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Resumo &

O desenvolvimento de métodos de quantificacdo € de extrema importancia para. o @trole de
qualidade de insumos farmacé€uticos ativos, principalmente quando sdo de ol‘? s recém-
Rl ge

sintetizadas. Nesse sentido, o objetivo deste trabalho foi desenvolver e validar . um método analitico
para quantificacio do composto N’-(1H-indol-3yl)metileno)-2-cianoacetrohidrazida (JR-19). O
método foi baseado na espectrometria UV como técnica analitica. Para obt¢éncdo dos espectros de
absorcao foi utilizado espectrofotdmetro Shimadzu UV-1280, na faixa @4%021 350 nm, utilizando
DMSO como solvente e validagao realizada seguindo os parametros pr izados pelas normas RDC
166, ISSO 17025 e DOQ-CGCRE-008. O comprimento de onda de &a absorcdo foi em 311 nm.
Em relacdo ao estudo de estabilidade de 8 horas foi possivel iden que a solucio fica estdvel a
partir de 60 minutos. Para estabilidade das solu¢des por 14%didas ficou demonstrado que a solugdo
armazenada em temperatura ambiente, com ou sem protegﬁo uz, permanece estivel. O método
seguiu o processo de validagdo a partir da linearidade, falxa ear de trabalho, limites de deteccdo e de
quantificacdo, precisio 1ntermed1ar1a exatiddo e robustez. O método desenvolvido seguiu curva de
calibracdo de 2,00 a 17,00 ug mL"', com coeficiente rrelacdo de 0,991 e regressdo significativa e
sem falta de ajuste a partir da Anahse de VarianciaxIambém foi observado que os residuos possuem
distribui¢cdo normal com os dados homocedasti emonstrando a 51gn1f10an01a estatistica da curva
ajustada. Os limites de deteccdo e quantifi oram 0,58 e 1,77 ug mL™, respectivamente. O
método desenvolvido apresentou coeficientes de variacdo inferiores a 5% a partir do estudo de
precisdo intermedidria. A exatldao foi 1ada a partir de teste de recuperagdo, obtendo um valor
médio de 93,74%. A robustez do métode foi avaliada a partir de duas distintas marcas de solventes e
dois comprimentos de onda 0& do obtido no modelo desenvolvido e ndo foram observadas
diferencas significativas ados. Em conclusdo, o método desenvolvido para determinacio
quantitativa da molécula J atendeu aos requisitos de qualidade preconizados pelas normas
nacionais nos parametr udados para validacao.
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regressdo lineqr. %

Valid a spectrometric method for quantification of an n-acylhydrazone derivative
Abs ct@
T opment of quantification methods is extremely important for the quality control of active

pharmaceutical ingredients, especially when they are newly synthesized molecules. In this sense, the
objective of this work was to develop and validate an analytical method for quantification of the
compound N'-(1H-indol-3yl)methylene)-2-cyanoacetrohydrazide (JR-19). The method was based on
UV spectrometry as analytical technique. A Shimadzu UV-1280 spectrophotometer was used to obtain
the absorption spectra in the range 190-350 nm, using DMSO as solvent and validation performed
following the parameters recommended by the RDC 166, ISO 17025 and DOQ-CGCRE-008. The
wavelength of maximum absorption was at 311 nm. In relation to the 8-hour stability study, it was
possible to identify that the solution is stable after 60 minutes. For the stability of the solutions for 14
days it was demonstrated that the solution stored at room temperature, with or without light
protection, remains stable. The method followed the validation process based on linearity, linear
working range, limits of detection and quantification, intermediate precision, accuracy and



robustness. The developed method followed a calibration curve from 2.00 to 17.00 ug mL”, with a
correlation coefficient of 0.991 and significant regression with no lack of fit from the Analysis of
Variance. It was also observed that the residuals have a normal distribution with homoscedastic data,
demonstrating the statistical significance of the fitted curve. The limits of detection and quantification
were 0.58 and 1.77 ug mL™, respectively. The developed method showed coefficients of variation less
than 5% from the intermediate precision study. The accuracy was evaluated from recovery test,
obtaining an average value of 93.74%. The robustness of the method was evaluated from two different
brands of solvents and two wavelengths around the one obtained in the developed model and no
significant differences in the results were observed. In conclusion, the method developed to quantify
JR-19 molecule met the quality requirements recommended by national standards in the parameters
studied for validation.

Keywords: linear regression; quality control; quantification; univariate calibration; UV spe ry.

1 Introducao A .\6

A maioria dos insumos farmacéuticos ativos presentes em medicamentos € obtida a partir da
sintese de moléculas. Esses compostos se baseiam em um esqueleto estrutural, com atividade
biolégica comprovada, em que sdo promovidas modificagdes a partir de estudos empiricos e/ou
tedricos. Nesse sentido, uma estrutura molecular bastante utilizada na sintese de moléculas
biologicamente ativas sdo os compostos acilhidrazdnicos, derivados das N-acilhhidrazonas (ARRUDA
et al., 2020).

Diversas N-acilhidrazonas possuem agdo analgésica, anti-inflamatdria, antimicrobiana, e
antitumoral (HOSNY; EL MORSY; SHERIF, 2015; MEIRA et al., 2018; NASTASA et al., 2015;
RODRIGUES et al., 2016; SILVA et al., 2015). Portanto, essas moléculas possuem uma estrutura
biologicamente ativa privilegiada devido a presenga de diversos tipos de ligantes que atuam em
diferentes receptores celulares. Neste sentido, muitos estudos foram publicados com sinteses de
derivados N-acilhidrazonicos (AARJANE et al., 2020; COIMBRA et al., 2019; MAIA; TESCH;
FRAGA, 2014; PEDREIRA et al., 2021).

Uma parte das sinteses de N-acilhidrazonas envolvem moléculas com possiveis aplicacdes em
tratamento de neoplasias. Por exemplo, Moraes ef al. (2018) propuseram uma nova rota de sintese
baseando-se na reagdo de condensag@o entre o composto cianoacetohidrazida e o carboxialdeido 3-
indol sob catélise de 4cido acético e etanol. Essa rea¢do ocorre em 12 horas sob agitagdo magnética e o
precipitado formado na reacdo € removido por filtragdo, lavado com dgua destilada e seco em
dessecador sob vicuo, obtendo um p6 amarelo cristalino nomeado como N’-(1H-indol-3yl)metileno)-
2-cianoacetrohidrazida (JR-19), com a estrutura molecular apresentada na Figura 1.

Figura 1 — Estrutura gg{micarydo derivado N’-(1H-indol-3yl) metileno)-2- cianoacetrohidrazida (JR-19)
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A JR-19 em estudos iniciais apresentou-se como uma molécula com potencial para ser
utilizada para tratar lesdes cutineas. Assim, € possivel obter curativos biocompativeis de baixo custo
para cicatrizacdo de feridas, apresentando agdes antibacteriana, antifingica, anti-inflamatéria e
analgésica (ASSIS et al., 2021; WANDERLEY et al., 2019).



Entretanto, moléculas recém-sintetizadas nio apresentam métodos analiticos validados para
sua quantificacdo. Neste sentido, pesquisas que proponham o desenvolvimento de métodos analiticos
de baixo custo rdpidos, precisos e exatos sdo importantes para permitir que as moléculas bioativas
possam ser comercializadas em formulagdes farmacéuticas. Vale ressaltar que € necessdria a
quantificacdo da molécula por parte da industria desde a etapa de formulacgdo até a comercializacdo do
produto acabado e dos 6rgdos de fiscalizacdo para garantir a qualidade aos consumidores finais.

Os métodos analiticos sdo utilizados na determinagdo qualitativa, semi-quantitativa e/ou
quantitativa de moléculas, insumos e excipientes em formulagdes farmacéuticas, sendo realizados a
partir de técnicas analiticas apropriadas (SIDDIQUI; ALOTHMAN; RAHMAN, 2017). Dentre estas,
uma das técnicas mais simples, econdmicas, eficazes e eficientes € a espectrofotometria de absor¢do
molecular na regido do ultravioleta (EAM UV). Esta técnica se apresenta como uma das técnicas mais
utilizadas em andlises farmacéuticas, sendo ttil e simples para a determinagcdo da conce de
moléculas em uma solu¢do (MOHAMMED, 2018), tendo como principio bdsico,a rgao da
radiacdo por parte de um analito ou de um conjunto de espécies quimicas, asso a ansu;oes
eletrbnicas na camada de valéncia (ATOLE; RAJPUT, 2018). A quantidade de % sorvida, na
regido de 200 a 400 nm para a regido do ultravioleta, é proporcional a quan e existente da
molécula, se obedecida a lei de Bouguer-Lambert-Beer.

Contudo, a qualidade de um método analitico deve ser comprovada e demonstrada a partir de
evidéncia documentada, denominada de validacdo. Assim, o método € submetido a etapas de avaliagdo
de critérios quantitativos da qualidade a partir de normas e procedimentos descritos por Orgaos
nacionais de fiscalizacdo. No Brasil, a validacdo de métodos analiticos em amostras com interesse
farmacéutico € regulamentada pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitdria (ANVISA) com normas
harmonizadas com as do Instituto Nacional de Metrologia, Normalizacdo e Qualidade Instrumental
(INMETRO) (BRASIL, 2017; DELGADO-GOMEZ et al., 2022; INMETRO, 2020).

As figuras de mérito sdo os indicadores de desempenho de um método analitico, dentre as quais
podem ser citadas: linearidade, precisdo, exatiddo, sensibilidade, limite de detec¢do, limite de
quantificacdo (FRANCO et al., 2019; INMETRO, 2020; BRASIL, 2017).

Sendo assim, esta pesquisa objetivou desenvolver e validar um método espectrométrico na
regido espectral no ultravioleta para quantificar N’-(1H-indol-3yl)metileno)-2-cianoacetrohidrazida
(JR-19).

Nas secOes posteriores, serd relatada uma fundamentacdo tedrica que apresenta trabalhos
publicados que desenvolvem e validam métodos espectrométricos para quantificacdo de farmacos
(secdo 2). Segue-se na sec¢do 3, a descricdo da metodologia empregada utilizando figuras de mérito e
métricas indicadas nas normas nacionais da ANVISA, harmonizada com INMETRO e organismos
internacionais. A secdo 4 apresenta os resultados para validar o método estudado, desde a escolha do
comprimento de onda utilizado até as métricas de validagdo do método analitico, com as
consideragdes finais deste trabalho na secao 5.

2 Fundamenta% rica
Na rz&d e literatura, € possivel encontrar inimeras publicacdes de métodos que utilizam a
Espectro@ e Absor¢do Molecular para determinacio de insumos farmacéuticos ativos.

A olagun et al. (2018) desenvolveram um novo método espectrofotométrico para a
d inacdo de gabapentina usando acido cromotrdpico em 470 nm. A faixa linear de trabalho obtido
no do foi de 1,00 a 6,00 ug mL™ usando 6 niveis de concentracdo. Os limites de detec¢do e

quantificacio foram 0,29 e 0,87 ug mL"' com coeficiente de determinacio igual a 0,998. O método foi
preciso com intervalo de recuperagdo de 97,60-103,10%; as precisdes intra-dia e inter-dia foram
inferiores a 0,65% de desvio padrdo e ndo mostraram diferenga estatistica quando comparado com o
método de referéncia na andlise das formas farmacéuticas.

Goes Junior et al. (2019), em seu estudo para a quantificacdo de dcido acetilsalicilico em
formulacdes farmacéuticas utilizando hidréxido de so6dio como solvente em 297 nm. Foram
determinadas as figuras de mérito proposta pela RDC (Resolugdo de Diretoria Colegiada) 166, de 24
de julho de 2017, da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitdria (ANVISA) (BRASIL, 2017). O método
desenvolvido usando trés niveis de concentracdo foi considerado linear na faixa de 24,00 a 36,00 pg
mL™", apresentando bom coeficiente de correlacdo (r = 0,999) e limites adequados de detec¢do (1,99



ug mL") e quantificagdo (6,57 ug mL™"). A andlise de precisio mostrou baixo coeficiente de variacio
(<2,00%) e um bom percentual médio de recuperacio (99,42% - referéncia e 95,94% - genérico).

Adu et al. (2019) desenvolveram um método analitico para determinag@o de 5-hidroximetil
furfural em bebidas de malte enlatadas e sucos de frutas em Gana. No trabalho foi selecionado o
comprimento de onde em 284 nm usando seis solucdes padrdo para preparar a curva analitica. As
faixas lineares de trabalho obtidas foram de 1,00-20,00 ug mL! para o analito em sucos de fruta e
0,132-0,438 mg mL"' para bebidas maltadas enlatadas. O método foi validado usando as figuras de
mérito especificidade, linearidade, faixa linear de trabalho, precisdo, exatiddao, robustez e estabilidade
da solugao.

Kumari e Khansili (2020) propuseram um método para a determinagdo de vildagliptina em sua
forma pura e em formulagdes farmacéuticas. O meio utilizado para determinar o analito foi dcido
cloridrico 0,1 mol L' no comprimento de onda em 210 nm. A resposta linear para de
concentracio foi de 5 a 60 ug mL™" usando oito niveis de concentragio obteve 0,999 para ficiente
de regressdo. A exatiddo do método usando teste de recuperacdo ficou entre 98—10 U/x recisoes
intradia e interdia, limite de deteccdo (LD) e limite de quantificacdo (LQ) esta@rm ram definir
a faixa linear dentro dos parametros de qualidade aceitdveis para o método analitic envolvido.

Shulyak et al. (2021) desenvolveram um método para determinacdo de lisinopril em
comprimidos. A faixa linear de trabalho validada foi de 20 a 100 ug mL}. primento de onda de
212 nm. As figuras de mérito linearidade, faixa linear de trabalho, espe&d e, exatiddo, precisdo,
LD, LQ e robustez foram usadas para validar o método. &

Adegbolagun et al. (2020) propuseram um método espe
determinacdo de gabapentina usando 4cido cromotrépico. A faixa-linear obtida foi de 1,00 a 6,00 pg
mL" e no teste de recuperacdo foram obtidos resultados de a 103,10% da concentracdo da
solucdo. A precisdo inter e intradia foram abaixo de 0,65%, sem diferenca estatistica entre os valores.

Bhoyar, Belgamwar e Trivedi (2022) determinaram e validaram um método para quantificagdo
simultinea de isoniazida e rifampicina em medigaué@s. Foram selecionados os comprimentos de
onda de 263 e 335 nm nas faixa lineares de tr: de 4,00-24,00 e 6,00-36,00 ug mL! para
isoniazida e rifampicina, respectivamente. avaliadas as figuras de mérito linearidade,
sensibilidade, LD, LQ, precisdo e exatidao.

Kumar e Haque (2022) propusera
dgua como solvente em 239 nm. A li
coeficiente de regressio de 0,995"

ométrico em 470 nm para

Xé odo para determinar o cloreto de amitriptilina com

de do método validado foi de 0,50 a 2,50 ug mL"' com
e de recuperacdo obteve uma faixa de exatidao de 98,00 a
102,00% e 0,027 e 0,081 pg a LD e LQ, respectivamente. As precisdes intradia e interdia
ficaram abaixo de 1,80%. , s autores concluiram que o método é adequado para andlises de
rotina atendendo aos requisit qualidade definidos nas normas internacionais.

Vidhi e Patel (2021) desenvolveram e validaram um método para a estimativa do etabonato de
Remogliflozina, no &] stra absorbancia maxima a 229 nm, utilizando metanol como solvente. A
faixa linear foi de 0,00 ug mL™" e coeficiente de correlacdo de 0,999. O resultado da precisdo
interdia e intra‘c‘l& tra desvio padrdo variando entre 0,05% e 0,25% e entre 0,06% e 0,26% para trés
concentracdesie tr€s repeticdes. A recuperagdo percentual foi encontrada na faixa entre 98,94% e
99,86%. o LQ foram de 0,04 ¢ 0,11 pg ml”, respectivamente.

Na esteira dos trabalhos publicados e discutidos nesta secdo, o presente estudo apresenta o
desenvolvimento e validacio de um método analitico para quantificagio da N’-(1H-indol-
3yl)metileno)-2-cianoacetrohidrazida (JR-19) baseado na espectrometria de absor¢do molecular na
regido do ultravioleta, atendendo as recomendacdes da RDC n° 166, de 24 de julho de 2017 da
ANVISA (BRASIL, 2017).

3 Parte experimental

Nesta pesquisa, a validagdo de um método para quantificar JR-19 foi desenvolvida seguindo os
protocolos indicados pelas normas nacionais e internacionais de metrologia. Foram executados os
procedimentos: escolha de solvente que possua estabilidade em 8 horas e 14 dias, sele¢cdo do
comprimento de onda de trabalho e a validacdo do método analitico, propriamente dito. As figuras de
mérito estudadas foram: linearidade, limite de detec¢do e limite de quantificagdo, precisdo, exatidao e
robustez.



3.1 Reagentes e solventes

O composto JR-19 foi sintetizado e cedido pelo Laboratério de Sintese e Vetorizacdo de
Moléculas, da Universidade Estadual da Paraiba e o solvente utilizado foi o dimetilsulf6xido (DMSO)
PA (Neon® e Vetec®).

3.2 Estudo de estabilidade de 8 horas e 14 dias

O estudo de estabilidade em 8 horas foi realizado no espectrofotdometro UV-VIS-NIR da
PerkinElmer, modelo Lambda 750, no comprimento de onda de maxima absor¢cdo, com medidas a
cada 30 segundos ao longo das 8 horas. A estabilidade da solu¢do em 14 dias foi avaliada em termos
de duas varidveis. Uma varidvel estudada foi a manutencido ou ndo da solu¢do ao abrigo da luz. A
segunda varidvel diz respeito ao armazenamento das amostras em geladeira (2 a 8 ° em
temperatura ambiente. As leituras das medidas de absorbancia das solugdes fqrar@ahzadas

diariamente em mesmo hordario para estabilidade em 14 dias. : x

3.3 Caracterizacio espectroscopica

Para obtencdo dos espectros de absor¢do para caracterizacdo .espectroscOpica € no
desenvolvimento do método foi utilizado o espectrofotdometro Shimadzu,U 80, com detector UV-
VIS, na faixa de comprimento de onda de 190 a 350 nm, com intervaloN , € cubeta de quartzo
com caminho dptico de 10 mm. {
3.4 Preparo da solucao estoque ‘b‘

A solugio estoque de 50 ug mL™ | foi preparada solubiliz -se 5,0 mg da molécula JR-19 em
uma pequena quantidade de DMSO (10 mL) e a mistura foi gransferida para baldo volumétrico de 100
mL e completado volume com o mesmo solvente. A partir da solucdo estoque foram preparadas as
solucdes de trabalho nas concentragdes da .fai;@e trabalho observadas na caracteriza¢io

a

espectroscOpica. Para tal, transferiram-se difereﬁ liquotas da solu¢do estoque para baldes
volumétricos de 10 mL, completando o volume i raria com DMSO.

3.5 Validacao do método analitico por l@% ’

O método foi validado confor reconizado pela RDC n° 166, de 24 de julho de 2017
(BRASIL, 2017) e sob orientagdés 17025, DOQ-CGCRE-008 (INMETRO, 2020). Todas as
andlises foram realizadas em trip%t m cada um dos trés lotes da molécula sintetizada.

3.5.1 Linearidade

A linearidade foi determiinada através da construg¢do da curva de calibragdo na faixa de trabalho
determinada a parti g&acterizaqﬁo espectroscOpica. As solucdes foram analisadas em triplicata,
com medidas obtidas“dé cada amostra de forma aleatéria e com repeti¢cdes das medidas de branco.
Assim, foi estir %equa@ﬁo da reta por regressdo linear a partir do método dos minimos quadrados
e avaliada pela, Andlise de Varidncia (ANOVA) para validagdo do modelo matematico obtido.

3.5. i-@ de quantificacao (L.Q) e detecciao (LD)
limites de deteccdo e de quantificacdo foram calculados sob as condi¢des experimentais
cidas, efetuando-se 15 leituras correspondentes ao branco (DMSO). As estimativas do LD e do

DP (1)
LD = T X 3,3

DP ()
LQ =— x 10,0



0o0s quais: b € a inclinac¢do da curva de calibracdo obtida na equagio da reta da curva de calibracio e o
DP ¢ desvio padrao relativo entre as leituras do branco.

3.5.3 Precisao

A precisdo foi avaliada a partir da precisdo intermedidria. Realizou-se um estudo de comparagdo
entre as leituras de uma mesma concentracao realizadas por analistas em turnos e em dias distintos. As
solugdes de JR-19 foram preparadas em trés niveis de concentracdo (baixo, médio e alto) dentro da
faixa de concentracio de trabalho obtida. Em seguida, medidas espectrométricas das solucdes foram
conduzidas no comprimento de onda de maxima absor¢do definido na varredura espectral, registrando-
se os valores das absorbancias e efetuando-se o célculo da estimativa do desvio padrdo relativo das
determinacdes.

3.5.4 Exatidao

A exatiddo do método foi determinada por estudos de recuperagdo, através ag' de 4 mL
de quantidades conhecidas de solugdes de diferentes concentracdes em 2 mL de s 0 de menor
concentracdo. Entdo, as solu¢des fortificadas foram preparadas em qu concentracoes
intermedidrias da faixa de trabalho, realizando as leituras para obter as conce racdes experimentais a
partir da equacdo da reta que foi obtida na construcdo da curva racdo. O célculo da

recuperagdo se deu a partir da Equacéo 3.

recuperacio(%) = 100 >< )(D )

os quais: €1 é a concentracdo do analito na amostra fortlf ada; C2 € a concentracdo do analito na
amostra ndo fortificada; €3 € a concentragdo do analito adlclonado a amostra fortificada.

3.5.5 Robustez X

A robustez do método proposto foi de da pelas mudancas de marca do solvente e de
comprimento de onda. As medidas de abso% foram determinadas, para as duas varidveis em
estudo, a partir de trés concentracdes g?e aixo, médio e alto). Em termos da escolha dos
comprimentos de onda foram avaliad acdes de + 3 nm do comprimento de onda escolhido a
partir do método desenvolvido. Ass %0, foi aplicado planejamento experimental fatorial 32 para o
estudo de robustez de cada uma K'arcas de solvente utilizando, conforme indicado na Tabela 1. O
tratamento estatistico foi e doputilizando o software STATISTICA® versdo 12, obtendo os efeitos
padronizados (diagramas de Pareto) e as andlises estatisticas (superficie de resposta) para avaliagdo
dos resultados, além do.este ¢ pareado para avaliar a diferenga entre as duas marcas de solvente nos
trés comprimentos d& m trés niveis de concentracao distintas.

‘ Tabela 1 — Matriz de planejamento 3

“ Niveis
A Fatores -1 0 +1
@ Comprimento de onda (nm) A-3 A A+3
Concentracio (ug mL™") Baixa média alta
Fon dos da pesquisa

4 Resultados e discussao
Os dados relativos a escolha das condi¢cdes de trabalho para desenvolvimento do método
analitico sdo apresentados nesta secao.

4.1 Caracterizacio espectroscopica

A primeira etapa do desenvolvimento do método analitico foi a escolha do solvente, para tal
levou-se em considerag@o o grau de solubiliza¢do do farmaco e custo e toxicidade do solvente. Foram
testados os seguintes solventes: metanol, dlcool etilico, DMSO e acetato de etila. Todos os solventes



testados solubilizaram adequadamente o JR-19, mas foi escolhido o DMSO, pois apresenta baixa
toxicidade e obteve melhor resposta de sinal na faixa do espectro eletromagnético ultravioleta.

Posteriormente, realizou uma varredura espectroscopica no UV-Vis, a fim de definir as bandas
de méxima absor¢@o da molécula JR-19 e com isso escolher o comprimento de onda adequado para o
trabalho. O espectro da solug¢do de JR-19 em DMSO na faixa de 190 e 350 nm ¢ apresentada na Figura
2. Foi possivel observar que 311 nm é o comprimento de onda (4) maximo obtido e, portanto, foi o
escolhido para constru¢cdo do método analitico.

Figura 2 — Espectro de absor¢ido no UV-Vis da solugdo de JR-19
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4.2 Estabilidade da solucao estoque em }s 14 dias

Para o estudo de estabilidade oras foi observado o comportamento da absorbancia em
311 nm com intervalos de medlda . As solugdes tiveram uma estabilidade do sinal analitico a
partir de 60 minutos, sugerlndo prlmelra hora ocorre um rearranjo das moléculas do DMSO e
da JR-19.

Os resultados referentes a establhdade da solucdo de JR-19 em DMSO em 14 dias sdo
apresentados na Flgura Em termos da temperatura de manutencdo das solucdes, as armazenadas na
geladeira, ao e sem da luz, ndo mantiveram a estabilidade espectral. J4 as solugdes que ficaram
em temperatura a mantlveram a estabilidade, podendo ficar armazenadas com ou sem prote¢do
da luz para ser’ l%as por um periodo de 14 dias, apds o preparo.

<

Q.,

Figura 3 — Estabilidade da molécula JR-19 com DMSO em 14 dias
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4.3 Validacao do método analitico por EAM UY
Os dados relativos a validacdo do método a & desenvolvido sdo apresentados nesta secao.

4.3.1 Linearidade
O método exposto apresentou hne faixa de 2,00 a 17,00 ug mL", com determinagio
realizada a partir da curva analitica ancias médias obtidas dos trés lotes da molécula (Figura
5). Observa-se que as medidas de* s'@m(ma em 311 nm nas solugdes sdo diretamente proporcionais
ugt = 0,1021x + 0,0267 foi determinada através do método de
e de correlacdo linear de 0,991, estando de acordo com o critério
e de correlacdo (r = 0,990) descrito na resolugdo para validagdo de
métodos analiticos da VISA (BRASIL, 2017).
Consequente@ linearidade do método foi confirmada por meio da ANOVA, apresentada
na Tabela 2 VIS% o valor de F calculado (10.468,734) foi maior do que o tabelado (3,936),

a concentracdo do analito. A eg
minimos quadrados e com @
minimo aceitdvel do coeficie

demostrando rva ajustada possui significincia estatistica, atestando que o método é linear em
nivel de confianca’de 95%. Corroborando a esses dados, o teste de falta de ajuste observou que o F
) foi menor do que o tabelado (5,117), evidenciando que o modelo linear € adequado,
falta de ajuste.

=

Tabela 2 — Teste de andlise de variancia (ANOVA)
Graus de Soma Média

liberdade quadratica quadratica F F tabelado
Regressao 1 23,469 23,469 10.468,734 3,936
Residuo 97 0,217 0,002
F:Jllt:; Je 9 0,038 0,004 2,065 5,117
Erro puro 88 0,180 0,002
Total 98 23,687

Fonte: dados da pesquisa



Figura 5 — Curva analitica da solugdo de JR-19 no intervalo de 2 a 17 ug mL ™'
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L4
Como observado, a curva de calibracaosfei obtida a partir de 11 niveis de concentra¢do, bem
superior ao preconizados pelo DOQ—CGCR@e € de no minimo 5 niveis de concentra¢do. Goes
et al. (2019) desenvolveram um método avdeterminacdo de dcido acetilsalicilico utilizaram sete
niveis de concentracdo, Adegbolagun 018) utilizaram seis niveis de concentracdo e Majumder
et al. (2020) utilizaram 5 niveis.

4.3.2 Limite de quantifica ccao
Os limites de detec&D) e de quantificagao (LQ) foram obtidos a partir da equacdo da reta
da curva analitica e do_desvio padrio das medidas de branco. Para estes parimetros os valores
calculados foram de 0, 1,77 ug mL", LD e LQ, respectivamente. A menor concentracio da faixa
de trabalho foi su o LQ obtido sugerindo que a solugdo com menor concentragdo pode ser
utilizada no desenwelyimento do método analitico.

Quandoic aramos com outros estudos como o de Goes et al. (2019) que obtiveram 6,57 ug
mL™" para 1:Q¢ 1,99 ug mL"' para LD e Majumder et al. (2020) que foram de 0,861 ug mL™" e 2.872
ug nlL'l,@ LD e LQ, respectivamente, considerando uma alta sensibilidade no método proposto.

4.3. ecisao

A precisdo intermedidria do método teve como objetivo avaliar a proximidade dos valores
obtidos nas leituras de absorbancias realizadas em dois dias, nos turnos manhd e tarde com dois
analistas e trés faixas de concentracdes para os trés lotes da molécula. A Tabela 3 apresenta os
resultados das médias das absorbancias e dos valores de coeficiente de variagdo (%) obtidos. Os
coeficientes de variacdo para todas as medidas realizadas e lotes foram inferiores a 5%, com valor
médio de 1,92%, o que determina que o método analitico exposto € preciso e estd de acordo com as
recomendacdes da ANVISA.

Tabela 3 — Precisdo intermedidria para os trés lotes da molécula JR-19

Concentracio pg mL™ (CV, %)
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Turno  Analista 2 pug mL! 9,5 ug mL™’ 17 pg mL™’

manha 1 2,48 (2,67) 10,41 (0,85) 18,35 (2,51)

Dia 1 2 1,89 (1,48) 10,22 (1,09) 18,35 (3,05)
tarde 1 2,19 (0,84) 10,31 (2,46) 18,15 (1,56)

2 1,99 (2,70) 9,92 (1,69) 17,66 (2,09)

manha 1 1,89 (2,75) 9,24 (1,81) 16,98 (0,70)

Dia 2 2 1,80 (3,10) 8,75 (1,37) 17,07 (1,44)
tarde 1 1,99 (3,23) 8,85 (1,05) 16,39 (1,02)

2 1,89 (3,90) 9,04 (1,21) 16,89 (1,47)

Fonte: dados da pesquisa

4.3.4 Exatidao

A exatiddo do método foi determinada por estudos de recuperagdo, estando r@o a
quantidade de analito que é recuperado no processo em relacdo a quantidade re .f)

. Nesse

sentindo foram obtidas as concentragcdes tedricas e as experimentais destas solugdes fortificadas,
estando apresentadas na Tabela 4. Os resultados se apresentam adequados em te
que o valor médio de recuperacdo (93,74%) para os trés lotes, estando dentro da faixa de 80 a 110%,

recomendada pela legislagao.

Tabela 4 — Resultados referente a exatiddo do mé

exatidao visto

Concentracio da Concentracio da tracao Recuperacio
amostra fortificada amostra nao adicionada icionada (%)
(ug mL™") (ug mL™") (ngmL™")
2,61 1,65 0,73 130,77
2,70 1,65 /7 1,00 105,03
Lote 1 3,24 1,65 1,37 116,11
347 146 ‘b 1,66 109,31
3,81 1,91 112,99
2,07 e 0,67 71,72
2,47 A\ 0,97 91,24
Lote 2 2,69 O 1,59 1,28 85,96
2,74 1,59 1,44 80,69
3,23 @ 1,59 1,85 88,71
2,55 1,93 0,65 96,00
2,83 & 1,93 0,97 93,96
Lote 3 3,06Q 1,93 1,19 95,1
3,29 1,93 1,45 93,53
, 1,93 1,79 85,64

Fonte: dados da pesquisa\i@

4.3.5 Robustez

Para \mgﬁo da robustez foi realizado um planejamento 32 para cada marca de DMSO

utilizada

os resultados apresentados.

om"9 experimentos cada. As respostas obtidas estdo apresentadas na Tabela 5. Os
e de varia¢do apresentados foram menores que 5%, com isso pode-se afirmar que nio
eracdo estatisticamente significa entre as solu¢des preparadas com DMSO em duas marcas
s. O teste t-pareado observou uma associag@o dos solventes (p = 0,975), corroborando com

Tabela 5 — Absorbancias das solu¢des obtidas a partir do planejamento experimental 32 para as duas

marcas de solvente

Experimento Comprimento Concentracao Resposta Resposta DP (CV, %)
de onda (nm) (ng mL") Marca 1 Marca 2

314 9,50 0,933 1,000 0,047 (4,72)

311 14,00 1,441 1,471 0,021 (2,11)

3 308 9,50 0,948 0,959 0,007 (0,74)
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4 314 14,00 1,383 1,422 0,027 (2,74)
5 311 3,50 0,352 0,366 0,010 (0,99)
6 314 3,50 0,360 0,352 0,005 (0,52)
7 311 9,50 0,978 0,950 0,019 (1,93)
8 308 3,50 0,350 0,363 0,009 (0,89)
9 308 14,00 1,386 1,403 0,012 (1,20)

Resposta = Absorbancia; DP= Desvio Padrao; CV=Coeficiente de Varia¢do.
Fonte: dados da pesquisa

Complementando o estudo de robustez, os diagramas de Pareto apresentados na Figura 6"(a-b)

mostraram que nas condi¢gdes estudadas a concentragdo, e sua interacdo linear, exerceu uma i cia
positiva sobre o sinal de absorbancia, sendo a concentragdo mais significativa estatistigarrﬁz para os
solventes utilizados. Assim, os resultados foram equivalentes para ambos solventes xistindo

diferenca estatisticamente significativa. Corroborando as esses resultados, os graficos de superficie de
resposta, Figura 6 (c-d), demonstraram que a concentragdo exerce uma influe a resposta, de
modo que a medida que aumenta concentracio a resposta também aumenta.

Em termos da variacdo do comprimento de onda € possivel obser ue esta variagdo nio
exerceu influéncia estatisticamente significativa sobre as absorbancias d lucades.

Figura 6 — Diagrama de Pareto e grafico de superficie de resposta)?ﬁre lanejamento 32 das solucdes
marg

preparadas com DMSO da marca 1 (aec (bed)
Pareto Chart of Standardized Effects; Variable: Abs DMSO marca 1 Pareto Chart of Standardized Effects; Variable: Abs. DMSO marca 2

2 3-level factors, 1 Blocks, 9 Runs; MS Residual=,0079359 2 3-level factors, 1 Blocks, 9 Runs; MS Residual=,0102261

(2)Conc(L) 1314146 (2)Conc(L) P 11,76979

Conc(Q) ¥ ’ Comprimento(Q) ¥
4
Comp(Q) Conc(Q)
(1)Comp(L) (1)Comprimento(L) §
p=,05 p=.05
Standardized Effect Estimate (Absolute Value) Standardized Effect Estimate (Absolute Value)
.
Aa), (b)
Fitted Surface; Variable: Abs.DMSO marca 1 Fitted Surface; Variable: Abs.DMSO marca 2
2 3-level factors, 1 Blocks, 9 Runs; MS Residual=,0079359 2 3-level factors, 1 Blocks, 9 Runs; MS Residual=,0102261
PRESRSSK
Z S ‘\“8‘8\‘:“ Z
: R .
z \RTRSS ?
12 14
<12 <13
[ <1 B <11
[J<o0.s8 [1<09
<06 B <07
Bl <04 Il <05
<02 Il <03
(©) (d)

Conc= Concentragdo; Comprimento=comprimento de onda; L = Interacdo linear; Q = Intera¢do quadratica
Fonte: dados da pesquisa

5 Conclusao
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O método de andlise proposto para quantificacio do derivado JR-19 em DMSO foi
desenvolvido e validado a partir da utilizacdo da espectrometria de absor¢do molecular na regido do
ultravioleta.

O solvente utilizado no trabalho foi DMSO, pois manteve as solucdes do JR-19 estaveis em
curto (8 horas) e médio (14 dias) prazos. O comprimento de onda de trabalho foi o de méxima
absorcao das solucdes, em 311 nm. Todas as métricas das figuras de mérito obtidas alcangaram os
pardmetros preconizados pela ANVISA.

O método foi linear na faixa de concentragio de JR-19 em DMSO de 2,00 a 17,00 ug mL"
sendo o menor valor superior a LD (0,58 pg mL) e LQ (1,77 pg mL™). O Coeficiente de Variagado do
método desenvolvido ficou com valor médio de 1,92% em termos de precisdo e no teste de
recuperacdo obteve-se 93,74% em termos de exatiddo, todos dois pardmetros dentro dos Jlimites
aceitaveis pela ANVISA.

Por fim, quando alteragdes de comprimento de onda e de marca de solvente fora cutadas
os resultados apresentados ndo sofreram variagdo estatisticamente significativa, & 0 que o
método € robusto em termos desses dois parametros. ‘ .\.

O método proposto, portanto, pode ser aplicado na quantificacdo do m formulagdes
farmacéuticas, sendo o préximo passo da pesquisa que o grupo de trabalho estd desenvolvendo.
Também € possivel, a partir dos resultados, a possibilidade de desenvolvi de métodos analiticos
utilizando espectroscopia de absor¢do molecular na regido do ultraviolxgr moléculas similares a
esta apresentada neste manuscrito e que ja foram sintetizadas. {
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