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Validacao de método
espectrometrico para
quantificacao de um derivado de
N-acilhidrazona

RESUMO: O desenvolvimento de métodos de quantificacdo é de
extrema importancia para o controle de qualidade de insumos
farmacéuticos ativos, principalmente quando sao de moléculas
recém-sintetizadas. Nesse sentido, o objetivo deste trabalho foi
desenvolver e validar um método analitico para quantificacdo do composto
N’-((1H-indol-3il)metileno)-2-cianoacetohidrazida (JR-19). O método foi
baseado na espectrometria UV como técnica analitica. Para obtencao dos
espectros de absorcao, foi utilizado espectrofotémetro Shimadzu UV-1280,
na faixa de 190 nm a 350 nm, utilizando DMSO como solvente, e a validacao
foi realizada seguindo os pardmetros preconizados pelas normas RDC 166,
ISO 17025 e DOQ-CGCRE-008. O comprimento de onda de maxima absorcao
foi de 311 nm. Em relagdo ao estudo de estabilidade de 8 horas, foi possivel
identificar que a solucdo fica estavel a partir de 60 minutos. Para estabilidade
das solugdes por 14 dias, ficou demonstrado que a solucdo armazenada
em temperatura ambiente, com ou sem protecao da luz, permanece
estavel. O método seguiu o processo de validacdo a partir da linearidade,
faixa linear de trabalho, limites de deteccdo e de quantificacdo, precisao
intermediaria, exatidao e robustez. O método desenvolvido seguiu curva de
calibracao de 2,00 a 17,00 pg.mL-', com coeficiente de correlagdo de 0,991 e
regressao significativa e sem falta de ajuste a partir da Analise de Variancia.
Também foi observado que os residuos possuem distribuicdo normal com
os dados homocedasticos, demonstrando a significancia estatistica da curva
ajustada. Os limites de detec¢do e quantificacao foram 0,58 e 1,77 pg.mL-,
respectivamente. O método desenvolvido apresentou coeficientes de variacao
inferiores a 5% a partir do estudo de precisdo intermediaria. A exatiddo
foi avaliada a partir de teste de recuperacdo, obtendo-se um valor médio
de 93,74%. A robustez do método foi avaliada a partir de duas distintas marcas
de solventes e dois comprimentos de onda ao redor do obtido no modelo
desenvolvido, e ndo foram observadas diferengas significativas nos resultados.
Em conclusdo, o método desenvolvido para determinacdo quantitativa da
molécula JR-19 atendeu aos requisitos de qualidade preconizados pelas normas
nacionais nos parametros estudados para validacao.

Palavras-chave: calibracdo univariada; controle de qualidade; espectrometria UV;
quantificacdo; regressao linear.
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Validation of a spectrometric
method for quantification of an
N-acylhydrazone derivative

ABSTRACT: The development 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 study was to develop and
validate an analytical method for quantification of the compound N'-((1H-indol-3yl)
methylene)-2-cyanoacetohydrazide (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
carried out following the parameters recommended by the RDC 166, ISO 17025 and
DOQ-CGCRE-008 standards. 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 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,
detection and quantification limits, 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 without 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 presented coefficients of variation less than 5% from the intermediate
precision study. The accuracy was assessed using the recovery test, obtaining an average
value of 93.74%. The robustness of the method was evaluated using 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
for the quantitative determination of the 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 spectrometry.

1Introducao

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 acilhidrazonicos,
derivados das N-acilhidrazonas (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
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Figura1p»

Estrutura quimica

do derivado
N’-((1H-indol-3il)metileno)-
2-cianoacetohidrazida (JR-19).
Fonte: elaborada

pelos autores
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estrutura biologicamente ativa privilegiada devido a presenca de diversos tipos de
ligantes que atuam em diferentes receptores celulares. Nesse sentido, muitos estudos
foram publicados com sinteses de derivados N-acilhidrazénicos (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
aplicagdes em tratamento de neoplasias. Por exemplo, Moraes et al. (2018)
propuseram uma nova rota de sintese baseando-se na reagdo de condensagio
entre o composto cianoacetohidrazida e o carboxialdeido 3-indol sob catalise de
acido acético e etanol. Essa reagdo ocorre em 12 horas sob agitagdo magnética e o
precipitado formado na reacdo ¢ removido por filtracdo, lavado com agua destilada e
seco em dessecador sob vacuo, obtendo-se um p6 amarelo cristalino nomeado como
N’-((1H-indol-3il)metileno)-2-cianoacetohidrazida (JR-19), com a estrutura molecular
apresentada na Figura 1.

Em estudos iniciais, a JR-19 apresentou-se como uma molécula com potencial para
ser utilizada para tratar lesdes cutaneas. Assim, € possivel obter curativos biocompativeis
de baixo custo para cicatrizacao de feridas, apresentando agdes antibacteriana, antifingica,
anti-inflamatoria e analgésica (Assis et al., 2021; Wanderley et al., 2019).

Entretanto, moléculas recém-sintetizadas ndo apresentam métodos analiticos validados
para sua quantificacdo. Nesse sentido, pesquisas que proponham o desenvolvimento de
métodos analiticos de baixo custo rapidos, precisos e exatos sdo importantes para permitir
que as moléculas bioativas possam ser comercializadas em formula¢des farmacéuticas.
Vale ressaltar que € necessaria a quantificagdo da molécula por parte da indistria desde
a etapa de formulagdo até a comercializacdo do produto acabado ¢ a fiscalizagdo pelos
orgdos competentes, para garantir a qualidade aos consumidores finais.

Os métodos analiticos sdo utilizados na determinagao qualitativa, semiquantitativa e/ou
quantitativa de moléculas, insumos e excipientes em formulagdes farmacéuticas, sendo
realizados a partir de técnicas analiticas apropriadas (Siddiqui; Alothman; Rahman, 2017).
Entre estas, uma das técnicas mais simples, economicas, eficazes ¢ eficientes ¢ a
espectrofotometria de absor¢do molecular na regido do ultravioleta (EAM UV). Essa
técnica se apresenta como uma das mais utilizadas em analises farmacéuticas, sendo
util e simples para a determinacdo da concentracdo de moléculas em uma solugdo
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(Mohammed, 2018), tendo como principio basico a absor¢do da radiagdo por parte de
um analito ou de um conjunto de espécies quimicas, associada a transi¢des eletronicas
na camada de valéncia (Atole; Rajput, 2018). A quantidade de radiagdo absorvida, na
regido de 200 nm a 400 nm para a regido do ultravioleta, é proporcional a quantidade
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 validagdo. Assim, o método ¢
submetido a etapas de avaliacdo de critérios quantitativos da qualidade a partir de
normas e procedimentos descritos por 6rgaos nacionais de fiscalizagdo. No Brasil, a
validag@o de métodos analiticos em amostras com interesse farmacéutico é regulamentada
pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), com normas harmonizadas
com as do Instituto Nacional de Metrologia, Qualidade e Tecnologia (INMETRO)
(ANVISA, 2017; Delgado-Gomez et al., 2022; INMETRO, 2020).

As figuras de mérito sdo os indicadores de desempenho de um método analitico,
entre as quais podem ser citadas: linearidade, precisdo, exatidao, sensibilidade, limite de
deteccdo, limite de quantificagdo (Franco et al., 2019; INMETRO, 2020; ANVISA, 2017).

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

Nas segOes posteriores, sera relatada uma fundamentagéo tedrica que apresenta
trabalhos publicados que desenvolvem e validam métodos espectrométricos para
quantifica¢do de farmacos (seg@o 2). Segue-se, na se¢do 3, a descricdo da metodologia
empregada utilizando figuras de mérito e métricas indicadas nas normas nacionais da
ANVISA, harmonizada com o INMETRO e organismos internacionais. A se¢ao 4 apresenta
os resultados para validar o método estudado, desde a escolha do comprimento de onda
utilizado até as métricas de validacdo do método analitico, com as considerag¢des finais
deste trabalho na segdo 5.

2 Fundamentacao tedrica

Na revisdo de literatura, € possivel encontrar inumeras publicagdes de métodos
que utilizam a Espectrometria de Absor¢do Molecular para determinagdo de insumos
farmacéuticos ativos.

Adegbolagun et al. (2018) desenvolveram um novo método espectrofotométrico
para a determinagdo de gabapentina usando acido cromotropico em 470 nm. A faixa
linear de trabalho obtida no estudo foi de 1,00 a 6,00 ug.mL"!, usando 6 niveis de
concentrag@o. Os limites de detec¢@o e quantificagdo foram 0,29 e 0,87 ug.mL"', com
coeficiente de determinagdo igual a 0,998. O método foi preciso, com intervalo de
recuperagdo de 97,60% a 103,10%; as precisOes intradia e interdia foram inferiores
a 0,65% de desvio padrao e ndo mostraram diferenca estatistica quando comparadas com
o método de referéncia na analise das formas farmacéuticas.

Goes Junior et al. (2019) desenvolveram um novo método para a quantificagao de acido
acetilsalicilico em formulagdes farmacéuticas utilizando hidroxido de s6dio como solvente
em 297 nm. Nesse trabalho foram determinadas as figuras de mérito propostas pela RDC
(Resolucao da Diretoria Colegiada) n° 166, de 24 de julho de 2017, da Agéncia Nacional
de Vigilancia Sanitaria (ANVISA, 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 correlagdo () e limites adequados de detecc¢do (1,99 ug.mL!) e
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quantificagdo (6,57 pg.mL'). A analise de precisdo mostrou baixo coeficiente de
variacdo (< 2,00%) e um bom percentual médio de recuperacdo: 99,42% (referéncia)
e 95,94% (genérico).

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

Kumari e Khansili (2020) propuseram um método para a determinacgdo de
vildagliptina em sua forma pura e em formulagdes farmacé€uticas. O meio utilizado para
determinar o analito foi acido cloridrico 0,1 mol.L! no comprimento de onda de 210 nm.
A resposta linear para a faixa de concentrag@o foi de 5 a 60 pg.mL! usando oito niveis de
concentracdo, e foi obtido um coeficiente de regressao de 0,999. A exatiddo do método
usando teste de recuperacdo ficou entre 98% e 101%. As precisdes intradia e interdia, o
limite de deteccao (LD) e o limite de quantificagdo (LQ) permitiram definir a faixa linear
dentro dos pardmetros de qualidade aceitaveis para o método analitico desenvolvido.

Shulyak et al. (2022) desenvolveram um método para determinacao de lisinopril
em comprimidos. A faixa linear de trabalho validada foi de 20 a 100 pg.mL" no
comprimento de onda de 212 nm. As figuras de mérito linearidade, faixa linear de trabalho,
especificidade, exatidao, precisdo, LD, LQ e robustez foram usadas para validar o método.

Adegbolagun et al. (2018) propuseram um método espectrofotométrico em 470 nm
para determinagao de gabapentina usando acido cromotrdpico. A faixa linear obtida foi
de 1,00 a 6,00 pg.mL" e no teste de recuperagao foram obtidos resultados de 97,60% a
103,10% da concentragdo da solugdo. As precisdes inter ¢ intradia foram abaixo de 0,65%,
sem diferenga estatistica entre os valores.

Bhoyar, Belgamwar e Trivedi (2022) determinaram e validaram um método
para quantificagdo simultanea de isoniazida e rifampicina em medicamentos. Foram
selecionados os comprimentos de onda de 263 nm e 335 nm nas faixas lineares de
trabalho de 4,00 a 24,00 pg.mL" e de 6,00 a 36,00 pg.mL"! para isoniazida e rifampicina,
respectivamente. Foram avaliadas as figuras de mérito linearidade, sensibilidade,
LD, LQ, precisdo e exatidao.

Kumar e Haque (2022) propuseram um método para determinar o cloreto de
amitriptilina com agua como solvente em 239 nm. A linearidade do método validado foi
de 0,50 a 2,50 ng.mL"' com coeficiente de regressdo de 0,995. O teste de recuperagao
obteve uma faixa de exatiddo de 98,00% a 102,00%, 0,027 pg.mL"!' para LD e
0,081 pg.mL"! para LQ. As precisdes intradia e interdia ficaram abaixo de 1,80%. Assim,
os autores concluiram que o método ¢ adequado para analises de rotina, atendendo aos
requisitos de qualidade definidos nas normas internacionais.

Vidhi e Patel (2021) desenvolveram e validaram um método para a estimativa do
etabonato de remogliflozina, o qual mostra absorbancia maxima a 229 nm, utilizando
metanol como solvente. A faixa linear foi de 2,00 a 10,00 pug.mL"! ¢ o coeficiente de
correlagdo foi de 0,999. O resultado da precisdo interdia e intradia mostra desvio padrao
variando entre 0,05% e 0,25% e entre 0,06% e 0,26% para trés concentragdes e trés
repetigdes. A recuperagdo percentual foi encontrada na faixa entre 98,94% e 99,86%.
O LD e o LQ foram de 0,04 ¢ 0,11 ug.mL"!, respectivamente.
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Na esteira dos trabalhos publicados e discutidos nesta se¢do, o presente estudo
apresenta o desenvolvimento ¢ validagdo de um método analitico para quantificagdo da
N’-((1H-indol-3il)metileno)-2-cianoacetohidrazida (JR-19) baseado na espectrometria
de absor¢do molecular na regido do ultravioleta, atendendo as recomendagdes da
RDC n° 166, de 24 de julho de 2017, da ANVISA (2017).

3 Parte experimental

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

3.1Reagentes e solventes

O composto JR-19 foi sintetizado e cedido pelo Laboratdrio de Sintese e Vetorizagao
de Moléculas da Universidade Estadual da Paraiba, e o solvente utilizado foi o
dimetilsulféxido (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 espectrofotometro UV-VIS-NIR
da PerkinElmer, modelo Lambda 750, no comprimento de onda de maxima absorc¢ao,
com medidas a cada 30 segundos ao longo das 8 horas. A estabilidade da solugdo em
14 dias foi avaliada em termos de duas variaveis. Uma varidvel estudada foi a manutengao
ou nao da solugdo ao abrigo da luz. A segunda variavel diz respeito ao armazenamento
das amostras em geladeira (2 °C a 8 °C) ou em temperatura ambiente. As leituras das
medidas de absorbancia das solug¢des foram realizadas diariamente no mesmo horario
para estabilidade em 14 dias.

3.3 Caracterizagao espectroscopica

Para obtengao dos espectros de absorgao para caracterizagdo espectroscopica € uso no
desenvolvimento do método, foi utilizado o espectrofotometro Shimadzu UV-1280, com
detector UV-VIS, na faixa de comprimento de onda de 190 nm a 350 nm, com intervalo
de 1,0 nm, e cubeta de quartzo com caminho 6ptico de 10 mm.

3.4 Preparo da solugao estoque

A solugdo estoque de 50 pg.mL"! foi preparada solubilizando-se 5,0 mg da
molécula JR-19 em uma pequena quantidade de DMSO (10 mL); a mistura foi transferida
para baldo volumétrico de 100 mL, sendo o volume completado com o mesmo solvente. A
partir da solugdo estoque foram preparadas as solugdes de trabalho nas concentragdes da
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faixa de trabalho observadas na caracterizagao espectroscopica. Para tal, transferiram-se
diferentes aliquotas da solugdo estoque para baldes volumétricos de 10 mL, completando
o volume da vidraria com DMSO.

3.5 Validagao do método analitico por EAM UV

O método foi validado conforme o preconizado pela RDC n° 166, de 24 de julho
de 2017 (ANVISA, 2017), e sob as orientagdes da ISO 17025 e do DOQ-CGCRE-008
(INMETRO, 2020). Todas as analises foram realizadas em triplicata em cada um dos
trés lotes da molécula sintetizada.

3.5.1 Linearidade

A linearidade foi determinada através da construgdo da curva de calibracao na faixa
de trabalho determinada a partir da caracterizacdo espectroscopica. As solugdes foram
analisadas em triplicata, com medidas obtidas de cada amostra de forma aleatoria e com
repetigoes das medidas de branco. Assim, foi estimada a equagdo da reta por regressao
linear a partir do método dos minimos quadrados, ¢ 0 modelo matematico obtido foi
avaliado pela Analise de Varidncia (ANOVA).

3.5.2 Limite de quantificacdo (LQ) e deteccao (LD)

Os limites de detecgdo e de quantificagdo foram calculados sob as condicdes
experimentais estabelecidas, efetuando-se 15 leituras correspondentes ao branco (DMSO). As
estimativas do LD e do LQ foram determinadas através das Equagdes 1 e 2, respectivamente:

p=LP «33 (1)
b
LQ:%X 10,0 )

os quais: b ¢ a inclinagdo da curva de calibragdo obtida na equacdo da reta da curva de
calibracdo e DP ¢ o desvio padrdo relativo entre as leituras do branco.

3.5.3 Precisao

A precisdo foi avaliada a partir da precisdo intermediaria. Realizou-se um estudo
de comparagdo entre as leituras de uma mesma concentragdo realizadas por analistas
em turnos e em dias distintos. As solu¢des de JR-19 foram preparadas em trés niveis de
concentracdo (baixo, médio e alto) dentro da faixa de concentracdo de trabalho obtida.
Em seguida, medidas espectrométricas das solu¢des foram conduzidas no comprimento
de onda de maxima absorg¢do definido na varredura espectral, registrando-se os valores
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Fonte: dados da pesquisa
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das absorbancias e efetuando-se o calculo da estimativa do desvio padrao relativo
das determinagdes.

3.5.4 Exatidao

A exatidao do método foi determinada por estudos de recuperagao, através da
adicdo de 4 mL de quantidades conhecidas de solu¢des de diferentes concentragdes
em 2 mL de solucdo de menor concentragdo. Entao, as solugdes fortificadas foram
preparadas em quatro concentracdes intermediarias da faixa de trabalho, realizando-se
as leituras para obter as concentragdes experimentais a partir da equago da reta que
foi obtida na construcdo da curva de calibragdo. O calculo da recuperagdo se deu a
partir da Equacdo 3.

c1—cz) )

~ (o) —
recuperagao(é) 100><( 3

os quais: C/ ¢ a concentracdo do analito na amostra fortificada; C2 ¢ a concentracdo
do analito na amostra nao fortificada; C3 é a concentra¢cao do analito adicionado a
amostra fortificada.

3.5.5 Robustez

A robustez do método proposto foi determinada pelas mudangas de marca do
solvente e de comprimento de onda. As medidas de absorbancia foram determinadas,
para as duas variaveis em estudo, a partir de trés concentragdes (niveis baixo, médio
e alto). Em termos da escolha dos comprimentos de onda, foram avaliadas variagdes
de = 3 nm do comprimento de onda escolhido a partir do método desenvolvido. Assim
sendo, foi aplicado planejamento experimental fatorial 32 para o estudo de robustez
de cada uma das marcas de solvente utilizadas, conforme indicado na Tabela 1.
O tratamento estatistico foi elaborado utilizando o software Statistica® versdo 12,
obtendo-se os efeitos padronizados (diagramas de Pareto) e as analises estatisticas
(superficie de resposta) para avaliacdo dos resultados, além do teste ¢ pareado para
avaliar a diferenca entre as duas marcas de solvente nos trés comprimentos de onda
em trés niveis de concentracao distintas.

Niveis
Fatores -1 0 +1
Comprimento de onda (nm) A-3 A A+3
Concentrac¢iao (ng.mL-1) baixa média alta

4 Resultados e discussao

Os dados relativos a escolha das condi¢des de trabalho para desenvolvimento do
método analitico sdo apresentados nesta se¢ao.
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Figura 2 »

Espectro de absorcao
no UV-VIS da

solugao de JR-19.

Fonte: dados da pesquisa
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4.1 Caracterizagcao espectroscopica

A primeira etapa do desenvolvimento do método analitico foi a escolha do solvente.
Para tal, levou-se em consideragao o grau de solubilizagdo do farmaco e custo e
toxicidade do solvente. Foram testados os seguintes solventes: metanol, alcool etilico,
DMSO e acetato de etila. Todos os solventes testados solubilizaram adequadamente o
JR-19, no entanto, foi escolhido 0 DMSO, pois este apresenta baixa toxicidade e obteve
melhor resposta de sinal na faixa do espectro eletromagnético ultravioleta.

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

4.2 Estabilidade da solugao estoque em 8 horas e 14 dias

Para o estudo de estabilidade em 8 horas, foi observado o comportamento da
absorbancia em 311 nm com intervalos de medida de 10 s. As solucdes tiveram uma
estabilidade do sinal analitico a partir de 60 minutos, sugerindo que na primeira hora
ocorre um rearranjo das moléculas do DMSO e da JR-19.

Os resultados referentes a estabilidade da solugdo de JR-19 em DMSO em 14
dias sdo apresentados na Figura 3. Em termos da temperatura de manutencdo das
solugdes, as armazenadas na geladeira, com e sem abrigo da luz, ndo mantiveram a
estabilidade espectral. Ja as solu¢des que ficaram em temperatura ambiente mantiveram
a estabilidade, podendo ficar armazenadas com ou sem prote¢do da luz para ser
utilizadas por um periodo de até 14 dias apos o preparo.
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Figura 3 »

Estabilidade da
molécula JR-19 com
DMSO em 14 dias.
Fonte: dados da pesquisa
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4.3 Validagao do método analitico por EAM UV

Os dados relativos a validagdo do método analitico desenvolvido sdo apresentados
nesta se¢ao.

4.3.1 Linearidade

O método exposto apresentou linearidade na faixa de 2,00 a 17,00 pg.mL"!, com
determinagdo realizada a partir da curva analitica das absorbancias médias obtidas
dos trés lotes da molécula (Figura 4). Observa-se que as medidas de absorbancia
em 311 nm nas solugdes sdo diretamente proporcionais a concentracdo do analito.
A equagdo y=0,1021x+0,0267 foi determinada através do método de minimos quadrados
e com coeficiente de correlagdo linear de 0,991, estando de acordo com o critério
minimo aceitavel do coeficiente de correlagdo (r=0,990) descrito na resolugdo para
validagao de métodos analiticos da ANVISA (2017).

Consequentemente, a linearidade do método foi confirmada por meio da
ANOVA, apresentada na Tabela 2 (proxima pagina), em virtude de que o valor de
F calculado (10.468,734) foi maior do que o tabelado (3,936), demostrando que a curva
ajustada possui significancia estatistica, atestando que o método € linear em nivel de
confianga de 95%. Corroborando esses dados, o teste de falta de ajuste observou que
o F calculado (2,065) foi menor do que o tabelado (5,117), evidenciando que o modelo
linear ¢ adequado, ndo havendo falta de ajuste.
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Tabela 2 »

Teste de analise de
varidncia (ANOVA).
Fonte: dados da pesquisa

Figura 4 »

Curva analitica da solugao
de JR-19 no intervalo de
2al17 ug.mL-\

Fonte: dados da pesquisa

I xl 2447-9187

l(i;br;'l;lsa((ilz qu::i)ll'lzliitlica qulf\l/ldeli'l;ca F F tabelado
Regressiao 1 23,469 23,469 10.468,734 3,936
Residuo 97 0,217 0,002
Falta de ajuste 9 0,038 0,004 2,065 5,117
Erro puro 88 0,180 0,002
Total 98 23,687

Como observado, a curva de calibrago foi obtida a partir de 11 niveis de concentracao,
bem superior ao minimo preconizado pelo DOQ-CGCRE-008, que ¢ de cinco niveis de
concentragdo. Goes Junior et al. (2019) desenvolveram um método para determinagdo de
acido acetilsalicilico, utilizando sete niveis de concentragdo, Adegbolagun et al. (2018)
utilizaram seis niveis de concentragdo e Majumder et al. (2020) utilizaram cinco niveis.

4.3.2 Limite de quantificagdo e detecgao

Os limites de detecg¢do (LD) e de quantificagdo (LQ) foram obtidos a partir da
equagdo da reta da curva analitica e do desvio padrdo das medidas de branco. Para
esses parametros, os valores calculados foram de 0,58 e 1,77 pg.mL"! para LD e LQ,
respectivamente. A menor concentragdo da faixa de trabalho foi superior ao LQ obtido,
sugerindo que a solugdo com menor concentragao pode ser utilizada no desenvolvimento

do método analitico.

Rev. Principia, Jodo Pessoa, v. 61, n. 4, p. 950-968, 2024.

[ 960 ]


https://creativecommons.org/licenses/by/4.0/deed.en
https://openaccessbutton.org/
https://periodicos.ifpb.edu.br/index.php/principia/index
https://portal.issn.org/resource/ISSN/2447-9187

revistom

Tabela 3 »

Precisdao intermediaria
para os trés lotes da
molécula JR-19.

Fonte: dados da pesquisa
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Quando se compara o presente estudo com outros — como o de
Goes Junior et al. (2019), que obtiveram 6,57 pg.mL"! para LQ ¢ 1,99 pg.mL! para LD,
e 0 de Majumder et al. (2020), cujos valores para LD e LQ foram de 0,861 pug.mL"!
e 2.872 npg.mL!, respectivamente —, observa-se que o método proposto apresenta
uma alta sensibilidade.

4.3.3 Precisao

A precisdo intermediaria do método teve como objetivo avaliar a proximidade
dos valores obtidos nas leituras de absorbancias, realizadas em dois dias, nos turnos
manha e tarde, com dois analistas e trés faixas de concentragdes para os trés lotes da
molécula. A Tabela 3 apresenta os resultados das médias das absorbancias e dos valores
de coeficiente de variacdo (%) obtidos. Os coeficientes de variagdo 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 é preciso e esta de acordo com as recomendagdes
da ANVISA (2017).

Concentracio pg.mL! (CV, %)

Turno  Analista 2 ng.mL"! 9,5 ng.mL"! 17 pg.mL"!
manha 1 2,48 (2,67) 10,41 (0,85) 18,35 (2,51)
2 1,89 (1,48) 10,22 (1,09) 18,35 (3,05)
Dia 1
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)
2 1,80 (3,10) 8,75 (1,37) 17,07 (1,44)
Dia 2
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)

4.3.4 Exatidao

A exatiddo do método foi determinada por estudos de recuperacdo, estando
relacionada a quantidade de analito que ¢ recuperado no processo em relacdo a
quantidade real presente. Nesse sentido, foram obtidas as concentragdes teodricas e
as experimentais dessas solugdes fortificadas, conforme apresentadas na Tabela 4.
Os resultados se apresentam adequados em termos de exatiddo, uma vez que o valor
médio de recuperacdo (93,74%) para os trés lotes esta dentro da faixa de 80% a
110%, recomendada pela legislagao.
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Tabela 4 »

Resultados referentes a
exatiddo do método.
Fonte: dados da pesquisa

Tabela 5 »

Absorbancias das

solugdes obtidas a

partir do planejamento
experimental 3 para as duas
marcas de solvente.

Fonte: dados da pesquisa

I xl 2447-9187

Concentrac¢ao da Concentrac¢ao da Concentracio
amostra fortificada amostra nio adicionada  adicionada Recuperacio (%)
(ng.mL™") (ng.mL™") (ng.mL")
2,61 1,65 0,73 130,77
2,70 1,65 1,00 105,03
Lote 1 3,24 1,65 1,37 116,11
3,47 1,65 1,66 109,31
3,81 1,65 1,91 112,99
2,07 1,59 0,67 71,72
2,47 1,59 0,97 91,24
Lote 2 2,69 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 3,06 1,93 1,19 95,1
3,29 1,93 1,45 93,53
3,46 1,93 1,79 85,64

4.3.5 Robustez

Para a avaliac@o da robustez, foi realizado um planejamento 32 para cada marca de
DMSO utilizada, com nove experimentos cada. As respostas obtidas estdo apresentadas
na Tabela 5. Os coeficientes de variagdo apresentados foram menores que 5%, com
isso pode-se afirmar que nao ocorreu alteracdo estatisticamente significativa entre as
solucdes preparadas com DMSO em duas marcas distintas. O teste ¢-pareado observou
uma associagao dos solventes (p = 0,975), corroborando os resultados apresentados.

Brperimento R ey Marea1  Mamens PP
1 314 9,50 0,933 1,000 0,047 (4,72)
2 311 14,00 1,441 1,471 0,021 (2,11)
3 308 9,50 0,948 0,959 0,007 (0,74)
4 314 14,00 1,383 1422 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 Padrdo; CV = Coeficiente de Variagao.
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Figura5V

Diagrama de Pareto e grafico
de superficie de resposta
referente ao planejamento 32
das solugdes preparadas
com DMSO damarcal(aec)
edamarca2(bed).

Fonte: dados da pesquisa
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Complementando o estudo de robustez, os diagramas de Pareto apresentados

na Figura 5 (a e b) mostraram que, nas condi¢des estudadas, a concentragdo, ¢ sua
interagdo linear, exerceu uma influéncia positiva sobre o sinal de absorbancia, sendo
a concentragcdo mais significativa estatisticamente para os solventes utilizados. Assim,
os resultados foram equivalentes para ambos os solventes, ndo existindo diferenca
estatisticamente significativa. Corroborando esses resultados, os graficos de superficie de
resposta — Figura 5 (¢ e d) — demonstraram que a concentragdo exerce uma influéncia na
resposta, de modo que, a medida que aumenta concentragdo, a resposta também aumenta.

Em termos da variagdo do comprimento de onda, ¢ possivel observar que essa

variagdo ndo exerceu influéncia estatisticamente significativa sobre as absorbancias

das solugdes.

(2)

(©)

(b)

(d)

Conc = Concentragdo; Comprimento = comprimento de onda; L = Interacdo linear; Q = Interacdo quadratica
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5 Conclusao

O método de analise proposto para quantificacdo do derivado JR-19 em DMSO foi
desenvolvido e validado a partir da utilizacao da espectrometria de absor¢ao molecular
na regido do ultravioleta.

O solvente utilizado no trabalho foi DMSO, pois este manteve as solu¢des do
JR-19 estaveis em curto (8 horas) e médio (14 dias) prazos. O comprimento de onda
de trabalho foi 0 de maxima absorc¢do das solugdes, em 311 nm. Todas as métricas
das figuras de mérito obtidas alcangaram os parametros preconizados pela ANVISA.

O método foi linear na faixa de concentracdo de JR-19 em DMSO de 2,00 a
17,00 pg.mL-!, sendo o menor valor superior a LD (0,58 pg.mL") e LQ (1,77 pg.mL™).
O Coeficiente de Variagdo 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 exatidao,
ambos os parametros dentro dos limites aceitaveis pela ANVISA.

Por fim, quando alteragdes de comprimento de onda ¢ de marca de solvente
foram executadas, os resultados apresentados nao sofreram variagao estatisticamente
significativa, indicando que o método ¢ robusto em termos desses dois parametros.

O método proposto, portanto, pode ser aplicado na quantificagdo do JR-19 em
formulagdes farmacéuticas, sendo este o proximo passo da pesquisa que o grupo
de trabalho esta desenvolvendo. Também ¢é possivel, a partir dos resultados, o
desenvolvimento de métodos analiticos utilizando espectroscopia de absor¢do molecular
na regido do ultravioleta para moléculas similares a apresentada neste manuscrito e
que ja foram sintetizadas.
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Nota

Este artigo ¢ derivado da dissertagdo do curso de Mestrado em Ciéncias Farmacéuticas
da Universidade Estadual da Paraiba (UEPB), disponivel em: https://tede.bc.uepb.edu.
br/jspui/handle/tede/4594.
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