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RESUMO

O levamisol ¢ um farmaco anti-helmintico amplamente utilizado no tratamento de parasitoses. A metodologia
oficial, segundo a Farmacopeia Norte-Americana (USP), para doseamento de levamisol em comprimidos, ¢
a cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE), utilizando como fase movel acetonitrila/tampao fosfato
monobasico pH 7,0 no modo gradiente. No presente trabalho, propdem-se o desenvolvimento e a validagao de
metodologia para quantificagdo de levamisol em comprimidos, utilizando espectrofotometria no ultravioleta
e agua destilada como solvente. O método desenvolvido demonstrou ser especifico visto que nao houve in-
terferéncia dos excipientes no doseamento. Na analise da linearidade, obteve-se um coeficiente de correlagdo
(r) de 0,9988. A repetibilidade e precisdo intermediaria foram avaliadas pela analise dos teores no mesmo dia
e em dias diferentes e foram obtidos coeficientes de variagdo percentual (CV%) de 1,47% (entredia) e 1,23%
(intradia). O método demonstrou ser exato (recuperacdo de 99,95%). A robustez foi analisada através de um
planejamento fatorial 22, em que foi verificada a influéncia do tempo de extragdo e pH da solug@o. O método
desenvolvido demonstrou ser adequado para uso na rotina de laboratorios de controle de qualidade para dose-
amento de levamisol em comprimidos.

Palavras-chave: anti-helminticos, espectrofotometria, teor.
ABSTRACT

Levamisole is an anthelmintic drug widely used in the treatment of parasitic infections. The official method,
according to the American Pharmacopoeia (USP), for the dosage of levamisole in tablets is high performance
liquid chromatography (HPLC), using as the mobile phase acetonitrile/buffer monobasic phosphate at pH 7.0
in gradient mode. In this paper we propose the development and validation of methodology for the quantifica-
tion of levamisole in tablets using ultraviolet spectrophotometry and distilled water as solvent. The developed
method proved to be specific since there was no interference of the excipients in the dosage. In the analysis
of linearity it was noticed a correlation coefficient (r) of 0.9988. The repeatability and intermediate precision
were evaluated by the analysis of the levels in the same day and on different days. The coefficient of percentage
variation (CV%) of 1.47 % (between days) and 1.23 % (within day) were obtained . The method proved to be
accurate (recovery of 99.95%). Robustness was analyzed using a factorial 22 design, in which it was noted the
influence of extraction time and pH of the solution. The developed method proved to be suitable for routine

use in quality control laboratories for the dosage of levamisole in tablets.
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INTRODUCAO

As parasitoses intestinais decorrentes de protozodrios e/ou helmintos sdo responsaveis por um
grande gasto da satde publica principalmente em paises em desenvolvimento onde se encontram disse-
minadas devido a baixa qualidade de vida das camadas populacionais mais carentes (FREI et al., 2008).
As helmintiases sdo as maiores causas de mortalidade e morbidade em paises de terceiro mundo e sdo
responsaveis por diversas infecgdes decorrentes destas parasitoses intestinais. As infecgdes por vermes
helmintos afetam aproximadamente dois bilhdes de pessoas em todo o mundo, principalmente em re-
gides rurais onde ¢ comum a infec¢dao simultanea por mais de um tipo de parasita (RANG et al., 2001;
LOUKAS; HOTEZ, 2006). A ascaridiase, infestacdo causada pelo Ascaris lumbricoides, por sua alta
incidéncia, ocupa posi¢ao de destaque entre as verminoses intestinais que acometem a populagdo bra-
sileira, podendo determinar incapacidade fisica, tanto em adultos como em criangas. Um dos principais
anti-helminticos utilizados na terapia contra essa parasitose ¢ o levamisol (LEV), sendo sua estrutura

quimica representada na figura 1 (PARFITT, 2009).
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Figura 1 - Estrutura quimica do LEV.

A espectrofotometria, na regido do ultravioleta, representa uma técnica adequada para o dose-
amento de substancias ativas inseridas nas mais variadas formas farmacéuticas, apresentando como
caracteristicas principais o baixo custo e a possibilidade de reducdo do uso de solventes organicos
quando comparados com CLAE. Diversos autores t€ém publicado estudos envolvendo a determina-
cdo de farmacos em comprimidos por espectrometria no ultravioleta. Segundo Aquino et al. (2011),
a metodologia pode ser aplicada no doseamento de triancinolona em complexos de inclusao con-
tendo beta-ciclodextrina. O fluconazol, um farmaco da classe dos triazoélicos, pode ser quantificado
em comprimidos utilizando-se espectrometria no ultravioleta no comprimento de onda de 261 nm
(SILVA et al., 2009). Para Boer et al. (2008), o método por espectrofotometria, desenvolvido para
quantificacdo de tracolimus, um agente utilizado na prevencao da rejei¢ao de transplantes, se mostrou
linear, especifico, preciso, exato e robusto, sendo uma alternativa ao método ja validado por CLAE.
Segundo a Farmacopeia Americana (USP 32, 2009), o método preconizado para determinagdo do teor

de comprimidos de LEV ¢ a CLAE, utilizando como fase movel acetonitrila/tampao fosfato monoba-
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sico pH 7,0 no modo gradiente. Levando em consideracao o custo das andlises por CLAE, bem como
a minimizac¢ao do uso de solventes organicos, este trabalho tem o objetivo de desenvolver e validar
uma metodologia répida e simples para determinacao de LEV em comprimidos por espectrofotome-

tria no ultravioleta (UV), utilizando 4dgua destilada como solvente.

MATERIAL E METODOS

INSUMO FARMACEUTICO E AMOSTRA COMERCIAL

O LEV utilizado como substancia quimica de referéncia (SQR) foi adquirido da empresa
Henrifarma (Sao Paulo/Brasil), lote LV090609E e com o teor declarado de 100,1%, conforme certifi-
cado de analise. O insumo foi submetido a diferentes testes de caracterizagao a fim de utiliza-lo como
padrao de trabalho nas analises. As amostras comerciais analisadas foram comprimidos do medica-
mento Ascaridil® (Janssen-Cilag Farmacéutica Ltda, Brasil), contendo 150mg de LEV adquiridos em

uma drogaria local.
AVALIACAO DA MATERIA-PRIMA E COMPRIMIDOS

O LEV utilizado no desenvolvimento do trabalho foi avaliado nos seguintes aspectos:
- Caracteres fisicos da matéria-prima (EP, 2005);

- Solubilidade da matéria-prima (EP, 2005);

- Teor da matéria-prima e comprimidos (USP 32, 2009);

- pH da matéria-prima (USP 32, 2009);

- Pureza cromatografica dos comprimidos (USP 32, 2009).

DESENVOLVIMENTO DA METODOLOGIA POR ESPECTROMETRIA NO ULTRAVIOLETA

Ap6s determinacdo do peso médio, os comprimidos de LEV foram triturados em gral até for-
magdo de um po6 fino. Uma amostra deste material foi adicionada em um baldo volumétrico de 100ml,
com 50% do volume de agua destilada e posteriormente submetida a banho ultrassonico por 15 minutos.
Ap0s, completou-se o volume com dgua destilada. A amostra foi filtrada e uma aliquota foi retirada para
obten¢do da concentracgdo de trabalho (6 ug mL"). Os espectros na regido do ultravioleta foram obtidos
utilizando-se espectrofotdometro UV-VIS Perkin Elmer Lambda 35, com leituras realizadas por varredu-

ra entre 200 e 400nm. O comprimento de onda selecionado para a analise foi de 213nm.
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VALIDACAO DA METODOLOGIA ANALITICA

A metodologia foi validada nos seguintes itens: especificidade, linearidade, precisao, exatidao
e robustez. A especificidade foi avaliada a partir da determinacdo do efeito matriz de uma amostra
placebo contendo excipientes que estdo presentes na formulagdo do comprimido de LEV frente a
inclinacao da curva analitica obtida com a SQR (INMETRO, 2007). Para tanto, foram preparadas 3
curvas analiticas que abrangiam as seguintes concentragdes: 2, 4, 5, 6, 7 ¢ 8 ug mL"' de LEV. A pri-
meira curva continha LEV, empregando dgua como solvente. A segunda curva continha as mesmas
concentragdes de LEV da primeira curva ¢ 3 ug mL! de LEV provenientes das amostras comerciais
(comprimidos). A terceira curva foi preparada de maneira que contivesse as mesmas concentragdes
de LEV da primeira curva e uma quantidade pré-determinada de excipientes. Para tanto, foi preparada
uma mistura placebo dos excipientes contendo amido, lactose e estearato de magnésio nas proporgoes
de 78,5, 20 e 1,5%, respectivamente. A partir dessa mistura foi realizado procedimento idéntico ao
realizado para a segunda curva. A linearidade foi avaliada através do preparo de 5 solugdes apre-
sentando diferentes concentragdes (4, 5, 6, 7 ¢ 8 ug mL') de LEV (BRASIL, 2003). Para avaliag¢ao
da precisdo (ensaio de repetibilidade), foram analisadas seis replicatas da solu¢do de LEV em uma
concentragdo correspondente a 6 ug mL'. Os dados para a precisdo intermediaria foram coletados em
quatro dias e por analistas diferentes. Para a analise dos dados foi calculado o coeficiente de variagao
(CV%) (BRASIL, 2003). A exatidao foi determinada através da adicdo de quantidades conhecidas de
LEV a uma mistura dos componentes do medicamento (placebo contaminado). A selecdo dos exci-
pientes bem como suas porcentagens foi determinada pela concentracao usual destes em formulagdes
solidas (ROWE et al., 2009). Para o preparo da solucdo-amostra foi pesado o equivalente a 10mg de
LEV de comprimidos pulverizados. Esta aliquota foi transferida a um baldo volumétrico de 100mL o
qual recebeu em torno de 50mL de agua e foi submetido a banho ultrassonico por 15 minutos, apds
este processo o volume do baldo foi completado com o mesmo solvente e a solucdo foi filtrada, sendo
a primeira por¢ao do filtrado descartada. Para o preparo das solugdes teste foram adicionadas a ba-
10es volumétricos de 50mL quantidades especificas da solu¢do amostra (100 pg mL™"). A robustez do
método analitico foi avaliada através de um planejamento fatorial 2% com ponto central onde foram
verificadas as alteracdes nos teores das amostras variando-se o tempo de extragdo e o pH da solugdo,
conforme descrito na tabela 1.

Tabela 1 - Parametros e niveis analisados para avalia¢do da robustez .

Pariametros/Nivel -1 0 +1

Tempo de extragao (min) 10 15 20
pH 6 6,5 7




Disciplinarum Scientia. Série: Ciéncias da Saude, Santa Maria. v. 14. n. 2. p. 199-207, 2013. 203

Estes parametros foram analisados de acordo com os niveis de planejamento demonstrados

na tabela 2.

Tabela 2 - Experimentos realizados para avaliagao da robustez.

Experimento Tempo de extracio pH
1 -1 -1
2 -1 +1
3 +1 -1
4 +1 +1
5
6
7

RESULTADOS

CARACTERIZACAO DA MATERIA-PRIMA E COMPRIMIDOS

A determinagdo da solubilidade, pH e teor da SQR estava de acordo com o especificado na USP
32. A determinagdo da pureza cromatografica por cromatografia em camada delgada e teor dos compri-

midos por CLAE apresentaram resultados compativeis com o especificado nos codigos oficiais.

VALIDACAO DA METODOLOGIA

A validagdo deve garantir por meio de estudos experimentais que o método atende a aplicacao
analitica e para tanto deve ser avaliado quanto a especificidade, linearidade, precisdo, exatidao e ro-
bustez (BRASIL, 2003; ICH, 2005). Na figura 2 estdo representados os espectros da SQR (padrao) e

da amostra analisada. O comprimento de onda de 213nm foi escolhido para quantificagdo da amostra.
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Figura 2 - Espectros obtidos para a SQR e comprimidos de levamisol.

A especificidade do método foi avaliada através da construgdo de curvas analiticas contendo

LEV SQR (curva 1), LEV proveniente de amostra comercial (curva 2) e LEV adicionado de mistura
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de excipientes padrdo (curva 3). Na tabela 3, constam as equagdes da reta e respectivos coeficientes

angulares e os coeficientes de correlagdo (r) para as 3 curvas analiticas acima descritas.

Tabela 3 - Equagdes da reta e coeficientes de correlagdo (r) obtidos para avaliagao da especificidade.

Curva Equacio da reta r
1 y=10,07928x + 0, 018 0, 9997
2 y =0, 08028x + 0, 024 0, 9997
3 y=0,07923x + 0, 029 0, 9994

Na avaliagdo da linearidade, a faixa de concentragdo estudada foi de 4,0 a 8,0 ug mL"!, con-

forme demonstrado na figura 3.
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Figura 3 - Curva de calibrag@o das solu¢des de LEV.

Na tabela 4, mostra-se a analise de variancia dos valores obtidos na avaliagdo da linearidade.

Tabela 4 - Analise de variancia da curva de calibragdo do LEV.

Fonte de variagao GL 2 Quadrados Variincia F*
Entre 4 0,2354 0,05886 118,66 (3,48)
regressao linear 1 0,2352 0,23516 474,06 (4,96)
desvio da linearidade 3 0,0003 0,00010 0,19 (3,71)
Residuo 10 0,0050 0,00050
Total 14 0,2404

* Os valores entre parénteses correspondem aos valores criticos de F para p= 0,05.

O ensaio de repetibilidade foi realizado através da analise de 6 amostras na concentragdo de 6

pug mL". Os teores encontrados para cada solucdo estdo descritos na tabela 5.

Tabela 5 - Ensaio de repetibilidade do LEV.

Solucio Concentraciio (ug mL™) Teor (%)

1 6,03 100,33
2 6,00 96,66
3 6,02 98,00
4 5,99 98,99
5 6,00 100,5
6 6,01 98,33

Média 98,80

DP 1,46

CV% 1,47%
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Para a precisao intermedidria, a andlise foi realizada por analistas diferentes e em dias diferentes
e obteve-se um CV% de 1,23%. A exatidao foi avaliada pela recuperacdo de quantidade do farmaco
adicionada a uma mistura de excipientes usuais presentes em comprimidos (placebo) e calculada utili-
zando a equacao (1):

concentracio medic sxperimental

Exatidio = — x100
concentragao tedrica (1)
Na tabela 6, mostram-se os resultados para o teste de exatidao.
Tabela 6 - Teste de exatiddo do LEV.
Concentracio (ug mL™) <~ o
Adicionada Recuperada Recuperagio (%)
Solugio 1 2,00 1,99 99,5
Solugéo 2 4,00 3,97 99,2
Solugédo 3 5,00 5,10 102,0
Solucao 4 6,00 5,94 99,0
Solugdo 5 7,00 7,00 100,0
Solugio 6 8,00 8,00 100,0
Meédia (%=+DP) 99,95+1,08

Para o ensaio de robustez, foram preparadas solu¢des na concentragdo de 6 ug mL! e avalia-
das as respostas referentes a concentragdo do farmaco apds a determinacao pela metodologia proposta
(n=3), de acordo com o planejamento fatorial previamente demonstrado. O tratamento dos dados foi
realizado utilizando uma planilha eletronica disponibilizada on-line pelo Instituto de Quimica da

Universidade Estadual de Campinas (TEOFILO; FERREIRA, 2006).

DISCUSSAO

O comprimento de onda, selecionado para quantificacdo do LEV nas amostras comerciais, foi
de 213nm. Na avaliacdo da especificidade, conforme verificado na tabela 5, os coeficientes angulares
apresentaram valores proximos entre si, o que sugere que nao hé influéncia da matriz sobre os resultados
obtidos (INMETRO, 2007). O espectro obtido a partir da mistura de excipientes padrdo na auséncia de
LEV foi também avaliado e ndo apresentou absorvancia no comprimento de onda utilizado no méto-
do. Dessa forma, pode-se considerar que o método apresenta especificidade frente aos excipientes. No
intervalo de 4,0 a 8,0 ug mL"', o método mostrou-se linear, apresentando um coeficiente de correlagao
(r) de 0,9988. A andlise da variancia (ANOVA), apresentada na tabela 6, demonstra que os dados nao
possuem desvio de linearidade, estando de acordo com as especificagdes do Guia para Validagao de Mé-
todos Analiticos e Bioanaliticos (BRASIL, 2003). O ensaio de repetibilidade apresentou um coeficiente
de variagdo (CV) de 1,47% e o de precisdo intermediaria um CV de 1,23%. Os resultados do ensaio
de precisao foram considerados adequados, de acordo com BRASIL (2003). O método demonstrou

ser exato, com recuperagdo média de 99,95% da substancia ativa, conforme tabela 9 (BRASIL, 2003).
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A comparagdo com uma metodologia estabelecida foi também utilizada como parametro de avaliag@o
da exatiddo. Os resultados demonstraram que ndo houve diferenga significativa entre a metodologia
proposta e o método preconizado pela USP 32 utilizando CLAE. Para o ensaio de robustez, utilizando
planejamento fatorial 2%, as variagdes no tempo de extracdo e pH da solugdo demonstraram possuir um
efeito significativo quando analisadas em conjunto (com interagdo entre as duas variaveis). Entretanto,
quando analisadas separadamente, ndo apresentaram efeitos significativos. Desta forma, o método foi

considerado robusto.

CONSIDERACOES FINAIS

Devido a facilidade das analises bem como rapidez e custo relativamente baixo da espectro-
fotometria ultravioleta, este método se mostra uma alternativa vidvel para quantificagdo de LEV em
comprimidos. No método proposto nao foram verificadas influéncias devido aos excipientes comu-
mente encontrados em formulagdes solidas, demonstrando que o mesmo ¢ especifico frente a este
fator. A linearidade do método foi satisfatoria, assim como os demais parametros de validacao estuda-
dos (precisdo, exatiddo e robustez). Dessa forma, a metodologia proposta pode ser utilizada na rotina
de controle de qualidade de comprimidos de cloridrato de LEV, como uma alternativa ao método

oficial de doseamento utilizando CLAE.
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