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RESUMO

A sintese de novos derivados acilhidrazénicos tem apresentado grande interesse cientifico,
devido ao seu potencial de acdo analgésica, anti-inflamatdria e antimicrobiana. Nesse sentido,
quando se trata de moléculas recém-sintetizadas, o desenvolvimento e validacdo de métodos
de quantificacdo € de extrema importancia, visto que ndo possuem métodos analiticos
relatados em compéndios oficiais. Assim, 0 objetivo deste trabalho foi de desenvolver e
validar um método analitico para quantificagdo de um derivado N-acilhidrazonico (JR-19)
utilizando espectrometria de absorcdo molecular UV-VIS. Foi utilizado o espectrofotdmetro
Shimadzu UV-1280 para as medidas espectrométricas, o0 DMSO foi utilizado como solvente
para preparacdo das solucdes estoque e de trabalho. Inicialmente, foi feita varredura espectral
na regiao do UV-Vis para determinar a maxima regido de absor¢cdo da radiacdo, sendo
escolhido o comprimento de onda 311 nm. Em seguida, foi avaliada a estabilidade das
solugdes de JR-19 em curto (8 horas) e médio (14 dias) prazos, variando as condi¢des de
armazenagem (temperatura e fotodegradacdo). Os resultados indicaram que as solucdes se
estabilizam a partir de 60 minutos de preparadas e que o melhor procedimento de estocagem é
em temperatura ambiente (25°C) e que as mesmas ndo sofrem fotodegradagdo, ndo
necessitando, portanto, de estarem ao abrigo da luz. Garantindo-se a estabilidade das solu¢fes
0 método proposto foi validado seguindo os parametros preconizados pelo DOQ-CGCRE-
008, estando harmonizado a RDC 166 de 2017 da ANVISA, a partir das figuras de mérito:
Linearidade, seletividade, exatiddo, precisdo, limite de deteccdo, limite de quantificacdo e
robustez. O método foi considerado linear na faixa de 2 a 17 ug mL™. Os limites de deteccdo
e quantificacdo foram 0,5831 e 1,7669 pg mL™, respectivamente, assegurando a sensibilidade
do método. O método foi considerado preciso apresentando coeficientes de variagdo inferiores
a 5%. A exatid&o foi avaliada a partir de teste de recuperacao e os valores obtiveram média de
97,17%. Para a robustez foram realizados dois planejamentos fatoriais 32 para cada marca do
DMSO, de modo que os coeficientes de variacdo apresentados foram menores que 5% para as
respostas obtidas pelas diferentes marcas, sendo corroborado pelo diagrama de Pareto e
gréfico de superficie e resposta, considerando o método robusto. Portanto, pode-se concluir
gue o método desenvolvido apresenta dentro dos padrdes aceitaveis em termos dos

parametros de qualidade preconizados.

Palavras-chave: calibracdo univariada; controle de qualidade; espectrometria UV,

quantificacdo da JR19.



ABSTRACT

The synthesis of new acylhydrazonic derivatives has presented a great scientific interest, due
to their potential analgesic, anti-inflammatory and antimicrobial actions. In this sense, when it
comes to newly synthesized molecules, the development and validation of quantification
methods is of utmost importance, since they do not have analytical methods reported in
official compendia. The objective of this work was to develop and validate an analytical
method for the quantification of an N-acylhydrazonic derivative (JR-19) using UV-VIS
molecular absorption spectrometry. A Shimadzu UV-1280 spectrophotometer was used for
spectrometric measurements, DMSO was used as solvent for preparing stock and working
solutions. Initially, spectral scanning was carried out in the UV-Vis region to determine the
maximum radiation absorption region, choosing the wavelength of 311 nm. Then, the stability
of the JR-19 solutions was evaluated in short (8 hours) and medium (14 days) terms, varying
storage conditions (temperature and photodegradation). The results indicated that the
solutions stabilize after 2 hours of preparation and that the best storage procedure is at room
temperature (25 °C) and that they do not undergo photodegradation, therefore not needing to
be protected from light. Ensuring the stability of the solutions, the proposed method was
validated following the parameters recommended by DOQ-CGCRE-008, being harmonized
with ANVISA's RDC 166 of 2017, based on the figures of merit: Linearity, selectivity,
accuracy, precision, detection limit, quantification limit and robustness. The method was
considered linear in the range of 2 to 17 pg mL-1. The limits of detection and quantification
were 0.5831 and 1.7669 pg mL-1, respectively, ensuring the sensitivity of the method. The
method was considered accurate with coefficients of variation lower than 5%. The accuracy
was evaluated from the recovery test and the values averaged 97,17%. For robustness, two
factorial designs were performed for each brand of DMSO, so that the coefficients of
variation presented were less than 5% for the responses obtained by the different brands,
being corroborated by the Pareto diagram and graph of surface and response, considering the
method robust. Therefore, it can be concluded that the developed method is within acceptable

standards in terms of the recommended quality parameters.

Keywords: quality control; quantification of JR-19; univariate calibration; UV Spectrometry.
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1 INTRODUCAO

A N-acilhidrazona (NHA) é uma classe de compostos organicos sintéticos de grande
importancia, devido as inimeras e Uteis aplicacdes em diferentes campos da Medicina,
Biologia e Quimica. Essa classe de moléculas possui diversas atividades relatadas como agéo
analgésica, anti-inflamatdria e antimicrobiana (SILVA et al., 2015; MEIRA et al., 2018;
HOSNY; EL MORSY; SHERIF, 2015; NASTASA et al, 2015; RODRIGUES et al., 2016).
Devido aos seus efeitos farmacoldgicos pronunciados, diversos estudos foram publicados com
a sintese de novos derivados de NHA (PEDREIRA et al., 2021; AARJANE et al., 2020;
RODRIGUES et al., 2020; COIMBRA et al., 2019), sendo, portanto, moléculas promissoras
para o desenvolvimento de novos medicamentos.

Nesse sentido, as moléculas recém-sintetizadas ndo apresentam métodos para sua
identificacdo inequivoca e quantificagdo, tornando necessario o desenvolvimento de métodos
analiticos para garantir que os possiveis insumos farmacéuticos ativos (IFA) sejam
controlados em termos de sua quantidade. Este controle da qualidade da espécie quimica
recém-sintetizada permite que as industrias farmacéuticas possam ajustar as condi¢des de
sintese, otimizar a formulacdo e permitir que o produto chegue ao consumidor final com sua
efetiva qualidade e seguranca.

Os métodos analiticos utilizados no controle da qualidade podem ser usados desde a
identificacdo, como na indicacdo de auséncia ou de presenca da substdncia, até a
determinacdo quantitativa de moléculas, insumos e excipientes em formulacbes farmacéuticas
ou n&o. As técnicas analiticas mais comumente utilizadas no desenvolvimento de métodos de
quantificagdo de moléculas sintéticas bioativas sdo: Tecnicas cromatogréaficas, principalmente
a cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC, do inglés High Performance Liquid
Chromatographic) hifenada com deteccdo espectrofotométrica, as espectroscopias de
absorcdo molecular na regido do ultravioleta-visivel (UV-VIS), no infravermelho préximo
(NIR, do inglés Near Infrared) e a espectrofluorimétrica, sendo consideradas técnicas rapidas
e precisas (VALINGER et al., 2021; RAPALLI et al., 2020; SIDDIQUI; ALOTHMAN,;
RAHMAN, 2017; OMAR et al., 2015).

Os metodos citados acima, bem como todos os outros métodos analiticos, para que
sejam utilizados para analise de ativos farmacéuticos é preciso que sejam desenvolvidos para
avaliacdo do seu desempenho. Isto pode ser obtido por meio de pardmetros de qualidade
denominados de figuras de mérito, que asseguram a qualidade e confianga do método, a partir

da andlise estatistica de resultados obtidos de amostras de controle. O estudo desse
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desempenho do método analitico da-se 0 nome de validag&o, cujo objetivo é demonstrar que 0
método é apropriado para a finalidade pretendida. Vale ressaltar que o método deve ser
considerado um processo continuo, comeg¢ando com um planejamento analitico e que
continua ao longo de todo o desenvolvimento do produto com a molécula estudada (SAHOO
etal.,2018; TOME et al., 2019; BRITO et al., 2021).

No Brasil a validacdo de métodos analiticos em amostras com interesse farmacéutico é
regulamentada pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), estando todas as
normas harmonizadas com as do Instituto Nacional de Metrologia, Normalizacdo e Qualidade
Instrumental (INMETRO). Estas devem descrever as figuras de mérito que devem ser obtidas
e quais os indices que tornam este método compativel com a qualidade desejada pelos 6rgaos
de controle e fiscalizacdo da comercializacdo e dos interesses dos consumidores finais. As
figuras de mérito, como dito anteriormente, sdo os indicadores de desempenho de um método
analitico e sdo nomeadas como: seletividade, linearidade, precisdo, exatiddo, sensibilidade,
limite de deteccdo (LD), limite de quantificacdo (LQ) e robustez (BRASIL, 2017, INMETRO,
2020).

Pelas razbes estabelecidas, justifica-se a finalidade desse trabalho a partir da
necessidade de se desenvolver um método de quantificacdo de um novo derivado N-
acilhidrazona, denominado de N’-(1H-indol-3yl) metileno)-2-cianoacetrohidrazida (JR-19),
com o intuito de que ocorra a avaliagdo e monitoramento efetivo dessa nova molécula

inovadora.
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2 OBJETIVOS
2.1  Objetivo Geral

O presente trabalho tem como objetivo desenvolver e validar um método analitico
para quantificacdo de N’-(1H-indol-3yl) metileno)-2-cianoacetrohidrazida (JR-19) baseado

em espectrometria de absorcdo molecular na regido do ultravioleta.

2.2  Objetivos Especificos

a) realizar a caracterizacdo espectroscopica da JR-19;
b) avaliar a estabilidade da solucao estoque;
c) desenvolver e validar método espectrométrico UV para quantificacdo da

molécula JR-19.
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3 FUNDAMENTACAO TEORICA

3.1 N-acilhidrazona

Atualmente, muitos medicamentos séo desenvolvidos a partir de moléculas de origem
sintética, consistindo de compostos que sofrem modificagdes estruturais com a finalidade de
buscar uma maior atividade bioldgica, melhoramento de caracteristicas farmacocinéticas e
farmacodindmicas. Nesse sentido, as hidrazonas sdo moléculas sintéticas que vém sendo
estudadas por seu potencial de desenvolver novos e eficientes medicamentos para as mais
variadas enfermidades, apresentando diversos derivados. Esta classe de moléculas foi
descoberta em 1883 por Emil Fischer, sendo considerada base de Schiff em que apresenta
uma ligagdo dupla carbono-nitrogénio com o atomo de nitrogénio conectado a um grupo arila
ou alquila (FISCHER; JOURDAN, 1883; SILVA; JUNIOR; BATALINI, 2021; PARRILHA,
2012; ARRUDA et al., 2020).

Na Figura 1 € possivel observar a funcdo N-acilhidrazona, sendo formada a partir da
condensacdo de um aldeido ou cetona com uma hidrazida. As N-acilhidrazonas sao
consideradas moléculas com estrutura privilegiada por possuir capacidade de fornecer pontos
de ligantes para mais de um tipo de receptor, contendo diferentes grupos substituintes nas
subunidades ligadas as suas funcfes do grupo acila e imina, estando representados por R, R1
e R2, respectivamente, resultando em diversos derivados que modulam uma grande
diversidade de alvos moleculares (MAIA; TESCH; FRAGA, 2014).

Figura 1 - Estrutura basica da fun¢do N-acilhidrazona

R2

R O

Fonte: Elaborada pela autora, 2023.
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Especificamente os derivados hidrazonas denominados de acilhidrazonicos,
apresentam-se como moléculas particularmente promissoras para diversos fins terapéuticos.
Existem algumas moléculas conhecidas comercialmente que utilizam a funcdo hidrazona,
como exemplo a nifuroxazida que apresenta nomenclatura hidrazida S-nitrofurfurilideno de
acido 4-hidroxi-benzdico, sendo utilizada como antibidtico gastrointestinal. Outros exemplos
sdo: a isoniazida ou hidrazida do &cido isonicotinico que é um dos principais quimioterapicos
para o tratamento da tuberculose; a nitrofurazona que € usada como agente antibacteriano
topico, e a nitrofurantoina que é usada como agente antibacteriano oral para tratar infeccdes
no trato geniturinario, as estruturas podem ser observadas na Figura 2 (THOTA et al., 2018;
VILCHEZE; JACOBS, 2019; BEGOVIC et al., 2016).

Figura 2- Estruturas de derivados acilhidrazénicos disponiveis comercialmente

o 0w N
H04©_< y “NH,
N—N / \ ~
: P [
N

Nifuroxazida Isoniazida
O _
e
HN N~ A@" N \N ¢ [——N
Yo v/ ° 7\ g T N,
0] O ©
Nitrofurantoina Nitrofurazona

Fonte: Elaborada pela autora, 2023.

Consequentemente, ainda que tenha medicamentos disponiveis comercialmente que
séo sintetizados a partir da N-acilhidrazona, muitos pesquisadores buscam o desenvolvimento
e sintese de novos derivados a fim de obter medicamentos que sejam mais eficientes e
utilizados para o tratamento de patologias variadas.

Nesse sentido, Moraes e colaboradores (2018) propuseram uma nova rota de sintese
baseando-se na reacdo de condensacdo entre o composto cianoacetohidrazida (1) e o
carboxialdeido 3-indol (2), sob catélise de acido acético e etanol (Figura 3). Esta reagdo
ocorre em 12 horas sob agitacdo magnética e o precipitado formado na reacdo é removido por

filtracdo, lavado com agua destilada e seco em dessecador sob vacuo. Como produto foi


https://www.sciencedirect.com/topics/chemistry/antibacterial-agent
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/genitourinary-system
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obtido um p6 amarelo cristalino com 69,03% de rendimento e ponto de fuséo de 199 a 202°C.
A molécula foi nomeada como N’-(1H-indol-3yl)metileno)-2-cianoacetrohidrazida (JR-19)

).

Figura 3 - Sintese de derivados N- acilidrazonas indolicos, utilizando &cido acético (AcOH) e
etanol (EtOH) em temperatura ambiente
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Fonte: Elaborada pela autora, 2023.

A JR-19 foi caracterizada por espectroscopia de FTIR. Os resultados obtiveram
consisténcia dos dados espectrais com a estrutura. Os picos de absorcdo obtidos nas regides:
1620,2 cm? é caracteristico da fungdo imina (C=N); 1670,5 cm? para o grupo carbonila (HN-
C=0); 2275,7 cm! para a nitrila (CN) e 3300,8 cm!, da amina (NH) ( MORAIS et al., 2018).
Corroborando a esses dados, Wanderley e colaboradores (2019) observaram as bandas
caracteristicas dos principais grupos funcionais da molécula, em que os picos de absor¢do
foram 3280,0 cm™ (NH), 2959,0 cm™ (CH), 2264,0 cm™ (CN), 1667,0 cm™ (CO) e 741,0 cm™
do aromatico.

Em estudo proposto por Apolinario (2016), a JR-19 apresentou atividade anti-
inflamatdria em modelos de peritonite induzida por carragenina, em bolséo de ar subcutaneo e
em edema de pata induzida por carragenina, levando a uma reducéo significativa da migracao
leucocitaria e do edema. Além disso, JR-19 levou a uma atividade antinociceptiva no modelo
de dor orofacial induzida por formalina, concluindo a a¢éo na dor e inflamacéo.

Neste contexto, a JR-19 em estudos iniciais apresentou-se como uma molécula com
potencial para ser utilizada para tratar lesdes cutaneas. Assim, € possivel obter curativos
biocompativeis de baixo custo para cicatrizacdo de feridas, apresentando ac¢des antibacteriana,
antifungica, anti-inflamatéria e analgésica ( WANDERLEY et al., 2019; ASSIS et al., 2021).

Portanto, visto a relevancia da molécula JR-19 apresentada nos estudos relatados e
pelo fato de ser uma molécula com potencial inovador, tendo auséncia de metodologias em

compéndios oficiais que tragam testes quantitativos, torna-se necessario o desenvolvimento de


https://www-sciencedirect.ez121.periodicos.capes.gov.br/topics/chemistry/carbonyl-group
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metodologia analitica para a quantificagdo dessa molécula. Aliado ao desenvolvimento é de
fundamental importancia que haja a validacdo do método desenvolvido, a fim da garantia da
confiabilidade da determinacdo como também seguir as exigéncias propostas por 0rgaos

regulatérios brasileiros e estrangeiros.

3.2  Validagdo de métodos analiticos

A utilizacdo de métodos analiticos leva a resultados qualitativos ou quantitativos,
sendo imprescindiveis no desenvolvimento de produtos na indUstria como também na
pesquisa. As aplicacfes na pesquisa estardo relacionadas a utilizacdo dos resultados para
comparar grupos controles e experimentais, expressar relacbes entre varidveis, testar
hipdteses, enquanto que na industria a utilizacdo ocorre na determinacdo da qualidade de
produtos, materiais e sistemas, na estimagdo de rendimento, entre outras aplicagdes
(ELLISON; WILLIAMS, 2012).

A qualidade de um método analitico deve ser comprovada e demonstrada a partir de
evidéncia documentada. Os Orgdos externos responsaveis de fiscalizacdo ou internos de
controle exigem que o método desenvolvido apresente a comprovacao da qualidade para o
objetivo pretendido, sendo submetido a etapas de avaliagdo, seguido por normas e
procedimentos que s&o descritos como validagcdo (LEMUS et al., 2022).

A Organizacdo Internacional de Normalizacdo (ISO, do inglés International
Organization for Standardization), atraves do nimero 17025, define validacdo como sendo a
“comprovagao, através de evidéncias objetivas, de que o método cumpriu os requisitos para
uma aplicacdo ou uso especifico pretendido”. Deste modo, a adequagao do método para
fornecer informacgdes Uteis € demonstrada a partir da validacdo, na qual pode ser uma
apresentacdo formal e sisteméatica para confirmar que o meétodo fornece resultados
satisfatorios e consistentes dentro do escopo do metodo. Os procedimentos analiticos comuns
a serem validados sdo os testes de identificacdo, testes quantitativos para teor de impurezas e
para controle de impurezas; testes quantitativos da fracdo ativa em amostras de substancia,
droga, produto ou outro(s) componente(s) selecionado(s) no medicamento (INMETRO, 2017,
SHRIVASTAVA; DESHPANDE; DAHARWAL, 2018).

A exigéncia de validacdo de todos os processos utilizados em laboratorios e industria
se da como requisito no credenciamento para garantia da qualidade e demonstracdo de
competéncia técnica, sendo as normas regidas por 6rgdos regulatorios nacionais, como o

Instituto Internacional de Metrologia (INMETRO) no caso do Brasil. Em termo de Estados
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Unidos existe a Agéncia de Alimentos e Drogas (FDA, do inglés Food and Drug Agency), na
Inglaterra 0 Ministério da Saude, Trabalho e Bem-Estar (MHLW, do inglés Ministry of
Health, Labour and Welfare) e a Agéncia Europeia de Medicina (EMEA, do inglés European
Medicine Agency) para a Unido Europeia. Todas estas agéncias participam e sao responsaveis
por organizar a Conferéncia Internacional sobre Harmonizagéo (ICH, do inglés International
Conference on Harmonisation), no intuito de estabelecer padrbes para os procedimentos de
pesquisa e desenvolvimento de farmacos (ICH, 2005, INMETRO, 2020).

A ISO 17025, publicada pelo INMETRO trata sobre os requisitos gerais para a
competéncia de laboratérios de ensaio e calibracdo, acrescentando que 0os métodos a serem
validados devem ser métodos ndo normalizados, que sejam desenvolvidos pelo laboratério e
0s métodos normalizados que sejam aplicados fora da finalidade pretendida ou com
modificados (INMETRO, 2017). Um documento orientativo da ISO 17025, o DOQ-CGCRE-
008, dispde sobre a validacdo de métodos analiticos apresenta conceitos e metodologias
preconizadas pela ANVISA, sugere o planejamento e execugdo da validacdo, a partir da
seguinte ordem:

* Definir objetivo e escopo do método;

* Definir os pardmetros de desempenho;

* Definir os critérios de aceitacao para cada parametro de desempenho;

» Verificar se as caracteristicas de desempenho dos equipamentos estdo compativeis com o
exigido pelo método em estudo;

* Qualificar os materiais, por exemplo, padrdes e reagentes;

* Planejar os experimentos de validagdo, incluindo o tratamento estatistico a ser utilizado;

* Realizar os experimentos de validacdo;

* Realizar a analise critica dos resultados obtidos, considerando os critérios de aceitagéo;

* Concluir se 0 método ¢ adequado ao uso pretendido.

Os parametros preconizados para a realizacdo de um estudo de validacdo de metodos,
seguindo as recomendacdes do DOQ-CGCRE-008 sdo: seletividade, exatiddo, precisdo, limite
de deteccdo, limite de quantificagdo, linearidade e robustez, estando harmonizada & norma
supracitada, a Resolugdo de Diretoria Colegiada RDC n° 166, de 24 de julho de 2017.
Portanto, os métodos que ndo estdo descritos em compéndios oficiais devem seguir 0S
critérios que estdo estabelecidos nestas resolu¢des (BRASIL, 2017; INMETRO, 2020).
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3.2.1 Seletividade

A seletividade é a capacidade que um método deve possuir para ser possivel
identificar ou quantificar o analito (insumo farmacéutico ativo) mesmo na presenca de
excipientes ou impurezas, realizando a comparacao entre as medidas obtidas com o analito
contaminado e sem contaminacédo, verificando ou ndo a interferéncia destes (HARAHAP;
VIANNEY; SURYADI, 2021; COELHO et al., 2018).

3.2.2 Linearidade

A linearidade pode ser entendida como a capacidade de um método obter respostas
analiticas diretamente proporcionais a concentragdo do analito em uma amostra. Esta figura
de mérito é estabelecida pela utilizacdo de, no minimo, cinco concentracdes diferentes do
analito para as solucdes preparadas em, no minimo, triplicata, devendo obter uma relacao
linear (FRANCO et al., 2019; BRASIL, 2017).

A linearidade é determinada por meio de graficos, no qual expressa a correlacéo linear
entre o sinal medido e a concentracdo do material estudado, Figura 3. Esses graficos sdo
denominados de curvas analiticas, em que o eixo vertical refere-se a resposta obtida através da
medicdo e 0 eixo horizontal a concentragdo do analito.

A partir da curva analitica obtém uma equacdo da reta (Equacdo 1), sendo esta
utilizada para o célculo da concentracdo do analito em uma amostra. Esta curva apresenta
coeficientes linear e angular da equacdo da reta, sendo possivel obter o coeficiente de
regressdo linear r que quanto mais préximo de 1,0, menor serd a dispersao entre 0s pontos
experimentais. Segundo as normas da INMETRO esse coeficiente deve ser maior que 0,99
(INMETRO, 2020).

A equacdo da reta que relaciona as duas variaveis é:

y=ax+b (Eq) (Equacéo 1)
Em que:
y = resposta medida

X = concentragéo;

a = inclinagdo da curva de calibracdo = sensibilidade;
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b = interse¢do com o eixo y, quando x=0

Figura 4 - Representacdo grafica da linearidade do método
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Fonte: Elaborada pela autora, 2023.
3.2.3 Exatidao

Para um método analitico, a exatiddo € tida como a proximidade do resultado obtido
utilizando o método a ser validado com o valor aceito como verdadeiro, representando assim
0 grau de concordancia entre estes. A avaliacdo necessita de amostras preparadas de maneiras
independentes utilizando um procedimento experimental para a mesma amostra em varias
repeticGes. A avaliagdo da exatiddo pode ser realizada através de materiais de referéncia,
comparacdo de métodos, ensaios de recuperacdo, adicdo padrdo e ensaios Inter laboratoriais
(BALBINOT, 2022).

Nesse contexto, a recuperacdo é constantemente utilizada para determinacdo da
exatiddo em artigos cientificos estando relacionada a quantidade de analito que é recuperado
no processo em relacdo a quantidade real presente. Ela pode ser expressa pela relacéo
percentual de recuperagdo do analito de concentracdo conhecida adicionado (fortificada), de

modo que pode ser obtida atraves da fortificagdo de uma solugdo a partir de cinco niveis de
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concentracdo de modo que os resultados obtidos devem estar bem préximos de 100% com
recomendacdes da legislacdo de que se situe entre 98 e 102%, sendo expressa através da
Equacédo 2 (KIRAN; PARVATHI; KUMAR, 2020; COELHO et al., 2018).

Cl_cz) (Equacéo 2)

recuperagio(%) = 100 x ( =
Em que:

C1= concentracdo determinada na amostra adicionada
C2= concentracdo determinada na amostra ndao adicionada

C3= concentracdo adicionada

3.2.4 Preciséo

A precisdo € considerada uma estimativa da dispersdo de resultados entre ensaios
independentes, repetidos de uma mesma amostra, podendo ser considerada em trés niveis:
repetibilidade, precisdo intermediaria e reprodutibilidade. Esta figura de mérito é geralmente
expressa como a variancia, desvio padréo relativo (DPR) ou coeficiente de variacdo (CV) de
uma série de medicbes (RE FILHO, 2016).

CV =DPR = (——) x 100 (Equacio 3)

Em que:

CV = coeficiente de variacao;
DPR = desvio padréo relativo;
DP = desvio padrao;

CMD = concentracdo média determinada

Na repetitividade (preciséo intra-corrida) utiliza-se a mesma instrumentagéo e o
mesmo analista para verificar a concordancia dos resultados em um curto periodo de tempo.
Esse procedimento pode ser realizado durante um dia de analise, sendo determinado pela
utilizacdo de trés niveis de concentracdo (alto, médio e baixo) com medidas em triplicata
(MADE]J et al., 2021).
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Na preciséo intermedidria (preciséo inter-corrida) ocorre a obtencéo dos resultados no
mesmo laboratério, porém em dias e analistas diferentes, sendo normalmente determinada a
partir de trés niveis de concentracdo com medidas em triplicatas e em dois dias diferentes de
analises da amostra, com dois analistas diferentes (SILVA; COSTA; BASTOS, 2017).

Outro nivel importante na precisdo é a reprodutibilidade (precisdo inter-laboratorial)
que neste caso utiliza resultados obtidos em laboratérios diferentes para verificar a

concordancia entre os resultados obtidos (BRASIL, 2017).
3.2.5 Limite de detecgdo (LD) e Limite de quantificacéo (LQ)

O Limite de Deteccao (LD) é definido como a menor quantidade de analito que pode
ser detectado em uma amostra com 95 ou 99% de confianga utilizando o método proposto e
pode ser obtido a partir da Equacéo 4, no qual representa a relacéo entre o desvio padrdo (DP)

e a inclinacdo da curva de calibracéo (b) multiplicado por 3,3 (INMETRO, 2020).
DP ~
LD =(5) %33 (Equagdo 4)

O Limite de Quantificacdo (LQ) € a menor concentracdo do analito que pode ser
determinada quantitativamente com preciséo e exatidao adequadas, correspondendo ao padrao
de calibracdo de menor concentracdo, excluindo o branco. O LQ pode ser estabelecido por
uma série de ensaios com um branco; a partir da estatistica da regressdo por minimos
quadrados, quando o metodo utiliza uma calibracdo linear e a partir da razdo sinal/ruido
(SILVA, 2021).

O LQ pode ser representado pela Equacdo 5, no qual representa a relacdo entre o

desvio padréo (DP) e a inclinagéo da curva de calibracdo (b) e multiplicado por 10,0.
LQ = (Db—P) x 10,0 (Equacéo 5)

Em que:

LQ = Limite de quantificacdo
LD = Limite de detecgéo

DP = Desvio Padréo

b = Inclinacéo da curva de calibragéo
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3.2.6 Robustez

A robustez é responsavel por medir a sensibilidade que um método apresenta em
relagcdo a pequenas variagOes que possam alterar os resultados analiticos. Quando um método
ndo é afetado por pequenas modificagdes em seus parametros sera considerado robusto.
Estudos de robustez aplicam-se a todas as condi¢es experimentais que possam, na pratica,
estar sujeitas a variages como, por exemplo, a estabilidade dos reagentes, composicdo da
amostra, pH, temperatura, entre outras (Tabela 1), Essa figura de mérito é considerada um
procedimento opcional e que normalmente é realizado na etapa de otimizacdo de alguns
parametros (PEREIRA, 2016).

Tabela 1 - CondicGes para a avaliagdo da robustez do método

Em relagdo ao preparo das Amostras Estabilidade das solugdes analiticas
Tempo de extracao

Compatibilidade de filtros

Na utilizagédo da Espectrofotometria Variacdo do pH da solugdo em diferentes lotes
Variacdo de fabricantes dos solventes utilizados

no preparo das solucbes

Utilizagdo de outras técnicas analiticas As variagOes a serem testadas deverdo ser
avaliadas criticamente e seus resultados

deverdo ser apresentados

Fonte: Adaptado BRASIL, 2017.

Para a determinacdo da robustez do método é utilizado, muitas vezes, um
planejamento experimental, devido a capacidade de estudar o efeito individual e de interagéo
entre um grande nimero de fatores em um nimero minimo de experimentos. O planejamento
fatorial é um exemplo de planejamento experimental, sendo geralmente empregado no estudo
de interacdo entre duas ou mais variaveis que podemos chamar de fatores em fungéo de uma
variavel resposta que € objeto do estudo (ROUSSEL; RIGHEZZA, 2021; AMOSA et al.,
2021).

E importante destacar que a validagio analitica é necessaria no processo de obtencio

de patentes para novos produtos e que ainda ndo apresenta método analitico validado e por ter
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um grande potencial de ser incorporado em formulagfes farmacéuticas (SILVA-
BUZANELLO et al., 2015).

Dessa forma, para que ocorra o desenvolvimento e consequentemente a validacdo é
necessario que haja um método que possa ser empregado para a quantificacdo da molécula. A
espectrofotometria de absorcdo molecular na regido do ultravioleta-visivel se apresenta como
uma das técnicas mais utilizadas em andlises farmacéuticas, sendo util e simples para a
determinacdo da concentracdo de moléculas em uma solucdo e uma boa opc¢édo para utilizar
neste estudo (MOHAMMED, 2018).

3.3 Espectrofotometria de absor¢cdo molecular no UV-Visivel (EAM UV-Vis)

Pode-se encontrar na literatura a utilizacdo de diversas técnicas para a validacdo de
metodologias analiticas, destacando-se CLAE guando associada a um tipo de detector, sendo
largamente empregada por possuir vantagens como permitir varias formas de deteccao,
podendo aumentar a especificidade e o contetdo de informacgdes por ensaio. Entretanto, a
CLAE possui alguns inconvenientes, tais como, custo da andlise, especializacdo do técnico,
equipamentos caros e com manutencdo de alto custo. Para contornar estes inconvenientes
podem ser utilizados métodos espectrométricos como os de EAM UV-Vis que € considerada
uma técnica com analises rapidas e de custo baixo (AL-HAKKANI et al, 2021; DHALAPE;
KHADANGALE; PINJARI, 2020; DOPPA; KONIDALA; KHANABHI, 2019).

A EAM UV-Vis é uma das técnicas analiticas que tem como principio béasico a
absorcdo da radiacdo por parte de um analito ou de um conjunto de espécies quimicas e é
obtido a partir da emisséo de fétons por parte de uma lampada que atinge a amostra e €
detectada, em seguida, por um componente fotossensivel. A regido de absorcdo na regido do
ultravioleta vai de 200 a 400 nm e no visivel de 400 a 800 nm e esta associada a transi¢coes
eletronicas em atomos, ions ou moléculas. Esta técnica depende tanto da concentracdo do
analito quanto de sua estrutura quimica e do volume da porta-amostra e € utilizada desde a
identificacdo até a quantificacdo (ATOLE; RAJPUT, 2018).

Quando a radiacdo eletromagnética passa através de um material transparente, uma
parte dessa radiagdo pode ser absorvida e a outra parte transmitida. Nas Equac0es 6 e 7 pode-
se observar as relaces de transmitancia, que representa a fracdo da radiacdo incidente pela
radiacdo transmitida, e a absorbancia esta relacionada com o logaritmo da transmitancia.
(HOLLER; SKOOG, 2009).
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T =— (Equacéo 6)

A = —logT (Equacéo 7)

Em que:
T = transmitancia

| = intensidade da radiacdo transmitida
lo = intensidade da radiacgéo incidente
A = absorbancia

A espectrofotometria é fundamentada na lei de Lambert-Beer apresentada na Equacéo
8, na qual consiste na relacdo direta entre a concentracdo do analito e a quantidade de luz
absorvida. Esta lei estabelece que quando a luz atravessa um meio contendo um analito que
absorve, observa-se que a intensidade do feixe de luz ocorre de acordo com a excita¢do do
analito. Assim, quanto maior a concentracdo do analito, maior sera sua absorcao de radiacéo,
dentro de dados limites estabelecidos pela validacdo do método em termos de um modelo de
regressdo (HOLLER; SKOOG, 2009).

A=¢gbc (Equacéo 8)

Em que:

A = absorbancia

€ = absortividade molar
b = caminho otico

¢ = concentragéo (mol L1).
3.4  Validacao de métodos analiticos por EAM UV-Vis

Trabalhos podem ser obtidos na literatura com a utilizagdo da espectrofotometria no
UV-vis para o desenvolvimento e validagdo de métodos analiticos. Com isso, podemos
observar a importancia e a utilizagdo da EAM UV-Vis para diferentes tipos de moléculas, nos

quais em seu desenvolvimento do método, determinam o comprimento de onda a ser
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utilizado, o solvente e a faixa de leitura espectroscOpica, proporcionando a validacdo do
método.

Um novo método para determinacdo da ranolazina em forma farmacéutica foi
desenvolvido por Doppa e colaboradores (2019), em que utilizaram como solvente o acido
ortofosforico a 0,2% v/v, sendo absorbancia medida em 217 nm e faixa de trabalho de 20 a
100 pg mL?, obtendo coeficiente de correlagdo 0,999%. O limite de deteccdo e quantificagio
foi de 0,807 e 2,4460 pg mL 1, respectivamente. O desvio padrio relativo do método foi de
0,5090% para a precisdo e a recuperacdo do medicamento foi de 97,25 a 97,75%,
determinando assim que o método é preciso e exato.

Dois métodos para a determinacdo simultanea de Quinfamida e Mebendazol a granel e
em mistura laboratorial usando HCI metandlico 0,01 mol L como solvente foram
apresentados. As medidas de absorbancia da Quinfamida e Mebendazol ocorreram nos
comprimentos de onda de 260,00 e de 232,40 nm, respectivamente. As faixas de concentragao
foram de 1 a 6 pg mL™ para Quinfamida e 2 a 12 pug mL* para Mebendazol. Os testes de
recuperacdo de Quinfamida e Mebendazol variaram de 98,48 a 99,08 % e de 98,83 a 99,62 %
(Método I); de 98,14 a 98,93% e de 99,16 a 99,35% (Método Il) para Quinfamida e
Mebendazol, respectivamente. A precisao foi determinada como repetibilidade e desvio inter-
dia e intra-dia em que os desvios padrées foram menores que 2% para ambas as drogas
(DHANDAR et al., 2018).

Um método para determinacdo de curcumina em sua forma pura e formulagbes
farmacéuticas foi validado com leituras realizadas em 429 nm e tendo um sistema solvente
contendo tampéo fosfato pH 7,4 e etanol em mistura (1:1). O método apresentou resposta
linear para a faixa de concentracio de 2 a 10 ug mL* e coeficiente de correlagio de 0,998. O
método foi tido como exato, visto que a recuperacao foi encontrada dentro da faixa de 98-101
%. O limite de deteccdo e limite de quantificacdo foram de 0,861 e 2.872 pg mL*,
respectivamente (MAJUMDER et al., 2020).

Um novo método espectrofotométrico para a determinacdo de gabapentina usando
acido cromotropico foi proposto por Adegbolagun e colaboradores (2018) obtendo resultados
satisfatdrios, cuja linearidade na concentracdo na faixa de 1-6 pg mL™* com medidas em 470
nm. O método foi preciso com intervalo de recuperacdo de 97,6-103,1%; as precisdes intra-
dia e inter-dia foram inferiores a 0,65% de desvio padrdo e ndo mostraram diferenca
estatistica quando comparado com o método de referéncia na analise das formas

farmacéuticas.
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Um método simples para a determinacdo de vildagliptina em sua forma pura e
formulagBes farmacéuticas utilizando HCI 0,1 mol L* como solvente foi desenvolvido e
validado, as medidas de absorbancia foram realizadas em 210 nm. A resposta linear para o
intervalo de concentracdo de 5-60 pg mL™ de vildagliptina foi registrada com coeficiente de
regressdo de 0,999. A precisdo foi encontrada entre 98-101% de recuperagéo e o desvio
padrdo da preciséo intra-dia e inter-dia foi de 1,26 e 1,16% respectivamente, que estdo dentro
dos limites. O limite de deteccio e o limite de quantificagio, foram de 0,951 e 2,513 pug mL™,
respectivamente (KUMARI; KHANSILI, 2020).

A validacdo de um método espectrofotométrico simples, preciso, exato, rapido e de
baixo custo para a quantificacdo de &cido acetilsalicilico em formulagcfes farmacéuticas foi
proposto por Goes e colaboradores (2019). Os autores determinaram as figuras de meérito
proposta pela RDC 166, de 24 de julho de 2017 e obtiveram resultados satisfatorios. O
método foi considerado linear na faixa de 24 a 36 pg mL™, apresentando bom coeficiente de
correlagéo (r = 0,9994) e limites adequados de quantificacio (6,57 ug mL™) e deteccdo (1,99
g mL™?). A andlise de precisdo mostrou baixo coeficiente de variagdo (< 2,0%) e um bom
percentual médio de recuperacdo (99,42% - referéncia e 95,94% - genérico), determinando a
exatiddo do método.

Vidhi e Patel (2021) desenvolveram e validaram um método para a estimativa do
etabonato de Remogliflozina, no qual mostra absorbancia maxima a 229 nm, utilizando
metanol como solvente. A faixa linear foi de 2 a 10 ug mL™ e coeficiente de correlacio de
0,9990. O resultado da precisdo inter-dia e intra-dia mostra desvio padrdo variando de 0,050 -
0,254% e 0,058 - 0,258% para trés concentragdes em trés repeticdes. A recuperacao
percentual foi encontrada na faixa de 98,94% - 99,86%. O LD e o LQ foram de 0,037 e 0,113
ug mL?, respectivamente.

Na Tabela 2 estdo descritos os trabalhos citados anteriormente, com 0s respectivos
analitos, solventes, comprimento de onda, faixa de trabalho empregados utilizando a EAM
UV-Vis para a validagdo do método.



Tabela 2- Validacdo de método analitica por EAM UV-Vis
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Analito Solvente Comprimento Faixa de Referéncias
de onda trabalho
Gabapentina acido 470 nm 1-6 pg mL? | Adegbolagun et
cromotrépico al., 2018
Quinfamida e HCI metanolico | 260,00 e de l1a6ugmL? | DHANDAR et
Mebendazol a granel 0,01 mol L* 232,40 nm  |para Quinfamida al., 2018
e2al2pugmL?
para Mebendazol
Ranolazina em forma acido 217 nm 20 a 100 ug mL? Doppacetal.,
farmacéutica ortofosforico a 2019
0,2%
acido acetilsalicilico em [NaOH 0,100 mol 297 nm. 24 a 36 pug mL? |Goes et al., 2019
formulagGes Lt
farmacéuticas
Curcuminaemsua | tampéo fosfato 429 nm 2a10 ug mL?* | MAJUMDER et
forma pura e pH 7,4 e etanol al., 2020
formulacbes em mistura (1:1)
farmacéuticas
Vildagliptinaem sua | HCI 0,1 mol L 210 nm 5-60 pug mL*? KUMARI;
forma pura e KHANSILI,
formulacGes 2020
farmacéuticas
Etabonato de Mentanol 229 nm 2a10 ug mL? |VIDHI; PATEL,
Remogliflozina 2021

Fonte: Elaborada pela autora, 2023.



30

4 MATERIAL E METODOS

4.1 Reagentes e Solventes

O composto JR-19 foi sintetizado e cedido pelo Laboratorio de Sintese e Vetorizacao
de Moléculas (LSVM), da Universidade Estadual da Paraiba (UEPB) coordenado pelo Prof.
Dr. Ricardo Olimpio de Moura. O solvente utilizado para os procedimentos e analises foi o
dimetilsulfoxido (DMSO) PA (Neon® e Vetec®); metanol PA (Neon®); alcool etilico PA
(Neon®) e acetato de etila (Vetec®)

4.2  Equipamentos e materiais

Espectrofotometro Shimadzu UV-1280, com detector UV-VIS; espectrofotdmetro
UV-VIS-NIR da PerkinElmer, lambda 750 e cubeta de quartzo com caminho 6ptico de 10

mm.

4.3 Escolha do solvente

Para a escolha do solvente, realizou testes de solubilidade com a molécula JR-19 a
partir de misturas rapidas e simples entre o solvente e a molécula em um béquer. Também foi
observada a influéncia sobre o sinal do espectro, adicionando a mistura a cubeta e realizada
varredura de 190 a 800 nm no Espectrofotdmetro Shimadzu UV-1280. Para ambos foram
testando os seguintes solventes: metanol, alcool etilico, dimetilsulféxido (DMSO) e acetato de
etila.

4.4  Caracterizagdo espectroscopica

Com o objetivo de se obter o espectro de ultravioleta da molécula JR-19 e o
comprimento de onda de maxima absorcdo, foi realizada uma varredura entre a faixa de 190 a
800 nm no Espectrofotémetro Shimadzu UV-1280. Realizando a varredura para diferentes

concentracdes da molécula com o solvente determinado.
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4.5 Preparo da solugo estoque

A solucéo estoque de 50 pg mL  foi preparada solubilizando-se 5 mg da molécula
JR-19 em uma pequena quantidade de DMSO (10 mL) e a mistura foi transferida para baldo

volumeétrico de 100 mL, completando volume com DMSO.

4.6 Estudo de Estabilidade de 8 horas e em 14 dias

A Estabilidade em 8 horas da solucdo de DMSO com a JR-19 foi realizado no
espectrofotometro UV-VIS-NIR da PerkinElmer, lambda 750, no comprimento de onda de
mais alto sinal do espectro determinado no item 4.4, com medidas realizadas a cada 30
segundos ao longo de 8 horas.

A estabilidade de 14 dias foi avaliada sob quatro diferentes condi¢des de estocagem
(Tabela 2), a temperatura ambiente refere-se a temperatura entre 23-25°C. A solucdo
preparada foi adicionada em 4 frascos de vidro transparente com batoque de vidro, sendo dois
frascos protegidos da luz com a utilizacdo de papel aluminio. Para todas as condicdes, as
leituras das solucGes eram realizadas todos os dias, no mesmo hordrio e no mesmo
equipamento (espectrofotdmetro Shimadzu UV-1280), durante um periodo de 14 dias,
utilizando a faixa de maxima absorcao determinada no item 4.4.

As solugdes que permaneceram na geladeira eram retiradas da geladeira e resfriadas,
deixando 30 minutos em temperatura ambiente, sendo, prosseguida com a leitura,

posteriormente.

Tabela 3 - Condigdes de estocagem da solucgéo no periodo de 14 dias

Temperatura Protecéo da luz
Condigédo 1 23-25°C Sim
Condigéo 2 23-25°C Né&o
Condicao 3 2-8°C Sim
Condicéo 4 2-8°C Né&o

Fonte: Elaborada pela autora, 2023.
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4.7  Validagdo do método analitico por EAM UV-Vis

O metodo foi validado conforme preconizado pela Resolugdo de Diretoria Colegiada
RDC n° 166, de 24 de julho de 2017 e sobe orientacbes da ISO 17025, o DOQ-CGCRE-008,
sendo os parametros de qualidade do método desenvolvido: linearidade e faixa de trabalho,
limites de quantificacdo (LQ) e deteccdo (LD), exatiddo, precisdo e robustez. As analises
foram realizadas para trés lotes da molécula.

4.7.1 Linearidade

A linearidade foi determinada atraves da construcdo da curva de calibracéo na faixa de
trabalho determinada a partir da caracterizacdo espectroscopica. Sendo, preparadas para cada
lote as solucGes de trabalho a partir da solugdo estoque em 11 niveis de concentracgdo, para tal,
transferiram-se diferentes aliquotas da solucdo estoque para 11 balGes volumétricos de 10 mL,
completando o volume do baldo com DMSO. Os calculos para as determinacdo das aliquotas
a ser adicionada em cada balédo foi realizado através da formula de diluicdo (C1 X V1 = C2 X
V72), em que: C1 e C2 = Concentragdo inicial e final, respectivamente; V1 e V2 = Volume
inicial e final, respectivamente.

Apos o preparo, as solucdes foram analisadas em triplicata, com medidas randémicas,
no comprimento de onda de méaxima absor¢do. Os resultados foram digitados em planilha e,
na sequéncia, foi elaborada uma curva analitica com os valores médios e estimada por
regressdo linear. Dez medidas de branco foram utilizadas para avaliar o limite de deteccgéo e
de quantificacdo. Logo, utilizou-se o método dos minimos quadrados para obtencdo da
equacdo da reta e coeficiente de correlacdo. A analise de variancia (ANOVA) foi aplicada
para observar se a equacdo da reta explica satisfatoriamente a relagdo entre concentracéo e

sinal.

4.7.2 Seletividade

Para avaliacdo da seletividade do método, foram obtidos por varredura espectral, nos
comprimentos de ondas determinados na caracterizacdo espectroscopica, utilizando espectros
no UV do derivado JR-19 e do DMSO, a fim da realizacdo da comparagéo dos espectros. Para
tal, preparou-se uma solugdo da JR-19 com DMSO e uma solu¢cdo de DMSO com &gua
destilada na proporcéao 1:1, para ambos foi realizado varredura espectral na faixa de 190 a 400
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nm :do UV-visivel (UV-VIS). Sendo considerado seletivo quando, numa mesma condi¢éo
analitica, ndo ocorrer a sobreposicdo dos picos referentes a JR-19 e DMSO na faixa de

absorcdo méaxima.

4.7.3 Limites de quantificacéo (LQ) e deteccdo (LD)

Os limites de quantificacdo (LQ) e de deteccdo (LD) foram calculados a partir da
curva de calibracéo obtida no item anterior e do desvio padrdo (DP) de medidas repetidas de

sinais do branco, conforme Equacéo 9.

?=1(xl'—M)2

pp =2 (Equacio 9)

n-1
Em que:

> = Indica o somatorio de todos os termos, desde a primeira posi¢do (i=1) até a posi¢do n
xi= valor na posi¢éo i no conjunto de dados

M= média aritmética dos dados

n= quantidade de dados.

4.7.4 Precisao

A precisdo foi avaliada a partir da precisdo intermediaria. Realizou-se um estudo de
comparacdo entre as leituras de uma mesma concentragdo, realizados por analistas, turnos e
dias diferentes, no mesmo laboratdrio e equipamento. As concentragdes foram preparadas em
trés niveis (baixos, meédio e alto) dentro da faixa de concentracdo de trabalho obtida,
procederam-se as leituras das solugfes em espectrofotdmetro no comprimento de onda de
méaxima absorcdo definido na varredura espectral, registrando-se os valores das absorbancias

e efetuando-se o calculo da estimativa do desvio padréo relativo das determinagdes.

475 Exatidao

A exatiddo do método foi determinada por estudos de recuperacdo, através da adi¢do
de quantidades conhecidas de solucéo de diferentes concentra¢des adicionadas na solucgéo de
menor concentracao da faixa linear de trabalho, que foi determinada na linearidade. Entdo, as

solugdes fortificadas foram preparadas, em quatro concentracfes intermediarias da faixa de
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trabalho, realizando as leituras para obter as concentragdes experimentais a partir da equagéo
da reta que foi obtida na construcdo da curva de calibracao.

4.7.6 Robustez

A robustez do método proposto foi determinada pelas mudancgas 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 concentracdes (niveis baixo, médio e alto). Em termos da
escolha dos comprimentos de onda foram avaliadas variacdes 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
utilizando, conforme indicado na Tabela 3.

O tratamento estatistico foi elaborado utilizando o software STATISTICA® versao
12, obtendo os efeitos padronizados (diagramas de Pareto) e as analises estatisticas (superficie
de resposta) para avaliacdo dos resultados, além do teste t pareado para avaliar a diferenca
entre as duas marcas de solvente nos trés comprimentos de onda em trés niveis de

concentracdo distintas.

Tabela 4- Matriz de planejamento 32

Niveis
Fatores -1 0 +1
Comprimento de onda (nm) A-3 A rA+3
Concentragéo (ug mL™) Baixa média alta

Fonte: Elaborada pela autora, 2023.

4.8 Analises estatisticas

A andlise estatistica dos dados foi realizada através de analise de variancia ANOVA,
onde os resultados sdo considerados significativos quando a probabilidade €é inferior a 5% (p

< 0,05, intervalo de confianca de 95%), teste t pareado a = 0,05.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

51  N’-(1H-indol-3yl) metileno)-2-cianoacetrohidrazida (JR-19)

Na Figura 5 podemos observar a imagem dos trés lotes referente ao derivado N’-(1H-
indol-3yl)metileno)-2-cianoacetrohidrazida (JR-19) que foi cedido e sintetizado pelo
Laboratorio de Sintese e Vetorizacdo de Moléculas (LSVM), da Universidade Estadual da
Paraiba (UEPB). Sendo observado como um po6 cristalino amarelo, tendo uma diferenca de
cor no terceiro lote (tonalidade mais branca) e isso se deve a alguma mudanca de
concentracdo e tempo reacional no processo de sintese, ndo interferindo nos resultados do

desenvolvimento e validacdo do método.

Figura 5 — Imagem referente aos trés lotes obtidos da molécula JR-19

Fonte: Dados da Pesquisa
5.2 Escolha do solvente, caracterizagédo espectroscopica e estudo de estabilidade
5.2.1 Escolha do solvente
O primeiro passo para o desenvolvimento do método foi a escolha do solvente a ser
utilizado, para tal levou-se em consideracdo o poder de solubilizacdo do farmaco, custo e

toxicidade do solvente e a sensibilidade do farmaco frente ao comprimento de onda, testando
0s seguintes solventes: metanol, alcool etilico, dimetilsulféxido (DMSO) e acetato de etila.
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Todos solventes testados apresentaram solubilidade com a molécula, sendo escolhido o
DMSO como melhor opgédo, pois apresenta baixa toxicidade e ndo evapora, quando
comparado com o metanol e alcool etilico, além de apresentar melhor resposta de sinal no
UV-VIS com a JR-19.

O DMSO ¢ um solvente altamente polar e considerado aprotico, sendo incapaz de
atuar como doador de prétons em interagdes de pontes de hidrogénio. Possui em sua estrutura
uma porcéo altamente polar (o dipolo sulfoxido, S=O) e dois grupos metilicos que sao
apolares, sendo bom solvente para moléculas polares e ndo polares, conferida a capacidade de

interagir com uma variedade de compostos (AVILA, 2018).

5.1.2 Caracterizagdo espectroscopica

Determinado o solvente, foram realizadas medidas no EAM UV-vis a partir da solucao
estoque e sucessivas diluices, obtendo diferentes concentracoes, até a obtencdo do espectro.
Por fim, a solugdo na concentracdo de 10 pg mL™ foi selecionada para a realizagdo da
varredura no intervalo 190-800 nm (Figura 6a), verificando a presenca de bandas no espectro
de absorcdo entre 190 e 350 nm. Consequentemente, ao diminuir a regido do espectro para
190 a 350 nm foi possivel observar os picos de absorcdo (Figura 6b), em que a maxima
absorbancia foi em comprimento de onda (A) de 311 nm, sendo, portanto a regido escolhida
para as analises quantitativas.

E importante entender que a JR-19 é uma molécula organica, sendo a determinacéo do
comprimento de onda dependente do quanto os elétrons da molécula estdo ligados entre si.
Esta molécula apresenta ligacdes insaturadas, como exemplo a imina (C=N); o grupo
carbonila (HN-C=0) e o aromatico, em que ndo estdo fortemente ligados entre si, fazendo
com que sejam mais faceis de serem excitados pela radiacdo e com isso serem absorvidos
(OLIVEIRA, 2021). Portanto, estes grupos organicos insaturados que absorvem na regido do
UV-Vis sdo chamados de cromoforos e estdo circulados na Figura 7, sendo a presenca desses
cromoforos responsaveis por promover um deslocamento das absor¢fes méaximas para

comprimentos de onda maiores.


https://www-sciencedirect.ez121.periodicos.capes.gov.br/topics/chemistry/carbonyl-group
https://www-sciencedirect.ez121.periodicos.capes.gov.br/topics/chemistry/carbonyl-group
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Figura 6 - Varredura espectral de absorcdo no UV- Vis (a) e do UV (b) da solucdo de JR-19
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Figura 7- Molécula JR-19 com grupos cromaforos circulados
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Fonte: Elaborada pela autora, 2023.
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5.1.3 Estabilidade da solu¢do em 8 horas e 14 dias

O estudo de estabilidade para a solucdo de DMSO com a JR-19 foi realizado com o
intuito de observar o tempo de estabilidade bem como as condi¢des de armazenamento para
estocagem da solucdo.

Ao verificar o comportamento dos espectros ao longo de 8 horas (Figura 8), observou-
se que nos primeiros 60 minutos a solucdo apresentou instabilidade nos valores referente as
absorbancias e apds os 60 minutos esses valores permaneceram com medidas estaveis com
relacdo as determinagfes, observando assim uma estabilidade da solucdo apds uma hora de
preparada, podendo ser utilizada apds esse periodo com garantia da estabilidade da

determinacéo.

Figura 8 - Estabilidade da molécula JR-19 com DMSO em 8 horas
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Fonte: Dados da pesquisa.

Na Figura 9 observamos as solugdes nas embalagens para o estudo de
estabilidade de 14 dias. Enquanto que os resultados referentes a estabilidade da solugdo em 14
dias estdo na Figura 10, em que se observou que as solucdes armazenadas na geladeira ndo
mantiveram a estabilidade, independentemente de protecdo ou ndo da luz. J& as solugbes que

ficaram em temperatura ambiente mantiveram a estabilidade, podendo ficar com ou sem
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protecdo da luz para ser utilizadas por um periodo de 14 dias apds o preparo, permanecendo

com valores de absorbancias estabilizados.

Absorbancia

Figura 9 — Solucdes preparadas nas embalagens para o estudo de estabilidade de 14 dias

Fonte: Dados da pesquisa.

Figura 10 - Estabilidade da molécula JR-19 com DMSO em 14 dias
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Fonte: Dados da pesquisa.
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A determinacdo da solucdo para permanecer 60 minutos de repouso ap0s 0 preparo se
deve, provavelmente ao rearranjo das moléculas do DMSO e da JR-19. Nesse sentindo, pode-
se entender que ocorre uma espécie de acomodacdo das moléculas no periodo de uma hora,
permitindo a maxima estabilidade da solucdo, proporcionando a quantificacdo adequada da
molécula apds esse periodo.

Como relatado, o estudo constatou que a solucdo na geladeira perdeu a estabilidade,
diferentemente das armazenadas em temperatura ambiente. Ndo foram encontrados dados que
elucidasse o motivo dessa instabilidade, porém pode estar relacionado a caracteristicas do
DMSO. O DMSO congela ao ser armazenado em 18°C, provavelmente levando a um
desequilibrio das particulas e consequentemente da solucéo. Vale lembrar que as medidas das
solucdes da geladeira foram realizadas ap6s descongelamento e ficarem em temperatura

ambiente.

5.3  Validagdo do método analitico por EAM UV-Vis

5.3.1 Linearidade

O método exposto apresentou linearidade na faixa de 2,0 — 17 pg mL™, com
determinacdo realizada a partir da curva de calibracdo dos trés lotes da molécula, com
medidas em triplicata para cada lote. A equacdo obtida foi y = 0,1021x + 0,0267, com
coeficiente de correlacdo linear 0,9907, obtendo-se resultados significativos para a regressao
linear. A curva de calibracdo obtida pode ser observada na Figura 11.

Como observado, a curva de calibracdo foi obtida a partir de 11 niveis de
concentracdo, bem superior ao preconizados pelo DOQ-CGCRE-008 que € de no minimo 5
niveis de concentracdo com 3 replicatas por nivel. Alguns estudos como de Dhandar e
colaboradores (2018), utilizaram 6 niveis, Majumder e colaboradores (2020), utilizaram
apenas 5 niveis, Adegbolagun e colaboradores (2018), 6 niveis e 7 niveis no estudo de Goes e
colaboradores (2019), considerando, portanto, que este método apresenta uma larga faixa
linear de trabalho, com isso obtém um melhor desempenho do método, possibilitando a
diminuig&o de erros.

A linearidade do método foi confirmada por meio da analise de variancia como
observado na Tabela 5, Visto que o valor de F calculado (10468,7341) 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 a esses dados, o teste de
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falta de ajuste observou que o F calculado (2,0649) foi menor do que o tabelado (5,117),

evidenciando que o modelo linear é adequado, ndo havendo falta de ajuste.

Figura 11 - Curva analitica da JR-19 com DMSO no intervalo de 2 a 17 ug mL™*
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Fonte: Dados da pesquisa.
Tabela 5 - Teste de anélise de variancia (ANOVA)
Graus de Soma Média F F tabelado
liberdade quadratica quadratica
Regressdo 1 23,4691 23,4691 10468,7341 3,936
Residuo 97 0,2175 0,0022
Falta de ajuste 9 0,0379 0,0042 2,0649 5,117
Erro puro 88 0,1795 0,0020
Total 98 23,6865

Fonte: Dados da pesquisa.

O gréfico de residuos no qual expde a adequabilidade do modelo, sendo uma
estimativa de erro, esta apresentado na Figura 12, no qual os resultados estdo normalmente

distribuidos, em torno do zero, com variancia constante.
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Figura 12- Gréfico de residuos de JR-19 com DMSO no intervalo de 2 a 17 pg mL
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Fonte: Dados da pesquisa.

5.3.2 Limites de quantificacdo (LQ) e deteccdo (LD)

A sensibilidade do método foi avaliada a partir do limite de deteccdo (LD) e de
quantificacdo (LQ), de modo que para estes parametros os valores calculados foram de 0,58 e
1,77 ug mL?, respectivamente. Desse modo, obteve um método de alta sensibilidade, visto
aos niveis de determinacdo relacionados a deteccdo e quantificacdo, demonstrando uma

grande capacidade para percepcdo do analito.

5.3.3 Seletividade

De acordo com os espectros da Figura 13, observamos que néo ocorreu a sobreposicao
dos picos referentes a JR19 e 0 DMSO na faixa de 311 nm, visto que 0 DMSO ndo absorve no
mesmo comprimento de onda da JR-19. Desta forma, assegura-se que o método € seletivo
para a utilizacdo deste solvente no comprimento de onda utilizado, ndo havendo, portanto,

interferéncia do DMSO na quantificacdo da molécula.
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Figura 13-Espectros de absorcéo da JR-19 e do DMSO para verificacdo da seletividade
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Fonte: Dados da pesquisa.
5.3.4 Exatidao

A exatiddo do método foi determinada por estudos de recuperacdo através da
fortificagdo de uma solucdo de 2 pg mL™?, na qual foram adicionadas 1 mL de solucdes nas
concentragbes de 3,5; 5,0; 6,5, 8,0 e 95 ug mL?, obtendo 5 solugdes fortificadas. As
concentragdes da amostra fortificada, ndo adicionada e adicionada e os resultados de
recuperacdo destas solugdes estdo apresentados na Tabela 6. A média de recuperacao obtida
foi de 97,17%, estando dentro da faixa de 80 a 110% de recuperacdo, conforme os critérios de
aceitacdo atrelados ao nivel de concentracdo do analito apresentados no DOQ-CGCRE-008.

Corroborando aos dados obtidos de exatiddo, podemos observar os apresentados pela
validacdo de método analitico por EAM UV-vis para a quantificacdo de nifuroxazida e
isoniazida. Na validagio método para comprimidos de nifuroxazida, utilizou
dimetilformamida como solvente. O comprimento de onda de méxima absorcdo foi em 370
nm, a exatiddo a partir da recuperacdo média foi de 100,13%. Da mesma forma para a

isoniazida em comprimidos, utilizaram a faixa de 263 nm para as leituras, e trés meios de

)
400
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dissolucgdo: &cido cloridrico (pH 1,2), acetato de sddio (pH 4,5) e fosfato de potéssio (pH 6,8).
A recuperacgéo obtida foi de 98,82, 99,23 e 98,75%, respectivamente para os meios com pH
1,2,4,5¢e6,8 (BENITES, 2016; GARCIA, 2022).

Tabela 6- Resultado analitico referente a exatiddo do método

Concentracéo da Concentracéo da Concentracdo Recuperacéo
amostra fortificada amostra ndo adicionada  adicionada (%)
(g mL*) (g mL™) (g mL™)
2,61 1,65 0,73 131,51
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 95,10
3,29 1,93 1,45 93,53
3,46 1,93 1,79 85,64
Média 2,83 1,65 1,28 97,17

Fonte: Dados da pesquisa.

5.3.5 Precisdo

A precisdo intermediaria do método observou a proximidade dos valores obtidos. Foi
realizado o estudo para os trés lotes da molécula JR-19 e os resultados foram expressos em
valores de coeficiente de variacdo (CV, %), obtendo-se médias de 2,85, 1,23 e 1,52% para as
concentragdes de 2,0, 9,5 e 17 pug mL 1, respectivamente, como observado na Tabela 7. Os
coeficientes de variacdo obtidos para todas as medidas realizadas e lotes foram inferiores a
5%, 0 que determina que o método analitico exposto € preciso e esta de acordo com as
recomendacdes da ANVISA.

Avaliando os valores obtidos de CV para a analise da precisdo intermediaria, 0 método
pode ser considerado reprodutivel quando realizado nas condi¢des apresentadas neste estudo,
especificadas mesmo por analistas diferentes, tendo valores semelhantes com analistas e dias
diferentes.
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Tabela 7- Resultado analitico da precisdo intermediéria para os trés lotes da molécula JR-19

Concentracédo média (CV, %)

Turno  Analista 2 ug mL 1 9,5ug mL -t 17 pg mL 1
) 1 1,231 (3,49%) 8,763 (0,84%) 16,563 (2,67%)

manha 2 1,019 (4,35%) 8,594 (1,12%)  16,692(4,16%)

Dia 1 1 1,949 (0,84%) 9,732 (1,85%)  17,587(2,70%)

Lol Tarde 2 1,92 (1,28%) 9,645 (2,15%)  18,025(2,15%)
] 1 3,183(2,75%) 9,557 (2,45%)  17,429(2,19%)

_ menha 2 3,223 (0,54 %) 9,470 (1,37%)  17,551(0,58%)

plaz 1 1,969 (4,46 %) 9,444 (0,75%)  16,640(0,68%)

torde 2 1,909 (4,77%)  9,316(0,58%)  16,316(1,32%)
] 1 2,380 (2,67%) 10,161(2,00%) 17,929 ( 2,51%)
_ manha 2 1,901 (1,48%) 9,961 (0,40%) 17,934 (3,05%)

Pl tarde 1 2,111 (3,28%)  10,104(2,54%)  17,694(1,56%)
2 1,968 (2,94%)  9,731(0,68%) 17,294 (2,09%)

Lote 2 ] 1 1,863 (3,73%) 7,848 (1,81%)  16,394(0,66%)
_ manha 2 1,769 (3,09%)  8,005(2,87%) 16,204 (2,64%)
plaz tarde 1 2,198 (3,01%)  7,899(1,26%) 16,012 (1,02%)

2 1,911 (3,89%)  7,748(1,26%)  16,481(2,76%)
] 1 2,739 (0,14%)  11,588(0,65%) 18,794 (1,44%)
_ manha 2 2,374 (0,46%)  11,448(1,09%) 18,405 (1,89%)

Pl tarde 1 2429 (0,39%)  11,314(2,46%) 19,067(0,91%)
2 2473 (2,70%)  11,353(1,69%) 19,077 (0,05%)

Lote 3 ] 1 1,798 (0,63%) 9,246 (1,16%)  17,958(0,70%)
_ manha 2 1,838 (3,11%)  8,821(1,10%)  18,746(1,44%)
P2 tarde 1 1,989 (3,23%)  8,838(1,05%) 17,851 (1,49%)

2 1,938 (2,41%)  9,085(1,21%) 18,795 (1,47)
Média geral 1,959 (2,85%) 9,470 (1,23%) 17,641 (1,52%)

Fonte: Dados da pesquisa.
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5.3.6 Robustez

Para a avaliagdo da robustez, foi realizado um planejamento 32 para cada marca de
DMSO utilizada, com 9 experimentos cada. Para Tal, foi variado o comprimento de onda em
311, 308 e 314 nm, e a concentracdo da solucdo em 3,5; 9,5 e 14 pg mL™. As respostas
obtidas estdo apresentadas na Tabela 8, na qual podemos observar os coeficientes de variagdo
em relagdo as determinagdes da marca 1 e 2, sendo menores que 5%, com isso pode-se dizer
que a mudanca de marca do solvente ndo interferiu nas respostas obtidas, o que demostra que

0 método € robusto nas condi¢des apresentadas.

Tabela 8 - Respostas obtidas para o planejamento experimental 32 para as marcas 1 e 2 de
DMSO

Comprimento Concentragdo Resposta Resposta

Experimento deonda (nm)  (ug mL1) (:}/gl}arrr(]:i}) (Lll/gllarr;]:if) DP £ CV (%)
1 314 9,5 9,057 9,633 0,407(4,36)
2 311 14 14,194 14,495 0,213(1,48)
3 308 9,5 9,210 9,317 0,075(0,81)
4 314 14,0 13,610 14,002 0,277(2,01)
5 311 35 3,187 3,330 0,101(3,09)
6 314 3,5 3,262 3,187 0,053(1,64)
7 311 9,5 9,511 9,234 0,195(2,09)
8 308 35 3,164 3,292 0,091(2,81)
9 308 14,0 13,635 13,808 0,122(0,89)

Fonte: Dados da pesquisa.

Resposta = Concentracéo obtida; DP= Desvio Padrdo; CVV=Coeficiente de variacéo.

Os resultados obtidos também foram analisados através do diagrama de Pareto e do
gréafico de superficie de resposta, apresentados na Figura 14. Nos diagramas de Pareto (Figura
10a e b) observou-se que nas condicOes estudadas, a concentracdo e sua interacdo linear,
exerceu uma influéncia positiva, sendo a concentracdo mais significativa estatisticamente para
o0s solventes utilizados, de modo que os resultados foram equivalentes para ambos solventes,

ndo existindo diferenca.
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Corroborando aos resultados obtidos pelo diagrama de Pareto, os graficos de

superficie de resposta (Figura 10 c e d), demonstra que a concentracdo exerce uma influéncia

na resposta, de modo que a medida que aumenta concentracdo a resposta também aumenta,

enguanto que o comprimento de onda ndo exerce nenhuma influéncia sobre a resposta obtida.

Consequentemente, pode-se observar que as duas marcas de solvente ndo apresentaram

diferencas nesse sentindo, ambas apresentaram uma mesma interpretacéo para os graficos.

Figura 14- Diagrama de Pareto e grafico de superficie de resposta referente ao planejamento
32 das solucdes preparadas com DMSO damarcal (aec)emaca2 (bed)
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Por fim, para analisar os efeitos da mudanca de marca do solvente sob o mesmo

conjunto de variaveis, utilizou-se o teste de t pareado (Tabela 9), de modo que observou uma

associacdo dos solventes marca 1 e marca 2 (p= 0,97542), ndo apresentando diferencas entre a

mudanca de marca do DMSO no estudo.
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Tabela 9 - Resultados referente ao teste de t pareado para os solventes de marca 1 e 2

DMSO (marca 1) DMSO (marca 2)
Média 0,868 0,920
Variancia 0,180 0,217
Observacdes 9 9
Correlagéo de Pearson 0,975

Hipotese da diferenca de média 0

Gl 8

Stat t 1,473
P(T<=t) uni-caudal 0,089
t critico uni-caudal 1,860
P(T<=t) bi-caudal 0,179
t critico bi-caudal 2,306

Fonte: Dados da pesquisa.

A obtencdo de um método de analise que seja pratico e preciso pode ser 0 primeiro
passo para 0 uso racional de medicamentos, visto que a qualidade de um produto
Farmacéutico estara diretamente relacionada com a saude dos pacientes. Essa consideragdo é
importante, pois muitas vezes ha caréncia de métodos analiticos na literatura e na maioria dos
compéndios oficiais para o controle de qualidade de muitas substancias ativas (hit) e
prototipos (lead compound) (KOGAWA,; SALGADO, 2016).

As metodologias fazem parte das atribuicbes do controle de qualidade, sendo
imprescindiveis no processo de desenvolvimento de um medicamento, que em média leva dez
anos para chegar ao mercado, ap0s pesquisas, testes e investimentos. Consequentemente,
qualquer falha no processo de desenvolvimento de um medicamento pode resultar em graves
danos para a saude da populagdo, como para a industria fabricante, causando um impacto
negativo ao mercado consumidor (ROCHA; BETONI, 2014).

E importante destacar que a utilizagdo de um mesmo método analitico para moléculas
que apresentam o mesmo esqueleto molecular da JR-19, pode ser invalidada, devido as
particularidades que cada molécula possuem e aos substituintes que sdo incorporados. Dessa

maneira, a0 comparar os estudos da nifuroxazida e isoniazida com os dados apresentados,
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observa as diferencas na faixa maxima de absor¢do que podem estar relacionados tanto a
estrutura molecular, quanto aos solventes utilizados.

Nesse sentindo, a obtencdo e validacdo deste método de quantificacdo para a JR-19 é
de grande importancia e util, pois podera ser utilizado para a quantificacdo deste derivado que
apresenta um grande potencial inovador. Podemos destacar a utilizagdo de um solvente néo
toxico e a técnica EAM UV-Vis que é largamente empregada em todo o mundo, sendo
considerada como uma ferramenta para ser utilizada na validagcdo de compostos organicos de
forma rapida e facil (MOHAMMED, 2018)
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6 CONCLUSOES

A metodologia descrita neste trabalho permitiu a quantificacdo de N’-(1H-indol-
3yl)metileno)-2-cianoacetrohidrazida (JR19), sendo desenvolvido e validado a partir da
utilizacdo da espectrometria de absorcdo molecular na regido do ultravioleta-visivel,
utilizando a faixa de 311 nm para as leituras de absorbancias e DMSO como solvente.

O estudo de estabilidade da solucdo da JR-19 com o DMSO apresentou resultados
satisfatorios para o armazenamento no periodo de 14 dias em temperatura ambiente,
independentemente da protecdo da luz, sendo as leituras de absorbancia realizadas apds uma
hora da preparacédo da solucéo.

O método analitico cumpriu todos os parametros preconizados para alcancar a
validacdo, atendendo as exigéncias de: linearidade, cuja curva analitica se deu no intervalo de
2 a 17 ug mL?, precisdo, exatiddo, sensibilidade e robustez.

Os resultados obtidos comprovaram que o método poderda ser utilizado para
procedimento de quantificacdo da JR-19 em laboratérios, como aliado as pesquisas
relacionadas a esta molécula. Consequentemente, podera ser utilizado para quantificacdo da
molécula em possiveis formulacdes que sejam desenvolvidas a partir da JR-19.
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