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RESUMO

O azumoleno sddico um farmaco desenvolvido para combater a
hipertermia maligna, que caracterizada por predisposicdo genética e
desencadeada pelo uso de agentes anestésicos inalatdrios em processos
cirdrgicos podendo levar a ébito 70% dos enfermos. Este farmaco mostra-se
como congénere do dantroleno sddico, e devido a sua solubilidade ser 30 vezes
maior, apresenta vantagens durante seu uso emergencial. Por tratar-se de um
novo farmaco, ha poucos estudos relacionados as suas caracteristicas fisico-
quimicas, impurezas e métodos de analises. Os objetivos s3ao desenvolver e
validar métodos analiticos eficazes na identificacdo e na quantificacdo de
azumoleno sodico. A anadlise qualitativa foi realizada por andlise térmica,
espectrofotometria de absorcao na regiao do ultravioleta, espectroscopia na
regiao do infravermelho e espectrofotometria de absorcao na regiao do visivel
com utilizacdo de &cido cloranilico 0,1% como reagente, permitindo a
identificacdo do azumoleno sédico. Os métodos de analise quantitativos
desenvolvidos e validados envolveram: (i) espectrofotometria no UV, com
comprimento de onda a 340 nm, que apresentou resposta linear entre a faixa
de concentracao de 7,0 e 12,0 pg/mL, na qual foram analisados
satisfatoriamente os parametros de precisdao, exatiddao, robustez, limite de
deteccao e limite de quantificagdo, com teor médio de 98,86% e CV de 0,62 %);
(ii) espectrofotometria na regido visivel, com utilizacdo de acido cloranilico
0,1% como reagente e acetonitrila como solvente, com comprimento de onda a
507 nm e faixa de concentracao linear de 8,0 a 13,0 pug/mL, com avaliagao dos
parametros de precisdao, exatiddo, robustez, limite de deteccao e limite de
quantificacao, com teor médio de 98,15% e CV de 0,66 %; (iii) cromatografia
liquida de alta eficiéncia, a qual utilizou coluna de fase reversa C;s e fase movel
composta por metanol : agua (75:25, v/v) com ajuste para pH 3,0 com auxilio
de acido férmico, vazao de 1,0 mL/min e 20 pL de volume de injecao, com
leituras a 340 nm, apresentando linearidade em faixa de concentracao de 5,0 a
15,0 pg/mL, com avaliacdo dos parametros de precisdao, exatiddo e robustez,
com teor médio de 98,80 % e CV de 0,85 %.

é
é

Palavras-chave: azumoleno sddico, hipertermia maligna, validacdo de
metodologia analitica



ABSTRACT

Azumolene sodium is a drug designed to fight malignant hyperthermia,
which is characterized by genetic predisposition and triggered by the use of
inhalational anesthetics in surgical procedures can lead to death 70% of
patients. This drug is shown as a congener of dantroleno sodium, and due to its
solubility is 30 times larger, has advantages for its emergency use. As this is a
new drug, there are few studies related to their physical and chemical
characteristics, impurities and methods of analysis. The objectives are to
develop and validate analytical methods effective in the identification and
quantification of azumolene sodium. Qualitative analysis was performed by
thermal analysis, absorption spectrophotometry in ultraviolet and visible region
using 0.1% chloranilic acid as reagent and spectroscopy infrared absorption,
allowing the identification of azumolene sodium. The methods of analysis
developed and validated involved: (i) UV spectrophotometry, with wavelength
at 340 nm, which showed linear response the concentration range of 7.0 and
12.0 pg/mL, which were analyzed satisfactorily the parameters of precision,
accuracy, robustness, limit of detection and limit of quantitation, with
percentage average of 98.86% and CV 0.62%, (ii) visible spectrophotometry,
using 0.1% chloranilic acid reagent and acetonitrile as solvent, at 507 nm and
linear concentration range from 8.0 to 13.0 mg/mL, with evaluation of
precision, accuracy, robustness, limit of detection and limit of quantification,
showed the percentage average of 98.15% and CV 0.66%, (iii) high
performance liquid chromatography, which used reverse-phase column C;g and
a mobile phase consisting of methanol: water (75:25, v/v ) adjusted to pH 3.0
using acid formic, flow rate 1.0 mL/min and 20-pL injection volume, at 340 nm,
with linearity in the concentration range from 5.0 to 15.0 mg/mL, with
evaluation of precision, accuracy and robustness. The percentage of HPLC
method average was 98.80% and CV 0.85%.

Key words: azumolene sodium, malignant hyperthermia, validation of analytical
methodology
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1. INTRODUCAO

A hipertermia maligna, descrita inicialmente nos anos 60, apresenta
carater hereditario e é desencadeada pela exposicao de anestésicos inalatdrios
especificos, podendo inclusive levar ao 6bito. Acomete de 1/20.000 a 1/100.000
usuarios destes agentes desencadeantes, sem distincdo de ragca ou sexo
(ALMEIDA NETO, 1992; SIMOES et a/., 2003; MANICA, 2004).

O farmaco disponivel no mercado farmacéutico para tratamento
especifico desta afeccao é o dantroleno sddico, porém, apresenta algumas
desvantagens como, por exemplo, baixa solubilidade, dificultando sua aplicacao
parenteral. J& o azumoleno sddico, que se encontra fora do prazo de patente,
com a vantagem de uma melhor solubilidade.

Todos os estabelecimentos de salde que contemplam em suas
atividades procedimentos cirdrgicos com administracdo de anestésicos
inalatorios devem obrigatoriamente ter posse dessa classe de medicamentos
(BRASIL, 2002).

A realizacdo do trabalho em questdo parte da auséncia na literatura de
referéncias sobre métodos de analise do azumoleno sédico, embora seja uma
substancia com patente por White e Ellis, em 1989.

Os medicamentos devem, sobretudo, possuir qualidade e eficacia
assegurada, e por tais razoes € essencial o desenvolvimento de validacao de
metodologias analiticas adequadas, resultando em maior confiabilidade dos
métodos propostos, minimizando decisdes contraditdrias e prejuizos financeiros
(RIBANI et a/,, 2003; LA ROCA et al., 2007).

A importancia do controle da qualidade na industria farmacéutica tem
seu inicio muito antes das andlises para liberacao do produto final a ser
comercializado, e envolve como ponto chave a qualidade dos insumos (ativos
ou adjuvantes) e do controle em processo.

Em se tratando do conceito de qualidade, deve-se entender ainda que ao
buscar a utilizacdo de um farmaco de qualidade, a populacdo é cada vez mais
consciente de que sua producao nao tenha gerado impactos ambientais

consideraveis, como por exemplo, degradacdo de recursos hidricos. Assim
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sendo, o desenvolvimento de métodos analiticos busca ainda a redugdo dos
impactos ambientais ligado a um sélido sistema de gestdao ambiental (MACEDO,
2000).

A busca por métodos simples e confidveis de analise deve ser base de
estudo para as empresas farmacéuticas, viabilizando uma estrutura confiavel

controle de qualidade.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Hipertermia maligna

Descrita na primeira metade dos anos 60, a hipertermia maligha passou
a ser mais bem compreendida nas duas décadas seguintes, sendo que as bases
para o diagnostico e tratamento eficaz solidificaram-se a partir de 1980. Apenas
a partir dos anos 90 passou a existir a preocupacao em difundir informagoes
sobre a hipertermia maligna no Brasil (DENBOROUGH et al., 1962; ALMEIDA
NETO, 1992).

Os primeiros casos da impregnacao maligna, como era conhecida
anteriormente, foram relatados em torno de 1900 por diversos autores, que
tiveram seus estudos de casos publicados na Revista da Associacdo Médica
Americana (JAMA) (BRITT, 1988; GUERRA, 2002).

A hipertermia maligna, que até entdao nao apresenta cura definida, é
conhecida também por febre maligna, hiperpirexia maligna e febre anestésica,
é afeccdo hereditaria (autossémica dominante) e latente, caracterizada por
resposta hipermetabdlica aos anestésicos volateis (halotano, isoflurano,
sevoflurano, isoflurano, enflurano e desflurano) e succinilcolina, resultando
inicialmente de um desarranjo da homeostase intracelular do calcio (MERLI e
BELL, 1987; ROSENBERG et a/., 1992; ALLEN, 1993; DENBOROUGH, 1998).

Pode ocorrer em qualguer momento da anestesia e até mesmo algumas
horas apods. A incidéncia tem sido descrita com variacdes de 1/20.000 a
1/100.000 dos usuarios de agentes anestésicos desencadeantes citados
anteriormente. A incidéncia da hipertermia maligna em processos anestésicos é
de 1/15.000 em criangas e 1/50.000 em adultos. Existem estudos que relatam
que 50% dos casos ocorrem com individuos com menos de 15 anos
(KRIVOSIC- HORBER e ADNET, 1992; STRAZIS e FOX, 1993; MANICA, 2004).

A doenca ocorre na condicao de uma mutacao no gene (cromossomo 19)
que codifica o receptor da rianodina no musculo esquelético, sendo que, ligada

aos centros reguladores de entrada de calcio, faz com que ocorra liberacao
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excessiva do ion e diminuicao de sua recaptacao pelo reticulo sarcoplasmatico
durante a contracao muscular ativada por estresse, gerando aumento excessivo
da temperatura muscular. Essa condicao ocorre no homem apds consecutivas
mutacdes do gene para o receptor, sendo que em suinos basta uma Unica
mutagao (ALLEN, 1993; GANONG, 2006; ZHAO et al., 2006).

A afeccdo é considerada em humanos como uma heranga dominante,
associando mais de um gene, sendo ainda que, nem todos os individuos
suscetiveis a anomalia compartilham do mesmo padrdao genético, e, mesmo
com a observacdo de alteracdes em diversos tecidos é considerada doenca
primaria do musculo esquelético (ROEWER et al., 1995; IAIZZO et al., 1996;
LERMAN e SIMS, 1996).

As crises resultantes da afeccao apresentam hiperatividade contratil,
hipertermia, aumento do consumo de oxigénio e da produgao de gas carbonico,
acumulo de &acido latico, desacoplamento da fosforilacao oxidativa, lise celular e
extravasamento do conteldo do citoplasma remetendo as manifestagdes como
taquicardia, rigidez muscular (catatonia), instabilidade hemodinamica,
taquipnéia e cianose (BRITT, 1983; ALLEN, 1993; GUERRA, 2002).

A alteracao da temperatura corpdrea do individuo acaba sendo, ao lado
de presenca de taquicardia e rigidez muscular, a manifestacdo clinica mais
utilizada para fins de diagnodsticos da hipertermia, no entanto a elevacao da
temperatura pode ser tardia, sendo assinalada como manifestacao inicial em
apenas 30% dos casos (BRITT, 1983; MANICA, 2004).

Outro fator de interesse diagndstico é que a rigidez muscular pode
inexistir em 25% dos casos e a hipertermia maligna ser registrada em apenas
um terco deles (HEIMAN-PATTERSON, 1993).

Causas de hipertermia durante procedimentos operatérios podem incluir:
atropinizacao, hipertireoidismo, infeccao, traumatismo craniano, excessivo
aquecimento externo e, com certeza, a mais temida delas, a hipertermia
maligna (TONELLI e TOLDO, 1994).

Como forma precoce da identificacdo de um episédio de hipertermia

deve haver acompanhamento da pressdo parcial de gas carbonico no sangue
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arterial e na mistura exalada, pois quando elevada reflete o quadro
hipermetabdlico, caracteristico da doenca (MACCANI et a/., 1996).

O exame especifico para o diagnostico preciso é a bidpsia muscular com
o teste de contracdo pela cafeina (O'FLYNN et 4/, 1994; MANICA, 2004).

Deve-se levar em consideracao o historico de suscetibilidade dos
familiares do paciente a doenca ou de doenca musculo-esquelético, justamente
por se tratar de uma doenca hereditaria, podendo levar a possibilidade de
escolha de outros agentes anestésicos que nao sejam possiveis indutores as
crises (MANICA, 2004).

Considerando que a evolugdao da doenca pode ser letal e ocorre
rapidamente, o diagndstico precoce e o tratamento especifico s3ao de grande
importancia, reduzindo a mortalidade de 80% para menos de 10% do casos,
logo, deparando-se com os sinais apresentados e o fator do uso de agentes
anestésicos volateis deve-se considerar a possibilidade de um caso de
hipertermia maligna e dar inicio aos protocolos de tratamento especifico
(BRITT, 1984; KRAUSE et a/., 2004).

Deve haver interrupcao imediata da exposicao dos possiveis agentes
desencadeantes, levando em consideracao a substituicdo por agentes seguros,
seguida da administracdo de dantroleno sédico ou azumoleno sddico, visando
correcao da alteracao do metabolismo celular de calcio, além do controle da
respiracao, funcdo cardiaca e temperatura corporal (KAPLAN, 1991; MANICA,
2004; TORPY, 2005; SUDO et al., 2008).

Embora nao tenha acdo central, o dantroleno, derivado da hidantoina,
atua como relaxante muscular central, com sitio de ligacado do receptor
rianodina, onde atua através de mecanismo inibitorio (CAMPOS et a/., 1985;
KRAUSE et a/., 2004).

A administracao do dantroleno sddico deve ocorrer na dose de 2,0 a 3,0
mg/kg por via intravenosa, até que os sinais clinicos se normalizem ou até a
dose maxima de 10,0 mg/kg. Pode, ainda, ser administrado por via oral, na
dose de 2 mg/kg/dia, por 48 horas (MANICA, 2004).
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No entanto, Blank e Boggs (1993), relatam sucesso no tratamento da
hipertermia maligna com administracdo de doses atipicas de dantroleno sddico,
como, por exemplo, casos de 42 mg/kg e 1,0 mg/kg.

Vem sendo discutida a hipdtese da administragdo profilatica do
dantroleno sédico. Havendo opgao pelo uso, recomenda-se doses de 6 mg/kg,
por via oral, na véspera do processo cirurgico (MANICA, 2004).

Goto e colaboradores (1993), trazem referéncia a administracao
profilatica do dantroleno com dose de 75 mg através de via oral por 3 dias
antes do processo anestésico, 1,2 mg/kg endovenoso em dose Unica durante o
ato e de 0,6 mg/kg endovenoso em pos-operatorio.

Existem controvérsias em relacdo a administracdo profilatica do
dantroleno sodico, que se baseiam nos efeitos colaterais do farmaco, como
caracteristicas de hepatotoxicidade, fraqueza muscular, complicagdes
respiratdrias, letargia, nauseas e vomitos (WARD et a/,, 1986; KAPLAN, 1991;
GANELLIN e TRIGGLE, 1996).

Em 2002, através do Decreto n® 46.601 foi criado o Programa Estadual
de Prevencao, Diagndstico e Tratamento da Hipertermia maligna (PROPREV-
HM), descrito e aprovado sob a Politica de Prevencao, Diagndstico e
Tratamento da Hipertermia maligna do estado de Sao Paulo, sob a coordenacao
da Secretaria da Saude (BRASIL, 2002).

A legislacdo veio estabelecer critérios de organizacdo de dados no
Cadastro Estadual de InformacOes sobre a incidéncia, prevaléncia e Obitos
decorrentes da doenca e protocolo especifico para a investigacao clinico-
epidemioldgica dos casos. Ficou oficializado, entdo, que as entidades de
assisténcia a saude do Estado de Sao Paulo devem garantir tratamento
especifico imediato dos pacientes que vierem a apresentar hipertermia maligna,
responsabilizando-se civil e criminalmente pela eventual omissao (BRASIL,
2002).

Em Resolugdo especifica do Conselho Federal de Medicina intitulada
como RE CFM n° 1.802, ficou atribuida a pratica médica baseada em processos
de anestesia, a monitoracao da ventilacao e/ou exposicao a agentes capazes de

desencadear a hipertermia maligna (BRASIL, 2006).
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2.2. Azumoleno

O nome quimico do azumoleno sddico é 1-(((5-(4-bromofenil)-2-
oxazolil)metileno)amino)-2,4-imidazolidinedione sddico, apresenta férmula
molecular C13H9BrN4NaOs e peso molecular 372,13.

O azumoleno apresenta férmula molecular C;3HsBrN4+O3 e peso molecular
de 349,1 (GANELLIN e TRIGGLE, 1996).

A substancia azumoleno apresenta CAS n°® 64748-79-4 e DCB n° 01006 e
0 azumoleno sddico apresenta CAS n° 105336-14-9 (BRASIL, 2005).

A molécula do azumoleno sodico é apresentada na Figura 2.1.

O

}X\NH

I SN
O @)
+Na
Br

Figura 2.1. Estrutura quimica do azumoleno sddico.

O dantroleno apresenta CAS n° 7261-97-4 e DCB n° 02679. O
dantroleno sddico apresenta CAS n° 14663-23-1 e DCB n° 02680 e o
dantroleno sédico hemiheptaidratado apresenta o CAS n° 24868-20-0
(MARTINDALE, 2009).
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O nome quimico do dantroleno sddico, cuja molécula pode ser
observada na Figura 2.2., é 1-[[[5-(4-Nitrofenil)-2-furanil]metileno]amino]-2,4-
imidazolidinedione sddico, formula estrutural é CijsHoN4sNaOs e seu peso
molecular de 399,3 (MARTINDALE, 2009; BRITISH PHARMACOPOQEIA, 2009).

04N

Figura 2.2. Estrutura quimica de dantroleno sodico.

O azumoleno sddico, além de estrutura quimica apresenta também
poténcia e eficacia semelhantes ao dantroleno sddico, prevenindo ou invertendo
a hipertermia maligna através de metodologias /n vitro ou in vivo (SCHWE,
1989; SUDO et al., 2008).

Segundo Zhao e colaboradores (2006), ambos os farmacos sao
satisfatorios e equivalentes nas aplicacbes de correcdo nas atividades de
liberacdo irregular de calcio pelo reticulo endoplasmatico.

O uso do azumoleno sddico apresenta vantagens em relagdo ao seu
congénere dantroleno, uma vez que esse Ultimo se mostra pouco solivel em
agua, sendo necessaria uma diluicdo de 20 mg do farmaco liofilizado em 60 mL
de agua para injetaveis, fato este que se torna indesejavel quando
consideramos a situacao emergencial de qual se trata, e o primeiro € mais
sollvel em seu veiculo de administragao, facilitando a administracao (DHILLON
et al, 1992; ABRAHAM et al,, 1998; KRAUSE et al., 2004).
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O efeito relaxante muscular de ambos os farmacos sdo especificos para o
musculo esquelético, e, as razOes para esta especificidade ocorrem devido a
diferencas basicas na fisiologia do musculo esquelético liso (DHILLON et al.,
1992).

A patente do tratamento da hipertermia maligna através do uso do
azumoleno foi estabelecida em 1989 por White e Ellis, bem como Schwe
(1989), em sua patente de forma e dosagem de administracao do farmaco,
estando notadamente, fora do prazo de patente.

N3o sao encontrados estudos de controle de qualidade e metodologias

analiticas para o azumoleno sddico.

2.3. Qualidade na indistria farmacéutica

A qualidade e a eficacia dos medicamentos s3ao, cada vez mais, motivo
de preocupacao e de milhares de pesquisas realizadas mundialmente,
sobretudo com relacao ao controle de qualidade (LA ROCA et a/., 2007).

De acordo com Moretto (2001), o conceito de Boas Praticas de
Fabricacao (BPF) ou Good Manufacturing Practice (GMP) surgiu em 1963, sendo
uma recomendacao do FDA, que passou a ter efeito legal apenas em 1973.
Antes disso, em 1968 a OMS divulgou as GMP’s como um informe
representativo de um grupo de especialistas, ainda ndo valendo como critério
organizacional.

Como anteriormente publicada, a Portaria SVS/MS n° 16, de 06 de margo
de 1995 foi atualizada para a RDC n° 134, de 13 de julho de 2001 determina e
oficializa pela primeira vez a necessidade de cumprimento do regulamento de
padroes de qualidade por base dos fabricantes de medicamentos no Brasil.
Trazendo mais complexidade as pratica do setor farmacéutico, surgiu em 2003
a RDC n°® 210 (BRASIL, 1995; BRASIL, 2001; TORRES, 2002;).

O conceito de controle de qualidade é aplicado aos processos utilizados

para fornecer provas de qualidade e confianca nos resultados analiticos.
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Um resultado de uma medicdao é sempre representado pelo valor mais
provavel do analito dentro de uma regido de proximidade que caracteriza a
dispersdo dos valores que podem ser atribuidos a este mensurado (INMETRO,
1995).

As caracteristicas de analise que fazem parte do Controle de Qualidade
sao instrumentacao, controle de reagentes, manutencao e calibracao de
equipamentos, bem como os procedimentos de controle e calculos. Por tais
razoes, € de grande importancia o desenvolvimento de métodos analiticos
eficazes e confidveis para o controle de qualidade dos medicamentos
comercializados, tornando-se imprescindivel o desenvolvimento de rotinas de
analises (PRICHARD, 2001; LA ROCA et al., 2007).

De uma forma mais complexa que a producao de medicamentos
acabados, a fabricacao de Active Pharmaceutical Ingredients (API) envolvem
frequentemente diversos processos quimicos e operagdes. Estas operagdes
podem ir desde purificacOes, processos complexos através de multiplas sinteses
organicas, isolamentos e acondicionamento final dos API. Logo, a qualidade de
da matéria-prima deve ser assegurada e documentada desde o inicio de seu
processo de fabricacdo até as etapas e ensaios finais, como uma forma de
garantir que cumpre sua especificacao como identidade, poténcia e limites de
pureza (FDA, 2000; ICH, 2001; NALLY, 2007).

A qualidade final de uma matéria-prima farmacéutica € uma
consequéncia de um controle em processo de fabricagdo rigoroso, onde deve
haver verificagdes e controles sistematicos dos diversos parametros
estabelecidos no plano mestre de producdo, pois é nesta etapa de producao
que podem ocorrer modificagdes na molécula, provocando alteracdes em sua
biodisponibilidade e eficacia. Devido a este fato também é importante verificar
a presenca de polimorfos que possam ser formados na Ultima etapa do
desenvolvimento do composto (STRENG, 1997; ICH, 2001).

As especificacdes das matérias-primas devem ser estabelecidas levando-
se em consideracao as normas vigentes e ainda em coeréncia com seu

processo de producao, devendo incluir principalmente limites ou identidades de
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controle de impurezas (organicas, inorganicas, solventes e residuos) (ICH,
2001).

Critérios de especificacOes estabelecidos por compéndios oficiais podem
ser classificados como objetivos ou subjetivos. Podem-se enquadrar como
critérios objetivos aqueles que permitem estabelecer valores definidos ou que
podem ser expressos como resposta, seja qualitativamente (identificacao ou
ensaios de coloracdo) quanto quantitativamente (pureza e teor). Os critérios
subjetivos levam em consideracao a interpretacao dos analistas, uma vez que
nao sao obtidos de procedimentos analiticos, como, por exemplo,
caracteristicas organolépticas de um composto (MORETTO e ALBUQUERQUE,
2009).

Entre tantas farmacopeias e compéndios aceitos como oficiais pela
ANVISA pela RDC n° 37 de julho de 2009, cabe ao setor de controle de
qualidade da industria farmacéutica avaliar os critérios e definir as
especificacdes das matérias-primas, ou quando necessario desenvolver outras
(WEBER, 2008; BRASIL, 2009).

Devem estar disponiveis informacdes a respeito de equipamentos e
instrumentos a serem utilizados, tais como seus parametros ideais de
funcionamento (FDA, 2000).

O controle de reagentes é também importante, devendo ser de
conhecida pureza (graus analiticos), seu modo de conservacdo, orientagdes
para seu seguro manuseio, periodo de validade ou modo de preparo quando
aplicavel (FDA, 2000).

De acordo com Moretto e Shib (2000), pode-se imaginar uma divisao em
cinco eras da tematica da qualidade, sendo a primeira a era da inspegao de
qualidade, a segunda a era do controle estatistico da qualidade, a terceira
sendo a era da garantia da qualidade e a quarta como a era da gestao
estratégica da qualidade. Entramos hoje, na quinta era, no que se diz da era da

validacao.
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2.4. Validacao de métodos analiticos

O objetivo da validacdo de metodologia analitica € demonstrar que o
método € apropriado para a finalidade pretendida, baseando-se na
determinacdo qualitativa, semi-quantitativa e/ou quantitativa de farmacos e
outras substancias em produtos farmacéuticos, devendo conter informacdes de
apoio apropriadas aos procedimentos analiticos utilizados (FDA, 2000; BRASIL,
2003).

Na década de 1980 comegou a ocorrer uma grande cooperacao entre
diversas organizagdes internacionais, com objetivo da harmonizagao de
protocolos que contemplassem informacOes, caracteristicas e desempenho de
métodos de andlise. Entre essas organizacdes podemos citar a Association of
Official Analytical Chemists (AOAC), Organizacao Mundial de Saude (WHO),
International Standardization on Organization (ISO), Academic Writing
Consulting (WAC), International Union of Pure and Applied Chemistry (IUPAC),
Individual Discipline Feasible (IDF) e Food and Agriculture Organization (FAO).
O resultado desta iniciativa foi a elaboracao do documento "Protocol for the
Design, Conduct and Interpretation of Method Performance Studies’, sendo
utilizado por muitos anos como base para acreditacdo de métodos analiticos
(FAJGELJ e AMBRUS, 2000).

Segundo Ribani e colaboradores (2003), a definicao da validacao no
laboratério (/in house validation) consiste na validacdo de um novo método
desenvolvido por laboratério interno e especifico ou ainda para a verificacao e
aplicabilidade de métodos ja existentes. Essa validacao precede etapas da
validacao completa (7u/l validation) que envolve estudos interlaboratoriais com
verificacdo da reprodutibilidade da metodologia e incerteza sobre o método
como um todo, para que, desta forma, esse se torne um método oficial.

Usualmente a validacdo dos métodos analiticos de matérias-primas
farmacéuticas baseia-se entre: testes de identificacdo, testes quantitativos para
as impurezas, ensaios-limite de controle de impurezas e testes quantitativos do

ingrediente ativo em amostras da substancia (ICH, 2005).
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Como um dos fatores de maior importancia para o Controle de
Qualidade, os métodos analiticos devem ser validados, a menos que o método
utilizado esteja incluido em farmacopeias oficiais, ou seja, normalizado (com
excecao de serem usados fora dos escopos para os quais foram concebidos),
no caso de serem desenvolvidos no proprio laboratorio e no caso de ampliacoes
e modificacdes. A adequacao dos métodos utilizados deve, no entanto, verificar
as condicOes reais de utilizacdo. Com o objetivo de confirmar que os métodos
sao apropriados para o uso pretendido, o laboratério deve valida-los (ABNT,
2001; ICH, 2001; RIBANI et al., 2003).

Segundo a FDA (2000), ainda que haja uma metodologia analitica
farmacopeica, pode-se apresentar uma metodologia alternativa, desde que seja
comprovado rendimento igual ou superior ao oficial.

Durante a validagao de metodologia analitica de um insumo ativo deve-
se levar em consideracao e avaliar as caracteristicas e atributos da substancia
farmacéutica, observar parametros criticos dos processos que possam alterar
sua natureza ou qualidade e determinacdao do intervalo de validacao de
processo, sendo um fator de alta importancia na qualidade final das matérias-
primas (ICH, 2001).

Preferencialmente, opta-se pela utilizacdo de padrdes primarios como
substancia quimica de referéncia, que podem ser obtidos a partir de 6rgaos
oficiais. No entanto, o uso de padrdes secundarios ou de trabalho é aceito,
desde que seja comprovada sua identidade, qualidade, poténcia e pureza
através de ensaios comparativos com o padrao primario (FDA, 2000; ICH,
2001).

Uma metodologia analitica pode ser empregada de acordo com quatro
finalidades (BRASIL, 2003; ICH, 2005; USP 31, 2008):

e Categoria I — Testes quantitativos para a determinagao da substancia
ativa em produtos farmacéuticos ou matérias-primas.

e Categoria II — Testes quantitativos ou ensaio limite para a
determinacao de impurezas e produtos de degradacao em produtos

farmacéuticos e matérias-primas.
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e Categoria III — Testes de performance (por exemplo: dissolugao,
liberacao do ativo).

» Categoria IV — Testes de identificacao.

Para cada categoria de elaboracao de métodos analiticos desenvolvidos,

um conjunto de ensaios é exigido, como observado na Tabela 2.1.

Tabela 2.1. Ensaios necessarios para a validacdo do método analitico, segundo
sua finalidade

Categoria I Categoria Categoria

Parametro Categorial

Quantitativo E_n salo I v
limite
Especificidade Sim Sim Sim * Sim
Linearidade Sim Sim Nao * Nao
Intervalo Sim Sim * * Nao
Precisao . . ~ , o
Repetibilidade Sim Sim Nao Sim Nao
Intermediaria *% *x Nao *x Nao
Limite 9 < Nao Nao Sim * Nao
deteccao
Limite de \ETo Sim Nao * Nao
quantificacao
Exatidao Sim Sim * * Nao
Robustez Sim Sim Sim Nao Nao

*pode ser necessario, dependendo da natureza do teste especifico.
**se houver comprovacao da reprodutibilidade ndo é necessaria a comprovacao da
Precisao Intermediaria.

(BRASIL, 2003).

Como documentos disponiveis no Brasil que trazem informacdes de
validacdo de metodologia analitica, pode-se citar a RE n° 899/2003 (BRASIL,
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2003) e o DOQ-CGCRE-008 (INMETRO, 2007), tidos como guias para validacao
de métodos analiticos.

De acordo com a EURACHEM (2000), os estudos de validacao de
métodos consistem na determinagdo dos parametros totais de desempenho.
Estes pardmetros s3ao obtidos no decorrer do desenvolvimento das
metodologias ou estudos interlaboratoriais ou de acordo com protocolos
internos de validacao, quando incertezas devem ser investigadas

comparativamente a precisao do método.

2.4.1. Especificidade e seletividade

Podem ser interpretados como a capacidade de avaliar inequivocamente
o analito na presenca de componentes que podem interferir na medicao, ou
seja, o método deve apresentar resposta para apenas o analito especifico em
questdo. Entretanto, um método que produz respostas para varios analitos e
que possui capacidade de distinguir a resposta entre eles, é tido como seletivo
(BRASIL, 2003; ICH, 2005; INMETRO, 2007).

Convencionalmente, de acordo com a IUPAC é recomendavel utilizar o
termo seletividade para se tratar desta definicao, como meio de evitar confusao
desnecessaria (VESSMAN et a/., 2001).

Os ensaios de especificidade requerem um conhecimento amplo de toda
natureza do produto a ser estudado, como, por exemplo, excipientes e suas
caracteristicas, impurezas de sintese e degradacdo, onde muitas vezes faz-se
necessario expor os produtos a condicdes de estresse para avaliar a formacao
dos compostos formados por degradacao acelerada (INMETRO, 2007).

Muitas vezes pode haver interferéncia do desempenho da medicdao de
determinada técnica analitica sem alteracdo em ensaios de especificidade. Para
isso, os ensaios de seletividade devem ser conduzidos com disponibilidade e
avaliacdo do analito, da matriz sem o analito e de amostras de referéncia nas
concentracoes de interesse para entao, a aplicacao dos testes F (Snedecor) de

homogeneidade de variancias e o teste t (Student) de comparacao de médias,
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ou ainda realizada a andlise dos desvios em relagdo aos valores de referéncia
(INMETRO, 2007).

Quando ndo se assegura que um método é analiticamente seletivo,
pode-se dizer que a precisdao, exatiddo e linearidade estdao também
comprometidos (RIBANI et al., 2003).

2.4.2. Linearidade

Quando se diz que um procedimento analitico apresenta linearidade
significa que possui capacidade, em um especifico intervalo ou faixa de
aplicacao, de obter resultados proporcionais a concentracdo do analito na
amostra, caracteristica esta, minima para quantificacdo de farmacos (ICH,
2005; INMETRO, 2007).

E recomendado por BRASIL (2003) e ICH (2005), que a linearidade seja
determinada por no minimo 5 concentracOes diferentes, sendo que, para
determinacdo quantitativa do analito em matérias-primas ou em formas
farmacéuticas utilize-se uma faixa de 80 a 120 % da concentracao tedrica do

teste.
2.4.3. Intervalo

A especificacdo do intervalo € uma derivacdao dos ensaios de linearidade,
exatidao e precisao. No limite inferior da faixa de concentracao, os fatores
limitantes sao os valores dos limites de deteccao e de quantificacao. No limite
superior, os fatores limitantes dependem do sistema de resposta do
equipamento de medicao (ICH, 2005; INMETRO, 2007).
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2.4.4. Precisao

O ensaio de precisao visa a avaliacao da dispersao de resultados entre
ensaios independentes, repetidos de uma mesma amostra, em condicdes pré-
estabelecidas (INMETRO, 2007).

Para este teste é aconselhavel a realizacdo de um ensaio com no minimo
7 leituras, pois a opcdo pelos calculos estatisticos de 6 amostras e nao 7,
significa dizer uma reducao de 2,8% na confiabilidade dos desvios padrao
(INMETRO, 2007; SARAIVA, 2009).

Denomina-se repetitibidade (intra-corrida ou intra-dia) como o grau de
concordancia entre os resultados de medicdes sucessivas de um mesmo
mensurando, efetuadas sob as mesmas condicbes de medicao como
procedimento operacional, analista, instrumentacao, local e espacamento de
tempo pré definido (BRASIL, 2003; LANCAS, 2004; INMETRO, 2007).

A precisdo intermediaria ou precisao inter-corrida (inter-dia), pode ser
definida como a concordancia entre os resultados do mesmo laboratério, mas
obtidos em dias diferentes, com analistas diferentes e/ou equipamentos
diferentes (BRASIL, 2003).

Ja o termo reprodutibilidade é utilizado como o grau de concordancia
entre os resultados das medicdes de um mesmo mensurando, efetuadas sob
condigdes variadas de medicao, como, por exemplo, um ensaio interlaboratorial
(ICH, 2005; INMETRO, 2007).

Os coeficientes de variacao dos dados obtidos nos ensaios de precisao
devem ser calculados estatisticamente através da obtencdo do Desvio Padrao
Relativo (DPR) ou Coeficiente de Variacao (CV%) podendo ser observado na

Equacao 1.

DPR = DP / CMD . 100 Equacgo 1

Em que:
DP = desvio padrao

CMD = concentracao média determinada
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2.4.5. Exatidao

A exatidao é obtida pelo estudo da média de uma grande série de
valores obtidos, comparativamente com os valores reais (JAPANESE
PHARMACOPOEIA, 2001; BRASIL, 2003).

De acordo com o ICH (2005), a exatidao pode ser definida, uma vez que
a linearidade, a precisao e a especificidade foram alcancadas.

Pode ser obtida pelo do ensaio de recuperacao, no qual adiciona-se
qguantidades conhecidas de padrao a uma solugao contendo o analito e entao
mensura-se o obtido com calculos baseados na concentracdo tedrica
(INMETRO, 2007).

Para a obtencao dos resultados no ensaio, a percentagem de
recuperacao (R%) deve ser calculada pela expressao descrita pela Association
of Oficial Analytical Chemists, apresentada na Equagao 2 (AOAC, 1990).

R% = [(Cf—Cu)/Ca] . 100 | Equacdo 2

Na qual:
Cf = Concentracao da substancia de referéncia + concentracdo da amostra
Cu = Concentragao da amostra

Ca = Concentracao da substancia referéncia adicionada

2.4.6. Limite de deteccao

O limite de deteccdo € a menor quantidade do analito que pode ser
detectada em uma amostra, porém nao necessariamente quantificada. Pode ser
obtido de diversas maneiras, levando-se em consideracao também se o método
€ ou ndo instrumental (BRASIL, 2003; ICH, 2005).

Dependendo do método utilizado pode ser estabelecida como analise
visual, pelo sinal-ruido do equipamento ou ainda a partir da inclinacao da curva

analitica e dos desvios padrOes provenientes, sendo que esta Ultima é tida
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como estatisticamente mais confidvel para o estabelecimento do limite de
deteccao e limite de quantificacao (RIBANI et a/., 2003; ICH, 2005).
Para o desenvolvimento dos ensaios deste trabalho foi utilizado o método

que se baseia nos parametros da curva analitica através da Equacao 3.

LD = 3,3 .S / S Equagéo 3

Na qual:

LD = Limite de detecgao

s = estimativa do desvio padrao da resposta obtida do coeficiente linear da
equacao

S = coeficiente angular da curva analitica

2.4.7. Limite de quantificacao

O limite de quantificacdo ou limite de determinacdo é a menor
qguantidade do analito em uma amostra que pode ser determinada com precisao
e exatidao aceitaveis sob as condicdes experimentais estabelecidas (BRASIL,
2003; INMETRO, 2007).

N3ao é recomendada a utilizacdo da técnica sinal-ruido para obtencaos
dos limites de deteccao e quantificacdo em métodos cromatograficos e
eletroforéticos, uma vez que, a curva analitica ndo é obtida apenas com o sinal
do detector, mas também com a area dos picos, podendo alterar resultados
desses dois parametros analiticos (RIBANI et a/., 2003).

Para o desenvolvimento dos ensaios deste trabalho foi utilizado o método

que se baseia nos parametros da curva analitica através da Equacao 4.

LQ=10.s/S Equacdo 4
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Na qual:

LQ = Limite de quantificacao

s = estimativa do desvio padrao da resposta obtida do coeficiente linear da
equacao

S = coeficiente angular da curva analitica
2.4.8. Robustez

E a capacidade que um procedimento analitico apresenta de se manter
inalterado ou insensivel com pequenas variacdes das condicoes das andlises
(FDA, 2000; INMETRO, 2007).

De acordo com a Farmacopeia Japonesa e com o guia Brasil (2003), a
robustez deve ser considerada durante o desenvolvimento de um método
analitico, de forma a estabelecer solidez e precaucdes na elaboracao dos
procedimentos e realizacao dos ensaios (JAPANESE PHARMACOPOIEA, 2001).

Considera-se, inclusive, como robustez intrinseca, a precisao e exatidao
do método quando ha, no desenvolvimento deste, mudanca de fornecedores de
reagentes ou ainda da marca de equipamentos (RIBANI et a/., 2003).

E importante que o processo de validacdo seja desenvolvido de acordo
com as necessidades de sua inten¢do, levando em consideracdo os parametros
minimos normativos. Por exemplo, ndo ha necessidade da utilizacao de
equipamentos diversos ou testes de reprodutibilidade quando nao se pretende
utilizar uma determinada metodologia em laboratdrios diferentes de onde
ocorreu o0 desenvolvimento (RIBANI et a/., 2003).

Segundo a FDA (2000), as informacOes apresentadas na validacao de
metodologia analitica devem contemplar também:

- Demonstracao da estabilidade dos reagentes e amostras utilizados ao
menos até a finalizacdo das analises;

- Apresentacao dos dados obtidos durante a validacao, como, por
exemplo, cromatogramas;

- Representacao dos calculos utilizados na integra;
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- InformacOes obtidas em estudos de estresse (quando aplicavel), bem
como sua respectiva identificacao de impurezas detectadas;

A utilizacao generalizada de equipamentos de cromatografia de
diferentes marcas e modelos tem dificultado a comparabilidade entre processos
analiticos. Como exemplo é possivel citar a variedade de colunas (material,
diametro interno, comprimento, tipo de filtro e uso de pré-colunas) que
possuem a propriedade de reproduzir uma metodologia com exatidao e
precisao (FDA, 2000).
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivos gerais

Desenvolvimento e validacdo de métodos analiticos para determinacao

qualitativa e quantitativa do azumoleno sédico.

3.1. Objetivos especificos

- Avaliar a faixa de fusao do azumoleno sodico substancia quimica de
referéncia (SQR);

- Analisar o azumoleno sodico SQR e amostra através de analise térmica;

- Avaliar a solubilidade do azumoleno sddico substancia quimica de
referéncia (SQR) em diferentes solventes;

- Analisar qualitativamente o azumoleno sddico por espectroscopia na
regiao do infravermelho;

- Desenvolver método por espectrofotometria na regido ultravioleta para
determinacado qualitativa do azumoleno sddico;

- Desenvolver método por espectrofotometria na regido visivel para
determinacado qualitativa do azumoleno sddico;

- Desenvolver e validar método por espectrofotometria na regiao do
ultravioleta para determinagao quantitativa do azumoleno sddico;

- Desenvolver e validar método por espectrofotometria na regiao do
visivel para determinacao quantitativa do azumoleno sodico;

- Desenvolver e validar método por cromatografia liquida de alta
eficiéncia para determinagao quantitativa do azumoleno sddico;

- Realizar analise comparativa dos métodos quantitativos desenvolvidos e

validados para analise do azumoleno sddico.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Descricao

4.1.1. Azumoleno substancia quimica de referéncia

Foi utilizado azumoleno sodico, substancia quimica de referéncia, lote
PD_0145, gentilmente fornecido pelo Laboratorio Cristalia (Itapira, Brasil).

O preparo das solucdes-estoque de azumoleno sddico substancia quimica
de referéncia para a maior parte dos ensaios utilizados para o desenvolvimento
e validacao dos métodos analiticos em espectrofotometria de absorcdo na
regidao do ultravioleta e visivel e cromatografia liquida de alta eficiéncia ocorreu
de forma padronizada.

Sistematicamente foram pesados 10,0 mg de azumoleno soédico SQR em
balanca analitica METTLER, modelo H10, sendo transferidos com auxilio de
agua purificada a baldao volumétrico de vidro devidamente calibrado com
capacidade de 100 mL. Levou-se ao ultra-som (UNIQUE, Ultra sonic clear) por
cerca de 5 minutos para garantir total dissolucao, finalmente completando-se o
volume com agua purificada, obtendo-se solugdo de azumoleno sddico SQR de
concentragao final de 100,0 pg/mL.

As estabilidades das solucdes de azumoleno sodico SQR e amostra sao
de extrema importancia para a conducao dos estudos analiticos e de validacao,

tornando-se imprescindivel a preparagao no momento do uso.

4.1.2. Azumoleno soédico amostra

Foi utilizado azumoleno sodico amostra (matéria-prima) de lote
AZM12_016, gentilmente fornecido pelo Laboratdrio Cristalia (Itapira, Brasil).

O preparo das solugdes-estoque de azumoleno sdédico amostra para a
maior parte dos ensaios utilizados para o desenvolvimento e validacao dos

métodos analiticos em espectrofotometria de absorcao na regidao do ultravioleta
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e visivel e cromatografia liquida de alta eficiéncia ocorreu de forma sistematica

e padronizada da mesma forma como citado no item 4.1.1.

4.2. Lista de equipamentos

* Balanca analitica METTLER, modelo H10
e Cromatografo liquido de alta eficiéncia Waters®
- Bomba cromatografica gradiente binaria Waters® 1525
- Injetor manual Rheodyne Breeze 7725i
- Detector UV-Vis Waters® 2487
- Coluna Symmetry C18 Waters® 5 pm (250 x 4,6 mm)
- Software Empower
» Equipamento de analise térmica SDT 2960 TA Instruments
e Espectrofotometro SHIMADZU FTIR, modelo 3000 (Columbia, USA)
e Espectrofotometro UV/Vis SHIMADZU, modelo UV mini-1240
» Medidor de ponto de fusao PF 1500 GEHAKA
» Sistema de purificacdo de agua Millipore (Direct-Q 3)
¢ Micro-pipetador HUAWEI P1000
e Ultra-som (UNIQUE, Ultra sonic clear)

4.3. Analise Qualitativa

4.3.1. Caracteristicas fisicas

Analisou-se o0 azumoleno sddico SQR visualmente em relacdo ao aspecto,
cor e odor. A importancia das analises de aspecto ou caracteristicas fisicas, bem
como ensaios de avaliacdo qualitativa da matéria-prima podem em alguns
casos, com bom treinamento técnico e monografia adequadamente descritiva,
levantar logo no inicio dos testes duvidas em relacdo a pureza e ao tipo de
estruturas polimorficas presentes, trazendo a necessidade de estudos mais
aprofundados (MORETTO, ALBUQUERQUE, 2009).
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4.3.2. Solubilidade

Transferiram-se 20,0 mg de azumoleno soédico SQR para tubos de ensaio
com acréscimo de aliquotas crescentes de cada solvente, sob agitacao
constante até completa solubilizacao.

A realizacao do teste seguiu em ambiente com temperatura constante de
25°C e especificagbes de ensaio de acordo com a Farmacopeia Brasileira
(1988). Os solventes utilizados, sendo todos de grau analitico, foram:

- Acetato de etila (Synth, Brasil);

- Acetona (Synth, Brasil);

- Acido cloridrico (HCI) 0,1 M (Merck, Alemanha);

- Agua purificada obtida por sistema milli-Q;

- Cloroformio (QUEMIS, Brasil);

- Etanol 96% (Merck, Alemanha);

- Hidroxido de sodio (NaOH) 0,1 M (Synth, Brasil);

- Isopropanol (Quimex, Brasil);

- Metanol (Quimex, Brasil);

- DMSO (Vetec, Brasil);

- Eter etilico (Quimis, Brasil);

- Acetonitrila (ACN) (J.T. Baker, USA).

A Farmacopeia Brasileira (1988) estabelece parametros de solubilidade
considerando quantidade de solvente necessaria para solubilizar um sélido, se
referindo a partes, ou seja, 1 grama do sodlido equivale para fins de andlise a
1,0 mL do solvente liquido. Os parametros observados para critério de

solubilidade estao apresentados na Tabela 4.1.
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Tabela 4.1. Terminologia descritiva de solubilidade da Farmacopeia Brasileira

(1988)
Termo Descritivo Solvente
Muito Soluvel Menos de 1 parte
Facilmente Soluvel De 1 a 10 partes
Soluvel De 10 a 30 partes
Ligeiramente Soluvel De 30 a 100 partes
Pouco Soluvel De 100 a 1000 partes
Muito Pouco Soluvel De 1000 a 10000 partes
Praticamente insoluvel ou insollvel Mais de 10000 partes

4.3.3. Determinacao do ponto de fusao

O ponto de fusao foi determinado no azumoleno SQR utilizando-se
equipamento PF 1500 GEHAKA. A amostra foi dessecada e colocada em tubos
capilares de vidro, com 1 mm de espessura € 6 cm de comprimento. Trés
capilares foram introduzidos no equipamento para serem analisados

simultaneamente.

4.3.4. Analise térmica

A utilizacdo da anadlise térmica é extremamente ampla na area
farmacéutica como ferramenta Util e essencial para avaliar, por exemplo,
possiveis interacbes entre componentes ativos e excipientes em estudos de
compatibilidade de pré-formulacbes, além de avaliar a existéncia de
polimorfismos, compostos de inclusdao e dispersdes sodlidas, determinacdao de
pureza quimica, estudos de reacdes no estado sodlido, andlise de formas
farmacéuticas solidas e controle de qualidade (CANOTILHO et al, 1992;
GUPCHUP et al., 1992; CORDELLA et al., 2002; RODANTE et al., 2002; LAMBI
et al., 2003; TOMASSETTI et al., 2005).
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A aplicacdo de métodos térmicos de analise, em especial o DSC e a TG
tem sido de fundamental importancia no estudo de caracterizacdo,
desenvolvimento e controle de qualidade de produtos farmacéuticos, sendo
que, as principais aplicacbes nessa area tém visado a caracterizacao de
matérias-primas e produtos acabados (BUCKTON et a/., 1991; BROWN et al.,
1999; THOMPSON, 2000).

Nos sistemas termo analiticos a amostra é colocada em ambiente cuja
temperatura é controlada por um dispositivo programador e suas alteracoes sao
monitoradas através de transdutores adequados que produzem um sinal
elétrico de saida analogo a transformacdo ocorrida. Este sinal de saida apds a
amplificacdo adequada é aplicado a instrumentos de leitura (IONASHIRO,
2005).

Dentre as técnicas difundidas e utilizadas estdo: Termogravimetria,
Termogravimetria Derivada (TG, DTG), Analise Térmica Diferencial (DTA),
Calorimetria Exploratoria Diferencial (DSC), Deteccao de gas desprendido (EGA)
e Andlise termomecanica (TMA). Estas técnicas permitem obter informagoes
com respeito a: variacdo de massa, estabilidade térmica; agua livre e; agua
ligada; pureza, ponto de fusao, ponto de ebulicao, calores de transicao, calores
especificos, diagramas de fase, cinética da reacdo, estudos de catalisadores,

transicOes vitreas, entre outras.

4.3.4.1. Termogravimetria (TG)

A termogravimetria (TG) permite registrar as variacdes (perda e ganho)
de massa de uma amostra em funcao do tempo do ciclo de aquecimento ou
arrefecimento e/ou temperatura, sendo que, desta forma, as curvas obtidas
(termogramas) podem fornecer informacOes referentes a estabilidade térmica e
a pureza das substancias (GIRON, 1990; CANOTILHO et a/., 1992; SALGADO et
al., 2005).

Entretanto, de acordo com Brown (2001), nem todos os eventos
térmicos que ocorrem durante o aquecimento de uma amostra sao

acompanhados de mudanca de massa.
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4.3.4.1. Analise térmica diferencial (DTA)

Segundo Wendlandt (1986), a analise térmica diferencial (DTA) é uma
técnica que inclui métodos analiticos que determinam propriedades fisicas de
substancias em funcdo de alteracbes na temperatura, no momento em que
estas sao controladas.

As curvas de Termogravimetria (TG) e de Analise Térmica Diferencial
(DTA) foram obtidas no equipamento de andlise térmica SDT 2960 TA
Instruments, no Laboratério de Andlise Térmica Ivo Giolito, no Instituto de
Quimica da Universidade Estadual Paulista (IQ-UNESP), Araraquara, SP, com
colaboracao do Prof. Dr. Massao Ionashiro.

A faixa de temperatura utilizada no ensaio foi de 30 a 1000 °C, sob
atmosfera dindmica de ar (vazao de 100 mL/min), razdo de aquecimento de 20
O0C/min e massa de amostra de 7,1894 para azumoleno sddico SQR e 7,1373
para azumoleno sodico amostra. As amostras foram acondicionadas em

cadinho de alumina.

4.3.5. Espectrofotometria na regiao ultravioleta

O espectrofotometro foi utilizado para obtencdo dos espectros de
absorcao na regidao do ultravioleta entre 200 e 400 nm com auxilio de cubetas
de quartzo de 1 cm de caminho Optico. Foi preparada solugdo do azumoleno
sddico SQR como descrito no item 4.1.1., na concentracao de 100,0 pg/mL em
agua purificada. A partir desta foram retiradas aliquotas de 1,0 mL, sendo
transferidas para baldes volumétricos de 10 mL com seus volumes completados
com os solventes: agua purificada, acido cloridrico 0,1 M, hidroxido de sddio 0,1
M e metanol.

Apos a determinacdo do solvente de escolha procedeu-se com a leitura
no espectro de absorcdo na regiao do ultravioleta do azumoleno sédico amostra
(matéria-prima), com finalidade de qualificacao ou identificagdo em comparacao

com o espectro do azumoleno sédico SQR.
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4.3.6. Espectrofotometria na regiao do visivel

O espectrofotometro foi utilizado para obtencdo dos espectros de
absorcao na regiao visivel entre 380 a 800 nm com auxilio de cubetas de
quartzo de 1 cm de caminho Optico. Apds o preparo da solucdo de azumoleno
SQR 100 pg/mL descrita no item 4.1.1., foi transferido 1,0 mL desta solugao e
1,0 mL da solucao de acido cloranilico 0,1%, conforme preparo no item 4.2.5.1.
em baldao volumétrico de 10 mL, completando-se o volume do baldo com
acetonitrila (ACN) (Merck). Procedeu-se a leitura no espectrofotobmetro na
regiao do visivel (380 a 800 nm) contra a solucao branco preparada da mesma

forma, exceto pela presenca do farmaco.

4.3.6.1. Preparo do reagente acido cloranilico 0,1%

Foram transferidos 150,0 mg de &acido cloranilico (Merck, Alemanha)
para baldo volumétrico de 150 mL com auxilio de acetonitrila (ACN) (J.T. Baker,
USA). Levou-se ao ultra-som por 10 minutos para garantir a dissolucao e
completou-se com acetonitrila, obtendo-se o reagente com concentracao final
de 0,1%.

4.3.7. Espectroscopia de absorcao na regiao do infravermelho

Os espectros foram obtidos em espectrofotometro SHIMADZU FTIR,
modelo 3000 (Columbia, USA), pesando-se 10 mg de azumoleno sddico SQR de
amostra, sendo preparadas em pastilha de 250 mg de brometo de potassio
(KBr), sendo ambos dessecados previamente.

A amostra foi preparada através de trituragdo e homogeneizacao em
almofariz e o sistema de preparo das pastilhas envolve basicamente uma

bomba a vacuo e a prensa, ambos com pressao controlada e pré-estabelecida.
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4.4. Analise quantitativa

4.4.1. Espectrofotometria na regiao do ultravioleta

O espectrofotémetro descrito no item 4.2. foi utilizado para obtencao dos
espectros de absorcao na regido do ultravioleta de 340 nm com auxilio de
cubetas de quartzo de 1 cm de caminho &ptico. Foram preparadas solucdes de
azumoleno sddico SQR a 10,0 ug/mL em agua purificada. O solvente de escolha
foi a agua devido a leitura de todos os solventes apresentar espectros de
absorcao no ultravioleta uniformes, com observacao de picos semelhantes. No
entanto, sua escolha ocorreu preferencialmente pelo fato de gerar residuos com

maior facilidade de tratamento e do uso de solventes de custos reduzidos.

4.4.1.1. Realizacao da curva de Ringbom

A realizacao da curva de Ringbom visou a determinacao da faixa de
concentragao na qual o método espectrofotométrico na regido do ultravioleta se
apresenta linear.

A partir da solugdo de azumoleno sodico SQR de 100 pg/mL descrita no
item 4.1.1. foram transferidas aliquotas para obtencao da curva de Ringbom
com 21 pontos de concentracdes crescentes, com auxilio de micro-pipetador
automatico. As aliquotas foram adicionadas em balGes volumétricos de 10 mL,
tendo seus volumes completados com agua purificada, obtendo-se solucdes
com concentracdes de 1,0 a 50,0 yg/mL de azumoleno sddico SQR, como

apresentado na Tabela 4.2.
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Tabela 4.2. Valores obtidos para construcao da curva de Ringbom no método

espectrofotométrico na regidao do UV a 340 nm para azumoleno sddico SQR

Volume da solucao de 100 pg/mL de

Concentracao final

Pontos azumoleno sodico SQR (mL) (ug/mL)
1 0,1 1,0
2 0,2 2,0
3 0,3 3,0
4 0,4 4,0
5 0,5 5,0
6 0,6 6,0
7 0,7 7,0
8 0,8 8,0
9 0,9 9,0
10 1,0 10,0
11 1,1 11,0
12 1,2 12,0
13 1,3 13,0
14 1,4 14,0
15 1,6 16,0
16 1,8 18,0
17 2,0 20,0
18 2,5 25,0
19 3,0 30,0
20 4,0 40,0
21 5,0 50,0
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4.4.1.2. Obtencao da curva analitica

A partir da solugao de azumoleno sodico SQR de 100 pg/mL descrita no
item 4.1.1. foram transferidas aliquotas com auxilio de micro-pipetador
automatico para obtencao de solugbes com concentracdes de 7,0 a 12,0 pg/mL
de azumoleno SQR, como pode-se observar na Tabela 4.3. Os volumes dos

baldes (10mL) foram completados com agua purificada.

Tabela 4.3. Valores obtidos para construcao da curva analitica no método

espectrofotométrico na regido do UV a 340 nm para azumoleno sddico SQR

Pontos Volume da solugdo de 100 pg/mL de Concentracso final
azumoleno sédico SQR (mL) (ug/mL)
1 0,7 70
2 0,8 8.0
3 0,9 9.0
! 1,0 10,0
° 11 11,0
° 1,2 12,0

Apos a realizacdao da curva analitica foi possivel a obtencdao da equagao
da reta, que relaciona a resposta medida, com a concentracao e a inclinacao da
curva (sensibilidade).

A férmula da equacdo da reta pode ser observada na Equacao 5.

y=a+b Equacao 5

Em que:
y = resposta medida;
X = concentragao;
a = inclinacdo da curva analitica;

b = intersecao com o eixo y, quando x = 0.



Material e métodos 33

4.4.1.3. Determinacao da concentracdo de azumoleno soédico na

amostra

Foi preparada solucao de azumoleno sddico SQR em concentragao de
100,0 pg/mL de acordo com o item 4.1.1. e de azumoleno sddico amostra em
mesma concentracao de acordo com o item 4.1.2.

A partir dessas solugbes foram transferidas 7 aliquotas de 1,0 mL para
baldes volumétricos de 10 mL e os volumes foram completados com agua
purificada, obtendo concentragoes finais de 10,0 pug/mL.

A escolha da conducdo do estudo de azumoleno sddico em concentragao
de 10,0 pg/mL é justificada como sendo o ponto intermediario da faixa de
trabalho estabelecida nos ensaios de linearidade (INMETRO, 2007).

Trés leituras foram realizadas em dias diferentes, em consonancia com
0s ensaios de precisdao do método em espectrofotometro a 340 nm, com
utilizacdo de cubeta de quartzo de 1 cm de caminho dptico e agua purificada

como branco.

4.4.1.3.1. Calculos do teor de azumoleno sodico na amostra

A concentracao da solucao amostra foi obtida pela Equacao 6.

Ca = Ax. Cr / Asr Equacao 6

Na qual:

Ca = Concentracao de azumoleno sddico na amostra (ug/mL)

Aa = Absorvancia da amostra

Csr = Concentracao de azumoleno sddico da substancia referéncia

Asr = Absorvancia da substancia referéncia
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O teor percentual foi calculado pela Equacgao 7.

Ca% = Ca. 100 / Ct Equacio 7

Em que:
Ca = Concentragdo de azumoleno sédico na amostra (ug/mL)

Ct = Concentracao tedrica do azumoleno sddico na amostra

4.4.1.4. Validacao de metodologia analitica por espectrofotometria na

regiao do ultravioleta

4.4.1.4.1. Linearidade

Os dados obtidos na construgao da curva analitica foram analisados para
obtencao da equacdo da reta pelo método dos minimos quadrados e a

verificacao da linearidade foi constatada pela ANOVA.

4.4.1.4.2. Precisao

A precisao foi analisada pela realizacao de ensaios da determinacao de
azumoleno sdédico SQR em 7 amostras de concentracdao 10,0 pg/mL, durante
trés dias consecutivos. Os coeficientes de variagao dos dados foram calculados
estatisticamente através da obtencdo do Desvio Padrdo Relativo (DPR) ou

Coeficiente de Variagao (CV%) podendo ser observado na Equagao 1.

4.4.1.4.3. Exatidao

A exatidao do método foi determinada pelo ensaio de recuperacao.
Foi preparada solucao de azumoleno sdédico SQR em concentragao de
100,0 pg/mL de acordo com o item 4.1.1. e de azumoleno sédico amostra em

mesma concentracao de acordo com o item 4.1.2.
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Para o referido ensaio foram transferidas aliquotas de 1,75 mL da
solucdo amostra para baldes volumétricos de 25 mL, denominados A, R1, R2 e
R3. Nos baldes denominados R1, R2 e R3 foram adicionados, respectivamente
0,25; 0,75 e 1,25 mL de solucdao de azumoleno sddico SQR, completando-se o
volume com agua purificada obtendo-se as concentracdes finais apresentadas
na Tabela 4.4.

Tabela 4.4. Preparo das solugdes para construcao do teste de recuperacao

para azumoleno sddico por espectrofotometria na regidao do UV a 340 nm

Volume adicionado de  Volume adicionado de

Concentracao final
amostra (100 pg/mL)  AZ SQR (100 pg/mL)

() (L) (Hg/mL)*
Amostra 1,75 - 7,0
R1 1,75 0,25 8,0
R2 1,75 0,75 10,0
R3 1,75 1,25 12,0

* Calculos para preparo em baldo volumétrico de 25 mL

A porcentagem de recuperacao (R%) foi calculada pela expressao
descrita pela Association of Oficial Analytical Chemists, apresentada na Equacao
2 (AOAC, 1990).

4.4.1.4.4. Robustez

A robustez do método foi determinada pela comparacao dos resultados
obtidos pela variacao de dois analistas e de acordo com variacao na leitura de
espectros com variagao de comprimento de onda (338 e 342 nm) em triplicata
na concentracao de 10,0 pg/mL, analisando e comparando-se ao comprimento

de onda utilizado no desenvolvimento da metodologia.
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4.4.1.4.5. Limite de detecgao

O limite de deteccao é a menor quantidade de um analito que pode ser
identificada em uma amostra, porém ndo necessariamente quantificada,
podendo ser calculado de trés maneiras diferentes: método visual, método
relacdo sinal-ruido, método baseado em parametros da curva analitica (ICH,
2005, RIBANI et al., 2003; BRASIL, 2003).

Foi utilizado o método que se baseia nos parametros da curva analitica

pela Equacao 3.
4.4.1.4.6. Limite de quantificacao

E a menor concentracdo em que uma substincia pode ser medida
(quantificada) com precisao e exatidao em uma amostra.

O modo mais confiavel estatisticamente de estabelecimento do Limite de
Deteccdo e Limite de Quantificacao é utilizar o método baseado nos parametros
da curva analitica (RIBANI et a/., 2003).

Foi utilizado o método que se baseia nos parametros da curva analitica

como descrito na Equacao 4.
4.4.2, Espectrofotometria de absorcao na regiao do visivel

Novos métodos de andlise de carater quantitativo sdao desenvolvidos
sempre a medida do desenvolvimento de nova aparelhagem e equipamentos de
medicdo com satisfatoria confiabilidade analitica e metroldgica.

A espectrofotometria na regido do visivel envolve a radiacdo absorvida
por uma solucdo por luz monocromatica em um comprimento de onda
especifico (380 a 700 nm). Essa andlise é recomendada pela Farmacopeia
Brasileira 32 edicdo (1976) para substancias coradas de forma natural ou ainda

para aquelas que se transformam por reaces quimicas, obtendo coloracao.
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4.4.2.1. Metodologia empregando acido cloranilico

O espectro na regido do Vvisivel foi obtido utilizando-se o
espectrofotometro descrito no item 4.2.4. e cubetas de quartzo de 1 cm de
caminho optico, com leituras de 380 a 800 nm. Utilizou-se como solvente
acetonitrila (ACN) (J.T. Baker, USA) e como reagente acido cloranilico 0,1%
(Merck, Alemanha).

4.4.2.1.1. Realizacao da curva de Ringbom

A realizacao da curva de Ringbom visou a determinacao da faixa de
concentragdo na qual o método espectrofotométrico na regido do visivel
apresenta-se linear.

Foi preparada solucao de azumoleno sdédico SQR em concentragdo de
100,0 pg/mL de acordo com o item 4.1.1.

A partir desta solucao foram transferidas aliquotas para obtencao da
curva de Ringbom com 20 pontos de concentracdes crescentes, com auxilio de
micro-pipetador automatico. As aliquotas foram adicionadas em balbes
volumétricos de 10 mL, com acréscimo de 1,0 mL de acido cloranilico 0,1%,
descrito no item 4.3.6.1., tendo seus volumes completados com acetonitrila,
obtendo-se solucoes com concentracoes de 0,5 a 20,0 pg/mL de azumoleno

sddico SQR, como apresentado na Tabela 4.5.
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Tabela 4.5. Preparo da curva de Ringbom para leitura de azumoleno sddico

SQR em espectrofotometria na regido do visivel a 507 nm com utilizacao de

acetonitrila como solvente e acido cloranilico 0,1% como reagente

Volume da solucao de 100 pg/mL de

Concentragao final

Pontos azumoleno sddico SQR (mL) (ug/mL)
1 0,05 0,5
2 0,1 1,0
3 0,2 2,0
4 0,3 3,0
5 0,4 4,0
6 0,5 5,0
7 0,6 6,0
8 0,7 7,0
9 0,8 8,0
10 0,9 9,0
11 1,0 10,0
12 1,1 11,0
13 1,2 12,0
14 1,3 13,0
15 1,4 14,0
16 1,5 15,0
17 1,6 16,0
18 1,7 17,0
19 1,8 18,0
20 1,9 19,0
21 2,0 20,0
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4.4.2.1.2. Obtencao da curva analitica

Foi preparada solucao de azumoleno sédico SQR em concentragdo de
100,0 pg/mL de acordo com o item 4.1.1. A partir desta solucao, foram
transferidas aliquotas com auxilio de micro-pipetador automatico para baldes de
10 mL, para obtencao de solugdes com concentragoes de 8,0 a 13,0 ug/mL de
azumoleno SQR com 1 mL de acido cloranilico 0,1% e volume completado com
acetonitrila para 10 mL em baldo volumétrico, podendo ser observada na
Tabela 4.6.

Tabela 4.6. Preparo da curva analitica de azumoleno sddico SQR por
espectrofotometria na regido visivel a 507 nm com utilizacdao de acetonitrila

como solvente e acido cloranilico 0,1% como reagente

Volume da solucao de 100 ug/mL de  Concentracao

Pontos azumoleno sédico SQR (mL) final (ug/mL)
! 0,8 8,0
5 0,9 9,0
3 1,0 10,0
4 11 11,0
: 1,2 12,0
6 1,3 13,0

Apos a realizacdo da curva analitica foi possivel a obtencdao da equagao
da reta, que relaciona a resposta medida, com a concentracao e a inclinacao da
curva (sensibilidade).

A férmula da equacdo da reta esta apresentada na Equacao 5.



Material e métodos 40

4.4.2.1.3. Determinacao da concentracdo de azumoleno sodico na

amostra

Foi preparada solucao de azumoleno sédico SQR em concentragdo de
100,0 pg/mL de acordo com o item 4.1.1. e de azumoleno sédico amostra em
mesma concentracao de acordo com o item 4.1.2.

A partir dessas solucdes foram transferidas aliquotas de 1,0 mL para
baldo volumétrico de 10 mL, com acréscimo de 1,0 mL de acido cloranilico
0,1% e o volume foi completado com acetonitrila, obtendo concentragdes finais
de 10,0 pg/mL. As solugdes foram preparadas em sete réplicas.

A escolha da conducao do estudo do azumoleno sddico em concentragao
de 10,0 pg/mL é justificada como sendo o ponto intermediario da faixa de
trabalho estabelecida nos ensaios de linearidade (INMETRO, 2007).

As leituras foram realizadas em espectrofotometro a 507 nm, com
utilizacdo de cubetas de quartzo de 1 cm de caminho optico e acetonitrila. Foi

utilizado 1,0 mL de acido cloranilico 0,1% como branco.

4.4.2.1.3.1. Calculos de teor de azumoleno sodico na amostra

A concentracao da solucao amostra foi obtida pela Equacao 6. e o teor

percentual foi calculado pela Equagao 7.

4.4.2.1.4. Validacao de metodologia analitica por espectrofotometria

na regiao do visivel
4.4.2.1.4.1. Linearidade
Os dados obtidos na construgao da curva analitica foram analisados para

obtencao da equacdo da reta pelo método dos minimos quadrados e a

verificagao da linearidade foi constatada pela ANOVA.
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4.4.2.1.4.2. Precisao

A precisao foi analisada pela realizacao de ensaios da determinacao de
azumoleno sddico SQR em 7 réplicas de concentracao 10,0 pg/mL, durante trés
dias consecutivos. Os coeficientes de variacao dos dados foram calculados
estatisticamente pelo Desvio Padrao Relativo (DPR) ou Coeficiente de Variagao

(CV%), descrito na Equacao 1.

4.4.2.1.4.3. Exatidao

A exatidao do método foi determinada pelo ensaio de recuperacao.

Foi preparada solucao de azumoleno sédico SQR em concentragdo de
100,0 pg/mL de acordo com o item 4.1.1. e de azumoleno sddico amostra em
mesma concentracao de acordo com o item 4.1.2.

Para o referido ensaio foram transferidas aliquotas de 1,75 mL da
solugdo amostra a 100 pg/mL para baldes volumétricos de 25 mL, denominados
A, R1, R2 e R3. Nos baldes denominados R1, R2 e R3 foram adicionados
respectivamente 0,25; 0,75 e 1,25 mL de solucdo de azumoleno sédico SQR,
completando-se todos com agua purificada obtendo-se as concentracdes finais

apresentadas na Tabela 4.7.
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Tabela 4.7. Preparo das solucOes para construcao da teste de recuperacao
para azumoleno sddico por espectrofotometria na regidao do visivel a 507 nm

com utilizacdo de acetonitrila como solvente e acido cloranilico 0,1% como

reagente
Volume adicionado
Volume adicionado de .
de amostra (100 Concentragao final
AZ SQR (100 pg/mL)
Hg/mL) (Mg/mL)*
(mL)
(mL)

Amostra 1,75 - 7,0
R1 1,75 0,25 8,0
R2 1,75 0,75 10,0
R3 1,75 1,25 12,0

* Cdlculos para preparo em baldo volumétrico de 25 mL

A percentagem de recuperacao (R%) foi calculada pela expressao
descrita pela Association of Oficial Analytical Chemists, apresentada na Equacao
2 (AOAC, 1990).

4.4.2.1.4.4. Robustez

A robustez do método foi determinada pela comparacao dos resultados
obtidos pela variacao de dois analistas e de acordo com variacao na leitura de
espectros com variacao de comprimento de onda (505 e 509 nm) de
concentracao 10,0 pg/mL, analisando e comparando-se ao comprimento de

onda de 507 nm utilizado no desenvolvimento do método.

4.4.2.1.4.5. Limite de deteccao

O limite de deteccao € a menor quantidade de um analito que pode ser

identificada em uma amostra, porém ndo necessariamente quantificada,
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podendo ser calculado de trés maneiras diferentes: método visual, método
relacdo sinal-ruido, método baseado em parametros da curva analitica (RIBANI
et al., 2003; BRASIL, 2003; ICH, 2005).

Foi utilizado o método que se baseia nos parametros da curva analitica

descrita na Equacgao 3.
4.4.2.1.4.6. Limite de quantificacao

E a menor concentracdo em que uma substincia pode ser medida
(quantificada) com precisao e exatidao em uma amostra.

O modo mais confiavel estatisticamente de estabelecimento do Limite de
Deteccdo e Limite de Quantificacao é utilizar o método baseado nos parametros
da curva analitica (RIBANI et a/., 2004).

Foi utilizado o método que se baseia nos parametros da curva analitica

descrita na Equacao 4.
4.4.3. Cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE)
4.4.3.1. Equipamentos e materiais

Foram utilizados azumoleno sddico SQR e azumoleno sddico amostra
descritos nos itens 4.1.1. e 4.1.2.

Utilizaram-se como solventes: metanol grau CLAE (MetOH), agua
purificada (Milli-Q®) e acido formico PA (HAc) (Synth, Brasil) para ajuste de
pH. Os solventes foram filtrados através de membrana de nitrato de celulose de
0,45 um (Sartorius) e degaseificados em ultra-som (UNIQUE, Ultra sonic clear)
durante 30 minutos.

O sistema cromatografico consiste em cromatdgrafo liquido de alta
eficiéncia Waters®, composto de bomba cromatografica gradiente binaria
Waters® 1525, injetor manual Rheodyne Breeze 7725i e detector UV-Vis
Waters® 2487. Foi utilizada coluna Symmetry C18 Waters® 5 pym (250 x 4,6

mm).
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4.4.3.2. Ensaios preliminares

Diversas condicbes cromatograficas foram avaliadas com o objetivo de
obter uma quantificacao confiavel do azumoleno sddico, reduzir a assimetria do
pico e de danos a coluna cromatografica, bem como minimizar a geracao de
residuos danosos ao ambiente.

Foram testadas as fases moéveis metanol : agua (50:50 v/v); metanol :
agua (50:25 v/v); metanol : agua (75:25 v/v); metanol : agua : acetonitrila
(50:25:25 v/v) e metanol : agua (75:25, v/v) com pH 3,0 ajustado com de
acido férmico sendo previamente filtradas por membrana de 0,45 pm de
tamanho de poro e 47 mm de diametro, sob vacuo, e desgaseificadas durante
30 minutos. Apds a estabilizacdo do sistema, foram injetados volumes pré-
fixados de 20,0 pyL da solucao previamente filtrada em membrana para
obtencao das leituras a 340 nm, com vazao de 1,0 mL/min.

Os solventes utilizados foram de grau HPLC, sendo acetonitrila (J.T.
Baker, USA) e metanol (J.T. Baker, USA).

Foi utilizada coluna Waters C18 (WAT 054275), com vazao de 1,0
mL/min, 20°C £ 1°C e sensibilidade de deteccao de 0,5 AUFS.

A escolha da fase movel a ser utilizada em determinado método
cromatografico é de extrema importancia, uma vez que se pode obter espectros
de picos mais bem definidos, com tempo de retencao mais reduzido, maior

sensibilidade e afinidade com a substancia que se deseja estudar.

4.4.3.3. Obtencao da curva analitica

Foi preparada solucao de azumoleno sddico SQR em concentracdao de
100,0 pg/mL de acordo com o item 4.1.1. e a partir dessa solucao foram
transferidas, em triplicata, aliquotas de 0,5 a 1,5 mL com auxilio de micro-
pipetador automatico para baldes de 10 mL, para obtencdao de solucdes com
concentragdes de 5,0 a 15,0 pg/mL de azumoleno SQR. A fase mdvel metanol :

agua (75:25, v/v) com pH 3,0 ajustado com de acido formico foi filtrada por
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membrana de 0,45 um de tamanho de poro e 47 mm de diametro, sob vacuo, e
desgaseificada durante 30 minutos. Pode-se observar o preparo das solugoes

para a obtencao da curva analitica na Tabela 4.8.

Tabela 4.8. Preparo das solugdes para construcao da curva analitica no

método CLAE a 340 nm para azumoleno sddico SQR

Pontos Volume da solugdo de 100 pg/mL de Concentracso final
azumoleno sodico SQR (mL) (ug/mL)
1 0,5 50
2 0,7 70
3 0,9 9.0
! 1,1 11,0
° 13 13,0
° 15 15,0

Apos a realizacao da curva analitica foi possivel a obtencao da equacao
da reta, que relaciona a resposta medida, com a concentracao e a inclinagao da
curva (sensibilidade).

A férmula da equacdo da reta esta apresentada na Equacao 5.

4.4.3.4. Determinacao da concentracdo de azumoleno sédico na

amostra

Foi preparada solucao de azumoleno sddico SQR em concentracao de
100,0 pg/mL de acordo com o item 4.1.1. e de azumoleno sddico amostra em
mesma concentracao de acordo com o item 4.1.2. A partir de cada solucao
foram transferidas 7 aliquotas de 0,9 mL para baldao volumétrico de 10 mL,

obtendo-se solugdes de azumoleno sédico SQR e amostra de 9,0 pg/mL.
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A escolha da conducao do estudo do azumoleno sddico em concentragao
de 9,0 yg/mL é justificada como sendo o ponto intermediario da faixa de
trabalho estabelecida nos ensaios de linearidade (INMETRO, 2007).

As leituras das solucOes foram realizadas em cromatdgrafo liquido de alta

eficiéncia com detector UV no comprimento de onda de 340 nm.

4.4.3.4.1. Calculos de teor de azumoleno sodico na amostra

A concentracao da solucao amostra foi obtida pela Equacao 6. e o teor

percentual foi calculado pela Equagao 7.

4.4.3.5. Validacao de metodologia analitica por CLAE

4.4.3.5.1. Linearidade

Os dados obtidos na construgao da curva analitica foram analisados para
obtencao da equacdo da reta pelo método dos minimos quadrados e a

verificacao da linearidade foi constatada pela ANOVA.

4.4.3.5.2. Precisao

A precisao foi analisada pela realizacao de ensaios da determinacao de
azumoleno sodico SQR em 7 amostras de concentracao 9,0 ug/mL, durante trés
dias consecutivos. Os coeficientes de variacao dos dados foram calculados
estatisticamente pela obtencao do Desvio Padrao Relativo (DPR) ou Coeficiente

de Variacao (CV%) podendo ser observado na Equacao 1.

4.4.3.5.3. Exatidao

A exatiddao do método foi determinada pelo teste de recuperacao.
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Foi preparada solucao de azumoleno sdédico SQR em concentragao de
100,0 pg/mL de acordo com o item 4.1.1. e de azumoleno sddico amostra em
mesma concentracao de acordo com o item 4.1.2.

Para o referido ensaio foram transferidas aliquotas de 1,75 mL da
solugdo amostra a 100 pg/mL para baldes volumétricos de 25 mL, denominados
A, R1, R2 e R3. Nos baldes denominados R1, R2 e R3 foram adicionados
respectivamente 0,25; 0,75 e 1,25 mL de solucdo de azumoleno sédico SQR,
completando-se todos com agua purificada obtendo-se as concentracoes finais

apresentadas na Tabela 4.9.

Tabela 4.9. Preparo das solugdes para construcao do teste de recuperacao

para azumoleno sodico por CLAE a 340 nm

Volume adicionado o
Volume adicionado de

de amostra Concentracao final
AZ SQR (100 pg/mL)
(100pg/mL) () (Mg/mL)*
(mL)
Amostra 1,75 - 7,0
R1 1,75 0,25 8,0
R2 1,75 0,75 10,0
R3 1,75 1,25 12,0

* Calculos para preparo em baldo volumétrico de 25 mL

A porcentagem de recuperacao (R%) foi calculada pela expressao
descrita pela Association of Oficial Analytical Chemists que esta apresentada na
Equacao 2 (AOAC, 1990).

4.4.3.5.4. Robustez
A robustez do método foi determinada pela comparacao dos resultados

obtidos da analise do azumoleno sédico SQR em concentragao 9,0 pg/mL pela

variagao de dois analistas em dias diferentes e variagao da vazao do
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equipamento com variagao de 0,9 mL/min e 1,1 mL/min, em comparacao a 1,0
mL/min (vazao padrdo utilizada no desenvolvimento do método proposto por
CLAE).
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Analise qualitativa
5.1.1. Caracteristicas fisicas

A amostra analisada apresenta-se como um po branco, diferentemente
de seu congénere dantroleno, que se apresenta como um pd cristalino amarelo
alaranjado ou laranja (BRITISH PHARMACOPOEIA, 2009).
5.1.2. Solubilidade

O teste de solubilidade foi realizado de acordo com o item 4.2.2.

A Tabela 5.1. apresenta os resultados obtidos no teste de solubilidade

para o azumoleno SQR nos solventes avaliados.

Tabela 5.1. Solubilidade do azumoleno SQR em diferentes solventes a 25°C

Solventes Termo Descritivo Resultante

acetato de etila praticamente insoluvel ou insollvel

acetona
acetonitrila
acido cloridrico 0,1 M
agua purificada
cloroférmio
dimetilsulfoxido (DMSO)
etanol 96%
eter etilico
hexano
hidroxido de sodio 0,1 M
isopropanol

metanol

muito pouco soluvel
muito pouco soluvel
muito pouco soluvel
pouco soluvel
muito pouco soluvel
muito pouco soluvel
muito pouco soluvel
pouco soluvel
muito pouco soluvel
muito pouco soluvel
muito pouco soluvel

pouco soluvel
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A solubilidade do dantroleno sédico apresenta-se, segundo a
Farmacopeia Britanica, como muito pouco soluvel em agua, ligeiramente sollvel
em etanol (96%), moderadamente solivel em metanol e praticamente insoluvel
em acetona (BRITISH PHARMACOPOIEA, 2009).

Segundo a Farmacopeia Japonesa, o dantroleno sodico é solivel em
propilenoglicol, moderadamente solivel em metanol, ligeiramente solUvel em
agua e em acido acético e praticamente insolivel em tetrahidrofurano e éter
(JAPANESE PHARMACOPOEIA, 2001).

Pode-se observar que o0s resultados referentes aos ensaios de
solubilidade do azumoleno sodico mostram comportamento similar as
referéncias de solubilidade do seu analogo, dantroleno sddico das farmacopeias
britanica e japonesa (JAPANESE PHARMACOPOEIA, 2001; BRITISH
PHARMACOPOEIA, 2009).

5.1.3. Determinacao do ponto de fusao

O ponto de fusdao do azumoleno sddico indicado por Ganellin e Triggle
(1996) é de 240 a 242°C. Ja os ensaios apresentados resultaram em resultando
em uma média de 242,5°C para a SQR e de 241,9°C para a amostra.

O ponto de fusao pode ser empregado na caracterizacgdo de um
composto e comparado a uma especificagdo ou padrao de referéncia, € um
importante indicativo de pureza, pois uma pequena quantidade de impureza
pode causar abaixamento do ponto de fusao ou ainda alargar a faixa de fusao
de compostos farmacéuticos (GRAHAM, 1995).

5.1.4. Analise térmica
As curvas obtidas nas andlise térmicas TG e DTA para o azumoleno

sédico SQR e amostra apresentaram-se semelhantes, como se pode observar
nas Figuras 5.1. e 5.2. respectivamente.
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Figura 5.1. Curva TG e DTA do azumoleno sddico SQR em atmosfera de O,

com razao de aquecimento de 20°C/min.
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Figura 5.2. Curva TG e DTA do azumoleno sddico amostra em atmosfera de O,
com razao de aquecimento de 20°C/min.



Resultados e Discussdo 52

E possivel notar em ambos os graficos termoanaliticos uma divisdo em
trés etapas de degradacdo. Na curva do azumoleno sédico SQR a primeira
etapa de degradacdao tem seu inicio em torno de 240°C e término
aproximadamente em 450°C. A segunda etapa tem inicio ao final da primeira e
término em 625°C, onde inicia a terceira, com término em torno de 860°C. A
curva do azumoleno sddico amostra se reproduz graficamente, porém, com
término da terceira etapa de degradacao em torno de 910°C.

E possivel ainda observar nas curvas termoanaliticas em torno de 126°C
uma perda de massa de 8,71% para o SQR e 8,78% para a amostra, podendo-
se concluir pela referente temperatura do fendmeno e perda de massa
(equivalente a dois moles de agua) que o evento se trata de desidratacao,
onde a substancia se torna anidra e permanece com massa constante até
240°C, onde se inicia a primeira etapa de degradacao.

Ao final da primeira etapa de degradacao pode-se observar uma perda
de massa total de 45,8% para o azumoleno SQR e 47,33% para a amostra. Ao
final da segunda etapa houve uma perda total de 73,08% para a SQR e
73,86% para a amostra. A perda de massa total apds a terceira etapa foi de
94,69% para a SQR e 97,65% para a amostra, podendo-se explicar tal
diferenca pela variacao entre a extensao da terceira etapa, sendo que a

primeira avangou até 860°C e a segunda até 910°C, como dito anteriormente.
5.1.5. Espectrofotometria na regiao do ultravioleta

A andlise dos espectros de absorcao na regido do ultravioleta (200-400
nm) de uma substancia pode possibilitar sua identificacdo. Foram avaliados
espectros do azumoleno sédico SQR nos solventes: agua purificada, metanol,
acido cloridrico 0,1 M e hidréxido de sddio 0,1 M.

A absorcao maxima observada de azumoleno sddico SQR em solucdo
com agua purificada na concentracao de 10 yg/mL ocorreu no comprimento de

onda de 339 nm, podendo-se notar um segundo pico a 260 nm na Figura 5.3.
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Figura 5.3. Espectro na regido do ultravioleta de azumoleno sédico SQR
a 10,0 pg/mL em agua purificada.

A absorcdao maxima observada de azumoleno sddico SQR em solucao

com metanol na concentracao de 10 pg/mL ocorreu no comprimento de onda

de 337 nm, podendo notar um segundo pico a 259 nm na Figura 5.4.
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Figura 5.4. Espectro na regiao do ultravioleta de azumoleno sédico SQR

a 10,0 pg/mL em metanol.
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A absorcao maxima observada de azumoleno sddico SQR em solucdo
com 4acido cloridrico 0,1 M na concentragdo de 10 pg/mL ocorreu no

comprimento de onda de 338 nm, podendo-se notar outros picos a 259 e 203
nm na Figura 5.5.
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Figura 5.5. Espectro na regido do ultravioleta de azumoleno sddico SQR
a 10,0 pg/mL em acido cloridrico 0,1 M.

A absorcdao maxima observada de azumoleno sddico SQR em solucdo
com hidréxido de sdédio 0,1 M na concentracdao de 10 pg/mL ocorreu no
comprimento de onda de 342 nm, podendo-se notar outros picos a 266 e 225
nm na Figura 5.6.
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Abzorbance (ALY

Figura 5.6. Espectro na regido do ultravioleta de azumoleno sddico SQR
a 10,0 pg/mL em hidréxido de sédio 0,1 M.

A absorgao molecular na regiao do ultravioleta do espectro depende da
estrutura eletronica da molécula. Portanto, a identificagdo do farmaco pode ser
feita pela determinacao de suas caracteristicas de absorcdo em diferentes
solventes no espectro (SILVERSTEIN e WEBSTER, 2000).

De acordo com a Farmacopeia Japonesa (2001), a identificacao do
dantroleno sddico em espectrofotometria de absorcao na regido do ultravioleta
deve ser avaliada em solucao de metanol, no entanto, neste trabalho, optou-se
pela utilizacdo da agua purificada como solvente por possuir vantagens
econOmicas e ecoldgicas, tais como ser de facil aquisicdo, baixo custo e facil
descarte.

Apos a determinacao do solvente de escolha (agua purificada) procedeu-
se com a leitura no espectro de absorcao na regiao do ultravioleta do
azumoleno sédico amostra (matéria-prima), com finalidade de qualificagdo ou
identificacdo através do respectivo método, obtendo um espectro similar ao do

azumoleno sodico SQR, como se pode observar na Figura 5.7.



Resultados e Discussdo 56

39

06—

06—

0.4

ance (AL

b
0

03| )

0z

01|

a-|

] p p P ] p p P | |
200 226 250 275 200 228 350 ria) 400 Wavelength (nm)

Figura 5.7. Espectro na regidao do ultravioleta de azumoleno sédico amostra a

10,0 pg/mL em agua purificada.

5.1.6. Espectrofotometria de absorcao na regiao do visivel

A escolha do uso da acetonitrila, de acordo com Melby e colaboradores
(1962), ocorreu devido ao seu alto poder ionizante.

A coloracao violeta pode ser observada imediatamente apds adicdao do
acido cloranilico 0,1% no baldo volumétrico contendo solucdo de azumoleno
sddico SQR em concentracao de 10 pg/mL.

Pode-se observar as caracteristicas do espectro do azumoleno SQR na
regiao do visivel na Figura 5.5. com formacao de pico a 507 nm, e 0s espectros

do azumoleno amostra e SQR sobrepostos na Figura 5.8.
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Figura 5.8. Espectro de absorcao da solucao de azumoleno SQR com
concentragao de 10,0 pg/mL, na regidao do visivel a 507 nm, utilizando

acetonitrila como solvente e 1,0% acido cloranilico como reagente.
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Figura 5.9. Sobreposicao dos espectros de absorcao da solucao de
azumoleno SQR e amostra com concentracao de 10,0 pg/mL, na regidgo do
visivel a 507 nm, utilizando acetonitrila como solvente e 1,0% acido cloranilico

como reagente.

ReacOes de transferéncia de cargas podem ser ideais para esta
metodologia de analise. O acido cloranilico € um aceptor de elétrons
amplamente utilizado por exemplo para analises fotométricas na regiao do
visivel para as penicilinas (LEMING et al., 2003), cefalosporinas (SALEH et al.,
2001), antimalaricos (ONAH, ODEIANI, 2002), antifingicos (KHASHBA et al.,
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2000) e do propanolol (EL-REIS et &/, 2000). Em uma busca na literatura do
azumoleno sodico ndo foi encontrada a associagdo com essa substancia.

E possivel verificar absorcdo do &cido cloranilico com acetonitrila em
regiao préxima a 390 nm. A adicao de azumoleno sodico na solucao produz
imediatamente uma mudanca da coloracao amarelada para a cor violeta
resultando em uma absorcado maxima a 507 nm devido a ocorréncia do
pareamento ionico (FAHELELBOM, 2008).

As bandas largas que podem ser observadas nos espectros da Figura
5.8. e 5.9. deixam claro que houve formacao de um complexo resultante da

transferéncia de cargas.
5.1.7. Espectroscopia de absorcao na regiao do infravermelho

Os espectros obtidos com azumoleno sédico SQR e amostra, utilizando-
se pastilhas de brometo de potassio, podem ser observados nas Figuras 5.10. e

5.11., respectivamente.
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Figura 5.10. Espectro na regiao infravermelho de azumoleno SQR em
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Figura 5.11. Espectro na regiao infravermelho de azumoleno amostra

em pastilhas de KBr.

A radiacao eletromagnética envolvida na espectroscopia no
infravermelho varia entre 500 a 4000 cm™ (2500 a 20000 nm) e é transmitida
através da absorgdo e deformagao das moléculas de uma amostra (WATSON,
1999).

Pode-se avaliar correlacao das principais bandas de absorcao, sendo
comparadas e analisadas de acordo com dados apresentados na literatura.

O espectro de absorcao na regiao do infravermelho apresentou bandas
caracteristicas de 1750 a 1725 cm™ que se atribuem ao estiramento do grupo
carbonila (C=0). As quatro bandas formadas entre 1600 a 1475 cm™ ocorreram
devido & deformacdo axial de C=C do anel aromatico. Entre 1350 a 1000 cm™
pode-se observar a deformacao axial de C-N. A deformacao axial de C=0 do
grupamento amida pode ser observada na banda entre 1680 a 1630 cm™ e a
deformac&o axial dos grupamentos N-H gera bandas entre 3600 a 3250 cm™.

Pode-se observar a semelhanca das bandas apresentadas dos espectros
de azumoleno sodico com o espectro de dantroleno sddico na Figura 5.12,
obtido nas Farmacopeias Britanica e Japonesa (BRITISH PHARMACOPOEIA,
2009; FARMACOPEIA JAPONESA, 2001).
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Figura 5.12. Espectro de infravermelho do dantroleno sédico segundo a
British Pharmacopoeia (2009) e Japanese Pharmacopoeia (2001).

De acordo com Moffat (1986), o espectro de infravermelho do
dantroleno apresenta os principais picos nos comprimentos de onda de 1600,
1225, 1510, 850, 1713, 1108, em pastilhas de brometo de potassio.

5.2. Analise quantitativa
5.2.1. Espectrofotometria na regiao do ultravioleta
5.2.1.1. Obtencao da curva de Ringbom
A Tabela 5.2. apresenta as absorvancias obtidas para as solucdes de

azumoleno em agua purificada. O resultado de cada concentracdo é a média de

trés determinacoes.
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Tabela 5.2. Obtencao da curva de Ringbom do azumoleno sddico em agua

purificada para o método espectrofotométrico na regiao do UV a 340 nm

Concentragao de

Pontos a,zu.moleno Log da Concentragao Absorvancia *
sodico SQR
(Hg/mL)
1 1,0 0 0,058
2 2,0 0,3010 0,141
3 3,0 0,4771 0,205
4 4,0 0,6021 0,349
5 5,0 0,6990 0,425
6 6,0 0,7782 0,485
7 7,0 0,8451 0,564
8 8,0 0,9031 0,629
9 9,0 0,9542 0,739
10 10,0 1,0000 0,828
11 11,0 1,0414 0,863
12 12,0 1,0792 0,986
13 13,0 1,1139 1,051
14 14,0 1,1461 1,161
15 16,0 1,2041 1,33
16 18,0 1,2553 1,492
17 20,0 1,3010 1,644
18 25,0 1,3979 2,027
19 30,0 1,4771 2,382
20 40,0 1,6021 2,913
21 50,0 1,6990 3,311

* Média de 3 determinacoes
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A curva de Ringbom foi expressa como o logaritimo da concentracao
(Mg/mL) expresso como Log da concentragdo x absorvancia, como representada

na Figura 5.13.

Curva de Ringbom

Abs (340 nm)
N
2

Log C

Figura 5.13. Curva de Ringbom obtida pelo método espectrofotométrico

na regidao do UV a 340 nm para solugdo aquosa de azumoleno sodico SQR.

5.2.1.2. Obtencao da curva analitica

A Tabela 5.3. apresenta as leituras de absorvancia obtidas para a curva

analitica de azumoleno sbédico em comprimento de onda de 340 nm com

solvente agua purificada.
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Tabela 5.3. Absorvancias determinadas na obtencdo da curva analitica de
azumoleno SQR pelo método espectrofotométrico na regido do ultravioleta a
340 nm

Concentragao
de azumoleno o Absorvancia média DPR
sddico SQR Absorvancia + e.p.m. (%)
(ng/mL)
0,558
7,0 0,563 0,559 + 0,0019 0,32
0,557
0,661
8,0 0,651 0,652 + 0,0047 0,81
0,645
0,758
9,0 0,729 0,745 £ 0,0082 1,42
0,751
0,841
10,0 0,817 0,831 £ 0,0071 1,23
0,834
0,906
11,0 0,908 0,909 + 0,0007 0,12
0,910
1,001
12,0 0,991 0,995 £ 0,0030 0,51
0,993

e.p.m. = erro padrdo da média

DPR % = desvio padrao relativo percentual
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A representacao grafica da curva analitica e o coeficiente de regressao
das solugoes de azumoleno SQR em concentragoes de 7,0 a 12,0 pg/mL pelo
método espectrofotométrico na regidao do ultravioleta a 340 nm estao

representados na Figura 5.14.

12 -
1
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=
2 06 -
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02 R =0.59995
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0 2 4 B s 10 12 14 16
[ClpgmL

Figura 5.14. Representacdao grafica da curva analitica da solugao de

azumoleno pelo método espectrofotométrico na regiao do UV a 340 nm.

A equacdao da reta, determinada através do método dos minimos
quadrados, é: y = 0,0868x - 0,0425, com um coeficiente de correlacao (r) igual
a 0,999.

Segundo BRASIL (2003), o critério minimo aceitavel do coeficiente de
correlagao (r) deve ser = 0,99.

A ANOVA calculada para os dados da curva analitica do azumoleno sao

mostrados na Tabela 5.4.
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Tabela 5.4. Andlise de variancia dos valores de absorvancia determinados para
obtencdo da curva analitica de azumoleno sédico SQR, pelo método

espectrofotométrico na regido do ultravioleta a 340 nm

Variancia
Fontes de Graude Soma dos
o . (Quadrados F calc. F tab.
variacao Liberdade quadrados .
medios)
Entre doses 5 0,39438 0,07888 85,93* 3,11
Regressao 1 0,39358 0,39358 428,77 4,75
Desvio da
4 0,00080 0,00020 0,22 4,79
linearidade
Residuo
12 0,00092 0,00008 -
(Dentro) -
Total 17 0,39530 - - -

*Significativo para p<5%

A absortividade molar () foi calculada pela Equacao 8.

e=A/(cb) Equagao 8.

Na qual:
A = absorvancia
c = concentragao molar (mol/L)

b = caminho dptico da cubeta (cm)

Os parametros do tratamento estatistico sobre os valores experimentais
obtidos para a curva analitica de azumoleno sddico encontram-se na Tabela
5.5.
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Tabela 5.5. Parametros de tratamento estatistico da curva analitica de
azumoleno sddico em agua purificada pelo método espectrofotométrico na

regiao do UV a 340 nm

Parametros Resultados
2 (nm) 340
€ (L/mol.cm) 3320,18
Faixa de concentracao utilizada (ug/mL) 7,0-12,0
Equacdo:y =ax + b
a 0,0868
b - 0,0425
r (coeficiente de correlacao) 0,999

n 6

5.2.1.3. Determinacao da concentracao de azumoleno sodico na
amostra

Os valores de teor de azumoleno sddico na amostra foram obtidos
durante os ensaios de precisdo do método proposto estdo representados na
Tabela 5.6.

Tabela 5.6. Valores determinados para o doseamento de azumoleno sédico na

amostra pelo método espectrofotométrico na regiao do ultravioleta a 340 nm

. teor de teor médio +
dia . 5 CV (%)
azumoleno e.p.m.
Hg/mL [C %]
1 9,816 98,16
2 9,889 98,89 98,86 = 0,35 0,62
3 9,920 99,22

1Cada valor corresponde a média de trés determinagdes.

%e.p.m. — erro padrdo da média.
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5.2.1.4. Validacao de metodologia analitica por espectrofotometria na

regiao do ultravioleta

5.2.1.4.1. Especificidade e Seletividade

Os ensaios de especificidade e seletividade para espectrofotometria de
absorcao na regiao do ultravioleta nao foram realizados, uma vez que a
substancia analisada é um insumo ativo farmacéutico (API), nao havendo
matriz ou interferéncia de excipientes ou mesmo pela inexisténcia de substancia

padrao de produtos de degradacao para esse farmaco até o presente momento.

5.2.1.4.2. Linearidade

Pelos parametros da curva analitica apresentados na Tabela 5.3. e na
Figura 5.12., é possivel observar que a linearidade do método, obtida na faixa
de concentracao de 7,0 a 12,0 yg/mL, apresenta coeficiente de correlagao de
0,9995, com coeficiente de variacao entre as determinagoes inferior a 5%,

demonstrando haver excelente correlagao linear entre os dados analisados.

5.2.1.4.3. Precisao

A precisao do método foi avaliada pelos ensaios de repetibilidade
(intradia e interdia) realizada durante trés dias diferentes, nos quais foram
analisadas sete amostras preparadas individualmente. As médias das
absorvancias nas leituras estdo proximas, com coeficiente de variagao de 0,83 e
0,76% no ensaio intradia e interdia, respectivamente, estando os desvios

dentro do permitido comprovando a precisao do método (BRASIL, 2003a).
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5.2.1.4.4. Exatidao

Na Tabela 5.7. estao apresentados os valores de recuperacao do método
espectrofotométrico na regiao do ultravioleta de azumoleno sddico obtidos para
cada nivel de concentracao testado pelo método espectrofotométrico, utilizando

agua purificada como solvente, a 340 nm.

Tabela 5.7. Valores obtidos no teste de recuperacao para azumoleno sodico

pelo método espectrofotométrico na regidao do UV a 340 nm

Azumoleno Azumoleno

. . _ Recuperacao
sodico SQR  sodico SQR Recuperacao L
media
adicionado encontrado (%)
(%)
(ng/mL) (ng/mL)
R1 1,0 0,986 98,62
R2 3,0 2,960 98,60 98,10
R3 5,0 4,890 97,08

5.2.1.4.5. Robustez

A robustez do método foi determinada pela comparacao dos resultados
obtidos pela variacao de dois analistas podendo ser observada na Tabela 5.8. e
da variacao dos comprimentos de onda.

As médias de absorvancias obtidas do ensaio de robustez com variacao
de dois analistas foi de 0,829 para o primeiro analista e 0,838 para o segundo.
A média das absorvancias dos dois analistas foi de 0,834 e o coeficiente de

variacao de 0,7%.
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Tabela 5.8. Valores da determinacdo da robustez do método
espectrofotométrico na regiao do UV a 340 nm de azumoleno sodico pela

variagao do comprimento de onda

Comprimento o Média das
Absorvancia * o CV (%)
de onda (nm) Absorvancias
338 0,808
340 0,833 0,813 2,22
342 0,798

*Valor obtido da média de 3 analises

5.2.1.4.6. Limite de deteccao

O limite de deteccao foi calculado pelo desvio padrao do coeficiente
linear das trés curvas analiticas obtidas (0,006327), sendo que o coeficiente
angular da curva analitica final representada é de 0,0868. O limite de deteccao

encontrado nessas condicdes e parametro é de 0,24 pg/mL.
5.2.1.4.7. Limite de quantificacao

O limite de quantificacao foi calculado pelo desvio padrao do coeficiente
linear das trés curvas analiticas obtidas (0,006327), sendo que o coeficiente
angular da curva analitica final representada é de 0,0868. O limite de
quantificacao encontrado nessas condicoes e parametro é de 0,73 pg/mL.
5.2.2. Espectrofotometria de absorcao na regiao do visivel
5.2.2.1. Obtencao da curva de Ringbom

A Tabela 5.9. apresenta as absorvancias obtidas para cada concentragao

das solucdes de azumoleno sddico, sendo que cada resultado corresponde a

média de trés determinacoes.
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Tabela

5.9. Obtencao

da curva de Ringbom para o método

espectrofotométrico na regido do visivel de solucdo de azumoleno sédico com

acido cloranilico e acetonitrila a 507 nm

Concentracgao

de azumoleno

Pontos sédico SQR Log da concentracao Absorvancia *
(ng/mL)
1 1,00 0 0,0031
2 2,00 0,3010 0,0210
3 3,00 0,4771 0,0480
4 4,00 0,6021 0,0737
5 5,00 0,6990 0,1104
6 6,00 0,7782 0,1454
7 7,00 0,8451 0,1846
8 8,00 0,9031 0,2229
9 9,00 0,9542 0,2573
10 10,00 1,0000 0,2927
11 11,00 1,0414 0,3301
12 12,00 1,0792 0,3596
13 13,00 1,1139 0,3839
14 14,00 1,1461 0,4103
15 15,00 1,1761 0,4308
16 16,00 1,2041 0,4446
17 17,00 1,2304 0,4635
18 18,00 1,2553 0,4878
19 19,00 1,2788 0,4921
20 20,00 1,3010 0,5104

* Média de 3 determinacoes
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A curva de Ringbom foi expressa como o logaritimo da concentracao
(Mg/mL) expresso como Log da concentracao x absorvancia, como representada

na Figura 5.15.

Cunva de Ringbom
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Figura 5.15. Curva de Ringbom obtida pelo método espectrofotométrico na

regiao do visivel para solucao de azumoleno sddico SQR.

5.2.2.2. Obtencao da curva analitica

A Tabela 5.10. apresenta as leituras de absorvancia obtidas para a curva
analitica em comprimento de onda de 507 nm com 1,0 mL de acido cloranidrico

0,1% e acetonitrila.
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Tabela 5.10. Absorvancias determinadas na obtencdo da curva analitica de

azumoleno SQR pelo método espectrofotométrico na regiao do visivel a 507 nm

Concentracgao
de azumoleno o Absorvancia média DPR
i Absorvancia
sodico SQR + e.p.m. (%)
(ng/mL)
0,1763
8,0 0,1775 0,1742 + 0,0027 2,69
0,1689
0,2052
9,0 0,2110 0,2060 = 0,0027 2,26
0,2017
0,2316
10,0 0,2366 0,2325 £ 0,0021 1,58
0,2294
0,2586
11,0 0,2616 0,2577 + 0,0026 1,73
0,2528
0,2831
12,0 0,2829 0,2805 + 0,0025 1,57
0,2754
0,3025
13,0 0,3042 0,3032 = 0,0005 0,29
0,3030

e.p.m. = erro padrdo da média

DPR % = desvio padrao relativo percentual
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A representacao grafica da curva analitica e o coeficiente de regressao
das solucoes de azumoleno SQR em concentracoes de 8,0 a 13,0 ug/mL através
do método espectrofotométrico na regido do visivel a 507 nm estao

representados na Figura 5.16.
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0 2 4 B g 10 12 14 16

[CIpoimL

Abs (507 nmy)

Figura 5.16. Representacdao grafica da curva analitica da solugao de

azumoleno pelo método espectrofotométrico na regiao do visivel a 507 nm.

A equacdo da reta, determinada pelo método dos minimos quadrados, é:
y = 0,0255x - 0,0257, com um coeficiente de correlacao (r) igual a 0,997.

Segundo BRASIL (2003) o critério minimo aceitavel do coeficiente de
correlagao (r) deve ser = 0,99.

A ANOVA calculada para os dados da curva analitica do azumoleno
sddico pelo método espectrofotométrico na regiao do visivel sdo mostrados na
Tabela 5.11.
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Tabela 5.11. Andlise de variancia dos valores de absorvancia determinados
para obtencdo da curva analitica de azumoleno sddico SQR, utilizando método

espectrofotométrico na regido do visivel a 507 nm

Variancia
Fontesde Grausde Soma dos F tab.
o . (Quadrados F calc.
variacao Liberdade quadrados o (0,05)
medios)
Entre doses > 0,03436 0,00687  35,28% 3,11
Regresséo 1 0,03409 0,03409  174,97% 475
Desvio da
L 4 0,00028 0,00007 035 479
linearidade
Residuo i
(Dentro) 0,00019 0,00002 -
Total 17 0,03456 - - -

*Significativo para p<5%

A absortividade molar (€) foi calculada pela Equacao 8.

e=A/(cb) Equagcdo 8

Na qual:
A = absorvancia
¢ = concentragao molar (mol/L)

b = caminho dptico da cubeta (cm)

Os parametros do tratamento estatistico sobre os valores experimentais

obtidos para a curva analitica encontram-se na Tabela 5.12.
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Tabela 5.12. Parametros analiticos do método espectrofotométrico na regido

do visivel com acido cloranilico 0,1% e acetonitrila a 507 nm

Parametros Resultados
2 (nm) 507
€ (L/mol.cm) 928,26
Faixa de concentracao utilizada (ug/mL) 8,0-13,0
Equacao:y =ax + b
a 0,0255
b - 0,0257
r (coeficiente de correlacao) 0,997
n 6

5.2.2.3. Determinacao da concentracdo de azumoleno sodico na

amostra

Os valores de teor de azumoleno sdédico na amostra foram obtidos

durante os ensaios de precisdo do método proposto estdo representados na

Tabela 5.13.

Tabela 5.13. Valores determinados para o doseamento de azumoleno sddico

na amostra pelo método espectrofotométrico na regido do visivel a 507 nm

teor de teor médio +

dia CV (%)

azumoleno? e.p.m.?

Hg/mL [C %]

1 974 97,40
2 986  og57 98,15+ 0,3758 0,66
3 985 98,47

1Cada valor corresponde a média de trés determinagdes.

%e.p.m. — erro padrdo da média.



Resultados e Discussdo 76

5.2.2.4. Validacao de metodologia analitica por espectrofotometria na

regidao do visivel

5.2.2.4.1. Especificidade e seletividade

Os ensaios de especificidade e seletividade para espectrofotometria de
absorcao na regiao do visivel ndo foram realizados, uma vez que a substancia
analisada é um insumo ativo farmacéutico (API), ndo havendo matriz ou
interferéncia de excipientes ou mesmo pela inexisténcia de substancia padrao

de produtos de degradacao para esse farmaco até o presente momento.

5.2.2.4.2. Linearidade

Pelos parametros da curva analitica apresentados na Tabela 5.10. e na
Figura 5.14., é possivel observar que a linearidade do método, obtida na faixa
de concentracao de 8,0 a 13,0 pg/mL, apresenta coeficiente de correlagao de
0,997, com coeficiente de variacao entre as determinagdes inferior a 5% de
acordo com Brasil (2003), demonstrando haver excelente correlagao linear

entre os dados analisados.

5.2.2.4.3. Precisao

A precisao do método foi avaliada pelos ensaios de repetibilidade
(intradia e interdia) realizada durante trés dias diferentes, nos quais foram
analisadas sete amostras preparadas individualmente. As médias das
absorvancias nas leituras estdo proximas, com coeficiente de variagao de 0,73 e
0,88% no ensaio intradia e interdia, respectivamente, estando os desvios

dentro do permitido comprovando a precisao do método (BRASIL, 2003).
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5.2.2.4.4. Exatidao

Na Tabela 5.14. sao apresentados os valores de recuperagao obtidos
para cada nivel de concentragao testado pelo método espectrofotométrico na

regiao do visivel a 507 nm.

Tabela 5.14. Valores obtidos no teste de recuperacao para azumoleno sodico

pelo método espectrofotométrico na regiao do visivel a 507 nm

Azumoleno Azumoleno

i o _ Recuperagao
sodico SQR  sodico SQR Recuperagao o
media
adicionado encontrado (%)
(%)
(ng/mL) (ng/mL)
R1 1,0 0,988 98,8
R2 3,0 2,940 97,9 98,63
R3 5,0 4,960 99,2

5.2.2.4.5. Robustez

A robustez do método foi determinada pela comparacao dos resultados
obtidos pela variagao de dois analistas podendo ser observado na Tabela 5.15.
e da variacao dos comprimentos de onda.

As médias de absorvancias obtidas do ensaio de robustez com variacao
de dois analistas foi de 0,2333 para o primeiro analista e 0,2355 para o
segundo. A média das absorvancias dos dois analistas foi de 0,2344 e o

coeficiente de variancia de 0,87%.
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Tabela 5.15. Valores da determinacdo da robustez do método
espectrofotométrico na regidgo do visivel com acido cloranilico 0,1% e

acetonitrila de azumoleno sddico pela variagdo do comprimento de onda

Comprimento o Média das
Absorvancia * L CV (%)
de onda (nm) Absorvancias
505 0,2319
507 0,2308 0,2316 0,28
509 0,2320

*Valor obtido da média de 3 analises

5.2.2.4.6. Limite de deteccao

O limite de deteccao foi calculado a partir do desvio padrdao do
coeficiente linear das trés curvas analiticas obtidas (0,00975), sendo que o
coeficiente angular da curva analitica final representada é de 0,0255. O limite

de deteccao encontrado nessas condigOes e parametro € de 1,26 pug/mL.
5.2.2.4.7. Limite de quantificacao

O limite de quantificacao foi calculado a partir do desvio padrao do
coeficiente linear das trés curvas analiticas obtidas (0,00975), sendo que o
coeficiente angular da curva analitica final representada é de 0,0255. O limite
de deteccao encontrado nessas condicoes e parametro é de 3,82 pyg/mL.
5.2.3. Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia
5.2.3.1. Estudos preliminares

Os espectros obtidos das analises em diferentes fases modveis do

azumoleno sddico em solugdo aquosa a 10,0 pg/mL com leitura a 340 nm e

vazao de 1,0 mL/min podem ser observadas das Figuras 5.17. a 5.21.
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Figura 5.17. Cromatograma obtido por de CLAE com fase mdvel composta por
metanol : agua (50:50 v/v) de azumoleno sddico SQR 10,0 pg/mL a 340 nm.
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Figura 5.18. Cromatograma obtido por de CLAE com fase movel
composta por metanol : agua : acetonitrila (50:25:25 v/v/v) de azumoleno
sédico SQR 10,0 pg/mL a 340 nm.
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Figura 5.19. Cromatograma obtido por de CLAE com fase movel
composta por metanol : agua (50:25 v/v) de azumoleno sdédico SQR 10,0
Hg/mL a 340 nm.
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Figura 5.20. Cromatograma obtido por de CLAE com fase movel
composta por metanol : agua (75:25 v/v) de azumoleno sdédico SQR 10,0
Mg/mL a 340 nm.

A fase mdvel de escolha para o desenvolvimento da validagdo de
metodologia analitica por cromatografia liquida de alta eficiéncia foi metanol :
agua (75:25 v/v). A fase composta por trés solventes (metanol : agua :
acetonitrila) foi descartada por apresentar um pico adjacente muito proximo ao
pico de interesse do espectro que podera interferir nas anadlises, além de
apresentar o solvente acetonitrila, que eleva o custo das analises e maior
geragao de residuos.

A escolha da fase movel entre as variacbes de concentracbes dos
solventes metanol : agua foi possivel uma vez que a fase (50:50 v/v)
apresentou a formacao de um pico em torno de 30 minutos, tido como um
tempo longo para a rotina de validacao de metodologia analitica. Da mesma
forma fez-se a escolha da fase metanol : agua (75:25 v/v) por apresentar
menor tempo de retencao, fato que vem do encontro das necessidades
laboratoriais rotineiras.

A escolha da fase moével metanol : agua (75:25 v/v) com ajuste para pH
3,0 com auxilio de acido férmico foi determinante apds analise da diminuicao
do pico adjacente que poderia deformar a cauda do pico principal, alterando
sua area como se pode observar na Figura 5.19, logo, demonstrando

interferéncias significativas durante analises de teor e validacao da metodologia
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analitica. A solucao de azumoleno sddica SQR foi preparada de acordo com o

item 4.1.1, com volume de injecao de 20 pL e vazao de 1,0 mL/minuto.
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Figura 5.21. Cromatograma do azumoleno sddico SQR a 10,0 pg/mL em 340
nm obtido por CLAE com fase mdvel composta por metanol : agua (75:25 v/v)
com ajuste para pH 3,0 por acido férmico.

A fase movel utilizada para metodologia de analise do dantroleno sddico
por CLAE descrita seqgundo Saxena e colaboradores (1976), em 375 nm é o
tetracloreto de carbono : dimetilformamida (90:10 v/v), com vazao de 2,0
mL/min, apresentando, em condicdes cromatograficas especificas com tempo
de retencao de 30 minutos.

Em monografia do dantroleno sédico na Farmacopeia Japonesa utiliza-se
como fase movel para ensaios em CLAE hexano:acido acético:etanol (90:10:9
v/v/v), resultando em tempo de retencao de 8 minutos em comprimento de
onda de 300 nm (JAPANESE PHARMACOPOEIA, 2001).

5.2.3.2. Curva analitica

A Tabela 5.16. apresenta as leituras de absorvancia obtidos para a curva

analitica em comprimento de onda de 340 nm com solvente agua purificada.
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Tabela 5.16. Absorvancias determinadas na obtencdo da curva analitica de

azumoleno SQR pelo método CLAE a 340 nm

Concentracao
de azumoleno , , i DPR
L Area Area media £ e.p.m.
sodico SQR (%)
(ng/mL)
350609,0
5,0 354286,07 0,98
354704,5 £ 2013,06
357544,7
463499,0
454869,00
7,0 455265,0 £ 5100,69 1,94
445843,0
536140,0
9,0 534351,26667 0,44
535237,4 + 1362,58
531676,4
629456,5
11,0 633008,83 0,49
634391,7 + 1790.62
635178,3
706586,0
13,0 703212,93 1,56
690960,3 £ 6329.18
712092,5
820178,0
15,0 805727,33 1,76
805183,0 + 8190.48
791821,0

e.p.m. = erro padrdo da média

DPR % = desvio padrao relativo percentual

A representacao grafica da curva analitica e o coeficiente de regressao

das solucdes de azumoleno SQR em concentragoes de 5,0 a 15,0 pg/mL pelo

método CLAE estdo representados na Figura 5.22.
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Figura 5.22. Representacdo grafica da curva analitica da solucao de

azumoleno por CLAE a 340 nm.

A equacdo da reta, determinada pelo método dos minimos quadrados, é

y = 44299x + 137924, com um coeficiente de correlacao (r) igual a 0,999.

Segundo BRASIL (2003) o critério minimo aceitavel do coeficiente de

correlagao (r) deve ser = 0,99.

A ANOVA calculada para os dados da curva analitica do azumoleno sdo

mostrados na Tabela 5.17.
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Tabela 5.17. Andlise de variancia dos valores de absorvancia determinados

para obtencdo da curva analitica de azumoleno sddico SQR, utilizando CLAE a

340 nm
Soma dos Variancia F
Fontes de Grau de
L . quadrados das (Quadrados F calc. tab.
variacao Liberdade i L 0.05
areas médios) (0,05)
Entre
5 425527047841,8 85105409568,36  284,13* 3,11
Doses
Regressao 1 423951888152,18 423951888152,18 1415,4* 4,75
Desvio da
. , 4 1575159689,62 393789922,40 1,31 4,79
linearidade
Residuo
12 299528645,55 24960720,46 - -
(Dentro)
Total 17 425826576487,34 - - -
*Significativo para p<5%

A absortividade molar (&) foi calculada pela Equagao 8.

Os parametros do tratamento estatistico sobre os valores experimentais
obtidos para a curva analitica encontram-se na Tabela 5.18.
Tabela 5.18. Parametros analiticos do método CLAE proposto para azumoleno
sodico a 340 nm
Parametros Resultados
2 (nm) 340
€ (L/mol.cm) 2668477513,73
Faixa de concentracao utilizada (ug/mL) 50-15,0
Equacao:y =ax + b
a 44299
b 137924
r (coeficiente de correlacao) 0,999

n 6
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5.2.3.3. Determinacao da concentracao de azumoleno na amostra

Os valores de teor de azumoleno sodico na amostra foram obtidos com
sete leituras de solugao a 9 pg/mL em triplicata estao representados na Tabela
5.19.

Tabela 5.19. Valores determinados para o doseamento de azumoleno sddico

na amostra por CLAE a 340 nm

. teor de teor médio +
dia . 5 CV (%)
azumoleno e.p.m.
Hg/mL [C %]
1 8,88 98,67
2 8,82 98,03 98,80 + 0,03 0,85
3 8,97 99,69

1Cada valor corresponde a média de sete determinacdes.

%e.p.m. — erro padrdo da média.
5.2.3.4. Validacao de metodologia analitica por CLAE
5.2.3.4.1. Especificidade e seletividade

Os ensaios de especificidade e seletividade nao foram realizados para o
método analitico de cromatografia liquida e alta eficiéncia, uma vez que a
substancia analisada € um insumo ativo farmacéutico (API), ndo havendo

matriz ou interferéncia de excipientes ou mesmo pela inexisténcia de substancia

padrado de produtos de degradacdo para esse farmaco até o presente momento.

5.2.3.4.2. Linearidade

Pelos parametros da curva analitica apresentados na Tabela 5.16. e na

Figura 5.20., é possivel observar que a linearidade do método, obtida na faixa
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de concentracao de 5,0 a 15,0 pg/mL, apresenta coeficiente de correlagao de
0,99, com coeficiente de variagao entre as determinacOes inferior a 5%,

demonstrando haver excelente correlacao linear entre os dados analisados.

5.2.3.4.3. Precisao

A precisao do método foi avaliada pelos ensaios de repetibilidade
(intradia e interdia) realizada durante trés dias diferentes, nos quais foram
analisadas sete amostras preparadas individualmente. As médias das
absorvancias nas leituras estao proximas, com coeficiente de variagdo de
0,08% e 1,23% respectivamente no ensaio intradia e interdia, respectivamente,
estando os desvios dentro do permitido comprovando a precisao do método
(BRASIL, 2003a).

5.2.3.4.4. Exatidao
Na Tabela 5.20. sao apresentados os valores de recuperacao obtidos
para cada nivel de concentracao testado de acordo com o item 4.3.3.5.3. pelo

método CLAE a 340 nm para azumoleno sodico.

Tabela 5.20. Valores obtidos no teste de recuperacdao para azumoleno sodico
por CLAE a 340 nm

Azumoleno Azumoleno

i o _ Recuperacao
sodico SQR  sodico SQR Recuperacao L
media
adicionado encontrado (%)
(%)
(ng/mL) (ng/mL)
R1 1,0 0,973 97,33
R2 3,0 2,951 98,38 98,14

R3 5,0 4,936 98,72
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5.2.3.4.5. Robustez

A robustez do método foi determinada pela comparacao dos resultados
pelas diferencas das médias obtidas por dois analistas, com um coeficiente de
variacao de 1,11 % e pela variacao da vazao do equipamento com variacao de
0,9 mL/min e 1,1 mL/min, em comparacdao a 1,0 mL/min (vazdo padrao
utilizada no desenvolvimento do método proposto por CLAE), resultando em um

coeficiente de variacao de 0,64 %.

5.2.3.4.6. Limite de Deteccao

O limite de deteccao foi calculado a partir do desvio padrao do
coeficiente linear das trés curvas analiticas obtidas (12784,74), sendo que o
coeficiente angular da curva analitica final representada é de 44299. O limite de

deteccao encontrado nessas condices e parametro é de 0,95 pg/mL.

5.2.3.4.7. Limite de Quantificacao

O limite de quantificacao foi calculado a partir do desvio padrao do
coeficiente linear das trés curvas analiticas obtidas (12784,74), sendo que o
coeficiente angular da curva analitica final representada é de 44299. O limite de

deteccao encontrado nessas condigOes e parametro é de 2,89 ug/mL.
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6. DISCUSSAO GERAL

Na iniciativa de qualquer empresa do segmento farmacéutico de alcangar
a qualidade total muito trabalho deve ser realizado no sentido de validar
métodos analiticos, seja para realizacdo de analises rotineiras do controle de
qualidade de matérias-primas, de produtos intermediarios ou comprovacao de
qualidade de produtos finais.

Até mesmo outras atividades que devem ser obrigatoriamente realizadas
por industrias farmacéuticas como controle em processo e validacdo da limpeza
de equipamentos possuem como pré-requisito a validagdo de métodos
analiticos. De mesma forma ocorre com a realizagao de estudos de estabilidade.

A escolha por um dos métodos desenvolvidos e validados para
quantificacdo de azumoleno sdédico deve levar em consideracdo fatores
relacionados a estrutura de cada estabelecimento farmacéutico, ja que todos os
métodos apresentaram confiabilidade analitica na totalidade dos parametros de
validacao.

A elaboracao das especificacdes de matérias-primas deve ocorrer de
acordo com dados farmacopeicos ou na auséncia destes, com base em critérios

do fabricante.

As analises qualitativas permitiram caracterizar o azumoleno sddico pelos

seguintes métodos:

- Caracteristicas fisicas: O aspecto indicado como pd branco pode ser
utilizado como parametro qualitativo quanto associado e comparado a algum

compéndio oficial ou mesmo especificacao interna do produto.

- Determinacao da solubilidade: Foram utilizados diversos solventes na
determinagao das solubilidades cuja finalidade foi de realizar a caracterizagao

da substancia qualitativamente.
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- Determinacdo do ponto de fusdo: A determinacdo média resultante das
analises foi de 242,5°C podendo ser amplamente utilizado como parametro de

identificacao desse composto.

- Andlise térmica através de termogravimetria (TG) e andlise térmica
diferencial (DTA): As curvas termogravimétricas obtidas do azumoleno sddico
SQR e amostra apresentaram similaridade, podendo-se observar 3 etapas de
degradacdo com inicio e fim em temperaturas proximas e perda de massa

equivalente.

- Espectroscopia na regiao do infravermelho: Foi utilizada para identificar
0os grupos funcionais do azumoleno sodico, além de realizar uma analise
comparativa dos picos dos espectros para azumoleno sddico SQR e amostra.

Atuante em amplas aplicacdes no setor farmacéutico, usualmente tém
prevaléncia em elucidacdao estrutural de substancias, identificacdo rotineira de
compostos e estudo de caracterizagdo polimérfica (OHANNESIAN, STREETER,
2002).

- Espectrofotometria na regiao do ultravioleta: Dentre todos os solventes
utilizados para determinacao dos maximos de absorcdo, a agua por ser de facil
aquisicao, baixo custo e facil descarte foi determinada como solvente de
escolha para o desenvolvimento da validacao do método por espectrofotometria
UV. Os espectros obtidos para azumoleno sédico SQR e amostra apresentaram

pico caracteristico a 340 nm.

- Espectrofotometria na regido do visivel: A escolha do método com
utilizacdo de acido cloranilico 0,1% como reagente e acetonitrila como solvente
baseou-se em estudos preliminares e na analise da literatura para farmacos
com grupamentos semelhantes. Os espectros obtidos para azumoleno sddico

SQR e matéria-prima apresentaram pico caracteristico a 507 nm;
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Métodos analiticos devem ser apresentados a comunidade cientifica
apenas apdés a confirmacao de que sao eficientemente aplicaveis ao uso
pretendido. Para isso, foram desenvolvidos e validados trés métodos para

determinacdo quantitativa de azumoleno sddico:

- Espectrofotometria na regido do ultravioleta: Apds a obtencdo da curva
de Ringbom definiu-se a curva analitica de acordo com a Lei de Lambert-Beer,
obtendo-se linearidade satisfatoria de 0,9995, com equagao da reta y=0,0868x-
0,0425. Obteve-se boa precisdo, robustez e exatiddo do método. Foram
definidos os limites de deteccao e de quantificacdo. O teor médio de azumoleno

sodico foi determinado.

- Espectrofotometria na regido do visivel: Apds a obtencao da curva de
Ringbom definiu-se a curva analitica de acordo com a Lei de Lambert-Beer,
obtendo-se linearidade satisfatdria de 0,99, com equacdo da reta y=0,0255x-
0,0257. Obteve-se boa precisdo, robustez e exatiddo do método. Foram
definidos os limites de deteccao e de quantificacdo. O teor médio de azumoleno

sodico foi determinado.

- Cromatografia liquida de alta eficiéncia: A fase movel metanol : agua
(75:25 v/v), utilizada para o desenvolvimento do método analitico foi simples,
de baixo custo e de menor geracao de residuos. O tempo de retencdo obtido foi
de cerca de 5,0 minutos, fato este que torna o método rapido. A curva analitica
foi definida e adaptada de acordo com o método de espectrofotometria na
regiao do ultravioleta obtendo-se linearidade satisfatéria de 0,999, com
equacao da reta y=44299x-137924. Obteve-se boa precisao, robustez e
exatiddo do método. Foram definidos os limites de deteccdo e de quantificacao.
O teor médio de azumoleno sodico foi determinado.

Deve-se estimar sempre, para a opcao da cromatografia liquida de alta
eficiéncia, a necessidade de pessoal qualificado para realizacdo de tais analises,
custos inerentes ao equipamento e respectivas manutencoes e ainda tempo de

anadlise. No referido estudo pdde-se constatar um tempo de retengao de
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surgimento dos picos cromatograficos relativamente curto (cerca de 4min e
45seg), permitindo a andlise de um grande numero de amostras em curto
periodo de tempo.

Ainda que se priorize a utilizacao de métodos analiticos através de CLAE,
uma das limitacbes da utilizacdo desta técnica é o alto custo da andlise, que
emprega solventes organicos de alta pureza e padroes de referéncias, que
ainda apresenta como ponto negativo o impacto ambiental ocasionado pela
geragao de residuos. Entretanto, este método analitico é altamente especifico
e sensivel, trazendo muita confiabilidade para ensaios analiticos.

Os ensaios que se utilizam da espectrofotometria na regidao do
ultravioleta e do visivel apresentam tempo de analises mais curto, sao
economicamente mais indicados e ndo geram residuos quimicos em demasia,
além ainda da questdao da portabilidade e simplicidade da técnica quando
comparada ao CLAE.

Diversos fatores podem influenciar os resultados finais de ensaios que
visam a validacao de determinado método analitico. Pode-se citar, por exemplo,
a qualificacdao do analista e a presenca deste desde o inicio até o final do
processo, buscando a minimizacao de desvios analiticos. Desta mesma forma
procura-se utilizar vidrarias calibradas e equipamentos em perfeito estado de
funcionamento e sempre sobre as mesmas condicoes de uso, temperatura e
umidade controladas no ambiente da pesquisa, tempo de estabilidade das

solucOes e reagentes, tal como sou modo sistematico de preparo.

6.1. Anadlise comparativa das metodologias propostas para

quantificacao de azumoleno sddico

E de extrema necessidade a comparacdo dos métodos desenvolvidos nos
diversos parametros da validagdo para determinar a variabilidade e a viabilidade
desses métodos de forma significativa para que se possa optar por qualquer um

deles baseando-se a decisao com equivaléncia e confiabilidade analitica.
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Os métodos quantitativos para analise do azumoleno sédico comparados
foram desenvolvidos por espectrofotometria de absorcao na regiao do
ultravioleta e visivel e cromatografia liquida de alta eficiéncia.

A farmacopeia americana (USP 31, 2008) recomenda a comparacao de
métodos analiticos nos parametros de precisdo e exatiddao. Para isso foram
analisados os parametros de validacado dos métodos propostos para
espectrofotometria de absorcdo na regido do ultravioleta e visivel e

cromatografia liquida de alta eficiéncia, podendo ser observados na Tabela 6.1.

Tabela 6.1. Andlise comparativa dos métodos de analise propostos para

azumoleno sddico

Parametros Metodos
uv Visivel CLAE
A (nm) 340 507 340
Faixa de concentracao utilizada
7-12 8-13 5-15
(Mg/mL)
Equacédo:y=ax+b
a 0,0868 0,0255 44752
b - 0,0425 - 0,0257 137150
r 0,999 0,997 0,999
n 6 6 6
Exatiddo (%) 98,10 98,63 98,14
Precisado intradia (CV%) 0,83 0,73 0,08
Precisao interdia (CV%) 0,76 0,88 1,23
Robustez (%) 1,450 0,575 0,875
Limite de Deteccao (ug/mL) 0,24 1,26 0,95

Limite de Quantificacao (ug/mL) 0,73 3,82 2,89
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Todos os métodos propostos se apresentam satisfatorios quanto ao
quesito exatiddo (obtida através do ensaio de teste de recuperacao), sendo
proximos a 100%, além de robustez e precisao, podendo-se observar valores
inferiores a 5%, como preconizado por Brasil (2003).

Tabela 6.2. Valores obtidos no doseamento do azumoleno sddico para os

métodos propostos

. Métodos
Parametro

uv Visivel CLAE

98,16 97,40 98,67

Teor (%) 98,89 98,57 98,03
99,22 98,47 99,69

Teor médio (%) 98,86 98,15 98,80

CV (%) 0,62 0,66 0,85

A referente anadlise comparativa deve-se basear também em fatores
como o doseamento do azumoleno sddico entre os trés métodos propostos,
como apresentados na Tabela 6.2.

Os ensaios de doseamento para os trés métodos apresentou resultados

semelhantes e com coeficiente de variacao satisfatorio.
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7. CONCLUSAO

A utilizacao das técnicas propostas possibilitou com eficiéncia e rapidez a
identificagdo do azumoleno sodico. Foi possivel também, concluir que os
métodos validados podem ser utilizados de forma satisfatdéria para quantificar o
azumoleno sodico matéria-prima, verificando a importancia dos parametros de
validacdo realizados para a aceitabilidade de cada novo método proposto.

As analises qualitativas permitiram a identificagdo do azumoleno sddico
por meio das técnicas de espectrofotometria de absorcao na regiao do
ultravioleta e Vvisivel, infravermelho, termogravimetria e andlise térmica
diferencial, além é claro, da possibilidade de identificagdo de farmacos através
da cromatografia liquida de alta eficiéncia.

O desenvolvimento e validacgdo das metodologias analiticas de
quantificacdao através dos ensaios de espectrofotometria de absorcao na regiao
do ultravioleta e visivel e da cromatografia liquida de alta eficiéncia
apresentaram-se satisfatorios.

A analise qualitativa foi realizada com sucesso por analise térmica,
espectrofotometria de absorcao na regidao do ultravioleta, espectroscopia na
regiao do infravermelho e espectrofotometria de absorcao na regiao do visivel
com utilizagdo de acido cloranilico 0,1% como reagente e acetonitrila como
solvente, permitindo a identificacao do azumoleno sddico.

Os métodos de andlise quantitativos desenvolvidos e validados
envolveram espectrofotometria no UV, com comprimento de onda a 340 nm,
que apresentou resposta linear entre a faixa de concentracao de 7,0 e 12,0
Mg/mL, na qual foram analisados satisfatoriamente os parametros de precisao,
exatiddo, robustez, limite de deteccdo e limite de quantificacao, com teor médio
de 98,86% e CV de 0,62 %

Para o método espectrofotométrico na regido do visivel, foram utilizados
acido cloranilico 0,1% como reagente e acetonitrila como solvente, com
comprimento de onda a 507 nm e faixa de concentracao linear de 8,0 a 13,0
hg/mL, com avaliacao dos parametros de precisao, exatidao, robustez, limite de

deteccao e limite de quantificagao, com teor médio de 98,15% e CV de 0,66 %.
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Para o método cromatografico foi utilizada coluna de fase reversa Cig e
fase movel composta por metanol : agua (75:25, v/v) com ajuste para pH 3,0
com auxilio de acido férmico, vazao de 1,0 mL/min e 20 yL de volume de
injecao, com leituras a 340 nm, apresentando linearidade em faixa de
concentragao de 5,0 a 15,0 pg/mL, com avaliacdo dos parametros de precisao,

exatidao e robustez, com teor médio de 98,80 % e CV de 0,85 %.
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