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DEVELOPMENT AND APPLICATION OF METHODS FOR THE DETERMINATION OF IVERMECTIN IN VETERINARIAN
MEDICATIONS. Two methods for the determination of Ivermectin in veterinarian medications were developed and compared. One
of the methods was based on UV spectrometry and the other on HPLC-UV. The former method was shown to be positively biased

regarding the nominal concentrations of Ivermectin in different medications. The method of standard addition was unable to correct
this bias, indicating significant matrix effects. The HPLC-UV method showed good linearity, throughput, recovery and limits of

detection and quantitation adequate for its application in the evaluation of Ivermectin in medications. Several medications were

evaluated and good agreement between our results and their nominal concentrations was found.

Keywords: Ivermectin; HPLC-UV; absorption spectrometry.

INTRODUCAO

A producdo de alimentos de origem animal tem cada vez maior
demanda devido ao alto valor biolégico destes produtos. O Brasil é
um dos principais fornecedores mundiais deste tipo de alimentos e o
aumento na produtividade com garantia da seguranca alimentar, tanto
quimica como microbioldgica, € uma das metas da produgdo agrope-
cudria nacional. Neste cendrio, a criacio intensiva de aves e suinos
para corte e de bovinos, tanto para corte quanto para a producdo de
leite, cresceu e a produc@o animal tornou-se mais eficiente, utilizan-
do dreas cada vez menores. Como consequéncia, a aglomeracdo de
animais tornou-se maior e a ocorréncia de infec¢des, ectoparasitoses
(infestagdes por carrapatos, berne, sarnas etc) e verminoses ¢ uma
preocupacao constante. Assim, o regime de criacio intensiva implica
no uso de drogas veterindrias, principalmente firmacos com ativida-
des antimicrobiana e antiparasitdria, que passaram a ser consideradas
insumos para a producio e destacam-se como as classes de maior
faturamento da inddstria farmacéutica veterindria.

O uso de drogas preventivas e/ou terapéuticas € condi¢do sine
qua non para coibir doengas que interferiram na qualidade do produto
final e no prazo esperado pela industria agropecudria. Neste escopo,
medicamentos com caracteristicas antibiéticas, quimioterdpicas, anti-
helminticas (endoparasiticidas), ectoparasiticidas e endectoparasitici-
das (substincias com propriedades de endo- e ectoparasiticidas) sdo
usados. A grande demanda por produtos farmacéuticos veterindrios
no Brasil pode ser verificada considerando-se o expressivo nimero
de industrias voltadas a produgdo destes produtos instaladas no pais,
principalmente no estado de Sao Paulo. Dentre os diversos produtos
farmacéuticos produzidos, destacam-se os antimicrobianos, os para-
siticidas e os desinfetantes. A criac@o de diferentes classes de animais
tem relevante papel neste mercado (Tabelas 1 e 2).!

Em 1975 foi descoberto um novo grupo de substincias quimi-
cas, o das lactonas macrociclicas, que compreende as avermectinas
e milbemicinas. Esse grupo de substincias causou grande impacto
na criag@o de animais para exploragdo agropecudria, pois apresenta
elevada eficdcia parasiticida contra artrépodes e nematddeos e é
efetivo em diversas espécies de animais. O grupo das avermecti-
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Tabela 1. Valores envolvidos no mercado de medicamentos veterindrios no
Brasil por classe de farmacos

Classe terapéutica Valores (R$)

Antimicrobianos 633.417.717,00
Antiparasitarios 960.983.211,00
Bioldgicos 825.734.942,00
Outros 404.547.819,00

Tabela 2. Valores envolvidos no mercado de medicamentos veterindrios no
Brasil por tipo de animais

Espécies Valores (R$)
Ruminantes 1.564.344.045,00
Suinos 431.223.365,00
Aves 401.921.842,00
Animais Domésticos 292.633.855,00
Equinos 77.848.383,00
Outros 56.712.199,00

Ref. 8 — Ano base: 2009

nas (a = sem + verm = verme + ect = ectoparasita + in = produto
farmacéutico), produzido pela fermentacdo do fungo Streptomyces
avemitilis, é constituido pela Ivermectina, Abamectina, Doramectina,
Eprinomectina e Selamectina, tem comportamento farmacocinético
que depende da via de administragdo, da formulacdo, da condigio
corpérea e da espécie animal a qual é destinada,? além de sua con-
centrag@o e tempo de exposi¢do ao parasito. Estas substincias sdo
eficazes e tém custos relativamente baixos.’

A Ivermectina € sintetizada a partir da avermectina e € constitu-
ida por uma mistura de homélogos que ndo deve conter menos que
80% de seu homdlogo Bla (5-O-dimetil-22,23-di-hidroavermectina
A,), que tem férmula molecular C,(H,,0,, e massa molecular de
875.1 g/mol (Figura 1a) e ndo mais de 20% de seu homologo B1b
(5-O-dimetil-25-(1-metilpropil)-22,23-di-hidro-25-(1-metil-etil)
avermectina A ), de férmula molecular C,;H,,0,, e massa molecular
861.07 g/mol (Figura 1b).*
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Figura 1. Estruturas quimicas das substancias homdlogas que podem compor
a Ivermectina

Pequenas diferencas nas formulagdes e composi¢des dos me-
dicamentos veterindrios podem causar alteragdes em sua eficicia.
Dessa forma, um método pritico e de baixo custo, que seja capaz de
ser aplicado de forma simplificada, para determinagado e controle de
qualidade deste principio ativo (Ivermectina) tdo usado pela indudstria
agropecudria no Brasil, € bastante titil para que as terap&uticas empre-
gadas de fato utilizem a quantidade de fairmaco necessdria, evitando
sub-dosagens, que podem conduzir a resisténcia dos parasitos e falha
no tratamento ou, de outra forma, doses altas que implicam em maio-
res possibilidades de residuos nos derivados (carne e leite) utilizados
como alimentos, além dos residuos ambientais, devido a excregao
fecal ou pelo leite deste farmaco.*” Assim, estudos que avaliem a
qualidade do produto, principalmente a concentracéio de principio
ativo nas preparacdes e sua conformidade com o especificado, sdo
fundamentais. E interessante considerar que neste momento estd em
estudo a producdo de medicamentos veterindrios genéricos, o que
tornara ainda mais importante o controle de qualidade e avaliagio
destes medicamentos.

Com foco na grande demanda dos varios produtos a base de Iver-
mectina encontrados no comércio, este trabalho buscou desenvolver
e implementar um método rdpido para controle de qualidade, que
tenha poucas ou nenhuma etapa de tratamento de amostras, capaz
de quantificar Ivermectina nas formulac¢Ges farmacéutico-veterinarias
disponiveis no mercado.

Com esta finalidade, dois métodos de determinagdo de Iver-
mectina foram desenvolvidos e avaliados. Um deles baseia-se em
espectrofotometria de absor¢do no UV e o outro em cromatografia
liquida de alta eficiéncia com detec¢@o no UV (CLAE-UV). A técnica
de espectrofotometria de absor¢do foi inicialmente escolhida, pois
permite maior facilidade de operag¢@o, menor custo, maior produtivi-
dade e menor geracdo de residuos. Entretanto, os resultados obtidos
na sequéncia do trabalho indicaram a necessidade do uso de CLAE-
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UV para a determinagdo. Os resultados obtidos pelos dois métodos
foram avaliados e comparados entre si.

PARTE EXPERIMENTAL
Reagentes e solventes

Ivermectina foi adquirida da Sigma (MO, EUA). Sua pureza
(= 98%) e a concentracdo do homdlogo B1b (< 2%) foram avaliadas
por injecdo direta em sistema de CLAE acoplado a espectrometria
de massas através de interface de eletronebuliza¢@o. Acetonitrila,
metanol, hexano e isopropanol grau HPLC foram adquiridos da Tedia
Brasil. Agua ultrapurificada foi preparada através de um sistema de
Simplicity (Millipore, EUA) apés a destilagdo.

Determinacio de Ivermectina por espectrofotometria de
absorcao

Um espectrofotdometro 800 XI Femto (Femto, Brasil) e cubetas
de quartzo foram usadas para a obtencdo de espectros de absorcio
e na determinagdo espectrofotométrica de Ivermectina. Curvas ana-
liticas foram construidas com solu¢des de concentracdes de 0,50;
1,00; 2,00; 5,00; 10,0; 20,0; 25,0; 40,0 e 50,0 mg L', em triplicatas
independentes, a partir de dilui¢do da solucdo estoque. A cada dia
de trabalho uma curva analitica era construida e, caso o tempo de
andlise ultrapassasse 4 h, nova série de dilui¢des era realizada e outra
curva construida.

Determinaciio de Ivermectina por cromatografia liquida de
alta eficiéncia com deteccao por UV-DAD (HPLC-UV-DAD)

O sistema de HPLC consistiu de uma bomba bindria, um desga-
seificador, um injetor automdtico, um compartimento coluna e um
detector UV-DAD (Agilent Série 1100, EUA) controlado por uma
estagdo de trabalho Agilent. Os comprimentos de onda para detec¢do
foram selecionados a partir dos espectros de absor¢ido. Uma coluna
Zorbax Eclipse XDB C; (150 x 4,6 mm; 5 pm, Agilent, EUA) foi
empregada. As condi¢des cromatograficas (composicio da fase
movel, vazdo, temperatura e volume de injecdo) foram avaliadas
considerando o formato do pico cromatografico e o tempo de retencao.
As melhores condi¢des de separag@o foram obtidas a 35 °C com um
gradiente de metanol e dgua, que variava de metanol/agua (50:50)
em tempo igual a zero até uma propor¢do de metanol/agua (100:0)
em 10 min, e reequilibrio nas condicdes iniciais até 12 min. Foram
empregados tempo de equilibrio de 1 min entre inje¢des sucessivas,
vazao constante (1,5 mL min™) e volume injetado de 20 mL.

Para andlise quantitativa, as curvas analiticas foram obtidas com
padrdes de concentragdes de 0,50; 1,00; 2,00; 5,00; 10,0; 20,0 mg
L', sempre em triplicatas independentes.

Descricao das amostras

Medicamentos injetdveis, de uso exclusivamente veterindrio,
contendo solugdo oleosa de Ivermectina a 1% foram estudados. Estas
preparacdes sdo as mais comumente encontradas em estabelecimentos
especializados, pois sdo produzidas, nesta concentracdo, por diver-
sos laboratérios farmacéutico-veterindrios.® Algumas formulagdes
injetdveis sdo identificadas com as iniciais L.A., indicando que o
medicamento tem longa acdo. Neste caso, em geral, sdo preparagdes
muito oleosas, que implicam em absor¢do mais lenta a partir do local
de aplicacdo e, portanto, prolongam a meia-vida e o tempo de acéo
do principio ativo no organismo animal.

As preparacdes contendo Ivermectina geralmente contém apenas
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este principio ativo na formulacio, diferente do que ocorre com ou-
tros vermifugos que, muitas vezes, se encontram associados a mais
de um principio ativo com atividade anti-helmintica. Entretanto,
alguns laboratdrios comercializam preparagdes contendo Ivermectina
associada as vitaminas lipossoliveis A, D3 e E e, em certos casos,
a outra substincia quimicamente relacionada como, por exemplo, a
Abamectina, que também tem atividade endectocida.

Frascos multidose

Frascos multidose, confeccionados em material pldstico, con-
tendo 50 mL de solugdo oleosa de Ivermectina a 1%, fabricados por
quatro laboratdrios distintos, foram adquiridos em diferentes bairros
da regido Metropolitana do Rio de Janeiro, na Regido Oceanica de
Niter6i e no municipio de Nova Friburgo.

Ampolas

Ampolas de vidro, contendo 1 mL de solu¢@o oleosa de Ivermec-
tina a 1%, fabricadas por outros quatro laboratdrios distintos dos fa-
bricantes de frascos multidose, foram adquiridas em estabelecimentos
comerciais localizados em diferentes bairros da regido Metropolitana
do Rio de Janeiro e na Regifio Oceanica de Niterdi. Estas formulacdes
tém aplicagdo principal em animais domésticos como, por exemplo,
cdes, embora sejam aplicadas em menor extensdo em gado, devido
a seu maior custo relativo.

Diluicao das preparacdes farmacéuticas

As amostras estudadas tinham concentragio relativamente elevada
(da ordem de 1% ou 10.000 mg L) e fora das faixas lineares dos mé-
todos desenvolvidos. Para a dilui¢do das amostras, um procedimento
em duas etapas foi adotado, levando a uma dilui¢@o de 1.000 vezes
(de 10.000 para cerca de 10,00 mg L") de Ivermectina.

Com esta finalidade, aliquotas de 100 pL. das amostras de medi-
camentos foram transferidas para baldes volumétricos de 10,0 mL.
Ap6s adicdo de cerca de 5 mL de metanol ou acetonitrila, a solugio
era homogeneizada em vértex e, em seguida, o volume era completado
e a solu¢do novamente agitada em vértex. Uma aliquota de 1,00 mL
desta solugdo era transferida para outro baldo volumétrico de 10,0
mL e diluida com metanol ou acetonitrila.

A retirada de aliquotas das solucdes oleosas das formulacoes
levava a reteng@o e perda de parte do volume de amostra nas ponteiras
das pipetas automadticas. Para minimizar esta perda, foi usada uma
seringa de vidro de cromatografia liquida (250 uL), que permitia a
transferéncia da aliquota de 100 uLL de amostra para o baldo volu-
métrico, sem retencao de solug@o na agulha ou na parede da seringa.

Para avaliar analiticamente o que era observado visualmente,
foram preparadas solucdes a partir da dilui¢do de um mesmo medi-
camento, tomando-se aliquotas de 100 UL com a pipeta automética
e ponteira e com a seringa de vidro. Os espectros de absor¢do destas
solucdes foram comparados e a porcentagem de perda foi estimada
pela razio dos sinais nos maximos de absor¢ao.

Preparacdes farmacéuticas de longa acéo (L.A.)

Nao foi possivel fazer a dilui¢do de duas preparacdes de L.A.
da forma descrita acima, ja que as aliquotas de 100 UL ndo eram
misciveis em metanol ou acetonitrila. Misturas com diferentes propor-
¢oes de isopropanol e metanol foram avaliadas na dissolugdo destes
medicamentos. O menor volume possivel de isopropanol foi usado e
as duas amostras precisaram de diferentes volumes dos alcodis para
sua dilui¢@o. Os espectros de absor¢@o (contra o ar) das misturas de
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metanol e isopropanol, usadas para solubilizar as amostras dos dois
frascos citados, foram avaliados para verificar a interferéncia do
isopropanol na determinagdo espectrofotométrica da Ivermectina.

Determinacio do comprimento de onda de maxima absorc¢éo
(g0 da Ivermectina

A solubilidade da Ivermectina sélida foi avaliada em diferentes
solventes (dgua, metanol, acetonitrila e hexano). Em metanol e em
acetonitrila ocorreu rdpida solubilizacdo do sélido na temperatura
do laboratério (25 °C).

Solugdes estoque de Ivermectina (100 mg L) foram preparadas
por dissolucdo de 5,00 mg de padrio s6lido em 50,0 mL de meta-
nol ou acetonitrila. De cada uma destas solugdes foram retiradas 5
aliquotas de 1,00 mL, que foram diluidas independentemente para
10,0 mL, com metanol ou acetonitrila, levando a concentracio de
10,0 mg L.

Os espectros de absor¢do destas solu¢des foram obtidos entre os
comprimentos de onda de 190 a 800 nm, com intervalo de 1 nm. Fo-
ram usadas cubetas de quartzo e o solvente empregado na dissolugio
do sélido foi usado como referéncia.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Implementacio de método para determinagio
espectrofotométrica de Ivermectina

Este método foi escolhido inicialmente ja que permite pouca ma-
nipulagdo de amostras, tem custo menor e produtividade relativamente
maior quando comparado aos métodos cromatograficos.

Determinacio do comprimento de onda de maxima absorc¢io
(A, da Ivermectina

Os espectros de absorgdo de solugdes de Ivermectina (100 mg L)
em metanol e acetonitrila foram praticamente iguais, com maximo
de absor¢do em 246 nm e maximos relativos em 238 e 254 nm. O
espectro de absor¢do da Ivermectina entre 200 e 280 nm em metanol,
¢é apresentado na Figura 2. O comprimento de onda de 246 nm foi
escolhido para a determinagio espectrofotométrica por apresentar
maior absorvancia, embora os comprimentos de onda corresponden-
tes aos outros maximos relativos (238, 254 ou 260 nm) tenham sido
usados previamente na determinagio de Ivermectina em alimentos.”!!
Metanol foi usado como solvente na sequéncia do trabalho, devido
ao seu menor custo em relacdo ao da acetonitrila no momento da
execucdo deste estudo.
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Figura 2. Espectro de absor¢do de solugdo de Ivemectina (100 mg L) em
metano, entre 200 e 280 nm

As caracteristicas oleosas da matriz das solugdes estudadas leva-
ram a avaliagdo das condigdes de preparacgio das solugdes. Com esta
finalidade, solug¢des contendo cerca de 10 mg L' de Ivermectina em
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metanol e acetonitrila foram preparadas a partir de diluigdo de aliquo-
tas de 100 uL. do medicamento E, tomadas com a pipeta automatica
e ponteira e com a seringa de vidro. Os espectros de absorc¢io (200 a
280 nm) destas solucdes foram obtidos e as absorvancias das solugdes
obtidas em cada solvente foram comparadas nos comprimentos de
onda méaximos de absorg¢do (Tabela 3).

Tabela 3. Absorvéncias de solugdes contendo cerca de 10 mg L' de Ivermec-
tina, preparadas a partir de dilui¢do com pipeta automética e seringa de vidro
do medicamento E, em 4 comprimentos de onda maximos da Ivermectina

Absorvancias (u.a.)

Comprimentos de onda (nm) 238 246 254 260
Pipeta e ponteira 0,357 0,398 0,293 0,153
Seringa de vidro 0,398 0,441 0,324 0,164
Aumento de sinal 11,5 10,8 10,6 7,2

A absorvancia da solugdo preparada a partir de dilui¢do com
seringa de vidro foi cerca de 10% maior em todos os comprimentos
de onda avaliados, exceto em 260 nm (7,2%), que a absorvancia
da solucdo preparada a partir da pipeta automadtica, confirmando a
observacgdo de que parte da solucdo se aderia a ponteira de pldstico.
Resultados semelhantes foram observados com outros medicamentos
e, em todos 0s casos, 0s maximos de absor¢do dos espectros ocorreram
em 246 nm. A seringa de vidro passou entdo a ser usada na diluicio
inicial dos medicamentos.

A dilui¢do dos medicamentos de longa a¢do envolveu o uso de
mistura de isopropanol e metanol. Os medicamentos G e F foram
diluidos para 10,0 mL com misturas contendo, respectivamente, 3,0
e 4,0 mL de isopropanol em metanol. Os espectros de absor¢do destas
misturas de alco6is usando ar como referéncia ndo apresentaram ne-
nhuma absor¢io no comprimento de onda empregado na determinagao
da Ivermectina (246 nm), indicando que, como esperado, ndo havia
interferéncia do isopropanol na determinacao.

As absorvancias de uma série de solugdes-padrao de Ivermectina
foram medidas em triplicatas independentes. Coeficiente de deter-
minagdo (R?) (1,000) foi observado entre 0,500 e 20,0 mg L. O
limite de detecgdo (LD) e o limite de quantificagdo (LQ) do método
foram estimados a partir de medidas de 5 replicatas independentes
do padrio contendo 0,500 mg/L de Ivermectina em metanol.”? E in-
teressante observar que, os valores de LD (0,093 mg L") e LQ (0,310
mg L) indicam que a sensibilidade do método espectrofotométrico
é melhor que a necessdria para a determinacdo de Ivermectina nas
amostras estudadas, ja que as dilui¢des levam a concentragdes na
faixa de 10 mg L.

Determinacio espectrofotométrica de Ivermectina em
medicamentos

A etapa seguinte do trabalho consistiu na preparacdo de dilui-
¢des 1:1000 de diferentes medicamentos, que foram avaliados em
triplicatas independentes (Tabela 4). Os valores esperados para
estas determinacdes eram as concentragdes nominais de Ivermecti-
na de todos os medicamentos (~1%), conforme declarado em seus
rétulos. Entretanto, como € possivel verificar a partir da Tabela 4, as
concentracdes obtidas correspondiam a diferencas de 10 a 200% em
relagd@o as concentracdes nominais, indicando alguma interferéncia
na determinacdo da substincia de interesse ou enormes discrepancias
entre a concentra¢do nominal e a concentracao obtida ou entre a
concentracdo nominal e a concentrag@o real no medicamento. Para
verificar a exatiddo dos resultados, o método da adi¢do padrio foi
empregado na reavaliacdo nos medicamentos estudados.
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Tabela 4. Concentracdes de Ivermectina (% p/v) nos medicamentos estuda-
dos, determinadas por espectrofotometria de absor¢do (A = 246 nm) a partir
da curva analitica

Concentragdes obtidas Diferenca entre o

Medicamentos

Na solugio No medicamento  valor encontrado
diluida (mg/L) (% pIv) e o nominal (%)
Ampolas
A 12,98 + 0,07 1,30 + 0,01 30
B 11,66 £ 0,11 1,17 £ 0,01 17
C 11,02 + 0,05 1,10 £ 0,01 10
D 14,57 £ 0,02 1,46 + 0,01 46
Frascos
E 16,48 + 0,04 1,65 + 0,01 65
F 30,07 £ 0,37 3,01 +0,04 201
G 30,31 + 0,45 3,03+ 0,04 203
H 14,90 £ 0,12 1,49 + 0,01 49

Determinacio espectrofotométrica de Ivermectina em
medicamentos pelo método da adi¢do padrao

Aliquotas de 100, 300 e 600 uL de solugdo de Ivermectina 100
mg L' foram misturadas a 1 mL das solugdes de medicamentos
previamente diluidas (100 vezes). Os volumes das solucdes foram
completados a 10,0 mL, a fim de obter acréscimos de, respectiva-
mente, 10,0; 30,0 e 60,0% da concentragdo esperada de Ivermectina
na solucdo final. As curvas de adi¢do padrdo apresentaram bons
valores de coeficiente de determinag@o, conforme ilustrado para o
medicamento H. Recuperag¢des préximas de 100% (avaliadas em
paralelo com medidas na curva analitica), com coeficientes de va-
riacdo (CVs) menores que 1%, exceto no caso dos medicamentos A
e B, que apresentaram CVs de 1,4 e 1,3%, respectivamente, foram
obtidas. As concentragdes de Ivermectina nos medicamentos foram
determinadas considerando os fatores de diluicio (1000 x) (Tabela 5).

Tabela 5. Concentragdes de Ivermectina (% p/v) nos medicamentos estudados,
determinadas por espectrofotométrica através do método de adicdo padriao

Concentragdes obtidas Diferenca entre o

Medicamentos Na solugdo No medicamento Valor encontrado
diluida (mg/L) (% piv) ¢ 0 nominal (%)
Ampolas
A 12,70 £ 0,34 1,27 0,03 27
B 11,12+0,23 1,11 0,02 11
C 10,72 0,11 1,07 0,01 7
D 14,46 £ 0,12 1,45£0,01 45
Frascos
E 15,63 0,03 1,56 0,01 56
F 28,72 0,22 2,87 £ 0,02 187
G 29,45 +0,32 2,94 +0,03 194
H 13,84 0,11 1,38 £ 0,01 38

O método da adicdo padrdo permitiu obter valores um pouco
mais concordantes com o valor esperado, o que indica que, de algu-
ma forma, reduziu possiveis interferéncias. Assim, considerando os
resultados obtidos e a concentraciio nominal dos medicamentos, no
caso do medicamento C e, talvez, no caso do medicamento B, este
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método poderia ser considerado como capaz de corrigir as interferén-
cias. Entretanto e, notadamente, no caso dos medicamentos multidose,
isto ndo ocorreu. De qualquer forma, estes resultados indicaram que
o método da adi¢@o padrdo também podia levar a discrepancias e era
pouco robusto (apenas 1 ou 2 medicamentos em 8 puderam ser anali-
sados por ele). Ademais, possivelmente também era inexato, além de
ser trabalhoso e de baixa produtividade. A relativa concordancia entre
o método da curva analitica e o método da adi¢do padrdo também
indicava que ambos foram tendenciosos na mesma dire¢do, levando
a superestimativas de concentragao.

Determinacio de Ivermectina em medicamentos por
cromatografia liquida de alta eficiéncia com detecc¢iio por
UV-DAD

Uma vez que os resultados apontaram que componentes das so-
lugdes dos medicamentos interferiam na determinacio do analito por
espectrofotometria, ficou praticamente demonstrado que a separacao
do analito e dos componentes dos medicamentos era necessdria, o
que levou ao uso de cromatografia liquida de alta eficiéncia com
deteccdo no UV (CLAE-UV).

Otimizacio das condi¢des cromatograficas

Como as amostras continham apenas uma substincia de inte-
resse, o principal objetivo da separag¢do cromatografica era buscar a
melhor simetria e o pico mais fino possivel, sem coelui¢do com os
excipientes dos medicamentos. Os comprimentos de onda de 238, 246,
254 e 260 nm foram usados nas avaliacdes iniciais da separagdo de
Ivermectina da matriz, de modo a se obter uma avalia¢@o de possiveis
interferéncias, mas na sequéncia deste trabalho nas determinacdes
desta substancia por CLAE-UV foi empregado apenas o comprimento
de onda de 246 nm.

Fases mdveis de diferentes composi¢des, contendo acetonitrila
ou metanol, e 4gua ou tampao fosfato (pH = 3,4) foram inicialmente
estudadas a fim de otimizar a separacdo cromatografica. Foram
avaliadas diferentes proporgdes de solventes e dgua, modo isocra-
tico e em gradiente e diferentes vazdes. Estes dois solventes foram
escolhidos devido a boa solubilidade desta substdncia em ambos.
Variando-se as propor¢des destes dois solventes, em combinacdo ou
ndo com a dgua, ficou evidente que, como esperado, com maiores
proporgdes do solvente organico na fase mével, o tempo de retengdo
da Ivermectina era reduzido.

Metanol foi selecionado para a fase mével. Foram avaliadas
diferentes proporcdes de metanol e dgua, resultando no gradiente
descrito acima. O tempo de retencdo da Ivermectina foi em média
10,4 min. Comparando este valor com o gradiente empregado tornou-
se evidente que, praticamente apds cessar o bombeamento de dgua,
quando restava apenas metanol na fase movel, a Ivermectina logo era
eluida, devido ao seu cardter lipofilico e baixa afinidade com a dgua.

Os cromatogramas das solug¢des dos padrdes e de diferentes
medicamentos, no que tange aos tempos de retencao e ao comporta-
mento cromatogréfico, foram bastante semelhantes nestas condigdes,
conforme ilustrado na Figura 3. As condi¢des experimentais permi-
tiram a elui¢@o de apenas um pico com alta simetria e alta pureza de
pico (> 99,8%) o que facilitou a quantificacdo de Ivermectina nos
medicamentos. Conforme mencionado na descricido de reagentes e
solventes, os dados de CLAE-EM indicaram tratar-se de apenas uma
substancia principal.

Determinacio de Ivermectina em medicamentos por CLAE-UV

Solucdes padrao de Ivermectina em metanol com concentragdes
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Figura 3. Cromatogramas das solugées de dois medicamentos (B e C) apos
dilui¢cao em metanol

entre 0,500 e 20,0 mg/L foram analisadas em triplicatas indepen-
dentes e os resultados obtidos foram usados para a construcio de
curvas analiticas. O limites de detec¢do (LD) e de quantificagdo
(LQ) do método foram estimados a partir de medidas de 5 replicatas
independentes do padrio contendo 0,500 mg L' de Ivermectina em
metanol.'? Os valores de LD (0,016 mg L") e LQ (0,055 mg L)
indicam que a sensibilidade do método cromatografico €, do mes-
mo modo que no caso do método espectrofotométrico, melhor
que a necessdria para determinagdo de Ivermectina nas amostras
estudadas, ja que as diluicdes levam a concentragdes na faixa
de 10 mg L. Apesar do valor estimado do LQ (0,055 mg L),
na prética, foi observado que a menor drea de pico capaz de ser
quantificada pelo método correspondia a 0,170 mg L' e este
valor foi considerado como LQ do método. Entretanto, como
as concentragdes das solucdes avaliadas neste estudo sdo muito
superiores a este valor, ndo hd nenhum inconveniente analitico
neste fato.

A andlise das amostras previamente diluidas (1000 vezes), nas
condig¢des cromatograficas otimizadas, permitiu estimar as concen-
tracoes médias de Ivermectina nos medicamentos estudados, apds 3
medidas independentes de cada um dos medicamentos, a partir da
curva analitica (Tabela 6).

Foi considerado que a mesma constante aplicada para calculo
das concentracdes médias (1000) nos medicamentos se aplicava aos
desvios padrdes, que poderiam, portanto, ser expressos como na
Tabela 6. Para avaliar a concordancia entre os resultados obtidos e
as concentragdes nominais dos medicamentos estudados, o nivel de
confianga (t) do intervalo de confianga de cada resultado foi calculado
do valor médio encontrado e do desvio padrio."?

Os digitos expressos como indices na tltima coluna da Tabela 6
sdo ndo significativos, mas foram mantidos para possibilitar avaliar
a concordancia destes resultados com o especificado nos rétulos dos
produtos, através dos intervalos de confianca (IC). Como a concen-
tracdo esperada € 1,00%, o valor experimental deveria estar na faixa
de 1,00 % £ IC.

As concentracdes dos medicamentos A, B, C, E e H nao apre-
sentam diferengas significativas em relacdo a concentracdo nominal
de Ivermectina (1%) a nivel de significincia de 0,95. O mesmo
ocorreu para as concentragdes medidas nos medicamentos E e G
que ndo apresentam diferencas significativas em relagdo ao valor
esperado a niveis de significancia de 0,98 a 0,99, respectivamente.
De qualquer forma, todos estes valores estdo na faixa de = 10%
da concentracdo nominal, que € usualmente aceita na producio de
certos medicamentos.

O caso do medicamento D € mais complexo, pois a concentra¢do
de Ivermectina determinada encontra-se fora da faixa de + 10 % acei-
ta. Outros lotes deste medicamento quando analisados apresentaram
comportamento semelhante e acima do rotulado.
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Tabela 6. Concentragdes de Ivermectina (% p/v) determinadas por CLAE-UV nos medicamentos estudados

Concentragdes obtidas

Diferenga nao significativa a

Medicamentos Intervalo de confianga (% p/v)* p
Na solugdo diluida (mg/L) No medicamento (% p/v) nivel de

Ampolas

A 10,38 £ 0,21 1,03, 0,02, 0,052,

B 10,31 0,17 1,03, + 0,01, 0,042,

C 10,26 + 0,15 1,02, + 0,015 0,037,

D 12,12 £ 0,40 1,21, £ 0,04, 0,100,
Frascos

E 10,65 = 0,09 1,06, = 0,00, 0,022, 0,99

F 10,45 0,22 1,04+ 0,02, 0,055,*

G 10,73 £ 0,16 1,07, + 0,01, 0,040, 0,98

H 10,50 £ 0,21 1,05,+ 0,01, 0,052,

(a) Indica um intervalo de confianca a nivel de 95%.

Validacéao parcial do método de determinacéo de Ivermectina
por HPLC-UV

Para a valida¢@o parcial do método desenvolvido, alguns parame-
tros foram avaliados. Estes pardmetros foram avaliados apenas para
o método cromatografico, uma vez que o método espectrométrico,
mesmo no caso da adi¢do padrdo, apresentava forte tendéncia de
superestimativa.

Avaliacio de recuperacao

Embora o método ndo envolvesse nenhuma etapa adicional de
preparacao da amostra e os cromatogramas de todas as amostras ana-
lisadas fossem semelhantes entre si, foram realizados experimentos
de recuperacdo em dois medicamentos (C e E), que correspondem a
medicamentos em ampola e em frascos multidose.

Foram realizados ensaios de recuperag@o em trés niveis para cada
amostra - 10, 30 e 50% - em triplicatas independentes. As solug¢oes
foram preparadas do mesmo modo como descrito para as determi-
nagdes espectrofotométricas. Os niveis estudados e os resultados
obtidos sdo apresentados na Tabela 7. Como ndo hd produto ou padrao
certificado para a avaliacdo da exatiddo do método, a recuperacio
alta e proxima de 100% indica que o método apresenta boa exati-
ddo. A distribuigdo das recuperagdes em torno do valor esperado de
recuperagdo (100%) indica que o método ndo apresenta tendéncia,
pois ha valores maiores e menores que 100%, indicando que ndo ha
sub- ou superestimativas de resultados.

Tabela 7. Recuperagdes obtidas para medicamentos de diferentes caracteris-
ticas (ampola e frasco multidose), em trés niveis

10% 30% 50% Meédia
Medicamentos
Recuperagio (%)
C (ampola) 99.3 102 104 102
E (frasco) 98,2 99,7 101,4 99,7

Avaliacao de repetitividade (precisao intracorrida)

Para avaliar a repetitividade foram utilizados a area média (13,37)
e seu desvio padrdo (0,15), resultados obtidos para as estimativas do
LD e do LQs por CLAE-UV que, por estarem na extremidade da
curva analitica, sdo os que tendem a apresentar maior dispersdo. Foi
obtido coeficiente de variacdo de 1,14%, que pode ser considerado

relativamente baixo, se for levado em consideragido que foi obtido
em uma concentracio proxima ao LQ. Na curva analitica como um
todo, a repetitividade dos resultados foi < 1% nos outros pontos.

Avaliacdo da sensibilidade do método

O coeficiente angular de uma curva analitica define a sensibili-
dade de um método analitico. O valor de sensibilidade obtido para
o sistema cromatografico em questdo foi de 28,6 L mg™'. A sensibi-
lidade estd relacionada aos meios onde sdo realizadas as separagdes
cromatograficas e a estrutura da substancia estudada.

Comparacao dos resultados obtidos por espectrofotometria e
CLAE

Os resultados obtidos pelo método de adi¢@o padrio espectromé-
trico e o método de CLAE estdo comparados na Tabela 8.

Tabela 8. Comparacao das concentragdes de Ivermectina determinadas pelos
dois métodos estudados (método espectrofotométrico de adicido padrio e
CLAE)

Adigdo padrdo e Calibragao externa Diferenca (%)

Medicamentos espec(t;}f(;t/(:}r)netrla e( {7CDI;;‘;I)E (100%(Razdio -1))
Ampolas
A 1,27 £ 0,03 1,04 + 0,02 22,1
B 1,11 £0,02 1,03 0,02 7,8
C 1,07 0,01 1,03 + 0,02 3,9
D 1,45+ 0,01 1,21 £ 0,04 19,9
Frascos
E 1,56 0,01 1,06 £ 0,01 47,2
F 2,87 0,02 1,04 + 0,02 176
G 2,94 +0,03 1,07 + 0,02 175
H 1,38 £ 0,01 1,05 + 0,02 314

A comparagao dos resultados obtidos pelos dois métodos indica
que em alguns casos as diferencas entre os dois métodos sdo bastante
altas. Este fato é mais evidente no caso dos medicamentos de longa
acdo (apresentados em frascos) que contém matriz oleosa. Em algu-
mas preparagoes em ampolas (B e C) as concentrag¢des determinadas
pelos dois métodos parecem ser relativamente concordantes, mas a
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aplicacdo do teste t indicou que mesmo para o medicamento C, onde
os resultados obtidos pelos dois métodos sdo os mais proximos, as
concentracdes estimadas sdo diferentes.

A comparacdo feita na Tabela 8 reitera a observacdo anterior que
a determinacdo de Ivermectina nestes medicamentos deve ser reali-
zada por CLAE-UYV, ja que € necessdria a separagdo cromatografica
do principio ativo.

CONCLUSOES

Os resultados obtidos empregando espectrofotometria de absor-
¢do no UV foram tendenciosos e indicaram que era necessdrio um
método capaz de separar ou isolar o principio ativo. O emprego de
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE-UV) se deu por conta
desta necessidade.

Com as determinagdes realizadas em CLAE foi possivel otimizar
um método obtendo boa separacdo, empregando solventes de baixo
custo, com um tempo de andlise que permite cerca de 5 andlises por
hora, sendo, portanto, aplicdvel a sistemas de controle de qualidade
industrial ou de inspegdo.

O método cromatografico apresentou boa linearidade (pelo menos
2 ordens de grandeza) com excelentes correlagdes (R > 0,999), boas
recuperagdes e limites de detec¢@o e quantificagdo melhores que o
necessdrio para avaliar as amostras de interesse. Estes resultados
também indicam que o método desenvolvido pode ser utilizado roti-
neiramente para controle de qualidade e avaliagdo de medicamentos
farmacéutio-veterindrios contendo Ivermectina.

Quim. Nova
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