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CONSIDERATIONS AND PRACTICAL IMPLICATIONS OF THE GUIDE FOR VALIDATION AND ANALYTICAL QUALITY
CONTROL OF DRUGS IN FEED AND VETERINARY DRUGS. Recently, the Brazilian Ministry of Agriculture, Livestock and Supply
(MAPA) published a validation and analytical quality control guide called the “Guia de Validagdo e Controle de Qualidade Analitica —
Farmacos em Produtos para Alimentagdo Animal e Medicamentos Veterindrios”, in order to guide officers and accredited laboratories
in the validation of analytical methods for the quality control of veterinary medicines, drug contaminants in feed and depletion studies
(residues of drugs in biological matrices). The aim of this study was to present a critical evaluation of the concepts and procedures defined
in this document. The Guide was applied for the validation of chromatographic methods intended to be used for the quantification of

antimicrobial and antiparasitic drugs in veterinary medicines. Methods for the determination of ivermectin, abamectin, sulfadiazine,

sulfadimethoxine, sulfaquinoxaline, streptomycin, dihydrostreptomycin and florfenicol were validated using the Guide. Each validation
parameter was evaluated and discussed. A total of 55 samples of veterinary drugs were analyzed.
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INTRODUCAO
Medicamentos veterinarios

A industria de produtos farmacéuticos veterindrios corresponde
ao segmento de saide animal responsdvel por manter a satide e a
produtividade dos diversos rebanhos em todo o mundo, bem como
por garantir a seguranga e a abundancia do alimento que produzem.'

O Brasil é um dos cinco maiores mercados veterindrios em todo
o mundo e o setor vem apresentando franco crescimento sustentado,
principalmente, pelo regime de criagdo intensiva de aves, suinos e
bovinos, que implica na maior ocorréncia de infecgdes, ectoparasito-
ses e verminoses.>* Ndo menos importante € a aquicultura que vem
apresentando um crescimento em todo o mundo e também no Brasil.
A criagdo de peixes em tanque rede e o uso de medicamentos veteri-
ndrios neste segmento tem sido uma prética cada vez mais comum.
Além disso, 0 aumento das exportagcdes de produtos veterindrios, a
maior fiscalizagdo sanitdria, os critérios cada vez mais exigentes para
a comercializac@o e a maior conscientizacdo dos criadores de animais
da importancia de manter os rebanhos sauddveis tém alavancado
esse mercado.’

A grande demanda por esses produtos no Brasil pode ser veri-
ficada considerando-se o expressivo nimero de industrias voltadas
a sua produgdo instaladas no pafs, principalmente no estado de Sdo
Paulo.* Em junho de 2014, de acordo com o Compéndio de Produtos
Veterindrios, publicado pelo Sindicato Nacional da Industria de
Produtos para Saide Animal (SINDAN) com o apoio da Coordenagao
de Fiscalizacdo de Produtos Veterindrios (CPV) do Ministério da
Agricultura, Pecudria e Abastecimento (MAPA), o niimero de pro-
dutos veterindrios com licenca vigente € de 2.696, provenientes de
108 empresas diferentes.’ Em relagio aos grupos de medicamentos,
o mercado veterindrio estd dividido em: biolégicos, antimicrobia-
nos, ecto- e endoparasiticidas, endectocidas, terapéuticos, tonicos/

*e-mail: susanne.rath@gmail.com

fortificantes, desinfetantes, dermatoldgicos e outros. Dentre esses,
farmacos de agdo ecto- e endoparasiticida e antimicrobianos somam
679 e 580 registros, respectivamente.

Indubitavelmente os antimicrobianos, pelo seu amplo emprego na
medicina veterindria e pelo aparecimento de resisténcia bacteriana,
tém sido os mais discutidos, tanto por cientistas e produtores quanto
por 6rgdos governamentais. Residuos de ecto- e endoparasiticidas em
carne proveniente de animais tratados, acima de limites considerados
seguros, t&m sido os responsdveis por embargos recorrentes de carne
industrializada do Brasil e, portanto, tém provocado discussdes entre
a industria e 0o MAPA.

Quando os medicamentos veterinarios ndo sdo utilizados confor-
me as boas préticas veterindrias, isto €, quando ndo ocorre observancia
das instrugdes de uso contidas na bula (espécie alvo, dosagem, via
de administrag@o e/ou periodo de caréncia), os mesmos podem nio
ser eficazes para o propdsito em que sdo empregados. Neste caso
pode ocorrer a disseminagdo de doengas entre os animais e/ou levar
a presenga de residuos nos alimentos acima dos limites maximos de
residuos permitidos (LMR), representando nao apenas uma ameaga
a saude dos animais tratados, mas também a saide dos consumidores
de produtos derivados desses animais. Ainda, pode ser um objeto de
“nao conformidade” em relacdo aos padrdes de qualidade exigidos
quando do comércio internacional de produtos pecudrios.®

Esse cendrio de falta de conformidade nos produtos veterindrios
¢ uma realidade nem sempre relatada. Em um estudo realizado na
Africa subsaariana’ foi verificado que 42% dos produtos veterindrios
comercializados em Camardes e 20% dos comercializados no Senegal
tinham teores de ativos abaixo do preconizado. Além disso, 4% e
2% dos medicamentos veterindrios comercializados em Camardes e
Senegal, respectivamente, ndo tinham o ativo na sua composicao e
4% e 33% apresentavam sobredosagem.

As ndo conformidades observadas no decorrer da cadeia produ-
tiva t€m sido responsdveis por embargos comerciais internacionais
ocorridos nos tltimos anos, como a que ocorreu no més de maio de
2014, quando o governo brasileiro suspendeu o uso da ivermectina de
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longa agdo no pais, por terem sido encontrados residuos do produto
em carnes enlatadas exportadas para os Estados Unidos (DOU de
30 de maio de 2014).% No que diz respeito a fiscaliza¢do de medica-
mentos veterindrios no Brasil, existe uma grande lacuna dentro do
MAPA quanto a avaliag@o da conformidade dos produtos que estio
sendo comercializados no mercado nacional. Desde 2008 existe uma
demanda para que essa fiscalizacdo seja realizada e desde entdo o
Laboratdrio Nacional Agropecudrio de Sdo Paulo (Lanagro-SP) tem
preparado sua estrutura para atender essa necessidade. O objetivo
final € que, juntamente com os laboratdrios credenciados pelo préprio
MAPA, essarede possa realizar as andlises fiscais de conformidade de
teor de ativos, impurezas presentes e produtos de degradacio, testes
de desempenho (dureza, friabilidade, viscosidade), identificacio de
ativos e contaminagio cruzada no caso de racdes.

Legislacao para validacio de métodos

No Brasil, as legislacdes que regulam os produtos de uso vete-
rindrio delegam competéncia a0 MAPA quanto as normas relativas
ao registro e fiscalizacdo destes produtos e dos estabelecimentos
que os fabricam, manipulam, fracionam, comercializam, importam
ou exportam.’'

Em 2011, a Coordenacdo Geral de Apoio Laboratorial (CGAL/
MAPA) publicou o Guia de Validacdo e Controle de Qualidade
Analitica — Farmacos em Produtos para Alimentagdo Animal e
Medicamentos Veterindrios,'* um documento que estabelece os para-
metros a serem avaliados na valida¢do dos procedimentos analiticos
e os critérios minimos a serem atendidos pelos laboratdrios oficiais
e credenciados para que o método seja considerado adequado ao
fim ao qual se propde. Até a publicagdo deste documento, as duas
agéncias nacionais que disponibilizavam guias de validagdo para
métodos analiticos eram a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitdria
(ANVISA), por meio da Resolug@o RE 899 de 2003,'* cuja publicacdo
¢ direcionada para farmacos de uso humano, e o Instituto Nacional
de Metrologia, Normalizagdo e Qualidade Industrial INMETRO)
por meio das orientagdes do DOQ-CGCRE-008." Ja no ambito
internacional, os documentos de maior expressdo sdo os elaborados
no contexto da Conferéncia Internacional em Harmonizacio de
Requerimentos para Registro de Medicamentos de Uso Humano
(ICH, International Conference on Harmonization of Technical
Requirements for Registration of Pharmaceuticals for Human Use)'®
que estdo harmonizados com o Capitulo 1225 da Farmacopeia
Americana intitulado “Validation of Compendion Procedures”, o
guia “Harmonized Guidelines for Single-Laboratory Validation
of Methods of Analysis”," o guia “Validation of Chromatographic
Methods” publicado pela Agéncia de Alimentos e Medicamentos
dos Estados Unidos (FDA, Food and Drug Administration)'® e as
recomendagdes da rede de organizagdes Europeias (EURACHEM)
pelo guia “The Fitness for Purpose of Analytical Methods”." Na
drea da medicina veterindria, o governo australiano publicou, em
2004, o Guia intitulado “Guidelines for the Validation of Analytical
Methods for Active Constituent, Agricultural and Veterinary Chemical
Products”* O que se pode observar nesses documentos € que nao
ha um procedimento padronizado sobre como avaliar os diferentes
parametros de uma valida¢do, bem como os critérios de aceitabilidade.

Em relacéo ao uso de métodos normalizados, o Guia de Validagao
do MAPA sugere que seja realizada a verificacdo de desempenho
desde que ndo seja feita altera¢do nos procedimentos, especificacdes
ou técnicas analiticas descritas na farmacopeia.’* Nas versdes da
Farmacopeia Brasileira,” inclusive na dltima versdo, revisada em
2010, os medicamentos de uso exclusivo na medicina veterinaria
ndo foram contemplados. Enquanto a Farmacopeia Britinica® tem
um volume especifico destinado aos medicamentos veterindrios, a
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Farmacopeia Americana® tem apenas monografias para alguns far-

macos de uso veterindrio, como por exemplo, a ivermectina.

Diante do exposto acima, vé-se a importancia do MAPA iniciar a
colheita fiscal de medicamentos veterindrios comercializados no pafs,
seja na inddstria ou no comércio, seguido da andlise em laboratério
oficial ou credenciado que utiliza métodos validados segundo proce-
dimentos e critérios de aceitabilidade definidos pelo proprio MAPA,
bem como um controle de qualidade eficiente na rotina analitica. A
publicacéo do Guia de Validacdo e Controle de Qualidade Analitica
—Farmacos em Produtos para Alimentacdo Animal e Medicamentos
Veterindrios'® foi uma iniciativa importante do MAPA no sentido
de dar inicio ao controle da qualidade de medicamentos produzidos
no Pafs. Empregando esse guia na validagdo de métodos visando
a determinagdo de firmacos em medicamentos veterindrios foram
encontradas dificuldades e algumas limitacdes, 0 que nos motivou a
escrever esse artigo.

Assim, o presente trabalho tem como objetivo aplicar e discutir
os conceitos e procedimentos definidos por este guia na validacdo e
controle de qualidade do teor de importantes antiparasitarios (iver-
mectina e abamectina) e antimicrobianos (sulfadiazina, sulfadimeto-
xina sédica, sulfaquinoxalina, estreptomicina, diidroestreptomicina
e florfenicol) utilizados na medicina veterinaria, bem como discutir
o cendrio atual da conformidade dos medicamentos comercializados
no pais.

PARTE EXPERIMENTAL
Reagentes e materiais

Todos os reagentes utilizados foram de grau de pureza analitica.
Os solventes utilizados foram de grau HPLC e no preparo de solu-
¢oes foi utilizada dgua purificada em sistema Milli-Q - 18,2 MQ
cm (Millipore, EUA). As solugdes e solventes foram filtrados em
membrana de PTFE de 0,22 um, acopladas a filtros de seringa ou
sistema de filtracdo (Millipore, EUA), respectivamente.

Padroes dos farmacos

Os padrdes de abamectina B,, e B,, (ABM), 98,7%, ivermectina
B,, e B,, VM), 97,0%, sulfadimetoxina sédica (SDM), 99,0%, e
sulfaquinoxalina (SQX), 95,0%, foram adquiridos da Sigma-Aldrich
(China). Florfenicol (FLF), 100%, glicose 99,0%, sulfadiazina (SDZ),
99,0%, sulfato de estreptomicina (STRE) poténcia 758 ug mg' e
sulfato de diidroestreptomicina (DHS), 98,0%, foram adquiridos da
Sigma-Aldrich (EUA).

Instrumentacio

Cromatégrafo 1 (HPLC-DAD): Cromatégrafo a liquido de alta
eficiéncia, Agilent série 1200, composto por sistema de bombeamento
quaterndrio modelo G1311A, forno para coluna modelo G1316A e
injetor automdtico modelo G1329A, detector espectrofotométrico
por arranjo de fotodiodos (DAD), cela de 8 uL. de volume, 10 nm de
caminho 6ptico, modelo G1315D e sistema de aquisi¢do e tratamento
de dados com software ChemStation (Agilent, EUA).

Cromatégrafo 2 (HPLC-PAD): Cromatdgrafo de fons modular
871 Advance Bioscan, Metrohm (Sui¢a), composto por sistema de
bombeamento 709 IC de duplo pistdo com tubulacdes de PEEK,
véalvula de injecdo e alca de amostragem de 20 pL, detector eletro-
quimico (PAD) 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 didmetro), um eletrodo do referéncia de tipo
solido (patenteado pela Metrohm) e um eletrodo auxiliar de aco inox.
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Cromatégrafo 3 (HPLC-DAD): Cromatégrafo a liquido de alta
eficiéncia, Thermo Accela (Thermo, EUA), composto por sistema de
bombeamento quaterndrio modelo Surveyor LC PLUS, injetor auto-
mdtico modelo Surveyor PLUS, dotado de controle de temperatura
para amostras e forno de colunas integrado, detector espectrofoto-
métrico por arranjo de fotodiodos modelo Surveyor PDA PLUS, cela
de 10 pL e sistema de aquisi¢do e tratamento de dados com software
ChromQuest 5.0 (Thermo, EUA).

Amostras

As amostras de medicamentos veterinarios foram adquiridas junto
ao comércio ou de industrias nacionais (Brasil), nos anos de 2010
a 2014. No total, foram adquiridas 55 amostras, sendo que trés das
amostras continham uma combinacdo de dois farmacos, STRE e DHS.
O nimero de amostras e a forma farmacéutica de cada insumo ativo
estdo detalhados na Tabela 1, assim como a concentragdo nominal e
o solvente para solubilizagdo da amostra.

PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

Na Tabela 2 sdo apresentadas as condi¢des cromatograficas oti-
mizadas, levando em considerag@o os parametros de conformidade
do sistema, para cada um dos ativos avaliados no procedimento de
validacd@o. As sulfonamidas (SDZ, SDM e SQM)* e o florfenicol
foram analisados no cromatdgrafo 1.2 Os aminoglicosideos (STRE
e DHS) e as avermectinas (ABM e IVM) nos cromatégrafos 2 e 3,
respectivamente. Uma vez que os aminoglicosideos ndo apresentam
cromoforo, estes foram quantificados com um detector de pulso
amperométrico.”

Consideracdes e implicagdes praticas do guia de validac@o e controle de qualidade analitica de farmacos 699

Validacao dos métodos

Seletividade

Solucdes intermedidrias de cada padrdo de fiarmaco foram
preparadas na concentragdo de 100 ug mL™"! nos seguintes meios:
0,1 mol L' 4cido cloridrico, 0,1 mol L' hidréxido de sédio, 3% v/v
peroéxido de hidrogénio e em dgua submetidas a temperatura de 60 °C
(aquecimento em banho-maria).

Estas solucdes, apds serem previamente diluidas (avermectinas
para 40 ug mL"' e os demais farmacos para 20 ug mL™"), foram ana-
lisadas por HPLC, empregando as condi¢des descritas na Tabela 2,
apos 1 hora e 24 horas do preparo das solugdes. Em seguida foram
analisadas solugdes padrdo recém-preparadas. Foi avaliada a pureza
do pico cromatogréfico do farmaco (no caso do detector de arranjo
de fotodiodos) em trés pontos: inicio, meio e final do pico, e a elui-
¢do de produtos de degradagdo que pudessem causar interferéncia.
Para os ativos analisados usando a detec¢do eletroquimica (STRE e
DHS) nao foi possivel realizar a avaliagido da pureza do pico, pois o
potencial de deteccio € mantido constante.

Linearidade

Foram construidas curvas analiticas (CCAS, curvas de calibragdo
do analito em solu¢@o) para cada farmaco usando cinco niveis de
concentracdo (I=5), e em sextuplicata independente de preparo (J=6),
seguindo o intervalo de 50 a 150% em relagio ao ponto médio da curva
selecionado (de 20 pg mL! para as sulfonamidas, aminoglicosideos
e florfenicol e 40 pg mL™! para ivermectina e abamectina). As CCAS
foram ajustadas pelo método dos minimos quadrados ordindrios
(MMQO), apds terem sido eliminados valores extremos (outliers)
identificados pelo teste de significancia dos residuos padronizados de

Tabela 1. Medicamentos avaliados e condi¢oes de preparo das solu¢des amostra

. Numero de A Concentragdo Nominal Preparo da solu¢do amostra
Ativo Forma farmacéutica — —
amostras (%, m/v) Solvente de solubilizagdo  Fator de Diluigdo
ABM 8 Injetavel 0,5-1,25 Metanol 250
IVM 14 Injetdvel 1-3,6 Metanol 250
DHS 5 P6 solivel e suspensdo injetavel 8,0-53.8 Agua 600
STRE 13 P6 soluvel e unguento intramamério 0,7-27 Agua 600
SDM 1 Injetdvel 20 Agua 600
SDZ 8 Injetavel 13,8 —40 Metanol:dgua 50:50 (v/v) 12000
SQX 8 P6 soluvel e solucdo oral 4,0-25 Agua 1250
FLF 1 P6 solivel 30 Metanol 15000
Tabela 2. Condi¢des cromatograficas para cada um dos farmacos avaliados
Ativo Coluna Fase Movel Deteccao Vol. (uL)
SDZ XBridge™ Acido férmico 0,1% v/v em Arranjo de fotodiodos 20
SDM (150 x 4,6 mm; 3,5 um) dgua (A): dcido férmico 0,1% SDZ, 266 nm;
SQX Temperatura: 40 °C v/v em MeOH (B) SDM, 268 nm;
Gradiente: SQX, 248 nm.
0-10 min: 90:10 v/v A:B
10-14 min: 62:38 v/v A:B
15 -20 min: 90:10 v/v A:B
Vazio: 1,0 mL min™!
FLF ACE®5 C18 MeOH:dgua 68:32 v/v, Arranjo de fotodiodos 50
(250 x 4,6 mm; 5 pm) Vazio: 1,0 mL min’! 223 nm
Temperatura: 30 °C
STRE CarboPac™ PA1 Solucdo de NaOH 0,070 mol Pulso amperométrico 20
DHS (250 mm x 4 mm; 5 pm) L, E,.=-0,15V (t =400 ms)
Temperatura: ambiente Vazio: 0,8 mL min’! E = 0,85V (t=200 ms)
E . =-0,65V (t =400 ms)
IVM Purospher STAR RP-18e MeOH: dgua 83:17 v/v, Arranjo de fotodiodos 5
ABM 55 x 4,0 mm; 5 um) Vazio: 1,0 mL min’ 245 nm

Temperatura: 30 °C




700 Rath et al.

Jacknife e ter sido comprovada a homocedasticidade da curva pelo
teste de Levene.”® As equacdes das retas foram expressas como: y=a
+bxC, na qual C € a concentragio de cada fairmaco em ug mL' ey a
area do pico cromatografico. Os valores de a e b correspondem aos co-
eficientes linear e angular, respectivamente. Também foram estimadas
as incertezas (estimativas dos desvios padrdo) de a e b e o coeficiente de
regressdo linear (1, linearidade). A sensibilidade do método foi obtida
pelo coeficiente angular da curva analitica. Ainda, foram plotados os
graficos de residuos para avaliar possiveis tendéncias.

Efeito matriz de amostra
As amostras de medicamentos foram previamente diluidas com

solvente conforme descrito na Tabela 1 a uma concentragdo apro-

ximada de 40 pug mL"! para as avermectinas e 20 g mL"! para os
aminoglicosideos, FLF e sulfonamidas (com base nas informacdes
do fabricante). Estas solu¢des foram analisadas por padronizacao
externa usando a CCAS e pelo método de adi¢@o de padrdo (AP).
Para o0 método de AP as amostras contendo avermectinas foram

fortificadas com os padrdes analiticos nas concentracdes de 0; 5,0;

10,0; 15,0 € 20,0 pg mL" e as demais amostras contendo florfenicol,

sulfonamidas e aminoglicosideos com 0; 2,5; 5,0; 7,5 ¢ 10,0 ug mL"".

Todas as andlises foram realizadas em sextuplicatas independentes.

Os resultados foram avaliados de duas formas distintas:

1. Comparagdo dos resultados médios de concentracdo (obtidos
na determinac@o do farmaco em cada formulacdo usando para a
quantificacdo a CCAS e a curva matrizada pelo método de AP. Os
testes estatisticos empregados foram o teste F de homogeneidade
de variancias para verificar se existe ou nao diferenca significativa
(0:=0,05) nas variancias dos dois métodos (e o teste t de Student
para avaliar se existe diferenca significativa (0:=0,05) entre os
valores médios obtidos pela CCAS e AP.

2. Comparagdo dos coeficientes angulares das curvas CCAS e AP.
Novamente foram empregados os testes F e t de Student conforme
explicitado anteriormente.

Precisdo — repetitividade e reprodutibilidade intralaboratorial

Os teores dos insumos farmacéuticos ativos nas amostras de
medicamentos foram determinados mediante uso do método de AP
conforme descrito no item anterior (efeito matriz). Para tanto, as
amostras foram adicionadas do padrdo analitico em quatro niveis
de concentragdo. Para o ensaio de repetitividade cada amostra foi
analisada em sextuplicata, no mesmo dia, no mesmo equipamento e
pelo mesmo analista. Para o ensaio de reprodutibilidade intralabora-
torial cada amostra foi analisada em mais dois dias diferentes, pelo
mesmo ou outro analista e no mesmo equipamento, totalizando 18
determinacdes. Os resultados foram expressos como estimativas dos
desvios padrao relativos.

Veracidade/Recuperagdo

Foram preparadas solucdes a partir das amostras de medicamentos
em quantidades equivalentes a 40 ug mL' para as avermectinas e 20
ug mL" para os demais farmacos (calculado com base no valor de-
terminado previamente) e fortificadas com concentracdes conhecidas
do padrao correspondente: 5 ug mL!' (nivel baixo), 10 ug mL! (nivel
médio) e 20 ug mL! (nivel alto) para as avermectinas e 2,5 ug mL"!
(nivel baixo), 5,0 ug mL"! (nivel médio) e 7,5 ug mL™! (nivel alto) para
os demais farmacos. As andlises foram realizadas em sextuplicata
para cada nivel de fortificagdo. Os resultados foram comparados
com o valor nominal e expressos em porcentagem de recuperagao.

Robustez
A robustez foi avaliada por meio do Teste de Youden (ver Tabela 6,
na se¢do de resultados) para cada ativo. As andlises foram realizadas
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em duplicatas independentes e analisadas de forma aleatéria. Para
cada um dos ensaios foi usada uma solucio de trabalho na concentra-
¢do do ponto médio da curva analitica e foram seguidas as condicdes
cromatogrificas e de deteccdo previamente otimizadas e descritas
na Tabela 2. A resposta avaliada foi a drea do pico cromatografico.

Quantificagdo dos insumos farmacéuticos ativos nos
medicamentos

Os farmacos de todas as amostras, no total de 55, foram quanti-
ficados mediante método de AP. Trés das amostras continham uma
combinagdo de dois insumos farmacéuticos ativos, STRE e DHS.
Todas as analises foram realizadas em triplicata e os valores foram
expressos como o valor médio + U (incerteza expandida) com um
fator de abrangéncia (k) de 2. O fator de incerteza foi calculado pelo
método Top Down detalhado no Guia do MAPA,* sendo levadas em
consideragdo as incertezas da curva analitica e da reprodutibilidade
intralaboratorial.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Neste trabalho, a valida¢do dos métodos cromatograficos visan-
do a determinaciao de ABM, IVM, SDM, SQX, SDZ, FLF, STRE e
DHS em medicamentos veterindrios foi realizada de acordo com as
orientagdes do Guia de Validagéo e Controle de Qualidade Analitica
— Farmacos em Produtos para Alimentacdo Animal e Medicamentos
Veterindrios."* No entanto, durante a operacionalizagao da validagio,
alguns critérios e procedimentos nao puderam ser seguidos na sua
totalidade, como no caso da seletividade, precisdo (repetitividade e
reprodutibilidade intralaboratorial) e veracidade, sendo necessdrias
adaptacdes para dar prosseguimento a validacdo, os quais sdo dis-
cutidos a seguir.

A determinacdo do firmaco em medicamentos veterindrios,
matérias primas, produtos para alimenta¢do animal e matrizes de
origem bioldgica, segundo especificado no Guia de Valida¢do do
MAPA se enquadra na categoria I (testes quali-quantitativos). Nesta
categoria devem ser avaliados os seguintes parametros de validagio
do procedimento analitico: seletividade, efeito matriz, linearidade,
precisdo, veracidade/recuperagdo e robustez.

Anterior ao processo de validagdo, os métodos cromatograficos
para cada farmaco foram desenvolvidos e as condi¢des 6timas esta-
belecidas estao apresentadas na Tabela 2. Para a otimiza¢ao dos mé-
todos foram levados em consideragdo os parametros de conformidade
do sistema cromatografico: resolugdo (Res), fator de alargamento
(TF) e/ou fator de assimetria (As), nimero de pratos (N) e fator de
retencdo (k). Os valores a serem aceitos foram os recomendados nas
monografias farmacopeicas para cada insumo farmacéutico ativo e,
na auséncia destes, foram preconizados os valores ou faixas minimos
sugeridos no Capitulo 621 da Farmacopeia Americana:** Rs>2; 0,9
<As< 1,2; k>2 e N >2000.

Ainda, anterior ao processo de validagdo foram realizados es-
tudos da estabilidade das solugdes estoque e de trabalho para cada
farmaco (resultados ndo apresentados). A solu¢do foi considerada
estdvel quando a degradacdo do farmaco foi menor do que 2% em
relacdo a uma solugdo recém-preparada. Todas as solugdes foram
usadas dentro do periodo de sua estabilidade, respeitando as con-
dicdes de estocagem.

Seletividade

A seletividade do método analitico € um pardmetro importante
a ser avaliado, uma vez que visa a comprovar que o procedimento
analitico em uso permite determinar com confiabilidade o analito
na presenga da matriz (excipiente do firmaco) sem interferéncia de
concomitantes ou presenga de produtos de degradagao.
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O teste de seletividade descrito no guia de validagio do MAPA"
segue em integra a recomendacdo do ICH'®, o qual prevé a avaliagio
deste parametro para fins de identificagdo e quantificagao.

Para fins de identifica¢do o Guia®® recomenda que sejam avaliados
compostos com estruturas relacionadas ao farmaco que podem estar
presentes na formulagdo e que esses sejam escolhidos com base em
evidéncias cientificas da possivel presenca destes. Essa recomen-
dagdo € razodvel de ser atendida por laboratérios que produzem o
medicamento e que conhecem o processo de sintese. No entanto,
para laboratérios analiticos ou de fiscalizagdo essa etapa € dificil
de ser cumprida e praticamente ndo existem publicacdes cientificas
disponiveis sobre possiveis impurezas ou concomitantes em medi-
camentos veterindrios.

Para o teste de seletividade com finalidade quantitativa o Guia
sugere a comparagdo de resultados obtidos de amostras contaminadas
com quantidades apropriadas de impurezas ou excipientes de amostras
nao contaminadas. Ainda, indica que quando a impureza ou o padrao
do produto de degradagdo ndo estiver disponivel, pode-se comparar
os resultados do teste das amostras contendo impurezas ou produtos
de degradag@o com os resultados de um segundo procedimento bem
caracterizado. Nesta comparacdo devem ser incluidas amostras
armazenadas sob condicdes de estresse (luz, calor ou meios acido,
basico ou oxidante).

Considerando que vdrias empresas comercializam um mesmo
ativo em uma mesma forma farmacéutica, mas com diferentes
excipientes (cuja composicdo ndo € revelada), fica praticamente
invidvel, embora tecnicamente esse procedimento seja correto,
para um laboratdrio de fiscalizagdo avaliar possiveis impurezas e/
ou produtos de degradag¢do para uma forma farmacéutica de cada
empresa que comercializa o medicamento. Por exemplo, no caso
de medicamentos contendo ivermectina existem aproximadamente
50 empresas que comercializam no pais mais de seis formulacdes
diferentes, ou seja, em torno de 300 produtos no mercado. Sendo
assim, cada formulagdo teria que ser exposta a cinco condigdes de
estresse, 0 que representaria, em uma estimativa, em torno de 1500
amostras a serem analisadas (4500 determinagdes em triplicata) s6
para a determinacdo deste pardmetro.

Outro ponto importante a destacar € que para métodos cromato-
gréficos € essencial que sejam avaliados os pardmetros de conformi-
dade do sistema (system suitability). Em nenhum momento o Guia faz
referéncia a esse item. E recomendével que a conformidade do sistema
seja avaliada antes da valida¢@o ou paralelamente a seletividade. Se
existir co-eluicdo de algum composto interferente, o procedimento do
método necessita ser modificado no sentido de permitir a separagio
do analito dos demais compostos.

No presente trabalho a seletividade foi avaliada em termo do
sinal proveniente da andlise da amostra processada e do padrao ana-
litico de interesse. A identidade foi confirmada pela pureza do pico
cromatografico em trés pontos do pico.

Ainda, em termos de quantificaciio foi avaliada a resolucio do
pico do analito com os produtos de degradag@o formados apds exposi-
¢do dos padrdes de ABM, IVM, SDM, SQX, SDZ e FLF a condicdes
de estresse (0,1 mol L' 4cido cloridrico, 0,1 mol L hidréxido de
s6dio, 3% v/v perdéxido de hidrogénio e solugdes aquosas submetidas
atemperatura de 60 °C). A andlise dos cromatogramas (HPLC-DAD)
permitiu concluir que, embora em alguns meios fosse verificada a
formacdo de produtos de degradacdo dos padrdes, ndo houve alte-
racdo do espectro de absor¢do no decorrer do pico cromatografico
do farmaco em nenhuma das condi¢des de estresse e nos tempos
estudados e também nao houve co-elui¢ao de compostos degradados.
Ainda, foi realizada uma comparag@o entre os espectros do padrio e
das amostras comerciais nas condi¢des ambientais e nao se observou
diferengas nos espectros provenientes da matriz.>*»
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Estes resultados comprovam que os métodos se comportam de
forma seletiva frente as condi¢cdes e parimetros cromatograficos
previamente otimizados.

Para a STRE e DHS nao foi possivel avaliar a pureza do pico pelo
detector empregado ter sido um amperométrico. Para esse método
foi avaliada apenas a coeluicéio de produtos de degradagio e/ou do
excipiente.”

Uma vez que existem detectores que nao permitem a avaliacio
da pureza do pico, como detectores tipo eletroquimicos ou de espa-
Ihamento da luz, € importante a inclusdo no Guia de procedimentos
e critérios de avaliacdo da seletividade também para esses detectores.

Curva de calibragdo, linearidade, sensibilidade e faixa de trabalho

para fins quantitativos, o método analitico deve gerar resultados
que sejam diretamente proporcionais a concentracdo do analito em
solucdo. Para os métodos cromatograficos o sinal avaliado de modo
geral € a drea do pico cromatografico. Para garantir uma curva
homocedastica, a relagdo deve ser linear dentro de um determina-
do intervalo de concentracio, sendo que a faixa de trabalho deve
ser selecionada neste intervalo com base na resposta do detector
para o analito em questdo. Se concentragdes muito baixas forem
empregadas hd um aumento associado da incerteza e se concen-
tragdes muito altas forem usadas, pode ocorrer uma sobrecarga na
coluna cromatografica e, em consequéncia, ocasionar alargamento
dos picos e/ou picos assimétricos (cauda frontal). Como a faixa de
trabalho deve contemplar a faixa de concentracio esperada para o
analito na amostra € importante considerar que a amostra se situe
no meio da CCAS e que o primeiro e o dltimo ponto ndo fiquem
muito distantes para evitar curvas heteroceddsticas. Enquanto
a faixa recomendada no Guia da ANVISA™ é de 80 a 120% do
teor do analito alvo na amostra (ensaios quantitativos), no Guia
Harmonizado de Validacdo de Métodos Laboratoriais de Andlise,
publicado pela Unido Internacional de Quimica Pura e Aplicada
TUPAC" € de 50 a 150%. Por outro lado, o Guia do MAPA nido
faz recomendacao alguma para esse pardmetro. Neste trabalho foi
seguida a recomendagdo da [TUPAC.

Para construcdo da CCAS o Guia do MAPA requer que sejam
contemplados cinco niveis de concentragdo (I=5) em triplicata de
preparo (J=3) e duplicata de inje¢@o (L=2), o que leva a um total de
obtencdo de 30 cromatogramas para cada ativo.

Para avaliar a linearidade dos métodos, geralmente os Guias
avaliam o coeficiente de correlagiio linear (r) da CCAS que deve
ser superior a 0,99. No entanto, o Guia de Validacdo do MAPA faz
referéncia a um tratamento estatistico mais detalhado e rigoroso
antes da determinacdo da linearidade, que consiste em avaliar es-
tatisticamente a presenca de possiveis valores extremos ou outliers
(avaliado pelo teste de residuos padronizados Jacknife) e verificar se
os dados seguem ou ndo uma distribui¢do homocedastica (avaliada
pelo teste de Levene).?*?” Estas recomendagdes foram seguidas para
cada uma das curvas dos diferentes formacos e os resultados estdo
apresentados na Tabela 3.

Os desvios padrdo de repetitividade das dreas em cada nivel de
concentraciio da CCAS para todos os farmacos avaliados foram esta-
tisticamente iguais (0t=0,05), confirmando a homocedasticidade das
curvas e, portanto, a equagdo da reta foi estabelecida pelo MMQO.
Pela experiéncia adquirida, constata-se que se as CCAS respeitarem
o intervalo de 50% a 150% da concentracdo do ativo, ndo haveria
necessidade da realizagdo deste teste, pois as CCAS tendem a ser
homocedaisticas neste intervalo restrito de concentrag@o.

A avaliagdo dos valores extremos pelo teste de residuos padroni-
zados Jacknife revelou a presenga de pelo menos um valor extremo em
cada CCAS (Tabela 3). Embora estas tendéncias fossem observadas
também por meio da inspecdo visual dos graficos dos residuos da
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Tabela 3. Parametros das CCAS para os farmacos em estudo
Farmaco Faixa lin_ear b(s,) a(s,) Outliers r
(ng mL") 0 ‘
STRE 10-30 0,082 (0,04) 0,99 (0,04) 2 0,9957
DHS 10-30 0,113 (0,06) 0,95 (0,06) 1 0,9946
SDZ 10-30 80,5 (0,38) 8,05 (7,7) 1 0,9997
SDM 10-30 64,9 (0,30) 0,81 (6,0) 1 0,9998
SQX 10-30 73,1 (0,44) 9,35 (9,1) 1 0,9996
FLF 10-30 105,8 (0,5) -342(9,2) 3 0,9998
IVM 20-60 54863 (666) 32737 (28257) 1 0,9957
ABM 20-60 56543 (282) 36650 (11981) 2 0,9992

b: coeficiente angular da CCAS; s,  estimativa do desvio padrio de b; a: coeficiente linear da CCAS

relagdo linear.

regressdo, este teste confirmou a exclusdo do outlier. Ainda, pela
inspecdo visual dos gréficos de residuos observou-se que todos os
residuos estiveram aleatoriamente distribuidos ao redor do eixo “x”.
Além disso, nao foram evidenciados heterocedasticidade (formato

conico) ou desvios de linearidade (forma em “U”).

Efeito matriz de amostras

Apesar da relevancia deste parametro, nem todos os protocolos
de validacdo de métodos discorrem sobre experimentos para avalia-
¢do dos efeitos de matriz quando se trata da andlise de firmacos em
medicamentos. Isso se justifica, porque os excipientes geralmente
ndo interferem na determinacao ou sio insoliveis e separados antes
da quantificagio.

O Guia de Validagdo do MAPA?" articula que a avaliagdo do
efeito matriz ¢ um estudo de seletividade que objetiva averiguar
possiveis interferéncias causadas pelas substancias que compdem a
matriz amostral, e ainda propde que este estudo seja delineado com
o preparo de curvas analiticas no solvente e curvas analiticas na ma-
triz branca. No caso da indisponibilidade da matriz branca, o Guia
preconiza que o efeito matriz possa ser avaliado pela determinagdo
do analito por padronizacdo externa (CCAS) e pelo método de AP.
Ainda, recomenda que o procedimento de AP contenha no minimo
cinco niveis de concentrac@o e que a andlise completa seja realizada
em sextuplicata independente. Para o tratamento estatistico dos dados
¢ sugerido aplicar o teste de homogeneidade de variancias (teste F)
para cada nivel i de fortificacdo (comparagdo dos resultados da CCAS
com AP). Uma vez verificado que a matriz nio tem efeito significativo
sobre a varidncia em um nivel de significancia de 0,05, entdo devem
ser comparadas as médias para cada nivel i de fortificac@o pelo teste
tde Student. Finalmente, o Guia propde a aceitacdo da ndo existéncia
do efeito matriz somente quando em todos os niveis de concentracio
nio for detectado um efeito significativo.

Esse tratamento estatistico recomendado pelo Guia € bastante
trabalhoso e foi verificado neste trabalho que os resultados das
variancias das amostras ndo-matrizadas e matrizadas nem sempre
sdo iguais para todos os niveis i de fortificagdo, o que se justifica
pelo método de AP levar naturalmente a uma maior dispersio dos
resultados do que a CCAS. Neste caso, antes da aplicag¢do do teste
t teria que ser estimado o nimero de graus de liberdade. De modo
geral as primeiras fortificagdes (concentracdes menores) levaram a
diferencas significativas e as ultimas fortificagdes ndo. Nesta situagao,
segundo o Guia, a conclusdo seria da presenca de efeito matriz, que
nem sempre foi confirmada quando o resultado final da andlise do
medicamento foi avaliado.

De fato, aresposta que se busca € avaliar se a matriz pode afetar o
resultado final da andlise e, portanto, € muito mais razodvel comparar

s ‘estimativa do desvio padrio de a; r: coeficiente de cor-

> a

os resultados de concentracao obtidos na andlise de uma amostra pelo
método de AP e pela CCAS ou avaliar estatisticamente a inclinagao
das duas curvas. Realizar o teste estatistico a cada nivel i de fortifi-
cacdlo € desnecessdrio para o objetivo a que se propde.

Portanto, neste trabalho, os resultados de quantificagdo das amos-
tras de medicamentos obtidos pelo método de AP foram comparados
com os resultados obtidos pela CCAS. A comparagio foi realizada de
duas formas: comparando as inclina¢des das duas curvas matrizada
e ndo-matrizada e comparando o resultado final de concentragdo
do farmaco nas amostras quantificadas por cada um dos métodos
(CCAS e AP).

Para o medicamento contendo florfenicol, de acordo com o
teste F as varidncias ndo puderam ser consideradas estatisticamente
iguais (0=0,05), portanto, foi empregado o teste t para duas médias
presumindo varidncias diferentes. Para os aminoglicosideos e as
avermectinas , uma vez confirmada a homogeneidade das variancias
foi aplicado o teste t para variancias iguais. Mediante teste t, foi
confirmado que as médias para esses trés grupos farmacolégicos sdo
estatisticamente iguais nas formulagdes avaliadas, indicando que nao
ha efeito matriz e, portanto, a determinacio destes ativos podera ser
feita usando a CCAS.

No caso das sulfonamidas, a avaliagdo estatistica mostrou a
presenca do efeito matriz, sendo que sua quantificacdo deverd ser
realizada pelo método de adi¢do padrdo.

Precisao

A precis@o deve ser avaliada no contexto de repetitividade e
precisdo intermedidria, também denominada de reprodutibilidade
intralaboratorial. E importante ressaltar que o Guia do MAPA® des-
creve de forma especifica os delineamentos para a avaliacdo deste
pardmetro, inclusive traz informacdo no caso do laboratdério nao
dispor de amostras brancas. No caso de medicamentos veterindrios,
os laboratérios de fiscaliza¢@o ou de controle de qualidade podem
ndo ter acesso as matrizes brancas e, neste sentido, a precisdo deve
ser avaliada mediante andlise de amostras pelo método de adi¢ao de
padrao. Por esse motivo, neste trabalho, a precisdo foi determinada
pela andlise de amostras empregando o método de AP, conforme
detalhado na parte experimental. Os resultados (Tabela 4) foram
expressos como estimativas do desvio padrao relativo (DPR).

O Guia de Valida¢do do MAPA?™ preconiza que em condigdes de
repetitividade o desvio padrdo relativo ndo deve exceder 2/3 do valor
previsto pela Equagao de Horwitz. No caso da precisdo intermedidria,
o Guia determina que o parametro de aceitagdo seja o proprio valor
definido pela Equagdo de Horwitz. Esses valores estdo expressos na
Tabela 4 como parametro de aceita¢do da repetitividade e da precisdo
intermedidria, respectivamente.
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Tabela 4. Valores obtidos para os ensaios de precisdo (repetitividade, n=6) e precisao intermedidria (n=18) dos farmacos avaliados

DPR (%)

Faixa de Concentracao*

Farmaco (gkg" Repetitividade Parﬁm:;;zggifg;igﬁo da Precisdo Intermedidria Pa;fencliest;g ?;:f;gg?;?ada
SDZ 100 e 1000 0,5 1,3 0,6 2,0
SDZ 100 e 1000 0,2 1,3 1.4 2,0
SDZ 100 e 1000 0,2 1,3 1,0 2,0
SDM 100 e 1000 0,6 1,3 0,8 2,0
SQX 100 e 1000 0,7 1,3 1,2 2,0
SQX 100 e 1000 0,5 1,3 2,0 2,0
SQX 10e 100 1,2 1,8 2,0 2,7
SQX 10e 100 0,6 1,8 0,8 27
SQX 10e 100 0,9 1.8 1.3 2,7
STRE 100 e 1000 1,3 1,3 2,0 2,0
DHS 100 e 1000 2,5 1,3 39 2,0
STRE 100 e 1000 1,2 1,3 2,7 2,0
DHS 100 e 1000 1,5 1,3 2,5 2,0
DHS 10e 100 1,7 1,8 1,8 2,7
STRE 10e 100 1,2 1,8 2.4 2.7
FLF 100 e 1000 2,0 1,3 5,7 2,0
IVM 10e 100 35 1,8 5,0 2,7
ABM 10 e 100 2,6 1,8 4,6 2,7

* Faixa de concentragio na qual o ativo se encontra na formulacdo. DPR: Estimativa do desvio padrao relativo.

Das 18 amostras analisadas, cinco e seis ndo se enquadraram nos
valores preconizados para a repetitividade e precisdo intermedidria,
respectivamente. Os firmacos foram os aminoglicosideos, determi-
nados por HPLC com detector eletroquimico, as avermectinas que
estdo em concentragdo na faixa de 10 a 100 g L' e o florfenicol.

De modo geral a detecc@o eletroquimica leva a uma dispersao
maior dos resultados do que um detector de arranjo por fotodiodos. O
uso de glicose como padréo interno melhorou os resultados em termos
de precisdo, mas mesmo assim os resultados ndo se enquadraram na
sua integra dentro dos parametros de aceitagdo preconizados pelo
Guia do MAPA. Verifica-se também que para a faixa de concentragio
de 10 a 100 g kg! o critério de aceitagdo nem sempre conseguiu ser
atingido e um valor mais apropriado seria considerar aceitdvel uma
variacdo de 5%.

Deve se considerar que o resultado obtido pelo método de AP foi
gerado a partir de 30 determinagdes independentes. Se a quantificagdo
fosse realizada na matriz branca segundo o Guia, o resultado seria
gerado a partir de 3 niveis de concentracdo em 6 réplicas indepen-
dentes (6 determinagdes para cada nivel). Deste modo, a incerteza do
resultado obtido pelo método de AP € maior do que aquela usando
a matriz branca, uma vez que mais operagdes analiticas estdo envol-
vidas, o que se reflete na precisdo do conjunto de dados. Ainda, o
Guia recomenda que na auséncia de matriz branca, a precisio seja
calculada para cada nivel de fortificacdo realizado na execucio do
método de AP e que a precisdo em cada nivel deva atender o critério
de aceitacdo preconizado. Seria recomendado e mais pratico avaliar
a precisdo do resultado final da andlise, que de fato € o valor a ser
considerado no célculo da incerteza da medigdo e deve ser expresso
no resultado final.

De acordo com o Guia para realizar o teste de precisdo (repe-
titividade e precisdo intermedidria), ndo tendo a matriz branca, sdo
necessdrias, no minimo, 90 determinag¢des para uma unica formula-
¢do. Considerando que cada corrida cromatografica leva em torno de
10 minutos, totalizam 15 horas de dedicag¢@o do equipamento apenas
para avaliar esse parametro.

Veracidade/Recuperagdo

O termo veracidade do método € empregado para avaliar a
concordancia entre a média de um nimero suficientemente grande
de resultados de um ensaio e o valor aceito convencionalmente
como verdadeiro.'> Em outros guias, como o0 DOQ-CGCRE-008 do
INMETRO,* esse parametro € denominado exatidao.

Segundo o Guia do MAPA, a veracidade deve ser avaliada me-
diante andlise de material de referéncia certificado (6 replicatas) e, na
indisponibilidade deste, por intermédio da anélise de matriz branca
fortificada (3 niveis de fortificacio).

Novamente, laboratdrios de fiscaliza¢@o ou de controle de quali-
dade nem sempre possuem a amostra branca, que seria o excipiente,
assim como também ndo existe disponivel MRC para medicamentos
veterindrios. Portanto, o Guia do MAPA nao apresenta uma alterna-
tiva de procedimento a ser seguido para avaliagdo da veracidade no
caso que nao se disponha de MRC ou da matriz branca. Para tanto,
neste trabalho foi escolhido avaliar a veracidade dos métodos a partir
da fortificagdo das amostras em trés niveis de concentracdo (baixo,
médio e alto) e comparacdo do resultado com o valor nominal. Os
valores foram expressos como porcentagem de recuperacao e estdo
apresentados na Tabela 5.

Segundo recomendagdes do Guia de Validacdo do MAPA,"
o critério de aceitacdo de veracidade/recuperacdo para o teor do
farmaco nas amostras € dependente da concentragdo do mesmo na
formulagdo e previsto pela Equacdo de Horwitz. Segundo este critério,
apenas 4 das 18 amostras analisadas se enquadram nos trés niveis
de fortificagcdo simultaneamente. As demais amostras encontram-se
fora da faixa de recuperagdo aceita, em pelo menos um dos niveis
de fortificagdo avaliados. Se considerarmos uma faixa aceitdvel de
recuperagdo de 95% a 105%, apenas duas amostras ficariam fora da
faixa aceitdvel, que sdo duas amostras de aminoglicosideos (DHS)
analisadas por HPLC com detector eletroquimico.

Robustez
A defini¢do do termo robustez e o procedimento a ser empregado
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Tabela 5. Valores obtidos para os ensaios de veracidade

Veracidade
Nimero da Farmaco Nivel Nivel Nivel Parametro de
amostra baixo médio alto aceitacdo
1 SDZ 96,0 * 96,0* 100,0° 98 a 102%
2 SDZ 98,0 97,0 99,0 98 a 102%
3 SDZ 98,0 104,00 101,5* 98 a 102%
4 SDM 98,0 99,2 ¢ 99,0 98 a 102%
5 SQX 101,5+ 103,3* 100,0°® 98 a 102 %
6 SQX 96,4 * 98,0 ¢ 97,5 98 a 102%
7 SQX 101,0¢  97,3¢ 99,3 ¢ 97 a 103%.
8 SQX 99,3 @ 97,0¢ 95,3 97 a 103%.
9 SQX 98,0 ¢ 95,0¢ 99,0 # 97 a 103%.
10 STRE 101° 100° 97° 98 a 102%
11 DHS 101° 107° 99° 98 a 102%
12 STRE 101° 98 102° 98 a 102%
13 DHS 1190 96°* 109° 98 a 102%
14 DHS 106° 100° 113°® 97 a 103%.
15 STRE 103° 101° 105° 97 a 103%.
16 FLF 93,0° 983" 98,9° 98 a 102%
17 IVM 94,0° 100,6° 100,5° 98 a 102%
18 ABM 99,0° 99,1° 100,2° 98 a 102%

Exatidao (* % recuperagéo, n = 3, ® % recuperagéo, n = 6).

ndo sdo harmonizados entre os guias de validagdo de métodos e nem
sempre € mandatoria a sua avaliacdo. Segundo o Guia do MAPA “o
estudo da robustez de um procedimento analitico procura avaliar
0 quéo sensivel o resultado analitico € as variagdes nas condi¢oes
experimentais do procedimento analitico.”'* Segundo a Comunidade
Europeia® a robustez (robustness) € a susceptibilidade de um método
de ensaio as alteracdes das condi¢des experimentais, as quais podem
ser expressas como tipos de amostras, analitos, condi¢des de arma-
zenamento, condi¢des ambientais ou de preparo de amostra em que
o método pode ser aplicado tal como apresentado ou com pequenas
alteracdes especificas.

O Guia de Validacdo do MAPA"™ recomenda que o teste de
robustez seja realizado utilizando a abordagem cldssica, variando
um fator de cada vez, ou utilizando a abordagem do planejamento
fatorial completo ou fraciondrio. Contudo, o Guia nao propde quais
pardmetros podem ou devem ser avaliados nos testes de robustez
de métodos analiticos e nenhuma mengdo é dada referente a testes
estatisticos para avaliar os resultados. Jd o Guia do INMETRO?*
recomenda o Teste de Youden para determinar a robustez do método.

Neste trabalho a avaliagdo da robustez foi realizada para quatro
farmacos (um representante para cada classe de antimicrobiano e
um antiparasitério) e foi escolhido o teste de Youden,* visto que
neste experimento € possivel examinar, simultaneamente, os efeitos
de alteracdes em sete diferentes fatores do método. Na Tabela 6 séo
mostrados os fatores e as varidveis selecionados para cada ativo, os
quais foram variados levemente em dois niveis (tratamentos) e os
resultados (significncia dos efeitos) apds tratamento estatistico.
Foram elencados fatores que poderiam causar alteragdes no resultado.

A significancia dos efeitos foi interpretada graficamente e esta-
tisticamente. A andlise dos resultados foi feita mediante a construgao
do gréfico de Pareto (Figura 1), no qual os efeitos padronizados sio
calculados mediante o quociente do efeito de cada fator e o erro
associado. Para considerar a significancia estatistica destes fatores,
o valor do efeito padronizado foi comparado com o valor de t .,
tabelado (0=0,05) para oito graus de liberdade (linha vermelha da
Figura 1). O resultado obtido para os diferentes farmacos avaliados
revela a importancia deste pardmetro de validacdo, pois apesar do
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método ser devidamente desenvolvido e validado, nem sempre ele
pode ser considerado robusto.

O Guia do MAPA" descreve que caso seja verificado que o
método nio € influenciado ou fracamente influenciado por pequenas
variagdes dos fatores, o procedimento analitico € classificado como
“procedimento analitico robusto e adequado para andlises de rotina”.
No entanto, se o método € fortemente influenciado, o procedimento
pode ser classificado como: (i) “procedimento analitico ndo robusto
e inadequado para andlise de rotina”, (ii) “procedimento analitico de
uso restrito” ou (iii) “procedimento analitico ndo robusto e inadequa-
do para andlise de rotina na faixa de varia¢@o estudada dos fatores
de influéncia”. Cabe destacar que essa defini¢do € um tanto quanto
subjetiva, tendo em vista que fica dificil definir o que seria fracamente
ou fortemente influenciado.

Para o florfenicol verificou-se que apenas o Fator A - solvente para
solubiliza¢do da amostra (comparando metanol com metanol:dgua,
68:32 v/v,) possui um efeito significativo e necessita ser rigorosamente
controlado, portanto, poderia se enquadrar o método em ““procedi-
mento analitico robusto e adequado para andlises de rotina”.

No caso da abamectina, cinco dos sete fatores foram significati-
vos, sendo os de maior significancia a variagdo no comprimento de
onda e na vazdo da fase mével.

Para a estreptomicina trés dos sete fatores foram significativos:
solubilizacdo da amostra na fase mével e tempo no ultrassom (de 0
a 10 min) e lote da coluna de separagdo cromatografica (Fator D).
Cabe destacar que, embora ja seja conhecido que a STRE ¢€ instdvel
em meio alcalino, o fator “F” foi elencado por este ser a fase mével
do sistema. J4 no caso da sulfaquinoxalina, seis dos sete fatores
foram significativos, sendo o de maior significancia a vazao da fase
movel. Pela avaliacao dos graficos de Pareto podem-se classificar os
métodos para ABM, SQX e STRE como “procedimentos analiticos
de uso restrito”.

Quantificacdo dos antimicrobianos em amostras
comercialmente disponiveis de medicamentos de uso
veterinario

Os métodos validados foram empregados na determinagdo
dos oito diferentes farmacos (ABM, IVM, SDZ, SDM, SQX, FLF,
STRE e DHS) em cinco tipos de formulagdes (injetdvel, suspensao,
solucdo oral, pé solivel e unguento mamdrio), totalizando a andlise
de 55 medicamentos, todos comercializados no mercado nacional.
Na Tabela 7 sdo apresentados 58 resultados sendo que trés dos me-
dicamentos tinham dois farmacos (STRE e DHS). Uma vez que os
medicamentos eram provenientes de empresas diferentes, mesmo se
tratando do mesmos ativos e formulagao, poderia haver diferengas na
composi¢do do excipiente e haver efeito matriz e, portanto, as quanti-
ficagdes foram realizadas todas pelo método de adi¢do de padrdo. Os
resultados foram expressos como valor médio da triplicata de andlise
+ incerteza expandida (U), empregando um fator de abrangéncia (k)
de 2. A incerteza foi calculada pelo método de Top-Down, sendo
consideradas as incertezas da curva analitica e da reprodutibilidade
intralaboratorial. Nao foi considerada a incerteza de amostragem, uma
vez que ndo se tinha esse pardmetro, e da recuperagdo, uma vez que
os resultados eram provenientes de uma curva de adi¢do de padréo.
Os resultados das concentragdes do ativo em cada amostra, suas res-
pectivas incertezas, tipo de formulagdo, concentragio nominal, limites
farmacopeicos e regido de aceitaciio estdo reportados na Tabela 7.

Para a interpretacdo dos resultados de medicdo, o Manual de
Garantia da Qualidade Analitica do MAPA?” recomenda o estabe-
lecimento de regras de decisdo contemplando bandas de seguranca,
a fim de evitar a probabilidade de falsa rejei¢do (falsa ndo confor-
midade, falso ndo conforme, falso positivo) ou a probabilidade de



Vol. 38, No. 5

Consideracdes e implicagdes praticas do guia de validac@o e controle de qualidade analitica de farmacos 705

Tabela 6. Fatores e varidveis avaliados no ensaio de robustez com os respectivos resultados (R)

Fator/Variavel/Resultado

Fator Sulfaquinoxalina Florfenicol Abamectina Estreptomicina
Concentragdo d; ;[cﬂo férmico  Solvente ut}hfiado parztlr solubiliza- Proporgio do volume da FM Concentragio de NaOH na FM
e §40 G2 amosTa A:83:17 Vv A: 0,070 mol L
A A:0,1% vIv A: metanol B
. a: 83:15 v/v a: 0,067 mol L
a: 0,12% vlv a: metanol:dgua 68:32 v/v R: sienificativo R: ndo sienificativo
R: significativo R: significativo Fsig v : g
Vazao da FM Volume inicial da amostra Vazao da FM Tempo de integragdo 510. sinal no
B: 0,7 mL min’ B:0,5 mL B:1 mL min! pulso amperométrico
B b: 0,63 mL min’! b: 1,0 mL b: 0,9 mL min"! 113'.00’128 SS
R: significativo R: ndo significativo R: significativo R: ndo significativo
Proporgao do volume da FM Proporgao do volume da FM Tempo no ultrassom Potencial de‘ determmagailo 'do sinal
C:12:88 viv C:32:68 viv C: Sem no pulso amperomeéirico
C .y o o . C:-0.15V
¢:10:90 v/v ¢:33:67 vIv c: 5 min ¢ 012V
R: significativo R: nao significativo R: significativo R: ndo significativo
Fabricante de metanol Fabricante de metanol Temperatura da coluna Lote da coluna cromatografica
D D: Tedia D: Tedia D: 30 °C D: Lote A
d:J.T. Baker d: J.T. Baker d: 25 °C d: Lote B
R: nao significativo R: nao significativo R: nao significativo R: significativo
Tempo no ultrassom Tempo no ultrassom Comprimento de onda Tempo no ultrassom
E E: 3 min E: sem E:245 nm E:sem
e: 5 min e: 15 min e:250 nm e:10 min
R: significativo R: nao significativo R: significativo R: significativo
Temperatura da coluna Temperatura da coluna Fabricante de metanol Solvente pa;anz(:ilrlellmhzagao da
F F:40°C F:30°C F: Tedia Fa ‘ua
f: 38 °C f:35°C f: Sigma £ NaOH '0%7 oL
R: significativo R: nao significativo R: nao significativo ’ . .
R: significativo
Comprimento de onda Comprimento de onda Unidade Filtrante Potencial de ativacao do sinal no
G: 266 nm G: 223 nm G: 0,22 ym pulso amperométrico
G 268 nm £225 m £0,45 um G065V
& & £ UMM 2 0,67V

R: significativo

R: ndo significativo

R: significativo

R: ndo significativo

FM: fase movel.

falsa aceitag@o (falsa conformidade ou falso negativo). Assim sendo,
o resultado de quantificacdo obtido é comparado com uma faixa ou
intervalo. O estabelecimento destas faixas leva em consideracio
os valores de referéncia estabelecidos nas farmacopeias (minimo e
maximo) e a incerteza expandida (U) com fator de abrangéncia (k)
de 2 calculada para cada formulag3o.

Cabe destacar que a Farmacopeia Brasileira® ndo contempla
monografias especificas para medicamentos de uso veterindrio. Dos
farmacos avaliados apenas a estreptomicina na formulagdo em solucio
injetavel e em po estéril tem monografia descrita na Farmacopeia
Brasileira, indicando os limites de aceitagdo de no minimo 90,0% e, no
maximo 115,0% da quantidade declarada no rétulo do medicamento,
sendo essa mesma faixa especificada pela Farmacopeia Americana.?

No entanto, a resolu¢do da ANVISA RDC n° 37 de 2009 es-
tabelece que na auséncia de monografia oficial do farmaco, formas
farmacguticas, correlatos e métodos gerais inscritos na Farmacopeia
Brasileira poderdo ser adotados os intervalo estabelecidos em ou-
tras monografias oficiais. Sendo assim, neste trabalho foram tam-
bém consultadas as Farmacopeias Americana e Britdnica. Nestas
Farmacopeias foram encontradas monografias para sulfaquinoxalina
solugdo oral® e ivermectina formulag@o injetavel.?>?

Para os demais medicamentos (35 ao total) ndo existem, até o
presente, monografias disponiveis nestas farmacopeias e, portan-
to, ndo foi possivel avaliar se o firmaco no medicamento estd em
conformidade ou ndo com o teor declarado. Para a SDZ, embora

ndo se tenha monografia disponivel, observou-se discrepancia entre
o valor determinado (325 mg mL"' e 315 mg mL") e o nominal
(400 mg mL") para duas amostras injetdveis, o que leva a indicar
uma ndo conformidade.

As amostras analisadas que tem monografias descritas (20 no
total), contendo os farmacos estreptomicina, sulfaquinoxalina e
ivermectina tiveram seus resultados dentro da regido de aceitacdo e,
portanto, podem ser declaradas conformes. Vale a pena observar que
aregido de aceitagdo inclui a faixa especificada descrita na monogra-
fia e a incerteza expandida do método o que leva a uma ampliacio
considerédvel da faixa de aceitagdo final, em torno de +20%.

CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

A publicac@o do Guia de Validagao do MAPA para medicamentos
veterinarios foi sem divida um grande avanco no sentido de harmo-
nizar, em nivel nacional, um procedimento de valida¢do de métodos
destinados para o controle e qualidade de medicamentos veterindrios.

Esse Guia, no entanto, ¢ muito abrangente e visa além do
estabelecimento de parimetros de desempenho que devem ser
atendidos em procedimentos analiticos destinados ao controle de
qualidade de medicamentos veterinarios, determinacao de fairmacos
como contaminantes em racao, assim como estudos de deplecio de
residuos em matrizes de origem animal. Apesar de a ideia de elabo-
rar um guia geral e abrangente ser interessante, na pratica introduz
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Tabela 7. Teores médios de firmacos determinados em amostras de medicamentos de uso veterindrios por adi¢do de padrao

Farmaco Formulacao Concentragdo Nominal Lo Linae (%) (;Zg;?;tidga) Rflf:‘i?ljji ét??g)w
STRE P6 solivel 270 g kg 90-115 283 + 18 kg™ 225-329 g kg
STRE P6 soltvel 270 g kg 90-115 299 + 23 kg 220- 334 g kg
DHS P6 solavel 538 gkg! ne 525 +42 kg'! -

STRE P6 soltvel 213 g kg 90-115 199 + 18 kg* 174 - 263 g kg
STRE PG solivel 213 g kg 90-115 192 + 17 kg! 175-262 g kg
DHS P6 solivel 213 g kg ne 201 = 19 kg! -

DHS P6 soluvel 213 g kg ne 191 £ 17 kg -

DHS Suspensao 80 gL ne 83+9gL! -

DHS Suspensio 80 gL ne 81+9gL! -

STRE Unguento 7 gkg! ne 7,1 £0,7 gkg! -

STRE Unguento 7 gkg! ne 6,6 +1,0 g kg -

STRE Unguento 7 gkg! ne 6,9 + 1,1 gkg' -

STRE Unguento 7 gkg! ne 7,1 1,0 gkg! -

STRE Unguento 7 gkg! ne 7,3 +£0,7 gkg! -

STRE Unguento 7 gkg! ne 7,3+0,7 gkg! -

STRE Unguento 7 gkg! ne 6,8 + 1,4 gkg'! -

STRE Unguento 7 gkg! ne 6,8 £1,0 g kg -

STRE Unguento 7 gkg! ne 6,6 0,7 g kg! -

SDZ Injetavel 400 mg mL"! ne 411 + 6 mg mL"! -

SDZ Injetavel 400 mg mL"! ne 390 + 6 mg mL"! -

SDZ Injetdvel 400 mg mL"! ne 402 + 8 mg mL"! -

SDZ Injetavel 400 mg mL"! ne 400 + 5 mg mL"! -

SDZ Injetdvel 400 mg mL"! ne 325 +23 mg mL! -

SDZ Injetavel 137,9 mg mL"! ne 135 +4 mg mL"! -

SDZ Injetdvel 1379 mg mL"! ne 142 + 14 mg mL"! -

SDZ Injetavel 400 mg mL"! ne 315+ 11 mgmL"! -

SDM Injetével 20 g 100 mL™! ne 22,0 +£0,4 g 100 mL"! -

SQX P6 Soltivel 25 ¢ 100 g! ne 26,0 £0,8 g 100 g -

SQX P6 Solivel 25 g 100 g*! ne 25+1g100g! -

SQX P6 Soltivel 0,20g4 ¢! ne 0,20 0,01 g4 ¢! -

SQX Sol. Oral 4,0 g 100 mL"! 90-110 4,0+0,1 g100 mL"! 3,5-4,5¢ 100 mL"!
SQX Sol. Oral 4,0 g 100 mL"! 90-110 4,0+0,1 g 100 mL"! 3,5-4,5¢ 100 mL"!
SQX P6 Soldvel 25 g 100 g ne 22,0+0,6 g 100 g'! -

SQX P6 Soltvel 15100 g! ne 15,0 £0,6 g 100 g -

SQX P6 Soldvel 15g100 g ne 143+0,2 g 100 g -

FLF P6 Solivel 30 g 100 g ne 283 +3,5g100¢g! -

IVM Injetdvel 1 g 100 mL"! 95-105 1,04 £0,11 g 100 mL"! 0,84-1,16 mg 100 mL"!
IVM Injetavel 1 g 100 mL™! 95-105 1,00+ 0,11 g 100 mL"! 0,84-1,16 mg 100 mL"!
IVM Injetdvel 1 g 100 mL"! 95-105 0,98 +0,10 g 100 mL"! 0,85-1,15 mg 100 mL"!
IVM Injetdvel 3,2 g 100 mL"! 95-105 3,24+ 0,34 g 100 mL"! 2,65-3,65 mg 100 mL"!
IVM Injetdvel 1 g 100 mL"! 95-105 0,98 + 0,10 g 100 mL"! 0,85-1,15 mg 100 mL"!
IVM Injetavel 1 g 100 mL"! 95-105 1,06 £ 0,11 g 100 mL"! 0,84 — 1,16mg 100 mL"!
VM Injetdvel 1 g 100 mL"! 95-105 1,05+0,11 g 100 mL"! 0,84 — 1,16mg 100 mL"!
IVM Injetével 1g 100 mL! 95-105 1,06 £0,11 g 100 mL" 0,84 1,16 mg 100 mL"
IVM Injetavel 1 g 100 mL"! 95-105 1,03 £ 0,11 g 100 mL"! 0,84 — 1,16 mg 100 mL"!
VM Injetdvel 3,6 g 100 mL"! 95-105 3,30+ 0,35 g 100 mL"! 3,07 — 4,13 mg 100 mL"!
IVM Injetével 1 g 100 mL"! 95-105 1,04 £0,11 g 100 mL! 0,84 — 1,16 mg 100 mL"!
IVM Injetdvel 1 g 100 mL"! 95-105 1,09 £ 0,12 g 100 mL"! 0,83 —1,17mg 100 mL"!
IVM Injetavel 1 g 100 mL"! 95-105 1,03 £0,11 g 100mL"! 0,84 — 1,16 mg 100 mL"!
IVM Injetdvel 3,2 ¢ 100 mL"! 95-105 3,16 £ 0,33 g 100mL"! 2,66 — 3,64 mg 100 mL"!
ABM Injetdvel 1 g 100 mL"! ne 0,94+ 0,09 g 100 mL"! -

ABM Injetdvel 0,5 g 100 mL"! ne 0,48 +£0,04 g 100 mL"! -

ABM Injetavel 1 g 100 mL"! ne 1,01 £ 0,09 g 100 mL"! -

ABM Injetdvel 1,3 g 100 mL"! ne 1,27 £ 0,12 g 100 mL! -

ABM Injetdvel 1 g 100 mL"! ne 1,02 £ 0,09 g 100 mL"! -

ABM Injetavel 1 g 100 mL"! ne 0,93 £0,09 g 100 mL! -

ABM Injetavel 1 g 100 mL"! ne 1,08 £ 0,10 g 100 mL"! -

ABM Injetével 1 g 100 mL"! ne 0,88 + 0,08 g 100 mL! -

“Média + U (incerteza expandida).L , : valor minimo (%) do valor declarado; L : valor mdximo (%) do valor declarado; ne: ndo especificado nas farmacopeias

consultadas.

‘max*
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Figura 1. Grdfico de pareto normalizado para um planejamento fatorial fraciondrio com oito experimentos (N = 8) e sete varidveis

dificuldades e questionamentos. Os objetivos de um método para a
determinacgdo de residuos de farmacos em matrizes bioldgicas sdo
diferentes do que os de um método a ser empregado no controle e
qualidade de insumos farmacéuticos ativos em medicamentos. Neste
sentido, fica evidente a dificuldade em estabelecer um procedimento
tnico para finalidades tdo distintas no que tange a validacdo dos
métodos. Embora o Guia descreva os parametros necessarios a ser
avaliados para cada finalidade, 0 mesmo ndo detalha o procedimento
a ser adotado para cada caso.

No decorrer da realizagdo dos experimentos conforme descrito
neste trabalho identificaram-se algumas dificuldades de ordem prética,
seja pela falta de clareza na descri¢do dos procedimentos, seja pelos
critérios rigidos de aceita¢do exigidos. O Guia recomenda um niimero
excessivo de repeti¢des na avaliagao dos diferentes parametros, o que
torna o processo de validagdo altamente dispendioso, tanto no que
se refere ao trabalho laboratorial como ao custo do processo como
um todo. Pelos resultados obtidos neste trabalho foi verificado que
seria possivel reduzir o nimero de andlises sem comprometer a qua-
lidade dos resultados finais. O tratamento estatistico a ser seguido ¢
bastante trabalhoso e requer um nimero excessivo de planilhas. Em
alguns parametros o tratamento estatistico poderia ser reduzido ou
simplificado.

Um ponto importante a destacar ¢ a ndo recomendacio da ava-
liacdo dos pardmetros cromatograficos do sistema (system suitabi-
lity) pelo Guia, que podem levar a falhas na otimiza¢@o do método,
principalmente no que tange a seletividade, que € um pardmetro de
validagdo. Seria interessante incluir no Guia uma recomendagéo geral
para os pardmetros: resolugdo, fator de retencio, nimero de pratos
e assimetria que poderiam ser usados na auséncia de especificacdes
descritas nas monografias.

Ainda, a falta de monografias para medicamentos veterindrios nas
farmacopeias com descricao das faixas de tolerancia do insumo far-
macéutico ativo nos medicamentos ndo permite a tomada de decisio
com respaldo legal quanto a declarar uma amostra conforme ou nio
conforme. E mesmo para os medicamentos que tém limites minimos
e maximos estabelecidos nas monografias, a regio de aceitacio se
torna bastante ampla quando a incerteza expandida € considerada
no célculo, permitindo uma acdo fiscal somente quando alteragdes
bastante significativas na formulacao forem diagnosticadas.
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