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RESUMO

O presente trabalho tem como objetivo desenvolver e validar um método analitico
para quantificacdo do Sulféxido de albendazol no produto comercial Ricobendazole®
pelas técnicas de cromatografia liquida de alta eficiéncia(CLAE) e cromatografia
liquida de ultra eficiéncia (CLUE), assegurando a qualidade do produto técnico e a
seguranga do consumidor. O método desenvolvido e validado por CLAE tornou
possivel quantificar o Sulféxido de albendazol, os parametros instrumentais foram
fase estacionaria Phenomenex C18, 250x4,6mm, 5um, Gemini® e fase movel
constituida por tamp&o acetato de sédio 0,05 mol.L™ pH 5,0:Acetonitrina (75:25),
vazdo 1,0 mL.min™ e deteccdo UV a 290 nm. O tempo de retencéo do ativo foi de
55 min e o tempo total de corrida analitica foi de 10 min. O coeficiente de
correlacao(r) de 0,9994,0 resultado de recuperacdo do método considerando uma
meédia geral das trés concentracdes foi de 99% para uma faixa linear de trabalho
entre 80 e 120 pug.mL™* com limites de deteccéio e quantificacdo de 0,3 pg.mL™ e 1,0
ng.mL™?, respectivamente. Os resultados de precisdo intermediaria e de robustez
apresentaram variacfes inferiores a 2%. O método de CLAE foi posteriormente
testado por cromatografia liquida de ultra eficiéncia (CLUE) mantendo-se a mesma
fase mével Fase mével: Tampdo Acetato de Sodio 0,05M:Acetonitrila (75:25), fase
estaciondria Waters BEH® C18 (50mmx2,1mmx1,7um), vazdo 0,21 mL. min’
! detector UV & 290 nm, tempo de retencéo do ativo de 1,0 min e o tempo total de
corrida analitica de 4,0 min. O método foi covalidado por CLUE para proporcionar
uma maior flexibilidade analitica dentro do controle de qualidade, rapidez na
liberacdo do produto e diminuicdo de gastos. Foram efetuados estudos no produto
visando assegurar a estabilidade do mesmo durante toda sua validade, submetendo
a condicbes forcadas de degradacdo por hidrélise &cida, basica, oxidacdo e
temperatura. O produto mostrou-se estavel ndo apresentando nenhum produto de
degradacdo tbxico, obtendo assim resultados satisfatorios. Ambos os métodos
podem ser considerados eficientes, rapidos e confiaveis para serem empregados em
anélises de rotina de controle de qualidade do produto comercial Ricobendazole®.

Palavras-chave: Qualidade; Método analitico; Sulféxido de Albendazol.
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ABSTRACT

This study aims to develop and validate an analytical method for quantification of
albendazole sulfoxide in Ricobendazole® product by high performance liquid
chromatography (HPLC) ensuring product quality and consumer safety. The HPLC
method with which it was possible to quantify the albendazole sulfoxide was carried
out employing a phase C18, 250x4, 6 mm, 5um, Gemini®, and mobile phase of
sodium acetate buffer 0.05M pH 5.0 : Acetonitrina (75:25), flow rate 1.0 ml / min and
UV detection at 290 nm, the retention time was 5.5 min active and the total time of
the analytical run was 10 min. The correlation coefficient (r) of 0.9994, the result
recovery method considering an overall mean of three concentrations was 99% linear
response range from 80 to 120 pg.mL* detection limit of 0.3 ug.mL™ and the
quantitation limit 1.0 pg.mL™, the results of intermediate precision and robustness
show variations lower than 2%. The method was later covalidado efficiency ultra
chromatography (CLUE) while maintaining the same mobile phase Mobile phase:
Buffer 0.05 M Sodium Acetate: Acetonitrile (75:25) BEH® C18 stationary phase
(50mmx2, Immx1, 7um) , flow rate 0.21 mL / min. UV detector 290 nm, retention
time was 1.0 min active and the total time of 4.0 min analytical run. The method can
be considered efficient, fast and reliable to be used in routine analysis of quality
control Ricobendazole®.

Keywords: Quality; Analytical method; Albendazole Sulfoxide.
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1. INTRODUCAO

A importancia da utilizacdo de medicamentos de uso veterinario na cadeia de
producdo animal esta intimamente relacionada aos progressos experimentados por
esse segmento da agricultura nas duas ultimas décadas. O controle de importantes
zoonoses, tanto em carater profilatico como também terapéutico, foi apoiado em
estratégias de manejo integrado da sanidade dos rebanhos, que envolveram, entre
outras praticas, o emprego de farmacos. O conjunto de resultados preliminares do
impacto desses medicamentos no desempenho zootécnico dos animais é, em geral,
utilizado como forma de divulgacao e inclusive para fins de registro no Ministério da
Agricultura, Pecuéaria e Abastecimento (MAPA). Os beneficios aparentes desses
produtos veterinarios e a vinculacdo da utilizacdo dos mesmos as expectativas de
desempenho dos animais vém sistematicamente massificando sua recomendacao e
utilizacao no Brasil. Entretanto, existem questionamentos permanentes a respeito da
efichAcia desses produtos uma vez que o desempenho predito dos animais
manejados sob condicfes ideais raramente é alcancado em condi¢cdes de campo.
Diante dessas constatacdes, surgem algumas indagacdes relacionadas aos
processos envolvidos com a administracdo dos medicamentos veterinarios. O
objetivo geral do projeto visa desenvolver e validar métodos analiticos para o
controle do Ricobendazole®.

A qualidade de um produto veterinario € algo que deve ser obtido como
resultado de varios fatores experimentais que, de uma maneira ou de outra, entra na
concepcao, desenvolvimento, distribuicdo e uso do farmaco.

A necessidade de desenvolvimento e validacdo de métodos para o Sulféxido
de Albendazol em preparacdes veterindrias, utilizando técnicas modernas, torna-se
cada vez mais necesséria acompanhando a evolugdo da industria veterinaria no
Brasil.

Validar um método analitico através de um sistema metodolégico é legitimar o
resultado, documentar e legalizar o processo.

Na constante busca pela satisfacdo dos clientes, internos e externos,
destacam-se as empresas voltadas para o programa de Qualidade Total, cuja
qualidade do processo € uma das caracteristicas de destaque. Para que 0 processo

possa resultar em produto ou servico que corresponda a uma necessidade,
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utilizacao ou aplicacéo que satisfaca o cliente, este deve atender as especificagoes,
estar disponivel e proporcionar lucro. Desta forma, a analise dos principais atributos
da validacdo de metodologia analitica de um farmaco, assegura tanto a implantacéao
da metodologia como a confiabilidade dos resultados analiticos. A validacdo € um
dos principais instrumentos da garantia de qualidade, tornando-se ultrapassado o
conceito de apenas controld-la. Os atributos normalmente recomendados nos
programas de validacdo de metodologia analitica sdo: exatiddo, preciséo,
especificidade, limite de deteccéo, limite de quantificacdo, linearidade, robustez e
teste de conformidade do sistema, além da seletividade e a sensibilidade do método.
Com este intuito, este trabalho proporcionou condigdes para se ter uma visdao mais
ampla da validacao, em particular da validacdo de metodologia analitica, bem como

sua importancia para outros setores da empresa.
1.1 RETROSPECTIVA HISTORICA DA QUALIDADE

No inicio do século XX o controle de qualidade sistematizou-se e comecou a
receber a aplicacdo da estatistica através das técnicas de Shewart e seus colegas.
Eles adotaram procedimentos cientificos de inspecdo por amostragem e para iSso
publicaram tabelas de amostragem no comeco dos anos 40. Também evoluiram os

modelos de administracéo da qualidade’. Este programa deveria ser em 4 etapas:

e Estabelecer padroes;
e Avaliar o desempenho;
e Agir guando necessario;

e Planejar aprimoramento.

Isso sem contar com o incentivo ao treinamento para o controle de qualidade e
a pesquisa e realizar atividades propriamente ditas de controle de qualidade, mas
com o final da Guerra veio uma abundancia e com ela a quantidade da producéo
ficou mais importante que a qualidade.

Em 1961 uma versdo de Deming sobre Controle da Qualidade Total (Total
Quality Control — TQC) foi apresentada, onde o interesse do cliente era o ponto de
partida, a principal ideia para se administrar’.

A qualidade teria que ser embutida no produto ou servico desde o comeco a
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partir dos desejos e interesses do cliente. A Qualidade Total se encontra:

e Em todos os estégios do ciclo industrial;
e Do Marketing;

e Engenharia;

e Suprimentos;

e Engenharia de processo;

e Producéao, inspecéo e testes;

e Expedicéo e instalacdo e assisténcia técnica.
1.2 Controle de qualidade

No Brasil, considerando a necessidade de dispor de um instrumento atualizado
de avaliacdo das condicdes de fabricacdo e garantia de qualidade dos produtos de
uso veterinario, o Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA),
estabelece por meio da Instrugdo Normativa® n° 13 de 03/10/2003 o Regulamento de
Boas Préticas de Fabricacdo (BPF) de Produtos de Uso Veterinario, sendo que tal
regulamento avaliado por meio da aplicacdo do Roteiro de Inspecédo de Boas Praticas
de Fabricagcdo, que seria entdo elaborado e aplicado pela Coordenagdo de
Fiscalizacdo de Produtos Veterinarios do Departamento de Defesa Animal (MAPA)®.

Desde 2004, o MAPA fica responsavel pela execucdo da inspecdo e da
fiscalizacd0® de produtos de uso veterinario, bem como estabelecimentos que o
fabrica, manipula, fraciona, envasa, etc.

A Resolucdo RDC n°210 de 04 de agosto de 2003, forma um conjunto de
normas que regulamentam a fabricacdo de um produto. A validacdo devera ser o
registro documentado de testes e procedimentos, obviamente baseado na BPF, isto
€, proporcionando um alto grau de seguranca. Um determinado processo torna-se
confiavel ao ser validado e todo esse rigor nas exigéncias para garantir a qualidade
do produto final e a satisfacéo do consumidor®.

Mas se as BPFs estdo constantemente sendo aprimoradas, a validagéo
também serd, e por isso cada vez mais a IndUstria veterinaria busca procedimentos e
conceitos de boa qualidade para produtos, processos e servigos, visando atender aos

padrbes minimos estabelecidos por 6rgaos reguladores governamentais nacionais e
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internacionais, cuja incumbéncia é zelar pelo bem-estar da comunidade?.

1.3 Estudos de estabilidade

Estabilidade é a capacidade de um produto em manter suas caracteristicas
originais conforme as suas especificacbes de pureza, qualidade e poténcia. O
proposito do teste de estabilidade é fornecer evidéncias de como a qualidade de um
produto varia com o tempo sob influéncia de uma variedade de fatores ambientais,
como temperatura, umidade e luz, e estabelecer um periodo de reteste, no caso de
substancias, ou shelf life (Tempo de prateleira), no caso de produtos finais, para os
produtos estudados, além de recomendar condicbes de armazenamento
adequadas™.

O tema ‘“estabilidade” tem um impacto crucial no desenvolvimento e
comercializacdo de medicamentos, englobando varias fases do seu ciclo de vida.
Desde a escolha racional dos produtos veterinarios na fase de triagem de potenciais
candidatos, seguindo mais adiante com o candidato nas etapas de pré-formulacéo e
compatibilidade, formulagéo de lotes pilotos, lotes registro e no acompanhamento dos
lotes comerciais (pés-registro). Durante todo este ciclo, a interpretacdo dos
resultados vai depender diretamente da qualidade dos procedimentos elaborados
adotados pela empresa, da confiabilidade nos padrbes utilizados, da robustez dos
métodos, equipamentos e da medicdo, bem como também da capacitacédo da equipe.

A finalidade do teste de estabilidade é fornecer evidéncias sobre como a
qualidade de um IFA (Insumo Farmacéutico Ativo) ou de um produto farmacéutico vai
variar em funcdo do tempo, fatores ambientais, tais como temperatura, umidade e
luz, etc.

Guias internacionais, como o0 caso do ICH (Internacional Conference on
Harmonization)® vém servindo como base de referéncia para a revisdo das
regulamentac¢des nacionais vigentes, as quais apontam cada vez mais para 0 mesmo
fim, numa tendéncia de harmonizagéo, convergéncia e amadurecimento dos setores
regulado e regulador. A discussdo sobre o estabelecimento dos parametros para
notificacdo, identificacdo e qualificacdo de produtos de degradacdo em
medicamentos com principios ativos sintéticos e semissintéticos se encontra em
revisdo no “Guia para Realizagdo dos Estudos de Estabilidade”, da vigente resolugéo
RE N° 01 (29/07/05)°.
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No segmento farmacéutico, sdo consideradas substancias medicamentosas,
ou insumos ativos farmacéuticos, as matérias-primas utilizadas na formulacdo de
medicamentos. Excipientes ou ingredientes nao ativos podem ser adicionados a
substancias para desenvolvimento de uma formulacdo de medicamento. Os
medicamentos, também chamados de produtos farmacéuticos, ap6s acondicionados
em suas embalagens finais, sao finalmente postos no mercado. Os estudos de
estabilidade estabelecem prazo de reteste para as substancias medicamentosas e
prazo de validade, ou shelf life, no caso de produtos farmacéuticos™®. Define-se shelf
life como, o tempo que um medicamento, em condicdes especificas de
armazenamento, mantém as especificacdes estabelecidas em termos de substancia
ativa, qualidade e pureza'’. Também alerta para o fato da estabilidade dos
medicamentos dependerem de varios fatores quimicos e fisicos, bem com da
natureza dos excipientes presentes na formulagcdo do medicamento, que podem
influenciar a estabilidade do ingrediente ativo devido as interacdes quimicas,
particularmente para fatores de risco que afetam a estabilidade de uma substancia ou
produto: fatores internos - como reatividade dos ingredientes ativos, excipientes e
material de embalagem, assim com a interacdo entre 0os componentes; fatores
relacionados a producdo - como tamanho do lote, equipamentos utilizados e
qualidade dos componentes.

Para trabalhar de maneira segura, os testes devem ser conduzidos em
condicbes mais estressantes do que as ambientais nas quais as substancias ou
medicamentos permanecem estaveis: diariamente (dia/noite) e sazonalmente
(verdo/inverno) as flutuagbes de temperatura e umidade do ambiente sao
substituidas por testes conduzidos em condicfes de longa duracdo ou acelerados, a
temperaturas (de 25°C a + 2%) e umidades relativas do ar (de 30 a + 5%) constantes;
os testes de estabilidade de longa duracao sdo realizados nas condi¢des climaticas
maximas do mercado alvo; para cobrir os extremos, os testes de stress de curto
prazo também podem ser conduzidos a altas temperaturas e umidades extremas
para produtos a serem comercializados globalmente, € levada em consideracdo a
pior condico climatica de todos os mercados™?.

A falta de um guia especifico para conducédo dos estudos de estabilidade
possibilita um desenvolvimento dos estudos de degradacdo de acordo com as
necessidades da empresa, na Oufofino Saude animal foi definida uma degradacéo

forcada utilizando HCI para hidrélise acida, NaOH para hidrolise basica e H,O, para
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oxidagdo do Sulféxido de Albendazol, buscando degrada-lo entre 10 e 30% de sua
area referente ao TO para uma possivel verificacdo de formacdo de produtos de
degradacao. E para identificacdo destes possiveis produtos de degradacéao formados
sao utilizadas técnicas analiticas modernas como CLAE/DAD, CLUE, CLAE/EM que
auxiliam na avaliagdo e propiciam uma avaliacdo quanto a sua estrutura quimica e
toxicicidade.

Nos testes de stress, 0s ensaios fazem parte das estratégias de
desenvolvimento de produtos e sdo normalmente realizadas sob condi¢cdes mais
severas que as dos testes acelerado. Os excipientes podem ser adicionados aos
medicamentos com finalidade, por exemplo, de conferir determinada cor ou para

controle de pH e umidade, etc.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 O Benzimidazole (BZD)

A presenca frequente de parasitas em animais acarretam importantes
problemas de salde e perdas econdmicas significativas’’. A necessidade de
controlar estes parasitas tem levado ao desenvolvimento de inUmeras moléculas
anti-helminticas, como por exemplo, imidotiazoles, benzoimidazoles e
probenzoimidazoles.

Entre os antiparasitarios, o benzimidazole (BZD) é um dos grupos com maior
espectro de atividade, com elevada eficacia e seguranca, por ter o maior espectro de
acao contra nematoides e cestbides e trematdides, gracas a sua capacidade para
inibir a polimerizacdo da tubulina parasitaria durante a mitose e possui baixa
toxicidade®’.

Os benzimidazoles sdo poés brancos cristalinos, com pontos de fuséo
ligeiramente altos, com baixa solubilidade em agua e elevada solubilidade em meios
organicos. O BZD tem um estrutura biciclica composta por um anel de benzeno que
funde-se nas posicdes 4 e 5 de anel imidazélico formando o anel benzoimidazélico®’.

Os varios BZD diferem-se nos seus substituintes, os quais estdo na posicao 2

e 5 do anel benzimidazdlico.

H
N

)

N

Figura 1 — Estrutura quimica do Benzimidazole

De acordo com estes substituintes, os BZD anti-helminticos podem ser

classificados em'’:

a) Metilcarbamatos: albendazol, sulféxido de albendazol, parbendazol,
mebendazol, Flubendazol, ciclobendazol, oxibendazol, luxabendazol,

fembendazol e oxfendazol.
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b) Tiazole: tiabendazol, cambendazol.
c) Tiol halogenados: triclabendazole

2.1.1 Farmacodinamica

Uma vez absorvido, o BZD atinge a circulacdo, onde apresenta um grau de
ligacdo as proteinas plasmaticas superior a 50%, com um volume de distribuicdo
relativamente elevada®® atingindo os tecidos bem irrigados e periféricos.

A maioria destes farmacos sdo metabolizados no figado, em duas fases, que
leva a metabolitos ativos, como o Sulféxido de Albendazol, e inativos, como
Albendazol Sulfona®®. Alguns s&@o também metabolizados no trato gastrointestinal,
como por exemplo o Tiabendazol®®.

Metabdlitos formados no figado durante a primeira fase do metabolismo séo
produtos de processos oxidativos e de hidrélise, na segunda fase do metabolismo
sua polaridade é aumentada. Estes BZD e seus metabdlitos sdo excretados na bile e
na urina.

Fazendo parte da familia dos Benzimidazoles est4 o Sulfoxido de Albendazol,

objeto deste estudo, ilustrado na figura 2.

N
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Figura 2 — Estrutura quimica de Sulféxido de Albendazol®®.

Dos BZD atualmente comercializados, o Sulfoxido de Albendazol (ABZSO) é
o mais eficaz dos antiparasitarios por possuir um maior espectro de acao.
Provavelmente, as variagdes do efeito dos anti-helminticos sdo devido as diferencas
na disponibilidade de farmaco no corpo e, por consequéncia, a sua concentracao na
zona de acdo?’. Parte do seu efeito é atribuida & acéo do seu metabdlito, o Sulféxido
de Albendazol (ABZSO).

Na estrutura quimica da molécula do ABZSO tem um centro assimétrico quiral
na posicdo do a&tomo de enxofre, que da origem a existéncia de dois enantibmeros,

((+) - ABZSO),((-) ABZSO), de acordo com a sua atividade 6tica. Estes enantibmeros
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podem ter um comportamento farmacoldgico diferente. Atualmente ndo existem
estudos sobre o perfil farmacolégico dos enantibmeros de ABZSO.

O ABZSO, metil-[5-(propilsulfinil)-1H-benzimidazol-2-il] carbamato
(C12H15N303S), também chamado de Ricobendazole®, é utilizada diretamente como
um anti-helmintico de amplo espectro, embora também apareca com um metabdlito
do Albendazol (ABZ).

Tem um peso molecular de 281,33g/mol, e € uma molécula polar, mas ainda
tem uma elevada solubilidade lipidica. Seu pKa é de 7,8 e, assim como outros de
seu grupo, tem uma natureza anfétera, aumentando a sua solubilidade quando em
meio acido™®.

O ABZSO inibe o metabolismo energético do parasita devido a sua
capacidade de agir em sistemas enzimaticos e no metabolismo energético. Esta
interferéncia provoca uma diminuigdo na disponibilidade da energia necessaria para
o funcionamento normal dos Orgdos vitais dos parasitas, 0 que leva a um
esgotamento das fontes de energia, causando a sua morte.

O ABZSO tem uma elevada afinidade pela tubulina das células dos parasitas
impedindo a polimerizagdo das mesmas. A sua ligagdo com a tubulina nos
microtubulos durante o crescimento provoca a inibicdo da mitose*®. Tal inibicdo pode
causar uma perda de microtubulos citoplasmicos dos parasitas, provocando uma
interrupcdo da migracdo dos organelos intracelulares, blogueando assim o

transporte de organelas secretoras.

2.2 Cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE)

A cromatografia € um método fisico-quimico de separacdo®. Esta
fundamentada na migracéo diferencial dos componentes de uma mistura, que ocorre
devido a diferentes interacfes, entre duas fases imisciveis, a fase moével e a fase
estacionaria. A grande variedade de combinacdes entre fases mobveis e
estacionarias torna-a uma técnica extremamente versatil e de grande aplicagéio”.

Entre as vantagens do emprego da CLAE, destacam-se os procedimentos
simples e razoavelmente rapidos que exigem conhecimentos das variaveis
cromatograficas sobre as interagfes intermoleculares, que conduzem a separacao, e
a andlise instrumental que permite uma boa resolucdo, automacéo de operacgoes,

registro e processamento da informagcdo obtida e necessitam de pequenas
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guantidades de amostra, podendo-se fazer uso de quantidades maiores de

material®°.

2.3 Cromatografia liquida de ultra eficiéncia (CLUE)

A CLUE é o avanco mais recente entre as técnicas cromatograficas liquidas.
Esta técnica baseia-se nos mesmos principios da cromatografia liquida de alta
eficiéncia porém utiliza fases estacionarias com particulas de silica menores que
2um??*, O uso destas particulas juntamente com as altas velocidades lineares da
fase mével, aumenta a resolucdo e a deteccdo, além de diminuir os tempos de
analises 3%,

Para tornar isto possivel, uma vez que a atual tecnologia de instrumentagao
(bombas, injetores e detectores) disponivel para a CLAE ndo € projetada para
trabalhar em altas pressfes, um novo equipamento que pode operar em pressoes
acima de 100 MPa foi introduzido e adaptado as necessidades atuais. Em 2004 pela
Waters Corporation.

Este primeiro equipamento comercial se destacou por ser capaz de operar em
pressbes acima de 100 MPa (15000 psi), conhecido comercialmente como
AcquityTM ultra performance liquid chromatography system (UPLCTM)?. Logo em
seguida, outros dois fabricantes, a Jasco e a Agilent, langaram seus instrumentos de
CLUE, o Xtrem LC (X-LC), também com capacidade de trabalhar em pressées acima
de 100 MPa e o 1200 Series Rapid Resolution LC system capaz de trabalhar em
pressdes acima de 60 MPa (9000 psi)*.

As modificagdes requeridas em um sistema de CLUE s&o a capacidade de
trabalhar a pressées muito altas (100 MPa), volumes internos muito menores
(conexdes, alca de amostragem, cela do detector, bombas), celas do detector sem
dispersdo e com alta taxa de aquisicdo, melhoramento no sistema de controle e de
dados, colunas resistentes para trabalharem a altas pressées e com baixo volume

morto, injetores com preciséo na faixa de volumes pequenos, etc?*.
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2.4 Validacéao analitica

A validacdo deve garantir, através de estudos experimentais, que o método
atenda as exigéncias das aplicacfes analiticas, assegurando a confiabilidade dos
resultados™?.

Validacéo é o processo de definir uma exigéncia analitica e confirmar que o
meétodo sob investigacdo tem capacidade de desempenho consistente com o que a
aplicacdo requer?®, confirmacdo através de testes e apresentacdo de evidéncias
objetivas de que determinados requisitos s&o preenchidos para um dado uso

intencional®’

, assegurando a credibilidade destes durante o uso rotineiro, sendo
algumas vezes mencionado como o “processo que fornece uma evidéncia
documentada de que o método realiza aquilo para o qual é indicado para fazer®'.

Os parametros analiticos normalmente encontrados para validacdo de
métodos de separacdo sdo: seletividade; linearidade e faixa de aplicacéo; preciséo;
exatidao; limite de deteccao; limite de quantificacdo e robustez. Estes termos sao

conhecidos como parametros de desempenho analitico.?*
2.4.1 Seletividade

A seletividade de um método instrumental de separacdo € a capacidade de
avaliar, de forma inequivoca, as substancias em exame na presenca
decomponentes que podem interferir com a sua determinacdo em uma amostra
complexa. A seletividade avalia o grau de interferéncia de espécies como outro
ingrediente ativo, excipientes, impurezas e produtos de degradacdo, bem com
outros compostos de propriedades similares que possam estar, por ventura,
presentes. A seletividade garante que a banda de resposta seja exclusivamente do

composto de interesse.?*°

2.4.2 Linearidade e faixa de aplicacéo
A linearidade corresponde a capacidade do método em fornecer resultados

diretamente proporcionais a concentragdo da substancia em exame, dentro de uma

determinada faixa de aplicacdo.*?® A correlacdo entre o sinal medido (area ou
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altura da banda) e a massa ou concentracdo da espécie a ser quantificada muito
raramente é conhecida a priori.

Na maior parte dos casos, a relacdo matematica entre o sinal e a
concentracdo ou massa da espécie de interesse deve ser determinada
empiricamente, a partir de sinais medidos para massas ou concentragdes
conhecidas dessa espécie. Essa relacdo matemética, muitas vezes, pode ser
expressa como uma equacao de reta chamada de curva de calibracéo analitica.®

Utiliza-se a regressao estatistica para avaliar o sistema de calibracdo e suas
incertezas associadas. No procedimento de medicdo quimica, a calibracdo € mais
complexa, pois os valores de y séo utilizados para predizer os valores de x, sendo
assim denominada regressao inversa. Os pressupostos na obtencdo da curva de
calibracdo sao: linearidade do modelo; erro somente em y; erros aleatérios e com
variancia homogénea; e erros com distribui¢céo probabilistica normal.

Além dos coeficientes de regressao y e x, também é possivel calcular, a partir
dos pontos experimentais, o coeficiente de correlacdo r*>. O que r realmente
representa, em qualquer circunstancia, é o coeficiente de correlacao entre os valores
observados e os valores estimados pelo modelo:

R=r(Ye,y)
Um erro comum é usar o valor numérico de r?, ou de sua raiz quadrada r, para
avaliar um modelo e concluir, caso esse valor seja suficientemente alto, que é
satisfatorio. Um valor de 0,99 para r (isto é, r*> =0,98), é obviamente muito alto, mas
significa apenas que 98% da variagdo total em torno da média foi explicada pelo
modelo. E possivel que os 2% restantes estejam concentrados numa Gnica porgao
da curva, e isso indicaria falta de ajuste. O modo correto de fazer avaliacdo é usar o
teste F para falta de ajuste, se 0 modelo estd bem ajustado, a média quadratica
devida falta de ajuste, reflete apenas os erros aleatdrios. Tao importante quanto
fazer o teste F é examinar cuidadosamente os residuos deixados pelo modelo. Num
modelo bem ajustado esses residuos devem apresentar uma distribuicdo normal, ou
melhor, ndo devem apresentar nenhum indicio de anormalidade. S6 faz sentido
calcular as estimativas e seus intervalos de confianga se o0 modelo empregado
estiver correto, isto €, se ele se mostrar capaz de descrever satisfatoriamente o
comportamento dos valores experimentais. A validade do modelo e a significancia

estatistica da curva ajustada podem ser testadas por meio da andlise de variancia,
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que tem como ponto de partida a decomposicédo da soma quadréatica dos desvios de
todas as observacdes em relacdo a média.

2.4.3 Precisao

Representa a dispersao de resultados entre ensaios independentes, repetidos
de uma mesma amostra, amostras semelhantes ou padrées, sob condicGes
definidas®. A precisédo também pode ser expressa através do intervalo de confianca
da média, que é uma faixa de valores no qual existe uma determinada probabilidade

de se encontrar um certo valor de uma variavel.
2.4.4 Exatidao

Representa o grau de concordancia entre os resultados individuais
encontrados em um determinado ensaio e um valor de referéncia aceito como
verdadeiro®. E importante observar que um valor exato ou verdadeiro é o valor

obtido por uma medicao perfeita e este valor é indeterminado por natureza®.
2.4.5 Limite de Deteccéao

O limite de deteccdo representa a menor concentracdo da substancia em
exame que pode ser detectada, mas ndo necessariamente quantificada, utilizando
um determinado procedimento experimental®®. O limite de deteccdo pode ser
calculado de trés maneiras diferentes: método visual, método relacdo sinal-ruido,

método baseado em parametros da curva analitica.
2.4.6 Limite de Quantificacao

O limite de quantificacdo representa a menor concentracdo da substancia em

exame que pode ser medida, utilizando um determinado procedimento

experimental.®
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2.4.7 Robustez

A robustez de um método mede a sensibilidade que este apresenta face a
pequenas variacdes. Diz-se que um método € robusto quando ele ndo é afetado por
uma modificacdo pequena e deliberada em seus parametros. A robustez de um
método cromatografico é avaliada, por exemplo, pela variacdo de parametros como
a concentracdo do solvente organico, pH e forca ibnica da fase movel em CLAE,
programacao da temperatura, natureza do gas de arraste em Cromatografia gasosa,
bem como o tempo de extragdo, agitacdo, etc. As mudancas introduzidas refletem
as alteracbes que podem ocorrer quando um método € transferido para outros

laboratdrios, analistas ou equipamentos.>®



28

3. OBJETIVOS

A qualidade de um produto farmacéutico é algo que se obtém como resultado
de vérios fatores que, de uma maneira ou de outra, entra na concepcao,
desenvolvimento, distribuicdo e uso do farmaco.

Este estudo tem como objetivo auxiliar o mercado veterinario na evolucédo e
aprimoramento de suas técnicas analiticas, desenvolver e validar métodos analiticos
eficientes para quantificacdo e acompanhamento da estabilidade do Sulféxido de
Albendazol, gerar um Procedimento Operacional Padrao ( POP ), o qual devera ser
implantado na linha de producéo do Ricobendazole® e atender as exigéncias legais

sobre o registro de medicamentos veterinarios.
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4. PROCEDIMENTOS EXPERIMENTAIS

4.1 Materiais e reagentes

Foram utilizados Agua deionizada MilliQ®, sistema Millipore; Acetonitrila e
metanol grau HPLC (J.T.Baker®,Phillipisburg,USA); Acido fosforico p.a, Hidroxido
de Sddio p.a, Perdxido de hidrogénio p.a, Acido Férmico p.a e Acetato de Sddio
Triidratado p.a (Synth®,Séo Paulo,Brasil); Acido Acético Glacial
(J.T.Baker®,Phillipisburg,USA); Sulfoxido de Albendazol (Sigma-Aldrich®,Germany)
98,49% de pureza cromatogréfica; Membrana filtrante PVDF 0,45 ym, 47mm de
diametro Millipore® (Séo Paulo, Brasil); Filtro Millex de PVDF 0,45 ym, 25mm de

diametro Millipore® (Sao Paulo, Brasil).

4.2 Produto técnico e especificacbes

As amostras Solucao injetavel Ricobendazole®, que contém 11g de Sulféxido
de Albendazol por 100 mL de excipiente, e sua solugcao placebo (segredo industrial),
foram gentilmente fornecidas pela empresa OuroFino Saude Animal.

4.3 Equipamentos, colunas cromatogréficas e software

Balanca analitica XS205DU Mettler Toledo® (S&o Paulo, Brasil); Banho
ultrassom Quimis® Q335D (S&o Paulo, Brasil); Sistema de filtracdo a vacuo
Millipore® (S&o Paulo, Brasil); Camara climatica Ohaus 2000. Foram utilizados um
Cromatografo liquido Waters Acquity H/Class (Waters Milford, M.A, USA)
configurado com bomba quaternaria J10QSM, auto injetor J10SDI, forno de coluna
J10HLP e detector de ultravioleta J10TUV. O controle do equipamento UPLC®,
aquisicao e processamento dos dados foram realizados pelo software Waters
Empower® 2; Cromatdgrafo liquido Shimadzu® composto por um injetor automatico
SIL-20A ,sistema de degaseificador DGU-20A5 on-line, sistemas de bombas
quaternario LC-20AT, forno CTO-10Asvp, detector SPD 20-A UV/VIS e software LC
Solution® (Kyoto, Japan); Coluna cromatografica C18 BEH (50x2, 1 mm d.i., 1,7um
diametro de particula, P.N.186002350 Waters, USA); Coluna cromatografica C18
(250 x 4,6mm, 5uym, Gemini® (Torrance, USA); pHmetro Ohaus® .
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4.4 Solugdes de Trabalho

4.4.1 Preparo dos padrdes de Sulfoxido de Albendazol

4.4.1.1 Solucgéo Estoque

Em um baldo volumétrico de 50mL, foi pesado 62,5mg de Sulféxido de
Albendazol e adicionado 30mL de Metanol, foi colocado quinze minutos no

ultrassom e o volume foi completado com metanol.

4.4.1.2 Solucéo de Trabalho

Solucbes de trabalho foram preparadas transferindo os volumes exatos de
(0,640mL), (0,800mL), (0,960mL) para trés baldes de 10mL, respectivamente. O

volume foi completado com metanol grau HPLC.

4.4.1.3 Preparo da Amostra de Ricobendazole®

Em um bal&o volumétrico de 50mL, foi pesado 672,0mg de Ricobendazole® e
adicionado 30mL de metanol, foi colocado quinze minutos no ultrassom completando
o volume com metanol, em seguida foi pipetado 0,800mL para um baldo de 10mL e

completado o volume com metanol.

4.4.1.4 Preparo do tampéao Acetato de Sodio 0,05M, pH 5

Foi pesado 5,103g de acetato de sédio triildratado e dissolvido por agitacao
em 750mL de agua purificada, ajustando o pH para 5 com acido acético glacial. Foi
fitrado em membrana filtrante PVDF de 0,45 pm com o auxilio do sistema de

filtracdo a vacuo.
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4.4.1.5 Preparo dos padrdes de Linearidade

As amostras foram preparadas em cinco concentracdes, em triplicata.

Para o preparo da solucdo méae foi pesado 62,5 mg de Sulféxido de
Albendazol em um baldo volumétrico de 50 ml e adicionado 30ml de Metanol,
colocado quinze minutos no ultrassom e completado o volume com metanol.

Para o padrao 1 foi pipetado 640 yL da solucdo mae em um baldo volumétrico
de 10 mL e em seguida completado com metanol, resultando em uma concentracao
de 80 pg.mL™ de Sulféxido de Albendazol.

Para o padréo 2 foi pipetado 720 pL da solugdo méae em um bal@o volumétrico
de 10 mL e em seguida completado com metanol, resultando em uma concentracao
de 90 pg.mL™ de Sulféxido de Albendazol.

Para o padréo 3 foi pipetado 800 pL da solugdo mae em um baldo volumétrico
de 10 mL e em seguida completado com metanol, resultando em uma concentracao
de 100 ug.mL™ de Sulféxido de Albendazol.

Para o padrao 4 foi pipetado 880 pL da solugdo mae em um baldo volumétrico
de 10 mL e em seguida completado com metanol, resultando em uma concentracao
de 110 pg.mL™ de Sulféxido de Albendazol.

Para o padréo 5 foi pipetado 960 pL da solu¢cdo méae em um balédo volumétrico
de 10 mL e em seguida completado com metanol, resultando em uma concentracao
de 120 ug.mL™ de Sulféxido de Albendazol.

4.5 Condi¢Bes Cromatograficas

Como o Sulféxido de Albendazol é um principio ativo exclusivo do segmento
veterinario, ndo ha monografia oficial em nenhum compéndio, ou seja, henhuma
metodologia analitica oficial, por isso todos o0s parametros analiticos foram
desenvolvidos baseados na estrutura quimica do mesmo, levando em consideragéo
parametros como fase movel, fase estacionaria, comprimento de onda e fluxo.

Apés o desenvolvimento dos parametros acima, chegou-se as seguintes
condicoes:

Foi utilizado para o método de CLAE como fase movel: Acetonitrila: Tampao
Acetato de Sédio (25:75%v/v) e uma fase estacionaria: Gemini® C18 (250 mm x

4,6mm x 5,0mm) a uma temperatura de 30°C, mantendo um fluxo constante de 1,0
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mL.min* com um volume de Injecdo das amostras del0 pL e o detector em um
comprimento de onda de UV 290 nm.

Foi utilizado para o método de CLAE/DAD como fase movel: Acetonitrila:
Tampao Acetato de Sodio (25:75%v/v) e uma fase estacionaria: Gemini® C18 (250
mm X 4,6mm x 5,0mm) a uma temperatura de 30°C, mantendo um fluxo constante
de 1,0 mL.min™* com um volume de Injecdo das amostras del0 pL e o detector em
um comprimento de onda de UV 200 nm a 800nm.

Foi utilizado para o método de CLUE como fase movel: Acetonitrila: Tampao
Acetato de Sdédio (25:75%v/v) e uma fase estacionaria: C18 BEH (50x2, 1 mm d.i.,
1,7um didametro de particula, a uma temperatura de 30°C, mantendo um fluxo
constante de 0,21 mL/min™® com um volume de Injecdo das amostras de 0,4uL e o

detector em um comprimento de onda de UV 290nm.

4.6 Seletividade

A demonstracao da seletividade foi feita por avaliagdo da interferéncia da fase
movel e dos excipientes do placebo do Produto Ricobendazole® no tempo de
retencdo do Sulféxido de Albendazol. Para tal, foi injetada a Fase Movel, o Placebo
do Produto Ricobendazole®, o Padréo de Sulfoxido de Albendazol e o Produto
Ricobendazole® nas condi¢cdes cromatograficas descritas no item 4.5.

Avaliacdo da interferéncia dos produtos de degradacao foi avaliada na etapa
de desenvolvimento analitico, procedendo na seguinte forma:

Foi preparada a amostra do produto Ricobendazole® e submetida a
condicdes de estresse induzido por Hidrolise Acida, Hidrélise Basica, Oxidacdo em
diversas concentracfes até obter a ideal e Umidade/Calor (80°C/90%UR) para obter
uma degradacdo do Sulfoxido de Albendazol entre 10 e 30%, para visualizar

possiveis produtos de degradacéo.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

A técnica de CLAE é largamente utilizada na Industria veterinaria. O uso de
CLAE inclui acompanhamento de producdo, controle de qualidade de matérias
primas, testes de estabilidade e estudos de impurezas.

Um procedimento analitico deve descrever em detalhes as etapas
necessarias para efetuar cada teste analitico, deve incluir, mas néo esta limitado a: a
amostra, o padréo de referéncia e ao preparo dos reagentes, uso do equipamento,
geracdo da curva de calibracdo, uso de formulas para os calculos necessarios, etc.
O procedimento analitico pode ser referido como Procedimento Operacional Padréo
(POP) ou método analitico de CLAE, como ndo foi encontrado monografia do
Sulfoxido de Albendazol sua solubilidade foi definida em funcdo de suas
propriedades fisico-quimicas com isso foi possivel definir solventes que puderam ser
usados na composicdo da fase movel.

Os ensaios de extracdo do analito foram realizados com diferentes solventes
e diferentes tempos de extracdo. As diluicdes da amostra foram definidas de forma
que o analito estivesse na concentracdo ideal para andlise. A coluna foi escolhida
levando em consideracdo a estrutura quimica do analito e de seus grupos
funcionais. Com isso foi possivel consultar na literatura o uso de colunas para
estruturas quimicas semelhantes. O teste de coluna foi feito em conjunto com teste
de fase movel. Os solventes utilizados foram metanol, acetonitrila e tamp&o.

A distribuicdo relativa do soluto entre duas fases foi determinada pela
interacdo que este tem com cada fase e foi encontrada uma fase médvel que
promoveu um equilibrio conveniente do soluto em relacdo a fase estacionaria e a
fase movel, de modo que o analito eluiu de modo satisfatorio, apresentando uma
boa seletividade.

ApoOs todos os parametros definidos, os mesmos foram otimizados e o método
foi validado por CLAE, devido a eficiéncia e rapidez da técnica e posteriormente
transferido por CLUE, para proporcionar uma maior facilidade operacional e rapidez
da analise do produto no controle de qualidade.

O método foi considerado Seletivo por ndo ocorrer interferéncia da Fase
Mével e dos excipientes do placebo do Produto Ricobendazole® no tempo de

retencdo do Sulféxido de Albendazol, pela resolugcéo entre as bandas do Sulfoxido
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de Albendazol das impurezas/produtos de degradacéo vizinhos a este ser igual ou
superior a 1,5 (RS=1,5) e por ser comprovada a pureza da banda do Sulféxido de
Albendazol por CLAE/DAD e por CLUE/DAD. O cromatograma em trés dimensdes
(3D), segundo figura 3, assegurou que ndo existe nenhum outro componente,
conhecido ou desconhecido, sendo eluido junto com o Sulféxido de Albendazol. Isto
garantiu que a banda de resposta é exclusivamente do Sulfoxido de Albendazol,

comprovando a seletividade do método proposto.

PRODUTO PLACEBO

10 P

Figura 3 - Grafico em 3D do produto Ricobendazole e do placebo.
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Para determinacdo da seletividade foram feitas injecbes da fase médvel, do
placebo, do padréo e do produto, cujos cromatogramas estéo abaixo:
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Figura 4 — Cromatograma referente a seletividade da Fase mével
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De acordo com os resultados obtidos nos cromatogramas, 0 método mostrou-
se seletivo, pois ndo apresentou nenhuma banda cromatografica nas injecdes de
fase movel e de placebo no tempo de retencdo do ativo, comprovando assim que o
método possui a capacidade de avaliar, de forma inequivoca, as substancias em
exame na presenca de excipientes do Ricobendazole® que podem interferir em sua
determinacao, avaliando também o grau de interferéncia de impurezas e produtos de
degradacédo, garantindo que a banda de resposta seja exclusivamente do composto

de interesse.?®3°

5.1 Amostras do Produto Ricobendazole® sob Condicdes de Degradacéo

Forcada (triplicata)

Foram testadas varias concentracées nos meios basico, acido e oxidativo, a
fim de obter uma degradacdo do Sulféxido de Albendazol entre 10 e 30%,

possibilitando assim a visualizacédo de possiveis produtos de degradacéo.

Hidrélise Acida ( HCI 0,5N em estufa a 80°C por 2horas)

Em um baldo volumétrico de 50 mL, foram pesados 672,0 mg do produto
Ricobendazole® e adicionado aproximadamente 10 mL de Metanol. Deixado no
ultrassom por 15 minutos. A seguir, foi adicionado 15mL de Acido Cloridrico 0,5N e
metanol deixando o volume final em 30mL. Foi agitado por 1 minuto e colocado em
estufa a 80°C por 2 horas. Em seguida, a fim de interromper a reacéo, foi adicionado
Hidréxido de Sédio 0,5N até pH neutro e agitado. Apos a solucdo atingir a
temperatura ambiente, foi completado o volume do baldo com Metanol e agitado até
total homogeneizacdo. A seguir, foi transferido 800uL desta solugdo para um balédo
volumétrico de 10mL, completado o volume com metanol e filtrado em membrana
PVDF 0,45 pum . Podemos visualizar abaixo o cromatograma da solucéo de Sulféxido

de Albendazol submetido a exposi¢cdo em meio acido na Figura 6.
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Figura 8 - Cromatograma da solucdo de Sulfoxido de Albendazol submetido a

exposi¢cdo em meio acido

Mesmo em condic¢des extremas, de HCI 0,5N em estufa a 80°C por 2horas, 0

meio acido ndo apresentou produtos de degradacéo.

Hidrélise Basica (NaOH 0,5N em estufa a 80°C por 2horas)

Em um baldo volumétrico de 50 mL, foram pesados 672,0 mg do produto
Ricobendazole® e adicionado aproximadamente 10 mL de Metanol. Deixado em
ultrassom por 15 minutos e agitado por 1 minuto. A seguir, foi adicionado 15mL de
Hidroxido de Sédio 0,5N e metanol a fim de fechar o volume final para 30mL. Foi
colocar em estufa a 80°C por 2 horas. Em seguida, a fim de interromper a reacéo, foi
adicionado Acido Cloridrico Concentrado até pH neutro e agitado. Apés a solucgéo
atingir a temperatura ambiente, foi completado o volume do baldo com Metanol. A
seguir, foi transferido 800 pL desta solucdo para um baldo volumétrico de 10 mL,
completado o volume com metanol, agitado por 1 minuto e filtrado em membrana
PVDF de 0,45 um. Podemos visualizar abaixo o cromatograma da solucédo de
Sulféxido de Albendazol submetido a exposicdo em meio basico na Figura 7.
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Figura 9 - Cromatograma da solucdo de Sulféxido de Albendazol submetido a

exposicdo em meio basico
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O produto foi submetido a condigbes extremas de NaOH 1,0N em estufa a

80°C por 2horas e apresentou a formacao de um produto de degradacéo.

Oxidacéao (H,0, 25% em estufa a 80°C por 2 horas)

Em um baldo volumétrico de 50mL, foram pesados 672,0 mg do produto
Ricobendazole® e adicionado aproximadamente 5,8 mL de Metanol. Foi deixado em
ultrassom por 15 minutos. A seguir, foram adicionados 25,9mL de Peroxido de
Hidrogénio 23,4% a fim de fechar o volume final para 30mL. Foi agitado por 1 minuto
e colocado em estufa a 80°C por 2 horas. Em seguida, foi completado o volume do
baldo com Metanol. A seguir, foram transferidos 800 pL desta solucdo para um baldo
volumétrico de 10mL, completando o volume com metanol, foi agitado por 1 minuto e
filtrado em membrana PVDF de 0,45um. Podemos visualizar abaixo o cromatograma

da solucéo de Sulféxido de Albendazol submetido a exposicao por oxidacao.
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Figura 10 - Cromatograma da solucdo de Sulféxido de Albendazol submetido a
exposicao por oxidacao.

O produto foi submetido a condicbes extremas de H,O, 25% em estufa a

80°C por 2 horas e apresentou a formacgao de produtos de degradacéo.
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A figura abaixo ilustra a demonstracdo grafica dos resultados obtidos para

analise de linearidade no processo de validagao.

Linearidade

r=0,9994

4500000
4300000

4100000

3900000
3700000

3500000

3300000

3100000

Resposta obtida ( drea )

2900000

2700000

—

2500000
70,00000

90,00000 110,00000 130,00000

Concentra¢do nominal (ug/mL)

Figura 11 - Demonstracao grafica dos resultados obtidos para analise de linearidade

no processo de validacdo por CLAE.

A linearidade obtida correspondeu a capacidade do método em fornecer

resultados diretamente proporcionais a concentracdo da substancia em exame,

dentro da faixa de aplicacéo proposta.
O valor obtido de 0,9994 para r (isto é, r?> =0,9989), significou que 99% da

variacdo total em torno da média foi explicada. E possivel que o 1% restantes

estejam concentrados numa Unica por¢do da curva, por isso foi aplicado o teste

estatistico F, para indicar caso tenha ocorrido a falta de ajuste, pois a meédia

quadratica obtida refletiu apenas erros aleatérios. No teste de residuos nao

apresentou nenhum indicio de anormalidade.

Todos os resultados obtidos na andlise de variancia foram satisfatoérios.
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5.2.1 Limite de deteccéao (LD)

Foi detectada a concentracdo minima de 0,3 pg.mL™*, com precisdo e
exatiddo especificada pelo método, porém n&o necessariamente quantificada.®
O critério adotado para determinacgéo de LD foi a relacdo entre a &rea do sinal
e do ruido da linha de base, sendo adotada a relacdo de 3:1, conforme estabelecido
pelo ICH™.
O resultado obtido foi satisfatorio, pois demonstrou a sensibilidade do

método.

5.2.2 Limite de quantificacao (LQ)

Foi mensurada a concentracdo minima de 1 pug.mL™, com precisdo e exatiddo
especificada pelo método, dentro dos valores aceitaveis.®

O critério adotado para determinacao de LQ foi a relacao entre a area do sinal
e do ruido da linha de base, sendo adotada a relacdo de 10:1, conforme
estabelecido pelo ICH™,

O resultado obtido foi satisfatério, pois demonstrou a sensibilidade do método.
5.3 Precisao (Repetibilidade)

A repetibilidade foi avaliada pela proximidade dos resultados obtidos das
amostras e expressa como desvio padrao relativo (coeficiente de variacdo) entre os

resultados.

Tabela 1 — Resultados da precisao do produto Ricobendazole®

Ricobendazole® Conc (%p/v)
Produto 1 11,0
Produto 2 11,1
Produto 3 11,1
Produto 4 11,1
Produto 5 11,1
Produto 6 11,1

Média 11,1
Desvio Padrao 0,0
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| CV (%) | 0,4 |

A repetibilidade foi verificada através de 6 determinacfes da mesma amostra
do produto Ricobendazole®. Estas amostras representaram a concentracdo de
100% do ativo.

A repetibilidade foi avaliada pela analise do coeficiente de variacdo (CV%)
entre as 6 amostras, e o resultado foi de 0,4%, sendo que o exigido € de < 2% para

0 ativo, comprovando a preciséo do método.*?

4.3.1 Preciséo Intermediaria

A Precisdo Intermediaria foi avaliada pela concordancia dos resultados
obtidos em uma série de medidas de uma amostragem multipla de uma mesma
amostra e foi expressa como coeficiente de variacdo entre os resultados para o
Sulfoxido de Albendazol.

As amostras foram preparadas em quadriplicata e analisadas por trés dias
consecutivos, onde o resultado de desvio padrédo obtido foi de 0,5%, sendo que o

exigido é de < 2% para o ativo, comprovando a precis&o intermediaria do método.*?

Tabela 2 - Resultados da preciséo intermediaria do produto Ricobendazole®

Ricobendazole® Conc (%p/v)
11,0
12 Dia 11,1
11,1
11,1
11,1
22 Dia 11,1
11,0
11,2
11,1
32 Dia 11,0
11,1
11,1
Média 11,1
CV (%) 0,5
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5.4 Exatidao

A exatidao do método foi determinada apds o estabelecimento da linearidade,
do intervalo linear e da especificidade, e verificada a partir de 9 determinacdes, em 3
concentracdes, baixa, média e a alta, com 3 réplicas de cada.®

Foi calculada como porcentagem de recuperacdo da quantidade conhecida do
analito adicionado ao placebo. A exatiddo foi expressada pela relacdo entre a
concentracdo meédia determinada experimentalmente e a concentracdo tedrica

correspondente:

Concentragdo média experimental x 100
Concentragdo tedrica

Exatiddo =

Para a avaliacdo da exatiddo, foram analisadas 3 amostras controle de
qualidade (CQB, COM e CQA), preparadas pela adicdo do ativo ao placebo, as
concentracfes foram definidas considerando a proximidade da concentracdo baixa,
média e alta da curva.

Para CQ baixo foi preparada a amostra com 83 pg.mL™ de Sulféxido de
Albendazol e obtido o resultado de 99% de recuperacao.

Para CQ médio foi preparada a amostra com 109 pg.mL™ de Sulféxido de
Albendazol e obtido o resultado de 99%

Para CQ alto foi preparada a amostra com 117 ug.mL” de Sulféxido de
Albendazol e obtido o resultado de 99%.

Todos os resultados de recuperacao obtidos ficaram dentro do especificado pela

Legislacéo.

5.5 Estabilidade de Auto injetor

Para avaliar a estabilidade do Sulfoxido de Albendazol no tempo e condi¢cdes
de andlise, as 6 amostras do produto Ricobendazole quantificadas no primeiro dia
de validacdo foram mantidas no auto injetor por 24 horas, tempo maximo permitido

pela empresa, e reanalisadas.
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Para determinar a porcentagem de variagado entre os resultados foi utilizado o

seguinte calculo:

Recuperacéo = ( Concentracao final — Concentracdo inicial ) . 100%

Concentragao final

A estabilidade das solucbes foi de 0,9% e considerada satisfatoria, pois a
variacdo permitida € de até 2% em relacdo a meédia da concentracao inicial do ativo,
determinando assim que as solugdes ndo sofreram nenhum tipo de degradagao por
um determinado periodo de tempo em condi¢cdes de armazenagem pré-definidas.

5.6 Robustez

O método cromatogréafico foi variado em 2% no fluxo de fase mével, 2% na
composicdo da fase movel, foi trocado o lote da coluna cromatografica utilizada e
variado em 2% no pH do tampé&o da fase mével. A variacdo da temperatura do forno
da coluna cromatogréfica também variou em 2%. Todos os parametros acima
variaram 2% para mais e para menos.

A avaliacdo foi feita pela variacdo dos resultados finais em relacdo aos
resultados iniciais do método analitico.

A robustez obtida na média entre todos os parametros alterados foi de 1% e

considerada satisfatdria, considerando a variagdo maxima aceita de 2%.

5.7 ldentificacdo dos produtos de degradacao por espectrometria de massas.

Com base nos resultados obtidos através do estudo de degradacdo por
cromatografia liquida, foi utilizada a técnica de espectrometria de massas para
identificacdo dos produtos de degradacéo gerados, baseado na literatura, conforme

figura 12.
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Figura 12 — Estrutura do Sulféxido de Albendazol, seus potencias metabdlitos e

produtos de degradacao.'®

A saida do cromatografo liquido foi ligada em linha com um espectrémetro de
massas com analisador por triplo quadrupolo API™ 2000 (AB/MDS Sciex,
Framingham, MA, USA). Foram utilizadas duas interfaces de ionizagdo em presséo
atmosfeérica (API), ionizac&o por electrospray através de uma fonte Turbolon Spray®
(ESI-MS) Para otimizacao do espectrometro de massas, foram avaliados parametros
dependentes do analito para MS e MS/MS as transicbes de maior intensidade
necessarias para a identificacdo por modo SRM, o potencial de desagregacao (DP),
potencial de focalizacdo (FP), potencial de entrada (EP), voltagem do
TurbolonSpray® (IS), energia do gas de colisdo (CAD), energia de colisédo (CE) e

potenciais de entrada e saida da célula (CEP e CXP respectivamente). Estes
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parametros foram avaliados usando infusé@o direta de uma solugéo de Sulféxido de
Albendazol 10pg.mL™ na vazdo de 10ul.min™. Para os parametros dependentes da
fonte como a altura e distancia da sonda do TurbolonSpray®, gas de cortina (CUR),
gas nebulizador (GS1), gas de aquecimento (GS2) e temperatura da fonte (TEM) foi
utilizado uma solugéo aquosa de 1ug.mL™ por injecéo em fluxo utilizando como fase
movel solucéo0,5% acido férmico:Acetonitrila:Metanol (60:20:20) (v/v/v) previamente
selecionada nos parametros cromatogréaficos. E importante ressaltar que para uma
melhor adequacdo entre as vazfes usadas para promover a melhor separacao
cromatografica e para a insercdo do analito no espectrdometro de massas, um divisor
de fluxo foi adaptado na interface do cromatografo com o espectrébmetro,
direcionando apenas um terco da vazao total para a entrada da fonte de ionizacéao.
Os resultados obtidos nos testes de estresse, empregando-se o método por

CLAE/MS, podem ser observados nas figuras a seguir:
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Figura 13 — Cromatograma do Produto Ricobendazole® controle.
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Figura 14 — Cromatograma do produto Ricobendazole degradado com HCI

Ricobendazole degradado com HCI, apresentou uma boa estabilidade perante
a hidroélise 4cida pois nao apresentou produto de degradacao.
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Figura 15 — Cromatograma do produto Ricobendazole degradado com NaOH

Ricobendazole degradado com NaOH, apresentou uma boa estabilidade

perante a hidrdlise basica pois ndo apresentou produto de degradacéo.
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Figura 16 — Cromatograma do produto Ricobendazole degradado com H202
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Figura 18 - Espectro do produto Ricobendazole® degradado com H,O;

Espectro do produto Ricobendazole® degradado com H.O,, apresentou a
formacdo de dois produtos de degradacdo o Albendazol e o Albendazol Sulfona
gerados através da oxidacdo do Sulféxido de Albendazol, comprovando o esquema
metabdlico apresentado na figura 12.

ApoOs a revisdo da literatura ficou evidente que ndo sdo encontradas muitas
publicacdes e compéndios oficiais mencionando a quantificacdo do Sulféxido de
Albendazol por cromatografia liquida de alta eficiéncia.

Discussdo dos resultados obtidos por Cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE)

Para cromatografia liquida de alta eficiéncia foram testadas diferentes fases
moveis e diferentes colunas cromatograficas, foram testadas as colunas C18 e C8
para verificar melhor separagéo. Foi observado que a coluna cromatogréafica C18,
250x4,6 mm, 5p Gemini®, possibilitou a melhor resolucédo da banda cromatogréfica
do Sulfoxido de Albendazol.

Com o propoésito de desenvolver uma metodologia simples, rapida e de baixo
custo foi utilizado uma fase mével constituida de tampé&o acetato de sodio 0,05mM

pH5: acetonitrila (75:25 v/v). Foram testados diferentes pHs, mas o que se
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apresentou melhor foi o pH de 5,0, o qual foi ajustado com &cido acético glacial. O
comprimento de onda escolhido foi o de 290nm, assim como a vazao de 1,0mL por
minuto, volume de injecdo de 20uL e temperatura de 30°C para fase estacionaria.

Foi estabelecido o comprimento de onda de 290 nm, pois dentre 0s outros
testados para a deteccao, foi este o que proporcionou os melhores resultados.

As condi¢des foram escolhidas visto que o tempo de retencédo e o tempo da
corrida analitica foram adequados para analise de rotina.

A solucdo de Sulféxido de Albendazol foi preparada na concentracdo de
100pg.mL™. Nesta concentracdo o composto apresentou-se dentro da faixa de
linearidade obedecendo a lei de Lambert-Beer e esta acima do limite de detecc¢éo
0,3ug.mL™ e do limite de quantificacéo 1,0pg.mL™.

Para o célculo de limite de quantificacdo e deteccdo foram utilizados os
parametros da curva analitica, que sao estatisticamente confiaveis.

Para a diluicdo das solucdes analisadas utilizou-se como solvente o metanol,
ja que apos os testes efetuados com diferentes solventes, inclusive a fase moével foi
este que proporcionou as respostas mais satisfatérias em relacdo aos outros
solventes.

Outras fases moveis foram testadas, mas a que possibilitou a determinacgéo
do Sulféxido de Albendazol com uma boa simetria foi a fase movel descrita
anteriormente, no item 4.5.

Para a validacdo do método analitico foi realizado o ensaio de seletividade
que garante que a banda cromatografica de resposta seja exclusivamente do
composto de interesse.

A curva analitica foi construida tracando-se a area da banda cromatografica
versus a concentracao. Foi encontrado um coeficiente de correlacdo de 0.9994 para
o Sulféxido de Albendazol e todas as andlises estatisticas pertinentes para garantir a
certeza do resultado como andlise de variancia, analise de residuos, intervalo de
confianga para resposta analitica, teste de falta de ajuste foram realizadas e os
resultados foram satisfatorios. Para o método proposto a curva analitica foi tracada
na concentracdo de 80 a 120 ug/mL™. A faixa utilizada foi conforme o ICH (2005)°
que descreve que para ensaios de substancias e produto acabado é indicado um

range de 80 a 120% da concentragéo teorica.
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Os resultados do teste de adequabilidade do sistema foram realizados para
garantir que o sistema cromatografico estava adequado para o0 processo de
validacéo, gerando resultados confiaveis.

A exatiddo foi avaliada em 3 niveis de concentracdo. A recuperacdo média
encontrada foi de 99% para Sulfoxido de Albendazol. Os valores encontrados
demonstram que o método é exato, pois a recuperacdo obtida esta dentro da faixa
de 98 a 102% do valor teérico.”*°

Para o método de degradacdo forcada, apds a exposicdo em meio acido
observamos que nao ocorreu degradacao e ap0s a exposi¢cdo em meio basico e em
meio oxidante a banda cromatogréfica do Sulfoxido de Albendazol sofreu
degradacdo. Mesmo apés a exposicao a estes trés meios, ndo houve alteracdo no
tempo de retencdo do Sulféxido de Albendazol e os produtos de degradacéo
gerados foram identificados por espectrometria de massas.

Ap6s mudancas deliberadas nos parametros de andlise, ndo observamos
alteracdes significativas na resposta instrumental e nos valores de DPR, que foram
inferiores a 1% em todos os casos. Quando o pH da fase movel foi alterado para 5.1
o DPR foi de 0,4 e pH 4.9 foi de 0,2. Quando o fluxo de vazdo da fase maével foi
alterado para 1.02mL/min o DPR foi de 0,7 e com vazao de 0.98mL/min o DPR foi
de 0,2. Quando a temperatura da fase estacionaria foi alterada para 29°C o DPR foi
de 0,3 e quando alterada para 31°C o DPR foi de 0,3. Quando a propor¢cao do
solvente organico da fase movel foi alterada para 26%v/v de acetonitrila o DPR foi
de 0,4 e quando alterada para 24%v/v o DPR foi de 0,3.

Todos os resultados obtidos no ensaio de robustez foram satisfatérios. Assim,

0 método proposto pode ser considerado confiavel e robusto.
Transferéncia do método analitico por CLUE

Apés todos os parametros da validacdo terem sidos atendidos por CLAE, o
método posteriormente foi covalidado por cromatografia de ultra eficiéncia (CLUE)
mantendo-se a mesma fase moével de Tampdo Acetato de Sodio
0,05M:Acetonitrila(75:25), fase estacionaria BEH® C18 (50mmx2,1mmx1,7um),
vazdo 0,21 mL.min?, volume de injecdo de 0,3 pL. Detector UV & 290 nm, tempo de
retencdo do ativo de 1,0 min e o tempo total de corrida analitica de 4,0 min., a faixa

linear de trabalho foi mantida e todos os parametros da validacao foram atendidos
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Este procedimento gerou uma diminuicdo do tempo de analise e uma
economia de solvente, isto proporciona para o laboratério de controle de qualidade
da empresa Ourofino Saude Animal um ganho em agilidade, proporcionando a
possibilidade da realizacdo da analise tanto por CLAE quanto por CLUE de acordo
com a disponibilidade de equipamentos no momento. Isto, para um laboratério de
controle de qualidade € importante para realizagdo da rotina didria de analises, pois
guanto menor o tempo de analise do produto menor sera o seu custo final.

Segue abaixo um cromatograma do produto Ricobendazole® obtido por
CLUE:
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Figura 19 - Cromatograma do produto Ricobendazole® obtido por CLUE



52

5. CONCLUSAO

Considerando a revisédo da literatura e os resultados experimentais obtidos,
concluiu-se que: O método proposto para determinacdo quantitativa do Sulféxido de
Albendazol em solucao injetavel € simples, rapido, eficiente e econémico quando
comparado aos poucos meétodos descritos na literatura por se tratar de um principio
ativo especifico da linha veterinaria, todos os parametros exigidos para a validacédo
de um método analitico foram atendidos e o método pode ser utilizado em
laboratério de controle de qualidade para andlise de rotina do Ricobendazole® com
eficiéncia e certeza do resultado obtido, devido ao processo de validacdo. O método
desenvolvido apresenta a rapidez necessaria para a rotina do laboratério e a
capacidade do método em identificar possiveis produtos de degradacdo formados
tendo em vista que 0 mesmo foi submetido a condi¢cdes extremas e os produtos de
degradacdo formados foram identificados por espectrometria de massas, concluindo
de forma muito satisfatéria que o risco da geracdo de produtos de degradacéo
toxicos, no caso do Ricobendazole® nao ocorre, pois 0s produtos gerados e
identificados ndo apresentam toxicidade, esta afirmacdo pode ser feita pois 0s
mesmos sdo conhecidos e descritos pela literatura, demonstrando a preocupacao
crescente da industria veterinaria com a qualidade dos seus produtos e busca pela
adequacdo as normas legais, com isso demonstrando o0 respeito ao cliente. A
empresa Ourofino Agroneg6cio mostra a mesma preocupa¢do e a busca por

conhecimento e inovacéo constante sempre a frente do mercado.
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