirements for analytical applications, ensuring the reliability of the
results. Parameters like, specificity, linearity, range, accuracy, sensitivity, limits of detection
and quantification and accuracy, must be determined (AGENCIA NACIONAL DE
VIGILANIA SANITARIA, 2003).

The objective of this study is to validate the computer systems of the high performance
liquid chromatograph and capillary electrophoresis equipments and then to develop and
validate analytical methods for separation, identification and quantification of nadolol

enantiomers and the homologues of abamectin and ivermectin.

Keywords: Validation, analytical methods, high performance liquid chromatography, circular
dichroism, capillary electrophoresis, abamectin, ivermectin, nadolol, pharmaceutical

preparations.



1. INTRODUCAO

O nadolol (Figuras 1 e 2), cujo nome quimico é (2R,3S)-5-(3-tert-butylamino-2-
hydroxypropoxy)-1,2,3,4-tetrahydronaphthalene-2,3-diol, é constituido pelos racematos A e
B, apresentando, portanto, uma mistura de quatro isdbmeros, isto €, dois pares de
enantibmeros. O nadolol, apesar de possuir trés carbonos quirais, apresenta apenas dois
centros quirais, pois as hidroxilas do carbono 2-3 sdo fixas na configuragéo cis, permitindo
um total de quatro estereoisémeros. E um B-bloqueador empregado em casos de angina,
hipertensdo, arritmias cardiacas e glaucoma (BRITISH PHARMACOPEIA, 2010; MERCK

INDEX, 2006; SING, 2006).

Figura 1. Estrutura quimica do nadolol (UNITED STATES PHARMACOPEIA, 2016)
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Figura 2. Estrutura quimica dos enantibmeros do nadolol (SUNG, 2010)
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Atualmente, a quiralidade dos compostos organicos tem sido muito estudada, ja que
estd diretamente ligada a acdo farmacoldgica. Devido a quiralidade, os seres vivos
normalmente apresentam respostas biologicas diferentes a um ou outro par de enantibmeros.
Um exemplo bem estudado é o caso da teratogenicidade da talidomida, exclusiva do
enantibmero (S). Os dois enantibmeros ja foram separados, quantificados e foram
reconhecidos como dois produtos quimicamente diferentes (FRANCOTTE, 2001 e
NAGAMATSU, 1999).

A ivermectina, (Figura 3), que apresenta nome quimico 22,23-diidroavermectina B;a
mais a 22,23- dihidroavermectina B1b, € composta de uma mistura de avermectina Bla (pelo
menos 80 %) e avermectina B1b (ndo mais do que 20 %) (MARKUS, 1992).

A ivermectina é utilizada como principio ativo, de ampla acdo medicamentosa, na area
humana e veterinaria nos tratamentos de escabiose, vermes e piolhos. E um dos compostos
produzidos pela bactéria Streptomyces avermitili que atua no sistema nervoso e na fungéo

muscular, resultando em paralisia e morte dos parasitas (CIONE, 2008).
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Figura 3. Estrutura quimica da ivermectina (UNITED STATES PHARMACOPEIA, 2016)
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A abamectina (Figura 4) é um composto da classe das avermectinas, formada por uma

mistura de avermectina Bla (pelo menos 80 %) e avermectina B1b (ndo mais do que 20 %)

(Shoop, 1995). E utilizada em medicina veterinaria como antiparasitario, e na agricultura

como inseticida (Lankas, 1989).

Figura 4. Estrutura quimica da abamectina (Xie, 2011)

> 80% B,a: R=CH,
< 20% B,b: R=CH,
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A justificativa para o estudo dos homdlogos da ivermectina e abamectina é evidente,
visto que temos uma especificacdo que consta que as avermectinas, H,B1, (deve apresentar
pelo menos 80 %) e a HyBj, (N0 mais do que 20 %) observa-se assim, a necessidade de
quantificar cada homdlogo separadamente visto que a especificacdo faz parte da

caracterizacdo do farmaco (MARKUS, 1992).

Sabe-se que os enatibmeros podem apresentar atividades biolégicas completamente
diferentes. Para os B- bloqueadores, como é o caso do nadolol o responsavel pelo efeito
farmacoldgico principal é o isdmero S (-), sendo assim o0 presente estudo faz-se necessario
devido a importancia na eficacia do efeito farmacoldgico do farmaco, justificando assim a
necessidade de separacdo e quantificacdo dos quatro estereoisbmeros separadamente

(MEHVAR, 2001, PEARSON, 1989).

A Bristol Myers Squibb era a Unica fabricante do nadolol no Brasil, com nome
comercial de Corgard®. No entanto, desde 2009 o medicamento deixou de ser comercializado

pela empresa, ficando como alternativa o produto preparado nas farméacias de manipulacao.

E parte da pesquisa, além da quantificacdo dos enantidmeros do nadolol e dos
homdlogos da ivermectina e abamectina, além da validagdo dos sistemas computadorizados
dos equipamentos de cromatografia em fase liquida de alta eficiéncia e de eletroforese capilar.

A validacdo de sistemas computadorizados pode ser definida como uma evidéncia
documentada que atesta, com alto grau de seguranca, que analises do sistema, controles e
registros, estdo sendo realizados corretamente e que 0 processamento dos dados cumpre com
as especificagdes pré-determinadas (AGENCIA NACIONAL DE VIGILACIA SANITARIA,

2010).
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1 ESTEREOQUIMICA

Isbmeros sd0 compostos que possuem 0S mesmos constituintes atdmicos, porém com
diferentes disposi¢es na molécula (LIMA, 1997, BURKE, 2002).

Os esteroisdmeros sdo isdmeros que diferem somente pela posicdo do seu atomo no
espaco. Podem ser dividos em duas categorias: enantidmeros e diasteredmeros (SOLOMONS,
1996).

Diasteredmeros sdo esteroisdbmeros cujas moléculas ndo sdo imagem especulares uma
da outra. Suas propriedades fisicas e quimicas podem diferir podendo possuir diferentes
pontos de fusdo, ebulicdo, indices de refracdo e solubilidade. E normalmente observado em
moléculas com mais de um centro quiral (SOLOMONS, 1996).

Um enantidmero existe sob forma de dois pares de isbmeros, ndo superponiveis, mas
simétricos em relagdo a um plano. A mistura de dois enatibmeros € denominada racemato
(LIMA, 1997, BURKE, 2002).

Os enantidmeros possuem ponto de fusdo e ebulicdo idénticos, bem como mesmos
indices de refracdo e espectros de absorcdo no infravermelho, mas comportamento diferente
em relagcdo a passagem de um feixe de luz polarizada, sendo ativos quando separados

(SOLOMONS, 1996).
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Figura 5. Representacdo geral de uma molécula com seu centro quiral e os enantidmeros

(BURKE, 2002).
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Misturas contendo igual quantidade de enantibmeros (50:50) sdo chamadas de
misturas racémicas (ou racematos) e sdo opticamente inativas. Neste caso, a falta de atividade
Optica, é decorrente do fato que, enquanto um dos enantidmeros desvia o plano da luz para um
determinado valor, 0 seu par o desvia, na mesma proporc¢do, na direcdo exatamente oposta,
anulando o resultado final. Este € o caso em gque uma substancia quiral é inativa opticamente.

Estes isbmeros apresentam as mesmas propriedades quimicas e fisicas, exceto quanto
a rotacdo especifica. Entretanto, eles podem apresentar diferencas extraordinarias naqueles
fatores que dependem de seu rearranjo no espaco, mostrando seguidamente diferentes
propriedades farmacodinamicas e farmacocinéticas.

A existéncia de enzimas e receptores estereoespecificos no organismo conduz as
carateristicas biologicas diferentes para as estruturas quirais. O resultado desta acdo
estereosseletiva pelos receptores protéicos é devido a uma ocupacdo preferencial de um sitio
receptor por um dos enantidbmeros. Como consequéncias diretas o organismo podera
apresentar diversas respostas bioldgicas para os diferentes estereoisdmeros (LIMA, 1997).

Sabe-se que o0s enantidbmeros podem apresentar acdes diferenciadas quando interagem

com seres vivos. Um bom exemplo é o composto denominado limoneno; uma de suas formas
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enantiomericas é a principal responsavel pelo odor de laranja, enquanto a outra é responsavel
pelo odor de limédo (SOLOMONS, 1996).

O farmaco quiral pode ter mais do que um centro quiral, em tais casos, é necessario
atribuir uma configuracdo absoluta para cada centro quiral (LIMA, 1997).

Embora o cenario atual favoreca o desenvolvimento de farmacos enantiopuros, cabe
ao laboratorio responsavel a decisdo final quanto a forma estereoisomérica do farmaco a ser
desenvolvido (forma enantiopura ou racémica, por exemplo). No entanto, qualquer que seja a
decisdo tomada, as agéncias reguladoras irdo exigir, para o registro, justificativas cientificas
baseadas em parametros como qualidade, seguranca e eficacia, bem como na relacédo risco-
beneficio atribuido ao emprego da forma escolhida. Por outro lado, as agéncias se mostram
dispostas a analisar as decisdes em conjunto com as industrias e a discuti-las caso a caso
(HUTT, 2003).

Durante a pesquisa por novos farmacos, quando uma molécula quiral é identificada
como a mais promissora, as questdes estereoquimicas, como a selecdo do isémero desejado
ou a opcao pelo racemato, séo consideradas durante o desenvolvimento, preferencialmente,
em seu estagio inicial.

No presente cenario, a menos que o0s dois enantibmeros oferecam beneficios
terapéuticos sinérgicos ou complementares e ndo estejam associados a nenhuma toxicidade
aparente, o desenvolvimento de um racemato pode ndo ser uma opcdo Vviavel
economicamente. As atuais politicas das agéncias reguladoras sugerem que, para a aprovacao
de um racemato, ele e cada um dos enantiémeros individualmente, devem ser avaliados pré-
clinica e clinicamente. Em outras palavras, caso se decida pelo uso do racemato, este fato ira
significar um custo muito mais elevado com pesquisas, quando comparados aos custos e
beneficios decorrentes ao desenvolvimento de um farmaco enantiopuro. Razdes ainda existem

que podem justificar o registro de um racemato, como:
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e Os enantidmeros sofrem pronunciada racemizacao in vivo ou sao desprovidos
de estabilidade configuracional in vitro;

e Os enantibmeros possuem perfis farmacocinéticos, farmacodindmicos e
toxicoldgicos semelhantes, entre outras razGes. No entanto, é possivel afirmar
que o desenvolvimento de racematos é cada vez menos a opcao escolhida pelas

industrias farmacéuticas inovadoras (SRINIVAS, 2001).

Algumas das vantagens do desenvolvimento e emprego de farmacos enantiopuros na
terapéutica sdo: a diminuicdo da dose total de farmaco administrada, a simplificacdo da
relacdo dose-resposta, a exclusdo de uma fonte de variabilidade na resposta interindividual,
bem como a eliminacdo da toxicidade devida ao enantibmero menos ativo (distbmero)

(AGRANAT, 2002).

No Brasil desde 2003, através da Resolucdo n° 135, de 29 de maio de 2003, para o
registro de medicamentos genéricos € necessario fornecer dados sobre os teores dos
estereoisdmeros, no caso de farmacos que apresentam quiralidade, cuja proporcdo de
estereoisdmeros possa comprometer a eficacia e a seguranca do medicamento (AGENCIA
NACIONAL DE VIGILANCIA SANITARIA, 2003). Na RDC 57 de 18 de novembro de
2009 é exigida a caracterizacdo e a quantificacdo dos isdmeros para registro de insumos (SAO
PAULO, 2009). Percebe-se assim, a necessidade de se ter a disposicdo métodos analiticos
capazes de separar e identificar cada enantidmero.

Atualmente, a importancia e as implicagdes da quiralidade no desenvolvimento de
novos farmacos sdo bem reconhecidas, seja no meio académico, industrial ou regulatério. Ha
alguns anos, o desenvolvimento de medicamentos contendo apenas o enantibmero mais ativo
ndo era considerado viavel. Contudo, ap0s décadas de farmacologia e terapéutica

essencialmente bidimensionais, nas quais o arsenal terapéutico era dominado por racematos,
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uma redescoberta da estereoquimica ocorreu no inicio da década de 80. Essa redescoberta foi
motivada pelo surgimento de novas tecnologias que possibilitaram a preparacdo de
enantibmeros puros em quantidade, levando a um interesse renovado pelo papel da
estereoquimica na acéo dos farmacos (SRINIVAS, 2001; AGRANAT, 2002)

Para identificacdo dos enantibmeros de um farmaco quiral pode-se proceder a
analise com base na sua configuracdo absoluta ou a sua rotacao optica.

o Classificacéo pela rotacao optica

A forma mais comum de representar a quiralidade de uma molécula est4 baseada no
efeito da rotacdo Optica da luz, com a descri¢cdo de (+) quanto este é no sentido horario ou (-)
no sentido anti-horario (BURKE, 2002, CALDWELL, 2001, MCCONATHY, 2003).

Outras designagdes, tais como D e L sdo usados para os aglicares e aminoacidos, mas

sdo especificos para estas moléculas e ndo sdo geralmente aplicaveis para outros compostos.
Os termos d (dextro), e | (levo), sdo consideradas obsoletas e devem ser evitados

(MCCONATHY, 2003).

o Classificacéo pela configuracéo estrutural

Outra forma de representar a quiralidade € pela configuracdo estrutural absoluta do
centro quiral, sendo designado S (para direita) e R (para esquerda). Ha regras precisas com
base no numero atbmico para determinar se um determinado centro quiral possui
configuracdo R ou S. Os substituintes do centro quiral sdo ordenados de acordo com seu
namero atdbmico, sendo organizados do maior para o menor. A molécula entdo € orientada de
modo a que o menor dos quatro substituintes seja direcionado para longe do observador. A
configuracdo entdo é determinada conforme o sentido em que os substituintes maior, médio e

menor sdo rotacionados (sentido horario e anti-horario). Caso a molécula gire no sentido
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horério, ela serd designada de R e, caso ela gire no sentido ani-horario, sera denominada S

(CALDWELL, 2001, MCCONATHY, 2003).

2.1.1 Quiralidade e farmacodinamica

A maioria dos farmacos tem sua acdo explicada com base na teoria dos receptores. As
moléculas receptoras no organismo sdo proteinas que exibem alta afinidade por ligantes de
certa estrutura molecular, de modo analogo a ligacdo enzima-substrato. A ligacdo de um
substrato a um receptor aciona um mecanismo que se manifesta como uma resposta biolégica.
Esse mecanismo pode ser uma modificacdo na atividade de uma enzima ou no transporte de
ions, etc. Qualquer que seja sua funcgdo fisiologica, 0s receptores tém algo em comum: séo
moléculas quirais e podem, portanto, ser enantiosseletivos em suas ligagdes com moléculas
mensageiras. Sabe-se que quanto melhor € o encaixe ou a ligacdo do farmaco com o receptor,
melhor é o farmaco. Além disso, se ambos 0s enantidmeros conseguem se encaixar no sitio
ativo, entdo é provavel que nenhum dos dois tenha um bom encaixe. Temos ainda uma
relacdo entre a afinidade de um farmaco por seu receptor e a dose efetiva necessaria para que
sua acdo farmacoldgica seja observada. Pela regra de Pfeiffer sabe-se que quanto menor a
dose efetiva de um farmaco, maior a diferenca na acdo farmacoldgica entre 0s isdbmeros
Opticos do qual o farmaco faz parte (ABOUL-ENEIN, 1997).

A razdo entre a atividade do enantidmero mais ativo (também chamado eutémero) e
aquela do enantibmero menos ativo (também chamado distbmero), da-se o nome de razdo
eudismica. H& uma relagé@o direta entre a razdo eudismica e a poténcia de um farmaco, ou
seja, quanto maior a razdo eudismica, mais potente € o farmaco ou menor € sua dose efetiva.
O desenvolvimento desse conceito demonstrou que a enantiosseletividade na acdo bioldgica é

aregra e nao a excegao.
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Embora boa parte da diferenca observada nas atividades farmacoldgicas dos
enantibmeros possa ser atribuida as diferentes afinidades pelos receptores, pode também ser
devida a estereosseletividade presente nas diversas etapas farmacocinéticas (ABOUL-ENEIN,

1997).

2.1.2 Quiralidade e farmacocinética

A farmacocinética é a parte da farmacologia que estuda os processos de absorcéo,
distribuicdo, metabolizacdo e eliminacdo dos farmacos. Os processos de absorcéo,
distribuicdo e eliminacdo sdo fendmenos que geralmente ndo se diferenciam entre os
enantibmeros. No entanto, se o farmaco interage com uma enzima ou sistema de transporte,
entdo pode haver discriminacdo quiral e, com isso, diferencas farmacocinéticas entre o0s

enantibmeros podem ser observadas (OTT, 1993).

2.2 NADOLOL

2.2.1 Caracteristica do farmaco

O nadolol apresenta peso molecular de 309,40, (CAS 42200-33-9) e sua férmula
estrutural € C17H,7NO,4. E um pd branco ou quase branco, cristalino, praticamente inodoro,
facilmente soltvel em etanol e em metanol, levemente solivel em cloroférmio, cloreto de
metileno, alcool isopropilico, insolivel em acetona, benzeno, éter, hexano e tricloroetano.
Apresenta ponto de fuséo entre 124.0-136.0 °C, pKa de 9,68 e log P 0,87. (MERCK INDEX,

2006, UNITED STATES PHARMACOPEIA, 2016, CHEMICALAZE, 2016).
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Figura 6. Representacdo grafica do pKa do nadolol (CHEMICALAZE, 2016)
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O nadolol constituido pelos racematos A e B, apresenta, portanto, uma mistura de
quatro isémeros, isto €, dois pares de enantidmeros. O nadolol, apesar de possuir trés
carbonos quirais, apresenta apenas dois centros quirais, pois as hidroxilas do carbono 2-3 sdo
fixas na configuracdo cis, permitindo um total de quatro estereocisémeros (SINGH, 2006 e
BRITISH PHARMACOPEIA, 2010).

A maioria dos agentes B-blogueadores frequentemente prescritos ¢ formulada e
comercializada na forma racémica, embora, para alguns deles, ja tenha sido demonstrado que
o enantidbmero S (-) é o responsavel pelo efeito farmacoldgico principal (MEHVAR, 2001 e
PEARSON, 1989).

A quiralidade dos compostos quimicos, principalmente os compostos terapéuticos é

um tema muito importante principalmente do ponto de vista farmacoldgico, farmacocinético,
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toxicoldgico, e preocupacdo dos orgdos fiscalizadores quanto ao controle de qualidade de
medicamentos. E importante o controle da composicdo esteroquimica desde a sintese até o
consumo, envolvendo estudos farmacologiccos, de fabricacdo e de controle de qualidade
(SANTORO, 2001).

Srivinas e coladoradores (1996) descreveram em estudo sobre a bioequivaléncia em
formulagbes contendo nadolol que o emprego do método nédo-enantioseletivo levava a
conclusdo de que os farmacos em analise eram bioequivalentes. No entanto, quando foi
realizada a analise a partir de um método analitico enantiosseletivo, foi provado que 0s
farmacos ndo apresentavam bioequivaléncia. Ficou justificada assim, a necessidade de
quantificacdo separadamente dos quatro isbmeros presentes.

Hoje em dia, apesar da legislacdo internacional cada vez mais restrita para a
comercializacdo de produtos farmacéuticos, com base em enantiomeros individuais, o nadolol
ainda é disponivel comercialmente como uma mistura em partes iguais dos quatro
esteroisomeros. Existem alguns fatores envolvidos para justificar esta apresentacdo, pois sdo
muitas as dificuldades para a sintese dos enantidmeros puros, que muitas vezes envolve
varias etapas, tornando o produto inviavel sob ponto de vista econdmico (ARAFAT, 2016 e

LIMA, 1997).

2.3 COMPOSTOS HOMOLOGOS

Os compostos formadores por uma série homdloga sdo denominados homologos entre
si. Suas propriedades quimicas sdo semelhantes, pois pertencem a mesma funcdo quimica, e
suas propriedades fisicas vao variando gradativamente, a medida que aumenta o tamanho da
cadeia carbonica (FELTRE, 2004).

Estdo neste caso a ivermectina e a abamectina.
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2.4 IVERMECTINA

2.4.1 Caracteristica do farmaco

Seu peso molecular é de 875,10 (ivermectina H,B1,) e de 861,07 (ivermectina H,B1p),
CAS 70288-86-7. A formula estrutural é CygH74014 (ivermectina Bj) e Cu7H72014
(ivermectina Bjp). Apresenta-se na forma de po cristalino branco ou quase branco, insoluvel
em agua, facilmente solivel em metanol e etanol 95 % (UNITED STATES PHARMACOPEIA,

2016 e MERCK INDEX, 2006).

Figura 7. Representacdo grafica do pKa da ivermectina (CHEMICALAZE, 2016)
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E utilizada como principio ativo com ampla a¢do medicamentosa para o tratamento de
escabiose, vermes e piolhos (CIONE, 2008). Tem aplicacdo tanto em medicamentos de uso

humano quanto veterinario.
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A ivermectina € composta de uma mistura de avermectina B, (pelo menos 80 %) e
avermectina By, (ndo mais do que 20 %). Com base nos estudos sobre o metabolismo do
farmaco, foi demonstrado que o composto H,Bi, € geralmente metabolizado mais
rapidamente do que o homdélogo H,B1, e, portanto o H,B1, constitui o principal residuo
encontrado em tecidos e fluidos bioldgicos, justificando assim a necessidade de se quantificar,
separadamente, os dois homologos (MARKUS, 1992).

A partir da descoberta da abamectina, inimeras modificacbes quimicas na estrutura
dos compostos do grupo das avermectinas foram realizadas no intuito de reduzir a toxicidade
destes compostos em animais. A saturacdo da dupla ligacdo entre os carbonos 22 e 23 deu
origem ao farmaco revolucionario, a 22-23-diidro avermectina B; (majoritariamente By,),
denominada de ivermectina. A reducdo da dupla ligacdo deu origem a um composto com
eficacia e seguranca maior do que a do composto original. Foi introduzido comercialmente
em 1981 para o controle de nematdideos endoparasiticos e artropodes ectoparasiticos em
animais. A ivermectina é altamente efetiva contra carrapatos. No entanto, ndo teve sucesso
somente na medicina veterinaria. Em 1988, foi empregada pela primeira vez para tratar a
oncocercoiasis em humanos. Atualmente é prescrita para o tratamento de diversas infecces

internas causadas por nematddeos e outras ectoparasitoses (SCHRODER, 2016).

2.5 ABAMECTINA
2.5.1 Caracteristica do farmaco

Seu peso molecular é de 873,08 (abamectina B;,) e de 859,05 (abamectina Bip), CAS
71751-41-2. Sua férmula estrutural é C4gH7,014 (abamectina Bi,) € Cy47H70014 (abamectina
Bip). Apresenta-se na forma de pé cristalino branco ou quase branco, inolivel em agua,

facilmente solivel em metanol (MERCK INDEX, 2006).
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Figura 8. Representacdo grafica do pKa da abamectina (CHEMICALAZE, 2016)
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A abamectina é formada por uma mistura de avermectina By, (pelo menos 80 %) e
avermectina By, (ndo mais do que 20 %) (SHOOP, 1995). Os dois homologos, B, € Bip, sd0
muito semelhantes quanto as propriedades bioldgicas e toxicoldgicas, formando um composto
com alta massa molar, que apresenta baixa solubilidade em agua e é solGvel em solventes
organicos (BORGES, 2008).

A abamectina é utilizada na medicina veterinaria como antiparasitario e na agricultura
como inseticida (LANKAS, 1989).

Em 1985, o laboratério Merck Sharpe e Dohme® langou no mercado a primeira forma
farmacéutica contendo abamectina (PITTERNA, 2009).

A abamectina é a mais importante das oito avermectinas, devido a sua alta poténcia
contra um amplo espectro de parasitas em mamiferos. A avermectina B, € a mais ativa contra

pestes na agricultura. A partir desta descoberta, inimeras modificagcdes quimicas na estrutura
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dos compostos do grupo das avermectinas foram realizadas no intuito de reduzir a toxicidade
destes compostos em animais (SCHRODER, 2016).

Na comunidade Européia, a abamectina é apontada como suspeita de provocar efeitos
adversos ao ambiente aquéatico, mesmo quando presente em baixas concentracGes, devido a
sua alta toxicidade aos organismos que nele vivem, tais como, peixes e microcrustaceos
(TISLER, 2006).

Os produtos farmacéuticos veterinarios e agrotoxicos podem entrar no ambiente a
partir de residuos animais e do escoamento de chuvas, agindo como poluentes de fontes
difusas. Também podem causar contaminacdo na forma de poluicdo pontual, devido ao
descarte de efluente das industrias produtoras e/ou por meio do descarte inadequado da agua
resultante da lavagem de embalagens de agrotoxicos contendo residuos destes principios
ativos.

A relacdo entre o uso de produtos veterinarios e a presenca de seus residuos no
ambiente tem sido investigada por diversos autores, como SAMMARTINO (2008), TERNES

(2003), e, DAUGTHON e TERNES (1999).

2.6 Metodologia analitica

Foi realizada uma revisdo bibliografica para verificar o que ja existe na literatura para
a determinacdo quantitativa do nadolol,ivermectina e abamectina.
Na Tabela 1 estdo apresentados os métodos descritos na literatura para anélise do

nadolol.
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Tabela 1. Métodos analiticos descritos na literatura para a determinagéo do nadolol

Referéncia Método

Condigdes experimentais

ARAFAH, 2016 CLAE
(Nadolol — separacéo

dos enantibmeros)

RIBEIRO, 2013 CLAE
(Nadolol — separacéo

dos enantibmeros)

SUNG, 2010 CLAE
(Nadolol — separacao

dos enantibmeros)

SINGH, 2006 CLAE
(Nadolol — separacéo

dos enantibmeros)

MCCARTHY, 1994 CLAE
(Nadolol — separacéo

dos enantibmeros)

HOSHINO, 1994 CLAE
(Nadolol — separacéo
parcial dos

enantibmeros)

Fase  movel:  etanol:  hexano:
dietilamina (20: 80:0,1 v/v/v), coluna:
Chiralpack 1A (250 x 4.6 mm), tempo
de retencdo de 5 a 30min.

Fase  movel: hexano: etanol:
dietilamina (80: 20:0,3 v/v/v), coluna:
Chiralpack AD (250 x 4.6 mm), tempo
de retencdo de 8 a 32 min.

Fase  movel: hexano: etanol:
dietilamina: THF (85: 15: 0,6:0,1
v/vlv), coluna: Chiralpack AD-H (5
pum, 25 x 500 mm), 230 nm, tempo de
retencdo de 10 a 60 min.

Fase  movel:  hexano:  etanol:
dietilamina: acido acético (87: 13: 0,2:
0,2 viviviv);, coluna: Chiralcel OD®
(250 x 4.6 mm, 10 um), 276 nm,
tempo de retencdo de 15 a 33 min.

Fase  movel: etanol: hexano:
dietilamina (80: 20:0,3 v/v/v), coluna:
Chiralpack AD (250 x 4.6 mm), tempo
de retencdo de 6 a 32 min.

Fase movel: hexano: propanol (80: 20
v/v) com 0,1 % dietilamina, coluna:
Chiralpack AD (250 x 4.6 mm),
deteccdo 239 nm, tempo de retencéo
de 15 a 30 min.

cont.
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cont.

Referéncia

Método

Condigdes experimentais

DYAS, 1991

UNITED STATES
PHARMACORPEIA,
2016

CALATAYUD-

PASCUAL, 2011

GALERA, 2010

FLIEGER, 2010

CLAE
(Nadolol — separacao

dos enantibmeros)

CLAE
(Nadolol total)

CLAE
(Nadolol total)

CLAE
(Nadolol total)

CLAE
(Nadolol total)

Fase  movel:  hexano:  etanol:
acetonitrila  (45:5:1 v/vlv), coluna:
CHI:L:LEU® (250 x 4.6 mm), tempo
de retencdo de 25 a 40 min.

Fase movel reversa: metanol: &gua
(700: 1300 v/v) + 5,84 g de cloreto de
sédio e 1 mL de acido cloridrico 1 N,
coluna: dimethylsilano quimicamente
ligado a silica porosa (250 x 4.6 mm),
deteccdo a 220 nm.

Fase  movel:  hexano:  fosfato
dihidrogenado de aménio: acetonitrila
pH 4,8 (80: 20 v/v), coluna: C18 (250
X 4.0 mm, 5 mm), deteccdo a 269 nm,
tempo de retencdo de 3,6 min.

Fase mdvel: metanol: tampdo fosfato
0,025 mol/L?, pH 3: metanol:
acetonitrila (Gradiente), coluna: : C18
(4,6 x 150 mm), detector de DAD no
intervalo de 200-350 nm, tempo de
retencdo: = 28 minutos.

Fase movel: (A) acido
pentafluoropropionico 20 mM em
acetonitrola: agua (9:1) e (B) écido
pentafluoropropiénico 20 mM em agua
(Gradiente), coluna: Zorbax Extend-
C18® (150 x 4.6 mm), deteccdo a 220
nm, tempo de retencdo 2,72 min.

cont.
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cont.

Referéncia

Método

Condigdes experimentais

FRANCESCO, 2009

VASQUEZ, 2010

TSUBONE, 2008

WANG, 2003

GUPTA, 1983

BUSZEWKI, 2009

CLAE
(Nadolol total)

CLAE
(Nadolol total)

CLAE
(Nadolol total)

CLAE
(Nadolol total)

CLAE
(Nadolol total)

CLAE/MS
(Nadolol total)

Fase mdvel: tampéo fosfato 0,01 M pH
7,0: metanol (90:10) v/v, coluna:
Chiral-AGP® (100 x 4,0 mm).

Fase movel: tampdo fosfato 25 mM,
pH 3 : metanol (90:10) v/v, coluna:
C18 (150 x 4,6 mm), deteccdo por
fluorescéncia: excitagdo entre 227-
232 nm e emissdao em 300-302 nm,
tempo de retencdo: £ 7 minutos.

Fase mdvel: : acetonitrila: agua (15:85
v/v) com 0,1 % de trietilamina, pH 4,6
ajustado com acido formico; coluna:
LiChrospher C18® (125 x 4.0 mm, 5
um), deteccdo por fluorescéncia:
excitacdo 230 nm e emissdo em 300
nm, tempo de retengédo + 4 min.

Fase mdvel: tampdo trietilamina 1 %,
pH 5,5 : metanol (80:20) v/v, coluna:
silica-gel R-CD® (250 x 4,6 mm, 15
um), deteccdo a 280 nm.

Fase mavel: acetonitrila: agua: &cido
perclorico solucdo 70g/L: hidroxido de
tetrametilamonio solugdo 160 g/L
(175:825:0,5: 0,5) v/viviv, coluna:
PRP-1 (150 x 4,1 mm, 10 um),
deteccdo por fluorescéncia: excitacao
entre 265 nm e emissdo em 305 nm.

Fase movel: acetonitrila com acetato
de amonio 0,05 M (Gradiente); coluna:
Zorbax SB® C18 (150 mm x 2,1 mm,
3,5 um), deteccdo a 255-340 nm,
tempo de reten¢do: £ 6 min.

cont.
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cont.

Referéncia Método

Condigdes experimentais

LEE, 2007 CLAE/MS
(Nadolol total)

FONTELA, 2010 UHPLC
(Nadolol total)

TAMISIER- EC

KAROLAC, 1999 (Nadolol — separacéo
dos enantibmeros)

Fase movel: agua: acetonitrila: acido
férmico (94,5:5:0,5) v/viv gradiente,
coluna: Zorbax SB-C8 (150 x 4,6
mm), 220 nm, tempo de retengdo: +
13.60 minutos.

Fase movel reversa: acetonitrila com
0,1 % de é&cido fdérmico: tampao
composto de acido férmico 10 mM e
formiato de amonio (pH 3,5); coluna:
Acquity® C18 ( 100 mm x 2,1 mm,
1,7 um), deteccdo a 310 nm, tempo de
retencdo: = 3,22 min.

Fase movel: tampdo fosfato 10 mM/
10 g/L B-ciclodextrina (25:75) viv, 15
Kv, 30 °C, capilar: silica 47 cm 50 um
(didmetro interno), deteccdo a 200 nm,
tempo de retencdo: 14-27 minutos.

Na Tabela 2 estdo apresentados os métodos descritos na literatura para a determinacéo

guantitativa da ivermectina.
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Tabela 2. Métodos analiticos descritos na literatura para a determinacéo da ivermectina

Referéncia

Método

Condicbes experimentais

UNITED STATES
PHARMACORPEIA,
2016
KULIK, 2011

CHIU, 1985

DAHIYA, 2010

YOSHII, 2004

CROUBELS, 2002

PRABHU, 1991

CLAE

(Ivermectina H,B1, € HyB1p)

CLAE
(Ivermectina HyBy, & HaBay)

CLAE
(Ivermectina H2B1, € H2B1p)

CLAE/ MS

(Ivermectina H,B1, € H2B1p)

CLAE/ MS

(Ivermectina H;B15)

CLAE/ MS

(Ivermectina H;B15)

CLAE

(Ivermectina H2B1,)

Fase movel: acetonitrila: metanol:
agua (53:27,5:19,5) v/vlv, coluna: C18
(4,6 x 250 mm), deteccdo a 254 nm.

Fase mdvel: A: acetonitrila: agua
(40:60) v/v e B: acetonitrila, coluna:
Supelcosil LC-ABZ® (4,6 x 250 mm),
deteccdo a 245 nm, tempo de
retencdo: + 24 minutos.

Fase movel reversa: (A) acetonitrila:
metanol: agua (49,2:32,8:18) v/viv e
(B) Acetonitrila:  Metanol: Agua
(56,4:37,6:6) v/vlv, coluna: Zorbax
ODS® (4,6 x 250 mm), deteccdo a
245 nm, tempo de retencdo: = 30
minutos.

Fase movel: formato de aménio 5 mM:
acido férmico 0,1 % em metanol
(10:90) vlv, coluna: Waters X Terra
MS C-18° 5um (2,1 x 150 mm),
tempo de retengdo: = 2 minutos.

Fase movel: A: acetato de aménio 0,2
% em metanol e B: acetato de amonio
0,2% em agua (Gradiente), coluna:
Sep-Pak® C18 5um (2,0 x 150 mm),
tempo de retencdo: £ 14,0 minutos.
Fase mdvel: &cido acético 0,2 % em
agua e 4acido acetico 0,2 % em
acetonitrila: (Gradiente) v/v, coluna:
Nucleosil C18® 5pm (3,0 x 100 mm),
deteccdo a 280 nm.

Fase movel: metanol: agua (97:3) v/v,
coluna: C18 5um (4,6 x 150 mm),
deteccdo por fluorescéncia: 365 nm
(excitagéo) e 418 emisséo, tempo de
retencdo: + 13 minutos.

cont.
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Referéncia

Método

Condigdes experimentais

COSTA, 2012

SANYAY, 2012

CEBALQOS, 2010

CIONE, 2007

NA-
BANGCHANG,
2006

FOX, 1985

PIMENTEL-
TRAPERO, 2016

MACEDO, 2015

CLAE
(Ivermectina total)

CLAE
(Ivermectina total)

CLAE

(Ivermectina total)

CLAE
(Ivermectina total)

CLAE

(Ivermectina total)

CLAE

(Ivermectina total)

CLAE
(Ivermectina total)

CLAE

(Ivermectina total)

Fase mdvel: metanol: dgua -gradiente
(50:50 até 100:0) v/v, coluna: Zorbax
Eclipse XDB C8® 5um (4,6 x 150
mm), deteccdo a 246 nm, tempo de
retencdo: = 10 minutos.

Fase movel: acetonitrila: metanol:
agua (75:15:10) v/vlv, coluna: Insertil
C18® 5um (4,6 x 250 mm), deteccéo
a 254 nm, tempo de retencdo: + 9,6
minutos.

Fase movel: acetonitrila: tampédo
acetato de amoénio 0,025 M pH 6,6
(97:3) vlv, coluna: Selectosil® C18
5um (4,6 x 250 mm), deteccdo a 300
nm, tempo de retengéo: + 13 minutos.

Fase modvel: metanol: acetonitrila:
acido acetico 0,2 % (260: 640:100)
vIvlv, coluna: ACE- C18® 5um (4,6 x
250 mm), deteccdo a 254 nm, tempo
de retencdo: + 10 minutos.

Fase madvel: acetonitrila: metanol:adgua
(50:45:5) v/ivlv, coluna: Hypersil
Gold® C18 5um (4,6 x 150 mm),
deteccdo por fluorescéncia: 365 nm
(excitagdo) e 475 emissdo, tempo de
retencdo: = 7,0 minutos.

Fase modvel: acetonitrila: metanol:
agua (53:35:7) vivlv, coluna: Zorbax
ODS (DuPont)® 5um (4,6 x 250
mm), deteccdo a 245 nm, tempo de
retencdo: = 11 minutos.

Fase movel: metanol: dgua (85:15) v/v
gradiente, coluna: C18 3um (4,6 x 50
mm), deteccdo por fluorescéncia: 365
nm (excitacdo) e 470 emissdo, tempo
de retencdo: + 17 minutos.

Fase movel: acetonitrila: agua (85:15)
v/v gradiente, coluna: C18 5um (4,6 x
150 mm), 365 nm (excitacdo) e 470
emissdo, tempo de retengdo: + 11
minutos.

cont.
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cont.

Referéncia Meétodo Condigdes experimentais
XIE, 2011 CLAE Fase movel: acetonitrila: metanol:
(Ivermectina total) agua (1:2) v/v gradiente, coluna: C18
5um (4,6 x 250 mm), deteccdo por
fluorescéncia: 254 nm (excitacdo) e
400 emissdo, tempo de retencdo: = 15
minutos.
CERKVENIK- CLAE (Ivermectina ~ Fase movel: acetonitrila: metanol:
total agua  (47:47:6) vivlv, coluna:
FLAJSA, 2010 ) Supelcosil LC-8 5um (4,6 x 150 mm),
deteccdo por fluorescéncia: 364 nm
(excitagdo) e 470 emisséo, tempo de
retencdo: = 6 minutos.
LOBATO, 2006 CLAE Fase mével: metanol: agua (96:4) vlv,

SOUZA, 2003

KNOLD, 2002

COUTO, 2000

FINK, 1996

IOSIFIDOU, 1994

(Ivermectina total)

CLAE

(Ivermectina total)

CLAE
(Ivermectina total)

CLAE

(Ivermectina total)
CLAE

(Ivermectina total)

CLAE

(Ivermectina total)

coluna: RP-18 LiChroCart® 5um (4,0
X 125 mm), deteccdo  por
fluorescéncia: 246 nm, tempo de
retengédo: = 11 minutos.

Fase movel:  metanol, coluna:
Lichrosorb RP 18, 7um (4,0 x 250
mm), deteccdo por fluorescéncia: 364
nm (excitacdo) e 426 emissao, tempo
de retencdo: + 12 minutos.

Fase mdvel: acetonitrila: agua: (94:6)
vlv, coluna: Hypersil ODS® 3um (4,0
X 100 mm), deteccdo  por
fluorescéncia: 365 nm (excitacdo) e
475 emissao, tempo de retengdo: * 8,5
minutos.

Fase movel: metanol: dgua: (95:5) v/v,
coluna: Varian C18® 5um (4,6 x 250
mm), deteccdo por fluorescéncia: 364
nm (excitacdo) e 440 emissdo.

Fase movel: acetonitrila:THF:agua
(6:2:1) vi/vlv, coluna: Zorbax C18 5um
(46 x 250 mm), deteccdo por
fluorescéncia: 365 nm (excitacdo) e
475 emissdo, tempo de retengdo: + 18
minutos.

Fase movel: metanol: agua (97:3) v/v,
coluna: C18 5um (3,9 x 150 mm),
deteccdo a 254 nm, tempo de retencéo:
+ 10 minutos.

cont.
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cont.

Referéncia

Método

Condigdes experimentais

PRABHU, 1991

TWAY, 1981

TAO, 2012

THOMPSON, 2009

MONTIU, 2008

LIU, 2011

ROMERO-
GONZALES, 2011

KOWALSKI, 2004

CLAE
(Ivermectina H2B1,)

CLAE

(Ivermectina total)

CLAE/ MS
(Ivermectina total)

CLAE/ MS
(Ivermectina total)

CLAE/ MS

(Ivermectina total)

UHPLC

(Ivermectina total)

UHPLC
(Ivermectina total)

EC

(Ivermectina total)

Fase madvel: metanol: agua (97:3) vlv,
coluna: C18 5um (4,6 x 150 mm), 365
nm (excitacdo) e 418 emissao, tempo
de retencdo: + 13 minutos.

Fase movel: metanol: agua (95:5) v/v,
coluna: Zorbax ODS (DuPont)® (4,6 x
150 mm), deteccdo por fluorescéncia:
364 nm (excitacdo) e 440 emissdo,
tempo de retencdo: £ 14 minutos.

Fase moével: A: metanol e B: tampéo
formiato de amonio, contendo 5 mM
de formato de aménio e 0,1 % de &cido
férmico (30:70) v/v gradiente, coluna:
Thermo Hypersil Gold® C18 5um (2,1 x
100 mm), tempo de retencédo: + 14 min.

Fase mdvel: Acetonitrila com 0,1 %
acido férmico: metanol com 0,1 %
acido formico:agua com 0,1 % é&cido
férmico: acetato de etileno
(Gradiente), coluna: WatersXterra MS
C18 3,5um (2,1 x 20 mm), , tempo de
retencdo: = 23 minutos.

Fase movel: A: acetonitrila: metanol:
tampdo formiato de aménio 10 mM pH
4,0 (43:34:23) viviv e B: acetonitrila
(gradiente), coluna: Xterra®MS C8(4,6
x 250 mm), deteccdo a 254 nm, tempo
de retencdo: + 18 minutos.

Fase movel: acetonitrila: agua: (95:5)
vlv, coluna: BEH Phenyl® 1,7um (2,1
x 50 mm), deteccdo por fluorescéncia:
365 nm (excitacdo) e 470 emissao.

Fase movel: A: &cido formico 0,05 % em
adgua e B: metanol (gradiente), coluna:
Acquity UPLC BEH® 1,7um (2,1 x 100
mm), deteccdo por fluorescéncia: 365 nm
(excitacdo) e 470 emissdo, tempo de
retencdo: = 3,85.

Fase moével: tampdo tetraborato de sédio
decahidratado em metanol 0,01 M (25:75)
vlv, 30 Kv, 25 °C, capilar: silica 47 cm 50
pm (diametro interno), detcgdo a 254 nm,
tempo de retengéo: + 4,0 minutos.

cont.
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cont.

Condigdes experimentais

Referéncia Método
SANBONSUGE, CG
2011 (Ivermectina total)

Coluna: InertCap_-5MS-Sil capilar de
silica fundida GC® 0,25um (30 m x
0,25 mm d.i), temperatura inicial de
100 °C chegando a temperartura final
de 300 °C, tempo de retencdo: + 14
minutos.

Na Tabela 3 estdo apresentados os metodos descritos na literatura para a determinagéo

de abamectina.

Tabela 3. Métodos analiticos descritos na literatura para a determinacgdo da abamectina

Referéncia Meétodo Condigdes experimentais
KULIK, 2011 CLAE Fase movel: A: acetonitrila: agua
Abamectina H,B1. e (40:60) viv e _B: acetonitrila v/v,
( 2212%  coluna: Supelcosil LC-ABZ® (4,6 x
H2B1p) 250 mm), deteccdo a 245 nm, tempo
de retencdo: + 21 minutos.
RAHMAN, 2013 CLAE Fase moével: metanol:agua (94:6) vlv,

(Abamectina H,B1, €

H2B1p)

BORGES, 2007 CLAE

(Abamectina H,B1, €

H,B1p)

CLAE/ Fluorescéncia
(Abamectina H,B15)

KOLAR, 2003

coluna: C18 5um (4,6 x 250 mm),
deteccdo por fluorescéncia: 365 nm
(excitacdo) e 470 emissdo, tempo de
retengdo: = 9 minutos.

Fase movel: acetonitrila: metanol:
agua (5: 47,5: 47,5) v/vlv, coluna: C18
4um (3,9 x 150 mm), deteccdo por
fluorescéncia: 365 nm (excitacdo) e
470 emissdo, tempo de retengdo: = 5
minutos.

Fase movel: acetonitrila: metanol:
agua (47,5: 47,5: 6) vivlv, coluna: C-
18 4um (3,9 x 150 mm), detecgédo por
fluorescéncia: 365 nm (excitacdo) e
470 emissdo, tempo de retencdo: + 19
minutos.

cont.
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cont.

Condigdes experimentais

Referéncia Método
DISERENS, 1999 CLAE
(Abamectina H,B;, €
H2B1p)
PIMENTEL- CLAE

TRAPERO, 2016 (Abamectina total)

YOSHII, 2004 CLAE/ MS
(Abamectina H,B1,)

XIE, 2011 CLAE
(Abamectina total)

SOUZA, 2003 CLAE
(Abamectina total)

TAO, 2012 CLAE/ MS
(Abamectina total)

RUBENSAM, 2011 CLAE/ MS
(Abamectina total)

Fase movel: A: acetonitrila: agua
(40:60) v/v e B: acetonitrila, coluna:
LiChrocart® C18 5um (4,0 x 125 mm),
deteccdo por fluorescéncia 365 nm
(excitacdo) e 470 emissdo, tempo de
reten¢do: = 10 minutos.

Fase mdvel: metanol: &gua (85:15) viv
gradiente, coluna: C18 3um (4,6 x 50
mm), deteccdo por fluorescéncia: 365
nm (excitacdo) e 470 emissao, tempo
de retencdo: + 16 minutos.

Fase movel: A: acetato de amoénio
0,2 % em metanol e B: acetato de
aménio 0,2 % em agua (30:70) v/v
(gradiente), coluna: Sep-Pak® C18
5um (2,0 x 150 mm), tempo de
retencdo: = 13,0 minutos.

Fase movel: acetonitrila:  metanol:
agua (Gradiente), coluna: C18 5um
(46 x 250 mm), deteccdo por
fluorescéncia: 254 nm (excitacdo) e
400 emisséo, tempo de retencdo: + 10
minutos.

Fase movel:  metanol, coluna:
Lichrosorb RP 18, 7um (4,0 x 250
mm), deteccdo por fluorescéncia: 364
nm (excitagdo) e 426 emissdo, tempo
de retencdo: £ 7 minutos.

Fase moével: A: metanol e B: tampédo
formiato de amonio, contendo 5 mM
de formato de amonio e 0,1 % de 4cido
férmico (30:70) v/v gradiente, coluna:
Thermo Hypersil Gold® C18 5pm (2,1 x
100 mm), tempo de retencdo: + 12 min.

Fase movel: : tampdo acetato de
amonio 50 mM: acetonitrila (5:95) v/v,
coluna: Luna® C18 5um (2,1 x 150
mm), deteccdo por fluorescéncia: 365

nm (excitacdo) e 470 emissdo tempo
de retencdo: + 19 minutos.

cont.
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Referéncia Método

Condigdes experimentais

THOMPSON, 2009 CLAE/ MS

Fase movel: acetonitrila com 0,1 %

acido férmico: metanol com 0,1 %
acido formico: agua com 0,1 % &cido
férmico: acetato de etileno com 0,1 %
acido férmico (50:0:50) (gradiente),
coluna: WatersXterra MS C18 3,5um
(2,1 x 20 mm), , tempo de retencdo: +
21 minutos.

(Abamectina total)

VALENZUELA, CLAE/ MS Fase movel: metanol : agua (90:10)
v/v, coluna: C18 5um (2,1 x 150 mm),

Abamectina total :
2000 ( otal) tempo de retencdo: + 13 minutos.

ROMERO- UHPLC/ Fluorescéncia  Fase movel:. A: acido férmico 0,05 %

< : em &gua e B: metanol (50:50) v/v

GONZALES, 2011 (Abamectina total) (gradiente), coluna: Acquity UPLC

BEH® 1,7um (2,1 x 100 mm),

deteccdo por fluorescéncia: 365 nm

(excitacdo) e 470 emissdo, tempo de
retencdo: £ 3,8.

LIU, 2011 UHPLC/ Fluorescéncia  Fase movel: acetonitrila: dgua: (95:5)
vlv, coluna: BEH Phenyl® 1,7um (2,1
x 50 mm), deteccdo por fluorescéncia:
365 nm (excitacdo) e 470 emissao.

(Abamectina total)

2.7 TECNICAS ANALITICAS

2.7.1 Cromatografia em fase liquida de alta eficiéncia (CLAE)

A cromatografia € um método fisico-quimico de separacdo. Esta fundamentada na
migracdo diferencial dos componentes de uma mistura, que ocorre devido a diferentes
interacOes, entre duas fases imisciveis, a fase movel e a fase estacionaria. A grande variedade
de combinacdes entre fases mdveis e estacionarias torna-a uma técnica extremamente versatil

e de grande aplicacao.
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A separacdo das substancias solubilizadas em fase movel ocorre de acordo com suas
diferentes velocidades de migracdo em razdo da afinidade relativa entre a fase mével (liquido)
e a fase fixa ou estacionaria (solido) (FERREIRA, 2008).

O método cromatografico possibilita a separacdo de varias substancias presentes em
uma mesma amostra desde que 0s componentes presentes sejam solubilizados em um meio
liquido chamado de fase movel. Esse liqguido mantido em movimento faz com que todos 0s
componentes nele solubilizados caminhem em uma mesma dire¢do. Durante seu percurso as
substancias entram em contato com uma outra fase, sendo esta imiscivel na fase movel,

chamada de fase estacionaria (GIL, 2007).

A cromatografia pode ser utilizada para a identificacdo de compostos, por comparagao
com padrdes previamente existentes, para a purificagdo de compostos, separando-se as

substancias indesejaveis e para a separacao dos componentes de uma mistura.

O papel do solvente neste tipo de cromatografia € fundamental, pois as moléculas da

fase movel competem pelos sitios de adsor¢do polar, com as moléculas do soluto.

Entre as vantagens do emprego da CLAE, podem ser citadas:

e Procedimento simples e razoavelmente rapido; exige conhecimento das variaveis

cromatograficas sobre as interacdes intermoleculares, que conduzem a separacao.

e A andlise instrumental permite maior resolucdo, automacao de operacOes, registro e

processamento da informagéo obtida.

e SAo requeridas apenas pequenas quantidades de amostra, podendo-se fazer uso de

quantidades menores de material (AQUINO NETO, 2003).
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Entre os métodos analiticos mais empregados para a separacdo, identificacdo e
quantificacdo de enantidmeros estdo a cromatografia em fase liquida de alta eficiéncia
com fase estacionaria quiral (CLAE-FEQ), e pode ser empregada para um grande

numero de substancias (LIMA, 1997, SING, 2006).

2.7.1.1 Cromatografia em fase liquida de alta eficiéncia (CLAE) aplicada a analise de

enantidmeros

Temos dois tipos de métodos cromatograficos para analise de enantibmeros: os métodos

indiretos e os métodos diretos.

Meétodos cromatograficos indiretos: consistem na transformacdo de enantidbmeros
em diasteredmeros, e com isso permite a utilizacdo de métodos ndo quirais de
cromatografia. No entanto, tais transformages demandam tempo e nem sempre séo
reversiveis (LINDNER, 1985). O método recebe esse nome, pois, através dele, sdo
separados solutos que se comportam como diasteredmeros e ndo como enantibmeros
(GAL, 1993). Usa-se um reagente de derivatizacdo quiral para converter 0S
enantidbmeros em diasteredmeros. As rea¢des mais comuns envolvendo os reagente de
derivatizacdo quiral sdo aquelas que levam a formacao de amidas, carbamatos e uréias
quirais, entre outras. Além disso, usualmente se obtém a separacéo dos diasterebmeros
formados empregando-se uma fase estacionaria aquiral, embora uma fase estacionaria
quiral também possa ser utilizada. A utilizagdo da técnica fica limitada a moléculas
enantiomericas que possuam grupos funcionais facilmente derivatizaveis, o que é um

inconveniente (SNYDER, 1997; GAL, 1993).
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Metodos cromatograficos diretos: fundamentam-se na formacdo de complexos
moleculares diastereoméricos transitorios entre os enantibmeros a serem separados e
um seletor quiral. Um método de separacdo enantiomérica por CLAE é considerado
direto se ele realmente envolve a separacdo de moléculas que se relacionam entre si
como enantidmeros, ou seja, moléculas ndo convertidas, através de ligacdes
covalentes com um reagente quiral (RQ), em seus derivados diastereomericamente
relacionados. No entanto, mesmo em um método direto, os enantidmeros originais
podem ou ndo ser derivatizados através da reagdo com um reagente aquiral. S8o mais
rapidos e ndo geram transformacdes irreversiveis dos enantiomeros (LINDNER, 1985;
SNYDER, 1997). Podem ser utilizados com o emprego de aditivos quirais na fase
movel ou de uma fase estaciondria quiral. Os aditivos quirais sdo menos
frequentemente utilizados devido aos problemas que lhes sdo inerentes, como a
necessidade de seu fornecimento continuo que, aliada aos precos geralmente elevados,
torna essa abordagem menos atraente. Desde 1980 a utilizacdo de fase estacionaria
quiral tem sido predominante nas separagdes enantioméricas por CLAE, pois podem
ser empregadas para um grande ndmero de substancias (LIMA, 1997, SING, 2006

LINDNER, 1985).

Pode-se, ainda, empregar a CLAE em fase reversa ou normal. No entanto, a ultima é

preferida, devido a sua melhor seletividade para isdmeros (SNYDER, 1997).

Na pratica, mais de 95 % de compostos racémicos podem ser resolvidos com sucesso

por meio de cromatografia utilizando uma das fases estacionarias quirais a base de
polissacaridio disponiveis atualmente. Especificamente, cerca de 90 % de racematos podem
ser separados analiticamente em apenas quatro fases quirais estacionarias, isto é, tris (3,5-

dimetilfenilcarbamato) de amilose (Chiralpak® AD), tris (3,5- dimetilfenilcarbamato) de
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celulose (Chiracel® OD) , tris (S)-methylbenzylcarbamate de amilose (Chiralpak® AS) , e tris
(p - metilbenzoato) de celulose (Chiracel® OJ) . Todas estas fases estacionarias quirais s&o

produzidas por revestimento fisico dos polimeros quiral numa matriz (ZANG, 2005) .

2.7.2 Eletroforese capilar

Como quase todas as boas idéias, a eletroforese capilar (EC) é facil e eficiente. O
equipamento € constituido por componentes simples e perfeitamente controlados,
proporcionando a reprodutibilidade e a confiabilidade requeridas para a validagdo dos

métodos analiticos empregados no controle de qualidade de medicamentos.

Para a separacdo de alguns compostos com estruturas muito complexas, tais como
principios ativos altamente polares, enantibmeros e compostos basicos, a EC oferece
vantagens muito significativas em relacdo a CLAE. A EC permite, ainda, facil validacédo de
ensaios quantitativos para determinacdo de tracos de impurezas, assim como para a

determinacdo quantitativa de varios compostos em fluidos bioldgicos (SANTORO, 2000).

A EC pode ser definida como o transporte de particulas eletricamente carregadas, em
meio liquido, sob a influéncia de um campo elétrico. A separacdo eletroforética em capilares

foi relatada na literatura na década de 70.

A EC é utilizada na analise de compostos polares i6nicos e ndo-iénicos, biomoléculas
de elevada massa molecular e compostos quirais. O mesmo capilar pode ser utilizado para
separacdo e analise de compostos polares, ndo-polares, substancias quirais e biomoléculas

volumosas, como proteinas, peptideos e carboidratos. (SANTORO, 2000).
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A maioria dos métodos de EC emprega detectores baseados em absorcdes nas regides

UV e UV-VIS (SANTORO, 2000).

Os modulos que compde o sistema de EC sdo muito similares aos de um cromatografo
liquido. A principal diferenca é a utilizacdo de uma fonte de alta voltagem para impulsionar o
tampdo através do capilar, em vez da bomba empregada em cromatografia em fase liquida

(LANCAS, 2004).

Compostos polares e ndo polares podem ser analisados por EC e por CLAE. As duas
técnicas podem ser utilizadas para andlises de compostos ionizados, incluindo cétions e
anions inorgénicos. Em EC o eletrdlito ¢ normalmente uma solugio tampdo aquosa. E

possivel injetar diretamente a amostra, sem nenhum tratamento prévio.

Na EC, algumas vezes, adiciona-se pequena quantidade de solvente organico a
solucdo tampdo com o objetivo de solubilizar as substancias que apresentem baixa
solubilidade em agua. A solucdo tampdo empregada na EC pode abranger ampla faixa de pH.
Nas colunas utilizadas em CLAE, a maioria, ndo devem ser empregadas fases moveis com pH

acima de 8,0.

A técnica pode ser aplicada na determinacdo quantitativa de farmacos em formulacgdes
farmacéuticas. Nestes casos, o farmaco se encontra misturado com diversos excipientes que

asseguram a reprodutibilidade de absorcédo pelo organismo (SANTORO, 2000).
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2.5.3 Dicroismo circular para identificacdo dos enantiomeros do nadolol

Como os enantibmeros ndo apresentam diferencas fisicas e nem quimicas, ndo podem
ser analisados pelos métodos comuns. Estes estereoisdmeros necessitam ser analisados por
técnicas analiticas especiais, tanto do ponto de vista quali quanto quantitativos (LIMA, 1997).

A origem da palavra dicroismo vem do grego dikhroos, cor-de-dois, e refere-se a
qualquer dispositivo oOtico que possa dividir um feixe de luz em dois feixes com diferentes
comprimentos de onda (BEROVA, 2000).

O dicroismo circular faz parte das técnicas ditas quirdpticas, que sdo as técnicas
Opticas capazes de diferenciar entre dois enantibmeros. As técnicas quirdpticas incluem a
polarimetria, a dispersdo rotatoria dptica e o dicroismo circular. Nessas técnicas, a detec¢ao
de moléculas quirais é baseada na interacdo entre um centro quiral do analito e a onda
eletromagnética polarizada incidente (PURDIE, 1989).

A técnica de dicroismo circular permite a determinacdo da configuracdo absoluta de
enantiomeros e se baseia na medida da diferenca de intensidade de absorcdo entre a luz
polarizada dextro e levo. Para execucdo desta metodologia, a substancia a analisar deve
absorver na regido do ultravioleta e ser comparada com uma substancia de configuracédo
conhecida que tenha os substituintes semelhantes (ou préximos) ao redor do centro
estereogénico (LIMA, 1997).

E a técnica mais sofisticada e seletiva dentre as técnicas quirotropicas, pois para que
um analito apresente dicroismo circular é necessario ter além do centro quiral um grupo
cromoforo e ambos devem estar localizados a formar um quirdforo (arranjo formado por um
centro quiral e um grupo cromoforo quando se encontram adjacentes um ao outro) (ZHANG,

2004; PURDIE, 1989).
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Os enantidmeros possuem a propriedade de absorver de formas diferenciadas a luz
circularmente polarizada a esquerda e a luz circularmente polarizada a direita (ZHANG,

2004).

2.5.4 Difragdo de Raios X para avaliacdo do nadolol matéria-prima

Esta técnica fisica é baseada na propriedade intrinseca que cada cristal possui em
difratar os raios X incidentes num angulo especifico, permitindo sua caracterizacdo. A
equacdo matematica que descreve este fendmeno é dada pela Lei de Bragg (SKOOG, 2002).
Solidos cristalinos possuem arranjos, regulares e repetidos, de moléculas ou ions, em uma
estrutura chamada rede cristalina (FLORENCE, 2011).

Os cristais de uma determinada substancia podem variar de tamanho no
desenvolvimento relativo de uma determinada face, bem como no nimero e tipos de faces ou
formas presentes apresentando diferentes habitos cristalinos. O habito descreve a forma de um
cristal, em termos gerais e inclui, por exemplo, os tipos acicular (em forma de agulha),
prismatico, piramidal, tabular, equidimensional (equant), colunar e lamelar. O habito
cristalino pode influenciar a facilidade de compressdo de um comprimido, bem como as
propriedades de um farmaco no estado sélido. Tem sua importancia também na administracéo
dos medicamentos. A facilidade para injetar uma suspensdo contendo um farmaco na forma
cristalina sera influenciada pelo habito cristais placoides que sdo mais faceis de injetar do que

cristais aciculares (FLORENCE, 2011).
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3. OBJETIVOS

e Objetivo geral

O objetivo da presente pesquisa foi primeiramente a realizacdo da validagdo dos
sistemas computadorizados dos equipamentos de cromatografia em fase liquida de alta
eficiéncia (CLAE) e de eletroforese capilar (EC) de forma a assegurar a confiabilidade dos

sistemas a serem utilizados.

e Objetivo especifico

Desenvolver e validar métodos analiticos para a separacdo e quantificacdo dos
enantidmeros do nadolol e dos homdélogos presentes na abamectina e na ivermectina, em

medicamentos, utilizando as técnicas de CLAE e EC.

Identificar as espécies enantioméricas do nadolol utilizando a técnica de dicroismo

circular, visto que as técnicas de CLAE e EC separam os enantibmeros, mas nao os identifica.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 MATERIAL

4.1.1 Reagentes

Agua purificada pelo sistema MilliQ®

Acetonitrila grau cromatogréfico (Marca: J.T.Baker®)
Metanol grau cromatogréfico (Marca: J.T.Baker®)
Hexano grau cromatografico (Marca: Merck®)

Etanol absoluto grau cromatogréfico (Marca: J.T.Baker®)
Acido acético p.a (Marca: J.T.Baker ®)

Dietilamina p.a (Marca: Merck ®)

Acido fosférico p.a (Marca: Synth®)

Acido cloridrico p.a (Marca: Synth®)

Hidréxido de sédio p.a (Marca: Synth®)

Per6xido de hidrogénio p.a (Marca: Synth®)

4.1.2 Padroes analiticos

Ivermectina padrdo secundario 97,92 % de pureza, sendo 95,06 % de ivermectina
H.B1, € 2,86 % de ivermectina H,By, foi doado por uma industria farmacéutica.
Abamectina (Marca: Sigma Aldrich®) 98,70 % de pureza, sendo 93,82 % de
abamectina H,B1, e 4,88 % de abamectina H,Bip,

Nadolol (Marca: Sigma Aldrich®) 99,10 % de pureza.
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4.1.3 Amostras

4.1.3.1 lvermectina

Ivermectina comprimidos (6 mg/comprimido).
Placebo ivermectina: celulose microcristalina (15 g), dioxido de silicio (10 g), acido
citrico (2 @), lauril sulfato de sodio (2 g), estearato de magnésio (5 @), butil-

hidroxitolueno (BHT) (0,50 g), lactose (gsp 100 g).

4.1.3.2 Abamectina

Abamectina gel a 1 %.
Placebo abamectina: hidroxietilcelulose (1 g), agua destilada (gsp 100 g), EDTA (0,10
g), solucdo conservante de parabenos (3,30 @), solucdo conservante de

imidazolinidilureia 50 % (0,60 g).

4.1.3.3 Nadolol

Nadolol céapsulas (40 mg/ capsula). Fornecido por uma farmécia de manipulacao.
Placebo nadolol: aerosil (1 g), estearato de magnésio (1 g), amidoglicolato de sédio

(10 g), celulose microcristalina (1 g).

4.1.4 Equipamentos

Sistema cromatografico HPLC 10 vp, marca Shimadzu®: degaseificador DGU-14A;
bomba binaria LC-10ADvp; injetor automatico com “loop” de 50 pL Sil-10ADvp;
compartimento de coluna CTO-10ACvp; detector de arranjo de diodos UV-Vis SPD-

M10Avp; controlador do sistema SCL-10Avp; software Class-VP®
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Sistema cromatografico HPLC, marca Agilent® 1290 Infinity: G7117A 1290 DAD,
G7116B 1290- MCJ, G7167 B-1290 Multisample, G7104 A-1290 Flexible PUMP,
software ChemStation®

Sistema cromatografico HPLC, marca Waters 2695®: com “loop” de 200 pL; detector
de arranjo de diodos UV-Vis 2489; software Empower ®

Mass Q-TOF LC/MS 6530, marca Agilent® acoplado ao cromatégrafo & liquido
Agilent® 1290 com detector DAD 1290

Difratometro marca Bruker modelo D8 Advance®, configurado segundo a geometria
Bragg-Brentano, com motor de passo

Dicroismo circular marca Jasco J-720 (Tokyo, Japan).

Aparelho de eletroforese capilar marca Beckman Coulter Capillary Eletrophoresis
System P/ACE MDQ

Cubeta quartzo 350 pL de 0,05 cm

pHmetro marca Quimis

Balanca analitica marca OHAUS

Banho de ultrasom marca Thorton

Coluna cromatografica C18 LichroCart® 100 RP-18 (125 x 4 mm, 5 pm)

Coluna cromatografica Chiralcel OD® (250 x 4,6 mm, 10 pm)

Capilar de silica fundida de 40,2 cm sendo 30 cm efetivos até a coluna, 75 pum de

didmetro interno, marca Polymicro Technologies®.
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4.2 METODOS ANALITICOS

4.2.1 CROMATOGRAFIA EM FASE LIQUIDA DE ALTA EFICIENCIA (CLAE)

PARA QUANTIFICACAO DA IVERMECTINA H,B1, e H,B1,

4.2.1.2 Metodologia

e Preparacdo do padrao: Pesar cerca de 5,00 mg de padréo de ivermectina e transferir
para baldo volumétrico de 25 mL. Adicionar cerca de 20 mL de fase mdvel e levar ao
ultrassom por 5 minutos. Completar o volume com fase moével e homogeneizar. Filtrar

em uma unidade filtrante de PTFE 0,45 um, marca Millex® e transferir para um “vial”.

e Preparacdo da amostra: Pesar cerca de 125,00 mg do p6é do comprimido de
ivermectina (correspondente a 5,00 mg de ivermectina) e transferir para baléo
volumétrico de 25 mL. Adicionar cerca de 20 mL de fase movel e levar ao ultrassom
por 5 minutos. Completar o volume para baldo volumétrico de 25 mL com fase movel
e homogeneizar. Filtrar em uma unidade filtrante de PTFE 0,45 pm, marca Millex®e

transferir para um “vial”.

4.2.1.3 Condigdes analiticas

e Fase movel: Acetonitrila e 4gua (95:5, v/v) com 1 % acido acético
e Vazao: 1,0 mL/min

e Coluna: Lichrocart® 100 RP-18 (125 x 4 mm, 5 pm)

e Deteccdo: UV 245 nm

e Volume de inje¢do: 20 uL

e Temperatura: 25 °C.
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4.2.1.4 Validacdo do método analitico para determinacao da ivermectina H,B1, e H,B1,

por cromatografia em fase liquida de alta eficiéncia (CLAE)

A validacdo do método analitico para determinacao da ivermectina H,B1, e H,B1, por
cromatografia em fase liquida de alta eficiéncia (CLAE) foi realizada nas mesmas condi¢cfes

descritas no item 4.2.1.3.

4.2.1.4.1 Seletividade

A determinacdo da seletividade do método analitico foi realizada preparando-se solucGes
do padrdo, amostras e fase movel conforme descrito abaixo. As amostras foram preparadas

em triplicata.

e Preparacdo do padréo: Pesar cerca de 5,00 mg de padrdo de ivermectina e transferir
para baldo volumétrico de 25 mL. Adicionar cerca de 20 mL de fase mdvel e levar ao
ultrassom por 5 minutos. Completar o volume com fase moével e homogeneizar. Filtrar

em uma unidade filtrante de PTFE 0,45 pm, marca Millex® e transferir para um “vial”,

e Preparacdo da amostra: Pesar cerca de 125,00 mg do pé do comprimido de
ivermectina (correspondente a 5,00 mg de ivermectina) e transferir para baldo
volumétrico de 25 mL. Adicionar cerca de 20 mL de fase movel e levar ao ultrassom
por 5 minutos. Completar o volume para baldo volumétrico de 25 mL com fase movel
e homogeneizar. Filtrar em uma unidade filtrante de PTFE 0,45 pm, marca Millex®e

transferir para um “vial”.
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4.2.1.4.2 Linearidade

A linearidade de um método determina a proporcionalidade entre a concentragédo e a
resposta obtida. E determinada através da construgdo da curva analitica (MARTIN-SMITH,

1990).

Na linearidade busca-se a obtencdo de resultados que apresentem propor¢édo direta as
concentracfes da substancia em estudo. Para o estudo da linearidade, faz-se necessaria a
confeccdo de uma curva de resposta, sendo 0 eixo X 0 da concentragcdo e 0 eixo y o0 da

resposta obtida.

EQUACAO 1 y=ax+b

Onde: a = coeficiente angular (expressa a inclinagdo da reta)

b = coeficiente linear (expressa a interseccao da curva aos eixos).

As amostras foram preparadas em triplicata.

e Preparacdo da solucdo mde de padrdo: Pesar exatamente cerca de 25,00 mg de
padrdo de ivermectina e transferir para baldo volumétrico de 25 mL. Adicionar cerca
de 20 mL de fase mdvel e levar ao ultrassom por 5 minutos. Completar o volume com
fase movel e homogeneizar. Pipetar a quantidade correspondente para baldo
volumétrico de 5 mL (conforme Tabela 4), para preparagdo das amostras nas cinco
concentragdes analisadas, completar o volume com fase movel e homogeneizar. Filtrar

em uma unidade filtrante de PTFE 0,45 pm, marca Millex®e transferir para um “vial”
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Tabela 4. Preparacdo das amostras para a determinagéo da linearidade da ivermectina

H,B1a Volume da soluc¢do padréo Baldo volumétrico
(Hg/mL) (mL) (mL)
152,10 0,8 5
171,11 0,9 5
190,12 1,0 5
209,13 1,1 5
228,14 1,2 5
H,B1p Volume da solugdo padréo Baldo volumétrico
4,57 0,8 5
5,15 0,9 5
5,72 1,0 5
6,29 1,1 5
6,86 1,2 5

4.2.1.4.3 Limite de detec¢do (LD)

E a concentracio minima detectada com precisdo e exatiddo especificada pelo método,
porém ndo necessariamente quantificada (AGENCIA NACIONAL DE VIGILANIA

SANITARIA, 2003).

EQUACAO 2 LD = Desvio padrdo médio x 3,3

Inclinagéo da curva

O limite de deteccéo € calculado a partir de trés curvas analiticas construidas contendo

concentragdes do farmaco proximas ao suposto limite de quantificacao.
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4.2.1.4.4 Limite de quantificacéo (LQ)

E a concentracdo minima mensurada com precisio e exatidio especificada pelo
método e dentro de valores aceitdveis (AGENCIA NACIONAL DE VIGILANIA

SANITARIA, 2003).

EQUACAO 3 LQ = Desvio padrdo médio x 10

Inclinacdo da curva

O limite de quantificacdo é calculado a partir de trés curvas analiticas construidas

contendo concentra¢des do fArmaco proximas ao suposto limite de quantificag&o.

4.2.1.4.5 Repetibilidade
A determinacdo da repetibilidade do método analitico foi realizada preparando-se as
solucdes do padréo e da amostra conforme descrito abaixo. As amostras foram preparadas em

6 replicatas.

e Preparacdo do padréo: Pesar cerca de 5,00 mg de padréo de ivermectina e transferir
para baldo volumétrico de 25 mL. Adicionar cerca de 20 mL de fase mdvel e levar ao
ultrassom por 5 minutos. Completar o volume com fase mével e homogeneizar. Filtrar

em uma unidade filtrante de PTFE 0,45 um, marca Millex® e transferir para um “vial”.

e Preparacdo da amostra: Pesar cerca de 125,00 mg do p6 do comprimido de
ivermectina (correspondente a 5,00 mg de ivermectina) e transferir para baldo
volumeétrico de 25 mL. Adicionar cerca de 20 mL de fase mdvel e levar ao ultrassom
por 5 minutos. Completar o volume para baldo volumétrico de 25 mL com fase mével
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e homogeneizar. Filtrar em uma unidade filtrante de PTFE 0,45 um, marca Millex®e

transferir para um “vial”.

4.2.1.4.6 Precisdo intermediaria
A determinacdo da precisdo intermediaria do método analitico foi realizada
preparando-se as solucbes do padrdo e da amostra conforme descrito a seguir. As amostras

foram preparadas em triplicata e analisadas por dois dias consecutivos pelo mesmo analista.

e Preparacdo do padréo: Pesar cerca de 5,00 mg de padrdo de ivermectina e transferir
para baldo volumétrico de 25 mL. Adicionar cerca de 20 mL de fase mdvel e levar ao
ultrassom por 5 minutos. Completar o volume com fase moével e homogeneizar. Filtrar

em uma unidade filtrante de PTFE 0,45 um, marca Millex® e transferir para um “vial”.

e Preparacdo da amostra: Pesar cerca de 125,00 mg do pé do comprimido de
ivermectina (correspondente a 5,00 mg de ivermectina) e transferir para baldo
volumétrico de 25 mL. Adicionar cerca de 20 mL de fase movel e levar ao ultrassom
por 5 minutos. Completar o volume para baldo volumétrico de 25 mL com fase movel
e homogeneizar. Filtrar em uma unidade filtrante de PTFE 0,45 pm, marca Millex®e

transferir para um “vial”.

4.2.1.4.7 Exatidao

E a proximidade dos resultados obtidos pelo método em estudo em relacdo ao valor
verdadeiro.
A exatiddo de um método deve ser determinada ap0s o estabelecimento da linearidade, do

intervalo linear e da especificidade, sendo verificada a partir de, no minimo, 9 determinacdes
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contemplando o intervalo linear do procedimento ou seja, em 3 concentracdes, baixa, média e

alta, com 3 réplicas de cada (AGENCIA NACIONAL DE VIGILANIA SANITARIA, 2003).

Preparacdo da solucdo mée de padrdo: Pesar exatamente cerca de 25,00 mg de
padrdo de ivermectina e transferir para baldo volumétrico de 25 mL. Adicionar cerca
de 20 mL de fase movel e levar ao ultrassom por 5 minutos. Completar o volume com

fase movel e homogeneizar.

Preparacdo da solucdo mée de amostra: Pesar exatamente cerca de 625,00 mg de
amostra do pé de comprimidos pulverizados de ivermectina (correspondente a 25 mg
de ivermectina) e transferir para baldo volumétrico de 25 mL. Adicionar cerca de 20
mL de fase movel e levar ao ultrassom por 5 minutos. Completar o volume com fase

movel e homogeneizar.

Preparacdo das amostras adicionadas ao padrdo: Pipetar a quantidade
correspondente de solucdo mae padrdo para baldo volumétrico de 5 mL conforme
Tabela 5. Acrescentar no mesmo baldo a quantidade correspondente de solucdo
amostra conforme descrito na Tabela 5. Completar com o volume com fase movel e
homogeneizar. Filtrar em uma unidade filtrante de PTFE 0,45 um, marca Millex®e

transferir para um “vial”.

As solugbes do padrdo e da amostra foram preparadas sem contaminagdo, para

proceder aos célculos de recuperacao.

70



Tabela 5. Preparacdo de amostras para determinacdo da exatiddo do método por CLAE para

determinacéo da ivermectina

H,B1a Volume da solugao  Volume da solucao  Baldo volumétrico

(ng/mL) do padrdo (mL) do amostra (mL) (mL)
152,10 0.8 1,0 >
190,12 1,0 1,0 >
228 14 1,2 1,0 >

H,B1p Volume da solugao  Volume da solugcao  Baldo volumétrico

(MML) 4o padrao (mL)  do amostra (mL) (mL)
457 08 10 °
5,72 1,0 L0 °
6,86 1,2 L0 °

EQUACAO 4 Célculos: % amostra padrdo sem contaminacdo X 100

% amostra contaminada

4.2.1.4.8 Teste de estresse
As condicOes empregadas para realizacdo do teste de estresse estdo apresentadas na

Tabela 6.

Tabela 6. Condi¢bes empregadas nos testes de estresse (KLICK, 2005)

Meio de reagdo Temperatura (°C) Tempo (horas) Diluente
Acido 80 2 HCL 1 mol/L
Alcalino 80 2 NaOH 1 mol/L

Oxidante 80 2 H2,0, 3 %
Neutro 80 2 Agua ultrapura
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4.2.1.4.8.1 Teste de estresse em meio acido

A determinacdo do teste de estresse em meio acido foi realizada preparando-se as

solucgdes do padrao e da amostra conforme descrito abaixo. As amostras foram preparadas em

triplicata.

Preparacdo do padrdo: Pesar exatamente cerca de 25,00 mg de padrdo de
ivermectina, transferindo para baldo volumétrico de 25 mL. Adicionar cerca de 20 mL
de fase mdvel e levar ao ultrassom por 5 minutos. Completar o volume com fase
movel e homogeneizar. Transferir 1,0 mL para erlemeyer de 100 mL e adicionar
exatamente 1,0 mL de HCL 1 mol/L. Levar ao banho-maria a 80 °C por 2h. Apos
aquecimento e resfriamento a temperatura ambiente transferir para baldo volumétrico
de 5 mL lavando o erlemeyer com 3 mL de fase mével. Completar o volume com fase
movel e homogeneizar. Filtrar em uma unidade filtrante de PTFE 0,45 pm, marca

Millex®e transferir para um “vial”.

Preparacdo da amostra: Pesar exatamente cerca de 625,00 mg de comprimidos
pulverizados de ivermectina (correspondente a 25 mg de ivermectina) e transferir para
baldo volumétrico de 25 mL. Adicionar cerca de 20 mL de fase mdvel e levar ao
ultrassom por 5 minutos. Completar o volume com fase mdével e homogeneizar.
Transferir 1,0 mL para erlemeyer de 100 mL e adicionar exatamente 1,0 mL de HCL
1 mol/L. Levar ao banho-maria a 80 °C por 2 h. Apds aquecimento e resfriamento a
temperatura ambiente transferir para baldo volumétrico de 5 mL lavando o erlemeyer
com 3 mL de fase movel. Completar o volume com fase movel e homogeneizar.
Filtrar em uma unidade filtrante de PTFE 0,45 pm, marca Millex®e transferir para um
“vial”
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4.2.1.4.8.2 Teste de estresse em meio alcalino

A determinacdo do teste de estresse em meio alcalino foi realizada preparando-se as

solucgdes do padrao e da amostra conforme descrito abaixo. As amostras foram preparadas em

triplicata.

Preparacdo do padrdo: Pesar exatamente cerca de 25,00 mg de padrdo de
ivermectina, transferindo para baldo volumétrico de 25 mL. Adicionar cerca de 20 mL
de fase mdvel e levar ao ultrassom por 5 minutos. Completar o volume com fase
movel e homogeneizar. Transferir 1,0 mL para erlemeyer de 100 mL e adicionar
exatamente 1,0 mL de NAOH 1 mol/L. Levar ao banho-maria a 80 °C por 2 h. Apos
aquecimento e resfriamento a temperatura ambiente transferir para baldo volumétrico
de 5 mL lavando o erlemeyer com 3 mL de fase mével. Completar o volume com fase
movel e homogeneizar. Filtrar em uma unidade filtrante de PTFE 0,45 pm, marca

Millex® e transferir para um “vial”.

Preparacdo da amostra: Pesar exatamente cerca de 625,00 mg de comprimidos
pulverizados de ivermectina (correspondente a 25 mg de ivermectina) e transferir para
baldo volumétrico de 25 mL. Adicionar cerca de 20 mL de fase movel e levar ao
ultrassom por 5 minutos. Completar o volume para baldo volumétrico de 25 mL com
fase movel e homogeneizar. Transferir 1,0 mL para erlemeyer de 100 mL e adicionar
exatamente 1,0 mL de NAOH 1 mol/L. Levar ao banho-maria a 80 °C por 2 h. Ap6s
aquecimento e resfriamento a temperatura ambiente transferir para baldo volumétrico

de 5 mL lavando o erlemeyer com 3 mL de fase mdvel. Completar o volume para
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baldo volumétrico de 5 mL com fase movel e homogeneizar. Filtrar em uma unidade

filtrante de PTFE 0,45 um, marca Millex® e transferir para um “vial”.

4.2.1.4.8.3 Teste de estresse em meio oxidante

A determinacdo do teste de estresse em meio oxidante foi realizada preparando-se as

solucgdes do padrao e da amostra conforme descrito abaixo. As amostras foram preparadas em

triplicata.

Preparacdo do padrdo: Pesar exatamente cerca de 25,00 mg de padrdo de
ivermectina, transferindo para baldo volumétrico de 25 mL. Adicionar cerca de 20 mL
de fase mdvel e levar ao ultrassom por 5 minutos. Completar o volume com fase
movel e homogeneizar. Transferir 1,0 mL para erlemeyer de 100 mL e adicionar
exatamente 1,0 mL de perdxido de hidrogénio 3 %. Levar ao banho-maria a 80 °C por
2 h. Apos aquecimento e resfriamento a temperatura ambiente transferir para baldo
volumétrico de 5 mL lavando o erlemeyer com 3 mL de fase mdvel. Completar o
volume para baldo volumétrico de 5 mL com fase mdvel e homogeneizar. Filtrar em

uma unidade filtrante de PTFE 0,45 pum, marca Millex® e transferir para um “vial”.

Preparacdo da amostra: Pesar exatamente cerca de 625,00 mg de comprimidos
pulverizados de ivermectina (correspondente a 25 mg de ivermectina), transferir para
baldo volumétrico de 25 mL. Adicionar cerca de 20 mL de fase movel e levar ao
ultrassom por 5 minutos. Completar o volume com fase movel e homogeneizar.
Transferir 1,0 mL para erlemeyer de 100 mL e adicionar exatamente 1,0 mL de
peroxido de hidrogénio 3 %. Levar ao banho-maria a 80 °C por 2 h. Apds aquecimento

e resfriamento a temperatura ambiente transferir para baldo volumétrico de 5 mL
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lavando o erlemeyer com 3 mL de fase movel. Completar o volume com fase moével e
homogeneizar. Filtrar em uma unidade filtrante de PTFE 0,45 pm, marca Millex® e

transferir para um “vial”.

4.2.1.4.8.4 Teste de estresse em meio neutro

A determinacdo do teste de estresse em meio neutro foi realizada preparando-se as

solucgdes do padrao e da amostra conforme descrito abaixo. As amostras foram preparadas em

triplicata.

Preparacdo do padrdo: Pesar exatamente cerca de 25,00 mg de padrdo de
ivermectina, transferindo para baldo volumétrico de 25 mL. Adicionar cerca de 20 mL
de fase mdvel e levar ao ultrassom por 5 minutos. Completar o volume com fase
movel e homogeneizar. Transferir 1,0 mL para erlemeyer de 100 mL e adicionar
exatamente 1,0 mL de &gua ultrapura. Levar ao banho-maria a 80 °C por 2 h. Apos
aquecimento e resfriamento a temperatura ambiente transferir para baldo volumétrico
de 5 mL lavando o erlemeyer com 3 mL de fase mével. Completar o volume com fase
movel e homogeneizar. Filtrar em uma unidade filtrante de PTFE 0,45 pm, marca

Millex® e transferir para um “vial”.

Preparacdo da amostra: Pesar exatamente cerca de 625,00 mg de comprimidos
pulverizados de ivermectina (correspondente a 25 mg de ivermectina) e transferir para
baldo volumétrico de 25 mL. Adicionar cerca de 20 mL de fase movel e levar ao
ultrassom por 5 minutos. Completar o volume com fase mével e homogeneizar.
Transferir 1,0 mL para erlemeyer de 100 mL e adicionar exatamente 1,0 mL de agua
ultrapura. Levar ao banho-maria a 80 °C por 2 h. Apds aquecimento e resfriamento a

temperatura ambiente transferir para baldo volumétrico de 5 mL lavando o erlemeyer
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com 3 mL de fase mdvel. Completar o volume com fase mdvel e homogeneizar.
Filtrar em uma unidade filtrante de PTFE 0,45 pm, marca Millex® e transferir para um

“vial”.

4.2.1.4.8 Robustez

Para os ensaios de robustez as amostras foram preparadas conforme o item 4.2.1.2. Os
testes foram realizados conforme “Guia para Validacdo de Métodos Analiticos e
Bioanaliticos”, RE 899/2003 (AGENCIA NACIONAL DE VIGILANIA SANITARIA,
2003). Foram empregadas as seguintes condi¢des: alteracdo do comprimento de onda para
243 e 247 nm e da composicdo da fase mdvel para: acetonitrila: agua (96:4) com 1 % de acido

acetico, e acetonitrila: agua (94:6) com 1 % de acido aceético.

4.2.1.4.9 Estabilidade

Na avaliacdo da estabilidade das solugdes do padrédo e da amostra, estas solugdes
foram armazenadas a 25 °C durante 4 horas, €, a seguir analisadas e os resultados obtidos
comparados com os das solugdes preparadas inicialmente. O tempo de estabilidade proposto
de 4 horas é justificado por ser o tempo, normalmente gasto, entre o preparo da amostra e a

conclusao do ensaio.

4.2.1.5 ldentificacéo das espécies moleculares da ivermectina H,B1, e H,B1p

Foi preparada uma solucdo padrdo pesando-se exatamente cerca de 5,00 mg de
ivermectina que foi transferida para baldo volumétrico de 25 mL. Apo0s a adicdo de 20 mL de
fase movel, a mistura foi sonicada durante 5 min. O volume foi completado com a fase maével
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e a solucdo final, filtrada num filtro Millex® PTFE 0,45 pm, antes de injeccdo na Q-TOF LC-
MS.

A solucdo de amostra foi preparada pesando-se exatamente cerca de 125,00 mg do pé
de comprimidos pulverizados de ivermectina (correspondente a 5,0 mg de ivermectina) e
transferidos para baldo volumétrico de 25 mL. Apos a adicdo de 20 mL de fase mdvel, a
mistura foi sonicada durante 5 min. O volume foi completado com fase mdvel e a solucédo
final, filtrada em uma unidade filtrante de PTFE 0,45 um, da marca Millex® , antes de
injec¢do na massa Q-TOF LC / MS.

Para a identificacdo das espécies moleculares da ivermectina H,B1, e H,B1, através da
técnica de LC-MS Q-TOF foi usada uma coluna LiChroCART® 100 RP-18 (125 x 4 mm, 5
mm), fase mdvel constituida por acetonitrila e 4gua a 95:5 (v/v) com &cido acético a 1%,
vazdo de 1 mL min™ e deteccdo no UV a 245 nm. As mesmas condicdes foram usadas para

ambas analises, quantitativas e qualitativas. Modo de ionizacao positivo e split do MS de 1:5.

4.2.2 CROMATOGRAFIA EM FASE LIQUIDA DE ALTA EFICIENCIA (CLAE)

PARA QUANTIFICACAO DA ABAMECTINA H,By, e HyByp

4.2.2.1 Metodologia
e Preparacdo do padrédo: Pesar exatamente cerca de 5,00 mg de padrdo de abamectina
e transferir para baldo volumétrico de 25 mL. Adicionar cerca de 20 mL de fase médvel
e levar ao ultrassom por 5 minutos. Completar o volume com fase movel e
homogeneizar. Filtrar em uma unidade filtrante de PTFE 0,45 um, marca Millex® e

transferir para um “vial”.
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e Preparacao da amostra: Pesar exatamente cerca de 500,00 mg do gel de abamectina
(correspondente a 5,00 mg de abamectina) e transferir para baldo volumétrico de 25
mL. Adicionar cerca de 20 mL de fase movel e levar ao ultrassom por 5 minutos.
Completar o volume com fase movel e homogeneizar. Filtrar em uma unidade filtrante

de PTFE 0,45 pum, marca Millex® e transferir para um “vial”.

4.2.2.2 Condicdes analiticas

e [Fase movel: Acetonitrila e agua (95:5, v/v) com 1 % acido acético
e Vazdo: 1,0 mL/min

e Coluna: Lichrocart® 100 RP-18 (125 x 4 mm, 5 um)

e Deteccdo: UV 245 nm

e Volume de injecdo: 20 uL

e Temperatura: 25 °C.

4.2.2.3 Validacdo do método analitico para determinacdo da abamectina H,B1, € H2B1p

por cromatografia em fase liquida de alta eficiéncia (CLAE)

A validacdo do método analitico para determinacdo da abamectina H,B1, e H,B1, por
cromatografia em fase liquida de alta eficiéncia (CLAE) foi realizada nas mesmas condi¢des

doitem 4.2.2.2.

4.2.2.3.1 Seletividade

A determinacdo da seletividade do método analitico foi realizada preparando-se
solucBes do padrdo, amostras e fase movel conforme descrito abaixo. As amostras foram

preparadas em triplicata.

78



e Preparacdo do padréo: Pesar exatamente cerca de 5,00 mg de padréo de abamectina
e transferir para baldo volumétrico de 25 mL. Adicionar cerca de 20 mL de fase mével
e levar ao ultrassom por 5 minutos. Completar o volume com fase movel e
homogeneizar. Filtrar em uma unidade filtrante de PTFE 0,45 pm, marca Millex® e

transferir para um “vial”.

e Preparacdo da amostra: Pesar exatamente cerca de 500,00 mg do gel de abamectina
(correspondente a 5,00 mg de abamectina) e transferir para baldo volumétrico de 25
mL. Adicionar cerca de 20 mL de fase movel e levar ao ultrassom por 5 minutos.
Completar o volume com fase moével e homogeneizar. Filtrar em uma unidade filtrante

de PTFE 0,45 pum, marca Millex® e transferir para um “vial”.

4.2.2.3.2 Linearidade

A linearidade de um método determina a proporcionalidade entre a concentragédo e a

resposta. E determinada através da construgdo da curva analitica (MARTIN-SMITH, 1990).

Na linearidade busca-se a obtencdo de resultados que apresentem proporc¢do direta as
concentragfes da substancia em estudo. Para o estudo da linearidade, faz-se necesséria a
construcdo de uma curva de resposta, sendo 0 eixo X 0 da concentragcdo e 0 eixo y 0 da

resposta obtida.
EQUACAO 5 y=ax+b

Onde: a = coeficiente angular (expressa a inclinagdo da reta)

b = coeficiente linear (expressa a interseccdo da curva aos eixos).
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As amostras foram preparadas em triplicata.

e Preparacdo da solucdo mde de padrdo: Pesar exatamente cerca de 25,00 mg de
padrdo de abamectina e transferir para baldo volumétrico de 25 mL. Adicionar cerca
de 20 mL de fase mdvel e levar ao ultrassom por 5 minutos. Completar o volume com
fase movel e homogeneizar. Pipetar a quantidade correspondente para baldo
volumétrico de 5 mL, conforme Tabela 7, para preparacdo das amostras nas cinco
concentracdes analisadas. Completar o volume com fase mdvel. Filtrar em uma

unidade filtrante de PTFE 0,45 um, marca Millex® ¢ transferir para um “vial”.

Tabela 7. Preparacdo das amostras para a determinacgéo da linearidade da abamectina

H,B1a Volume da solucdo padréo Baldo volumétrico
(g/mL) (mL) (mL)
150,11 0,8 5
168,87 0,9 5
187,64 1,0 5
206,40 1,1 5
225,17 1,2 5
H,B1p Volume da solucéo padréo Baldo volumétrico
(Mg/mL) (mL) (ML)
7,81 0,8 5
8,78 0,9 5
9,76 1,0 5
10,73 1,1 5
11,71 1,2 5
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4.2.2.3.3 Limite de detec¢do (LD)

E a concentracio minima detectada com preciso e exatiddo especificada pelo método,
porém ndo necessariamente quantificada (AGENCIA NACIONAL DE VIGILANIA

SANITARIA, 2003).

EQUACAO 6 LD = Desvio padrdo médio x 3,3

Inclinacdo da curva

O limite de deteccdo serd calculado a partir de trés curvas analiticas construidas

contendo concentra¢des do fArmaco proximas ao suposto limite de quantificag&o.

4.2.2.3.4 Limite de quantificacdo (LQ)

E a concentracdo minima mensurada com precisio e exatiddo especificada pelo
método e dentro de valores aceitdveis (AGENCIA NACIONAL DE VIGILANIA

SANITARIA, 2003).

EQUACAO 7 LQ = Desvio padrio médio x 10

Inclinacéo da curva

O limite de quantificacdo serd calculado a partir de trés curvas analiticas construidas

contendo concentragdes do farmaco proximas ao suposto limite de quantificagéo.

4.2.2.3.5 Repetibilidade
A determinacgéo da repetibilidade do método analitico foi realizada preparando-se as
solucdes do padréo e da amostra conforme descrito abaixo. As amostras foram preparadas em

6 replicatas.
81



Preparacdo do padrao: Pesar exatamente cerca de 5,00 mg de padrdo de abamectina
e transferir para baldo volumétrico de 25 mL. Adicionar cerca de 20 mL de fase movel
e levar ao ultrassom por 5 minutos. Completar o volume com fase movel e
homogeneizar. Filtrar em uma unidade filtrante de PTFE 0,45 pm, marca Millex® e
transferir para um “vial”.

Preparacdo da amostra: Pesar exatamente cerca de 500,00 mg do gel de abamectina
(correspondente a 5,00 mg de abamectina) e transferir para baldo volumétrico de 25
mL. Adicionar cerca de 20 mL de fase movel e levar ao ultrassom por 5 minutos.
Completar o volume com fase mével e homogeneizar. Filtrar em filtro Millex® PTFE

0,45 pm e transferir para um “vial”.

4.2.2.3.6 Precisao intermediaria

A determinacdo da precisdo intermedidria do método analitico foi realizada

preparando-se as solucbes do padrdo e da amostra conforme descrito a seguir. As amostras

foram preparadas em triplicata e analisadas por dois dias alternados por analistas diferentes.

Preparacao do padréo: Pesar exatamente cerca de 5,00 mg de padréo de abamectina,
transferir para baldo volumétrico de 25 mL. Adicionar cerca de 20 mL de fase mével e
levar ao ultrassom por 5 minutos. Completar o volume com fase movel e
homogeneizar. Filtrar em uma unidade filtrante de PTFE 0,45 um, marca Millex® e

transferir para um “vial”.

Preparacdo da amostra: Pesar exatamente cerca de 500,00 mg do gel de abamectina
(correspondente a 5,00 mg de abamectina) e transferir para baldo volumétrico de 25

mL. Adicionar cerca de 20 mL de fase movel e levar ao ultrassom por 5 minutos.
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Completar o volume com fase movel e homogeneizar. Filtrar em uma unidade filtrante

de PTFE 0,45 pum, marca Millex® e transferir para um “vial”.

4.2.2.3.7 Exatidao

E a proximidade dos resultados obtidos pelo método em estudo em relagio ao valor

verdadeiro.

A exatiddo de um método deve ser determinada ap0s o estabelecimento da linearidade,

do intervalo linear e da especificidade, sendo verificada a partir de, no minimo, 9

determinag6es contemplando o intervalo linear do procedimento ou seja, em 3 concentracdes,

baixa, média e alta, com 3 réplicas de cada (AGENCIA NACIONAL DE VIGILANIA

SANITARIA, 2003).

Preparacdo da solucdo mée de padrdo: Pesar exatamente cerca de 25,00 mg de
padrdo de abamectina e transferir para baldo volumétrico de 25 mL. Adicionar cerca
de 20 mL de fase movel e levar ao ultrassom por 5 minutos. Completar o volume com

fase movel e homogeneizar.

Preparacdo da solugdo mée de amostra (placebo): Pesar exatamente cerca de
2500,00 mg de placebo de abamectina gel e transferir para baldo volumétrico de 25
mL. Adicionar cerca de 20 mL de fase movel e levar ao ultrassom por 5 minutos.

Completar o volume com fase mével e homogeneizar.

Preparacdo das amostras adicionadas ao padrdo: Pipetar a quantidade
correspondente de solucdo mdae padrdo para baldo volumétrico de 5 mL conforme

Tabela 8. Acrescentar no mesmo baldo a quantidade correspondente de solugdo mée
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amostra (placebo) conforme descrito na Tabela 8. Completar o volume com fase
movel e homogeneizar. Filtrar em uma unidade filtrante de PTFE 0,45 pm, marca

Millex® e transferir para um “vial”.

As solucdes de padrdo e das amostras de placebo foram preparadas sem adi¢cdo de

padrdo, para realizacdo dos calculos de recuperacao.

Tabela 8. Preparacdo de amostras para determinacdo da exatiddo do método por CLAE para

determinacédo da abamectina

H,B1a Volume da solugdo  Volume dasolucdo Baldo volumétrico
(Hg/mL) padrdo (mL) amostra (mL) (mL)

150,11 0,8 1,0 5

187,64 1,0 1,0 5

225,17 1,2 1,0 5

H,B1p Volume da solucdo  Volume dasolucdo Baldo volumétrico
(Mg/mL)

padrdo (mL) amostra (mL) (mL)
7,81 0,8 1,0 5
9,76 1,0 1,0 5
11,71 1,2 1,0 5

Calculos: % amostra padrdo sem contaminacdo X 100

% amostra contaminada
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4.2.2.3.8 Teste de estresse
As condicGes empregadas para realizagdo do teste de estresse estdo apresentadas na

Tabela 9.

Tabela 9. Condi¢6es empregadas nos testes de estresse (KLICK, 2005)

Meio de reacdo Temperatura (°C) Tempo (horas) Diluente
Acido 80 2 HCL 1 mol/L
Alcalino 80 2 NaOH 1 mol/L

Oxidante 80 2 H2,0, 3 %
Neutro 80 2 Agua ultrapura

4.2.2.3.8.1 Teste de estresse em meio acido
A determinacdo do teste de estresse em meio acido foi realizada preparando-se as
solucgdes do padrao e da amostra conforme descrito abaixo. As amostras foram preparadas em

triplicata.

e Preparacdo do padrdo: Pesar exatamente cerca de 25,00 mg de padrdo de
abamectina e transferir para baldo volumétrico de 25 mL. Adicionar cerca de 20 mL
de fase movel e levar ao ultrasson por 5 minutos. Completar o volume com fase mével
e homogeneizar. Transferir 1,0 mL para erlemeyer de 100 mL e adicionar exatamente
1,0 mL de HCL 1 mol/L. Levar ao banho-maria a 80 °C por 2 h. Apds aquecimento e
resfriamento a temperatura ambiente transferir para baldo volumétrico de 5 mL
lavando o erlemeyer com 3 mL de fase mével. Completar o volume com fase mdvel e
homogeneizar. Filtrar em uma unidade filtrante de PTFE 0,45 pum, marca Millex® e

transferir para um “vial”.
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Preparacdo da amostra: Pesar exatamente cerca de 2500,00 mg de amostra de
abamectina gel (correspondente a 25 mg de abamectina) e transferir para baldo
volumétrico de 25 mL. Adicionar cerca de 20 mL de fase movel e levar ao ultrasson
por 5 minutos. Completar o volume com fase moével e homogeneizar. Transferir 1,0
mL para erlemeyer de 100 mL e adicionar exatamente 1,0 mL de HCL 1 mol/L. Levar
ao banho-maria a 80 °C por 2 h. Apo6s aquecimento e resfriamento a temperatura
ambiente transferir para baldo volumétrico de 5 mL lavando o erlemeyer com 3 mL de
fase mdvel. Completar o volume com fase movel e homogeneizar. Filtrar em uma

unidade filtrante de PTFE 0,45 um, marca Millex® ¢ transferir para um “vial”.

4.2.2.3.8.2 Teste de estresse em meio alcalino

A determinacdo do teste de estresse em meio alcalino foi realizada preparando-se as

solucdes do padrao e da amostra conforme descrito abaixo. As amostras foram preparadas em

triplicata.

Preparacdo do padrdo: Pesar exatamente cerca de 25,00 mg de padrdo de
abamectina, transferir para baldo volumétrico de 25 mL e adicionar cerca de 20 mL de
fase movel e levar ao ultrassom por 5 minutos. Completar o volume com fase movel e
homogeneizar. Transferir 1,0 mL para erlemeyer de 100 mL e adicionar exatamente
1,0 mL de NAOH 1 mol/L. Levar ao banho-maria a 80 °C por 2 h. Ap6s aquecimento
e resfriamento a temperatura ambiente transferir para baldo volumétrico de 5 mL
lavando o erlemeyer com 3 mL de fase mével. Completar o volume com fase movel e
homogeneizar. Filtrar em uma unidade filtrante de PTFE 0,45 pum, marca Millex® e

transferir para um “vial”.
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Preparacdo da amostra: Pesar exatamente cerca de 2500,00 mg de amostra de
abamectina gel (correspondente a 25 mg de abamectina) e transferir para baldo
volumétrico de 25 mL. Adicionar cerca de 20 mL de fase mdvel e levar ao ultrassom
por 5 minutos. Completar o volume com fase moével e homogeneizar. Transferir 1,0
mL para erlemeyer de 100 mL e adicionar exatamente 1,0 mL de NAOH 1 mol/L.
Levar ao banho-maria a 80 °C por 2 h. ApOs aquecimento e resfriamento a
temperatura ambiente transferir para baldo volumétrico de 5 mL lavando o erlemeyer
com 3 mL de fase mdvel. Completar o volume com fase movel e homogeneizar.
Filtrar em uma unidade filtrante de PTFE 0,45 pm, marca Millex® e transferir para um

“vial”.

4.2.2.3.8.3 Teste de estresse em meio oxidante

A determinacdo do teste de estresse em meio oxidante foi realizada preparando-se as

solucdes do padréo e da amostra conforme descrito abaixo. As amostras foram preparadas em

triplicata.

Preparacdo do padrdo: Pesar exatamente cerca de 25,00 mg de padrdo de
abamectina e transferir para baldo volumétrico de 25 mL. Adicionar cerca de 20 mL
de fase mdvel e levar ao ultrassom por 5 minutos. Completar o volume com fase
movel e homogeneizar. Transferir 1,0 mL para erlemeyer de 100 mL e adicionar
exatamente 1,0 mL de perdxido de hidrogénio 3 %. Levar ao banho-maria a 80 °C por
2 h. Apéds agquecimento e resfriamento a temperatura ambiente transferir para baldo
volumétrico de 5 mL lavando o erlemeyer com 3 mL de fase mdvel. Completar o
volume com fase movel e homogeneizar. Filtrar em uma unidade filtrante de PTFE

0,45 pym, marca Millex® e transferir para um “vial”.
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Preparacdo da amostra: Pesar exatamente cerca de 2500,00 mg de amostra de
abamectina gel (correspondente a 25 mg de abamectina) e transferir para baldo
volumétrico de 25 mL. Adicionar cerca de 20 mL de fase mdvel e levar ao ultrassom
por 5 minutos. Completar o volume com fase moével e homogeneizar. Transferir 1,0
mL para erlemeyer de 100 mL e adicionar exatamente 1,0 mL de perdxido de
hidrogénio 3 %. Levar ao banho-maria a 80 °C por 2 h. Ap0s aquecimento e
resfriamento a temperatura ambiente transferir para baldo volumétrico de 5 mL
lavando o erlemeyer com 3 mL de fase movel. Completar o volume com fase movel e
homogeneizar. Filtrar em uma unidade filtrante de PTFE 0,45 pm, marca Millex® e

transferir para um “vial”.

4.2.2.3.8.4 Teste de estresse em meio neutro

A determinagdo do teste de estresse em meio neutro foi realizada preparando-se as

solucdes do padrao e da amostra conforme descrito abaixo. As amostras foram preparadas em

triplicata.

Preparacdo do padrdo: Pesar exatamente cerca de 25,00 mg de padrdo de
abamectina, transferir para baldo volumétrico de 25 mL e adicionar cerca de 20 mL de
fase mdvel e levar ao ultrassom por 5 minutos. Completar o volume com fase mével e
homogeneizar. Transferir 1,0 mL para erlemeyer de 100 mL e adicionar exatamente
1,0 mL de agua ultrapura. Levar ao banho-maria a 80 °C por 2 h. Apds aquecimento e
resfriamento a temperatura ambiente transferir para baldo volumétrico de 5 mL
lavando o erlemeyer com 3 mL de fase movel. Completar o volume com fase modvel e
homogeneizar. Filtrar em uma unidade filtrante de PTFE 0,45 um, marca Millex® e

transferir para um “vial”.
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e Preparacdo da amostra: Pesar exatamente cerca de 2500,00 mg de amostra de
abamectina gel (correspondente a 25 mg de abamectina) e transferir para baldo
volumétrico de 25 mL. Adicionar cerca de 20 mL de fase mdvel e levar ao ultrassom
por 5 minutos. Completar o volume com fase moével e homogeneizar. Transferir 1,0
mL para erlemeyer de 100 mL e adicionar exatamente 1,0 mL de agua ultrapura.
Levar ao banho-maria a 80 °C por 2 h. ApOs aquecimento e resfriamento a
temperatura ambiente transferir para baldo volumétrico de 5 mL lavando o erlemeyer
com 3 mL de fase mdvel. Completar o volume com fase mével e homogeneizar.
Filtrar em uma unidade filtrante de PTFE 0,45 pm, marca Millex® e transferir para um

“vial”.

4.2.2.3.9 Robustez

Para os ensaios de robustez as amostras foram preparadas conforme o item 4.2.2.1. Os
testes foram realizados conforme “Guia para Validagdo de Métodos Analiticos e
Bioanaliticos”, RE 899/2003 (AGENCIA NACIONAL DE VIGILANIA SANITARIA,
2003). Foram empregadas as seguintes condi¢des: alteracdo do comprimento de onda para
243 e 247 nm e da composicdo da fase mdvel para: acetonitrila: agua (96:4) com 1 % de acido

acetico e, acetonitrila: agua (94:6) com 1 % de acido acético.

4.2.2.3.10 Estabilidade

Na avaliagdo da estabilidade das solucdes padrdo e da amostra, as solugfes foram
armazenadas a 25 ° C durante 4 horas, e, a seguir analisadas. Os resultados obtidos foram

comparados com os das solugdes preparadas inicialmente. O tempo de estabilidade proposto,
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de 4 horas, € justificado por ser o tempo normalmente gasto entre a preparcdo da amostra e a

conclusdo da analise.

4.2.3 CROMATOGRAFIA EM FASE LIQUIDA DE ALTA EFICIENCIA (CLAE)

PARA QUANTIFICACAO DOS ENANTIOMEROS DO NADOLOL

4.2.3.1 Metodologia
e Preparacdo do padrao: Pesar cerca de 5,00 mg de padrdo de nadolol e transferir para
baldo volumétrico de 25 mL. Adicionar cerca de 20 mL de alcool etilico e levar ao
ultrassom por 5 minutos. Completar o volume com alcool etilico e homogeneizar.
Filtrar em uma unidade filtrante de PTFE 0,45 pm, marca Millex® e transferir para um

“vial”.

e Preparacdo da amostra: Pesar cerca de 21,26 mg do p6 da capsula de nadolol
(correspondente a 5,00 mg de nadolol) e transferir para baldo volumétrico de 25 mL.
Adicionar cerca de 20 mL de &lcool etilico e levar ao ultrassom por 5 minutos.
Completar o volume com éalcool etilico e homogeneizar. Filtrar em uma unidade

filtrante de PTFE 0,45 um, marca Millex® e transferir para um “vial”.

4.2.3.2 CondigBes cromatogréficas

e Fase movel: hexano: alcool etilico: dietilamina: acido acético (86:14:0,3:0,3 v/v/v/v)
e Vazdo: 0,7 mL/min

e Coluna: Chiralcel OD® (250 x 4,6 mm, 10 pm)

e Deteccao: UV 220 nm

e Volume de injecdo: 20 uL

e Temperatura: 25 °C.
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4.2.3.3 Validacdo do método analitico para determinacédo dos enantibmeros do nadolol

por cromatografia em fase liquida de alta eficiéncia (CLAE)

4.2.3.3.1 Seletividade

A determinacdo da seletividade do método analitico foi realizada preparando-se

solugdes do padrdo, da amostra e do placebo, a fase movel e os solventes conforme descrito

abaixo. As amostras foram preparadas em triplicata.

Preparacdo do padréo: Pesar cerca de 5,00 mg de padrdo de nadolol e transferir para
baldo volumétrico de 25 mL. Adicionar cerca de 20 mL de alcool etilico e levar ao
ultrassom por 5 minutos. Completar o volume com &lcool etilico e homogeneizar.
Filtrar em uma unidade filtrante de PTFE 0,45 um, marca Millex® e transferir para um

“vial”.

Preparacdo da amostra: Pesar cerca de 21,26 mg do pdé da céapsula de nadolol
(correspondente a 5,00 mg de nadolol) e transferir para baldo volumétrico de 25 mL.
Adicionar cerca de 20 mL de &lcool etilico e levar ao ultrassom por 5 minutos.
Completar o volume com &lcool etilico e homogeneizar. Filtrar em uma unidade

filtrante de PTFE 0,45 um, marca Millex® e transferir para um “vial”.

Preparacdo do placebo: Pesar cerca de 21,26 mg do placebo, adicionar cerca de 20
mL de alcool etilico e levar ao ultrassom por 5 minutos. Completar o volume com
alcool etilico e homogeneizar. Filtrar em uma unidade filtrante de PTFE 0,45 pum,

marca Millex® e transferir para um “vial”.
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4.2.3.3.2 Linearidade

A linearidade de um método determina a proporcionalidade entre a concentracdo e a
resposta obtida. E determinada através da construgio da curva analitica (MARTIN-SMITH,

1990).

Na linearidade busca-se a obtencédo de resultados que apresentem proporcdo direta as
concentracfes da substancia em estudo. Para o estudo da linearidade, faz-se necessaria a
confeccdo de uma curva de resposta, sendo 0 eixo X 0 da concentragcdo e 0 eixo y 0 da

resposta obtida.

EQUACAO 8 y=ax+b

Onde: a = coeficiente angular (expressa a inclinacdo da reta)

b = coeficiente linear (expressa a interseccao da curva aos eixos).

As amostras foram preparadas em triplicata.

e Preparacdo da solucdo mée padrdo: Pesar exatamente 25,00 mg de padrdo de
nadolol e transferir para baldo volumétrico de 25 mL. Adicionar cerca de 20 mL de
alcool etilico e levar ao ultrassom por 5 minutos. Completar o volume com é&lcool
etilico e homogeneizar. Pipetar a quantidade correspondente para baldo volumétrico de
5 mL (conforme Tabela 10) para preparacdo das amostras de concentragdo 80 %, 90
%, 100 %, 110 % e 120 %. Filtrar em uma unidade filtrante de PTFE 0,45 um, marca

Millex® e transferir para um “vial”.
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Tabela 10. Preparacdo das amostras para a determinacéo da linearidade do nadolol.

Concentracédo da Volume solucdo mae padrdo (mL) Balédo volumétrico (mL)

solucéo padrao (%o)

80 0,8 5
90 0,9 5
100 1,0 5
110 1,1 5
120 1,2 5

4.2.3.3.3 Limite de detec¢do (LD)

E a concentracio minima detectada com preciséo e exatiddo especificada pelo método,
porém ndo necessariamente quantificada (AGENCIA NACIONAL DE VIGILANIA

SANITARIA, 2003).

EQUACAO 9 LD = Desvio padrdo médio x 3,3

Inclinagéo da curva

O limite de deteccdo sera feito a partir de trés curvas de calibracdo construidas

contendo concentra¢des do farmaco proximas ao suposto limite de quantificacéo.

4.2.3.3.4 Limite de quantificagédo (LQ)

E a concentracdo minima mensurada com precisdo e exatiddo especificada pelo
método e dentro de valores aceitdveis (AGENCIA NACIONAL DE VIGILANIA

SANITARIA, 2003).

EQUACAO 10 LQ = Desvio padrdo médio x 10
Inclinagéo da curva
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O limite de quantificacdo sera feito a partir de trés curvas de calibracdo construidas

contendo concentragdes do farmaco proximas ao suposto limite de quantificagéo.

4.2.3.3.5 Repetibilidade

A determinacdo da repetibilidade do método analitico foi realizada preparando-se as
solucdes do padrdo e da amostra conforme descrito abaixo. As amostras foram preparadas em

6 replicatas.

e Preparacdo do padrao: Pesar cerca de 5,00 mg de padrao de nadolol e transferir para
baldo volumétrico de 25 mL. Adicionar cerca de 20 mL de alcool etilico e levar ao
ultrassom por 5 minutos. Completar o volume com alcool etilico e homogeneizar.
Filtrar em uma unidade filtrante de PTFE 0,45 pm, marca Millex® e transferir para um

“vial”.

e Preparacdo da amostra: Pesar cerca de 21,26 mg do p6 da céapsula de nadolol
(correspondente a 5,00 mg de nadolol) e transferir para baldo volumétrico de 25 mL.
Adicionar cerca de 20 mL de alcool etilico e levar ao ultrassom por 5 minutos.
Completar o volume com alcool etilico e homogeneizar. Filtrar em uma unidade

filtrante de PTFE 0,45 um, marca Millex® e transferir para um “vial”.
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4.2.3.3.6 Precisao intermediaria

A determinacdo da precisdo intermediaria do método analitico foi realizada
preparando-se as solucbes do padréo e da amostra conforme descrito a seguir. As amostras

foram preparadas em triplicata e analisadas por trés dias consecutivos

e Preparacdo do padrao: Pesar cerca de 5,00 mg de padrdo de nadolol e transferir para
baldo volumétrico de 25 mL. Adicionar cerca de 20 mL de alcool etilico e levar ao
ultrassom por 5 minutos. Completar o volume com &lcool etilico e homogeneizar.
Filtrar em uma unidade filtrante de PTFE 0,45 um, marca Millex® e transferir para um

“vial”.

e Preparacdo da amostra: Pesar cerca de 21,26 mg do p6 da capsula de nadolol
(correspondente a 5,00 mg de nadolol) e transferir para baldo volumétrico de 25 mL.
Adicionar cerca de 20 mL de &lcool etilico e levar ao ultrassom por 5 minutos.
Completar o volume com éalcool etilico e homogeneizar. Filtrar em uma unidade

filtrante de PTFE 0,45 um, marca Millex® e transferir para um “vial”.

4.2.3.3.7 Exatidao

E a proximidade dos resultados obtidos pelo método em estudo em relacdo ao valor
verdadeiro.

A exatiddo de um metodo deve ser determinada apos o estabelecimento da linearidade, do
intervalo linear e da especificidade, sendo verificada a partir de, no minimo, 9 determinacdes
contemplando o intervalo linear do procedimento ou seja, em 3 concentracgdes, baixa, média e

alta, com 3 réplicas de cada (AGENCIA NACIONAL DE VIGILANIA SANITARIA, 2003).
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Preparacdo da solucdo mae padrdo: Pesar exatamente 25,00 mg de padrdo de
nadolol e transferir para baldo volumétrico de 25 mL. Adicionar cerca de 20 mL alcool
etilico e levar ao ultrassom por 5 minutos. Completar o volume com alcool etilico e

homogeneizar.

Preparacdo da solucdo mae placebo: Pesar exatamente 106,29 mg de placebo e
transferir para baldo volumétrico de 25 mL. Adicionar cerca de 20 mL alcool etilico e
levar ao ultrassom por 5 minutos. Completar o volume com alcool etilico e

homogeneizar.

Preparacdo das amostras adicionadas ao placebo: Pipetar a quantidade
correspondente de solucdo mée padrdo para baldo volumétrico de 5 mL (conforme
Tabela 11), para preparacdo das amostras com concentracfes de 80 %, 100 % e 120
%. Acrescentar no mesmo baldo a quantidade correspondente de placebo conforme
descrito na Tabela 11. Completar o volume alcool etilico e homogeneizar. Filtrar em

uma unidade filtrante de PTFE 0,45 um, marca Millex® e transferir para um “vial”.

Preparar amostras de padrdo na concentracdo de 80 %, 100 % e 120 % e placebo sem

contaminacdo para proceder aos calculos de recuperacao.
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Tabela 11. Preparacdo de amostras para determinacdo da exatiddo do método para

determinacéo do nadolol por CLAE

Concentracgéo da Volume da solucédo mée Volume da solugdo Bal&o volumétrico
solucdo padrao (%) padrdo (mL) mae do placebo (mL) (mL)
80 0,8 1,0 5
100 1,0 1,0 5
120 1,2 1,0 5
EQUACAO 11 Célculos: % amostra padrdo sem contaminacdo X 100

% amostra contaminada

4.2.3.3.8 Teste de estresse

O teste de estresse foi realizado nas condicdes apresentadas na Tabela 12.

Tabela 12. Condicdes empregadas nos testes de estresse (KLICK, 2005)

Meio de reacdo Temperatura (°C) Tempo (horas) Diluente
Acido 80 2 HCL 1 mol/L
Alcalino 80 2 NaOH 1 mol/L

Oxidante 80 2 H,0, 3 %
Neutro 80 2 Agua ultrapura

4.2.3.3.8.1 Estabilidade em meio &cido
A determinacdo da estabilidade em meio acido foi realizada preparando-se as solu¢fes do

padrdo e da amostra conforme descrito abaixo. As amostras foram preparadas em triplicata.
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e Preparacdo do padrédo: Pesar cerca de 25,00 mg de padrdo de nadolol e transferir
para baldo volumétrico de 25 mL. Adicionar cerca de 20 mL de alcool etilico e levar
ao ultrasson por 5 minutos. Completar o volume com alcool etilico e homogeneizar.
Transferir 1,0 mL para becker de 50 mL e adicionar exatamente 1,0 mL de HCL 1
mol/L. Conservar em estufa a 80 °C por 2 h. Ap6s aguecimento e resfriamento a
temperatura ambiente transferir para baldo volumétrico de 5 mL lavando o becker com
3 mL de alcool etilico. Completar o volume com alcool etilico e homogeneizar. Filtrar
em uma unidade filtrante de PTFE 0,45 um, marca Millex® e transferir para um

“vial”.

e Preparacdo da amostra: Pesar cerca de 106,29 mg de pé da cépsula de nadolol
(correspondente a 25 mg de nadolol) e transferir para baldo volumétrico de 25 mL.
Adicionar cerca de 20 mL de alcool etilico e levar ao ultrasson por 5 minutos.
Completar o volume com alcool etilico e homogeneizar. Transferir 1,0 mL para becker
de 50 mL e adicionar exatamente 1,0 mL de HCL 1 mol/L. Conservar em estufa a
80 °C por 2 h. Apds aquecimento e resfriamento a temperatura ambiente transferir
para baldo volumétrico de 5 mL lavando o becker com 3 mL de alcool etilico.
Completar o volume com &lcool etilico e homogeneizar. Filtrar em uma unidade

filtrante de PTFE 0,45 um, marca Millex® e transferir para um “vial”.

4.2.3.3.8.2 Estabilidade em meio alcalino
A determinacdo da estabilidade em meio alcalino foi realizada preparando-se as solucdes
do padrdo e da amostra conforme descrito abaixo. As amostras foram preparadas em

triplicata.
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e Preparacdo do padrédo: Pesar cerca de 25,00 mg de padrdo de nadolol e transferir
para baldo volumétrico de 25 mL. Adicionar cerca de 20 mL de alcool etilico e levar
ao ultrassom por 5 minutos. Completar o volume com alcool etilico e homogeneizar.
Transferir 1,0 mL para becker de 50 mL e adicionar exatamente 1,0 mL de NAOH 1
mol/L. Conservar em estufa a 80 °C por 2 h. Ap6s aquecimento e resfriamento a
temperatura ambiente transferir para baldo volumétrico de 5 mL lavando o becker com
3 mL de alcool etilico, completar o volume com alcool etilico e homogeneizar. Filtrar

em uma unidade filtrante de PTFE 0,45 um, marca Millex® e transferir para um “vial”.

e Preparacdo da amostra: Pesar cerca de 106,29 mg de pd da cépsula de nadolol
(correspondente a 25 mg de nadolol) e transferir para baldo volumétrico de 25 mL.
Adicionar cerca de 20 mL de alcool etilico e levar ao ultrassom por 5 minutos.
Completar o volume com éalcool etilico e homogeneizar. Transferir 1,0 mL para becker
de 50 mL e adicionar exatamente 1,0 mL de NAOH 1 mol/L. Conservar em estufa a
80 °C por 2 h. Apds aquecimento e resfriamento a temperatura ambiente transferir
para baldo volumétrico de 5 mL lavando o becker com 3 mL de alcool etilico.
Completar o volume com &lcool etilico e homogeneizar. Filtrar em uma unidade

filtrante de PTFE 0,45 pm, marca Millex® e transferir para um “vial”.

4.2.3.3.8.3 Estabilidade em meio oxidante
A determinacdo da estabilidade em meio oxidante foi realizada preparando-se as
solugdes do padrdo e da amostra conforme descrito abaixo. As amostras foram preparadas em

triplicata.
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e Preparacdo do padrédo: Pesar cerca de 25,00 mg de padrdo de nadolol e transferir
para baldo volumétrico de 25 mL, adicionar cerca de 20 mL de alcool etilico e levar ao
ultrassom por 5 minutos. Completar o volume com alcool etilico e homogeneizar.
Transferir 1,0 mL para becker de 50 mL e adicionar exatamente 1,0 mL de peroxido
de hidrogénio 3 %. Levar a estufa a 80 °C por 2 h. Apds aquecimento e resfriamento a
temperatura ambiente transferir para baldo volumétrico de 5 mL lavando o becker com
3 mL de alcool etilico, completar o volume com alcool etilico e homogeneizar. Filtrar

em uma unidade filtrante de PTFE 0,45 um, marca Millex® e transferir para um “vial”.

e Preparacdo da amostra: Pesar cerca de 106,29 mg p6 da capsula de nadolol
(correspondente a 25 mg de nadolol) e transferir para baldo volumétrico de 25 mL.
Adicionar cerca de 20 mL de alcool etilico e levar ao ultrassom por 5 minutos.
Completar o volume com éalcool etilico e homogeneizar. Transferir 1,0 mL para becker
de 50 mL e adicionar exatamente 1,0 mL de perdxido de hidrogénio 3 %. Conservar
em 80 °C por 2 h. Ap6s aquecimento e resfriamento a temperatura ambiente transferir
para baldo volumétrico de 5 mL lavando o becker com 3 mL de alcool etilico.
Completar o volume com &lcool etilico e homogeneizar. Filtrar em uma unidade

filtrante de PTFE 0,45 um, marca Millex® e transferir para um “vial”.

4.2.3.3.8.4 Estabilidade em meio neutro
A determinacéo da estabilidade em meio neutro foi realizada preparando-se as solucdes do

padréo e da amostra conforme descrito abaixo. As amostras foram preparadas em triplicata.

e Preparagdo do padrédo: Pesar cerca de 25,00 mg de padréo de nadolol e transferir

para baldo volumétrico de 25 mL. Adicionar cerca de 20 mL de alcool etilico e levar
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ao ultrassom por 5 minutos. Completar o volume com alcool etilico e homogeneizar.
Transferir 1,0 mL para becker de 50 mL e adicionar exatamente 1,0 mL de agua
ultrapura. Conservar em a 80 °C por 2 h. Apds aquecimento e resfriamento a
temperatura ambiente transferir para baldo volumétrico de 5 mL lavando o becker com
3 mL de alcool etilico. Completar o volume com alcool etilico e homogeneizar. Filtrar

em uma unidade filtrante de PTFE 0,45 um, marca Millex® e transferir para um “vial”.

Preparacdo da amostra: Pesar cerca de 106,29 mg de pd da céapsula de nadolol
(correspondente a 25 mg de nadolol) e transferir para baldo volumétrico de 25 mL.
Adicionar cerca de 20 mL de alcool etilico e levar ao ultrassom por 5 minutos.
Completar o volume com alcool etilico e homogeneizar. Transferir 1,0 mL para becker
de 50 mL e adicionar exatamente 1,0 mL de agua ultrapura. Conservar em a 80 °C
por 2 h. Apds aquecimento e resfriamento a temperatura ambiente transferir para baldo
volumétrico de 5 mL lavando o becker com 3 mL de &lcool etilico. Completar o
volume com élcool etilico e homogeneizar. Filtrar em uma unidade filtrante de PTFE

0,45 pym, marca Millex® e transferir para um “vial”.

4.2.3.3.9 Robustez

Para os ensaios de robustez as amostras foram preparadas conforme o item 4.2.3.1. Foram

empregadas as seguintes condicOes: alteracdo do comprimento para 215 nm e variacdo da

vazéo para 0,8 mL mL™

4.2.3.3.10 Estabilidade

Na avaliagdo da estabilidade das solugbes padrdo e amostra, as solugbes foram

armazenadas a 25 ° C durante 24 horas, e, a seguir analisadas. Os resultados obtidos foram
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comparados com os das solugdes preparadas inicialmente. O tempo de estabilidade proposto
de 24 horas é justificado por ser o tempo normalmente gasto entre a preparacdo da amostra e a

conclusdo da analise, uma vez que a corrida do nadolol é de 40 minutos.

424 IDENTIFICACAO DOS ENANTIOMEROS DO NADOLOL UTILIZANDO
DICROISMO CIRCULAR

Para leitura no dicroismo circular dos quatro isbmeros separadamente uma amostra foi
preparada da seguinte maneira: pesou-se cerca de 20,00 mg de padrdo de nadolol e transferiu-
se para um baldo volumétrico de 25 mL. Adicionou-se cerca de 20 mL de alcool etilico e foi
levado ao ultrassom por 5 minutos. O volume foi completado com alcool etilico e
homogeneizado. Filtrou-se a solucdo através de unidade filtrante de PTFE ,45 um marca
Millipore® antes de injec¢do no sistema de HPLC.

Para coleta das fracdes dos enantidmeros do nadolol a solucdo da amostra foi injetada
no cromatdgrafo em fase liquido nas condicBes descritas para 0 método no item 4.2.3.2

Cada pico foi coletado separadamente, na saida do detector.

Os quatro isdmeros do nadolol coletadas separadamente foram levadas para leitura

no dicroismo circular. Uma quantidade de cerca de 350 pL foi transferida para uma cubeta de
quartzo de 0,2 mm de comprimento e a amostra foi recolhida para a leitura no equipamento de

dicroismo circular visando a determinacdo da configuracéo absoluta dos enantiomeros.

4.2.5. DIFRAQAO DE RAIOS X DA MATERIA-PRIMA NADOLOL
As amostras analisadas foram o nadolol matéria-prima utilizado pela farmécia de

manipulagdo para o preparo das capsulas de nadolol 40 mg/capsula.
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A analise por difracdo de raios X foi realizada no Instituto de Geociéncias,
Departamento de Mineralogia e Petrologia da USP. Utilizou-se um difratdmetro configurado
segundo a geometria Bragg-Brentano com um motor de passo. Este motor permite a aquisi¢cdo
de dados na forma digital (leitura por computador) ou na forma analdgica (registrador
gréfico). A técnica digital consiste na leitura dos dados em espacamentos fixos de angulos 2q
por um certo tempo, isto é, o detector permanece estacionado, contando a radiacao recebida
em um tempo determinado (usualmente 0,05 a 20 segundos), e enviando o resultado da
contagem para o computador, conjuntamente com a leitura do angulo. No final desta
operacéo, o detector move-se com um passo, normalmente de 0,01 a 0,05 a 26, repetindo-se a
operacdo de leitura deste ponto até o angulo final.

Cada analise foi realizada inserindo-se separadamente o material no porta-amostras até

perfeito enchimento, que em seguida foi colocado no equipamento.
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5. RESULTADOS

5.1 VALIDACAO DO SISTEMA COMPUTADORIZADO DO EQUIPAMENTO DE
ELETROFORESE CAPILAR

O metodo de andlise para validacdo do sistema computadorizado do equipamento de
eletroforese capilar baseia-se no Guia de Validacdo de Sistemas Computadorizados da
ANVISA (AGENCIA NACIONAL DE VIGILANIA SANITARIA, 2010) que propde uma
série de itens a serem verificados. Caso a resposta seja satisfatdria, considera-se que o sistema

foi validado.

Conforme descrito no Guia de Validacdo de Sistemas Computadorizados da
ANVISA, caso a resposta a questdo abaixo seja "SIM", o sistema deve ser validado.
e O sistema gerencia:

v Operacdo automatizada de equipamentos produtivos criticos ou de laboratérios
individualmente (ex. compressoras, secadores de leito fluidizado, CLAE,
dissolutores, etc.)?

Como no caso, a resposta foi “SIM”, existe a exigéncia de validagdo do sistema de

eletroforese capilar.

O equipamento de EC é um sistema classificado como Tipo 3 - Produtos
Configuraveis ou Customizados, constituido por softwares com fungbes que séo
configuraveis, desenvolvidos e/ou customizados para usos especificos. Esta classificacdo
geralmente envolve a abordagem de ciclo de vida e avaliagio de fornecedores (AGENCIA
NACIONAL DE VIGILANIA SANITARIA, 2010).

Os seguintes requisitos foram verificados para assegurar se o sistema pode ser

considerado como validavel:
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5.1.1 Analise de risco
Para a analise de risco foram avaliados os seguintes parametros (Figura 9):
» Severidade: Qualidade do produto e integridade dos dados;

» Probabilidade de ocorréncia: Probabilidade da falha (risco) ocorrer;

» Detectabilidade de falhas: com o objetivo de reduzi-las a um nivel aceitavel.

Figura 9. Critérios para classificagdo do tipo de risco para o sistema computadorizado do

equipamento de EC (AGENCIA NACIONAL DE VIGILANIA SANITARIA, 2010)

Risco Classe 2

Severidade

O sistema (classificado como Tipo 3) processa e armazenada dados, podendo assim
gerar impacto direto e alto na qualidade e seguranca dos resultados, aumentando a
probabilidade de ocorréncia de erros. Por esta razéo, o equipamento foi classificado como de

RISCO DE CLASSE 1.

Classe do Risco = Severidade x Probabilidade.

Resultado= RISCO DE CLASSE 1
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Figura 10. Critérios para avaliacdo da probabilidade de ocorréncia do risco para o sistema

computadorizado do equipamento de EC (AGENCIA NACIONAL DE VIGILANIA

SANITARIA, 2010)

Risco de Probabilidade Média

Classe do
Risco

Complementando a analise de risco, a detectabilidade foi também avaliada em relacéo
a classificagdo do risco. Neste caso, considerado como CLASSE DE RISCO 1. Como o risco
pertence 8 CLASSE DE RISCO 1 (conforme Figura 10), o risco em relacdo a detectabilidade
pode ser considerado como RISCO DE PROBABILIDADE MEDIA (visto que a
detectabilidade e a possibilidade de redugdo do risco a um nivel aceitavel é alta), o que

justifica a necessidade de validacdo do sistema computadorizado do equipamento de EC.

Apos a analise de risco foram realizados outros testes para a validacdo do sistema

computadorizado.
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5.1.2 Qualificacédo de instalacdo

Os testes a seguir foram realizados para assegurar a qualificacdo de instalacdo do

equipamento de EC.

5.1.2.1 Qualificacéo de instalacdo do hardware

Os testes de qualificacdo de instalacdo do hardware do sistema computadorizado de

EC estdo apresentados na Tabela 13.

Tabela 13. Testes de qualificacdo de instalacdo do hardware do sistema computadorizado de

EC

Item Requerimento Encontrado Satisfatorio

Processador Intel Pentium 4 HT Intel Pentium 4 HT SIM
Inside ™ Inside ™

Memoria RAM 3,00 GB 3,00 GB SIM

Disco rigido CONFORME CONFORME SIM

Portas de USB USB SIM

comunicacao

Periféricos Teclado lenovo (preto), Teclado lenovo (preto), SIM

Mouse lenovo (preto), Mouse lenovo (preto),

Monitor lenovo (preto)  Monitor lenovo (preto)

Placa mae CONFORME CONFORME SIM
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5.1.2.2 Qualificacéo de instalacédo do software

Os testes de qualificacdo de instalacdo do software do sistema computadorizado de

EC estdo apresentados na Tabela 14.

Tabela 14. Testes de qualificacdo de instalacdo do software do sistema computadorizado de

EC
Item Requerimento Encontrado Satisfatorio
Sistema Operacional Microsoft Windows Microsoft Windows SIM
XP Professional XP Professional

Antivirus Avira Antivir Personal Avira Antivir Personal SIM
Pacote Office Microsoft Office 2003  Microsoft Office 2003 SIM
Banco de dados Local disk (C:) Local disk (C:) SIM
Navegador Né&o ha Né&o ha SIM
Leitor de PDF Adobe Reader 7.0 Adobe Reader 7.0 SIM
Acesso remoto Né&o ha Né&o ha SIM
Sistema  Operacional 32 Karat 8.0 32 Karat 8.0 SIM
para comando do Properties Properties

sistema de eletroforese

capilar

Outros parametros avaliados para o sistema computadorizado de EC foram avaliados

conforme apresentado na Tabela 15.
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Tabela 15. Outros testes de qualificacdo de instalacdo do sistema computadorizado de EC

Item Requerimento Encontrado Satisfatorio
Voltagem 110V 110V SIM
Temperatura Controlada por meio  Controlada por meio SIM

do ar condicionado do ar condicionado

No-Break No-Break Sinus No-Break Sinus SIM
Double MSS 8000 TI Double MSS 8000
60 HZ TI60 HZ
4 Tomadas 110 V 4 TOMADAS 110V 4 TOMADAS 110V SIM

5.1.3 Qualificacdo de operacéo

Outros itens verificados para assegurar a qualificacdo operacional do sistema

computadorizado do equipamento de EC estdo apresentados na Tabela 16.
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Tabela 16. Testes realizados para assegurar a qualificacdo operacional do sistema

computadorizado do equipamento de EC

Item SIM  NAO Quialificagdo OK
Esta disponivel o Procedimento Operacional X X
Padrao (POP) para descrever como utilizar o

sistema.

Ligar o CPU do computador na tomada 110 X X
V e liga-lo. Ligou?

Ligar o monitor do computador na tomada X X
110 V e liga-lo. Ligou?

Ligar o equipamento de eletroforese capilar. X X
Ligou?

Digitar a senha conforme solicitado para X X
abrir o programa no computador. OK?

Clicar no icone do programa 32 Karat 8.0 no X X
Desktop deve abrir o programa. Abriu?

Apos abrir tela 32 Karat 8.0 clique em MDQ X X
e assim o software devera abrir.

Apos clicar em LOAD vocé podera abrir o X X
compartimento para colocar o capilar e as

amostras no carrossel.

Ao colocar o capilar no equipamento devera X X
sinalizar na tela MDQ a presenca do capilar.

Clicar em Pressure e tela Presssure Settings X X

deverd abrir.

cont.
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cont.

Item

SIM

NAO

Qualificagdo OK

Ap0s clicar em Pressure, Duration e Tray
Positions dar um OK. O equipamento
devera proceder a agdo solicitada.

Ao clicar em Single Run a tela Single Run

Aquisition devera abrir

ApOs preencher os campos: Sample 1D,
Method, Data Path, Data File, Number of
reps, Inject vial e Outlet vial clicar em Start.
O sistema devera correr a anélise

programada.

Apds clicar em File, Method, Open e
selecionar o método escolhido, o método

deverd abrir.

Clicar em File, Sequence, New e uma tela
para preencher com a sequéncia da corrida a

ser programada devera ser aberta.

Ap0s programar a sequéncia clicar em File
Sequence, File As. A sequéncia devera ser

salva.

Apds clicar em Sequence Run, selecionar em
Sequence Name a sequencia a correr. Clicar
em start e o equipamento deverd correr a

sequéncia selecionada.

X

cont.
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cont.

Item SIM NAO Qualificacdo OK
Apoés abrir a tela 32 Karat software, File, X X

Open Offline a tela MDQ Offline devera

abrir.

Em MDQ Offline, clicar em File, Data, X X

Open, a tela Open Data File devera ser

aberta.

Em Open Data File em Look in, abrir o X X

arquivo e apoOs selecionar um arquivo
clicar em Open e assim a tela com o

eletroferograma deveré ser aberta.

5.1.4 Qualificacdo de desempenho

Para avaliar o desempenho do software do sistema computadorizado do equipamento

de EC foram avaliados os itens conforme apresentados na Tabela 17.
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Tabela 16. Testes realizados para assegurar a qualificacdo de desempenho do sistema

computadorizado do equipamento de EC

Item SIM  NAO Quialificagdo OK

O sistema esta operando de acordo com o X X

Procedimento?

Os dados armazenados poderdo ser X X
impressos ou salvos em outros arquivos para

seguranga?

Somente os analistas que utilizam o sistema X X

tem acesso ao equipamento?

O sistema  apresenta  documentacdo X X

detalhada e atualizada?

Possui procedimento para gerenciamento de X X
acesso?
Existe um backup de seguranga dos dados. X X

Outros critérios, também avaliados para considerar o sistema computadorizado

validado, estdo apresentados na Tabela 17.
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Tabela 17. Critérios para considerar o sistema computadorizado do equipamento de EC

validavel

Exigéncia

Critério de aceitacao

Status

Possuir documentacdo que descreva
as necessidades do usuario em
relacio ao negdécio — fornece
informacBes dos requisitos do

usuario para avaliacdo dos riscos

Possuir  Especificacdo  Teécnica/
Funcional — fornece informacoes da
funcionalidade do sistema para
avaliacdo dos riscos atendendo aos

requisitos do usuario

Descricao do sistema

Analise de riscos e avaliacdo de

criticidade do sistema

Avaliacéo documentada do

historico do sistema

Atende a exigéncia

Atende a exigéncia

Atende a exigéncia

Atende a exigéncia

Atende a exigéncia

Atende a exigéncia

Atende a exigéncia

Atende a exigéncia

Atende a exigéncia

Atende a exigéncia

cont.
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Exigéncia

Critério de aceitacéo

Status

Controle para que entradas e
modificacdbes de dados sejam
realizadas apenas por  pessoas
autorizadas (devem ser utilizadas
medidas de seguranca, tais como
utilizacdo de senhas, codigo pessoal,
chaves ou acesso restrito aos

terminais)

Capacidade de registrar tentativas de

acesso por pessoas ndo autorizadas

Capacidade de registrar 0s acessos
autorizados, incluindo usuério, hora e
data

Manutencdo dos registros de todas as
entradas e alteragdes quando houver

alteracdo de dados

Possibilidade de impressdo dos dados

armazenados eletronicamente

Atende a exigéncia

Atende a exigéncia

Atende a exigéncia

Atende a exigéncia

Atende a exigéncia

Atende a exigéncia

Atende a exigéncia

Atende a exigéncia

Atende a exigéncia

Atende a exigéncia

cont.

cont.
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cont.

Exigéncia

Critério de aceitacdo  Status

Inviolabilidade e protecdo dos dados
historicos, tanto de processo ou
operacdes, quanto de rastreabilidade
de modificacdes feitas pelo operador
do sistema (por meios eletrénicos
contra danos acidentais ou

intencionais)

Possibilidade de realizacdo de backup
em intervalos regulares. Os dados de
backup devem ser armazenados por
um tempo definido e em local

separado e seguro

Inviolabilidade e protecdo dos dados
histéricos, tanto de processo ou
operacdes, quanto de rastreabilidade
de modificacdes feitas pelo operador
do sistema (por meios eletrénicos
contra danos acidentais ou

intencionais)

Atende a exigéncia  Atende a exigéncia

Atende a exigéncia  Atende a exigéncia

Atende a exigéncia  Atende a exigéncia
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5.2 VALIDACAO DO SISTEMA COMPUTADORIZADO DO EQUIPAMENTO DE
CROMATOGRAFIA EM FASE LIQUIDA DE ALTA EFICIENCIA

O metodo de andlise para validacdo do sistema computadorizado do equipamento de
cromatografia em fase liquida de alta eficiéncia baseia-se no Guia de Validagéo de Sistemas
Computadorizados da ANVISA (AGENCIA NACIONAL DE VIGILANIA SANITARIA,
2010) que prop8e uma série de itens a serem verificados e caso a resposta seja satisfatoria

considera-se que o sistema foi validado.

Conforme descrito no Guia de Validacdo de Sistemas Computadorizados da
ANVISA, caso a resposta as questdes abaixo seja "SIM", o sistema deve ser validado.
e O sistema gerencia:

v Operacdo automatizada de equipamentos produtivos criticos ou de laboratérios
individualmente (ex. compressoras, secadores de leito fluidizado, CLAE,
dissolutores, etc.)?

Se a resposta for “SIM”, existe a exigéncia de validagdo do sistema de cromatografia

liquida de alta eficiéncia.

O equipamento de CLAE é um sistema classificado como Tipo 3 - Produtos
Configuraveis ou Customizados, constituido por softwares com funcGes que sao
configuraveis, desenvolvidos e/ou customizados para usos especificos. Esta classificacdo
geralmente envolve a abordagem de ciclo de vida e avaliagio de fornecedores (AGENCIA
NACIONAL DE VIGILANIA SANITARIA, 2010).

Os requisitos descritos a seguir foram verificados para assegurar que o sistema pode

ser considerado como validavel.
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5.2.1 Analise de risco
Para a anélise de risco do sistema computadorizado do equipamento de CLAE foram
avaliados os parametros apresentados na Figura 11:

» Severidade: Qualidade do produto e integridade dos dados;

» Probabilidade de ocorréncia: Probabilidade da falha (risco) ocorrer;

» Detectabilidade de falhas: Com o objetivo de reduzi-las estas a um nivel aceitavel.

Figura 11. Critérios para classificacdo do tipo de risco para o sistema
computadorizado do equipamento de CLAE (AGENCIA NACIONAL DE

VIGILANIA SANITARIA, 2010)

Probabilid ade

Risco Classe 2

Severidade

O sistema (classificado como Tipo 3) processa e armazenada dados, podendo assim
gerar impacto direto e alto na qualidade e seguranca dos resultados, aumentando a
probabilidade de ocorréncia de erros. Por esta razdo, o equipamento foi classificado como de
RISCO DE CLASSE 1.
Classe do Risco = Severidade x Probabilidade.

Resultado= RISCO DE CLASSE 1
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Figura 12. Critérios para avaliacdo da probabilidade de ocorréncia do risco para o
sistema computadorizado do equipamento de CLAE (AGENCIA NACIONAL DE

VIGILANIA SANITARIA, 2010)

Risco de Probabilidade Média

Classe do
Risco

Complementando a analise de risco, a detectabilidade foi também avaliada em relacao
a classificacéo do risco, classificado neste caso como CLASSE DE RISCO 1. Como o risco
pertence a CLASSE DE RISCO 1 (conforme Figura 12), o risco em relagdo a
detectabilidade pode ser considerado como RISCO DE PROBABILIDADE MEDIA (visto
que a detectabilidade e a possibilidade de reducéo do risco a um nivel aceitavel é alta), o que

justifica a necessidade de validacdo do sistema computadorizado do equipamento de CLAE.

Apos a andlise de risco foram realizados outros testes para a validacéo do sistema

computadorizado.
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5.2.2 Qualificacédo de instalacdo

Os testes foram realizados, conforme Tabela 18, de modo a assegurar a qualificacao

de instalacdo do equipamento de CLAE.

5.2.2.1 Qualificacdo de instalacédo do hardware

Os testes de qualificagéo de instalacdo do hardware do sistema computadorizado do

equipamento de CLAE foram realizados de acordo com o apresentado na Tabela 18.

Tabela 18. Testes de qualificacdo de instalacdo do hardware do sistema computadorizado do

equipamento de CLAE

Item Requerimento Encontrado Satisfatorio
Processador Intel Pentium (R) Intel Pentium (R) SIM
Memdria RAM 508 MB 508 MB SIM
Disco rigido CONFORME CONFORME SIM
Portas de USB USB SIM
comunicagéo
Periféricos Teclado FC (branco), Teclado FC (branco), SIM
Mouse HP (branco), mouse HP (branco),
Monitor HP (branco) monitor HP (branco)
Placa mae CONFORME CONFORME SIM
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5.2.2.2 Qualificacao de instalacdo do software

Os testes de qualificacdo de instalagdo do software do sistema computadorizado do

equipamento de CLAE foram realizados de acordo com o apresentado na Tabela 19.

Tabela 19. Testes de qualificacdo de instalacdo do software do sistema computadorizado do

equipamento de CLAE

Item Requerimento Encontrado Satisfatorio
Sistema Operacional Microsoft Windows Microsoft Windows SIM
XP Professional XP Professional
Antivirus Avira Antivir Personal  Avira Antivir Personal SIM
Pacote Office Microsoft Office 2003  Microsoft Office 2003 SIM
Banco de dados Local disk (C:) Local disk (C:) SIM
Navegador Né&o ha Né&o ha SIM
Leitor de PDF Adobe Reader 9.0 Adobe Reader 9.0 SIM
Acesso remoto Ndo ha Néo ha SIM
Sistema  Operacional Class-VP Class-VP SIM

para comando do
sistema de CLAE

Os outros parametros avaliados para o sistema computadorizado do equipamento de

CLAE estéo apresentados na Tabela 20.
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Tabela 20. Outros testes de qualificacdo de instalagdo do sistema computadorizado do

equipamento de CLAE

Item Requerimento Encontrado Satisfatorio
Voltagem 110V 110V SIM
Temperatura Controlada por meio  Controlada por meio SIM

do ar condicionado

No-Break No-Break Dominion
CM 3750- 60 HZ

4 Tomadas 110 V 4 TOMADAS 110V

do ar condicionado

No-Break Dominion SIM
CM 3750- 60 HZ

4 TOMADAS 110V SIM

5.2.3 Qualificacdo de operacéo

Os outros itens avaliados para assegurar a qualificacdo operacional do sistema

computadorizado do equipamento de CLAE estdo apresentados na Tabela 21.
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Tabela 21. Testes realizados para assegurar a qualificacdo operacional do sistema

computadorizado do equipamento de CLAE

Item

SIM

NAO

Qualificagdo OK

Esta disponivel o Procedimento Operacional
Padrao (POP) para descrever como utilizar o

sistema.

Ligar a tomada do CLAE da Shimadzu® na
tomada e a seguir ligar os modulos do
CLAE: RF 10 AXL, LC 10 AD-VP, DGU
14A-VP, SPDM 10A-VP, SIL-10A-VP,
SCL 10A-VP e CTO 10A-VP. Ligou?

Ligar o CPU do computador na tomada 110
V e liga-lo. Ligou?

Ligar o monitor do computador e digitar a
senha conforme solicitado para abrir o

programa no computador. OK?

Clicar no icone do programa Class-VP no

Desktop deve abrir o programa. Abriu?

Apos abrir tela Class-VP selecione uma das
opcoes, por exemplo, HPLC-UV e assim um
sinal sonoro serd emitido e o software

devera abrir.

Maximizar a tela LC Step Assistent. Abriu a

tela?

X

cont.
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cont.

Item

SIM

NAO

Qualificagdo OK

Apols clicar em Instrument ON/OFF do
equipamento devera acender a luz da
bomba, PUMP no médulo LC 10 AD-VP.

No icone File selecionar Sistema (C:), clicar
na pasta Method e selecionar o método
desejado. Abriu 0 método?

Apos clicar em Instrument Step, selecionar
Modo, por exemplo: Binary gradient colocar
a vazdo de 0,2 mL/min, dar Dowload, a

bomba devera ligar.

Ap0s estabilizar a linha de base, clicar em
Control, Preview Run e dar um OK. O
equipamento devera proceder a acdo

solicitada.

Ao clicar em Single Run a tela Single Run

deverd abrir.

Apo6s preencher os campos: Sample ID,
Method, Data Path, Data File, Vial, Inject
volume e clicar em Start. O sistema devera

correr a analise programada.

Ap0s terminar a analise clicar em Instrument
Step, diminuir a vazdo até 0 mL/min. O

sistema obedeceu a acdo solicitada?

X

cont.
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cont.

ltem

SIM

Para desligar o0 equipamento, clicar
Instrument ON/OFF. No mddulo LC 10 AD-
VP a lampada PUMP devera desligar.

Clicar em File, Exit, selecionar a opcao
desejada para assim fechar a comunicacao do
software do sistema Class-VP com os
modulos. O sistema operou conforme

solicitado?

Desligar os médulos do CLAE: RF 10 AXL,
LC 10 AD-VP, DGU 14A-VP, SPDM 10A-
VP, SIL-10A-VP, SCL 10A-VP e CTO 10A-
VP. Desligou?

X

5.2.4 Qualificacdo de desempenho

Para testar o desempenho do software foram avaliados os itens apresentados na

Tabela 22.
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Tabela 22. Testes realizados para assegurar a qualificacdo de desempenho do sistema

computadorizado do equipamento de CLAE

Item SIM  NAO Quialificagdo OK

O sistema esta operando de acordo com o X X

Procedimento?

Os dados armazenados poderdo ser X X
impressos ou salvos em outros arquivos para

seguranga?

Somente os analistas que utilizam o sistema X X

tema acesso ao equipamento?

O sistema  apresenta  documentacdo X X

detalhada e atualizada?

Possui procedimento para gerenciamento de X X
acesso?
Existe um backp de seguranca dos dados. X X

Foram também avaliados outros critérios para que se considere o sistema

computadorizado validado (Tabela 23).
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Tabela 23. Critérios para considerar o sistema computadorizado do equipamento de CLAE

validavel

Exigéncia

Critério de aceitacao

Status

Possuir documentacdo que descreva
as necessidades do usuario em
relacio ao negdécio — fornece
informacBes dos requisitos do

usuario para avaliacdo dos riscos

Possuir  Especificacdo  Teécnica/
Funcional — fornece informacoes da
funcionalidade do sistema para
avaliacdo dos riscos atendendo aos

requisitos do usuario

Descricao do sistema

Analise de riscos e avaliacdo de

criticidade do sistema

Avaliacéo documentada do

historico do sistema

Atende a exigéncia

Atende a exigéncia

Atende a exigéncia

Atende a exigéncia

Atende a exigéncia

Atende a exigéncia

Atende a exigéncia

Atende a exigéncia

Atende a exigéncia

Atende a exigéncia

cont.

127



Exigéncia

Critério de aceitacéo

Status

Controle para que entradas e
modificacdbes de dados sejam
realizadas apenas por  pessoas
autorizadas (devem ser utilizadas
medidas de seguranca, tais como
utilizacdo de senhas, codigo pessoal,
chaves ou acesso restrito aos

terminais)

Capacidade de registrar tentativas de

acesso por pessoas ndo autorizadas

Capacidade de registrar 0s acessos
autorizados, incluindo usuério, hora e

data

Manutencdo dos registros de todas as
entradas e alteragdes quando houver
alteracéo de dados

Possibilidade de impressdo dos dados

armazenados eletronicamente

Atende a exigéncia

Atende a exigéncia

Atende a exigéncia

Atende a exigéncia

Atende a exigéncia

Atende a exigéncia

Atende a exigéncia

Atende a exigéncia

Atende a exigéncia

Atende a exigéncia

cont.

cont.
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cont.

Exigéncia

Critério de aceitacéo Status

Inviolabilidade e protecdo dos dados
historicos, tanto de processo ou
operacgdes, quanto de rastreabilidade
de modificacdes feitas pelo operador
do sistema (por meios eletrénicos
contra danos acidentais ou

intencionais)

Possibilidade de realizacdo de backup
em intervalos regulares. Os dados de
backup devem ser armazenados por
um tempo definido e em local

separado e seguro

Inviolabilidade e protecdo dos dados
histéricos, tanto de processo ou
operacdes, quanto de rastreabilidade
de modificacdes feitas pelo operador
do sistema (por meios eletrénicos
contra danos acidentais ou

intencionais)

Atende a exigéncia  Atende a exigéncia

Atende a exigéncia  Atende a exigéncia

Atende a exigéncia  Atende a exigéncia
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5.3 CROMATOGRAFIA EM FASE LIQUIDA DE ALTA EFICIENCIA (CLAE) PARA

QUANTIFICACAO DA IVERMECTINA H,B1, e H,B1,

Pelo método proposto para determinacdo dos homdlogos da ivermectina (H,B1, €
H,B1,) em comprimidos por CLAE obteve-se tempo de retencéo para a ivermectina H,Bjp, de
4,03 min e de 4,87 min para a ivermectina H,B;, Os cromatogramas obtidos podem ser

observados na Figura 13.

Figure 13. Cromatogramas das soluc¢des do padrdo (a), da amostra (b), da fase moével (c) e do
placebo (d). Concentracdo: 190,12 pug mL™ para H.Bl, e 572 pg mL™ para H,Bl,.
Condicbes: Fase movel: acetonitrila e agua (95:5, v/v) com 1 % é&cido acético, coluna
Lichrocart® 100 RP-18 (125 x 4 mm, 5 pum), vazdo 1.0 mL min™, deteccdo no UV a 245 nm,
volume de injecdo: 20 pL e temperatura do forno 25°C.

§ 1 H:Bia
(a) — padrao
(b] — Amostra
=
g 1 (C) fase movel
1 (d] — Placebo
=)
4 o
E &1
o
e 4
H:Bnp,
o . A s . R : : :
0.0 0.5 1.0 1.5 2.0 2.5 3.0 3.5 4.0 4.5 5.0 5.5 6.0

Minutos
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5.3.1 Seletividade

Os resultados encontrados na determinacdo da seletividade empregando-se o método

por CLAE podem ser observados na Tabela 24.

Tabela 24. Valores obtidos nos ensaios de seletividade para a ivermectina por CLAE

Ivermectina H2B1a H2B1p
1 2 3 1 2 3
(%) 97,61 97,86 97,74 3,00 3,00 3,02
Média (%) 97,74 3,01
DPR (%) 0,13 0,38

5.3.2 Linearidade

Os resultados da determinacdo da curva analitica empregando-se 0 método por CLAE
podem ser observados nas Figuras 14 e 15.

Figura 14. Curva analitica da ivermectina H,B;, obtida pelo método cromatogréfico.
CondicBes: Concentracdo: 190,12 pg mL™ de ivermectina H,B1,. Fase mével: acetonitrila e
4gua (95:5, v/v) com 1 % &cido acético, coluna Lichrocart® 100 RP-18 (125 x 4 mm, 5 pm),
vazdo 1.0 mL min™, deteccdo no UV a 245 nm, volume de injecdo: 20 pL e temperatura do
forno 25°C.

Linearidade y = 35484x- 125916
R=0,9992
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© 5000000
& 4000000
3000000
2000000
1000000
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0 100 200 300
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Figura 15. Curva analitica da ivermectina H,B;, obtida pelo método cromatogréfico.
Condicdes: 5,72 pg mL™ de ivermectina H,B1,. Fase mével: acetonitrila e agua (95:5, v/v)
com 1 % écido acético, coluna Lichrocart® 100 RP-18 (125 x 4 mm, 5 um), vazdo 1.0 mL
min, deteccdo no UV a 245 nm, volume de injecdo: 20 pL e temperatura do forno 25°C.
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Os resultados obtidos na determinacdo da curva analitica e os limites de deteccdo e de

quantificacdo, empregando-se o método por CLAE, podem ser observados na Tabela 25.

Tabela 25. Regressdo linear dos dados e limites de deteccdo e de quantificacdo obtidos na

determinacéo da ivermectina H,B1, € H2B1, por CLAE

Parametro estatistico H,B1a H,B1p
Intervalo de concentracéo (pug mL™) 2 152,10 — 228,14 4,57- 6,86
Equacdo da reta y = 35484x - 125916 y = 25540x + 112821
Coeficiente de correlagéo (r) 0,9992 0,9996
Limite de deteccéo (ug mL™) 6,30 0,54
Limite de quantificacdo (ug mL™) 19,11 1,64
Teste F " 627,66 196,01

in=5

®Valor de confianca de 95 %, 6,39.
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5.3.3 Teste de adequabilidade do sistema

Os resultados obtidos no teste de adequabilidade do sistema podem ser observados na

Tabela 26.

Tabela 26. Resultados estatisticos obtidos no teste de adequabilidade do sistema

Parametro ? H2B1a H2Bip
Tempo de retencéo 4,87 4,03
Area 6444976 181400
Altura dos picos 339588 1192
Pratos tedricos 3464 4624
Fator de capacidade 2,90 2,22
Assimetria 1,24 0.97

# Média 10 determinacGes padrdo

5.3.4 Precisao

Os resultados da determinacdo da precisdo obtidos podem ser observados na Tabela

27.

Tabela 27. Resultados estatisticos obtidos no ensaio de precisdo para determinacdo da

ivermectina H,B1, € H2By, por CLAE

Precisdo H,B1a(%0) H,B1p (%)

Repetibilidade 97,99 + 0,37 3,01 £0,01
DPR (%) 0,48 0,25

Precisao intermediériab 96,95 + 1,09 3,02 + 0,01
DPR (%) 0,99 0,33

% valor média aritmética ( n = 6)
® valor média aritmética (n = 3)
DPR= Desvio padrdo relativo
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5.3.5 Exatidao

Os resultados do teste de recuperacdo obtidos, empregando-se o método de

determinacédo por CLAE, podem ser observados na Tabela 28.

Tabela 28. Resultados estatisticos obtidos no teste de recuperacdo apds adicdo da solucdo

padrdo da ivermectina a solucdo da amostra do comprimido analisadas por CLAE

Amostra Adicionado Encontrado Recuperado”
(ug mL™) (ug mL™) (%)
151,90 152,10 £ 1,13 100,13
H,B14 193,70 190,12 £ 0,18 98,15
230,68 228,14 +0,12 98,90
Adicionado Encontrado Recuperado”
Amostra (ug mL™ (ug mL™ (%)
4,58 457 +1.21 99,78
H.B1p 5,67 5,72+0,48 100,88
6,81 6,86 £ 0,54 100,73

n=3

5.3.6 Teste de estresse

Os resultados obtidos nos testes de estresse, empregando-se 0 método por CLAE,

podem ser observados nas Figuras 16.
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Figura 16. Cromatogramas apos teste de estresse. Concentracdo: 190,12 pg mL™ de H,B1, €
5,72 pg mL™ de H,B1,. Cromatogramas: hidrélise neutra (A), meio oxidante (B), hidrélise
acida (C) e hidrolise alcalina (D). Condi¢6es cromatograficas: mesmas descritas na Figura 13.
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5.3.7 Robustez e estabilidade

Ap0s efetuadas pequenas e deliberadas modificacbes nos parametros analiticos, nao
foram observadas alteracGes significativas nas respostas instrumentais. Os valores de DPR

foram inferiores a 2 %, em todos 0s casos, como pode ser observado na Tabela 29.

Tabela 29. Resultados obtidos nos ensaios de estabilidade e robustez (ap6s modificagdes no

comprimento de onda para deteccdo no UV e na composicao da fase movel) em relacédo as
condicdes iniciais

Robustez H2B1a H2B1p

Detecgdo UV (243 nm)” 0,03 0,70

Deteccdo UV (247 nm)~

0,12 0,70
Acetonitrila: agua (96:4 v!v) com 1%
acido acético 1,14 0,47
Acetonitrila: agua (94:6 v!v) com 1% 0,40 1,39
acido acético
Estabilidade 4 horas ~ 0,26 0,71

* Desvio padréo relativo (%)
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5.3.8 Identificacdo das espécies moleculares de ivermectina H,B1, e H,B1,

Conforme Figuras 17, 18, 19, 20 e 21 e Tabelas 30 e 31 pode ser observada a
identificacdo das espécies moleculares de ivermectina H,B1, e H,B1, obtida pela técnica de

em fase liquida acoplada ao espectrometro de massa.

Figura 17. Cromatograma da ivermectina. Condices: Concentracdo: 190,12 ug mL™ para
H,B1, e 5,72 pg mL™ para H,B1,. CondicBes cromatogréficas: Coluna: LiChroCART ® 100
RP-18 (125 x 4 mm, 5 mm), fase mdvel: acetonitrila e agua (95:5, v/v) com 1 % de acido
acético, vazdo: 1,0 mL min™ , split do MS de 1:5. Deteccdo no UV a 245 nm e temperatura
de25+1°C.
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HaBsy HaBro
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Figura 18. Espectros de massa dos homologos da solucdo padrdo de ivermectina H,B1,.

Condicbes: mesmas descritas na Figura 17.
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Figura 19. Espectros de massa dos homologos da solucdo da amostra de ivermectina H,B1,.

Condicdes: mesmas descritas na Figura 17.
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Figura 20. Espectros de massa dos homologos da solugdo padrdo de ivermectina H,B1.
Condicbes: mesmas descritas na Figura 17.
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Figura 21. Espectros de massa dos homologos da solugdo da amostra de ivermectina H,B1.
Condigdes: mesmas descritas na Figura 17.

894575
ke

A0 4512
MeNge
P16
MeNge
Ml €24625
J MeNge
| L 0. | . " I , . !

800 002 £304 £096 9998 400 A2 004 A0S WS W W2 WI4 WIS WIS W2 W22 W24 AVE A28 AT W32 A3
Courts vs. Massto-Chacoe imf2)

139



Tabela 30. Resultados obtidos a partir do cromatograma da solucgéo do padréo

Pico Modo do m/z Espécie Foérmula Nome do
lonizacéo +ESI molecular componente
(Melhor proposta
resposta)
1 Positiva 899,4591 [M+K]+ C47H72014 Ivermectina H,B1p
2 Positiva 913,4723 [M+K]+ CagH74014 Ivermectina H;B1,

Tabela 31. Resultados obtidos a partir do cromatograma da solugdo da amostra

Pico Modo de m/z Espécie Formula Nome do
lonizacéo +ESI molecular componente
(Melhor proposta
resposta)
1 Positiva 899,4575 [M+K]+ C47H72014 Ivermectina H,B1p
2 Positiva 913,4722 [M+K]+ CagH74014 Ivermectina H;B1,
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5.4 CROMATOGRAFIA EM FASE LIQUIDA DE ALTA EFICIENCIA (CLAE)

PARA QUANTIFICACAO DE ABAMECTINA H,B1, e H,B1,

Pelo método proposto para determinacdo dos homdélogos da abamectina (H;B1, €
H,B1,) em gel por CLAE foram obtidos um tempo de retencdo de 2,28 min para a H,Bj, e de

2,61 min para a H,B1,. Os cromatogramas s podem ser observados na Figura 22.

Figure 22. Cromatogramas das soluc¢des do padréo (a), da amostra (b), da fase mével (c) e do
placebo (d). Concentracdo: 187,64 pg mL™ de H.Bi, e 9,76 ug mL™ de H,Bi,. Condices:
Fase movel: acetonitrila e 4gua (95:5, v/v) com 1 % de &cido acético, coluna Lichrocart® 100
RP-18 (125 x 4 mm, 5 um), vazdo 1.0 mL min™, deteccdo no UV a 245 nm, volume de
injecdo: 20 pL e temperatura do forno 25°C.
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5.4.1 Seletividade

Os resultados encontrados na determinacédo da seletividade empregando-se o método
por CLAE podem ser observados na Tabela 32.
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Tabela 32. Valores obtidos nos ensaios de seletividade para a abamectina por CLAE

Abamectina H2B1a H2B1p
1 2 3 1 2 3
(%) 92,34 92,01 91,85 6,46 6,46 6,41
Média (%) 92,07 6,43
DPR (%) 0,002 0,47

5.4.2 Linearidade

Os resultados da determinacdo da curva analitica empregando-se o método por CLAE

podem ser observados nas Figuras 23 e 24.

Figura 23. Curva analitica da abamectina H,Bi, obtida pelo método cromatogréafico.
Condic6es: Concentracdo: 187,64 pg mL™ de abamectina H,B1.. Fase mével: acetonitrila e
4gua (95:5, v/v) com 1 % de 4cido acético, coluna Lichrocart® 100 RP-18 (125 x 4 mm, 5
pm), vazdo 1.0 mL min™, deteccdo no UV a 245 nm, volume de injecdo: 20 pL e temperatura
do forno 25°C.
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Figura 24. Curva analitica da abamectina H,B;, obtida pelo método cromatogréafico.
Condicdes: 9,76 ug mL™ de abamectina H,Bay. Fase mével: acetonitrila e 4gua (95:5, v/v)
com 1 % de 4cido acético, coluna Lichrocart® 100 RP-18 (125 x 4 mm, 5 um), vazio 1.0 mL
min, deteccdo no UV a 245 nm, volume de injecdo: 20 pL e temperatura do forno 25°C.
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Os resultados obtidos na determinacdo da curva analitica e os limites de deteccdo e de

quantificacdo, empregando-se 0 método por CLAE, podem ser observados na Tabela 33.

Tabela 33. Regressdo linear dos dados e limites de deteccdo e de quantificacdo obtidos na

determinacédo da abamectina H,B1, € H,B1, por CLAE

Parametros estatisticos H;B1a H,B1p
Intervalo de concentracéo (g mL™) 2 150,11 — 225,17 7,81-11,71
Equacdo da reta y = 32305x + 1x 10° y = 15475x+133889
Coeficiente de correlagéo (r) 0,9961 0,9960
Limite de deteccéo (ug mL™) 2,83 1,25
Limite de quantificacdo (ug mL™) 8,57 3,80
Teste F° 705,73 270,12

in=5

®Valor de confianca de 95 %, 6,39.
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5.4.3 Teste de adequabilidade do sistema

Os resultados obtidos no teste de adequabilidade do sistema podem ser observados na
Tabela 34.

Tabela 34. Resultados estatisticos obtidos no teste de adequabilidade do sistema

Parametro ? H,B1a H2B1p
Tempo de retencédo 2,61 2,28

Area 6602238 465191

Altura dos picos 854701 24642
Pratos teodricos 4646 4692
Fator de capacidade 1,44 1,13
Assimetria 1,25 1,33

 Média 10 determinacdes padrdo

5.4.4 Precisao
Os resultados da determinacdo da precisdo obtidos podem ser observados na Tabela

35.

Tabela 35. Resultados estatisticos obtidos no ensaio de precisdo para determinacdo da

abamectina H,B1, € H2B1, por CLAE

Precisdo H,B1a(%0) H,B1p (%)

Repetibilidade 92,29 + 0,65 6,37 0,06
DPR (%) 0,88 1,16

Precisdo intermediaria® 92.80 + 1,41 6,50 + 0.14
DPR (%) 1,10 1,52

% valor média aritmética ( n = 6)
® valor média aritmética ( n = 2)
DPR= Desvio padrdo relativo
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5.4.5 Exatidao

Os resultados do teste de recuperacdo obtidos, empregando-se o0 método de

determinacédo por CLAE, podem ser observados na Tabela 36.

Tabela 36. Resultados estatisticos obtidos no teste de recuperacéo apds adicdo das solucbes

padrdo de abamectina ao placebo da amostra e analisadas por CLAE

Amostra Adicionado Encontrado Recuperado
(Hg mL™) (g mL™) (%)
152,61 150,11 £ 0,77 98,36
H,B1a 190,03 187,64 £ 0,01 98,74
228,12 225,17 + 1,04 98,70
Amostra Adicionado Encontrado Recuperado
(Hg mL™) (g mL™) (%)
7,82 7,81 +0,07 99,87
H,B1p 9,72 9,76 £ 0,01 100,41
11,85 11,71 £ 0,01 98,82

5.4.6 Teste de estresse

Os resultados obtidos nos testes de estresse, empregando-se 0 método por CLAE,

podem ser observados nas Figuras 25.
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Figura 25. Cromatogramas apos teste de estresse. Concentracéo: 187,64 pg mL™ de H,B1, €
9,76 pg mL™ de H,B1,. Cromatogramas: hidrélise neutra (A), meio oxidante (B), hidrélise
acida (C) e hidrolise alcalina (D). Condi¢des cromatograficas: mesmas descritas na Figura 22.
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5.4.7 Robustez e estabilidade

Ap0s efetuadas pequenas e deliberadas modificacbes nos parametros analiticos, nao
foram observadas alteracdes significativas nas respostas instrumentais. Os valores de DPR

foram inferiores a 2 %, em todos os casos, como pode ser observado na Tabela 37.

Tabela 37. Resultados obtidos nos ensaios de estabilidade e robustez ap6s modificagbes no

comprimento de onda da deteccdo no UV e na composicdo da fase movel em relagcdo as

condicdes iniciais

Robustez H2B1a H2B1p

Detecgdo UV (243 nm)” 0,86 0,99

Deteccdo UV (247 nm)”~

0,47 1,74
Acetonitrila: agua (96:4 vlv) com1%
4cido acético 0,10 0,44
Acetonitrila: agua (94:6 v/v) com 1 % 0,62 0,88
acido acético
Estabilidade 4 horas ~ 1,19 0,22

* Desvio padréo relativo (%)
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5.5 CROMATOGRAFIA EM FASE LIQUIDA DE ALTA EFICIENCIA (CLAE)

PARA QUANTIFICACAO DOS ENANTIOMEROS DO NADOLOL EM CAPSULAS

Para desenvolvimento do método para determinacdo de nadolol em cépsulas por
CLAE, diferentes fases moveis e colunas foram testadas para alcancar uma separacdo e
resolucdo eficiente dos quatro isdmeros do nadolol. O tempo de retencdo dos enantidmeros foi

de 14,85 min, 16,69 min, 27,58 min e 29,76 min  Os cromatogramas obtidos podem ser

observados na Figura 26.

Figure 26. Cromatogramas da solucdo do padréo de nadolol, da amostra, do placebo e da fase
movel. Concentragdo: 200 pg/mL de nadolol. CondicBes: Fase movel: hexano: alcool etilico:
dietilamina: 4cido acético (86:14:0,3:0,3 v/v/viv) , coluna Chiralcel OD® (250 x 4,6 mm, 10

pm), vazdo 0,7 mL min™, deteccdo UV a 220 nm, volume de injecdo: 20 pL e temperatura do
forno 25°C.
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5.5.1 Seletividade

Os resultados encontrados na determinacdo da seletividade empregando-se o método

por CLAE podem ser observados na Tabela 38.

Tabela 38. Valores obtidos nos ensaios de seletividade para o nadolol por CLAE

Nadolol 1 Nadolol 2 Nadolol 3 Nadolol 4
Média* (%) 94,49 92,04 91,40 95,70
DPR (%) 0,19 1,82 0,8 1,36

*n=3

5.5.2 Linearidade
Os resultados da determinacdo da curva analitica empregando-se o método por CLAE

podem ser observados nas Figuras 27, 28, 29 e 30.

Figura 27. Curva analitica do nadolol 1 obtida pelo método cromatografico. Concentracéo:
Intervalo de concentracdo do nadolol racémico antes da separacdo cromatografica: 160- 240

pg/mL. Condig¢Oes: mesmas descritas na Figura 26.
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Figura 28. Curva analitica do nadolol 2 obtida pelo método cromatogréfico. Concentragéo:

Intervalo de concentracdo do nadolol racémico antes da separagdo cromatogréafica: 160- 240

pg/mL. CondicOes: mesmas descritas na Figura 26.
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Figura 29. Curva analitica do nadolol 3 obtida pelo método cromatografico Concentracéo:

Intervalo de concentracdo do nadolol racémico antes da separacdo cromatografica: 160- 240

pg/mL. CondicOes: mesmas descritas na Figura 26.
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Figura 30. Curva analitica do nadolol 4 obtida pelo método cromatografico. Concentragéo:

Intervalo de concentracdo do nadolol racémico antes da separacdo cromatogréafica: 160- 240

pg/mL. CondicOes: mesmas descritas na Figura 26.
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Os resultados obtidos na determinacdo da curva analitica e os limites de deteccdo e de

quantificacdo, empregando-se o método por CLAE, podem ser observados na Tabela 39.
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Tabela 39. Regressdo linear dos dados e limites de deteccdo e de quantificacdo obtidos na

determinacéo dos enatibmeros do nadolol por CLAE

Parametros

estatisticos ”

Nadolol 1 Nadolol 2 Nadolol 3 Nadolol 4

Equacéo da

reta”

Coeficiente

de correlacao

(n

Limite de
deteccao

(Mg/mL)

Limite de
guantificacéo
(WmL)

Teste F -

y =10117x - 150144 y=11119x-117628 y=11241x-175734 y=10214x - 156483

0,9995 0,9992 0,9978 0,9969

11,58 18,48 17,46 0,53

35,10 56,00 52,90 1,60

171,23 179,10 169,19 169,45

“n=5

™ Intervalo de concentracéo do nadolol racémico antes da separacdo cromatografica: 160- 240
png/mL (Nadolol 1,2,3, e 4)
" Valor de confianca de 95 %, 6,39.
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5.5.3 Teste de adequabilidade do sistema

Os resultados obtidos no teste de adequabilidade do sistema podem ser observados na
Tabela 40.

Tabela 40. Resultados estatisticos obtidos no teste de adequabilidade do sistema

Parametros ? Nadolol 1 Nadolol 2 Nadolol 3 Nadolol 4
Tempo de retencao 15,00 16,80 27,80 29,80
(min)
Area 1740327 1944834 1443782 1201570
Altura dos picos 33492 34741 24460 20153
Pratos teéricos 2408 2195 4360 4285
Fator de 4,06 4,66 8,37 9,03
capacidade
Assimetria 0,97 1,13 0,92 1,28

 Média 10 determinacdes padrio

5.5.4 Precisao

Os resultados da determinacédo da precisdo obtidos podem ser observados nas Tabelas 41 e

42.
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Tabela 41. Resultados estatisticos obtidos no ensaio de precisdo intermediéria para
determinagédo dos enantidomeros do nadolol por CLAE

Nadolol 17 Nadolol 2° Nadolol 3 Nadolol 4
Média (%) 94,17 92,81 92,36 94,80
DPR (%) 0,48 1,17 1,46 1,34

“ valor média aritmética ( n = 2)
DPR= Desvio padréo relativo

Tabela 42. Resultados estatisticos obtidos no ensaio de repetibilidade para determinacdo dos
enantidomeros do nadolol por CLAE

Nadolol 17 Nadolol 2" Nadolol 3 Nadolol 4"
Meédia (%) 94,49 92,04 91,40 95,18
DPR (%) 0,19 1,82 0,80 1,58

“ valor média aritmética (n = 6)
DPR= Desvio padréo relativo

5.5.5 Exatidao
Os resultados do teste de recuperacéo obtidos, empregando-se o método de determinacao

por CLAE, podem ser observados na Tabela 43.
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Tabela 43. Resultados estatisticos obtidos no teste de recuperacdo ap6s adicdo das solucBes

padrdo de nadolol ao placebo e analisadas por CLAE

Nadolol 80 % 100 % 120 %
Nadolol 1 (% recuperada)* 100,40 100,24 99,62
Nadolol 2 (% recuperada)* 101,79 100,60 101,32
Nadolol 3 (% recuperada)* 101,15 101,29 100,34
Nadolol 4 (% recuperada)* 101,6 101,64 100,49

* Média 3 determinacGes

5.5.6 Teste de estresse

Os resultados obtidos nos testes de estresse, empregando-se 0 método por CLAE,

podem ser observados nas Tabela 44.

Tabela 44. Resultados obtidos utilizando o método proposto por CLAE ap06s o teste de

estresse
Meio Nadolol 1 (%) Nadolol 2 (%) Nadolol 3 (%) Nadolol 4 (%)
Neutro 10.32 22.81 12.02 9.97
Oxidativo 36.12 21.34 42.59 67.89
Acido 11.44 25.50 37.49 89.50
Alcalino 16.66 63.26 63.07 93.33
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5.5.7 Robustez

Ap0s efetuadas pequenas e deliberadas modificagdes nos parametros analiticos como
variacdes no comprimento de onda e na vazao, ndo foram observadas alteracdes significativas
nas respostas instrumentais. Os valores de DPR foram inferiores a 2 % em todos 0s casos

como pode ser observado na Tabela 45.

Tabela 45. Resultados obtidos nos ensaios de robustez ap6s modificagfes no comprimento de

onda e na vazao em relacéo a condicao inicial

Robustez Nadolol 1" Nadolol 2" Nadolol 3" Nadolol 4~
215 nm* 1,22 0,60 0,91 1,62
0,8 mL min™* 1,09 0,84 1,03 0,53

* Desvio padréo relativo (%)

5.5.8 Estabilidade
N&do foram observadas alteracdes significativas apds avaliacdo da estabilidade da
solucéo do nadolol. Os valores de DPR foram inferiores a 2 % em todos 0s casos como pode

ser observado na Tabela 46.
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Tabela 46. Resultados obtidos nos ensaios de avaliacdo da estabilidade apds 24 h em relacéo

a condicao inicial

Estabilidade Nadolol 1 Nadolol 2" Nadolol 3" Nadolol 4”
24h”
Média (%) 94,50 92,08 90,95 93,41
DPR (%) 0,01 0,01 0,35 1,71

* Desvio padrdo relativo (%)

5.6 DICROISMO CIRCULAR DOS ENANTIOMEROS DO NADOLOL

Os resultados obtidos nos ensaios de dicroismo circular para os quatro isdmeros

isolados do nadolol podem ser vistos na Figura 31.
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Figura 31. Espectro de dicroismo circular dos enantidmeros do nadolol.

L S T S NEREEEPSSSSERE Nadolol 4 () oo
Y N
Y
\\ Nadolol 2 (+) ‘_“f,_\ """"""""""""""""""""""""""
L o e | AU AN
‘\\ @ i 1 ~ '\‘I
- A~ | !
[ S S T Pl “w:-u_—--;-;;--;: o | mmeeeee 5 ,:“*-.\,/\_f_‘ -
1 1 \T AR ’\/ ]
1 -0 . = T
180 200 Wavelength [nm] 20 180 200 Wavelength [nm] 220
0.08
—~ —~
J A [} - —
| . o -+
0.06- S = 3 3
1 = - = )
o =) e el
| a a =] e
0.04- 7 = - -
o 4 4
-
0.02 -
| 4
0.00 "~ - -
15.00 min  16.80 min RETENTION 2780 min  29.80 min
TIME
2 : i 0.6 T —— 1
: | Nadolol 3 (-) / T -
-1 | T —J}
™ / =
AU AU ;‘/ N / '
flmemgbensancnianann o ._HJ;/ -----------------------------------------------
/ T
/ :
/ :
3 . 1.9 : T
- 140 200 Wavelenath Inm] 220 a0 200 Wavelength [nm] 240

5.7 DIFRACAO DE RAIOS X DO NADOLOL
Na Figura 32 pode ser observado o difratograma da matéria-prima nadolol utilizada

no preparo, pela farmécia de manipulacédo, das capsulas de nadolol 40 mg/ capsula, que foram

utilizadas no desenvolvimento e na validacdo dos métodos analiticos estudados na pesquisa.
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Figura 32. Difratograma do nadolol racémico.
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Para comparacao com o difratograma obtido (Figura 32) foi utilizado o difratograma

do trabalho realizado por Amorin, 2012 (Figura 33).

Figura 33. Difratograma do nadolol analisado conforme indicado por Amorin, 2012 (Amorin,

2012).
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5.8 ELETROFORESE CAPILAR

quantificacdo da abamectina, ivermectina e nadolol por eletroforese capilar.

Tabela 47. Descricdo das condi¢des de analise por eletroforese capilar para ivermectina

Foram testados as seguintes condicdes para desenvolvimento de uma metodologia para

Ensaio Concentragdo Temperatura Eletrdlito Voltagem
mg/mL (C) (kv)

1 0,3 25 Butanol ------------------ 200 pL 15
Dodecil sulfato de sodio-- 0,05 g
Acetato de etila--------- 200 pL
Imidazol 5 mMM--------- 0,003 g
Tetraborato de sodio --- 0,16 ¢
B-Ciclodextrina----------- 0,04 g
qsp------------ 10 mL / pH: 8,50

2 0,5 25 B-Ciclodextrina 1 % + metanol 30
(30:70)

3 0,5 25 B-Ciclodextrina  5mM  + 30
metanol (30:70)

4 0,3 25 B-Ciclodextrina  5mM  + 30
metanol (30:70) + trieltilamina
0,05 %:

5 0,3 25 p-Ciclodextrina  3mM  + 30
metanol (50:50) + dietilamina
0,07 %, pH 5,1

6 0,5 25 B-Ciclodextrina  10mM  + 30
metanol (80:20) + dietilamina
0,07 %

7 0,3 25 Tetraborato de sodio 10 mM + 30
acetonitrila (40:60), pH 8,0

cont.
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cont.

Ensaio

mg/mL

Concentracdo Temperatura

(C)

Eletrolito

Voltagem

(kv)

10

11

12

13

14

0,6

0,3

0,3

0,5

0,3

0,5

0,3

25

25

25

25

25

25

25

Tetraborato de sodio 10 mM
+ B-Ciclodextrina 10 mM +
metanol (10:60:30)

Tetraborato de sédio 10 mM
+ metanol (25:75) com pB-

ciclodextrina 1 %

Tetraborato de sodio 40 mM
+ metanol + B-ciclodextrina 1
% (10:30:60) + dietilamina
0,07%

Tetraborato de sodio 12 mM
(9,16 g 10 mL) + dodecil
sulfato de sddio (0,19/10 mL)
+ B-ciclodextrina 1%
(0,099/10 mL) + 4 mL
Metanol qgsp para 10 mL
agua.

CAPS 20 mM + B-
ciclodextrina sulfatada 10
mM + metanol (20:20:60) pH
7,5

CAPS 20 mM+ -
ciclodextrina 10 mM +
metanol (5:25:75) pH 6,27
CAPS 20 mM+ metanol
(30:70)

30

30

30

30

30

30

30

cont.
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cont.

Ensaio Concentracdo Temperatura Eletrolito Voltagem
mg/mL (C) (kv)

15 0,3 25 Imidazol 20 mM+  B- 30
ciclodextrina sulfatada+ acido
acetico 50 mM gsp 10 mL

16 0,3 25 Fosfato de sodio dibasico + B- 30
ciclodextrina 5 mM (50:50)

17 0,3 18 NaOH 50 mM+ &cido acetico 15
50 mM+ CuSO4 1,25 mM qsp
10 mL agua

18 0,3 25 Norfloxacino 50 mM + 30

metanol gsp 10 mL

Também foram realizados testes

eletroforese capilar (Tabela 48).

para analise dos quatro isbmeros do nadolol por

Tabela 48. Descricdo das condicdes de analise por eletroforese capilar para nadolol

Ensaio Concentracdo Temperatura Eletrolito Voltage
mg/mL (C) m (kv)
1 0,6 25 Fosfato  potassio  monobasico 30
(0,136 @), Fosfato sbédio
monobéasico (0,119 @), B-
ciclodextrina sulfatada (0,04 g),
butanol 1 mL/gsp 10 mL
qsp------------ 10 mL/pH: 2,5
cont.

162



cont.

Ensaio

Concentracdo Temperatura

mg/mL (C)

Eletrolito

Voltagem

(kv)

0,3 25

0,4 25

0,3 25

0,5 25

0,3 25

Butanol ------------------ 200 pL
Dodecil sulfato de sodio-- 0,05 g
Acetato de etila--------- 200 pL
Imidazol 5 mMM--------- 0,003 g
Tetraborato de sédio --- 0,16 g
B-Ciclodextrina----------- 0,049
qsp------------ 10 mL / pH: 8,50
Tampédo fosfato de
dibasico 25 mM

sodio

Tampdo fosfato de sddio
dibasico 25 mM + fB-
ciclodextrina 20 mM (50:50)
pH 8,0

Dodecil sulfato de sodio 50 mM
+ p-ciclodextrina 20 mM
(50:50)

Dodecilsulfato de sédio (0,10
a),
monobasico (0,136 g), Fosfato

fosfato potassio
sodio monobésico (0,119 g),
dodecilsulfato de sédio (0,10
g), PB-ciclodextrina sulfatada
(0,04 g), butanol 1 mL/gsp 10
mLqgsp----10 mL / pH: 2,5

15

15

15

30

30

cont.
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cont.

Ensaio

Concentracdo Temperatura

mg/mL (C)

Eletrolito

Voltagem

(kv)

10

11

12

13

14

0,3 25

0,4 25

0,3 25

0,3 25

0,3 25

0,3 25
0,3 25

0,3 18

Tetraborato de s6dio 40 mM +
metanol + dodecilsulfato de
sddio 30 mM + B-ciclodextrina
0,4 /10 mL + 3 metanol + gsp
10 mL &gua.

Tetraborato de sddio 10 mM +
(25:75)

ciclodextrina 1 %

metanol com -

Tetraborato de sédio 12 mM
(9,16 g 10 mL) + dodecil sulfato
de soédio (0,1g/10 mL) + pB-
ciclodextrina 1 % (0,099/10 mL)
+ 4 mL metanol gsp para 10 mL
agua.
Imidazol 20 mM+ @ B-
ciclodextrina sulfatada+ &cido
acético 50 mM gsp 10 mL
Fosfato de sodio dibasico + B-
Ciclodextrina 5 mM (50:50)
Acetato de aménio 10 mM +
metanol (30:70)
Norfloxacino 50
metanol gsp 10 mL
NaOH 50 mM+ acido acético
50 mM+ CuSQOq4 1,25 mM gsp

10 mL agua

mM +

30

15

30

30

30

30

30

15
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6. DISCUSSAO

A qualidade de um produto farmacéutico é algo imprescindivel para a seguranca e a
eficacia do usuario do medicamento. Visando aprimorar o controle de qualidade de
medicamentos, faz se necessario o constante desenvolvimento e validacdo de novos métodos
de analise empregando técnicas modernas.

Para que se obtenha confiabilidade em um método analitico, a validacdo é essencial.
Assim, foram propostos nesta pesquisa o estudo e a validacdo de métodos para analise dos

farmacos nadolol, ivermectina e abamectina, em medicamentos.

6.1 VALIDACAO DO SISTEMA COMPUTADORIZADO DO SISTEMA DE
ELETROFORESE CAPILAR

Apbs realizacdo do teste de validacdo do sistema computadorizado do equipamento de
eletroforese capilar foi possivel comprovar a qualidade e seguranca do sistema visto que o
resultado foi favoravel para todos os itens analisados (Tabelas 13, 14, 15, 16 e 17). Assim
sendo, apds a validacdo, pode-se confirmar o correto funcionamento do software, e suas
interacdes com o hardware. Devem também ser levados em consideracdo, dentre outros
aspectos, os relacionados a infra-estrutura, seguranca e manutencdo de dados, visto que o
equipamento, conforme Figuras 9 e 10, apresenta risco alto, tornando-se assim necessaria a

sua validacdo.
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6.2 VALIDACAO DO SISTEMA COMPUTADORIZADO DO SISTEMA DE
CROMATOGRAFIA EM FASE LIQUIDA DE ALTA EFICIENCIA

Realizou-se o teste de validacdo do sistema computadorizado do equipamento de
cromatografia em fase liquida de alta eficiéncia (CLAE) ( Tabelas 18, 19, 20, 21, 22 e 23) e
foi possivel verificar a qualidade e seguranca do sistema. Foi constatado o correto
funcionamento do software e suas interagdes com o hardware, onde devem ser levados em
consideracdo, dentre outros fatores, os aspectos relacionados a infra-estrutura, segurancga e
manutencdo de dados, visto que o equipamento, conforme Figuras 11 e 12, apresenta risco

alto, tornando-se assim necesséria a sua validag&o.

6.3 CROMATOGRAFIA EM FASE LIQUIDA DE ALTA EFICIENCIA PARA

QUANTIFICACAO DA IVERMECTINA H;B1, e H,B1,

Com base na técnica de cromatografia em fase liquida de alta eficiéncia (CLAE)
verificou-se uma 6tima separacéo dos homélogos utilizando a coluna LichroCart® 100 RP-18
(125 x 4 mm, 5 pm).

Com o proposito de desenvolver uma metodologia simples e rapida em relacdo as
técnicas descritas na literatura, foi utilizada uma fase mével constituida de acetonitrila e agua
(95:5, viv) com 1 % de &cido acético. O comprimento de onda foi de 245 nm, a vazao foi de

1,0 mL min™, o volume de injecdo de 20 uL e a temperatura, de 25 °C.

Este comprimento de onda de 245 nm foi o que proporcionou os melhores resultados,
permitindo quantificar satisfatoriamente os homologos da ivermectina.
As condicbes foram escolhidas pois os tempos de retencdo 4,87 min e 4,03 min,

respectivamente para ivermectina H,B1, e H,B1;,, foram adequados para anélises de rotina.
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Os tempos de retencdo obtidos para 0s dois compostos representam uma vantagem do método
proposto nesta pesquisa em relagdo aos descritos na literatura.

As solugdes foram preparadas na concentracéo de 190,12 pg mL™ para H,By, € 5,72
ng mL™* para H,By,. Nestas concentracBes os compostos apresentam-se dentro da faixa de
linearidade obedecendo a lei de Lambert-Beer e estdo acima do limite de detec¢éo de 6,30 ug
mL™ e 0,54 ug mL™?, respectivamente, para a ivermectina H.B1, e H,B1, e do limite de
quantificacdo de 19,11 pg mL™ e 1,64 pg mL™, respectivamente, para a ivermectina H,B1, e
H.B1,. Para o calculo dos limites de quantificacdo e de deteccdo foram utilizados os
parametros da curva analitica, que sdo estatisticamente confiaveis.

A diluicdo das solucgdes analisadas foram feitas na fase mével selecionada.

Para a validacdo do método analitico foi realizado o ensaio de seletividade, que
garante que o pico de resposta seja exclusivamente devido ao composto de interesse.
Conforme pode ser visto na Figura 13 e na Tabela 24, os excipientes ndo interferem na
quantificacdo dos homoélogos da ivermectina H,B1, e H,B1y.

A curva analitica foi construida tracando-se a area do pico versus a concentragdo. Foi
encontrado um coeficiente de correlacdo de 0,9992 e 0,9996, respectivamente, para a
ivermectina H,B1, e H,B1, Para o método proposto a curva foi tracada na concentracdo de
152,10 — 228,14 ug mL™ e 4,57 — 6,86 pug mL™, respectivamente, para a ivermectina H,Bi e
H,B1, (Tabela 25).

Os resultados do teste de adequabilidade do sistema podem ser observados na Tabela
26. Por este teste pode-se verificar que a resolucdo e a reprodutibilidade do sistema
cromatografico estdo adequadas. Os resultados destes testes garantem que 0 equipamento
utilizado esta apto a gerar resultados confiaveis (UNITED STATES PHARMACOPEIA, 2016).
Pode-se assegurar pelos resultados obtidos para o desvio padrdo relativo (DPR), que foram

inferiores a 2 %, que o sistema estd adequado para a realizagé@o dos testes de validacéo.
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Outro teste que confirma a proporcionalidade é o teste F para a regressao linear,
resultante da analise da variancia. O valor experimental deve ser pelo menos 10 vezes maior
do que o valor tabelado para um nivel de confianca de 95 % (PIMENTEL, 1996). O valor
obtido foi muito maior que 10 vezes do valor tabelado (6,39). Conclui-se, assim que existe
proporcéo linear e validade da regressao linear para o nivel de confianca selecionado (Tabela
26).

Foi realizado o ensaio de repetibilidade, expresso pelo DPR (Tabela 27) e observou-se
que o DPR foi inferior a 2 %, conforme RE 899 (AGENCIA NACIONAL DE VIGILANIA
SANITARIA, 2003).

Os dados obtidos na determinacdo da precisdo intermediaria (Tabela 27), apresentam
um DPR inferior a 2 %, assegurando assim, a precisao do método proposto.

A exatiddo foi avaliada em trés niveis de concentracdo. Os valores encontrados
demonstram que o0 método € exato, pois a recuperacao obtida esta dentro da intervalo de 98-

102 % conforme Tabela 28.

Para 0 método por CLAE, os resultados dos testes de hidrolise podem ser observado
na Figura 16. Percebe-se que ap6s a oxidacdo quimica em meio neutro, os resultados
mostraram que ndo houve alteracdo significativa no tempo de retencdo. Apoés a hidrolise
alcalina observou-se a degradacdo do padrdo e da amostra, no entanto, com diferentes
respostas, o que pode ser devido a interferéncia dos excipientes presentes nos comprimidos.
Apos hidrolise &cida, a degradacdo também foi observada, no padrdo e na amostra, com
coeluicédo de picos no cromatograma da amostra.

Todos os resultados obtidos no teste de robustez foram semelhantes aos da condi¢éo
inicial, sendo os DPRs abaixo de 2 %, tanto para a variacdo da composi¢do da fase movel
quanto para o comprimento de onda (Tabela 29). Na avaliacéo da estabilidade (Tabela 29),

apos repouso de 4 horas das solucBes padrdo e amostra, os resultados indicaram que nao
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foram constatadas diferencas nas respostas instrumentais nas condi¢Bes descritas. Assim, 0
método proposto pode ser considerado confiavel e robusto.

Para identificacdo das espécies moleculares da ivermectina H,B1, e H,B1} utilizou-se
0 Q-TOF LC/MS para confirmar a presenca dos dois compostos homdlogos de ivermectina
(Figura 17).

O meétodo confirmou a presenca de ivermectina (H,B1, e H,B1,) em comprimidos.
Ambos 0s compostos tiveram suas identidades confirmadas por deteccdo de ions com m/z
913,4723 e 899,4591, respectivamente para H,B1, e H,B1,, utilizando moléculas com aduto
de potassio. Devido a massa exata e a distribuicdo isotopica obtidas, concluiu-se que o
software foi capaz de sugerir as formulas moleculares propostas, que sdo: CygH74014 €
C47H72014 que correspondem, respectivamente, a H,B1, e H,B1, (Figuras 17, 18, 19, 20 e 21

e Tabelas 30 e 31).

6.4 CROMATOGRAFIA EM FASE LIQUIDA DE ALTA EFICIENCIA PARA

QUANTIFICACAO DA ABAMECTINA H,B1, e H;B1,

A técnica de cromatografia em fase liquida de alta eficiéncia (CLAE) permitiu a
quantifiacdo dos homélogos da abamectina. Para tal foi utilizada uma coluna LichroCart® 100
RP-18 (125 x 4 mm, 5 um) e fase moével constituida de acetonitrila e dgua (95:5, v/v) com 1
% de acido acético. O comprimento de onda escolhido foi de 245 nm, vazéo de 1,0 mL min™,
volume de injecdo de 20 pL e temperatura de 25 °C. O metodo é réapido, simples e de baixo
custo, podendo ser facilmente utilizado na rotina dos laboratorios de controle de qualidade.

Foi estabelecido o comprimento de onda de 245 nm em virtude dos resultados obtidos

nos estudos preliminares. Os tempos de retencdo, 2,61 min e 2,28 min, respectivamente, para
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abamectina H,B1, e H,B1, foram adequados para analises de rotina, o que foi uma vantagem
do métdos proposto com relacéo aos descritos na literatura.

As solucdes foram preparadas na concentragdo de 187,64 ug mL™ para a H,B1. e 9,76
ug mL* para a H,By. Os compostos apresentam-se dentro da faixa de linearidade
obedecendo & lei de Lambert-Beer e estdo acima do limite de deteccdo 2,83 pg mL™ e 1,25 pg
mL™, respectivamente, para a abamectina H,B*, e H,B'; e do limite de quantificacdo 8,57 pg
mL™* e 3,80 pg mL™, para a abamectina H,B1, € H,Byp, respectivamente. Foram utilizados os
parametros da curva analitica, que sdo estatisticamente confiaveis, para o calculo dos limites
de quantificacdo e de deteccdo para 0 método proposto.

As solugdes foram preparadas utilizando-se a fase mdvel como solvente.

Para a validacdo do método analitico foi realizado o ensaio de seletividade, que
garante gue o pico de resposta € exclusivamente devido ao composto de interesse. Conforme
pode ser visto na Figura 22 e na Tabela 32, os excipientes ndo interferem na quantificacéo
dos homdlogos da abamectina H,B1, € H2B1p

A curva analitica foi construida tracando-se a area do pico versus a concentragdo. Foi
encontrado um coeficiente de correlacdo de 0,9961 e 0,9960, respectivamente, para a
abamectina H,B1, e H,Byp,, A curva foi tracada na concentragdo de 150,11 — 225,17 ug mL™ e
7,81 — 11,71 pg mL?, respectivamente, para a abamectina H,B1, e H,Byy, (Tabela 33).

Os resultados do teste de adequabilidade do sistema podem ser observados na Tabela
34. Pode-se verificar que a resolucdo e a reprodutibilidade do sistema cromatogréfico
proposto estdo adequadas. Os resultados garantem que o equipamento utilizado estd apto a
gerar resultados confiaveis (UNITED STATES PHARMACOPEIA, 2016). Os resultados
obtidos para o desvio padréo relativo (DPR), foram inferiores a 2 %. Nestas condi¢des, pode-

se afirmar que o sistema esta adequado para a realizagédo dos testes de validacéo.
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A proporcionalidade foi percebida também pelo teste F para a regressdo linear,
resultante da analise da variancia. O valor experimental deve ser pelo menos 10 vezes maior
do que o valor tabelado para um nivel de confianca de 95 % (PIMENTEL, 1996). O valor
obtido foi muito maior do que 10 vezes o valor tabelado (6,39). Conclui-se, assim que existe
proporcéo linear e validade da regressao linear para o nivel de confianca selecionado (Tabela
34).

Para o ensaio de repetibilidade, expresso pelo DPR (Tabela 34), observa-se que o
DPR foi inferior a 2 %, conforme regulamentanda pela RE 899 (AGENCIA NACIONAL DE
VIGILANIA SANITARIA, 2003).

Com base na precisdo intermediaria pode-se verificar que o DPR foi inferior a 2 %,
assegurando a precisdo do método proposto (Tabela 35).

A exatiddo foi avaliada em trés niveis de concentracdo. Os valores encontrados
demonstram que o método é exato, pois a recuperacdo obtida esta dentro do intervalo de

98-102 % (Tabela 36).

Para o método proposto por CLAE, os resultados dos testes de hidrolise podem ser
observados na Figura 25. Observa-se que, ap0s a oxidacdo quimica e em meio neutro, 0s
resultados demonstraram que ndo houve alteracdo significativa no tempo de retencéo.
Quando realizada a hidrdlise alcalina observou-se a degradacdo do padrdo e da amostra, no
entanto, com diferentes respostas, o que pode ser devido a interferéncia dos excipientes
presentes no gel. Apds hidrélise acida, a degradacdo também foi observada, tanto no padréo
quanto na amostra.

Todos os resultados obtidos no teste de robustez foram semelhantes aos da condi¢éo
inicial, sendo os DPRs encontrados abaixo de 2 %, tanto para a variacdo da composicéo
quimica da fase movel quanto para o comprimento de onda (Tabela 37). Na avaliagdo da

estabilidade das solugdes padréo e da amostra, apds 4 horas, ndo foram observadas diferencas
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nas respostas instrumentais nas condi¢des descritas. Nesse caso, 0 método proposto pode ser
considerado confiavel e robusto, visto que, apresentou resposta satisfatoria em todos os

parametros analisados para a validacdo do método proposto.

6.5 CROMATOGRAFIA EM FASE LIQUIDA DE ALTA EFICIENCIA PARA

QUANTIFICACAO DOS ENANTIOMEROS DO NADOLOL

A técnica de cromatografia em fase liquida de alta eficiéncia (CLAE) permitiu a
quantifiacdo dos quatro isémeros do nadolol. Para tal foi utilizado uma coluna Chiralcel OD®
(250 x 4,6 mm, 10 um), e fase movel constituida de hexano: alcool etilico: dietilamina: acido
acetico (86:14:0,3:0,3 v/v/viv). O comprimento de onda escolhido foi de 220 nm, vazao de
0,7 mL min™, volume de injecdo de 20 puL e temperatura de 25 °C. O método é réapido,
simples e de baixo custo, podendo ser facilmente utilizado na rotina de laboratérios de
controle de qualidade.

A coluna utilizada foi a Chiralcel OD®, que é constituida por um derivado de tris-
3,5- dimetilfenil carbamato de celulose. Para a separag@o enantiomérica dos 3-bloqueadores, a
ligacdo entre o hidrogénio do grupo —OH da parte aminoalcool do composto e o grupo
carbonila do derivado de fenilcarbamato parecem ser essenciais para o reconhecimento quiral.
As interacbes entre as duplas ligacdes e os enantidmeros de inclusdo parcial da fase
estacionaria quiral, também, sdo fatores importantes para a separacdo enantiomérica (SINGH,
2006).

Foi estabelecida a detecgdo em 220 nm, devido a melhor absorcéo apresentada pelos
quatro isdbmeros neste comprimento de onda. Os tempos de retencdo foram adequados para a

analise de rotina, sendo 15,00 min, 16,80 min, 27,89 min e 29,80 min, respectivamente, para
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nadolol 1, nadolol 2, nadolol 3 e nadolol 4 o que demostra uma vantagem com relacdo aos
métodos descritos na literatura.

Aditivos &cidos e béasicos adicionados a fase mével sdo amplamente utilizados em
fases estacionarias quirais a base de polissacarideos, visando minimizar a interaccdo com
silandis residuais proporcionando assim, uma melhor forma ao pico e aumentando a resolugéo
dos compostos quirais.

A dietilamina, que é um modificador com carater basico, deve estar presente na fase
movel numa proporcao de pelo menos 0,1 %, e nunca superior a 0,5 %. A quantidade de 0,3
% de dietilamina foi necessaria para que se obtivesse a separacdo dos enantibmeros do
nadolol. A presenca do modificador basico € muito importante a fim de se conseguirem boas
separac@es dos enantidbmeros do nadolol (STRINGHAM, 2006).

O é&cido acético (0,3%) foi utilizado devido ao fato deste reagente melhorar a
separacdo enantiomérica de substancias com propriedades basicas. No caso do nadolol, a
adicdo de acido aumenta a resolucdo dos picos correspondentes aos quatro isémeros do
nadolol. O &cido orgénico, quando presente na fase movel, favorece a formacdo de pares
i0nicos com os analitos basicos de 3 — bloqueadores (SINGH, 2006).

As solucdes foram preparadas na concentracdo de 200 pg mL™ de nadolol. Os
compostos apresentam-se dentro da faixa de linearidade obedecendo a lei de Lambert-Beer e
estdo acima do limite de deteccéo 11,58 ug mL™, 18,48 pgmL™, 17,46 ugmL™?, e 0,53 pg
mL, respectivamente para nadolol 1, nadolol 2, nadolol 3 e nadolol 4 e do limite de
quantificacdo 35, 10 ug mL™*, 56,00 pg mL*, 52,90 pg mL?, e 1,60 pg mL?,
respectivamente para nadolol 1, nadolol 2, nadolol 3 e nadolol 4. Foram utilizados 0s
parametros da curva analitica, que sdo estatisticamente confidveis, para o calculo dos limites
de quantificacéo e de deteccdo para 0 método proposto.

As solugdes foram preparadas utilizando-se etanol absoluto como solvente.
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Para a validacdo do método analitico foi realizado o ensaio de seletividade, que
garante que o pico de resposta seja exclusivamente devido ao composto de interesse.
Conforme pode ser visto na Figura 26 e na Tabela 38, os excipientes ndo interferem na
quantificacdo do nadolol 1, nadolol 2, nadolol 3 e nadolol 4.

A curva analitica foi construida tracando-se a area do pico versus a concentracdo. Foi
encontrado um coeficiente de correlacio de 0,9995, 0,9992, 0,9973 e 0,9969,
respectivamente, para nadolol 1, nadolol 2, nadolol 3 e nadolol 4. A curva foi tracada no
intervalo de concentracdo do nadolol racémico antes da separacdo cromatografica: 160- 240
pg/mL (Tabela 39).

Os resultados do teste de adequabilidade do sistema podem ser observados na Tabela
40. Pode-se verificar que, a resolucdo e a reprodutibilidade do sistema cromatografico
proposto estdo adequadas. Os resultados garantem que o equipamento utilizado esta apto a
gerar resultados confiaveis (UNITED STATES PHARMACOPEIA, 2016). Os resultados
obtidos para o desvio padréo relativo (DPR), foram inferiores a 2 %. Pode-se assim,
assegurar-se que o sistema esta adequado para a realizacéo dos testes de validacéo.

Observou-se, pelo teste F para a regressao linear (Tabela 40), resultante da analise da
variancia, que o valor obtido foi muito maior do que 10 vezes o valor tabelado (6,39).
Conclui-se, assim que existe proporcao linear e validade da regressdo linear para o nivel de
confianca selecionado, uma vez que o valor experimental dever ser pelo menos 10 vezes
maior do que o tabelado para um nivel de confianca de 95 % (PIMENTEL, 1996).

Com base na precisdo intermediaria (Tabela 41), pode-se verificar que o DPR foi
inferior a 2 %, assegurando a precisdo do método proposto.

Para o ensaio de repetibilidade, expresso pelo DPR (Tabela 42), observa-se que o
DPR foi inferior a 2 %, conforme a RE 899 (AGENCIA NACIONAL DE VIGILANIA

SANITARIA, 2003). O resultado foi portanto, satisfatorio em relagio ao ensaio realizado.
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A exatiddo foi avaliada em trés niveis de concentracdo. Os valores encontrados
demonstram que 0 método é exato, pois a recuperacdo obtida estd dentro do intervalo de 98-

102 % (Tabela 43).

Para o método proposto por CLAE, os resultados dos testes de estresse podem ser
observados na Tabela 44. Pelos resultados apresentados ap6s hidrélise em meio neutro,
hidrolise &cida oxidacdo e hidrolise alcalina, verificou-se que houve degradacéo significativa
acima de 2 %.

No teste de robustez (Tabela 45) observa-se que o método proposto é robusto, frente
as pequenas e deliberadas variaces nas condi¢des iniciais do método proposto.

Na avaliacdo da estabilidade das solucdes padrdo e da amostra, apds 24 horas, ndo
foram observadas diferencas nas respostas instrumentais (Tabela 46).

O método proposto pode ser considerado confiavel e robusto, visto que, apresentou

resposta satisfatoria em todos os parametros analisados para a validacgéo.

6.6 DICROISMO CIRCULAR DOS ENANTIOMEROS DO NADOLOL

A técnica de dicroismo circular permite a determinacdo da configuracdo absoluta
dos enantiébmeros.

Empregando-se a CLAE foi possivel separar os quatro isbmeros na amostra
racémica mas ndo foi possivel identificar as suas espécies enantioméricas.

Sabe-se que as misturas contendo quantidades iguais de enantibmeros (50:50) sdo
chamadas misturas racémicas (ou racematos), que sdo opticamente inativos. Neste caso, a
falta de atividade Optica, deve-se ao fato que, enquanto um dos enantidmeros desvia o plano
de luz, o seu par desvia em igual intensidade, mas no sentido oposto, anulando o resultado

final (LIMA, 1997). Por isso, foi necessario recolher amostras dos quatro isémeros
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previamente separados por CLAE e, em seguida, executar a identificacdo por dicroismo
circular.

Com base na analise dos quatro isdmeros, pode-se estabelecer com seguranca, que o
nadolol 1 e 3 apresentam-se na forma CIS (-) e o nadolol 2 e 4 apresentam-se na forma
TRANS (+) (Figura 31). Sabe-se que a forma mais comum de representar a quiralidade de
uma molécula esta baseada no efeito da rotacdo Optica da luz (BURKE, 2002, CALDWELL,
2001, MCCONATHY, 2003). Assim sendo, pode-se experimentalmente, por meio do

dicroismo circular, determinar as espécies enantioméricas do nadolol.

6.7 DIFRACAO DE RAIOS-X DO NADOLOL

Comparando-se a amostra de nadolol (Figura 32) com a referéncia (Figura 33)
verifica-se que existem semelhancas entre os difratogramas, principalmente a forma NR
(Nadolol referéncia) da Figura 33.

Segundo AMORIN 2012, o nadolol apresenta uma mistura de quatro isdmeros, isto é,
dois pares de enantibmeros, que formam os racematos A e B. Pode-se assim, justificar
algumas formas diferentes que foram observadas nos difratogramas, pois estes compostos
podem apresentar-se com mais de uma forma cristalina, 0 que pode ter gerado os sinais

apresentados.

6.8 DETERMINAC}AO POR ELETROFORESE CAPILAR

Diversos ensaios foram realizados para a separacdo dos homologos da ivermectina e
para 0s enatidbmeros do nadolol.

Nos testes para determinacdo da ivermectina foram obtidas separagdes utilizando as
condigcBes descritas em 2, 5, 6, 9, 11, 13 e 14, como mostra a Tabela 47. No entanto, as

respostas nao foram reprodutiveis.
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Para a determinacdo dos enatidmeros do nadolol, dentre as condicdes testadas, foram
obtidas separacGes em 2 e 4 (Tabela 48). Também neste caso, as respostas ndo foram
reprodutiveis. Assim sendo, o estudo, para o desenvolvimento e a validacdo de métodos

empregando-se esta técnica sdo projetos a serem desenvolvidos em pesquisas futuras.
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7. CONSIDERACOES FINAIS

Com base na revisdo da literatura e nos resultados experimentais obtidos, pode-se

considerar que:

» Pela validacdo dos sistemas computadorizados dos equipamentos de eletroforese
capilar (EC) e de cromatografia em fase liquida de alta eficiéncia (CLAE) foi possivel
assegurar a qualidade e a seguranca dos sistemas computadorizados analisados.

» Os metodos propostos por CLAE para determinacdo quantitativa dos homologos da
ivermectina comprimido e da abamectina gel e os enantidmeros do nadolol em
capsulas sdo simples, rapidos, eficientes e econdmicos.

» Por meio do dicroismo circular pode-se efetuar a identificacdo das espécies
enatioméricas do nadolol.

» Os excipientes das amostras comerciais ndo interferem nas analises, o0 que demonstra
que 0s métodos sao seletivos.

» Os métodos propostos apresentam vantagens quando comparados com os descritos na
literatura, visto que utilizam reagentes de baixo custo, sdo simples e rapidos.

» A técnica de difracdo de raios-x possibilitou observar semelhancas nos espectros
gerados com a referéncia.

» Os métodos podem ser utilizados em laboratérios de controle de qualidade para
analise de rotina de ivermectina comprimido e da abamectina gel, disponiveis

comercialmente.
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