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DESENVOLVIMENTO E VALIDAGAO DE METODOS
PARA A DETERMINACAO DE AMINOGLICOSIDEOS EM MEDICAMENTOS
VETERINARIOS

Medicamentos veterinarios tém sido amplamente empregados na cadeia de
producado animal a fim de assegurar a saude do animal e aumentar a produtividade.
O Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento do Brasil (MAPA) tem como
uma de suas prioridades atuais a fiscalizagdo de medicamentos veterinarios
comercializados a nivel nacional e este trabalho teve como objetivo fortalecer esta
acao junto ao Lanagro de Campinas, SP. O principal foco foi o desenvolvimento e
validacdo de método para a determinagdo dos antimicrobianos aminoglicosideos
estreptomicina e diidroestreptomicina por cromatografia liquida de alta eficiéncia
acoplada a deteccao por amperometria pulsada (HPLC-PAD). O comportamento
eletroquimico dos compostos foi previamente estudado por voltametria ciclica,
usando o eletrodo de ouro como eletrodo de trabalho. As condi¢cdes 6timas do
detector amperométrico foram definidas mediante planejamento experimental. A
separagao dos antimicrobianos foi realizada em uma coluna de troca anibnica
(Carbopac PA1) e uma fase mével composta de 0.070 mol L' de NaOH. Como
padrdo interno foi usado a glicose. Os potenciais 6timos do pulso amperométrico
foram: Eger= 0,1 V (tger= 400 ms), Eoxig= 0,85 V (toxi= 400 ms) € Eativ=-0,65 V (taiv= 400
ms). O método foi validado conforme Guia de Validagdo publicado pelo MAPA em
2011 e aplicado na andlise de amostras contendo estreptomicina e
diidroestreptomicina associados a outros compostos, em formulagcées de p6 soluvel,

suspensao injetavel e unguento intramamario.
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DEVELOPMENT AND METHOD VALIDATION
FOR THE DETERMINATION OF AMINOGLYCOSIDES IN VETERINARY DRUGS

Veterinary drugs have been widely used in animal production in order to ensure both
animal health and increase productivity. One of the current priorities of the Ministry of
Agriculture, Livestock and Food Supply of Brazil (MAPA) is the inspection of
veterinary drugs on the national market with the focus to enhance the practices of the
National Laboratory Lanagro Campinas, SP. The main objective was the
development and validation of a method for the determination of the aminoglycoside
antimicrobials streptomycin and dihydrostreptomycin using high performance liquid
chromatography coupled with pulsed amperometric detection (HPLC-PAD). The
electrochemical behavior of the compounds was previously studied by cyclic
voltammetry, using a gold electrode as working electrode. The optima conditions of
the amperometric detector were defined by an experimental design. The separation of
the antimicrobials was performed on an anion exchange column (Carbopac PA1) and
a mobile phase of 0.070 mol L' NaOH. Glucose was used as internal standard. The
optimal potential of the triple pulse waveform of the amperometric detector were: Eget
= 0.1V (tget = 400 ms and tjnt= 200 MS), Eoxig = 0.85 V (toxia = 400 ms) and Egy = -0.65
V (taiv = 400 ms). The method was validated according to the Guide of Validation
published by MAPA in 2011 and applied to the analyses of samples containing
streptomycin and dihydrostreptomycin associated with other compounds in soluble

powder formulations, injectable suspensions and intramammary ointments.
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1. INTRODUCAO

1.1. MEDICAMENTOS DE USO VETERINARIO

A producao animal desempenha um papel muito importante na economia brasileira.
Atualmente o pais possui 0 maior rebanho bovino comercial do mundo e, também, é
o principal exportador de carne de frango e suina. Ainda, atualmente é o principal
exportador de carne bovina do mundo, superando em volume os Estados Unidos e a
Australia com um faturamento de US$ 5,769 bilhdes em 2012 (ABIEC, 2013). Este
crescimento positivo foi favorecido pela conjuntura internacional, em funcdo dos
problemas sanitarios enfrentados pela Unido Europeia, que registrou 783 focos de
enfermidades em animais em 2010 (febre aftosa no rebanho, doencas da "vaca
louca", a lingua azul e a gripe aviaria), enquanto no Brasil apenas trés surtos foram
notificados no mesmo ano. Esse cenario reflete o estado sanitario inquietante da
pecuaria do velho continente e abre ao Brasil um mercado de oportunidades, na qual
a expectativa, segundo o Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento
(MAPA), é que até 2020 a produgédo nacional de carnes suprira 44,5% do mercado
mundial (MAPA, 2013).

Aliado a este forte crescimento se observa uma grande transformacao nos sistemas
produtivos. As caracteristicas e tendéncias apontam para um modelo de
concentragdo e aumento de escala de produgdo com vistas a reducao dos custos.
Cada vez mais os produtores estdo interessados em aumentar a produtividade,
acelerando o ganho de peso do animal e diminuindo o tempo até o abate (Borges et
al., 2010, Andreotti e Franceschi, 2004).

Esta pressdo para aumentar a producdo fez com que a comercializagdo de

medicamentos veterinarios no Brasil aumentasse nos ultimos anos, posicionando-o



como um dos cinco maiores mercados veterindrios em todo o mundo, com um
faturamento, em 2005, de US$ 917 milhdes (Capanema et al, 2007). Dos
medicamentos utilizados, os agentes antimicrobianos correspondem a uma das
classes mais prescritas com um faturamento em 2009 de US$ 349 milhdes (SINDAN,
2012). Atualmente, o MAPA autoriza o uso de cerca de 15 compostos
antimicrobianos como aditivos na alimentacao animal e outros 50 para fins
terapéuticos, muitos dos quais sdao de uso comum entre as diversas espécies
animais, como bovinos, suinos, aves, caes e caprinos (MAPA, 2013; Borges et al.,
2010).

No Brasil as atividades de regulamentacéo e fiscalizacdo do mercado de farmacos
veterinarios, desde os aspectos de registro e licenca para producdao até a analise
fiscal, sdo exercidas pelo MAPA, mediante a Coordenacdo Geral de Apoio
Laboratorial (CGAL). Com este fim, a demanda atual do CGAL ao Laboratério
Nacional Agropecuario de Campinas (Lanagro/SP) é a implementacdo de
metodologias analiticas para a fiscalizacdo de diversos farmacos de uso veterinario,
selecionados a partir das prioridades da Coordenagdo de Produtos Veterinarios
(CPV). Nesta lista prioritaria estdo inclusos os antimicrobianos aminoglicosideos
(AG) a serem avaliados neste trabalho: estreptomicina (STRE) e diidroestreptomicina
(DHS), os quais correspondem as classes mais prescritas de antimicrobianos no
pais, além de serem considerados, pela Comissdo Europeia, como o0s
antimicrobianos que requerem critérios de controle mais rigorosos (SINDAN, 2012).
Cabe ressaltar que, atualmente, os medicamentos veterinarios registrados no MAPA
ndo sao analisados em nenhum laboratério oficial e a avaliagdo de conformidade dos

produtos produzidos e comercializados pela industria nacional ainda nao é realizada.



1.2. ANTIMICROBIANOS

Os antimicrobianos sao sustancias que podem causar a morte (bactericidas) ou inibir
o crescimento (bacteriostaticos) de microorganismos patégenos. Quando os
antimicrobianos sao produzidos por espécies de microorganismos, estes sao
denominados antibiéticos, quando sao produzidos de forma sintética, denominam-se

quimioterapicos.

Os antimicrobianos usados nas diferentes fases do ciclo de produgéo das principais
espécies animais produtoras de alimentos correspondem principalmente as familias
de betalactamas, tetraciclinas, macrolideos, aminoglicosideos (AG) e sulfonamidas
(McDermott et al., 2002; Schwarz e Chaslus-Dancla, 2001).

Particularmente, os antimicrobianos sdo usados com trés propdsitos diferentes: (i)
tratar enfermidades (terapéutico e metafilatico), para o qual sdo usadas as mesmas
classes de compostos de tratamento clinico nos humanos, (ii) prevenir enfermidades
causadas pela presencga de microrganismos patogénicos (profilatico) cuja aplicacao é
criticada devido a seu possivel envolvimento na selegédo de bactérias resistentes e da
promogao da disseminagdo de genes de resisténcia e (iii) melhorar a taxa de
crescimento e/ou conversdo alimentar (Durante-Mangoni et al., 2009; Schwarz e
Chaslus-Dancla, 2001).

Embora o uso de antimicrobianos veterinarios seja necessario nos sistemas de
producgdo, a protecao do consumidor depende do uso destes de acordo com as boas
praticas veterinarias no local de producédo. Existe uma associagao evidenciada entre
0 uso de antimicrobianos nas unidades de producdo animal, o desenvolvimento de
resisténcia antimicrobiana e a sua transferéncia a populagdo humana. Certamente

sdo diversas as rotas de veiculagdo dos antimicrobianos aos humanos, pois, além da
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possivel presenca de residuos que estas substancias podem deixar nos produtos de
origem animal, também podem contaminar diversos compartimentos ambientais. Nao
obstante, os antimicrobianos podem ser excretados na urina e nas fezes dos animais
tratados, tanto na forma do composto original ou ja parcialmente metabolizado,
disseminando estes compostos no ambiente, podendo ser absorvidos e acumulados
nos tecidos vegetais, resultando em risco a saude humana quando da colheita e
consumo de alimentos também de origem vegetal (Kemper, 2008; Sarmah et al.,
2006). Cabe ressaltar que, também pode ocorrer transferéncia de bactérias de
resisténcia simples ou multipla desenvolvidas no trato intestinal dos animais para o
ser humano via consumo de carne, leite ou ovos, as quais podem nao ser
patogénicas ao homem, mas capazes de transferir sua resisténcia para bactérias
patogénicas nos humanos (gram-negativas: salmonelas, campilobacter; e gram-
positivas: Clostridium perfringens, entre outros) (Phillips et al, 2004; Van Den
Bogaard e Stobberingh, 2000).

Estudos feitos no Brasil demonstraram ocorréncias de prevaléncia do Streptococcus
suis tipo Il em suinos na regido de Botucatu (Sao Paulo, Brasil) e foi verificada
resisténcia antimicrobiana a gentamicina em 35,72% dos animais tratados (Bosco et
al., 2000); da mesma forma os autores mostraram grande percentual de resisténcia
bacteriana para amostras contendo Staphylococcus spp (bactérias patogénicas que
podem causar infecgdes cutaneas, infeccées oportunistas e até mesmo septicemias
fatais) isoladas de leite de vacas com mastite clinica e subclinica procedentes da
regidao Agreste (Pernambuco, Brasil), concluindo que os isolados se apresentaram-se
resistentes a penicilina e tetraciclina (Oliveira et al., 2002).

O problema € ainda maior, considerando que os antimicrobianos utilizados na
medicina veterinaria, em geral, s&o0 os mesmos ou estao estreitamente relacionados
aos antimicrobianos usados na medicina humana, o que pode levar ao aparecimento

de bactérias resistentes e acarretar em uma diminuicdo de eficacia dos tratamentos,



aumento da severidade da infeccdo, requerendo o uso de antimicrobianos mais

potentes e caros (Marshall e Levy, 2011).

Outro aspecto importante esta relacionado com a industria de alimentos, uma vez
que durante o preparo de produtos fermentados, a presenca de residuos neste pode
alterar o processo de fermentacdo através da interacdo dos antimicrobianos com os

microorganismos inoculados.

Essas evidéncias levaram as organizagdes internacionais ligadas a saude humana e
animal a recomendar prudéncia no uso de antimicrobianos. De modo geral, verifica-
se uma tendéncia mundial no sentido de redugcdo do uso de antimicrobianos como
promotores de crescimento, com vistas a eliminar o potencial risco desses
compostos no ambiente. No ano de 2003 a Unido Europeia publicou uma resolugéao
na qual ficou estabelecido que a partir de janeiro de 2006 seria banido o uso de
antimicrobianos como promotores de crescimento na alimentacdo dos animais
(European Commission, 2003). No entanto, os antimicrobianos usados para fins
terapéuticos continuam sendo utilizados na produgao animal, visto que, epidemias
podem rapidamente disseminar-se numa criagdo, provocando alta mortalidade e

levando a elevados prejuizos econémicos (Casewell et al., 2003).

Como referido, a tematica de residuos dos antimicrobianos nos alimentos de origem
animal é uma das principais preocupacdes dos 6rgaos governamentais. Por isso, é
requerido que os diferentes medicamentos veterinarios sejam registrados nos 6rgaos
reguladores estabelecidos em cada um dos paises. No Brasil o registro € realizado
junto ao MAPA - Ministério da Agricultura, Pecudria e Abastecimento no Brasil. Mas,
em termos de seguranca alimentar cada pais tem suas estruturas regulamentadoras
e procedimentos administrativos, além de autonomia no estabelecimento dos limites
maximos de residuos de contaminantes permitidos nos alimentos (MRL- Maximum

Residue Limits), baseados nas publicacbes do Codex Alimentarius. O Codex
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Alimentarius é uma comissao criada pela Organizacao Mundial de Saude (WHO-
World Health Organization) e a Organizacdao para Alimentacdo e Agricultura (FAO-
Food and Agriculture Organization) para elaborar o cédigo alimentar ao nivel
internacional que tem como finalidade proteger a saude da populagédo, assegurando
praticas equitativas no comércio regional e internacional de alimentos, fomentando e
coordenando todos os trabalhos que se realizam em normalizacdo. Para a
elaboracdo deste codigo, o Codex Alimentarius adota os pareceres do comité
cientifico internacional de especialistas em aditivos alimentares (JECFA- Joint
FAO/WHO Expert Committee on Food Additives) que avalia o risco de aditivos
alimentares e contaminantes. O comité JECFA estabelece, entre outros, valores de
Ingestao Diaria Aceitavel (IDA) e limites maximos de residuos (LMR) de farmacos
veterinarios ou agrotéxicos em alimentos. A IDA é a quantidade de uma substancia
que pode ser ingerida diariamente, durante toda a vida, sem que provoque danos a
saude e é baseada nas informagdes toxicolégicas disponiveis daquele composto na
época da avaliacdo. No caso de medicamentos veterinarios, desde 1987, o JECFA
tem avaliado mais de 80 farmacos e proposto seus LMR em diversos alimentos. A
maioria desses valores foram adotadas pela Comissdo do Codex Alimentarius, ap6s
discussoes aprofundadas dentro do Comité do Codex sobre residuos veterinarios em
alimentos (Luetzow, 2003).

1.2.1. Os antimicrobianos aminoglicosideos na medicina veterinaria

Os AG séao importantes membros do esquema antimicrobiano. O primeiro AG, a
estreptomicina (STRE) foi descoberta em 1944 por Waksman e colaboradores,
durante a pesquisa de compostos soluveis em agua e ativos estaveis contra
bactérias gram-negativas a partir de culturas de Streptomyces griseus. Esse foi um
avancgo importante na medicina, principalmente por esses compostos apresentarem

atividade anti-tuberculose (Davies, 2007).



Dado o baixo custo de producao dos antimicrobianos AG, eles sdo muito populares,
e amplamente usados na medicina humana, veterinaria e na criagdo de animais
produtores de alimentos. Eles exibem um amplo espectro de atividade antimicrobiana
para diferentes microorganismos, incluindo bactérias Gram-positivas e Gram-
negativas, micobactérias, protozoas e infec¢cdes de Neisseria gonorrhoeae. Em
adicdo, sao considerados como uma das poucas classes de antimicrobianos (em
conjunto com carbapenos e polimixinas) que ainda retém atividade contra a grande
maioria das estirpes de resisténcia multipla. O uso mais frequente dos AG € na
terapia de infecgdes, tais como a septicemia, infec¢des do trato respiratério, urinario,
e intra-abdominal causadas por bacilos aerébicos Gram-negativos.

Entre os AG mais empregados em formulagdes veterinarias destacam-se a
gentamicina, neomicina, diidroestrepomicina e estreptomicina, sisomicina e
ribostamicina, os quais se encontram geralmente associados a penicilinas, uma vez
que estas, além de oferecem um sinergismo, aumentam a absorcao dos AG (Edson
e Terrell, 1999; Mingeot-Leclercq et al., 1999).

No entanto, o uso desses antimicrobianos nos animais é limitado dado seus efeitos
adversos como nefrotoxicidade e ototoxicidade, além de poder levar a um bloqueio
neuromuscular (Durante-Mangoni et al., 2009; Fanos e Cataldi, 2001; Kaloyanides,
1994; Mingeot-Leclercq et al., 1999).

1.2.2. Estrutura quimica dos aminoglicosideos

Os AG tém uma estrutura quimica caracteristica na qual se tem a presenca de dois
ou mais grupos de acucar aminados ligados através de ligagdes glicosidicas a um

anel aminociclitol saturado. Geralmente, nos aminoglicosideos clinicamente Uteis,



esta porc¢ao ciclitol é a estreptidina ou 2-deoxistreptamina (Figura 1) (Bennett, 1996;
Streicher et al., 1983).

HO,
HyN NH;
OH
Z-deoxiestreptamina Estreptidina

Figura 1. Estrutura quimica do anel ciclitol, dos aminoglicosideos.

Os antimicrobianos AG podem ser convenientemente divididos em trés tipos
estruturais, baseados na posicdo de suas ligagdes glicosidicas. Estes tipos
estruturais incluem as 4,6-dissubstituidas 2-deoxiestreptaminas, contendo a maioria
dos AG clinicamente Uteis como a gentamicina, tobramicina, amicacina, e netilmicina,
as 4,5-dissubstituidas 2-deoxiestreptaminas (neomicina e paromomicina), e outros
atipicos como a estreptomicina que possui como aminociclitol a estreptidina. (Figura
2) (Cooper, 1971).
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Figura 2. Estrutura quimica dos aminoglicosideos neomicina, estreptomicina, e

gentamicina.



O conhecimento da estrutura dos AG é importante na compreensao de suas
propriedades quimicas. Os AG sdo compostos fortemente polares, altamente
sollveis em agua, acidos, e estaveis em solventes polares. Sua solubilidade em
metanol € limitada, e s&o praticamente insollveis em solventes organicos
hidrofébicos. Em solucbes aquosas, os AG sdao normalmente carregados
positivamente por causa de seus grupos aminos basicos. Como resultado, os AG sao
minimamente absorvidos a partir do intestino e praticamente ndo atravessam a
barreira hemato-encefalica. A natureza catibnica dos AG contribui a sua atividade
antimicrobiana, ja que devido a sua carga positiva eles sdo capazes de se ligar a
lipopolissacarideos negativamente carregados da parede celular bacteriana e a uma
variedade de moléculas aniénicas da membrana celular e intracelular (Benveniste e
Davies, 1973; Edson e Terrell, 1999).

Os AG possuem estereoisbmeros, e 0s medicamentos veterinarios comercialmente
disponiveis sdo uma mistura destes. Por exemplo, a neomicina tem dois
estereoisdbmeros: neomicina B e C, mas apenas a neomicina B tem propriedades
antimicrobianas, além do que a paromoamina e paromomicina | e |l ocorrem como
impurezas da neomicina. Os estereoisdmeros diferem acentuadamente em sua
toxicidade e, portanto, nos medicamentos comerciais é preciso verificar a

porcentagem declarada de cada um destes.

1.2.3. Mecanismo de acao antimicrobiana dos aminoglicosideos

O mecanismo de acdo antimicrobiano dos AG consiste na inibigdo irreversivel da
sintese de proteinas da bactéria. Para atuar, o AG que possui carga elétrica positiva,
faz uma interagédo ibnica com a superficie da célula bacteriana e posteriormente é
transportado para o interior da célula bacteriana, que tem carga elétrica negativa, por
mecanismo passivo associado a diferenca de potencial entre as duas faces da
membrana celular. O principal local de acdo dos AG é a subunidade ribossomal 30S.
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No entanto, alguns AG também se ligam a varios sitios na subunidade ribossémica
50S. Os AG perturbam o ciclo normal de funcdo ribossomal por interferir com a
iniciacdo da sintese de proteinas, levando a acumulacao de complexos de iniciacao
anormais (no caso de estreptomicinas e gentamicinas). Também podem causar
leitura errada do modelo de RNA mensageiro e incorporacdo de aminoacidos
incorretos na cadeia polipeptidica em crescimento (Figura 3). Os AG variam na sua
capacidade para induzir a leitura, presumivelmente devido a diferencas das suas
afinidades para proteinas especificas ribossomais, o que esta fortemente
correlacionado com sua atividade bactericida. Embora, os AG sao especificos para
os ribossomos procariéticos € possivel que as maiores concentracoes também
possam ter efeito sobre a sintese de proteinas nos mamiferos, provavelmente
mediante unides ndo especificas aos ribossomas e acidos nucleicos eucaridticos
(Davis, 1987; Jana e Deb, 2006; Kotra et al., 2000).

Subunidade Aminoacido &
H0S Errado ¥

Figura 3. Mecanismo de acdo antimicrobiana dos AG (adaptado de
http://www.webmedcentral.com/wmcpdf/Article_with_review_WMC002744.pdf).
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1.2.4. Levantamento de medicamentos veterinarios a base de

aminoglicosideos

Com o objetivo de conhecer a realidade dos medicamentos a base de AG
comercializados no Brasil, foi realizado um levantamento, no Compéndio de Produtos
Veterinarios (CPV) do Sindicato Nacional da Industria de Produtos para Saude
Animal (SINDAN), no qual se encontram todos os produtos veterinarios registrados
no MAPA. Na Figura 4 estdo apresentados os principais AG usados como principio
ativo nas diferentes formulacbes comercialmente disponiveis no Brasil (140
formulacdes contendo AG), sendo que os ativos STRE (41) e DHS (17), que foram
escolhidos neste trabalho de pesquisa, estdo entre os mais usados (SINDAN, 2012).

Estreptomicina
Neomicina
Gentamicina
Diidroestreptomicina

Espectinomicina

Aminoglicosideos

Apramicina

Kanamicina

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45
Numero de Formulagdes

Figura 4. Produtos veterinarios aminoglicosideos com licengca vigente em 2012
(SINDAN, 2012).

O numero significativo de medicamentos veterinarios contendo STRE e DHS como
principios ativos principais usados no Brasil faz destes antimicrobianos um foco de
interesse analitico no que diz respeito ao controle de qualidade das dosagens

declaradas nos produtos comerciais.
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O grafico da Figura 5 mostra as diferentes formas farmacéuticas e a quantidade de
empresas que comercializam as formulagdes no Brasil. Cabe destacar que, a maioria
das formulacbes sao administradas por injecdo intramuscular ou intravenosa, dado
que esses antimicrobianos sao pouco absorvidos no trato gastrintestinal. Além disso,
como pode ser observado na Figura 6, os medicamentos contendo AG séao
combinados com outras substancias, tais como penicilinas (SINDAN, 2012). Essa
associacao leva a um sinergismo favorecendo a perturbagdo do peptidoglicano na
parede celular, que é normalmente impermeavel aos AG, melhorando, assim, a

absorcao destes (Durante-Mangoni et al., 2009).
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Figura 5. Numero de medicamentos contendo STRE e DHS como principios ativos
comercializados no Brasil, categorizados por formas farmacéuticas.

Clorobutanol anidro
Novobiocina sédica

Acido Clavulanico

Sulfato de polimixina B
Acetato de hidrocortisona.
Isoniazida
Fenoximetilpenicilina
Prednisolona

Piroxicam
Benzilpenicilina benzatina
Benzilpenicilina potéssica
Benzilpenicilina procaina

0 5 10 15 20 25 30 35
Numero de Formulacées

Figura 6. Farmacos associados a medicamentos, dos medicamentos
comercializados contendo STRE e DHS.
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1.2.5. Estreptomicina e Diidroestreptomicina

A estrutura quimica de STRE é mostrada na Figura 7. Este composto € um
trissacarideo, formado a partir da molécula de estreptidina (1,3-diguanido-2,4,5,6-
tetraidroxicicloexano), a estreptosa e 2-desoxi-2-metilamino L glicose, unidos
mediante ligagbes glicosidicas na configuracado alfa. A diferenca entre a DHS e a
STRE é que a DHS tem um grupo hidroximetilo (CH2OH) no lugar do grupo aldeido
(CHO) da porcao do nucleo de estreptosa (Demain e Inamine, 1970; Orgovan e
Noszal, 2012; Umezawa, 1974).

Estreptosa

/—H pKa 13,55

R= CHO Estreptomicina
R= CH,OH Diidroestreptomicina

pKa 12,33
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pKa 12,64 "

OH pKa 8,29 Estreptidina
pKa 13,75

\ J
Y

2-desoxi-2-metilamino L glicose

Figura 7. Estrutura quimica dos aminoglicosideos estreptomicina e
diidroestreptomicina.

A STRE e DHS possuem trés grupos amino, protonaveis em solugdes aquosas. Dois
deles sédo grupos guanidina basicos. Um dos grupos guanidinos com um pKa 13,55 e
o segundo de pKa 12,33. Além disso, a presencga na estrutura de um sitio amino
secundario também apresenta equilibrio de ionizacdo com um valor de pKa de 8,29
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(Figura 8). Estes AG séo classificados como os farmacos mais basicos do esquema
antimicrobiano, uma vez que a valores de pH menores de 8 apresentam-se como

uma molécula triprética (Orgovan e Noszal, 2012).
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Figura 8. Equilibrios de protonacao do aminoglicosideo estreptomicina.
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A notavel basicidade dos AG (STRE e DHS) é atribuida aos grupos guanidinos, os
quais tem uma grande estabilizacao por ressonancia da base protonada, resultando

em trés estruturas equivalentes (Figura 9).

IN= == {7 B [N == Y,
NH, NH, NH, NH,

Figura 9. Estruturas de ressonancia dos grupos guanidinos.

Da mesma forma, os AG a pH > 12 apresentam ionizagdo dos grupos hidroxila dos
acgucares presentes na sua estrutura (estreptidina e N-metil glicosamina). Estes
grupos a altos valores de pH se ionizam formando espécies negativamente
carregadas (alcoolatos). Em geral as constantes de ionizacdo destes grupos se
encontraram na faixa de 102 a 10"* (Figura 8). Estes equilibrios de ionizagao
permitem a separagao dos AG em colunas de troca anibnica, uma vez que nestas
metodologias sdo usadas solugdes com um pH entre 13 — 14. Neste intervalo de pH
as espécies majoritarias de STRE e DHS contém cargas -3, -4 e -5. No caso dos AG,
diferengas sutis na estrutura e nos valores de pKa causam significativas diferencas
nas caracteristicas de retencdo. A facilidade de ionizacdo esta estreitamente
relacionada com o tipo de agucar presente na estrutura do AG. Os compostos que
contém agucares redutores sdo mais facilmente ionizaveis do que inositdis e
glicosideos (Alan, 1999).

O uso dos antimicrobianos STRE e DHS é indicado para o tratamento de infeccbes
bacterianas que acometem bovinos, equinos, suinos, ovinos, ovelhas e cabras. S&o
empregadas principalmente no manejo do gado leiteiro para o tratamento de
infeccbes como as mastites e enterites e aquelas decorrentes de: partos dificeis,
lesdes e hemorragias posteriores a intervencdo obstétrica e como suplementos

alimentares. Eles sdo administrados oralmente como aditivos alimentares ou
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diretamente por injecdo. De modo geral, reduzem as infecgbes bacterianas
intestinais, preservando a integridade da mucosa intestinal e permitindo melhor

absor¢ao dos nutrientes, o que resulta em melhor desempenho (SINDAN, 2012).

1.3. METODOS ANALITICOS PARA A DETERMINACAO DE
AMINOGLICOSIDEOS EM MEDICAMENTOS DE USO VETERINARIO

1.3.1. O estado da arte dos métodos analiticos para a determinacao
de aminoglicosideos em medicamentos de uso veterinario

Devido a alta polaridade, carater ibnico e a basicidade dos AG estes compostos s@o
tipicamente determinados por cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC- High
Performance Liquid Chromatography) ou eletroforeses capilar.

Entretanto, estes compostos dado sua natureza, ndo apresentam retencao adequada
em colunas de cromatografia de fase reversa, sendo que para sua determinagao é
muito popular o uso da cromatografia de par ibnico (Whall, 1981), usando na fase
movel reagentes de par ibnico com carga negativa, tais como pentano-, heptano- ou
hexano sulfonatos. Também tém sido empregados acidos, tais como, o acido
perfluorocarboxilico e o acido heptafluorobutirico, os quais sdo adequados para
serem usados com detectores de massas que necessitam de compostos volateis na
fase mével. O mecanismo de retencdo dos AG com o uso de alquilsulfonatos € o
resultado da interacao dos alquilsulfonatos e a carga positiva dos AG protonados (pH
= 3), conjuntamente com as interagées entre o reagente de par ibnico e a fase
hidrofébica da coluna cromatografica (Inchauspé and Samain, 1984, Isoherranen e
Soback, 1999). Nao obstante, o uso de cromatografia de par iénico para a separagao
de AG requer de grandes cuidados no ajuste do pH da fase movel, pelo qual é

recomendado o uso de tampao acetato ou fosfato.

16



Em adicdo, os AG nao possuem croméforos, o que inviabiliza a sua deteccao pelos
métodos cromatograficos de acoplamento com detectores tradicionais como o UV-
VIS (UV-VIS - Ultraviolet-visible spectroscopy). Diversas estratégias analiticas tém
sido reportadas para a separacao e determinacao de AG em medicamentos, usando
a cromatografia liquida associada a diversos detectores.

Assim sendo, métodos empregando detectores universais, tais como o detector de
indice de refragao, foram empregados, para fins preparativos, para a separagao de
tobramicina, kanamicina, amicacina, sisomicina, estreptomicina, neomicina e
gentamicina (Samain et al., 1987). No entanto, devido a elevada sensibilidade do
detector a mudancas na composicao da fase mével e na temperatura, este método
de deteccdo nao é adequado para a quantificacdo dos ativos em medicamentos
veterinarios na rotina.

O detector universal por espalhamento de luz evaporativo (ELSD- Evaporative Light
Scattering Detector) foi proposto por diversos investigadores para a determinacao de
STRE e DHS (Douville et al., 2006; Galanakis et al., 2006; Sarri et al., 2006), uma
vez que permite a quantificacdo sem derivatizagdo. Os maiores problemas no uso
deste detector sdo que este requer o emprego de uma fase movel volatil. Em geral,
esse detector ndo apresenta um comportamento linear numa ampla faixa de
trabalho. Contudo, foram relatados aplicagées na faixa de 4-50 mg L™, sendo a
resposta uma relagdo exponencial entre a drea do pico e a massa do analito. O
método foi aplicado para a determinagdo de amicacina (formulagéo injetavel) e de
tobramicina (gotas oftalmicas e unguentos) em formulagées farmacéuticas, sem
apresentar efeito matriz e com porcentagens de recuperacdo de 95,6 a 103,8%
(Galanakis et al., 2006) e de 99-103% (Megoulas e Koupparis, 2005),

respectivamente e uma precisao intra-ensaio menor do que 2,2%.

Do mesmo modo, a deteccao direita dos AG usando UV a baixos comprimentos de
onda é possivel para alguns aminoglicosideos, porém, a seletividade destes métodos
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nem sempre é adequada (Adams et al., 2000; Adams et al., 1999; Pyun et al., 2008).
Entretanto, a fim de melhorar a detectabilidade e seletividade dos métodos de
deteccao, tem sido descritos procedimentos de derivatizacdo pdés-coluna com
ortoftaldeido (OPA) a uma temperatura de 70 °C, para posterior detec¢ao do produto
formado por fluorescéncia ou UV. No entanto, para essas reacdes de derivatizacao
faz-se necessario o controle rigoroso da temperatura da reacdao de derivatizagao,
uma vez que pode ocorrer a decomposicao do derivado (Vinas et al., 2007). Outro
reagente empregado para formacao de derivado fluorescente € o 6-aminoquinolil-N-
hidroxisuccinimidil-carbamato. No entanto, os valores de precisdo deste
procedimento em termos de repetitividade (precisao intra-ensaio, RSD 10,8%) e
precisao intermediaria (precisdo inter-ensaio, RSD 10,6%) ndo foram satisfatorios
(Hosokawa et al., 2008). Em adigao, estes métodos de derivatizagdo sdo muito
tediosos, consomem muito tempo e néo estdo isentos de apresentar formacao de
subprodutos da reagcdo, ou reacbes incompletas que podem levar a erros na

quantificagéo.

Varios métodos de cromatografia liquida combinados com espectrometria de massa
(MS- Mass Spectrometry) tém sido reportados como técnica para a determinacao de
AG (Li et al., 2008; Pendela et al., 2009; Wang et al., 2006). Contudo, apesar do
detector ser altamente seletivo e permitir a confirmagéo de identidade € uma técnica
que requer um investimento relativamente alto, o qual ndo € possivel para muitos
laboratorios que realizam analises de rotina. Além disso, o uso de sais volateis na
fase mével é imprescindivel, e dependendo da fase estacionéaria, reagentes de par
ibnico e tampao para controle de pH se fazem necessarios. Ndo obstante, uma vez
que os AG séo termolabeis é recomendada a ionizacédo a pressao atmosférica (API-
Atmospheric Pressure lonization) (Guo et al., 2006) ou ionizagdo quimica a pressao
atmosférica (APCI- Atmospheric-Pressure Chemical lonization) (Grahek e Zupandcic-
Kralj, 2009).
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Recentemente, foi considerada a determinacdo de AG com detector corona de
aerossol carregado (CAD- Charged Aerosol Detectors) (Almeling et al, 2012,
Holzgrabe et al, 2011; Joseph e Rustum, 2010; Stypulkowska et al., 2013).
Entretanto, quando é empregada a cromatografia em fase reversa também acoplada
ao detector CAD, se necessita usar de reagentes par idnico de alto custo;
adicionalmente, a faixa linear do detector é bastante estreita e a resposta € uma
funcdo quadratica em funcdo da concentracdo. Ainda, a resposta do CAD é
dependente do teor de modificador organico sendo que sua resposta varia em funcao
do gradiente da fase mével, o que limita a sua aplicagao.

Alternativa bastante atraente para contornar a falta de cromoéforo nos AG é a
deteccao eletroquimica, usando a técnica de amperometria pulsada (PAD- Pulsed
Amperometric Detection) (Polta et al., 1985). Com este sistema de deteccao, Polta e
colaboradores conseguiram medir a corrente de oxidagdo da tobramicina com a
aplicacao de um potencial triplo sob o eletrodo de trabalho de prata, usando um
potencial de determinacao de 0,5 V vs o eletrodo saturado de calomelano. Porém,
dado que o sinal de oxidacado dos AG se sobrepde com o inicio do sinal da formacao
do 6xido de prata (aprox. 0,0 V vs electrodo saturado de calomelano, SCE), alguns
autores recomendam o uso de ouro como eletrodo de trabalho em vez da prata. O
eletrodo de ouro foi empregado por Statler (Statler, 1990) para a deteccado da
tobramicina em medicamentos. Para tanto, foi empregada uma coluna de separacao
de troca anibnica, a qual tem sido comumente usada para determinacdo de
carboidratos, e hidroxido de sédio como fase mével, uma vez que os AG sao
aniénicos neste meio. Entretanto, para aumentar a detectabilidade do método foi
preciso a adicdo pés-coluna de solucdo de hidréxido de sédio (0,25 mol L) a fim de
elevar o pH e a forga iGnica aos niveis necessarios para a deteccao.

A partir destes primeiros estudos, outros meéetodos foram desenvolvidos usando a
cromatografia de par ibnico acoplada a deteccdo amperométrica para os AG
neomicina (Adams et al., 1996), kanamicina (Adams et al., 1997), netilmicina (Adams
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et al., 1998) e tobramicina (Szunyog et al., 2000), incluindo recentes estudos
efetuados com sucesso, para a determinacdo simultdnea de quatro
aminoglicosideos: vertilmicina, micronomicia, etimicina e sisomicina (Wang et al.,
2007). Nestas publicagdes, foi relatada a aplicacao de pulsos em trés potenciais: E1=
0,05V, E»= 0,75, E3=-0,15V, com uma duracéo de pulso de t1:0-0,40 s, t»: 0,41-0,60
s, e t3: 0,61-1,00 s e com um tempo de integracédo de 0,2 s. Além disso, em cada um
destes trabalhos foram avaliadas diversas colunas cromatograficas: de fase reversa
poliméricas e a base de silica, e foi otimizada a composicao da fase mével (reagente
de par-ibnico, solvente organico e pH). As selecdes dos reagentes e das condicoes
analiticas sao fundamentais para diminuir o efeito de passivacdo da superficie do
eletrodo. Embora, a sequéncia de potenciais, teoricamente, deveria manter ativa a
superficie do eletrodo, os autores verificaram que seria necessario polir a superficie
do eletrodo de ouro apds 40 analises para manter a repetitividade das medicoes
(Adams et al., 1997). Nao obstante, os autores concluiram que na prética este modo
de deteccdo requer o controle preciso dos potenciais aplicados, uma vez que
variagdes destes podem levar a falta de repetibilidade dos resultados.

Adams e colaboradores nao tiveram sucesso no uso da deteccao eletroquimica para
analise de amostras de medicamentos contendo STRE e DHS (Adams et al., 2000;
Adams et al., 1999). Eles tentaram reproduzir as condigées otimizadas (parametros
de separacao e detecgao) para os outros AG previamente avaliados, entretanto eles
obtiveram uma baixa eficiéncia e simetria do pico ndo adequada. Os autores
tentaram contornar esses problemas com o uso de gradiente na fase mével e adigao
de modificadores organicos. No entanto, esta modificacdo acarretou na perda de
repetitividade na resposta do detector, provavelmente devido a adsorcdo do
modificador orgénico na superficie do eletrodo. Em decorréncia destes resultados, os
autores recomendam para a determinacdo de STRE e DHS em formulagdes
farmacéuticas a cromatografia de par i6nico com deteccdo UV a baixos

comprimentos de onda, em vez do detector amperomeétrico.
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Uma vez que os resultados apresentados por Adams e colaboradores ndo foram
promissores, pode se concluir que se faz necessario uma reavaliacdo dos
parametros de deteccdo, no caso especifico destes dois analitos (STRE e DHS).
Uma nova abordagem foi publicada por Long e colaboradores (Long et al., 2005)
onde foram fixados valores de potencial de E1= -0,1 V, E»>=-0,75V e E3=0,15 V, com
uma duracao de pulso de ti: 0,05s, to: 0,005 s e t3: 0,005 s, e um tempo de
integracdo de 0,02 s. A diferenga neste trabalho em relagdo ao de Adams e
colaboradores foi em relacdo a limpeza da superficie eletrédica que foi realizada
mediante aplicacdo de um potencial negativo em vez do positivo. Os autores

reportam uma repetibilidade para 30 medidas sucessivas para a STRE de 5,8%.

Hanko e Rohrer inovaram com a aplicacdo do pulso de quatro potenciais para a
determinacdo de STRE e DHS (Hanko e Rohrer, 2007), baseados em métodos
anteriormente descritos para a determinacdo de neomicina e gentamicina (Cai e
Mou, 2005; Ding et al., 2004). Nesta nova forma de pulso, é aplicado um potencial
negativo (-2,0 V) de limpeza da superficie do eletrodo. Os resultados apresentados
pelos autores mostram que o método atinge os parametros minimos de desempenho
do método cromatografico: assimetria do pico para STRE de 1,25, eficiéncia de 2216
(numero de pratos) e preciséo intra-ensaio e preciséo inter-ensaio de 1,92% e 8,34%

(estimativa do desvio padrao relativo), respectivamente.

1.3.2. METODOS DE DETECAO ELETROQUIMICA PARA
DETERMINACAO DE AMINOGLICOSIDEOS

1.3.2.1. Mecanismo da oxidacao de aminoglicosideos nos eletrodos
de metais nobres

A deteccao eletroquimica acoplada a cromatografia liquida é uma técnica eficaz para
a determinacédo de compostos que contém grupos eletroativos. A célula de detecgao
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amperométrica é tipicamente composta por um eletrodo anddico sélido (ouro, prata,
carbono vitreo ou diamante), um eletrodo de referéncia e um eletrodo auxiliar. Nos
casos onde um potencial constante é aplicado a técnica de deteccao denomina-se
amperometria DC (DC-direct current). Neste modo de detecgdo, numerosos
compostos aromaticos (fendis, aminofendis, catecolaminas e outras aminas
metabdlicas) podem ser detectados facilmente por reagdes anddicas, uma vez que a
barreira de ativacdo da reacado eletroquimica é relativamente baixa, devido a
presenca de elétrons ressonantes nestes compostos aromaticos que permitem a
estabilizacdo dos produtos intermediarios do processo de oxidagdo. Em
consequéncia, na deteccao por amperometria DC, o eletrodo anddico usado pode
ser inerte e capaz de aceitar ou doar elétrons para o analito de interesse (LaCourse e
Dasenbrock, 1998).

No entanto, os carboidratos e AG nao exibem resposta sob eletrodos de carbono
vitreo, uma vez que a auséncia de elétrons - ressonantes nestes compostos faz
com que as taxas de oxidacdo sejam muito baixas, embora as reacdes possam ser
termodinamicamente favorecidas. Considerando que o mecanismo de estabilizacao
eletrénica inerente ndo existe para os compostos alifaticos polares, a estabilizacao
dos radicais livres intermediérios s6 pode ser conseguida através da adsorgéo destes
compostos na superficie dos eletrodos de metais que tém orbitais d livres, tais como
prata ou ouro. Neste caso, a superficie do eletrodo tem participagdo direta no
mecanismo de oxidacdo, beneficiando os processos faradaicos. De modo geral,
esses processos sao eletrocataliticos. Infelizmente, uma das consequéncias
indesejaveis do processo de adsor¢édo é o envenenamento do eletrodo pelo acumulo
dos produtos de reagdo, resultando na perda gradual da resposta do eletrodo
(LaCourse e Dasenbrock, 1998).

A atividade catalitica dos eletrodos de prata e ouro na oxidacao de carboidratos e AG
ja foi estudada por diversos autores (Pasta et al. 2010). Foi constatado que o efeito
catalitico do eletrodo de ouro, frente a oxidagdo da glicose, somente é conseguido
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em meio alcalino. Esse fato somente pode ser explicado pela formacao de uma
camada de hidréxido de ouro (AuOH) em meio fortemente basico, por quimiosorcao
dos ions hidroxidos na superficie do eletrodo. Adicionalmente, esta camada também
pode ser formada por adsorcao de radicais hidroxilas produzidos por reducédo da
agua, na faixa de -0,5 a +0,1 V vs. SCE (Vassilyev et al. 1985). Os autores
consideram que os hidroxilas radicais (OH’) sdo adsorvidas em sitios de alta
coordenacao na superficie do metal, isto é, nos defeitos ou deslocamentos de sua
superficie (Johnson e Lacourse, 1995). Além disso, tem sido estabelecido uma
grande dependéncia entre a taxa de formagao do catalisador AuOH e o fluxo de OH

transportado para a superficie do eletrodo.

De modo geral, segundo Johnson e Larew (Larew e Johnson, 1989) as etapas
envolvidas no mecanismo de oxidacao de carboidratos e AG em solucgdes alcalinas
no eletrodo de ouro sédo as apresentados na Figura 10. O modelo foi delineado para
a molécula de glicose. E postulado que em meio basico os sitios cataliticos (espécies
radicais OH adsorvidas na superficie do eletrodo) estao suficientemente perto um do
outro para interagir mediante ligacdes de hidrogénio com os grupos hidroxilas e o
aldeido presentes na estrutura de carboidrato, sendo que o nimero de sitios deve
ser maior do que o numero de moléculas de analito perto da superficie, para permitir

que a molécula interaja com mais de um sitio catalitico.
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Figura 10. Mecanismo de oxidacao da glicose no eletrodo de ouro em meio alcalino
(adaptado de Larew e Johnson, 1989).

Como mostrado na Figura 10, a etapa 1 do mecanismo de oxidagao da glicose no
eletrodo de ouro, proposto pelos autores, representa a formacao do AuOH, que
acontece a potenciais aprox. -0,75 V. A etapa 2 consiste na adsorcdo e concomitante
emparelhamento da conformacgéao enediol da glicose com quatro sitios AUOH. De fato
todas as conformagdes estao envolvidas no processo, mas com base nos relatos da
literatura, o enediol parece ser um intermediario primario envolvido no mecanismo, o
qual é adsorvido preferencialmente nos sitios cataliticos do AuOH a potenciais aprox.
-0,75 V. A etapa 3 envolve a desidrogenacao e formacédo do radical de glicose,
juntamente com a divisdo da ligacdo entre atomos de carbono. Sem duvida todos
estes processos ndo ocorrem simultaneamente, no entanto séo ilustrados como uma
Unica etapa apenas para facilitar o entendimento, destacando que nesta etapa do
processo de oxidacdo os ions OH™ sdo requeridos para neutralizar os prétons
gerados durante a desidrogenacao. As etapas 4 a 6 envolvem a transferéncia de
elétrons a partir dos radicais até os sitios descobertos na superficie do metal (Au),
concomitantemente com a transferéncia dos oxigénios da superficie para o hidrato
de carbono adsorvido e a regeneracdo as espécies AuOH (Makovos e Liu, 1986;
Nikolaeva et al., 1983; Pasta et al., 2010; Vassilyev et al., 1985).
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1.3.2.2. Deteccao amperomeétrica pulsada

Mesmo para os pares redox reversiveis a amperometria DC muitas vezes requer a
limpeza mecanica da superficie eletrédica para remocao de compostos adsorvidos, 0
que requer necessariamente a desmontagem da célula de deteccéo. Para evitar isso,
muitas vezes sdo combinados processos quimicos e/ou eletroquimicos de limpeza
"on-line", a fim de manter a repetibilidade na resposta dos eletrodos. Com esta
finalidade, foi desenvolvida a técnica de deteccdo amperométrica pulsada PAD
(Hughes et al., 1981).

O processo PAD é baseado na dissolucdo das camadas de éxidos das superficies
eletrodicas de metais nobres como prata e ouro, pela aplicagdo alternada de
potenciais positivos e negativos. As superficies livres de 6xido tém afinidade de
adsorver compostos organicos (Suresh e William, 2002).

Tradicionalmente, a escolha dos valores dos potenciais a serem aplicados na PAD
tem sido baseada na resposta da voltametria ciclica (CV- Cyclic Voltammetry). No
entanto, a CV nao proporciona informagdes de parametros tais como tempo de
aplicagédo dos potenciais, de maneira que estes sao determinados, geralmente, a
partir dos cromatogramas (areas ou altura dos picos) no sistema de HPLC-PAD.

1.3.2.2.1. Potencial de onda triplo na deteccao amperométrica

O potencial de onda triplo (Figura 11) consiste na aplicacdo de um potencial E4 que
permite a oxidag&o eletrocatalitica do analito. Neste potencial é integrada a corrente
faradaica durante um periodo de tempo (tqet). NO entanto, uma vez que durante esse
processo catalitico podem ser acumulados residuos na superficie do eletrodo, é
necessaria a aplicagdo um potencial mais positivo E, do que o primeiro para
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promover a dessorcao oxidativa dos compostos da superficie do eletrodo, mediante
formacdo de uma camada de éxido do metal (i.e., AuO e PtO). As evidencias
segundo os autores indicam que a taxa de limpeza oxidativa da superficie pode ser
acelerada, mediante aplicacdo de potenciais tao altos que permitem a evolucédo de
oxigénio. No entanto, de modo geral o potencial empregado € em torno de +0,75 V.
Neste potencial é evitada a formacao de bolhas resultantes da oxidagdo da agua, as
quais podem aderir a superficie do eletrodo e interferir no transporte de massa do
analito para o eletrodo. Finalmente, o éxido do metal formado na superficie por
aplicacdo do potencial E> (AuO) é considerado inerte, e deve ser catodicamente
dissolvido, por uma aplicacdo de um potencial negativo E; em torno de -0,3 V
(Suresh e William, 2002). A remocado do Oxido previamente formado permite a
reativacao do eletrodo e a pré-adsorcao do analito para o ciclo seguinte.

Cabe destacar que se ainda tiver 6xido (AuO) na superficie do eletrodo, ao aplicar o
potencial Ei, este vai provocar uma contribuicdo significativa para a resposta
residual, e esta resposta é sensivel a variacoes de temperatura e pH. Assim, em
HPLC-PAD os resultados obtidos em condi¢cdes de reducao incompleta do 6xido,
levam a sinais de linha de base instaveis. Outra consequéncia da remocéao
incompleta do 6xido é uma diminui¢do do sinal analitico, uma vez que a superficie do
eletrodo ndo € totalmente utilizada no processo de detec¢ao (Johnson e Lacourse,
1995; LaCourse e Johnson, 1993).
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Figura 11. Forma do pulso de trés potenciais para a deteccao amperométrica de AG
e carboidrato.

1.3.2.2.2. Deteccao amperomeétrica por aplicacao do pulso de quatro
potenciais

Uma grande desvantagem da abordagem do potencial de onda triplo na deteccéao
amperométrica € o fato que esta requer valores de potencial de limpeza oxidativa
relativamente altos por um longo periodo de tempo, 0 que implica em uma excessiva
formagédo de 6xido de ouro na superficie, causando uma dissolugéo do préprio ouro
do eletrodo. Em consequéncia, ocorre uma diminuicdo na detectabilidade e na
repetibilidade dos resultados (Rocklin et al., 1998).

Contudo, para evitar a dissolugdo de ouro, alguns autores propdem uma outra forma
de aplicacdo de potencial (Jensen e Johnson, 1997), na qual os produtos da
oxidacao adsorvidos na superficie podem ser removidos do eletrodo por aplicacéo de
potenciais negativos em vez de potenciais positivos. Assim, baseados nestas
afirmacdes Rocklin e colaboradores (Rocklin et al., 1998) sugerem um pulso de
quatro potenciais para a deteccao de carboidratos (Figura 12), que permite manter
uma resposta constante, minimizando a dissolucao do eletrodo e melhorando, assim,

a repetibilidade do sinal.
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Figura 12. Forma do pulso de quatro potenciais para a deteccdo amperométrica de
AG e carboidratos.

Cada um dos quatro potenciais mostrados na Figura 12 desempenha uma funcao
diferente. O primeiro potencial (E1) é o potencial de deteccdo na qual a corrente de
oxidacao dos analitos é integrada. O potencial de limpeza (E.), que consiste na
aplicacao de altos potenciais redutivos; nesta condicdo podem ser deslocadas as
moléculas adsorvidas na superficie pela producao de hidrogénio proveniente da
reducdo da agua. Em geral, os autores recomendam um potencial de -2,0 V para
realizar a limpeza eficaz, sem gerar ruido excessivo do sinal. Em seguida, €
necessaria a aplicagdo de um terceiro potencial Ez= 0,6 V, denominado de potencial
de ativacao, cujo propdsito é criar sitios cataliticos no eletrodo de ouro, isto é, sitios
com atomos de baixa coordenacao (Burke et al., 2002; Burke et al., 1994). Assume-
se que estes sitios cataliticos sao criados através da formacgéo e redugéo de 6xido na
superficie. Estudos evidenciariam que a omissdo deste passo de ativagéo, leva a
uma diminuicédo rapida da resposta do detector. Uma possivel explicacdo para isto é
a eliminacdo de sitios ativos durante a reducdo exaustiva da superficie do ouro por
meio de um mecanismo do tipo de reconstrugdo. Finalmente, se faz necessario a
aplicacdo de um potencial de reducao (Es4), geralmente em torno de -0,1 V para
reduzir o éxido formado previamente. Este valor de potencial escolhido consegue
reduzir o 6xido sem reduzir o oxigénio dissolvido, 0 que melhora a estabilidade da
linha de base. (Cai e Mou, 2005; Ding et al., 2004).
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1.3.2.2.3. Deteccao amperomeétrica por aplicacao do pulso de seis
potenciais

Recentemente, Clarke e colaboradores (Clarke et al., 1999) apresentaram uma forma
de pulso de seis potenciais para a deteccdo amperométrica de aminoacidos e amino
acucares. Sendo que, ao contrario do pulso de quarto potenciais, neste caso o
potencial durante o qual é integrada a corrente faradaica, que é correspondente a
oxidacao do analito, ndo é mantido constante, mas sim varrido entre um potencial
E>=-0,05 V e um valor de Es= 0,28 V de potencial (Figura 13). Esta modificacao traz
beneficios uma vez que os grupos aminos e o ouro sofrem oxidagao simultanea a
altos valores de potencial. Entretanto, o 6xido de ouro formado durante o potencial
maior (Es= 0,28 V) é reduzido durante o potencial mais baixo (E4+= -0,05 V) e, uma
vez que a oxidacdo do ouro é reversivel e a oxidagdo dos grupos aminos é
irreversivel, a contribuicado para o sinal a partir da oxidacdo de ouro € largamente
anulada.
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Figura 13. Forma do pulso de seis potenciais para a detec¢cdo amperométrica de AG.

O potencial E4 € aplicado a fim de adsorver os aminoacidos na superficie, sendo que

este potencial é usualmente negativo (E4). No entanto, uma vez que a sensibilidade
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para 0os aminodcidos n&o adsorvidos ndo é aumentada, o resultado pode ser uma
divergéncia de fatores de resposta, pois tem sido observado que a intensificacdo da
adsorcado usualmente causa uma diminuicdo da faixa linear para os aminoacidos
mais basicos. Os passos de limpeza (Es) e ativacdo (Es) sdo os mesmos aplicados

com um pulso de quatro potenciais.

1.4. METODOS FARMACOPEICOS PARA A DETERMINACAO DE
AMINOGLICOSIDEOS EM MEDICAMENTOS DE USO VETERINARIO

As Farmacopeias sao os cédigos oficiais farmacéuticos de cada pais, onde estao
definidos os paradmetros minimos necessarios para o controle da qualidade dos
insumos utilizados na fabricacdo de todas as formas farmacéuticas, até a
embalagem final. Essas especificacoes regulam as relagcbes com o comércio exterior
(importacdo e exportacdo), servindo, ainda, como parametro para as acdes da

vigilancia sanitaria, como o registro e a andlise fiscal.

Embora, os paises ndo sao obrigados a elaborar farmacopeias e podem adotar de
outros paises, o Brasil conta com uma farmacopeia nacional (Farmacopeia

Brasileira) a qual reflete 0 avango da ciéncia e da tecnologia do pais.

Cabe destacar que a Farmacopeia Brasileira na sua 5% edicdo (Farmacopeia
Brasileira, 2010) propbée em geral métodos de espectrofotometria no ultravioleta-
visivel e ensaios microbiologicos para a determinacdo dos antimicrobianos AG.
Porém, esta ainda carece de monografias especificas para a determinacdo de AG
em formulagbes farmacéuticas e, principalmente, ndo contempla formulagdes de uso
veterindrio. Nesta farmacopeia existe apenas uma monografia que contempla o
doseamento do sulfato de estreptomicina em solugéo injetavel e em p6 estéril para
ser reconstituido em agua para injecao, indicando os limites de aceitacdo de no
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minimo 90,0% e no maximo 115,0% da quantidade declarada no rétulo do
medicamento. A Farmacopeia Britanica (British Farmacopeia, 2011) tem uma seccgéo
exclusiva para formulacdes veterinarias e propde métodos de cromatografia liquida
de alta eficiéncia acoplada a deteccdo espectrofotométrica a 205 nm, para a
determinacdo destes compostos. As farmacopeias Japonesa (Japanese
Pharmacopoeia, 2011) e Europeia (European Pharmacopoeia, 2012) propéem
ensaios de identificacdo usando cromatografia em camada delgada e quantificacao

dos ativos mediante ensaios microbiol6gicos.

Em contrapartida, o método estabelecido pela Farmacopeia Americana (USP, 2010)
recomenda o uso de cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a deteccao
amperométrica pulsada (HPLC-PAD- High-performance liquid chromatography -
Pulsed Amperometric Detection ) para a quantificacdo de STRE. O método descrito
consiste no uso de uma coluna de separacao cromatografica de troca anidnica, uma
fase moével de NaOH 0,07 mol L™ e especifica um pulso de deteccdo amperométrico
de quatro potenciais (E1= 0,1 t1= 400 ms, E>= -0,2 to= 20 ms, E3= 0,6 t3= 10 ms, E4= -
0,1 t4= 60 ms). No entanto, para a DHS ainda propéem o uso de ensaios
microbioldégicos para antibiéticos como meétodo para determinagdo de
aminoglicosideos em formulacdes farmacéuticas. Os parametros de conformidade
estabelecidos pela Farmacopeia Americana (USP, 2010) para a determinagédo de
STRE com seus respectivos critérios de aceitagdo sao: resolugdo superior a 2,5,
numero de pratos superior a 1000 e fator de assimetria inferior a 2.

1.5. VALIDACAO DE METODOS ANALITICOS

O objetivo da validacdo € de garantir a qualidade metroldgica dos resultados
analiticos, conferindo-lhes rastreabilidade, comparabilidade e confiabilidade para a
tomada de decisoes.
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A maioria dos 6rgaos reguladores do Brasil e de outros paises exige a validacao de
métodos analiticos e, para isso, tem estabelecido documentos oficiais que sao
diretrizes a serem adotadas no processo de validacdo. Um processo de validacao
bem definido e documentado oferece as agéncias reguladoras evidéncias objetivas
de que os métodos e os sistemas sao adequados para o0 uso desejado.

Em geral, os parametros para validagdo de métodos tém sido definidos em diferentes
grupos de trabalho de organizagdes nacionais ou internacionais. No entanto, de
modo geral, os protocolos ndo sdo harmonizados. Citando o Brasil, os dois 6rgaos
que regulamentam a validacdo de métodos analiticos para determinacdo de
farmacos sdo a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) e o Instituto
Nacional de Metrologia, Normalizagdo e Qualidade Instrumental (INMETRO). Com
isso, e apesar da existéncia dos guias de validagdo da ANVISA e do INMETRO,
recentemente o Ministério da Agricultura, Pecuéaria e Abastecimento (MAPA, 2011)
publicou um Guia de Validacao e Controle da Qualidade Analitica para Farmacos em
Produtos para Alimentacdo Animal e Medicamentos Veterinarios. Este guia sera
seguido neste trabalho, a fim de avaliar se 0 método desenvolvido atinge todos os
parametros de qualidade estabelecidos pelo mesmo.

1.5.1. Parametros analiticos para validacao de meétodos, proposto
no guia do MAPA

A validagédo do método proposto neste trabalho foi realizada baseada no “Guia de
Validacdo e Controle de Qualidade Analitica de Medicamentos Veterinarios e
Farmacos em Produtos para Alimentagao Animal” do MAPA publicado na portaria N°
577 MAPA em 2011 (MAPA, 2012). Este guia de validacdo além de sua funcao
orientativa, estabelece os requisitos analiticos minimos que devem ser observados
na validagdo e na rotina analitica dos laboratérios que integram ou desejam integrar

a rede brasileira de laboratérios agropecuarios, na é&rea de medicamentos
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veterindrios e produtos afins. Entretanto, quando sdo usados procedimentos
normalizados como os farmacopéicos e outros oficializados pelo MAPA |, o guia
recomenda fazer s6 uma verificacdo de desempenho que consiste basicamente em
uma avaliacdo dos critérios de veracidade/ recuperagao e precisdo, desde que nao
seja feita nenhuma alteracdo nos procedimentos, especificacées e técnica analitica
descritas na norma. Mas, no caso do desenvolvimento de um novo método € preciso
uma completa avaliacdo dos indicadores do escopo e do desempenho tais como:
seletividade, faixa linear, linearidade, sensibilidade, precisdo (inter- e intra- ensaio),
exatidao e robustez. Esclarecendo que, no presente trabalho a finalidade do método
€ ser um teste quantitativo para a determinacdo do principio ativo em produtos
farmacéuticos ou matérias-primas este ndo requer a determinacdo do limite de
deteccao nem o de quantificagéo.

1.5.1.1. Seletividade

A seletividade é a capacidade do método em descriminar o analito entre outros
compostos que podem estar presentes no medicamento. Segundo o guia de
validagéo isto pode ser avaliado pela comparacdao dos resultados obtidos de
amostras (farmaco ou medicamento) contaminadas com quantidades apropriadas de
impurezas ou excipientes e amostras ndo contaminadas, para demonstrar que o

resultado do teste ndo é afetado por esses materiais.

1.5.1.2. Efeito matriz

O Guia de Validacdo do MAPA (MAPA, 2012) articula que o efeito matriz é um
estudo de seletividade que objetiva averiguar possiveis interferéncias causadas
pelas substancias que compdéem a matriz amostral, as quais podem causar

diminuicdo ou ampliagdo do sinal analitico.
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Este guia recomenda para a avaliagcdo deste parametro o uso do extrato da matriz
branca. No caso da indisponibilidade de amostras brancas para a obtencao do
extrato da matriz branca, o Guia recomenda o emprego do método adicao de padrao.
Para avaliar o efeito deve ser realizada uma comparacgao estatistica da concentracao
do analito obtido mediante uma curva no solvente com o obtido em uma curva adi¢cao
de padrao no medicamento. O teste F, de homogeneidade de variancias, deve ser
aplicado para verificar se as variancias das amostras podem ser consideradas
estatisticamente iguais. Sendo as varidancias das amostras estatisticamente
equivalentes, os desvios-padrdo desses dois grupos de analise podem ser
agrupados e a igualdade das médias dos dois conjuntos de amostras devera ser
testada com a distribuicdo t de Student. Dessa forma, para aceitacdo da nao
existéncia de efeito matriz as médias dos dois conjuntos de amostras analisadas
deverao ser estatisticamente iguais.

1.5.1.3. Curva analitica, linearidade e sensibilidade

Segundo o Guia do MAPA (MAPA, 2012), a linearidade é a capacidade do método
de demonstrar que o0s resultados obtidos sdo diretamente proporcionais a
concentragdo do analito na amostra, dentro da faixa linear da curva analitica. Este
guia ndo recomenda um intervalo para a faixa linear, apenas recomenda que a
concentragao esperada (teor do principio ativo no medicamento) para a amostra de
ensaio deve se situar em torno do centro da curva analitica. No entanto, o Guia
indica que a curva analitica seja composta de no minimo, cinco niveis de
concentragdes, e que cada nivel de concentragdo deve ter sua solugdo preparada

independentemente no minimo por trés vezes.

Em adicdo o Guia de Validagdo do MAPA faz referéncia a um tratamento estatistico
detalhado e rigoroso para avaliacdo da linearidade do método. Inicialmente os
outliers devem ser avaliados pelo teste residual de Jacknife (Je). Este teste usa uma
estimativa do desvio padrdo de pontos independentes. Assim, 0s residuos sao
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facilmente calculados para cada ponto sem ter que adequar n regressdes separadas,
excluindo cada um dos pontos. Os residuos de Jacknife sdo distribuidos como a
distribuicao t. Valor de J¢ maior do que o valor f critico € considerado outlier. Para
cada dado eliminado, o método dos minimos quadrados ordinarios (MMQO) devera
ser realizado novamente (de Souza e Junqueira, 2005).

Ainda, o Guia também exige avaliar se em cada ponto de dados na faixa tem uma
variacao absoluta constante (homocedasticidade). Para isso, o teste de Levene pode
ser utilizado, o qual permite confrontar a hipétese nula de que as variancias dos
residuos da regressao nao diferem entre si (ha homocedasticidade). A hip6tese nula
é rejeitada quando o parametro estatistico f; calculado for maior que o t critico. Uma
vez confirmada a homocedasticidade, pode se estabelecer a equacdo da reta
empregando o método dos MMQO.

A sensibilidade é um parametro que descreve como a resposta varia em funcao da
variacdo da concentracdo do analito. Pode ser expressa pelo coeficiente angular da
reta obtida a partir da regresséo linear da curva analitica.

1.5.1.4. Precisao

Segundo o Guia do MAPA (MAPA, 2011) a precisédo é a estimativa da disperséo de
resultados entre ensaios independentes, repetidos de uma mesma amostra,
amostras semelhantes ou padrées, em condi¢des definidas. Sendo que, pode ser
estimada em trés niveis: repetitividade (preciséo intra-ensaio), precisao intermediaria
(precisao inter-ensaio) e reprodutibilidade. Para a validagdo de métodos em um unico
laboratério, que é o enfoque neste trabalho, apenas os dois primeiros niveis sdo

relevantes para este parametro.
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Conforme o Guia de Validagdo do MAPA (MAPA, 2011) para se determinar a
precisao intra-ensaio devera ser usado o método de adicdo de padrao, caso nao se
disponha de amostras brancas. Assim, a curva de adicao de padrdo devera ter no
minimo cinco niveis de concentracao e ser realizada, em pelo menos, seis réplicas
independentes. A precisdo inter-ensaio deve ser realizada da mesma maneira que a
precisdo intra-ensaio em pelo menos mais duas vezes em dias diferentes. Neste
caso, a precisdo é expressa como a estimativa do desvio padrao relativo (RSD) da
concentracao calculada mediante cada uma das curvas de adi¢cao de padrdo. No
caso de anadlises repetidas de uma amostra em condi¢cdes de reprodutibilidade
intralaboratorial, o RSD da média ndo deve exceder aos valores calculados pela
Equacdo de Horwitz, a qual leva em consideracdo a concentragcdo do analito. Em
condigbes de repetitividade, o RSD deve tipicamente situar-se abaixo de dois tergos
deste valor.

1.5.1.5. Exatidao

O Guia de Validacao do MAPA (MAPA, 2011) retrata exatiddo como
veracidade/recuperagao. A veracidade é definida como a concordancia entre a média
de um numero suficientemente grande de resultados de um ensaio e o valor de
referéncia aceito convencionalmente como verdadeiro. Dessa forma, a determinacao
da veracidade deve ser feita por ensaios de recuperacao, utilizando material de
referéncia certificado. Caso ndo haja esse material, a determinacéo da recuperagao
deve ser feita por intermédio de matriz branca fortificada. No entanto, este Guia n&o
relata outros procedimentos alternativos caso nao haja nem o material de referéncia
certificado e nem a matriz branca. A faixa de aceitacdo da veracidade/recuperagao
varia de acordo com a concentracdo do analito e leva em consideragdo a Equacao
de Horwitz.
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1.5.1.6. Robustez

O estudo da robustez de um procedimento analitico procura avaliar o quao sensivel o
resultado analitico é frente a variacbes nas condicbes experimentais do
procedimento analitico. O teste de robustez deve ser realizado utilizando a
abordagem classica variando um fator de cada vez ou utilizando a abordagem do
planejamento fatorial completo ou fracionario (teste de Youden), a fim que todas as
possiveis variacoes das condicdes experimentais, que podem ocorrer durante a
rotina analitica, devem estar respaldadas pelos estudos de robustez do procedimento
analitico e seus efeitos estimados.

1.5.1.7. Incerteza de Medicao Analitica

A incerteza é a principal caracteristica metrolégica do resultado de uma medicao,
este valor caracteriza a dispersao dos valores atribuidos a um mensurando e pelo
tanto sempre deve ser relatada juntamente com todo resultado de medicao.

A incerteza final do resultado de uma medicdo é obtida da combinacdo das
incertezas de mudltiplas fontes, e € chamada de incerteza padrdo combinada. As
fontes que mais contribuem para a incerteza combinada do resultado analitico sgo:

e As incertezas de amostragem, subamostragem e de preparo de amostras de
analise;

e Aincerteza de reprodutibilidade ou de precisédo intermediéria;

e Alincerteza relacionada com a estimagéo da recuperacéo,

e A incerteza de previsdo da curva de calibracdo do instrumento de medicéo

analitica.
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2. OBJETIVO

O objetivo geral deste trabalho visou o desenvolvimento e validacdo de métodos
analiticos para o controle de qualidade de medicamentos de uso veterinario contendo
estreptomicina e diidroestreptomicina, utilizando a cromatografia liquida de alta
eficiéncia acoplada a deteccao por amperometria pulsada (HPLC-PAD), com eletrodo
de trabalho de ouro.

2.1. OBJETIVOS ESPECIFICOS

> Estudar o comportamento eletroquimico dos aminoglicosideos estreptomicina e
diidroestreptomicina, no eletrodo de ouro, usando para tanto a voltametria ciclica.

» Otimizar os parametros do pulso amperométrico para a detecgéo eletroquimica
dos aminoglicosideos estreptomicina e diidroestreptomicina no eletrodo de ouro.

> Desenvolver e otimizar o método HPLC-PAD para determinacdo dos
aminoglicosideos em medicamentos veterinarios e validar o método conforme o
Guia de Validacdo e Controle de Qualidade Analitica para Medicamentos
Veterinarios e Farmacos em Produtos para Alimentagdo Animal do Ministério da
Agricultura e Pecuaria do Brasil (MAPA, 2011).

» Analisar amostras de medicamentos veterinarios contendo estreptomicina e
diidroestreptomicina, em formulagdes injetaveis, pd para injetavel e unguento,

avaliando se os produtos estdo em conformidade com a legislagéo vigente.
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3. PARTE EXPERIMENTAL

3.1. REAGENTES, SOLVENTES E PADROES

Todos os reagentes utilizados nos experimentos foram de grau de pureza analitica.
Os solventes utilizados foram de grau HPLC e no preparo de solucdes foi utilizada
agua purificada em sistema Milli-Q - 18,2 MQ cm (Millipore, EUA). As solucbes e
solventes foram filtrados em filtros de membrana de 0,45 um, acoplados a filtros de
seringa ou sistema de filtracao (Millipore, EUA), respectivamente.

Os padrées analiticos dos aminoglicosideos foram: sulfato de estreptomicina
poténcia 758 ug mg™” (Sigma-Aldrich, EUA), sulfato de diidroestreptomicina (Sigma-
Aldrich, 98%,) e glicose (Sigma-Aldrich, 99%).

3.2. EQUIPAMENTOS

Para os estudos eletroquimicos (voltametria ciclica) foi utilizado um Potenciostato —
Galvanostato AUTOLAB® PGSTAT 30 (ECO CHEMIE — Holanda) com sistema de 3
eletrodos: eletrodo de trabalho de ouro (2 mm de didmetro); eletrodo de referéncia de
Ag/AgCl, KCI (sat) e eletrodo auxiliar de platina. A aquisicdo dos dados e o
gerenciamento do potenciostato foram realizados por um microcomputador e
mediante programa computacional GPES (Holanda). Para a realizacdo dos
experimentos foi utilizada uma cela de vidro Pyrex®, com capacidade de 10 mL,
equipada com uma tampa em Teflon® contendo orificios para desoxigenacdo da
solucéo com nitrogénio e para o posicionamento dos eletrodos.
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As analises cromatograficas foram realizadas empregando um equipamento modular
871 Advance Bioscan para cromatografia liquida de ions de alta eficiéncia (Metrohm,
Suica), composto por uma bomba 709 IC pump (Metrohm, Suica) de duplo pistao
com tubulacbées de PEEK, com uma valvula de injecédo e alca de amostragem de 20
uL; um detector eletroquimico equipado com uma célula amperométrica do tipo wall
Jet (volume do detector de 0,7 uL) com um eletrodo de trabalho de ouro (8,32 mm de
diametro), um eletrodo do referéncia de tipo sélido (patenteado pela Metrohm) e um
eletrodo auxiliar de aco inox. O detector amperométrico no modo de trabalho pulsado
foi a técnica electroquimica aplicada para efetuar a quantificacdo. A aquisicdo de
dados foi realizada mediante software IC Net (Metrohm, Suiga).

Para a desgaseificacdo da fase movel foi utilizado um banho de ultra-som modelo
USC 700 (UNIQUE THORTON, Brasil).

Os padrbes analiticos e as amostras de medicamentos veterinarios foram pesados
em uma balanca analitica Sartorius modelo CPA 225D (Alemanha), com precisao de
+ 0,01 mg.

3.3. MATERIAIS

3.3.1. Colunas cromatograficas

A coluna empregada neste trabalho foi de troca aniénica CarboPac™ PA1 250 x 4
mm D.l. (Dionex, EUA) e uma coluna de guarda CarboPac™ PA1 50 x 4mm D.I.
(Dionex, EUA), ambas com um substrato 10 um de diametro (2% de poliestireno
entrecruzado com divinilbenzeno) com latex micro-esferas (Microbead™) de 500-nm
(5% reticulado) funcionalizado com um sal quaternario de aménio altamente estavel
no pH de 0-14.
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3.3.2. Amostras

Foram adquiridas no comércio nacional 16 amostras de medicamentos veterinarios,

de 5 diferentes empresas (denominadas de A,B,C, D e E), contendo os principios

ativos STRE e/ ou DHS associados ou nado, entre outros, com a penicilina G

procainica, penicilina G benzatinica, penicilina G so6dica, isonizaida, prednisolona,

e/ou piroxicam. A Tabela 1 apresenta as amostras analisadas e o tipo de formulagao.

Tabela 1. Informacbes basicas sobre as amostras de medicamentos veterinarios

analisados.
~ Principio ativo Empresa Compostos Concentracao
Amostras  Formulagao principal Farmacéutica Associados Nominal,
1-STRE A Benzilpenicilina 270 g kg™
P6 Sollvel Estreptomicina Procalmc_a-F_’otassma, 270 g kg™
> STRE A Isoniazida e g g
Prednisolona.
Benzilpenicilina 538 g kg™
Sédica, Penicilina G
, , .. . Clemizolo, Maleato
3-DHS Pé Solavel  Diidroestreptomicina B de Ergometrina,
Vitamina K3 e
Defilina
4- C Benzilpenicilina 213 g kg™
STRE/DHS - Procainica-Potassica
P6 Soluvel Estreptomicina e e Benzatinica, 213 g kg™
5- Diidroestreptomicina c A ido d
STRE/DHS cetonido de
Triancinolora 1
6-DHS g st D Benzilpenicilina 80glL
In'gtével Diidroestreptomicina Procainica, Piroxicam 80 g L
7-DHS I D e Procaina 9
8-STRE E 7gkg’
9-STRE E 7gkg’
1?§$EE Unguento E Fenoximetilpenicilina- ; g tg1
12-STRE  intramamario  CStreptomicina E Pgtrii?é‘;% e 7 gkg”
13-STRE E 79kg’
14-STRE E 7gkg’
15-STRE E 79kg]
16-STRE E 79kg'

STRE: Estreptomicina; DHS: Diidroestreptomicina.
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3.4. METODOLOGIA

3.4.1. Preparo de solucoes padrao

As solucbes estoque dos antimicrobianos aminoglicosideos e da glicose (padrao
interno) foram preparadas a concentracdo de 1000 pg mL™', separadamente em
agua. As solucdes estoque foram transferidas para frasco ambar e armazenadas sob
refrigeracao (2-8 °C) por um periodo estabelecido de no maximo de 3 meses.

As solucdes de trabalho para a otimizacao do método e para os estudos de validacao
foram preparadas diariamente pela diluicao da solucao estoque dos AG em agua.

3.4.2. Preparo das amostras

As amostras de medicamento veterinario foram preparadas pesando uma quantidade
de amostra equivalente a 10 mg de STRE e/ou DHS em base nas informacdes do
fabricante. Para isso foram pesadas com uma precisdao de +0,01 mg: 37 mg da
amostra 1-STRE e 2-STRE, 18 mg da amostra 3-DHS e 52 mg da amostra 4-
STRE/DHS e 5-STRE/DHS. As amostras foram dissolvidas em 10 mL de 4gua com
auxilio de banho ultra-sénico, por 5 minutos. Essas solugdes foram diluidas a uma
concentragdo final de 10 pg mL™' em &gua, para serem analisadas por adicdo de
padrdo e diluidas a uma concentracdo final de 20 pg mL™" em 4gua, para serem
analisadas por padronizacdo externa. Anterior a analise cromatogréafica todas as
solugdes foram filtradas em filtro de seringa de 0,45 pm.

As amostras de medicamentos veterinarios em suspenséao injetavel (6-DHS e 7-DHS)
foram preparadas pela transferéncia de uma aliquota de 1,0 mL da amostra
(equivalente a 10 mg de STRE em base nas informag¢des do fabricante) para um

baldo volumétrico de 100 mL e completado o volume com agua. A dissolugéo foi

44



assistida por ultra-sébm, por 5 minutos. Essas solu¢des foram diluidas a uma
concentragao final de 20 ug mL™" em agua para serem analisadas por padronizacdo
externa e de 10 pg mL™ para serem analisadas por adicdo de padrao. Anterior a
analise cromatografica, todas as solugbes foram filtradas em filtro de seringa de 0,45

pm.

As amostras de unguento para injecao intramamaria (8-STRE a 16-STRE) foram
preparadas pesando-se 1,0 g de unguento. A amostra foi adicionada 1,0 mL de
acetato de etila e a mistura foi submetida a vortex durante 1 min. Posteriormente, a
mistura foi extraida com trés porcoes sucessivas de 2,5 mL de agua. A separacao da
fase organica e aquosa foi realizada, ap6s a mistura foi agitada em vortex durante 1
min e centrifugado a 1510 g durante 15 min. A fase aquosa foi coletada e levada a
um volume final de 10 mL. As amostras foram diluidas para as analises por
padronizacdo externa e adicdo de padrdo a concentragdes de 20 e 10 pg mL™,
respectivamente. Anterior a andlise cromatografica todas as solucdes foram filtradas

em filtro de seringa de 0,45 pm.

3.4.3. Avaliacao das condicoes para a deteccao eletroquimica dos

aminoglicosideos

Em uma etapa prévia foram usadas diferentes técnicas eletroquimicas (voltametria
ciclica e amperometria pulsada) para estudar o comportamento eletroquimico dos

AG no eletrodo de ouro.

3.4.3.1. Pré-tratamento da superficie do eletrodo de trabalho de ouro

Os eletrodos de ouro foram submetidos a um pré-tratamento mecanico (M, polimento
em uma superficie com alumina), um pré-tratamento quimico (Q, mistura de peréxido

de hidrogénio concentrado e &cido sulfurico 1:5 v/v durante 10 min) e por fim um
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tratamento eletroquimico (E, varreduras sucessivas de potenciais entre 0,0 a 1,5 V vs
Ag/AgCl, KCI (sat), em solugdo 0,5 mol L' de H»SO, aquoso, a 100 mV s até
obtencao de um perfil voltamétrico estavel).

3.4.3.2. Voltametria ciclica

Os voltamogramas ciclicos dos AG foram obtidos num intervalo de potencial de -1,0
a 0,8 V, no eletrdlito suporte de solucdo de hidroxido de sédio 0,1 mol L™,pH 12,7 e
velocidade de varredura 100 mV s™.

As andlises foram feitas no intervalo de concentracdes de 2 a 30 ymol L™ para cada

antimicrobiano AG.

3.4.3.3. Avaliacao dos parametros para a deteccao por
amperometria pulsada associada a cromatografia liquida de alta
eficiéncia

Todas as analises cromatograficas foram realizadas em um equipamento para
cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a uma célula de detecgao
eletroquimica. A fase mével foi uma solucdo de NaOH 0,10 mol L. A vaz&o foi de
0,8 mL min"'. Para os estudos preliminares foi usada uma solugdo de trabalho na
concentragdo de 5,0 ug mL" em 4gua para os analitos STRE e DHS, preparada a
partir da solugéo estoque (1000 ug mL™") por diluicdo de 125 pL da solugdo em 25

mL de agua.
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3.4.3.3.1. Estudos preliminares mediante uma matriz completa de
experimentos para avaliar o sistema de deteccao amperométrica

pulsada.

Dado que os AG passivam rapidamente o eletrodo, as analises foram feitas por
aplicacao de ciclos de trés potenciais na deteccao amperométrica. Inicialmente se
identificaram os fatores controlaveis que possuem efeito sobre a variavel de resposta

(area cromatografica), de modo que foi avaliado o efeito que tem:

e Potencial de determinacao (E1), no qual a corrente de oxidacao eletrocatalitica do
analito vai ser medida. Foram avaliados os valores: -0,2, -0,05, 0,0, 0,1 e 0,2 V.

e Potencial de limpeza oxidativa (E2) que permite uma eficiente remocéo do analito
e seus produtos de reacdo da superficie do eletrodo. Foram estudados os
potenciais de 0,6, 0,8,0,9¢e 1,0 V.

e Potencial de ativacao do eletrodo (E3), o qual deve permitir a pré-adsorcao do
analito na superficie do ouro, além de reduzir o 6xido de ouro, de modo que
existam sitios ativos no eletrodo para a deteccao posterior em E1. Esse potencial
foi estudado nos valores -0,15, -0,2, -0,4, -0,5, -0,6 € -0,8 V.

A matriz completa da combinagdo de todos os fatores foi realizada neste estudo
preliminar, mantendo constantes os tempos nos quais sao aplicados os potenciais t1=
400 ms, 12=200 ms, t3=400 ms e t4=200 ms. Estes estudos preliminares s6 foram
realizados para a deteccdo de STRE.
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3.4.3.3.2. Planejamento experimental 2° + pontos axiais, para a
otimizacao dos potenciais da deteccao amperométrica da

estreptomicina e diidroestreptomicina

Com a finalidade de encontrar o conjunto de potenciais de deteccao que permitem a
determinagdo simultdnea de STRE e DHS foi realizado um planejamento
experimental fatorial completo 2% incluindo 6 pontos axiais para ampliar o modelo
tornando-o quadratico e 3 repeticbes no ponto central. O planejamento permitiu
determinar a significancia das variaveis avaliadas, tomando como resposta a area
cromatografica para cada um dos compostos. Para isso, foram escolhidos os
extremos do dominio experimental para cada variavel como indicado na Tabela 2.

Tabela 2. Variaveis e niveis do planejamento experimental fatorial.

Niveis
Variaveis
Alto Central Baixo
(A) Potencial E1, V -0,1 0,0 0,1
(B) Potencial E», V 1,0 0,9 0,8
(C) Potencial E3, V -0,4 -0,5 -0,6

Ei= Potencial de determinacdo, E»= Potencial de
limpeza oxidativa e Es= Potencial de ativagdo do
eletrodo.

Neste planejamento fatorial, além de realizar as combinagdes dos niveis dos fatores
a investigar que resultam em 8 experimentos, sdo adicionados pontos, chamados
pontos de estrelas. Estes estdo situados a uma distancia a=1,68 (aproximadamente)
abaixo do nivel baixo de um fator e a mesma distancia acima do nivel alto do mesmo
fator, permitindo assim a estimativa da curvatura em relacdo a cada fator. Além
disso, sao incluidos 3 pontos centrais, resultando em um total de 17 experimentos 0s
quais estdo resumidos na Tabela 3. Todos estes experimentos foram feitos no

mesmo dia e, para tanto, foi injetada 20 yL uma solugcédo contendo STRE e DHS na
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concentracdo de 5,0 ug mL™", usando uma fase mével de 0,10 mol L' de NaOH 'a
uma vazao de 0,8 mL min™' (condigdes descritas no item 3.4.3.3).

Tabela 3. Planilha do planejamento experimental fatorial completo.

Exp (A) Potencial (B) Potencial (C) Potencial

Ei, V Eo, V Es, V
1 -0,10 0,80 -0,60
2 -0,10 0,80 -0,40
3 -0,10 1,00 -0,60
4 -0,10 1,00 -0,40
5 0,10 0,80 -0,60
6 0,10 0,80 -0,40
7 0,10 1,00 -0,60
8 0,10 1,00 -0,40
9 -0,17 0,90 -0,50
10 0,17 0,90 -0,50
11 0,00 0,73 -0,50
12 0,00 1,07 -0,50
13 0,00 0,90 -0,67
14 0,00 0,90 -0,33
15 0,00 0,90 -0,50
16 0,00 0,90 -0,50
17 0,00 0,90 -0,50

Ei= Potencial de determinacdo, E»= Potencial de
limpeza oxidativa e Es= Potencial de ativagdo do
eletrodo.

3.4.3.3.3. Estudo do efeito do tempo de aplicacao dos potencias na

deteccao amperomeétrica da estreptomicina e diidroestreptomicina

Foi avaliado o tempo no qual é aplicado cada um dos potenciais na deteccéo
amperométrica. Estes estudos foram realizados para a deteccdo de STRE e DHS.
Os seguintes experimentos foram realizados, mantendo constantes os potenciais
aplicados (E1=-0,15V, E»=0,85V e E3=-0,65 V):
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e Avaliacao do tempo de determinacao t; faixa de 200 a 450 ms (tgetr= 100 ms,
t2= 200 ms e t3= 400 ms).

e Avaliacdo do tempo de integracao tget faixa de 50 a 450 ms (ti= 400 ms,
t2=200 ms e t3= 400 ms).

e Avaliagcao do tempo de limpeza oxidativa t» faixa de 50 a 500 ms (t1= 400 ms,
t4et=200 ms e t3= 400 ms).

¢ Avaliacdo do tempo de ativagao do eletrodo t; faixa de 100 a 500 ms (t1= 400
ms, t4et=200 ms e to= 200 ms).

As condicdes cromatograficas nestes estudos foram as descritas no item 3.4.3.3.

3.4.3.3.4. Avaliacao da repetitividade inter-dia do método de
deteccao

A repetitividade inter-dia do método de deteccao foi avaliada mediante injecdo de
uma mistura de STRE e DHS em concentracdes de 5,0 uyg mL™", 32 vezes durante
trés dias, sem realizar limpeza fisica do eletrodo entre as medi¢des e preparando a
fase mével diariamente. As condi¢ces do detector amperométrico foram: E1= -0,15 V
durante 200 ms (integracao do sinal 200 ms), E>= 0,85 V durante 400 ms e Es=-0,65
V aplicado durante 200 ms. As condi¢cdes de separagao cromatografica foram: fase
mével NaOH 0,10 mol L™, a uma vazao de 0,8 mL min™".
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3.4.4. Desenvolvimento do método cromatografico e parametros de

conformidade do sistema

3.4.4.1. Avaliacao de efeito da forca cromatografica

A forca cromatografica para separacao dos aminoglicosideos STRE e DHS na coluna
de troca anibnica foi otimizada, usando solucdes dos AG na concentracao de 10,0 ug

mL™". Para a separacgdo foram estudadas varias concentragdes de solucdo de NaOH
em agua como fase moével, em modo de eluigdo isocratica, a saber: 0,10, 0,090,
0,080, 0,085, 0,075, 0,070 e 0,060 mol L. As vazdes avaliadas foram de 0,5 a 1,0
mL min™'. As condicdes do detector eletroquimico foram Eq= -0,15 V durante 200 ms
(integracéo do sinal 200 ms), Eo= 0,85 V durante 400 ms e Es. -0,65 V aplicado
durante 200 ms.

A otimizacdo do método para a quantificacdo dos AG visou os parametros de
conformidade do sistema cromatografico (system suitability) estabelecidos pela
Farmacopeia Americana (USP, 2010).

3.4.4.2. Condicoes cromatograficas e do detector amperometrico
pulsado.

A validacdo do método para as analises de medicamentos veterinarios foi feita
mantendo as condi¢cdes do detector constantes nos valores: E1= -0,15 V durante 200
ms (integragédo do sinal 200 ms), E>= 0,85 V durante 400 ms e E3_-0,65 V aplicado
durante 200 ms. As condicbes cromatograficas foram: uma coluna cromatogréfica

CarboPac PA1e fase mével de NaOH 0,070 mol L', a uma vazdo de 0,8 mL min .
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3.4.4.3. Produtos de degradacao térmica de Estreptomicina e
Diidroestreptomicina

A Farmacopeia Americana (USP, 2010) estabelece que o tempo minimo de retencao
ajustado para a impureza majoritaria (proveniente da degradacao térmica da STRE)
deve ser de 0,5 e a resolucao entre a STRE e a impureza deve ser maior que 3.

Para a avaliacao deste parametro, foram preparadas solucées de STRE e DHS nas
concentragdes de 30 ng mL™ e 20 pg mL™ , respectivamente, por diluicdo da solucdo
estoque de 1000 pg mL™" com &gua. As solucdes foram colocadas em banho-maria a
temperatura controlada de 75 °C pelos periodos estabelecidos de 1 hora e 24 horas.
Apds o tempo estabelecido, aliquotas foram analisadas seguindo as condigbes
descritas no item 3.4.4.2. O teste foi realizado apenas em duplicata, uma vez que é

um teste meramente qualitativo.

3.4.5. Validacao do método cromatografico para a quantificacao dos

aminoglicosideos em farmacos de uso veterinario

No presente trabalho, a validagcdo do método proposto foi baseada no “Guia de
Validacdo e Controle de Qualidade Analitica de Medicamentos Veterinarios e
Farmacos em Produtos para Alimentagao Animal” do MAPA publicado na portaria N°
577 MAPA no 2011 (MAPA, 2012). Este guia de validacdo, além de sua fungao
orientativa, estabelece os requisitos analiticos minimos que devem ser observados
na validagéo e na rotina analitica dos laboratérios que integram ou desejam integrar
a Rede Brasileira de Laboratérios Agropecuarios, na area de medicamentos
veterindrios e produtos afins, a fim de garantir a qualidade metroldgica dos
resultados analiticos, conferindo-lhes rastreabilidade, comparabilidade e
confiabilidade para a tomada de decisdes. Os seguintes parametros foram avaliados:
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estabilidade, seletividade, faixa linear, linearidade, sensibilidade, precisao (inter- e

intra- ensaio), exatidao e robustez.

3.4.5.1. Estudo da estabilidade dos aminoglicosideos:
estreptomicina e diidroestreptomicina

As solucdes estoque dos padrdes de STRE e DHS na concentragdo de 100 pg mL
foram preparadas em agua e armazenadas conforme descrigdo na Tabela 4. Dado o
periodo de analise, as solucdes estoque de cada AG foram previamente diluidas em
agua até concentragdes de 20 pg mL™" e analisadas seguindo as condi¢des descritas
no item 3.3.4.2.

Tabela 4. Condicoes de estocagem para o estudo de estabilidade dos AG em
solugao.

Condicao Tipo de frasco Sigla Tempo (semanas)

T Ambiente Frasco Ambar AA 0 1 2 3 4 8 12

T ambiente Frasco Transparente AT 0 1 2 3 4 8 12
4°C Frasco Ambar GA 0 1 2 3 4 8 12
4 °C Frasco Transparente GT 0 1 2 3 4 8 12

3.4.5.2. Estudo da seletividade do método

A seletividade do método foi avaliada mediante estudos de degradacéo dos farmacos
submetendo-os a condicbes de estresse (meio acido, meio basico, meio oxidante e
temperatura).

Solugdes intermediarias de cada farmaco STRE e DHS (100 pg mL") foram

preparadas nos seguintes meios: 0,1 mol L™ &cido cloridrico, 0,1 mol L™ hidréxido de
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sédio, 3% v/v H>0O, e solugdes em agua submetidas a banho-maria na temperatura
de 60 °C (Shabir, 2003).

As solugdes dos AG submetidas as condicdes de estresse foram analisadas ap6s 1
hora e 24 horas do inicio do teste. Para realizar a analise, as solu¢des intermediarias
da STRE e DHS foram diluidas com agua a 20 pg mL" e foram determinadas
seguindo as condi¢des descritas no item 3.4.4.2. Ao mesmo tempo foram analisadas

solucdes padrao recém preparadas.

A degradacao foi avaliada por comparagdo dos cromatogramas dos AG nestas
condicoes de estresse com solucbes padrao recém preparadas. Os ensaios de
degradacao foram realizados em triplicata visto que o guia nao estabelece o nimero
de replicatas necessarias para avaliar este parametro.

Foi também avaliada a seletividade do método com respeito a alguns principios
ativos comumente coexistentes nas formulagdes, tais como penicilina G procainica,
penicilina G benzatinica, penicilina G potasica, prednisolona e piroxicam, por
comparacgao dos cromatogramas obtidos destes compostos a concentracéo de 15 ug

mL™", com os obtidos para STRE e DHS na concentracdo de 20 ug mL™".

3.4.5.3. Avaliacao da linearidade do método

Para definir a faixa linear do método foi construida previamente uma curva analitica
(dindmica) em uma ampla faixa de concentracdo. Para tanto foram preparadas
solucdes contendo STRE e DHS em concentragbes correspondentes a 1,0, 3,0, 5,0,
7,0, 10, 15, 20, 25, 30, 40 e 50 ug mL™'. A cada uma destas solugdes foi adicionado

glicose como padrédo interno na concentragdo de 0,5 pg mL'. As solugdes foram

injetadas nas condicdes cromatograficas previamente descritas no item 3.4.4.2. A

54



partir da curva dindmica, foi selecionado o intervalo de concentracdo para a

aplicacéao do método.

Para avaliar a linearidade do método foi construida uma curva analitica de trabalho
usando cinco niveis (/= 5) de concentracdo dos AG individualmente, e em
sextuplicata de preparo (J= 6), seguindo o intervalo de 50 a 150% em relacdo ao
ponto médio da curva selecionado na concentracdo de 20 pg mL". Assim foram
preparadas para cada curva cinco solucées de 10 mL contendo STRE e DHS em

concentragdes correspondentes a 10, 15, 20, 25, 30 ug mL™'. Cada uma de estas

solucdes foi adicionada de padrao interno de glicose na concentragéo de 0,5 pug mL™.

A equagao da reta da curva analitica foi obtida pelo método dos minimos quadrados
ordinarios. Também foram avaliados os residuos e o coeficiente de regressao linear
(r, linearidade), assim com a possivel presenca de valores extremos pelo teste de
Jacknife. A sensibilidade do método foi obtida pelo coeficiente angular da curva

analitica.

3.4.5.4. Determinacao do efeito matriz de amostras

Para a determinacdo do efeito matriz, foram escolhidas trés formulagbes
farmacéuticas diferentes: medicamento em pé para injetavel (1-STRE e 3-DHS, 4-
STRE/DHS), suspenséo (6-DHS) e unguento para injetavel intramamario (8-STRE).

Os AG foram quantificados mediante adicdo de padrdo e empregando a curva no
solvente. Os resultados foram comparados mediante teste estatistico, considerando

um nivel de confianca de 95%.
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Para o método de adicdo de padrdo as amostras de medicamento foram previamente
preparadas e diluidas a uma concentracdo aproximada de 10 pg mL" conforme
descrito no item 2.5.2. A curva de adigdo de padrao foi realizada em 5 niveis (/= 5)
de concentracdo e em quadruplicatas (J= 4) independentes. A amostra 4-STRE-DHS
foi analisada em sextuplicata (J=6). O Guia de validacao do MAPA recomenda que
cada amostra seja analisada em sextuplicata e no mesmo dia, mas dadas as
condicoes laboratoriais s6 foram feitas as 6 réplicas para uma das amostras (4-
STRE-DHS).

Para o preparo da curva de adicao padrao foram transferidos 100 yL da solucao de
medicamento para cinco balées volumétricos de 10 mL. Para cada nivel de
concentragao, foi adicionado quantidade conhecida do padrdo de STRE e DHS,
resultando em 5 solugdes com concentracdes do padrao de 0; 5; 10; 15 e 20 ug mL”
respectivamente. Cada uma destas solucdes também foi adicionada do padrao

interno de glicose na concentracdo de 0,5 ug mL™.

A curva no solvente foi feita conforme descrito no item 3.4.5.3. A amostra do
medicamento a analisar foi preparada de acordo as condigbes descritas no item

2.5.2 e diluida previamente a uma concentracéo de 20 ug mL™".

As condi¢des cromatograficas empregadas foram aquelas previamente descritas no
item 3.4.4.2.

3.4.5.5. Avaliacao da precisao do método

Para a determinagdo da precisdo intra-ensaio, as amostras de medicamento 1-
STRE, 3-DHS, 4-STRE/DHS, 6-DHS e 8-STRE foram analisadas mediante adi¢cdo de
padréo. A curva de adi¢do de padrao foi realizada pela adi¢cdo de padrdo de STRE e
DHS em 5 niveis de concentracdo (/= 5) e em quadruplicatas independentes de
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andlise (J= 4). A amostra 4-STRE-DHS foi analisada em sextuplicata, tal como
descrito no item 3.4.5.4.

A precisao inter-ensaio foi avaliada de igual forma, sendo que a analise das amostras
foi repetida em mais dois dias diferentes, no mesmo equipamento e pelo mesmo

analista.

3.4.5.6. Avaliacao da exatidao do método

A exatiddo do método foi avaliada mediante ensaios de recuperacdo. Para tanto
foram preparadas solucdes separadas contendo concentragcdes das amostras de
medicamentos 1-STRE, 3-DHS, 6-DHS, 4-STRE/DHS e 8-STRE em quantidades
equivalentes a 10 yg mL™ (calculado em base ao valor nominal, conforme item 2.5.2)
e fortificadas com concentragdes conhecidas do padrdo: 5 ug mL™ (nivel baixo), 10
ug mL™" (nivel meio), 15 ug mL™" (nivel alto). Todas as anélises foram realizadas em
quadruplicatas, exceto a amostra 4-STRE/DHS que foi analisada em sextuplicata. As
condi¢des cromatograficas para as analises sdo aquelas descritas no item 2.5.4.2.

3.4.5.7. Avaliacao da robustez do método

O teste de robustez para a STRE e DHS foi realizado de acordo com a abordagem
de Youden (AOAC, 2002), o qual é um planejamento fatorial fracionario. Foram

avaliados sete fatores variaveis, mediante a execugéo de 8 experimentos.

Nesta abordagem, cada um dos fatores foram avaliados em dois niveis, porém, a
escolha do intervalo entre niveis extremos n&o tem sido fixada na literatura nem no
guia de validagéo. Assim, a escolha do intervalo neste trabalho foi determinada pelos
autores (Tabela 5).
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Tabela 5. Fatores avaliados no ensaio de robustez para STRE e DHS.

Fatores avaliados

Concentracao de NaOH na fase movel (A)
Tempo de integracao do sinal no pulso amperométrico B)
)

(
(

Potencial de determinacao do sinal no pulso amperométrico (C

Lote da coluna de separacao cromatografica (D)
Tempo do ultra-som no preparo da amostra (E)
Solvente para solubilizacdo da amostra (F)
Potencial de ativagéao do sinal no pulso amperométrico (€))

Variavel Variavel
(+)° (-)°
0,070 molL" 0,067 mol L™
0,2s 0,18 s
-0,15V -0,12V
Lote A Lote B
10 min 0 min
Agua FM°
-0,65V -0,62 V

a

Experimentos (+) correspondem aos valores nominais;

b

Experimentos (-)

correspondem aos valores que foram variados; ¢ Fase mével de NaOH 0,07 mol L

Na Tabela 6 se apresentam os 8 experimentos realizados que permitem avaliar a

robustez do método frente aos fatores escolhidos no ensaio. Para cada um dos

ensaios foi usada uma solucédo de trabalho na concentragdo de 20 ug mL™' em agua

dos analitos STRE e DHS e foram seguidas as condicbes cromatograficas e de

deteccao previamente otimizadas e descritas no item 3.4.4.2.

Tabela 6. Matriz de experimentos na determinacao da robustez do método

desenvolvido para STRE e DHS.

Experimentos

Fatores

1° 920 3° 4° 5 @ 7° 8°
A + + + + - - - -
B + + - - + + - -
C + - + - + - + -
D + + - - - - + +
E + - + - - + - +
F + - - + + - - +
G + - - + - + o+ -

Experimentos (+) correspondem aos valores nominais e (-) aos valores que foram

variados.
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3.4.5.8. Quantificacao dos aminoglicosideos STRE e DHS em

amostras comerciais

As amostras de medicamentos veterinarios adquiridas no comércio nacional 2-STRE,
5-STRE/DHS, 7-DHS e 9-STRE a 13-STRE foram quantificadas mediante adicao de
padrao.

Para o método de adicdo de padrdao as amostras de medicamento foram previamente
diluidas a uma concentracdo aproximada de 10 ug mL™ conforme descrito no item
2.5.2.

A curva de adicdo de padréo foi realizada em 5 niveis de concentragdo (/= 5) e em
triplicatas independentes (J= 3). Para o preparo da curva, foram transferidos 100 pL
da solucao de medicamento para 5 balées volumétricos de 10 mL, para cada um dos
niveis de concentracdo (). Para cada baldo volumétrico foram adicionadas
quantidades conhecidas do padrao de STRE e DHS, resultando em concentracoes
do padrdo de 0; 5; 10; 15 e 20 ug mL™". Cada uma destas solucdes foi adicionada de

padrdo interno de glicose na concentracdo de 0,5 ug mL™,

As analises de medicamentos veterinarios foram feitas mantendo as condicées do
detector nos valores: E1= -0,15 V durante 200 ms (integracdo do sinal 200 ms), E,=
0,85 V durante 400 ms e Es. -0,65 V aplicado durante 200 ms. As condi¢des
cromatograficas foram: fase estacionaria polimérica CarboPac PA1 e fase mével de

NaOH 0,070 mol L', a uma vazao de 0,8 mL min .
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. OTIMIZACAO DOS PARAMETROS PARA A DETECCAO
ELETROQUIMICA DOS AMINOGLICOSIDEOS

Para possibilitar o desenvolvimento de um método analitico para a determinacéo de
AG em formulacdes farmacéuticas por HPLC com deteccao eletroquimica, fez-se
necessario, em uma primeira etapa, avaliar o comportamento eletroquimico dos AG

no eletrodo de ouro.

4.1.1. Estudo do comportamento voltamétrico dos aminoglicosideos

sobre o eletrodo de ouro, usando voltametria ciclica

O estudo voltamétrico dos AG foi realizado somente apds obtencdo de uma
superficie eletrodica homogénea e ativa do eletrodo de ouro. Tal atividade foi
verificada, baseado no perfil de oxidagao-reducao do eletrodo de ouro no meio acido.
O preé-tratamento para a ativagao da superficie foi inicialmente realizado mediante a
combinacao de limpeza mecéanica e quimica. No entanto, com este tratamento de
superficie ndo foi conseguida detecgéo eletroquimica dos AG; sé depois de adicionar
um processo eletroquimico aos outros dois (mecanico e quimico, o qual esta descrito
no item 3.4.3.1), foi obtida uma resposta repetitiva e estavel em meio acido, que

garantiu a atividade catalitica do eletrodo.

Uma vez obtido o perfil homogéneo e estavel de oxidagédo do eletrodo no meio &cido,
foram analisados os perfis dos AG STRE e DHS em um eletrodo de disco de ouro
em solugdes de 0,1 mol L' de NaOH. Os voltamogramas ciclicos para a STRE
apresentaram dois sinais anddicos em torno de 0,1 V e 0,45 V vs Ag/AgCl, KCI (sat)
com caracteristicas de processo irreversivel, Figura 14.
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Figura 14. Voltamogramas ciclicos obtidos para a STRE (30 pmol L) sobre o
eletrodo de ouro, eletrdlito suporte solugdo de 0,1 mol L' de NaOH desaerada;
v =100 mV s™. (--) Perfil do eletrodo de ouro e (--) perfil ap6s adicdo de STRE. O
sinal d corresponde a corrente de oxidagao dos grupos hidroxila, e dos grupos amino
e f o sinal de redugao do 6xido de ouro.

No voltamograma pode se observar um sinal anédico para a oxidacao dos grupos
hidroxila dos glicosideos (onda d) o qual comeca em aprox. de -0,2 V e atinge um
maximo em torno de 0,3 V, potencial no qual a resposta oxidativa é atenuada e
coincide com o inicio da formagao de 6xido na superficie do eletrodo de ouro. Nota-
se também que o inicio da oxidacao dos grupos amina da STRE (grupos guanidinos
e metil amino) ocorre em potenciais mais positivos que o0s grupos hidroxilas gerando
um pico anodico em torno de 0,45 V (concomitante com a formagédo do Oxido de
ouro, onda e). Além disso, se observa diminuicdo deste sinal quando a formagao de
oxido cessa, o qual suporta 0 mecanismo descrito na literatura que o 6xido de ouro é
o encarregado de catalisar a reagdo. Na varredura inversa, a reducao de 6xido de
ouro no eletrodo ocorreu no mesmo valor de potencial, 0,15 V (onda f), tanto na
presengca como na auséncia de STRE. No entanto, na presenga do analito a
intensidade de pico ligeiramente diminuiu (5-10%). Isto significa que a formacgédo do
oxido de ouro é um pouco suprimida na presenga de STRE. O mais provavel é que
tal atenuacao é causada por quimiossorcao de ions no eletrodo de ouro nos locais de
superficie livre de Oxido. Também se observa perda de atividade do eletrodo
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recoberto de 6xido dada a auséncia de sinal na regidao de 0,7 a 0,3 V na varredura

reversa.

A partir das observacbes e pelos mecanismos descritos na literatura pode-se inferir
que a STRE apresenta dois tipos de resposta voltamétrica: (i) a oxidagdo dos grupos
aminos, que pode ser classificado como um processo catalisado pelo éxido de ouro e
pela transferéncia de oxigénio para o analito a qual € promovida através dos Oxidos
hidratados intermediarios labeis do 6xido de ouro formado na superficie do eletrodo e
(i) a oxidacdo das hidroxilas na regido tipicamente denotada como janela "6xido

livre" em que a reagdo pode ser monitorada com o minimo de interferéncia de fundo.

O comportamento eletroquimico da DHS no eletrodo de ouro também foi avaliado,
observando-se um comportamento semelhante ao da STRE. Na Figura 15 sao
apresentados os voltamogramas ciclicos para a DHS em NaOH 0,1 mol L™

0,052x10" 1

0,002x10* 1

i/A

-0,048x10' |
-0,098x10" |

-0,148x10" |

'0’198"1-(4,035 0,785 -0,535 -0,285 -0,035 0,215 0,465 0,715

E/V

Figura 15. Voltamogramas ciclicos obtidos para a DHS (30 pmol L") sobre o
eletrodo de ouro, eletrélito suporte solucdo de 0,1 mol L' de NaOH aerada;
v =100 mV s”'. (--) Perfil do eletrodo de ouro na presenca de O, dissolvido e (--)
perfil apbs adicao de DHS.

Na Figura 16 sao apresentados voltamogramas ciclicos em diferentes

concentracdes de STRE. Verifica-se que ocorre um aumento das correntes de picos
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anodicas em 0,1 e 0,45 V em funcéo da concentracdo de STRE em solugao, até uma
concentragdo de 30 pmol L. Para concentragcdes maiores a corrente de pico em -
0,45 V passa a independer da concentracao de STRE (Figura 17), o que indica que
houve saturacdo e/ou passivacdo da superficie do eletrodo. E conhecido que os
orbitais d livres do ouro estdo disponiveis para interagir com bases de Lewis tais
como os grupos aminos. Embora isso possa beneficiar o processo de eletrocatélise,
gracas ao aumento do tempo de residéncia dos analitos no campo aplicado na
interface eletrodo/solucao, também pode ocasionar uma rapida passivacdo da
superficie eletrédica. Comportamento semelhante foi observado para a DHS.

0,06x10*
0,01x10*
All- 0,04x10*
- 0,09x10*

-0,4x10 4

- 0,19x10%
1,02 90,77 052 0,27 0,02 0,23 0,48 0,73

E/V

Figura 16. Voltamogramas ciclicos obtidos para a STRE sobre o eletrodo de ouro,
eletrélito suporte solucdo de 0,1 mol L' de NaOH; v = 100 mV s'.) (--) Perfil do
eletrodo de ouro, perfil apos adicdo de STRE correspondente a concentragdes de 4
(=-), 12 (=-), 20 (==), 30 (--) umol L.
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Figura 17. Dependéncia das correntes anddicas de em funcdo da concentragdo do
padrao de STRE: (-m-) corrente medida a 0,2 V e (-m-) corrente medidaa 0,5 V.

Dos estudos se pode inferir que € possivel realizar a deteccdo dos AG
(estreptomicina e diidroestreptomicina), na faixa de ca. -0,15 a 0,20 V. O baixo valor
de oxidagao é promissor no sentido de conferir maior seletividade ao método.

Para avaliar se 0 processo é governado pela difusdo da espécie eletroativa para a
superficie do eletrodo, foi realizado um estudo no qual foi variada a velocidade de
varredura na voltametria ciclica, no intervalo de 5 a 500 mV s™'. Dos resultados
apresentados na Figura 18, verificou-se que as correntes de pico de oxidacao dos
grupos alcool (medida em 0,2 V) e a dos grupos amino (medida em 0,45 V) variam
linearmente com a raiz quadrada da velocidade de varredura, indicando que os
processos de oxidacdo dos aminoglicosideos sobre o eletrodo de ouro séo
controlados pela difuséo.
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Figura 18. Dependéncia linear das correntes de pico do padrao de STRE em funcao
da raiz quadrada da velocidade de varredura. |- corrente do sinal de oxidagao do
grupo amino € lyg- corrente do sinal de oxidagao do alcool.

4.1.2. Parametros para a deteccao amperométrica pulsada

associada a cromatografia liquida de alta eficiéncia

A deteccdo dos AG por HPLC com deteccdo eletroquimica, requer o modo
amperométrico pulsado, no sentido de manter a superficie ativa do eletrodo e, assim,
viabilizar uma resposta cromatografica repetitiva e uma linha de base estavel.

Neste trabalho, foi escolhida a deteccdo amperométrica por aplicacdo de trés
potenciais, na forma de pulso, o que resulta em maior simplicidade de otimizagao,
além de corresponder as condigbes do equipamento disponivel. Alguns trabalhos
relatados na literatura empregam 4 ou até 6 potenciais distintos no pulso de
deteccao, conforme relatado anteriormente na introdugao.

A escolha da combinagcdo dos potenciais 6timos para as andlises foi feita usando
para a separacdo dos AG uma coluna de troca aniénica CarboPac™ PA1 e uma fase
mével 0,1 mol L' de NaOH, a qual é indicada por muitos autores para a separagio
de carboidratos (LaCourse, 2009). A um pH > 12, os grupos hidroxilos dos anéis
glicosideos das moléculas de STRE e DHS se encontram parcialmente dissociados e

0s grupos aminos dos AG encontram-se na forma catiénica. Sendo assim, em meio
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basico sdo os hidroxilos ionizados os encarregados do equilibrio de troca anibénica na
coluna cromatografica. A célula amperométrica usada nestes experimentos € uma
célula tipo wall Jet (Variocell Bioscan, Metrohm) equipada com um eletrodo de
referéncia de tipo soélido. Uma vez que as analises de voltametria ciclica foram feitas
com um eletrodo de referéncia de Ag/AgCl, KCI (sat) se fez necessario realizar a
conversao dos valores de potencial mediante a equacao (Equacao 1) fornecida pelo
fabricante (Metrohm). Ap6s estas consideracdes foi definida uma faixa experimental
de -0,18 a 0,16 V vs eletrodo Hy-Ref.

E py_grer (MV) = Egg p9c0 (mV) — 328 +29,9+ pH Equacéo 1

Na Figura 19 é apresentada a variagdo da resposta (s6 foram medidas respostas
anddicas) em funcao do potencial de ativagao (Es) aplicado, mantendo constantes as
demais condicbes. S6 sdo mostrados os resultados para potencias de determinacao
E=-0,15V, Es= 0,0 V, E1=0,10 V, os quais se encontram dentro da faixa de resposta
observada na voltametria ciclica. Todos os estudos a principio foram realizados com
a STRE, uma vez que e DHS apresenta comportamento semelhante.
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Figura 19. Variagdo da resposta cromatografica da STRE em fungéo do potencial de

ativacao.

Os cromatogramas caracteristicos obtidos em duas condi¢des diferentes, nestes

estudos preliminares estdo apresentados na Figura 20.

Os dados obtidos evidenciam duas tendéncias em geral:

e A aplicacao de potencias (Ez) maiores que 0,7 V, permite uma limpeza oxidativa
efetiva das espécies intermediarias adsorvidas na superficie, embora tenha que
ser considerado que nao é recomendado o uso de potenciais superiores a 1,2 V,

uma vez que pode ocorrer oxidacao da fase movel.
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e Existe uma relagcdo entre o potencial de determinacdo (Ei) e o potencial de
ativacao (Es). De modo geral a oxidacdo da STRE é favorecida com a aplicacao
de potenciais Ez mais redutivos e somente quando sdo aplicados potencias de
determinacao E; de -0,15 V ou menores. Efeito oposto € observado ao se aplicar

potenciais E1 maiores que 0,0 V.
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Figura 20. Cromatogramas obtidos para STRE (5 pg mL"'). Condigdes
cromatograficas: coluna CarboPac PA1, eluicdo isocratica com NaOH 0,10 mol L™
com vazdo de 0,8 mL min™'. Volume de injecdo: 20 pL. Deteccdo amperométrica
pulsada: (A) E1= 0,10 V durante 200 ms (integracdo do sinal 200 ms), E>= 0,8 V
durante 400 ms e E3--0,50 V aplicado durante 200 ms. (B) E1= 0,10 V durante 200
ms (integracao do sinal 200 ms), E>= 0,8 V durante 400 ms e E3--0,15 V aplicado
durante 200 ms.

Estes estudos preliminares também permitiram concluir que ao aplicar potencias Es=
-0,8 V o analito é fortemente adsorvido na superficie do eletrodo, reduzindo a area
ativa do mesmo, de modo que o sinal do analito € originado pela supressdo do
processo de formacdo de Oxido. Sendo assim, se obtém um sinal da STRE por
deteccdo indireta e o0s picos resultantes s&o negativos (resultados néo

apresentados).
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4.1.3. Otimizacao dos parametros de amperométrica de STRE e DHS

mediante o planejamento experimental 2° + pontos axiais

Uma vez conhecidas as faixas de potenciais nas quais € possivel a detecgao, e sob
o entendimento do processo eletroquimico da STRE, realizou um planejamento
experimental fatorial, que permitiu obterem os valores do conjunto de potenciais
adequados para identificacdo e quantificacao simultdnea de STRE e DHS, tomando

como variavel de resposta a area do pico cromatografico.

Na Tabela 7 sdo apresentadas as respostas obtidas na execucdo do planejamento

experimental.

Tabela 7. Matriz de experimentos do planejamento composto central e respostas de
area cromatografica para os padrées de STRE e DHS.

(A) Potencial (B) Potencial (C) Potencial Area, Area,

m
X
©

Ei, V Eo, V Es, V STRE DHS
1 -0,10 0,80 -0,60 11398 14404
2 -0,10 0,80 -0,40 8151 11297
3 -0,10 1,00 -0,60 11145 16845
4 -0,10 1,00 -0,40 9399 13388
5 0,10 0,80 -0,60 1613 1112
6 0,10 0,80 -0,40 9184 10229
7 0,10 1,00 -0,60 4014 3877
8 0,10 1,00 -0,40 10326 14361
9 -0,17 0,90 -0,50 9878 13388
10 0,17 0,90 -0,50 3986 4488
11 0,00 0,73 -0,50 9931 11447
12 0,00 1,07 -0,50 12443 18547
13 0,00 0,90 -0,67 9559 10324
14 0,00 0,90 -0,33 9246 12620
15 0,00 0,90 -0,50 10124 14890
16 0,00 0,90 -0,50 11140 15300
17 0,00 0,90 -0,50 11484 15445

Ei1= Potencial de determinacdo, E»>= Potencial de limpeza oxidativa e Es=
Potencial de ativacéo do eletrodo.
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Na Tabela 8 e na Figura 21 se apresentam os efeitos principais e interagdes das
variaveis independentes, tendo em conta um modelo quadratico e considerando um
limite de confianga de 95%. A andlise de variancia foi feita considerando o erro puro.
O modelo quadratico foi capaz de explicar 81% da variancia, indicando que esse

modelo é adequado para expressar a relagao entre os efeitos e a resposta.

Tabela 8. Coeficientes de regressdo para a resposta da area cromatografica do
padrao de STRE.

Coeficientes
Fatores de

Regressao
E1 (L) -1820,71 316,50 -5,75 0,0006 -2569,11 -1072,30
(Q)

Erro
padrao

Estimativas por

t(7)  p-valor Intervalo (95%)

-1611,56 348,35 -4,62 0,0024 -2435,29 -787,83
) 641,63 316,50 2,02  0,0822 -106,77 1390,04
E2 (Q) -107,19 348,35 -0,30 0,7672 -930,92 716,54
E3 (L) 612,41 316,50 1,93 0,0942 -135,99 1360,82
E3 (Q) -738,11 348,35 -2,12 0,0718 -1561,83 85,62
E1E2 318,50 413,52 0,77 0,46633 -659,34 1296,34
E1E3 2359,50 413,52 5,71 0,0007 1381,66 3337,34
E2E3 30,25 413,52 0,07  0,9473 -947,59 1008,09
L: linear, Q: quadratico, Os valores em vermelho correspondem aos parametros
estatisticamente significativos.

A Figura 21 mostra o diagrama de Pareto que € uma das formas de se avaliar
visualmente a influéncia dos fatores estudados na resposta. Neste gréafico, a
magnitude dos efeitos padronizados € representada pelas colunas, enquanto que a
linha transversal as colunas representa a magnitude dos efeitos com significado
estatistico para p= 0,05, ou seja, os fatores que sédo estatisticamente significativos ao
nivel de 95% de confianga. Verifica-se que para a STRE o termo linear e quadratico
da variavel potencial de determinacéo (E1) tem um efeito negativo significativo no
processo de deteccdo. Entretanto, pode-se evidenciar uma interacdo significativa
positiva entre E4 e E3 (potencial de ativacao). Esta interacao fica evidente na Figura
21 B, a qual mostra que com a aplicacao de potenciais de ativacao mais redutivos no
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pulso da deteccao amperométrica, a resposta € altamente influenciada e dependente

do potencial Ej.

(A) (B)
(X 1000,0)
15 7
S |
S 12| E3=06 ]
§ I E3=-0,4
2 °F  E3=04 ]
g ]
S ef ]
S ]
e 3 E3=0,6 |
~< 4
p=0,05 oc -
Efeitos padronizados o E1 0.1

Figura 21. Gréfico de Pareto de efeitos padronizados (A). Grafico de interacbes para
STRE (B): nesta andlise o fator de interesse é variado de seu baixo nivel a seu alto
nivel, enquanto todos os outros fatores sdao mantidos constantes em seus valores
centrais.

De acordo com a analise de efeitos significativos, na Tabela 9 se resume a analise
de ANOVA do modelo proposto, demonstrando que o modelo possui significancia

estatistica, uma vez que o valor de Fca (18) € maior que o tabelado (3,41).

Tabela 9. Resumo da analise da regressao, ANOVA para a area cromatografica do
padrdao STRE.

Somados Graus de Quadrado

Fatores quadrados Liberdade Médio Feal p-valor
Regressao 116036769 3 38678923 18 0,002
Residuos 27433052 13 2110235
Total 143469821 16

R2=O,80879; Ajuste: 0,76466, F3;13,0_05 = 3,41

Também foram construidas as superficies de resposta a partir dos resultados
obtidos. Na Figura 22 sao apresentadas as relagdes entre o potencial de limpeza
oxidativa (E2) e o potencial de determinacéo (E1), quando o potencial E; foi de -0,4 e

-0,6 V, respectivamente.
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(A) Es=-0,4V (B) Es=-0,6 V
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Figura 22. Superficie de resposta do planejamento experimental para STRE ao
aplicar potenciais (A) Es=-0,4 Ve (B) Es=-0,6 V.

Na Figura 22 A verifica-se uma baixa resposta do sinal oxidativo para STRE, com
aplicagéo de potenciais E1 acima de 0,05 V e abaixo de -0,05 V, independente do
potencial E» aplicado. Entretanto, pela superficie, nota-se, que se atinge um maximo
de resposta s6 como a aplicacao de potenciais E» superiores a 0,9 V e Eq na faixa de
Ei= 0,05 e -0,05 V (superficie em vermelho). Entretanto, o perfil da superficie de
resposta na Figura 22 B que foi construida considerando-se um potencial de Es= -
0,6 V apresenta um comportamento completamente diferente a Figura 22 A, neste
grafico sé foi conseguido um maximo de resposta analitica com a aplicagdo de
potenciais de determinagéo inferiores a -0,1 V, independentemente do potencial E;
usado na detecgédo (dentro da fixa de potenciais de trabalho). Estes observagdes
foram muito importantes, uma vez que no pulso triplo de deteccao amperométrica, €
recomendavel o uso de potenciais de limpeza (E2) menores que 0,9 V, a fim de evitar

uma excessiva formagdo e acumulacdo de 6éxido de ouro, o qual prejudica o
desempenho do método.

A resposta eletroquimica dos AG STRE e DHS na faixa de potenciais estudados tem

comportamento semelhante (Anexo 1). Isso pode ser observado no grafico de pareto
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para DHS (Figura 23), no qual se verifica que todos os fatores foram significativos,
assim como, a interacdo significativa positiva entre E; e Es. Além disso, cabe
ressaltar no grafico de efeitos principais, o efeito negativo predominante do potencial

de determinacao.

(A) (B)
E1(L) . 17800 F =
E1 E3 L2
=
E1(Q) ® 15800 - -
E2 (L) g’
8@ £ 13800 - ]
E3 (L) S
=2 e 11800
E1E2 g
E2 E3 ‘ <
p=.05 9800 £ -
. . -0,1 0,1 08 1,0 -06 0,4
Efeito padronizado Ef E2 E3

Figura 23. (A) Grafico de pareto de efeitos padronizados para DHS . (B) Gréfico de
efeitos principais DHS: nesta analise o fator de interesse € variado de seu baixo nivel
a seu alto nivel, enquanto todos os outros fatores sdo mantidos constantes em seus
valores centrais.

Em geral, estes experimentos permitiram determinar que a faixa de potenciais
aplicados que maximizam a resposta sdo: potenciais E; inferiores a 0,0 V e E3
menores que -0,6 V (Figura 22). Baseado nestes resultados, um segundo
planejamento foi executado uma vez que foi de interesse explorar também faixas de
potenciais de determinagcdo menores do que -0,15 V. Para tanto, foi elaborado um
planejamento fatorial de 2 niveis de iguais caracteristicas ao anterior. Os niveis
estudados foram definidos e descritos anteriormente (Tabela 10). Os 17
experimentos laboratoriais foram executados aleatoriamente, conforme a matriz do

planejamento fatorial mostrado na Tabela 11.
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Tabela 10. Variaveis e niveis do planejamento de otimizagéo.

L. Niveis
Variaveis Alto Central Baixo
(A) Potencial E4, V 0,0 -0,1 -0,2
(B) Potencial Ep, V 0,9 0,8 0,7
(C) Potencial E3, V -0,5 -0,6 -0,7

E1= Potencial de determinacdo, E>= Potencial de limpeza oxidativa e Ez=
Potencial de ativacao do eletrodo.

Tabela 11. Matriz de experimentos do planejamento de otimizagcdo das respostas
cromatograficas para os padroes de STRE e DHS.

Exp. (A) Potencial (B) Potencial (C) Potencial Area, STRE Area, DHS

Ei, V Eo, V Es, V
1 -0,20 0,90 -0,70 9161 10749
2 -0,20 0,90 -0,50 7674 8737
3 -0,20 0,70 -0,70 8624 9398
4 -0,20 0,70 -0,50 7092 8100
5 0,00 0,90 -0,70 5133 6487
6 0,00 0,90 -0,50 9236 10106
7 0,00 0,70 -0,70 4055 4238
8 0,00 0,70 -0,50 6151 6149
9 -0,27 0,80 -0,60 7893 9168
10 0,07 0,80 -0,60 4015 4182
11 -0,10 0,97 -0,60 9128 11157
12 -0,10 0,63 -0,60 6728 6793
13 -0,10 0,80 -0,77 7638 7373
14 -0,10 0,80 -0,43 7404 8256
15 -0,10 0,80 -0,60 10360 11810
16 -0,10 0,80 -0,60 10210 11910
17 -0,10 0,80 -0,60 10210 11880

E1= Potencial de determinacao, E>= Potencial de limpeza oxidativa e Ez= Potencial de
ativacao do eletrodo.

O modelo mateméatico encontrado, com os seus respectivos coeficientes estatisticos,
estdo apresentados na Tabela 12. Este modelo foi obtido a partir das regressdées nao
lineares (modelo quadratico) dos dados experimentais da Tabela 11. Como nem

sempre os coeficientes de regressao mostrados sao estatisticamente significativos é
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necessario realizar uma anadlise estatistica apropriada para assegurar a validade
destes coeficientes dentro de um nivel de confianga estabelecido (p <0,05). Os

valores em vermelho correspondem aos parametros estatisticamente significativos.

Tabela 12. Efeitos estimados do planejamento de otimizagdo para a resposta do
padrao de STRE.

Coeficientes

Erro Estimativas por
Fatores de . padrao {7)  p-valor Intervalo (95%)
Regressao
E1 (L) -1061,59 132,08 -8,04 0,000 -1384,78 -738,41
E1(Q) -1485,22 160,36 -9,26 0,000 -1877,62  -1092,83
E2 (L) 682,32 132,08 5,17 0,002 359,13 1005,50
E2 (Q) -787,31 160,36 -4,91 0,003 -1179,71 -394,92
E3 (L) 204,03 132,08 1,54 0,173 -119,15 527,22
E3 (Q) -931,21 160,36 -5,81 0,001 -1323,60 -538,81
E1E2 380,50 172,57 2,20 0,070 -41,76 802,76
E1ES3 1152,25 172,57 6,68 0,001 729,99 1574 ,51
E2E3 256,50 172,57 1,49 0,188 -165,76 678,76

L: linear; Q: quadratico; Os valores em vermelho correspondem aos parametros
estatisticamente significativos.

Apéds a analise estatistica dos coeficientes, a influéncia dos fatores e suas interagdes
sobre as respostas foram analisadas através de andlise de variancia (ANOVA),
mediante teste F e coeficiente de correlacdo (R?2), verificando desta maneira se o
modelo representa um grau de ajuste adequado aos dados experimentais. Estes
resultados estdo mostrados na Tabela 13, onde se observa que o coeficiente de
correlacdo e a percentagem de variancia explicada foram satisfatorios, explicando
94% da variancia com um coeficiente de correlagdo de 0,89. Observa-se, também,
que o valor de F calculado de 27 é maior que o valor de F tabelado (3,2) a um nivel
de confianca de 95%. Deste modo, pode-se afirmar que o referido modelo

apresentou significancia estatistica e que pode ser utilizado para fins de previsao.
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Tabela 13. Andlise de variancia (ANOVA) para a resposta da area cromatografica da
STRE.

Fatores Suma dos Graus de Quadrado Feal p-valor
quadrados Liberdade Médio
Regressao 66581918 6 11096986 27 0,002
Residuos 3682555 10 409173
Total 57605500 16
R“= 0,93607; Ajuste: 0.89345; Fg 100,05 = 3,21.

A otimizacao da resposta de detecgcao eletroquimica dos analitos foi determinada
utilizando a metodologia de superficie de resposta. Considerando que o modelo
quadratico de efeito das variaveis na deteccdo de STRE e DHS (Anexo 2) foi
validado, o mesmo foi usado para gerar as superficies de resposta nesta nova regiao
de exploracdo, tendo como objetivo maximizar a resposta medida em area
cromatografica para os dois analitos. Na Figura 24 (A e B) sdo apresentadas as
relacées entre as duas principais variaveis determinadas pela andlise estatistica, o

potencial E1 e Ez, quando o potencial de limpeza oxidativa E; foi fixado em 0,8 V.

Observa-se que as superficies para os dois AG atingem um maximo com 0 mesmo
conjunto de potenciais aplicados na deteccao.

(A)

(B)

ea1RIBoRW0Id eoN seysodsdaY

Figura 24. Superficie de resposta do planejamento experimental de otimizagcao para
(A) STRE e (B) DHS, onde E; foi fixado em 0,8 V.
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Finalmente ao unificar os resultados, dos graficos de interagdes e os dos efeitos
principais, se conseguiu determinar os melhores potenciais para a detecgao
simultanea dos aminoglicosideos STRE e DHS, os quais sdo apresentados na
Tabela 14.

Tabela 14. Potenciais 6timos para a deteccdo simultdnea dos aminoglicosideos
STRE e DHS.

Fator Parametro Otimo
Potencial de determinacao -0,15V
Potencial de limpeza oxidativa +0,85V
Potencial de ativacao do eletrodo -0,65V

4.1.4. Estudo do efeito dos tempos de aplicacao dos potenciais

Mantendo constantes as condigcbes de separagdo anteriormente descritas e os
valores 6timos de potenciais encontrados mediante o planejamento experimental,
foram determinados os tempos minimos necessarios durante os quais devem ser
aplicados os potencias no pulso de detecgdo para conseguir uma maior resposta

(medida em area cromatografica). Os resultados sao apresentados na Figura 25.
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Figura 25.Variacao da resposta cromatografica do (--) DHS e (--) STRE, em funcéo
do potencial aplicado em cada etapa do pulso.

78



Finalmente, com estes resultados foram determinadas as melhores condicbes para a
deteccéo simultdnea de STRE e DHS, estabelecendo os valores dos potenciais e os
tempos de aplicacao no pulso de deteccao, a saber: o potencial de determinacao de -
0,15 V durante 400 ms (200 ms de integracao do sinal), o potencial de limpeza
oxidativa de +0,85 V durante 200 ms e o potencial de ativagao do eletrodo de -0.65 V

durante 400 ms. O tempo total da aplicacao do pulso é de 1 s.

A seguir é apresentado um cromatograma caracteristico nas condi¢coes otimizadas.

0,2 -

0,0 - U
o 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Tempo, min

Resposta do detector, pA

Figura 26. Cromatograma obtido para a separagcdo de STRE (1) e DHS (2).
Condicboes cromatograficas: coluna CarboPac PA1, eluigcdo isocratica com NaOH
0,10 mol L' com vazdo de 0,8 mL min". Volume de injecdo: 20 pL. Deteccédo
amperométrica pulsada: E1= -0,15 V durante 200 ms (integragéo do sinal 200 ms),
Eo= 0,85 V durante 400 ms e E3--0,65 V aplicado durante 200 ms. Concentragdo do
STRE e DHS: 5 pg mL™,

4.1.5. Avaliacao da repetitividade do método

A repetitividade do método foi avaliada pela andlise sucessiva de uma solugéao
padrdo de STRE e DHS na concentragdo de 5,0 pg mL", durante 3 dias, sem
nenhuma limpeza adicional. A disperséo dos resultados da resposta medida em area
cromatografica, expressos pela estimativa do desvio padrao relativo foi inferior a 3%

(n= 32), indicando que os potenciais e tempos selecionados permitem manter a
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superficie do eletrodo de ouro limpa e ativa. Além disso, e considerando que em
HPLC-PAD o tempo de retengédo € o parametro que permite a identificacao tentativa,
com estes experimentos também foi avaliada a repetitividade dos tempos de
retencdo, mantendo precaucdes no preparo da fase mével, a fim de diminuir efeito
dos ions carbonato na separacao cromatografica. Os resultados sdo apresentados
na Tabela 15.

Tabela 15. Avaliacdo da repetibilidade na resposta cromatografica e no tempo de
retencao.

tr, min ? Area, pAs?
Média s RSD, % Meédia s RSD, %
Estreptomicina 3,72 0,01 0,27 12783 332 2,6
Diidroestreptomicina 5,62 0,03 0,45 16852 452 2,7

& Média de 32 replicatas, s= estimativa do desvio padrdo absoluto; RSD:
estimativa do desvio padrao relativo.

4.2. DESENVOLVIMENTO DO METODO CROMATOGRAFICO E
PARAMETROS DE CONFORMIDADE DO SISTEMA

4.2.1. Efeito da forca cromatografica

O uso de fases moveis com pH > 12 é geralmente recomendado para separagdes de
carboidratos em colunas de troca aniénica. No caso da STRE, o composto apresenta
baixa retencdo (tg= 3,7 min) em uma concentracdo de NaOH de 0,1 mol L. No
entanto, com a diminuicdo da concentracdo de NaOH e consequentemente do pH é
observado que os tempos de retencao da STRE aumentam por causa da diminui¢ao
da competicao dos hidroxido pelos sitios de troca anidénica da coluna cromatografica.

Como pode ser observado na Figura 27, uma concentragdo de NaOH de 0,070 mol
L™ resulta em um fator de retencdo maior que 2 para ambos AG, o qual é o valor

recomendado para a validacdo de métodos por HPLC para determinacdo de

80



farmacos (o fator de retencédo é calculado pela razdo dos tempos que as moléculas
residem na fase estacionaria e na fase mével) (Shabir, 2003). Com essa fase movel
o tempo de corrida cromatografica foi de 16 min, o que seria aceitavel no contexto de

andlises de rotina.

A eficiéncia da coluna (numero de pratos, N) a uma concentracdo de fase mével de
NaOH de 0,070 mol L™ foi de 2000 e 2700 para STRE e DHS, respectivamente. O
valor de eficiéncia obtido no método desenvolvido € superior ao recomentado pela
Farmacopeia Americana (N= 1000) e comparavel com os valores reportados no

trabalho de Hanko e colaboradores (Hanko e Rohrer, 2007).

STRE
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3200
2800
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Fator de Retencao

Concentracdo de NaOH, mmol L-!

Figura 27. Efeito da forca cromatografica na eficiéncia (N -¢-) e no fator de retencao
(k -m-)

4.2.2. Produtos de degradacao térmica de Estreptomicina e

Diidroestreptomicina

A STRE apresenta um produto de degradacédo térmica (70 °C) em pH neutro (em

agua) com uma degradacao superior a 90% em 24 horas de aquecimento.

Presume-se que o pico 1 (Figura 28) corresponda a estreptobiosamina, a qual é o

produto mais abundante de degradacdo da STRE (Hanko e Rohrer, 2007), e este
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composto também é relatado como impureza majoritaria nos medicamentos a base
de STRE. A USP estabelece que o tempo de retencdo ajustado minimo para a
impureza majoritaria deve ser de 0,5. Nas condigbes otimizadas no presente trabalho
foi obtido um valor de 2,5, e uma resolugcdo maior que 3 entre o produto de

degradacao e a STRE.

A andlise foi realizada também para solucbes de DHS e se verificou que este é
estavel, mesmo depois de 24 horas de aquecimento a 70 °C (resultados nao

apresentados).

—— 1 Hora
—— 24 Horas

- - N
o [3,] o
1 1 1
N

Resposta do detector, .A
o
o

0,0-___.”15—04-5-‘
01 2 3 456 7 8 91011121314 1516 17 18 19 20
Tempo, min

Figura 28. Cromatogramas das solugdes de STRE submetidas a temperatura de 70
°C apds o periodo de 1 hora e 24 horas. A impureza majoritaria € o pico 1 e a STRE
o pico 2. Condi¢gbes cromatogréficas: coluna CarboPac PA1, eluigdo isocratica com
FM NaOH 0,07 mol L' com vazdo de 0,8 mL min”. Volume de injecdo: 20 L.
Deteccdo amperométrica pulsada: E1= -0,15 V durante 200 ms (integragéo do sinal
200 ms), Epx= 0,85 V durante 400 ms e Es. -0,65 V aplicado durante 200 ms.
Concentragdo de STRE: 30 ug mL™.

4.2.3. Conformidade do sistema cromatografico

A STRE e DHS encontram-se associadas na grande maioria dos medicamentos
veterinarios comercializados no mercado nacional. Dessa forma foi desenvolvido um

método de cromatografia liquida associada a deteccdo amperométrica no modo
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pulsado para a quantificagdo dos dois ativos em conjunto, usando como padrao

interno o padrao de glicose.

Embora, os resultados em termos de repetitividade foram satisfatérios como um
desvio padrao relativo inferior ao 3% (Tabela 15), é conhecido que uma limitacao
associada a deteccdo eletroquimica é a instabilidade do sinal eletroquimico em
funcdo do tempo, podendo comprometer a repetibilidade da resposta. A
repetitividade dos resultados pode ser afetada por variagcbes na vazdo, na
temperatura, no volume de injecdo, diferenca na forca idnica entre as solucdes
padroes e amostras e insercdes acidentais de bolhas de ar na solucéo
transportadora. Além disto, a adsorcao de produtos ou impurezas na superficie dos
eletrodos soélidos é uma limitante para manutencdo e/ou renovacado da superficie
eletrédica. Por isso, a implementacdo do método do padrdo interno em sistemas de
HPLC com deteccdao amperométrica € uma boa estratégia para contornar estas
limitagdes, uma vez que, as correntes do analito e do padrao interno sao afetadas
similarmente por variagbes destes paradmetros no transcorrer do experimento. No
método desenvolvido foi introduzida a glicose como padrao interno de maneira que a
possivel influéncia de variagdes nos parametros citados anteriormente pudesse ser
corrigida com base nas variagbes (de mesma intensidade) observadas no sinal do
padrdo interno. Cabe destacar que nem a Farmacopeia Americana (USP, 2010) nem
outros autores consideraram o0 uso de padrdao interno na andlise de

aminoglicosideos.

Os parametros de conformidade cromatograficos obtidos (Tabela 16) se enquadram
nas especificacbes da Farmacopeia Americana que estabelece que a eficiéncia da
coluna néo seja inferior a 1000 pratos, o fator de assimetria ndo seja maior que 2 e
que a estimativa do desvio padrao relativo para replicatas de inje¢cdes (n=6) nao seja

maior que 5,0%.
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Tabela 16. Parametros de conformidade do sistema cromatografico obtidos para a
STRE e DHS nas condi¢bes otimizadas.

Principio ativo N RSD? % As? Tr’ k
Estreptomicina 2438 2,7 1,25 6,29 3,7
Diidroestreptomicina 2722 2,5 1,28 11,76 6,9

® Seis replicatas, N= Numero de pratos, RSD= estimativa do desvio padréo
relativo, As= fator de assimetria; k fator de retencao; tg: tempo de retencao
ajustado.

Na Figura 29 é mostrado um cromatograma obtido na condicdo otimizada,
empregando a glicose (GLU) como padrao interno.

Resposta do detector, pA

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20
Tempo, min

Figura 29. Cromatograma obtido para a separacdo de DHS (4), STRE (3), padrao
interno GLU (2), impureza majoritdria da STRE (1). Condi¢des cromatograficas:
coluna CarboPac PA1, eluicdo isocratica com FM NaOH 0,070 mol L™ com vazao de
0,8 mL min™. Volume de injecdo: 20 pL. Deteccdo amperométrica pulsada: Es= -0,15
V durante 200 ms (integrac&o do sinal 200 ms), Eo= 0,85 V durante 400 ms e Ej. -
0,65 V aplicado durante 200 ms. Concentracdo do STRE e DHS de 20 pg mL™" e a de
glicose e 0,5 pg mL™".
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4.3. VALIDACAO DO METODO CROMATOGRAFICO E
PARAMETROS DE CONFORMIDADE DO SISTEMA

4.3.1. Estabilidade das solucoes de STRE e DHS

Foram feitos estudos referentes a estabilidade das solucdes padrao de STRE e DHS
utilizadas na rotina analitica, uma vez que uma possivel degradacdo do analito
durante a estocagem pode afetar a exatidao dos resultados e nao se tem informacéao

a respeito ao prazo de validade das mesmas.

O guia de validacdo do MAPA nao estabelece parametros especificos para os
estudos de estabilidade, mas indica um maximo admissivel de 2% de degradacao
em relacdo a uma solucao padrao recém preparada. No estudo realizado foi avaliada
a estabilidade dos padrdes em termos de temperatura, luminosidade e tempo,
simulando as condicées nas quais os padrdes sao armazenados no laboratério na
rotina, durante um periodo de até 90 dias.

(A) DHS (B) STRE
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Figura 30. Estabilidade da solucao estoque de (A) DHS e (B) STRE armazenadas a

temperatura ambiente em frascos transparentes (AT); @mbar (AA) e em geladeira a 4
°C, em frasco transparente (GT) e em frasco ambar (GA).
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As solugbes estoque de STRE armazenadas em frasco ambar e em frasco nao
ambar e temperatura ambiente sdo consideradas estaveis por um periodo de apenas
30 dias (erro relativo < 2%, Figura 30). Apds este periodo, no cromatograma se
observa um novo pico correspondente ao produto de degradacao, o que confirma a
nao estabilidade das solucbes apds este tempo. Entretanto, quando estocadas em

geladeira as solucdes padrao sao estaveis até 90 dias.

A solucao estoque de DHS pode ser estocada na geladeira em frasco ambar ou nao
ambar, por um periodo maximo de 90 dias sem apresentar produtos de degradacao
dentro do erro aceitavel pelo guia de validacao. Estes resultados de estabilidade sao
validos para solugdes de concentragdo iguais ou superiores a 100 ug mL™". Segundo
os resultados, nao é aconselhavel estocar estas solucdes a temperatura ambiente.

Portanto, para garantir a estabilidade e obter confiabilidade e repetibilidade dos
resultados, as solucdes estoque dos AG em estudo foram preparadas em agua
purificada em sistema Milli-Q, armazenadas em frasco ambar, estocadas a 4°C por
um tempo maximo de trés meses e as solucbes de trabalho foram preparadas
diariamente a partir das respectivas solugdes estoque.

4.3.2. Seletividade do método

A seletividade do método é a capacidade que o método possui de identificar um
composto inequivocamente na presenca de outros componentes (impurezas,
componentes da matriz e/ou produtos de degradagédo). Entretanto, o guia de
validagdo apesar de exigir a avaliacdo de este parametro, ndo fornece as diretrizes
necessdarias para sua execugcado, uma vez que nao contempla situacées nas quais

nao se tem disponivel a matriz branca do medicamento.
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O guia propbe que a seletividade seja determinada pela comparacéo dos resultados
obtidos na analise de amostras (farmaco ou medicamento) contaminadas com
quantidades apropriadas de impurezas ou excipientes e amostras ndo contaminadas,
para demonstrar que o resultado do teste ndo é afetado por esses materiais. Porém,
acrescenta que, quando a impureza ou o padrao do produto de degradagao nao
estiverem disponiveis, podem-se comparar os resultados do teste das amostras
contendo impurezas ou produtos de degradagdo com os resultados de um segundo
procedimento bem caracterizado, por exemplo, metodologia farmacopeica ou outro
procedimento validado. Nestas comparacdes, devem estar incluidas amostras
armazenadas sob condi¢cdes de estresse (por ex. luz, calor umidade, hidrélise acida /
basica, oxidagao).

A seletividade neste trabalho foi avaliada através do estudo de degradagdo do
farmaco em condicoes extremas (meio acido, meio basico, meio oxidante e meio
aquecido 60 °C) em dois diferentes periodos: uma hora apés o preparo das solugdes
e depois de 24 horas.

N&o se optou por realizar estes estudos com o0 medicamento, uma vez que teria que
ser realizado para cada formulagdo, o que iria demandar muito tempo e nao traria
informacdes relevantes, posto que de modo geral as substancias do excipiente sdo

estaveis ou ndo eletroativas.

Através deste estudo foi verificado que a STRE € instavel no meio acido com
diminuigédo do sinal de 28% apds 24 h. Em adigdo, no meio basico e submetido a 60
°C durante 24 horas a STRE apresentou produtos de degradagédo eletroativos
(cromatogramas apresentados na Figura 31). Porém ndo houve presenga de
interferentes ou produtos de degradagdo no mesmo tempo de retencdo da STRE em
nenhuma das condicoes de estresse e nos tempos estudados, conferindo
seletividade ao método.

87



o
B
1

Resposta do detector, g\
e o
w o

STRE_0,10 mol L"! NaOH

e 0 horas
@ 1 hora

@& 24 horas

-
o
J

-

o
)
]

0,4

0,2

Resposta de detector

0,0

2 4 6 8 10 12
Tempo, min

1 He

STRE_0,10 mol L~
—— 0 horas
—— 1hora

—— 24 horas

1,2
1,1
1,0
0,9
0,8
0,7
0,6
0,5
0,4
0,3
0,2
0,1
0,0

-0,1

Resposta do detector, A

2 4 6 8 10 12 14
Tempo, min

STRE_60 °C
=== 0 Horas

=== 1 Hora

=== 24 Horas

Figura 31. Cromatogramas das solugdes de trabalho recém preparadas (controle) e das solugdes
de STRE e DHS submetidas as condi¢cdes de estresse, apds o periodo de 1 hora e 24 horas.
Condicdes cromatograficas: coluna CarboPac PA1, eluicdo isocratica com FM NaOH 0,07 mol L™
com vazao de 0,8 mL min"'. Volume de injegdo: 20 uL. Deteccdo amperométrica pulsada: Ei= -
0,15 V durante 200 ms (integracdo do sinal 200 ms), Eo= 0,85 V durante 400 ms e E3--0,65 V
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Os resultados obtidos demonstraram também que nao houve eluicdo de interferentes
no mesmo tempo de retencdo da DHS, em nenhuma das condi¢cbes de estresse e
nos tempos estudados. Além disso, € observado que nado houve diminuicdo
significativa da area do pico cromatografico da DHS nos meios basico e meio
aquecido a 60 °C. No meio acido, o sinal apresenta diminuicdo de 30% ap6s uma

hora.

Nao foi possivel avaliar os produtos de degradacdo no meio oxidante uma vez que
apos diluir o analito a 20 pg mL™ em agua, a concentracdo de perdxido de hidrogénio

€ tao alta que impossibilita a determinagao dos analitos, uma vez que o peréxido de
hidrogénio é eletroativo.

Com respeito aos analitos associados nas formulagbes farmacéuticas: penicilina G
procainica, penicilina G benzatinica, penicilina G potasica, prednisolona e piroxicam
foi comprovado que estes nao apresentam deteccdo nas condigcdes do método e,

portanto, ndo sio interferentes.

Os resultados obtidos comprovaram que o método é seletivo frente as condigcdes

avaliadas nos parametros cromatograficos previamente otimizados.

4.3.3. Curva analitica

Inicialmente foi construida uma curva dinamica no solvente para a STRE e DHS por
padronizacdo interna (Figura 32) no intervalo de concentracdo de 1 a 50 pg mL™", a
fim de avaliar a faixa de trabalho do método. Observa-se que a resposta do detector
ndo € linear em toda a faixa de concentracdo avaliada. Em baixas concentracoes
(menores do que 10 ug mL™1) a resposta eletroquimica aumenta exponencialmente
com a concentragdo e em concentracdes superiores a 40 ug mL ' a area do pico
passa a independer da mesma. Portanto, a partir dos resultados obtidos optou-se por
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trabalhar numa faixa de concentracdo de 10 a 30 ug mL" para os dois analitos,

mantendo a concentracédo do padréo interno em 0,5 ug mL™".
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Figura 32. Curva dindmica no solvente para (-u-)STRE e (-=-)DHS

Para avaliar a linearidade do método foi construida uma curva analitica de trabalho
no solvente, no intervalo de concentragdes de 50 a 150% em relagdo a concentracao
teste, em 5 niveis de concentracao (/=5), preparadas em triplicatas independentes
(J=3) e duplicatas de injecao (L=2) para um total de 30 respostas instrumentais (5 x 3
x 2), dentro do intervalo de concentragdes da faixa linear. Cabe resaltar, que o Guia
de validagdo do MAPA néo especifica a faixa de concentracao da curva analitica. A
ANVISA (Resolucao 899, de 29 de Maio de 2013) estabelece uma faixa de 80 a
120%. No entanto, essa faixa € bastante estreita e dificulta o procedimento de adigéao
de padrdo na analise de amostras e, portanto, neste trabalho, foi definida a faixa

6tima no intervalo de 50 a 150% da concentracao teste.

Na Figura 33 (a e b) sdo mostradas as curvas analiticas de trabalho construidas
com as 30 solugbes dos padroes de STRE e DHS, usando como padréo interno a
glicose na concentragdo de 0,5 pg mL™". Também, nesta Figura 33 (c e d) estdo

apresentados os respectivos graficos de residuos.
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Figura 33. Curva analitica de trabalho por padronizacao interna de (a) STRE e (b)
DHS, nas concentragdes de 10, 15, 20, 25, 30 ug mL™". Grafico de residuos para as

curvas de (c) STRE e (d) DHS. O padréo interno foi adicionado na concentragéo 0,5
ug mL" (as lineas em vermelho indicam a variagéo aceitavel baseado no critério f;-
a/2; n-2)* Sres )

As curvas analiticas no solvente obtidas por padronizagdo interna foram
estatisticamente avaliadas, conforme preconiza o Guia de Validagdo do MAPA
quanto a possivel presenca de valores extremos (teste de significancia dos residuos
e teste de Jacknife) e a homocedasticidade (teste de Levene).
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Os valores considerados tendéncias baseados no critério ty-axe; n-2)*Sres (Figura 33),
foram confirmados como outliers pelo método dos residuos padronizados Jacknife,
cuja estatistica € o residuo Je, 0 qual foi calculado para cada ponto da curva
analitica, conforme descrito pela Equacao 2.

n-p-1 ~
Jeo=1i |-z Equagéo 2
l

Sendo, p= numero de niveis de concentracdo (5 niveis), n = numero total de

respostas instrumentais (n= 30), r,=-L residuo padrdo do residuo,

Sei

1 i—X Pe ‘n . , ~
Sei = Spes A/1— hi, h; = —+ M, s%es € a variancia dos residuos da regressao,

Sxx

x; nivel de concentracao (de Souza, 2007).

Ao comparar o valor de J calculado para cada ponto com o valor de t(. o n-p1)
tabelado, se verificou que das 30 respostas instrumentais da curva no solvente para
STRE dois valores sao extremos e, portanto, foram eliminados. No caso de DHS sé
um outlier foi identificado a um nivel de confianca de 95%. Para cada dado
eliminado, o método dos minimos quadrados ordinarios (MMQO) foi realizado
novamente Finalmente na inspec¢do visual dos graficos dos residuos da regresséo
nao foram observadas tendéncias ap6s o tratamento dos valores extremos nas

curvas.

A premissa da metodologia MMQO de que os residuos das regressdes devem seguir
a distribuicdo normal foi confirmada pelo teste de homocedasticidade de Levene. No
teste de Levene, os residuos s&o divididos em dois grupos de tamanho n; e ny,
equilibrando a distribuicdo dos pontos entre os grupos em funcdo dos niveis de
concentragao x; estudados, sem separar as replicatas de um mesmo nivel em grupos
diferentes. As medianas dos residuos de cada grupo é; e é, sdo calculadas, e os
valores absolutos das diferengas entre os residuos e as medianas dos respectivos

grupos d;; =|é; —e;| e dij, =67 — el sdo obtidos. Finalmente, a média das
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diferengas (d;) e a soma dos quadrados dos desvios (SSD)) dos valores d; de cada
grupo j=1 e j=2 sdo calculados (Tabela 17). A estatistica de Levene (1) € avaliada

pela Equacao 3.

t, = _dizds Equacao 3

1 1
(rtg)sh
onde, . é a estatistica t de Levene, d, = Y. |& — e;;|/n; @ média dos modulos das
diferengas entre cada residuo e a mediana de cada grupo j=1 e j=2, n;é o numero

SSD;—SSD,
ni+n,—2

de observagdes em cada grupo, &, é a mediana de cada grupo, s; = sao as

variancias combinadas, SSD; & a soma dos quadrados dos desvios de d; para cada
grupo e d; = | —e;;| € o mddulo da diferenga entre cada residuo e o grupo de

mediana.

Tabela 17. Andlise de varidncia para estimativa de estatistica de Levene, para a
curva no solvente de STRE.

Estatistica ny ny
Ndmero de pontos no grupo (residuos da regresséo), n; 16 12
Mediana dos residuos da regresséo, €, 0,010 0,029

Soma dos quadrados dos desvios entre os residuos e as medianas dos 0,066 0,051
residuos dos respectivos grupos, SSD;

d; = SSD;/ n; 0,055 0,058
Variancia combinada, sy? 0,004

tLevene '0,1 23

t (1-a/2) PAra n1+n2-2 2111

Como é apresentado na Tabela 17, neste estudo o teste estatistico (f;) de cada uma
das curvas analiticas ndo excedeu o valor critico de t-w2; n1+n2-29, indicando que a
variancia dos residuos € constante, e as curvas sao homocedasticas e que a curva

linear pode ser calculada seguindo o MMQO.
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Dado que todas as curvas analiticas obtidas se mostraram homocedasticas, foi
possivel estabelecer os coeficientes de regressdo linear (a) e o angular (b) das
equacbes das retas empregando o método dos minimos quadrados ordinarios
(Tabela 18).

Tabela 18. Parametros de regressao linear e coeficientes de correlacdo (r) das

curvas obtidas para a STRE e para a DHS com suas incertezas associadas (p=0,05).

-1
Principio ativo . a, WA bf "!A mL ug
(intercepto) (coeficiente angular)
Estreptomicina 0,99 £0,04 0,082 +0,002 0,995
Diidroestreptomicina 0,95 £ 0,06 0,113 £ 0,003 0,994

O método foi linear na faixa de trabalho de 10 a 30 ug mL", com coeficientes de
correlacéo lineares (r) superiores a 0,99. A sensibilidade foi expressa pelo coeficiente
angular da reta obtida a partir da regressdo linear da curva analitica, cujos
parametros estdo descritos na Tabela 18.

4.3.4. Efeito matriz

Todas as amostras de medicamentos de diferentes formulacées e/ou fabricantes
foram avaliadas quanto a possivel presenga de efeito matriz. Devido a n&o
disponibilidade das amostras brancas para a obteng&o do extrato da matriz branca, o
estudo seguiu os parametros do guia de validacdo do MAPA, que estabelece que o
efeito da matriz seja determinado por comparacéo estatistica da quantificacao das
amostras pelos métodos de adicdo-padrdo e curva de calibragcdo em solvente puro.
Ambos os métodos incluiram o uso da glicose como padréo interno.

Na Tabela 19 apresentam-se os resultados obtidos para os dois procedimentos:

curva analitica de padronizacao interna e adicdo de padrdo (com padrdo interno),
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para as formulacbes pé soluveis, solucao injetavel e unguento. Para confirmar a
premissa de homogeneidade das variancias destes resultados foi realizado o teste
‘F. Uma vez que os resultados deste teste ndo demonstraram diferencas
significativas (p= 0,05), foi possivel a comparacdao das médias dos teores de STRE
ou DHS obtidas mediante a curva no solvente e na matriz. Por médio do teste “t".
Uma vez que nao houve diferenga significativa (p= 0,05) entre os teores dos ativos
determinados por curva analitica no solvente e pela curva de adicdo de padréo,
conclui-se que nao ha efeito matriz e que nestas formulacdes a quantificagcdo pode
ser feita mediante curva no solvente, que é um procedimento mais rapido, pois
somente requer seis determinacdes em relacdo ao método de adicao de padrao que

requer 30 determinagdes para a analise de uma amostra.

Tabela 19. Avaliagdo do efeito da matriz para STRE.

Adicdo de padrao®  Curva no solvente®

Amostra Média, Média,
a s a s
g kg g kg

1- STRE, pé soluvel 282,9 3,7 278,0 3,1

STRE 4-STRE/DHS, p6 soltvel ®  196,8° 2,4 199,2° 2,0
8- STRE, unguento 7,05 0,09 7,13 0,04

3- DHS, p6 soluvel 524,8 13,2 525,0 6,9

DHS 6- DHS, suspensao 82,6 1,4 83,4 0,8
4-STRE/DHS, pé soltvel ~ 201,4° 3,1 203,9° 2,3

4 Média de quatro andlises por amostra. ®Média de seis anélises por amostra. s:
estimativa do desvio padréo.

4.3.5. Precisao

A dispersao de resultados foi estimada entre ensaios independentes, repetidos para
uma mesma amostra, em termos de repetitividade (precisao intra-ensaio) e precisao
intermediaria (precisado inter-ensaio). Para tanto, foram analisadas quatro amostras
de diferentes formulag¢des contendo os AG, usando o método de adi¢cao padréo. Os
resultados foram expressos como a estimativa do desvio padréo relativo (RSD) e
estdo apresentados na Tabela 20. Dos resultados se pode extrair que 0 método
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apresenta um bom desempenho em termos de repetitividade para STRE nas
formulacbes estudadas, dado que seus coeficientes de variagcdo foram menores que
dois tercos do valor tedrico calculado por intermédio da equagédo de Horwitz, RSD,
1,3% (Equacao 4). Para a DHS os desvios foram superiores ao limite orientativo do
guia. As precisdes intermediarias do método em geral foram inferiores a 5%.

CV = 2(1-05 109C) Equagéo 4

Onde, C é a concentracao do analito.

4.3.6. Exatidao (veracidade)

O guia nao relata o procedimento a ser seguido para avaliacdo da
veracidade/exatiddo no caso que nao se disponha de material de referéncia
certificado ou da matriz branca (excipiente). Neste trabalho, a exatidao foi avaliada
através do teste de recuperacdo. Sendo assim, medicamentos disponiveis
comercialmente foram fortificadas em 3 niveis de concentracdo: baixa (30%), média
(50%) e alta (60%). Todas as anadlises foram realizadas em quatro replicatas

independentes, exceto a amostra 4-STRE/ DHS que foi analisada em sextuplicata.

Tabela 20. Valores obtidos para os ensaios de precisao e exatidao para STRE e
DHS.

Precisao Exatidao®
Intra- Inter- Nivel Nivel Nivel
Amostra ensaio® ensaio® Baixo Médio Alto
(RSD %) (RSD %) (30%) (50%) (60%)
1- STRE, P6 soluvel 1,3 2,0 101 100 97
3- DHS, P¢ soluvel 2,5 3,9 101 107 99
4- STRE, Po soluvel 1,24 2,7" 101 © 98¢ 102¢
4- DHS, P6 solavel 1,54 2,5 119 96 °' 109 ¢
6- DHS, Suspensao 1,7 1,8 106 100 113
8- STRE, Unguento 1,2 2,4 103 101 105

2 Precisdo intra-ensaio (n = 4, ' n = 6). ° Preciséo inter-ensaio (n =12, °' n = 18). °

Exatidao (% Recuperacdo, n = 4, °'n = 6).
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Segundo o Guia de Validagdao do MAPA, a recomendacao para aceitacdo do valor
para a veracidade através do teste recuperacdo é o previsto pela Equacdo de
Horwitz. Entdo para as amostras com teor do principio ativo na faixa de concentracao
entre 10 g kg”' e 1000 g kg ' (1, 4-STRE e 3,4,6-DHS) o intervalo de recuperacdo
aceitavel é de 98 a 102% e para a amostra com teor menor de 10 g kg™ (8-STRE) o
intervalo de recuperacao aceitavel é de 97 a 103%. Ainda, o Guia descreve que
valores fora das faixas poderao ser aceitos desde que devidamente justificadas. Das
amostras analisadas e apresentadas na Tabela 20, apenas uma amostra (4-STRE)
se encontra na faixa aceitavel nos trés niveis de fortificacdo, conforme preconizado
pelo Guia de Validacdo do MAPA. As demais amostras encontram-se fora da faixa

da porcentagem de recuperacao aceita, em pelo menos em um dos niveis.

4.3.7. Robustez

O guia recomenda para a avaliacao da robustez, identificar os possiveis fatores que
possam influenciar os resultados, e realizar pequenas variacées no valor nominal de

cada fator em pelo menos dois niveis.

A robustez foi avaliada segundo o planejamento fatorial Plackett-Burman, medindo a
influéncia de sete variaveis independentes na resposta cromatografica. Os fatores
avaliados estdo apresentados na Tabela 5. Os experimentos (Tabela 21) foram
realizados em ordem aleatéria e em duplicata (n = 2) e a concentracdo de STRE e

DHS utilizada para a realizagdo do ensaio foi de 20 ug mL™.
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Tabela 21. Fatores avaliados no ensaio de robustez para STRE e DHS.

Fatores avaliados Resposta, area cromatografica
Experimento N
A B CDE F G STRE DHS
+ + + + o+ o+ o+ 1 3,83 4,46
+ + - o+ - -+ 2 3,67 4,46
+ - o+ -+ -+ 3 2,36 4,46
+ - - - -+ o+ 4 2,34 4,38
-+ o+ - -+ - 5 1,45 5,01
-+ - -+ - - 6 1,53 5,00
- -+ o+ - - - 7 3,12 410
- - -+ o+ 4+ - 8 3,39 411

Experimentos (+) correspondem aos valores nominais, Experimentos (-)
correspondem aos valores que foram variados. (A) Concentracdo de NaOH na fase
movel, (B)Tempo de integracdo do sinal no pulso amperométrico, (C) Potencial de
determinacdo do sinal no pulso amperométrico, (D) Lote da coluna de separagao
cromatografica, (E) Tempo do ultrasom no preparo da amostra, (F) Solvente para
solubilizagdo da amostra, (G) Potencial de ativagao do sinal no pulso amperométrico.

Com estes experimentos foram estimados os efeitos dos fatores de acordo com a
Equacao 5.

_ LYo EY()

Ey N

Equacao 5

onde, XY(+) e £Y(-) representam as somas das respostas em que o fator X € do nivel

(+) e (-), respectivamente; e N é o numero de experimentos realizados.

Foram construidos os graficos de Pareto dos efeitos padronizados para os AG
individualmente. Estes efeitos padronizados sdo calculados mediante o cociente do
efeito de cada fator (Ex) e o erro associado. Para considerar a significancia estatistica
destes fatores o valor do efeito padronizado foi comparado com o valor de tgitico
tabelado que é de 2,036 para 8 graus de liberdade (graus de liberdade associados
ao erro padrao de cada efeito).
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Na Figura 34 pode se observar que para os dois AG, os fatores que provocam um
efeito significativo sdo aqueles relacionados ao preparo da amostra como a
solubilizacdo da amostra (Fator F) e tempo no ultrassom (Fator E), os quais sao
facilmente controlaveis. Entretanto, também foi significativo o lote da coluna de
separacao cromatografica (Fator D) e o fator potencial de ativacdo do sinal no pulso

amperomeétrico (significativo para DHS). Também foi verificado que os valores da

deteccao amperométrica (potenciais E+) sdo robustos.

(6)F
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(F)E
(1A
(2)B
(3)c

me

(A)

(5)E
(7e
(6)F
(4)d
(2)B
(1A
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(B)

p=.05
Efeitos estandarizados

Efeitos estandarizados

Figura 34. Grafico de Pareto padronizado do experimento de robustez para (A)
STRE e (B) DHS.

O Guia de Validagao do MAPA (MAPA, 2011) reporta que caso seja verificado que o
método nao é influenciado ou é fracamente influenciado por pequenas variagdes dos
fatores, o procedimento analitico é classificado como “Procedimento Analitico
Robusto e adequado para as anadlises de rotina”. No entanto, se o método é
fortemente influenciado, o procedimento analitico pode ser classificado em uma das
seguintes classes: 1) “Procedimento analitico ndo robusto e inadequado para as
analises de rotina”, 2) “Procedimento analitico de uso restrito” e 3) “Procedimento
analitico ndo robusto e inadequado para as analises de rotina na faixa de variacao

estudada dos fatores de influéncia”.

Considerando que muitos dos efeitos avaliados foram significativos para a resposta
quantitativa de DHS, o método é considerado ndo robusto para o intervalo do nivel
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selecionado para estes fatores na andlise do teste de robustez. Ao mesmo tempo, o
procedimento analitico é de uso restrito para as analises quantitativas de STRE nas
formulacbes veterinarias avaliadas. Sendo assim, os fatores deverdao ser
rigorosamente controlados durante as analises, especialmente referente ao preparo

da amostra para o uso do procedimento analitico na rotina.

4.4. QUANTIFICACAO DOS AMINOGLICOSIDEOS:
ESTREPTOMICINA E DIIDROESTREPTOMICINA EM AMOSTRAS
COMERCIALMENTE DISPONIVEIS DE MEDICAMENTOS DE USO
VETERINARIO

Foram quantificados os teores de STRE e DHS nas amostras dos medicamentos
usando o método desenvolvido e validado. Apesar de nao ter sido evidenciado efeito
matriz em nas amostras em questdo, a quantificacdo dos AG foi feita mediante
curvas de adicdo de padrao (usando glicose como padrédo interno), em triplicatas
independentes.

A Figura 35 apresenta cromatogramas das amostras de medicamentos veterinarios
2-STRE, 5-STRE/ DHS, 7-DHS e 9-STRE que contem como principal ativo a STRE e
a DHS.
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Figura 35. Cromatogramas de amostras de medicamento veterinario contendo STRE
(2) e DHS (3) como principal ativo com adicdo do padrao interno glicose (1).
Condigbes cromatogréficas: coluna CarboPac PA1, elui¢cao isocratica com FM NaOH
0,070 mol L' com vazdo de 0,8 mL min”. Volume de injecdo: 20 pL. Detecgédo
amperomeétrica pulsada: E1= -0,15 V durante 200 ms (integracdo do sinal 200 ms),
Eo= 0,85 V durante 400 ms e Es- -0,65 V aplicado durante 200 ms. As amostras
foram diluidas a 10 pg mL™.

A Tabela 22 mostra os resultados obtidos da quantificagdo de STRE e DHS pelo
método de adicdo de padrdo, em 16 amostras de formulagdes veterinarias, todas
adquiridas no mercado nacional. Seguindo a recomendacao do Guia de Validacao do
MAPA (MAPA, 2011), o resultado final foi reportado junto com a incerteza expandida
da medicao (U, Equacao 6) . Para o célculo da incerteza padrdao combinado foi
utilizada a metodologia Top-Down, que considera a incerteza da curva analitica e a
incerteza da precisdo intralaboratorial. N&o foi considerada a incerteza de
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amostragem, uma vez que nao se tinha esse parametro. Para o célculo da incerteza

expandida (U) a Equacao 6 e Equacao 7 foram empregadas.

U= u(Conar) X k Equacao 6

2
C ~
.u(Canal) = \[:uczlmostragem + /’l1z”epro + (Crec X Hrec)z + (Lal X .ucalib) Equagao 7

Canaicc
onde: u(Cana) € incerteza padrdo combinada da concentragdo do analito na amostra
analisada, k € o fator de abragencia; Cana € a concentracdao do analito na amostra
analisada; Canaicc € a concentragdo do analito interpolada na curva analitica; pepro €
a incerteza de reprodutibilidade obtida dos ensaios de preciséo intermediaria; pcain €
a incerteza devido a precisdo da concentragdo do analito na curva analitica;

Uamostragem € @ incerteza de amostragem.

O valor da incerteza expandida (U) foi calculada para cada amostra tendo em conta
um fator de abrangéncia de k = 2 (95 % de confianga) (de Souza, 2007).

Entretanto, para avaliar se as amostras estdo em conformidade ou ndo com a
especificacdo do fabricante € necessario definir a faixa aceitavel, a qual depende do
principio ativo e da formulacdo. A monografia oficial da diidroestreptomicina esta
ausente no compéndio nacional. Apenas a estreptomicina na formulacao em solugéao
injetavel e em po estéril para ser reconstituido em agua para injecdo se encontra
disponivel, indicando os limites de aceitacdo de no minimo 90,0% e, no maximo
115,0% da quantidade declarada no rétulo do medicamento. Esta mesma faixa
aceitavel é preconizada pela Farmacopeia Americana para estreptomicina.

No caso de diidroestreptomicina a faixa aceitavel preconizada pela Farmacopeia
Americana € de no minimo 80,0% e no maximo 120,0% da quantidade declarada no

rotulo do medicamento veterinario injetavel. Cabe destacar, que a farmacopeia
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brasileira ndo contempla monografias para medicamentos veterinarios. No entanto, a

ANVISA estabeleceu que na auséncia de monografia oficial na Farmacopeia

Brasileira, podera ser adotada monografia oficial da udltima edicdo de outros

compéndios oficiais. Para as formulacbes de medicamentos analisados que nao

existem monografias descritas nas Farmacopeias Americana e Britanica foi adotado

0 mesmo intervalo.

Tabela 22. Teores médios de STRE e DHS determinados em amostras de

medicamentos veterinarios.

Amostra Média £ U* Formulacéo Concentracao Faixa Aceitavel
g kg ¢ Nominal, (Lmin® Lmax)
1-STRE 283 + 18 P6 solavel 270 g kg™ 243-311 g kg
2-STRE 299 + 23 P6 solavel 270 g kg™ 243- 311 g kg™
3-DHS 525 + 42 P6 solavel 538 g kg™ 430-645 g kg™
4-STRE 199 + 18 P6 solavel 213 g kg™ 173-221 g kg™
5-STRE 192 +17 P6 soluvel 213 g kg™ 173-221 g kg
4-DHS 201 £ 19 P6 solavel 213 g kg™ 170-255 g kg
5-DHS 191 £17 P6 solavel 213 g kg™ 170-255 g kg
6-DHS 83+9 Suspens&o 80gL" 66-99g L
7-DHS 81+9 Suspens&o 80gL" 66-99g L
8-STRE 7,1+07 Unguento intramamario 7 gkg" 6.3-8,1 g kg™
9-STRE 6,6+1,0 Unguento intramamaério 7 gkg” 6,3-8,1 gkg
10-STRE 6,9 1,1 Unguento intramamaério 7 gkg’ 6,3-8,1 gkg
11-STRE 7,1+1,0 Unguento intramamario 7 gkg’ 6,3-8,1 gkg
12-STRE 7,3+0,7 Unguento intramamario 7 gkg’ 6,3-8,1 gkg
13-STRE 7,3+0,7 Unguento intramamaério 7 gkg’ 6,3-8,1 gkg
14-STRE 6,8+1,4 Unguento intramamario 7 gkg” 6,3-8,1 g kg
15-STRE 6,8 +1,0 Unguento intramamaério 7 gkg™ 6,3-8,1 g kg
16-STRE 6,6 0,7 Unguento intramamaério 7 gkg” 6,3-8,1 g kg

4 Média + U (incerteza expandida)

A interpretacdo dos resultados das medicdes foi realizada contemplando bandas de

segurancga, seguindo o critério apresentado na Figura 36 (MAPA, 2011). Nesta regra

de decisao, o resultado (Res) é comparado com uma faixa com um limite minimo

(Lmin) € maximo (Lmax), minimizando assim o risco de falso conforme.
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Foi observado que todas as 16 amostras analisadas atingem as especificacdes
determinadas, com teor conforme ao declarado no rétulo (Tabela 22).

'r'::' u | f i'_'“+u

4 4w Res

h. L. L _ll iﬁ
Regido de . | Regiso de

I '
rejeicao ou de Regido de aceitacao ou de
f”'anld g conformidade ; dad
conformidade : conformidade
L,.-U<Res<l _+U
Res<l__-U g Res>L  +U

rejeigdao ou de
nao

Figura 36. Interpretacdo de um resultado de medi¢do (adaptado do Manual De
Garantia da Qualidade Analitica do MAPA e a Secretaria de Defesa Agropecuaria,
2011).
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5. CONCLUSOES

A detecgéao eletroquimica dos aminoglicosideos STRE e DHS sob eletrodo de ouro
foi possivel mediante a aplicacdo do pulso de potencial triplo. Evidenciou-se a
importancia do planejamento experimental para estabelecer as condigbes 6timas de
operacao do detector amperométrico, uma vez que pequenas variagcbes nos valores
destes trés potenciais afetam significativamente a resposta analitica destes
compostos. Além disso, foi demonstrado que o potencial de limpeza oxidativa
estabelecido é adequado para a obtencdo de uma resposta repetitiva e sinais de
linha de base estaveis. Isso representa uma vantagem, pois elimina a necessidade
da abertura frequente da cela para efetuar uma limpeza mecénica ou quimica da
superficie do eletrodo.

Para as andlises simultdneas da STRE e DHS foi desenvolvido um método analitico
empregando a HPLC-PAD. Para tanto, foi usado uma coluna de troca aniénica com
uma fase moével composta unicamente de hidréxido de sodio (livre de solvente
organico), o que apresenta vantagem, frente ao descarte e tratamento de residuos.
No entanto, a concentragao de hidréxido de sodio precisa ser controlada, pois afeta a
separagao dos AG.

O método desenvolvido para a quantificacdo simultanea de STRE e DHS em
medicamentos de uso veterinario por HPLC-PAD foi validado conforme especificacao
do Guia de Validacdo do MAPA, publicado em 2011. Esse Guia difere do “Guia para
validacdo de métodos analiticos e bioanaliticos” publicado pela ANVISA, através da
Resolucado 899 de 29 de Maio de 2003, para Farmacos de Uso Humano. Cabe
destacar, que o Guia do MAPA, de modo geral é muito mais rigoroso do que o Guia
da ANVISA quanto ao numero de ensaios requeridos e aos critérios de aceitacao,

principalmente no que concernem aos parametros de precisdo e exatiddo. No
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entanto, o guia considera esses critérios de aceitacdo apenas orientativos, podendo
ser justificados quando esses nao forem atendidos.

Frente aos parametros de validacao e critérios de aceitacao preconizados o método
HPLC-PAD para a determinagédo de STRE e DHS em medicamentos veterinarios se
mostrou linear na faixa estabelecida, seletivo frente aos compostos estruturalmente
relacionados e/ou associados, além de ser confirmada que a matriz ndo tem efeito de
atenuacdo ou ganho do sinal de detecgao eletroquimica. Entretanto, segundo os
critérios do Guia do MAPA, o método desenvolvido ndo apresentou precisao
adequada para todas as formulacdes, uma vez que estas apresentaram valores de
RSD na faixa de 1,8 a 3,9% (inter-ensaio), ou seja, superiores aos preconizados. Em
termos de exatidao/veracidade é importante destacar que o Guia ndo estabelece
como realizar o teste sem a disponibilidade de matriz branca ou material de
referéncia certificado. Empregando o teste de recuperacdo, com trés niveis de
fortificacao, foi verificado que nem todos os valores obtidos se enquadraram dentro
das especificacbes. O nao atendimento do pardmetro de exatiddo pode ser
justificado pelo préprio sistema de deteccdo. O detector amperométrico ndao é tao
estavel quanto um detector de arranjo de fotodiodos.

E importante destacar que o método de cromatografia liquida associada a deteccao
eletroquimica para a determinacao de DHS ainda néao foi proposta nas Farmacopeias
Brasileira, Britanica e Americana e de acordo aos resultados obtidos neste trabalho
este método € adequado e pode ser aplicado com sucesso na rotina de fiscalizagéao
de medicamentos veterinarios contendo esse principio ativo. Ainda, como vantagem
se destaca que o0 mesmo meétodo pode ser empregado para a determinagédo de
STRE e DHS.

A padronizacgao interna, usando glicose, apresentou vantagens frente a padronizagao
externa, principalmente pelo sistema de deteccao que pode apresentar variagcbes em
decorréncia da alteracao da superficie eletroativa do eletrodo de ouro.
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Todas as amostras avaliadas, considerando a incerteza expandida e um fator de
abrangéncia 2, apresentaram o teor de STRE ou DHS dentro das especificacoes,
considerando uma faixa aceitavel de 90 a 115% para STRE e 80 a 120% para DHS
do valor nominal informado pelo fabricante. Cabe destacar, que é importante que as
agéncias reguladoras (MAPA) estabelecam os limites de tolerancia para que os
laboratérios de fiscalizacdo possam tomar decisbes quanto a conformidade ou nao

das amostras analisadas.
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ANEXO 1

Tabela 1. Coeficientes de regressao para a resposta area cromatografica do padrao

de DHS.
Coeficientes L
Erro Estimativas por Intervalo
Fatores de . t(7) p-valor
. padrao (95%)
Regressao

E1 (L) -3025,80  307,8538 -9,82870 0,000024 -3753,76 -2297,84
E1(Q) -2419,30  338,8380 -7,13999 0,000187 -3220,53 -1618,08
E2 (L) 1711,21 307,8538 5,55851 0,000852 983,25 2439,17
E2 (Q) 277,12 338,8380 -0,81786 0,440386 -1078,35 524,10
E3 (L) 1237,36 307,8538 4,01930 0,005064 509,40 1965,32
E3 (Q) -1523,40  338,8380 -4,49594 0,002812 -2324,62 -722,17

E1E2 295,63 402,2304 0,73496 0,486249 -655,50 1246,75

E1E3 3270,63 402,2304 8,13122 0,000082 2319,50 4221,75

E2E3 127,13 402,2304 0,31605 0,761180 -824,00 1078,25

L: linear, Q: quadratico, Os valores
estatisticamente significativos.

em vermelho correspondem aos parametros

Tabela 2. Resumo do analise da regressdo, ANOVA para a area cromatografica do
padrédo DHS.

Soma dos Graus de Quadrado

Fatores ] o Fcal p-valor
quadrados Liberdade Médio
Regressao 364659610 3 55816741,3 56 0,0003
Residuos 10754393 10 1075439
Total 360501316 16

R°=0,9702; Ajuste: 0,9527; F3 10.005= 3,71

119



ANEXO 2

Tabela 1. Efeitos estimados do planejamento de otimizagcao, para a resposta do
padrao de DHS.

Coeficientes

Erro Estimativas por Intervalo
Fatores de . 1(7) p-valor
. padrao (95%)
Regressao
E1 (L) -1346,53 145,00 9,29  0,000088 -1701,34 991,73
E1(Q) -1735,58 176,05 9,86  0,000063 -2166,37 -1304,79
E2 (L) 1137,40 145,00 7,84  0,000227 782,60 1492,21
E2 (Q) -922,40 176,05 5,24 0,001940 -1353,19 -491,62
E3 (L) 271,29 145,00 1,87  0,110530 -83,51 626,10
E3 (Q) -1332,70 176,05 7,57  0,000276  -1763,49 -901,91
E1E2 527,25 189,45 2,78  0,031871 63,67 990,83
E1E3 1105,00 189,45 5,83  0,001118 641,42 1568,58
E2E3 124,25 189,45 0,66 0,536255  -339,33 587,83

L: linear, Q: quadratico, Os valores em vermelho correspondem aos parametros
estatisticamente significativos.

Tabela 2. Andlise de variancia (ANOVA) para a resposta da area cromatografica da
DHS

Somados Grausde Quadrado
Fatores ] o Fcal p-valor
quadrados Liberdade Médio

Regressao 10g663664 7 15237666,3 42 0,006
Residuos 2851508 10 356439
Total 89262299 16

R“= 0,968; Ajuste: 0,9401; Fs, 100,05 = 3,21
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