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Enquanto estiver vivo, sinta-se vivo.

Se sentir saudades do que fazia, volte a fazé-lo.

N&o viva de fotografias amareladas...

Continue, quando todos esperam que desistas.

N&o deixe que enferruje o ferro que existe em voceé.
Faca com que ao invés de pena, tenham respeito por vocé.
Quando nao conseguir correr através dos anos, trote.
Quando nao conseguir trotar, caminhe.

Quando nao conseguir caminhar, use uma bengala.
Mas nunca se detenha.

(Madre Teresa de Calcuta)
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DESENVOLVIMENTO DE METODOLOGIA ESPECTROFOTOMETRICA
COMO ALTERNATIVA PARA DETERMINACAO DO ACIDO
5-AMINOSALICILICO EM MEDICAMENTOS

Resumo

O desenvolvimento de novas metodologias analiticas é essencial para criar
alternativas aos métodos descritos nas farmacopeias, seja para identificacao ou
guantificacao de farmacos. A literatura mostra poucos métodos de quantificacao
do &cido 5-aminosalicilico (5-ASA) em formas farmacéuticas. E considerada a
metodologia mais utilizada, feita por CLAE (Cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia), o que torna caro o procedimento e até invidvel em determinados
setores. Dessa forma, justifica-se a pesquisa por métodos rapidos, eficientes e
de baixo custo para anélise desse farmaco. Assim, esta dissertacao teve como
objetivo utilizar a técnica de espectrofotometria para a determinacao de acido 5-
aminosalicilico em diferentes formas farmacéuticas, baseando-se na reacao de
formacdo de um complexo colorido formado entre 5-ASA e ions Fe**, a qual é
conhecida como técnica de Trinder. No Capitulo 1 dessa dissertacdo esta
descrita a metodologia desenvolvida, bem como os resultados dessa pesquisa,
juntamente com as discussdes pertinentes. O delineamento experimental (DOE)
e ametodologia de superficie de resposta (RSM) foram realizados com o objetivo
de reduzir o nimero de experimentos e obter as melhores condi¢des para 0s
procedimentos de medidas de absorbancia do complexo. Foram estudados trés
fatores em dois niveis: concentracdo de 5-ASA (150 mg/L; 275 mg/L e 400 mg/L),
concentracdo de FeClz (100 mg/L; 200 mg/L e 300 mg/L) e proporcédo de volume
(1:2; 1:1 e 2:1) entre as quantidades de 5-ASA e FeCl;. O método desenvolvido
apresentou valores satisfatorios de linearidade, precisdo e exatiddo. As
diferentes formulacées de drogas contendo 5-ASA apresentaram valores
concordantes com os das especificacbes contidas na embalagem. A
metodologia espectrofotométrica aplicada foi de baixo custo, simples e rapida

para a determinagao de 5-ASA em formulagdes farmacéuticas.

Palavras-chave: 5-ASA; Analise; Espectrofotometria; Validacao.
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DEVELOPMENT OF SPECTROPHOTOMETRIC METHODOLOGY AS AN
ALTERNATIVE FOR THE DETERMINATION OF 5-AMINOSALICILIC ACID IN
MEDICINES

Abstract

The development of new analytical methodologies is essential to create
alternatives to the methods described in the pharmacopoeias, either for
identification or quantification of drugs. The literature shows few methods of
guantification of 5-aminosalicylic acid (5-ASA) in pharmaceutical forms, being the
methodology most used by CLAE (High Performance Liquid Chromatography),
which makes the procedure expensive and even unviable in certain sectors.
Thus, it is justified the research by fast, efficient and low-cost methods for the
analysis of this drug. This dissertation aimed to use the spectrophotometry
technique for the determination of 5-aminosalicylic acid in different
pharmaceutical forms, based on the formation reaction of a colored complex
formed between 5-ASA and Fe3* ions, which is known as the Trinder. Chapter 1
of this dissertation describes the methodology developed, as well as the results
of this research, together with the relevant discussions. Experimental design (ED)
and response surface methodology (RSM) were carried out in order to reduce
the number of experiments and achieve the best conditions for complex
absorbance procedure. Three factors at two levels were studied: 5-ASA
concentration (150 mg/L; 275 mg/L and 400 mg/L), FeCl; concentration (100
mg/L; 200 mg/L and 300 mg/L) and volume ratio (1:2; 1:1 and 2:1) between the
amounts of 5-ASA and FeCl3. The developed method showed satisfactory values
for linearity, precision and accuracy. The different drug formulations containing
5-ASA presented values that were in agreement with those specifications in the
package. This spectrophotometric methodology proved to be low-cost, simple

and fast to determine 5-ASA in pharmaceutical formulations.

Key words: 5-ASA; Analyze, Spectrophotometry; Validation.
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1. Introducéo

O &cido 5-aminosalicilico (5-ASA), também conhecido como mesalazina,
€ um farmaco muito utilizado no tratamento de inflamacbes do sistema
digestorio. Pode ser utilizado também no tratamento da colite ulcerativa e em
casos de cancer. A colite ulcerativa tem sua predominancia em adultos de 20 a
40 anos e pode ser chamada de proctite, colite esquerda, proctossigmoidite ou
pancolite dependendo da localizagéo das inflamacdes no intestino.

Essas inflamacfes do sistema digestorio podem ser tratadas com dieta
alimentar associada ao uso de medicamentos, dentre eles os corticoides e anti-
inflamatérios nao esteroidais (AINES), os quais objetivam controlar a
sintomatologia e amenizar as manifestacfes clinicas. Dentre os AINES, os
aminossalicilatos sdo amplamente utilizados devido aos seus efeitos
terapéuticos e também pelos efeitos adversos mais brandos comparados aos
corticosteroides. O acido 5-aminosalicilico (5-ASA) ou mesalazina tem sido
usado no tratamento das doencas inflamatdrias intestinais, mesmo com seus
efeitos anti-inflamatérios ndo bem esclarecidos.

O desenvolvimento de novas metodologias analiticas € essencial para
criar alternativas aos métodos descritos nas farmacopeias, seja para
identificacdo ou quantificacdo de farmacos. Existem poucas metodologias para
a quantificacdo do 5-ASA em formulacfes farmacéuticas e, frente aos métodos
mais adotados pelas farmacopeias, destacam-se os cromatograficos, como a
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE).

Por conseguinte, justifica-se a pesquisa para o desenvolvimento e
validacdo de metodologia espectrofotométrica a fim de apresentar a comunidade
cientifica uma alternativa de doseamento do 5-ASA, com caracteristicas de baixo

custo e utilizacdo de aparelhos acessiveis na maioria dos laboratorios existentes.



2. Objetivos

2.1.0bjetivo geral

Desenvolver e validar uma metodologia analitica para determinacao de
acido 5-aminosalicilico em produtos farmacéuticos, utilizando-se técnica
espectrofotométrica e planejamento experimental a fim de que se otimizem os

resultados.

2.2.0bjetivos especificos

e Desenvolver uma metodologia analitica para determinacdo de acido 5-
aminosalicilico em alguns produtos farmacéuticos utilizando-se da técnica
espectrofotométrica, a partir da reacdo de formacao do complexo colorido
com o ion metélico Fe (llI).

e Utilizar o planejamento fatorial 23, com os fatores: concentracdo de 5-
ASA, concentracao de solucéo FeCl; e proporcéao de volume entre esses,
bem como a resposta Absorbancia do complexo formado.

e Validar a metodologia desenvolvida a partir dos parametros de
linearidade, limite de deteccdo, limite de quantificacdo, precisao e
exatidao.

e Analisar diferentes formas farmacéuticas contendo o farmaco 5-ASA,
sendo elas, comprimidos referéncia e genérico, capsula manipulada,

enema e saché.



3. Fundamentacéo tedrica

3.1.Farmaco 5-ASA

O &cido 5-aminosalicilico (5-ASA), também conhecido como Mesalamina
ou Mesalazina, é uma droga usada para tratar inflamacdes do trato digestivo
(doenca de Crohn) e para amenizar a colite ulcerativa. Como um derivado do
acido salicilico, 0 5-ASA é também um antioxidante que sequestra radicais livres,
0S quais sao produtos do metabolismo e potencialmente prejudiciais ao corpo
(CAletal., 2003; GOTTl et al., 2001; JOSHI et al., 2005). A estrutura quimica do

acido 5-aminosalicilico é representada na Figura 1.
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Figura 1 - Estrutura quimica do acido 5-aminosalicilico (C7H;NQO3)

Este farmaco é instavel em condicbes gastricas e propenso a ser
absorvido no intestino superior, o que causa baixa biodisponibilidade do farmaco
e baixa eficiéncia contra a doenca inflamatéria do célon. Portanto, a entrega
especifica no colon de 5-ASA é uma questdo importante (CAl et al., 2003).

Os anti-inflamatorios néo esteroidais, sobretudo o acido 5-aminossalicilico
(5-ASA) ou mesalazina, sdo usados para o tratamento da doenca inflamatéria
intestinal por apresentarem, principalmente, efeitos adversos mais brandos
guando comparados aos corticosteroides (GASCHE, 2011).

O uso da mesalazina (5-ASA) para o tratamento da doenca inflamatoria
intestinal resulta das pesquisas sobre 0 mecanismo de a¢éo da sulfassalazina.
A sulfassalazina é clivada, por acdo das bactérias da microbiota intestinal, e gera
sulfapiridina e mesalazina. De acordo com os dados recentes, a atividade
terapéutica é atribuida a mesalazina (Unico metabdlito biologicamente ativo),
todavia, a maior parte dos efeitos adversos, sao causados pela sulfapiridina.

Pacientes que nao toleraram a terapia com sulfassalazina tém sido tratados com



éxito quando utilizam a mesalazina (KOELINK et al., 2010; LIM & HANAUER,
2010).

A Mesalazina, quando administrada por via oral, é rapidamente absorvida
na porc¢ao inicial do intestino, onde ha a maior parte de sua passagem para o
ambiente sistémico. Seu metabolismo é feito pelas N-acetil-transferases,
presentes nas células epiteliais do intestino e nos hepatdcitos e seu produto de
metabolismo é chamado N-acetil-5-ASA. O tempo de meia vida pode variar de
1,4 até 6 horas, dependendo do sistema de liberacdo. A excrecdo pode ocorrer
pela urina, tanto na forma metabolizada como na forma original, e, cerca de 50%
séo excretados pelas fezes de forma inalterada (QURESHI & COHEN, 2005).

A dosagem e a forma farmacéutica representam um papel central na
eficacia de aminossalicilatos (ITO et al.,, 2010). O 5-ASA possui diversas
concentracdes comercializadas que variam de 400 mg a 2,5 g, dependendo da
forma farmacéutica e do método de liberacdo, nos quais reflete-se também a
seguranca de uso e administragédo (SUTHERLAND et al., 2006).

Os niveis de 5-ASA foram tradicionalmente quantificados a partir de
técnicas cromatograficas em formulacbes farmacéuticas e em matrizes
biologicas, como sangue e secrecdes. Embora rotineiramente utilizadas, essas
técnicas sao relativamente caras e estao sujeitas a inconvenientes, uma vez que,
muitas vezes, podem incluir extensa preparacdo de amostras intensivas em
mao-de-obra e tempo de andlise prolongado (NOBILIS et al., 2006, PALUMBO
et al., 2005).

A determinacdo dos niveis de salicilatos pode ser feita por um método
analitico de baixo custo, exatidao e precisdo adequadas, chamado método de
Trinder, no qual se utiliza da técnica de espectrofotometria na regido do visivel.
A concentracdo do 5-aminosalicilico esta diretamente relacionada a intensidade
da coloracao violeta do complexo formado entre o ion salicilato e o ion férrico
oriundo do reagente cromogénico, o cloreto de ferro Ill (INMETRO, 2016).

A quantidade do complexo formado € diretamente proporcional a
guantidade do analito presente na amostra. Esse complexo colorido é
guantificado pela medida da absorbancia da luz em 540 nanbémetros, que
atravessa a cubeta de vidro com a amostra adicionada de reagente, em
comparacao com uma solucdo-padrao do analito em concentracdo conhecida
(MOREAURLM, 2012).



A literatura mostra poucos métodos de quantificagdo do 5-ASA em formas
farmacéuticas. A Farmacopeia Americana (USP — United States Pharmacopeia,
24 ed.) adota o0 método de CLAE (Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia),
também denominado HPLC (High-performance liquid chromatography), que é
baseado em uma fase mdvel contendo hidrogenossulfato de tetrabutilamdnio
como um agente de emparelhamento de ions, e isso diminui a vida util da coluna
(USP, 2000).

Além disso, o método cromatografico € considerado caro e a execucao de
analises por CLAE € pouco viavel para alguns setores, como as farmacias
magistrais. Na farmacopeia brasileira, ndo ha procedimento para a determinacao
de 5-ASA em produtos farmacéuticos (FARMACOPEIA BRASILEIRA, 2010).

Patel e colaboradores (2010) utilizaram trés métodos (A, B e C) de
espectrofotometria visivel para medida quantitativa da mesalazina em formas
farmacéuticas. Os métodos foram baseados na formacdo de cromogénios
coloridos, medidos em 552 nm, 440 nm, e 494 nm, respectivamente.

O reagente de Bratton-Marshall (N-(1-naftil) etilenodiamina) foi
empregado no método A; o reagente de Kovacs (paradimetilaminobenzaldeido)
foi empregado no método B, e o reagente de Gibbs (2,6-
dicloroquinonacloroimida) foi empregado no método C. Os métodos propostos
foram validados e considerados como simples, sensiveis, seletivos, exatos,
precisos, econdmicos e podem ser usados para a determinagdo de mesalazina
em formas farmacéuticas.

O método de voltametria de onda quadrada com eletrodo de grafite de
lapis foi aplicado em outro estudo. Depois da otimizacdo das condicdes
experimentais, as curvas de calibracao foram obtidas na concentracéo linear que
variou de 9,78 x 107" a 7,25 x 10 mol/L, cujo resultado atingiu um limite de
deteccdo de 2,12 + 0,05 x 10°® mol/L. Testes estatisticos mostraram que as
concentracdes de 5-ASA em comprimidos comerciais e enemas obtidos com o
método voltamétrico proposto estavam em concordancia com os valores obtidos
via HPLC em nivel de confianga de 95% (ULIANA et al., 2010).

Rafael e colaboradores (2007) compararam e validaram trés métodos
analiticos para controle de qualidade de comprimidos comerciais contendo 5-
ASA: HPLC, DPPH (radicais 1,1-difenil-2-picrilhidrazil) e nitrosacdo. Os
parametros linearidade, precisédo e exatidao foram estudados. O método HPLC

com deteccao ultravioleta em 254 nm foi realizado utilizando coluna C18 e a
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eluicdo em fase movel, constituida de tampéo fosfato monobasico 30 mmol/L
(pH 7,00 e metanol (70:30; v/iv), com 25% de sulfato hidrogénio de
tetrabutilamonio.

Para o método de DPPH, foram utilizados tamp&o acetato 100 mmol/L, pH
5,5, alcool etilico e 250 pmol/L solucdo etandlica de DPPH a 517 nm. E, para o
método de nitrosacéo, foram utilizados um eletrodo de platina e um padréo de
nitrito de sddio 0,1 mol/L como solucéo titulante. A Repetibilidade e a preciséo
intermediaria foram menores que 3%. Os métodos propostos pelos autores

podem ser usados para analise quantitativa do 5-ASA em formas farmacéuticas.

3.2.Validacao analitica

A validacdo de métodos analiticos € um processo no qual utilizam-se
estudos estatisticos para garantir que o método atenda as exigéncias desejadas
e documente as evidéncias quanto a eficiéncia para que aquele realize o que lhe
foi indicado (RUELA et al., 2009). No Brasil, existem dois 6rgaos que credenciam
e fiscalizam os procedimentos farmacéuticos: a Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitéria (ANVISA) e o Instituto Nacional de Metrologia, Qualidade e Tecnologia
(INMETRO).

Os parametros para a validagdo do ensaio analitico devem ser definidos
para o desenvolvimento da validacdo do método. Dentre os parametros mais
importantes, destacam-se a linearidade, a especificidade, a preciséo, o limite de
deteccao, o limite de quantificacdo e a exatiddo (ANVISA; Resolucédo n°® 166,
2017).

A linearidade consiste na capacidade de fornecer resultados diretamente
proporcionais a concentragdo da substancia examinada dentro dos limites de
variagdo desejados, os quais determinam a faixa de aplicacdo, também
chamado de intervalo de atuacdo (ANVISA; Resolucéo n° 166, 2017).

A especificidade consiste na capacidade que um método tem de avaliar
de forma inequivoca determinada substancia em uma mistura complexa. A
especificidade de um método € expressa pela concordancia entre resultados
obtidos para a solucéo padrao e amostra (ANVISA; Resolucéo n® 166, 2017).

A precisao corresponde ao grau de repetibilidade e reprodutividade entre

valores obtidos em analises individuais. A precisdo esta associada a



repetitividade, ou seja, a maxima diferenca aceitavel em medicdes individuais
com 0 mesmo conjunto (mesma amostra, mesmo analista, mesmo
equipamento). Ja a precisao intermediaria expressa valores que envolvem
diferentes dias, analistas, equipamentos, etc. (GIL, 2010).

O parametro sensibilidade é a capacidade de o método analitico distinguir,
com determinado nivel de confianga, duas concentracBes proximas. Existem
dois tipos de validacdo associados a sensibilidade: limite de deteccdo (LD) e de
guantificacao (LQ). O primeiro consiste na detec¢cao da mais baixa concentragao.
Ja o segundo, aplica-se a ensaios de doseamento e € a menor concentracao
gue pode ser determinada quantitativamente pelo método (GIL, 2010). O
parametro exatidao diz respeito ao grau de concordancia entre os resultados

encontrados pelo método e um valor aceito como referéncia (valor esperado).

3.3.Planejamento experimental

O uso de ferramentas estatisticas, tais como o planejamento fatorial e a
superficie de resposta, explora as condi¢cdes experimentais do sistema com o
minimo de experimentos possiveis, portanto, revelam-se as contribuicbes das
variaveis da técnica naresposta analitica de forma mutua (BARROS et al., 2010).

O planejamento fatorial € uma estratégia analitica util e sua principal
aplicacdo consiste na triagem dos fatores mais relevantes de determinado
sistema analitico. Apds este processo de triagem das variaveis mais
significativas, sdo executados experimentos que permitem refinamento e melhor
conhecimento do sistema em estudo (MONTGOMERY, 1991).

As variaveis selecionadas sdo otimizadas por softwares estatisticos que
gerardo modelos matematicos. Por fim, € estabelecida uma equacado matematica
gue relaciona as varidveis a serem otimizadas com a resposta analitica
(superficie de resposta). Nessa equacao, sdo aplicados artificios matematicos
com o0s quais se estabelecem uma combinagcdo numérica otimizada para as
variaveis do sistema (BARROS et al., 2010).

Na proposicdo de um planejamento experimental, é fundamental que o
mesmo seja capaz de fornecer exatamente o tipo de informacdo que o analista
deseja. Assim, a atividade mais importante ndo esta na analise de dados, e sim
no planejamento dos experimentos em que estes dados devem ser obtidos
(BARROS et al., 2010; SILVA et al., 2008).



O planejamento fatorial em dois niveis consiste na realizacdo de um
planejamento 2% onde k corresponde ao nimero de fatores. Além disso,
recomenda-se a realizacdo de um delineamento composto central (DCC) com
leitura em triplicata do ponto central, a fim de que se produzam dados
informativos em toda a regido de interesse. Ademais, recomenda-se que 0s
experimentos sejam efetuados de forma aleatdria para que se evitem erros
sistematicos (VIEIRA, S. E HOFFMANN, R., 1989).



4. Capitulo 1 - Desenvolvimento e validacdo de metodologia analitica para
a determinacdo do farmaco acido 5-aminosalicilico utilizando
planejamento experimental

A C CORREA! & H L VASCONCELOS!

1Centro de Ciéncias Médicas e Farmacéuticas - Universidade Estadual do Oeste do Parana,

Brasil

Resumo

O acido 5-aminossalicilico (5-ASA), utilizado no tratamento das inflamac6es do
tubo digestivo, foi quantificado em cinco formas farmacéuticas pelo método
espectrofotométrico baseado na reacdo de formacdo de um complexo colorido
entre 5-ASA e ions Fe®*. O delineamento experimental (DOE) e a metodologia
de superficie de resposta (RSM) foram realizados com o objetivo de reduzir o
namero de experimentos e obter as melhores condi¢cdes para os procedimentos
de medidas de absorbancia do complexo. Foram estudados trés fatores em dois
niveis: concentracdo de 5-ASA (150 mg/L; 275 mg/L e 400 mg/L), concentracao
de FeCl;z (100 mg/L; 200 mg/L e 300 mg/L) e proporgéao de volume (1:2; 1:1 e
2:1) entre as quantidades de 5-ASA e FeCl;. As condicfes 6timas obtidas para
a absorbancia do complexo 5-ASA - Fe3* foram com maiores concentracdes de
5-ASA (400 mg/L) e de FeCl; (300 mg/L) e menor proporcédo de volume (1:2).
Por fim, o método desenvolvido apresentou valores satisfatérios de linearidade,
precisdo e exatidao. As diferentes formulagbes de drogas contendo 5-ASA
apresentaram valores concordantes com os das especificacbes contidas na
embalagem. A metodologia espectrofotométrica aplicada foi de baixo custo,

simples e rapida para a determinacéo de 5-ASA em formulagdes farmacéuticas.

Palavras-chave: 5-ASA; Espectrofotometria; Planejamento fatorial; Validagéao.

Correspondente: Professor H L Vasconcelos, Universidade Estadual do Oeste do Parana, Centro

de Ciéncias Médicas e Farmacéuticas, R. Universitaria, 2069 - Universitario, Cascavel - PR,
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DEVELOPMENT AND VALIDATION OF ANALYTICAL METHODOLOGY FOR
ACID 5-AMINOSALICYLIC DETERMINATION BY EXPERIMENTAL DESIGN

Abstract

The 5-Aminosalicylic acid (5-ASA) used to treat inflammations of the digestive
tract was quantificated in five pharmaceutical forms by spectrophotometric
method based on the reaction of formation of a colored complex between 5-ASA
and Fe?®* ions. Experimental design (DOE) and response surface methodology
(RSM) were carried out in order to reduce the number of experiments and achieve
the best conditions for complex absorbance procedure. Three factors at two
levels were studied: 5-ASA concentration (150 mg/L; 275 mg/L and 400 mg/L),
FeCl3; concentration (100 mg/L; 200 mg/L and 300 mg/L) and volume ratio (1:2;
1:1 and 2:1) between the amounts of 5-ASA and FeCls. The best conditions for
absorbance of 5-ASA - Fe3* complex were higher concentrations of 5-ASA (400
mg/L) and FeCl; (300 mg/L) and lower volume ratio (1:2). The developed method
presented satisfactory values for linearity, precision and accuracy. The different
drug formulations containing 5-ASA presented values that were in agreement
with those of the specifications contained in the package. This
spectrophotometric methodology proved to be low-cost, simple and fast for the
determination of 5-ASA in pharmaceutical formulations.

Keywords: 5-ASA; spectrophotometry; factorial design; validation.

Correspondence: Professor H L Vasconcelos, Western Parand state University, Center of
Medical and Pharmaceutical Sciences. 2069, Universitaria street, Cascavel- PR, 85819-110.
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Introducao

O &cido 5-aminosalicilico (5-ASA), também conhecido como Mesalazina,
€ um farmaco muito utilizado no tratamento de inflamacbes do sistema
digestorio. Pode também ser utilizado no tratamento da colite ulcerativa e em
casos de cancer [1-3].

Esse farmaco pertence a classe dos anti-inflamatorios nao esteroidais, 0s
guais sdo amplamente usados no tratamento da doenca inflamatéria intestinal
por apresentarem, principalmente, efeitos adversos mais brandos quando
comparados aos corticosteroides [4].

Os niveis de 5-ASA sao tradicionalmente quantificados baseados em
técnicas cromatogréaficas e formulagbes farmacéuticas, como comprimidos e
enemas, e em matrizes bioldgicas, tais como sangue e secrecoes [5,6].

O método de CLAE (Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia), também
denominado HPLC (High-Performance Liquid Chromatography), € adotado na
Farmacopeia Americana, posto que é baseado na fase movel que contém
hidrogenossulfato de tetrabutilaménio como um agente de emparelhamento de
ions, todavia, h4 uma reducg&o no tempo de vida util da coluna [7].

Além disso, o método cromatografico € considerado caro e a execucao de
analises por CLAE é pouco viavel para alguns setores. A literatura mostra poucos
métodos de quantificacdo do 5-ASA em formas farmacéuticas. Por exemplo, a
farmacopeia brasileira ndo descreve qualquer procedimento para determinar o
5-ASA em produtos farmacéuticos [8].

Porém, a determinacédo dos niveis de salicilatos pode ser feita por um
método analitico de baixo custo, boa exatiddo e precisdo, conhecido como
método de Trinder, de acordo com a técnica de espectrofotometria. A técnica
consiste na formacao do complexo colorido entre os ions salicilato e férrico. A
concentracdo do salicilato estudado esta diretamente relacionada a intensidade
da coloragao violeta do complexo formado [9].

Dessa forma, o desenvolvimento e a validacdo de um método analitico
estdo diretamente ligados a escolha do modelo estatistico que responda as
exigéncias desejadas, a fim de que sejam documentadas as evidéncias de que
o0 método realiza aquilo que lhe é demandado [10]. Consequentemente, alguns
parametros analiticos devem ser definidos tanto para o desenvolvimento como

para a validacdo de um método, em que se destacam a especificidade, a
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exatiddo, a precisdo, a linearidade, o limite de deteccdo e o limite de
guantificacao [11].

Caracteristicas como otimizagdo do método, diminuicdo nos custos,
menor geracao de residuos e menor tempo de execugdo sdo cada vez mais
importantes no ambito da pesquisa e do desenvolvimento de metodologias
analiticas [12]. Com isso, 0 uso de ferramentas estatisticas tais como o
planejamento experimental torna-se interessante, visto que tal planejamento
explora as condi¢Bes experimentais do sistema com o0 minimo de experimentos
possiveis, promove a otimizacdo da metodologia e aumenta sua sensibilidade
[13].

O planejamento experimental é uma estratégia analitica util e sua principal
aplicacao consiste na triagem dos fatores mais relevantes de determinado
sistema analitico. Apds o processo de triagem das variaveis mais significativas,
sao executados experimentos que permitem refinamento e melhor conhecimento
do sistema em estudo [14].

As variaveis selecionadas sédo otimizadas por softwares estatisticos que
gerardo modelos matematicos. E finalmente, € estabelecida uma equacgédo
matematica que relaciona as varidveis a serem otimizadas com a resposta
analitica (superficie de resposta) [13].

Portanto, este trabalho objetivou desenvolver e validar uma metodologia
analitica para determinacdo do 5-ASA em produtos farmacéuticos, a partir da
técnica espectrofotométrica baseada na reagdo de formacdo do complexo
colorido com o ion metélico Fe (ll1).

Foram utilizados o planejamento experimental e a metodologia de
superficie de resposta para estudar os efeitos das concentracdes de 5-ASA e de
FeCl; e também da propor¢cdo em volume entre esses sobre a absorbancia do
complexo formado entre 5-ASA e ions Fe3*.
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Metodologia

O 5-ASA foi preparado utilizando-se um padréo secundario procedente da
empresa Purifarma — Gemini Indastria de Insumos Farmacéuticos Ltda,
fornecido por uma farmacia de manipulacdo de Cascavel/PR, cujo laudo técnico
atestava teor de pureza de 100,14%.

Todas as analises espectrofotométricas aqui descritas foram realizadas
por espectrofotdbmetro Biospectro SP-220. Em todas as medidas utilizou-se uma

cubeta de vidro de 1,0 cm de caminho 6ptico.

Planejamento experimental

O planejamento experimental explora as condi¢cdes do sistema com o
minimo de experimentos possiveis, promove a otimizacdo da metodologia e
aumenta sua sensibilidade. E uma estratégia analitica Util para que se realize a
triagem das variaveis mais relevantes do sistema analitico.

Dessa forma, foi realizado um planejamento experimental em dois niveis,
sendo um planejamento 2%, onde k é o nimero de fatores, com trés repeticdes
no ponto central. Os trés fatores utilizados foram: concentracdo de 5-ASA,
concentracdo de FeCl; e propor¢céao de volume entre as quantidades de 5-ASA e
Fe%*, cuja variavel-resposta foi a absorbancia. Os experimentos foram efetuados
de forma aleatéria, definidos por sorteio, a fim de que se evitassem erros
sistematicos.

Na Tabela 1 estdo apresentados os valores reais e os codificados para as
variaveis concentracao de 5-ASA, concentracao de FeCls e proporcéo de volume
entre as quantidades de 5-ASA e Fe?* utilizados no planejamento experimental

fatorial 23.

Tabela 1. Valores reais e os codificados das variaveis utilizadas no planejamento fatorial 23

Niveis
Variaveis -1 0 1
Concentracao de 5-ASA (mg/L) 150 275 400
Concentracao de FeCl; (mg/L) 100 200 300

Proporcéo de volume 5-ASA:FeCl; 1:2 11 2:1
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O planejamento fatorial 22 foi composto por onze (11) experimentos que
incluiram triplicatas no ponto central. Foram calculados os efeitos principais, as
interacbes das variaveis, seus respectivos coeficientes para o modelo
matematico, bem como a analise de variancia (ANOVA) para determinar a
validade do modelo. Os efeitos das variaveis foram descritos com a diferenca
entre a resposta média no nivel superior e a resposta média no nivel inferior

A andlise dos dados foi avaliada utilizando-se os softwares MINITAB 17.0
e STATISTICA 8.0 e a qualidade do ajuste da equacao polinomial foi avaliada
pela determinacao do coeficiente de determinacédo R2. Os valores 6timos obtidos
das variaveis selecionadas foram analisados pela metodologia da superficie de
resposta. Neste contexto, o teste F foi empregado como critério de validacao da
significancia estatistica dos modelos obtidos ao nivel de confian¢ca de 95%.
Como resposta, foi avaliada a absorbancia do complexo formado e proveniente

da reacdo entre 5-ASA e ions Fe®*.

Preparo de solugdes

Foram preparadas solu¢@es de cloreto de ferro Il (FeCls), 5-ASA e acido
cloridrico (HCI). Enquanto o FeCl; foi preparado na concentracao de 2000 mg/L,
utilizando-se agua destilada como solvente. O 5-ASA foi preparado na mesma
concentracdo, utilizando-se &cido cloridrico 0,05 mol/L para auxiliar na sua
solubilizacéo. O HCI foi preparado na concentracdo de 0,05 mol/L utilizando-se
agua destilada como solvente.

As concentracfes de 5-ASA e Cloreto de ferro Ill, além da propor¢éo de
volume descrito a seguir, apresentaram valores 6timos obtidos a partir do

planejamento experimental realizado na etapa anterior.

Determinacdo do comprimento de onda de maxima absorcdo do complexo
5-ASA-Fe3*

A reacdo de formacdo do complexo foi realizada utilizando-se as
seguintes concentracdes: Cloreto de ferro Il (300 mg/L) e 5-ASA (400 mg/L). A
amostra foi preparada na proporcédo de volume 1:2, da seguinte forma: foram
pipetados 1,0 mL de 5-ASA 400 mg/L e 2,0 mL de Cloreto de Ferro 111 300 mg/L,
os quais foram transferidos para cubeta de vidro e, apdés homogeneizacéo,

realizou-se a leitura espectrofotométrica.
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Procedeu-se a leitura fazendo-se uma varredura na faixa de 400 nm até
800 nm com intervalos de 10 nm. Foi também realizada a leitura da solucéo
contendo apenas FeCl3; (300 mg/L) e H,O (denominada branco) para comprovar
se 0 aumento da absorbancia era devido a formacdo do complexo ou se

apresentava interferéncia deste reagente.

Efeito do tempo de reacédo na estabilidade do complexo

O objetivo desde teste foi avaliar a estabilidade do complexo formado 5-
ASA-Fe** durante certo periodo de tempo, através da medicdo de valores da
absorbancia do mesmo. Este teste foi realizado utilizando FeCl; (300 mg/L) e 5-
ASA (400 mg/L). A amostra foi preparada na proporcao 1:2, da seguinte forma:
foram pipetados 1,0 mL de 5-ASA 400 mg/L e 2,0 mL de Cloreto de ferro 11l 300
mg/L, os quais foram transferidos para cubeta de vidro e, ap6s homogeneizagéo,
realizou-se a leitura no espectrofotdmetro no comprimento de onda de 520nm.

O teste foi feito nos tempos de 0 a 5 minutos com intervalos de 30
segundos entre cada leitura e apés os primeiros cinco (5) minutos, nos tempos
de 6, 8, 10, 15, 20, 25 e 30 minutos, totalizando-se 18 leituras.

Construcao da curva analitica

A curva analitica foi obtida a partir do preparo das solucdes de 5-ASA em
concentracdes variaveis e misturadas com solucdo de FeCl; de concentracao
fixa. Em seguida, as solu¢Bes foram transferidas para a cubeta de vidro e apos

homogeneizacdo, medidas as absorbancias no comprimento 6timo de onda.

Andlise espectrofotométrica dos medicamentos

Cinco diferentes formulacées de medicamentos contendo 5-ASA foram
analisadas de acordo com a metodologia espectrofotométrica desenvolvida,
sendo elas: comprimido referéncia (Mesacol®), comprimido genérico (Gnr),
capsula manipulada (Mpl), saché (Sch) e enema (Ene). Foram preparadas
solucdes de cada medicamento na concentracédo 6tima obtida pelo planejamento
experimental. Em seguida, as solugdes foram transferidas para a cubeta de vidro
com a proporcdo de volume otimizada de 5-ASA e FeCl; e, ap6s
homogeneizagéo, foram medidas suas absorbancias no comprimento 6timo de

onda.
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Analise volumétrica dos medicamentos

As analises nas mesmas cinco formulacfes de medicamentos contendo
5-ASA A foram realizadas a fim de se comparar a metodologia desenvolvida.
Foram também preparadas as solu¢cfes de cada medicamento na concentracao
Otima obtida pelo planejamento experimental. Em seguida, realizada andlise
volumétrica descrita na farmacopeia britanica, cuja titulacdo foi feita com
hidroxido de sodio 0,1 mol/L.

Resultados
Comprimento de onda de maxima absorcéo do complexo 5-ASA-Fe3*

Na Figura 1, pode-se observar que o comprimento de onda maximo foi de
520 nm, o qual foi escolhido para realizagao das leituras subsequentes. O FeCl3
sozinho apresentou absorbancia de 0,196 no comprimento de onda de maxima

absorcéo do complexo, comprovando que € seletivo para a reacdo em questao.

== FoC|3 300 mg/L —a=— Complex 5-A5A - Fe*

e

Absorbance

Figura 1. Determinag&o do comprimento de onda de maxima absorcdo do complexo formado 5-
ASA - Fe*.

Planejamento experimental

Na Tabela 2, observa-se a matriz do planejamento fatorial codificada e
com os valores das concentracfes das 3 (trés) variaveis estudadas bem como

os valores das absorbancias obtidas na leitura espectrofotométrica do complexo
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5-ASA e FeCls. As concentragdes de 5-ASA utilizadas foram de: 150, 275 e 400
mg/L. Ja para a solucdo de FeCls, as concentrages foram de: 100, 200 e 300

mg/L.

Tabela 2. Valores codificados e reais da matriz do planejamento fatorial 22 e dados experimentais

das trés variaveis estudadas.

Ordem Concentracao Concentracdo  Proporc¢éo

Ensaios ] Absorbéancia
aleatdria de 5-ASA* de FeCls* de volume
X1 X2 X3 Y
1 5 -1 (150) -1 (100) -1 (1:2) 0,143
2 1 1 (400) -1 (100) -1 (1:2) 0,158
3 8 -1 (150) 1 (300) -1(1:2) 0,732
4 4 1 (400) 1 (300) -1 (1:2) 0,892
5 11 -1 (150) -1 (100) 1 (2:1) 0,082
6 2 1 (400) -1 (100) 1(2:1) 0,117
7 -1 (150) 1 (300) 1(2:1) 0,452
8 10 1 (400) 1 (300) 1 (2:1) 0,533
9 6 0 (275) 0 (200) 0 (1:1) 0,373
10 9 0 (275) 0 (200) 0 (1:1) 0,361
11 7 0 (275) 0 (200) 0(1:1) 0,380

*Concentracdo em mg/L

A equacdo do modelo matemético para predizer as variaveis respostas, ao

nivel de 95% de confianca, foi obtida a partir da equagéo geral do modelo linear:

Y = Bo+ B1X1 + B2Xo + B3Xs + B12X1 X2 + B13X1 X3 + B23XaXs (1)

Onde, Y representa a resposta prevista; 3o € a intercepc¢ao; Bi1, B2 € B3
séo os coeficientes lineares; B12, B1s € P23 SA0 0s coeficientes da interacéo.

Os dados obtidos foram submetidos a anélise de variancia (ANOVA)
usando o software estatistico Statistica 7.0. A precisédo e a capacidade geral do
modelo acima foram avaliadas utilizando-se a determinacédo do coeficiente de

determinacéo (R?).

Tabela de efeitos

A Tabela de Efeitos mostra as variaveis que séo significativas, sejam elas

positivamente ou negativamente, na absorbancia obtida. Dessa forma, pode-se
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observar na Tabela 3 que a variavel 1 (concentracdo 5-ASA) é significativa e
influencia positivamente no aumento da absorbancia. Da mesma forma, a
variavel 2 (concentracdo FeCl3) também é significativa e exerce efeito positivo,
além de acarretar em aumento da absorbancia. Ja a variavel 3 (proporcéao de
volume 5-ASA:FeCl3) apresenta efeito significativo, porém de forma negativa,

logo, acarreta em diminui¢cao na absorbancia.

Tabela 3. Tabela de efeitos do planejamento fatorial 23.

Efeito Erro padrao t(4) p
Média 0,3837 0,0068 56,3078 0,0000*
(1) Concentragéo de 5-ASA 0,0728 0,0160 4,5520 0,0104*
(2) Concentracéo de FeCl; 0,5273 0,0160 32,9899 0,0000*
(3) Proporcao de volume -0,1853 0,0160 11,5911  0,0003*
5-ASA x FeCls 0,0478 0,0160 2,9877 0,0404*
5-ASA x Proporcédo de volume -0,0148 0,0160 -0,9229 0,4082
FeCl; x Proporgéo de volume -0,1348 0,0160 -8,4313 0,0010*

*Estatisticamente significativo a 95% de confianga.

A interacédo FeCl; x Proporcdo de volume (2x3) mostrou-se significativa,
pois quando se altera a proporcdo da concentracdo de FeCl; acarreta em
alteracdo negativa na resposta, ou seja, ha diminuicdo na absorbancia. Em
contrapartida, a interacdo 5-ASA x Propor¢cdao de volume (1x3) nao foi
significativa, pois ao se alterar a proporcdo de 5-ASA, a resposta fica
estatisticamente inalterada. Finalmente, a interacdo 5-ASA x FeCl; (1x2) é
significativa, pois quando ocorre a alteracdo da concentracdo de 5-ASA ha
também alteracdo positiva na resposta, e consequentemente aumento no
resultado da absorbancia.

Os graficos de interacao foram gerados utilizando-se o software Minitab
17.0 para as interagdes significativas, a fim de se ilustrar a variagdo dos valores
de absorbancia frente a alteracdo dos niveis do planejamento. Na Figura 2 a
seguir, observa-se a interagao entre concentracao de 5-ASA e concentracao de
FeCl; (interagao 1x2).
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Figura 2. Grafico da interagdo entre concentragdo de 5-ASA e concentracdo de FeCls.

Observa-se a alteracdo dos valores de absorbancia quando ocorre a
alteracdo dos niveis (-1 a 1), portanto, pode-se afirmar que tal interacdo é
significativa. No nivel -1, o valor da absorbancia esta baixo e os pontos estéo
proximos entre si. Todavia, ocorre aumento na variavel-resposta (absorbancia)
com a alteracéo dos niveis (-1 a 1) e aumenta a distancia entre os pontos, com
destaque para a significancia desta interagao.

A Figura 3 abaixo mostra a interacdo entre concentracdo de FeCl; e

proporcao de volume 5-ASA:FeCls.

o FeCl,
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Figura 3. Gréfico da interacéo entre concentracédo de FeCl; e propor¢céo de volume 5-ASA:FeCls.
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Quando ocorre a alteracdo dos niveis (-1 a 1), observa-se a alteracdo dos
valores de absorbancia, ou seja, observa-se que tal interacao é significativa. No
nivel -1, o valor da absorbancia esta elevado e os pontos estao distantes. Porém,
ocorre diminui¢cdo na variavel-resposta (absorbancia) com a alteracéo dos niveis
(-1 a 1) e diminui-se a distancia entre os pontos, com destaque para a

significancia desta interacao.

A Tabela 4 mostra os coeficientes de regressao do planejamento experimental
23,

Tabela 4. Coeficiente de regressio do planejamento fatorial 23.

Coeficiente Regressdo Erro padrédo t(4) p
Média 0,3837 0,0068 56,3078 0,0000*
(1) Concentracao de 5-ASA 0,0364 0,0080 4,5520 0,0104*
(2) Concentracéo de FeCls; 0,2636 0,0080 32,9899 0,0000*
(3) Proporcao de volume -0,0926 0,0080 -11,5911  0,0003*
5-ASA x FeCls; 0,0239 0,0080 2,9877  0,0404*
5-ASA x Proporcédo de volume -0,0074 0,0080 -0,9229  0,4083
FeCl; x Proporgéo de volume -0,0674 0,0080 -8,4313  0,0011*

*Estatisticamente significativo a 95% de confianga.

A Equacao 2 mostra o modelo linear obtido para predizer a absorbancia
em funcéo da concentracdo de 5-ASA, concentracdo de FeCl; e proporcao de

volume entre 5-ASA:FeCls.
Y =0,384 + 0,036X; + 0,264X; - 0,093X3 + 0,024X;X; - 0,067X:X3.  (2)

Onde Y é a absorbancia;
X1 concentracéo de 5-ASA (mg/L);
X, concentracdo de FeClz(mg/L) e

X3 proporcao de volume 5-ASA:FeCl; (mg/L).

Tabela ANOVA

A Tabela 5 mostra a andlise de variancia (ANOVA) do planejamento

experimental.
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Tabela 5. Tabela ANOVA para o planejamento fatorial 23.

58221? a?j%ss L%;%:g o Qlliﬂagc;i)do F calculado F tabelado P
Regresséao 0,6761 5 0,1352 272,77 5,05 <0,01
Residuo 0,0025 5 0,0005
Zﬂgede 0,0023 3 0,0008 8,28 1916 0,11
Erro puro 0,0002 2 9,2333
Total 0,6810 10
R?=0,9970

Vale ressaltar que, baseado no teste F, o valor F calculado (272,77) é 54
vezes maior do que o F tabelado (5,05) com p < 0,01. Este resultado implica
representacdo satisfatéria pelo modelo linear. A falta de ajuste nao foi
significativa porque o F calculado (8,28) foi menor do que o F tabelado (19,16),
ou seja, os dados experimentais estdo compreendidos no modelo obtido. O
coeficiente de determinacdo R? (0,9970) sugere que o modelo ajustado
consegue explicar 99,70% da variabilidade dos dados experimentais, o qual

confirma a qualidade do ajuste.

Gréficos de Superficies de Respostas

Pode-se observar a superficie de resposta na Figura 4, frente as variaveis,
concentracdo da solucdo de FeCl; em relagdo a concentracao da solucao de 5-
ASA. Destaca-se o0 pico mais elevado em vermelho, onde indica o ponto maximo
de absorbancia obtida para o complexo em funcao da concentracdo de ambas
solugdes. H4, portanto, indicios de melhor otimizacdo quando foram utilizadas a
maxima concentracao da solucéo de ferro (300 mg/L) e a maxima concentracao
da solucdo de 5-ASA (400 mg/L). A concentracdo de 5-ASA mostrou que

interfere pouco na absorbancia do complexo formado.
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Figura 4. Gréfico de superficie de absorbancia do complexo formado em funcéo da interacdo
entre concentragdo de 5-ASA e concentracdo de FeCl;

Observa-se a superficie de resposta, frente as variaveis, concentracao da
solucao de FeCl; em relacdo a sua proporcao utilizada (Figura 5). Isso indica o
ponto maximo de concentracdo, quando se utiliza maior concentracdo da

solucéo de FeCl3 (300 mg/L), e maior proporgéo de volume (1:2) de 5-ASA:FeCl3
para leitura.

‘-‘; 038
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Figura 5. Gréafico de superficie de absorbancia da concentracdo de FeCl; e a proporgéo de
volume das soluges utilizadas.
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Logo, pode-se concluir que as concentragdes ideais para otimizacao do
método sdo aquelas em que se utilizam as concentracdes maximas das solugdes
de ferro e 5-ASA e a menor propor¢cao de volume 5-ASA:FeCl;, em que se
utilizara 1 mL da solucédo de 5-ASA com 2 mL da solucéo de ferro. Dessa forma,
serdo utilizadas as concentracdes de 300 mg/L da solucdo de ferro em conjunto
com 400 mg/L da solugéao de 5-ASA na proporgéo 1:2 de 5-ASA e FeCls.

Efeito do tempo de reacédo na estabilidade do complexo

Na Figura 6, a seguir, pode-se perceber que a maior variagao nos valores
de absorbancia do complexo formado ocorre até 10 minutos. Entretanto, tal
variagdo ndo é importante, visto que a diferenca de absorbancia registrada foi
de apenas 0,051. Depois dos 10 minutos iniciais, a absorbancia permaneceu
praticamente inalterada até o final dos 30 minutos. Desta forma, nota-se que o
complexo é estavel e assim se mantera durante todo o tempo necessario para
realizacdo de um teste em uma amostra comercial. E vale ressaltar que esta

resposta é relevante para este trabalho.

1,0
0,9
0,8
0,7
0,6
0,5

0,4

Absorbance

0,3
0,2
0,1

0,0
0 5 10 15 20 25 30 35

Time (minutes)

Figura 6. Efeito do tempo na estabilidade do complexo 5-ASA — FeCls.

Curva analitica para o Acido 5-aminosalicilico

A faixa linear esta entre os parametros normalmente encontrados para a

validacdo de um método analitico. A linearidade corresponde a capacidade do
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método em fornecer resultados diretamente proporcionais a concentracdo da
substancia analisada, dentro de uma faixa de aplicagéo, posto que a construcao
de uma curva analitica é a forma de se verificar tal linearidade.

Neste trabalho, foram utilizados cinco pontos com diferentes
concentracdes de 5-ASA, as quais foram: 150 mg/L, 225 mg/L, 300 mg/L, 375
mg/L e 450 mg/L. A concentracdo da solucao de ferro foi de 300 mg/L. E, para a
preparacdo do complexo, foram transferidas aliquotas de 1 mL de cada
concentracdo de 5-ASA e 2 mL de solucdo de ferro para a cubeta de vidro e
realizada leitura em 520 nm no espectrofotdmetro

A faixa linear observada entre as concentracdes de 150 a 450 mg/L,
apresentou a seguinte equacéo de regressao linear y= 0,008x + 0,5766, cujo
valor para o coeficiente de correlacéo linear (r) foi igual a 0,9954, valor ideal para

a linearidade.

1,000
y =0,0008x+0,5766
0,900 R*=0,9908

0,800
r=0,9954
0,700
0,600
0,500

0,400

Absorbance

0,300
0,200
0,100

0,000
100 175 250 325 400 475

5-ASA concentration (mg/L)

Figura 7. Curva analitica do 5-ASA.
Andlise dos parametros de validagdo do método
Especificidade

A especificidade consiste na capacidade que um método tem para avaliar
de forma inequivoca determinada substancia em uma mistura complexa [11].
Esse parametro foi observado quando se realizou a varredura da solucao

contendo apenas FeCls, apresentada anteriormente na Figura 1.
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Linearidade

A linearidade é a capacidade de uma metodologia analitica demonstrar
que os resultados obtidos sdo diretamente proporcionais a concentracdo do
analito na amostra, dentro de um intervalo determinado. Recomenda-se que a
linearidade seja determinada pela analise de, no minimo, cinco concentracdes
diferentes [11]. O critério minimo aceitavel do coeficiente de correlacéo linear (r)
deve serigual a 0,99.

A linearidade foi obtida na preparacdo da curva padrdo apresentada,
anteriormente, na Figura 3, a qual apresentou coeficiente de correlacédo linear (r)
igual @ 0,9954 e equacédo y= 0,0008x + 0,5766. Com esses valores, observou-se
gue o método apresentou boa linearidade na faixa compreendida de 150 a 450

mg/L para concentragcao de 5-ASA.

Precisao

A precisao € a avaliacao da proximidade dos resultados obtidos em uma
série de medidas de uma amostragem mudltipla de uma mesma amostra. A
analise de repetitividade foi realizada para avaliacdo da precisdo, com seis 6
leituras do complexo 5-ASA-Fe?*, cuja concentracdo de 5-ASA utilizada foi a do
valor intermediario (300 mg/L), a qual foi repetida por trés vezes no decorrer do
mesmo dia. Este pardmetro de validagdo busca a concordancia entre o0s
resultados dentro de um curto periodo de tempo com 0 mesmo analista e mesma
instrumentacao [11].

Os valores das absorbancias e respectivas meédias encontram-se na
Tabela 6. Observa-se também que o método ndo apresenta variacfes
consideraveis quando utilizado para anélises em um periodo de tempo variavel
utilizando-se das mesmas condicfes e analista, pois os valores obtidos para o

desvio padrao relativo foram todos menores que 5% [11,16].

Tabela 6. Valores obtidos para o parametro de repetitividade pelo mesmo analista.

Amostra 1 2 3 4 5 6 MEDIA DPR* (%)

Tempo 01 0,846 0,835 0,841 0,828 0,822 0,825 0,833 1,14

Tempo 02 0,851 0,859 0,836 0,846 0,831 0,850 0,846 1,22

Tempo 03 0,849 0,841 0,827 0,851 0,848 0,833 0,842 1,15

*DPR = desvio padrao relativo
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O teste de precisao intermediéria foi realizado para detectar possiveis
alteracdes nas andlises, o qual também avalia quando as modificacdes de
condicOes para realizacdo sao maiores. Assim, as analises foram realizadas em
dias diferentes e com analistas diferentes. Os dados dessa analise sdo

mostrados na Tabela 7 a seguir.

Tabela 7. Valores obtidos do teste de preciséo intermedidria realizado por analista diferente.

Amostra 1 2 3 4 5 6 MEDIA DPR* (%)

Analista 02 0,850 0,859 0,841 0,847 0,827 0,832 0,843 1,41

*DPR = desvio padrao relativo

O Coeficiente de variacao foi menor que 5%, ou seja, pode-se evidenciar
a precisdo do meétodo. Os dados também mostram que ndo ha diferenca

significativa entre os dois analistas ao nivel de confianca de 95% [11,16].

Limite de Detecc¢éo (LD) e Limite de Quantificacdo (LQ)

Limite de deteccdo € a menor quantidade do analito a ser detectada e
presente em uma amostra, porém nao necessariamente quantificada, sob as
condi¢cBes experimentais estabelecidas. O limite de deteccéo € estabelecido por
andlise de solu¢des de concentracdes conhecidas e decrescentes do analito, até
0 menor nivel detectavel [11].

A determinacdo do limite de deteccdo pode ser realizada pelo método
visual, da razdo sinal-ruido, baseado na determinacdo do branco ou em
parametros da curva de calibracdo, considerando-se as particularidades do
método analitico utilizado [16].

Para métodos visuais, o limite de deteccdo € determinado pela menor
concentracdo para a qual € possivel constatar o efeito visual esperado. Para
métodos instrumentais, o limite de deteccdo pode ser determinado pela razéo
sinal-ruido. A razado sinal-ruido deve ser maior ou igual a 2:1. E, para a
determinacdo baseada em parametros da curva analitica, o limite de deteccao

pode ser calculado pela equagéo abaixo:

LD = 3 x desvio padrao do intercepto com o eixodoY

(3)

inclinacao da curva de calibragao
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O limite de quantificacdo é a menor quantidade do analito em uma
amostra que pode ser determinada com precisao e exatidao aceitaveis. Assim,
para os métodos visuais, o limite de quantificacdo é determinado pela menor
concentracdo para a qual € possivel constatar o efeito visual esperado [11]. E,
para a determinacdo baseada em parametros da curva analitica, o limite de

deteccdo pode ser calculado pela seguinte equacéo:

10 x desvio padrao do intercepto com o eixo doY

(4)

inclinacao da curva de calibragao

Os valores obtidos para os limites de deteccdo e quantificacdo foram
0,202 e 0,673, respectivamente. Tais parametros ndo Sao previstos para
determinacéo de acordo com a categoria | classificada pela Anvisa, porém foram
calculados adicionalmente para o método desenvolvido [11].

Exatidao

A exatidao de um método analitico € a proximidade dos resultados obtidos
pelo método em estudo em relagdo ao valor verdadeiro e € calculada como
porcentagem de recuperacdo da quantidade conhecida do analito adicionado a
amostra, ou como a diferenca porcentual entre as médias e o valor verdadeiro
aceito.

A exatiddo do método deve ser determinada a partir de, no minimo, nove
(9) determinacdes contemplando o intervalo linear do procedimento, ou seja, trés
(3) concentracdes (baixa, média e alta), com trés (3) réplicas cada [11,17]. A
exatiddo é expressa pela relacdo entre a concentracdo média determinada
experimentalmente e a concentracdo tedrica correspondente, expressa pela

equacéo a seguir:

. concentracao média experimental
Exatidao = — — x 100 (5)
concentracao tedrica
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Os valores encontrados para o0 parametro exatiddo sdo observados na
Tabela 8.

Tabela 8. Valores obtidos para o parametro de exatidao.

Concentracdo Absorbancia Absorbéncia  Absorbéncia Média/DP Concentracdo/  Exatid&o
édi
5-ASA (mg/L) 01 02 03 DP (mg/L) (%)
0,694 +
150 0,695 0,688 0,699 147 + 7,09 97,83
0,006
0,829 +
300 0,841 0,819 0,828 316 + 14,10 105,17
0,011
0,941 +
450 0,936 0,953 0,935 0.010 456 + 13,00 101,22

*DP = Desvio padrao

Os resultados estdo dentro dos critérios de aceitagdo, ou seja, entre 80 a
120% [11]. A exatiddo é confirmada desde que a precisdo, a linearidade e a
especificidade sejam estabelecidas. Dessa forma, o método espectrofotométrico
proposto € exato, visto que a precisdo, a linearidade e a especificidade foram

adequadas.

Analises dos medicamentos

Cinco amostras de medicamentos foram analisadas, contendo o principio
ativo 5-ASA, sdo elas: comprimido referéncia (Mesacol®), comprimido genérico

(Gnr), capsula manipulada (Mpl), saché (Sch) e enema (Ene

Tabela 9. Valores das analises dos medicamentos contento 5-ASA em diferentes formulacfes

utilizando a metodologia desenvolvida.

Formulagfes (400 mg/L) Concentracdo Média/DP (mg/L) % Recuperacédo
Mesacol® 378 + 4,36 94,60
Gnr 368 + 2,12 92,00
Mpl 343 + 3,10 85,65
Sch 336 + 4,86 83,98
Ene 348 + 4,23 87,00

*DPR = desvio padrao relativo
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Todas as amostras apresentaram desvio padrao relativo menor que 5%,
cujo menor desvio foi 2,12 e o maior foi 4,86%. A porcentagem de recuperacao
também apresentou resposta dentro do preconizado, cujo minimo é 80% [11,16].
Os mesmos medicamentos foram analisados a fim de que fossem comparados
os resultados obtidos pela metodologia espectrofotométrica desenvolvida, de
acordo com a metodologia volumétrica com NaOH, descrita na farmacopeia
britdnica [15]. Os valores obtidos pela metodologia citada estdo descritos na
Tabela 10.

Tabela 10. Valores das analises dos medicamentos contento 5-ASA em diferentes formulacGes
utilizando a metodologia volumétrica descrita na farmacopeia britanica.

Formulagdes (400 mg/L) Concentracdo Média/DP (mg/L) % Recuperacédo
Mesacol® 381 + 3,28 95,25
Gnr 374 + 2,08 93,50
Mpl 326 +2,81 81,50
Sch 337 £ 3,47 84,25
Ene 332+ 2,87 83,00

*DPR = desvio padrao relativo

As amostras apresentaram desvio padréo relativo menor que 5%, cujo
menor desvio foi 2,08 e o maior foi 3,47%. A porcentagem de recuperacgao
também apresentou resposta dentro do preconizado, cujo minimo é 80% [15].

O teste F foi aplicado para efeito de comparagao dos resultados obtidos
entre o método espectrofotométrico e 0 método volumétrico, para verificar se ha
diferenca significativa entre os dois métodos. Porém, ndo ha diferenca
significativa entre os dois métodos, pois o valor obtido de F (0,48) foi menor que

o valor de F tabelado ao nivel de 95% de confianca (6,39).

Discusséao

A utilizacdo do planejamento experimental foi essencial para a
determinacdo dos pontos de maxima absor¢do do complexo formando,
utilizando-se as maximas concentracdes da solucao de ferro e da nossa amostra
do farmaco. Dessa forma, foi possivel a obtencédo de uma resposta otimizada da

analise. Pois, o planejamento experimental explora as condicdes experimentais
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do sistema com o minimo de experimentos possiveis, revelando-se, portanto, as
contribui¢cdes das variaveis da técnica na resposta analitica de forma matua [13].

Apdés o processo de triagem das variaveis mais significativas, que
permitem refinamento e melhor conhecimento do sistema em estudo [14],
seguiu-se para a validacdo da metodologia desenvolvida, de acordo com 0s
parametros exigidos pelas normas da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
(ANVISA), 6rgdo que regula tais exigéncias no Brasil. Foram realizados o0s
parametros de linearidade, especificidade, precisdo, precisdo intermediaria,
limite de deteccéao, limite de quantificacdo e extadido [11].

A linearidade obtida a partir da curva analitica apresentou valor do
coeficiente de correlagdo linear (r) de 0,9954, o qual esta dentro do critério de
aceitacdo preconizado, que deve ser de r= 0,99, e que evidencia a boa
linearidade do método na faixa compreendida de trabalho. Para o parametro de
precisdo e precisdo intermediaria, este ultimo sendo realizado por outro analista
e em dias diferentes, apresentaram desvio padrao relativo menores que 1,5%,
sendo estes valores inferiores ao preconizado pela literatura, que é de 5%, por
conseguinte, evidencia-se a precisdo do método [11,16].

Os limites de deteccdo e quantificacdo, que é a menor quantidade do
analito presente em uma amostra, capaz de ser detectado e quantificado,
respectivamente, também apresentaram valores aceitdveis. Embora estes
parametros ndo sejam exigidos de acordo com a categoria | da Anvisa, eles
foram calculados adicionalmente para o método desenvolvido [11].

A exatiddo, que é a proximidade dos resultados obtidos pelo método em
relacéo ao valor verdadeiro, apresentou valores dentro dos critérios de aceitacao
preconizados. Ela também é confirmada desde que a precisao, a linearidade e a
especificidade sejam estabelecidas. Dessa forma, o método espectrofotométrico
proposto € exato, visto que a precisao, a linearidade e a especificidade foram
adequadas [17]. Assim, foi possivel evidenciar que todos os testes exigidos para
a validagdo do meétodo fossem realizados e obtidos valores dentro do
preconizado.

Cinco formulacdes diferentes contendo o principio ativo 5-ASA foram
analisadas pela metodologia desenvolvida, porém com a mesma concentracao
de 400 mg/L. Todas as amostras analisadas apresentaram valores dentro do
preconizados, com valores de desvio padrao relativo menores que 5%, bem

como a porcentagem de recuperacao acima de 80% [16].
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Vale ressaltar que ndo h& procedimento descrito pela Farmacopeia
Brasileira para a determinacdo de 5-ASA em produtos farmacéuticos [8]. Em
contrapartida, a Farmacopeia Americana adota um método que utiliza
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia com uma fase movel contendo
hidrogenossulfato de tetrabutilaménio como agente de emparelhamento de ions,
mas, isso diminui a vida atil da coluna [7]. Além disso, a Farmacopeia Britanica
estabelece um método volumétrico quando titula 0 5-ASA com hidréxido de sédio
0,1 (Mol/L) [15].

Dessa forma, a metodologia volumétrica apresentou valores proximos ao
encontrado pela metodologia espectrofotométrica proposta quando analisou 0s
mesmos medicamentos, cujo objetivo foi de comparar os resultados obtidos pelo
método desenvolvido. Além disso, o teste estatistico (teste F) foi aplicado para
evidenciar que ndo ha diferenca significativa a 95% de confianca entre os dois

métodos.

Concluséo

O método foi validado para quantificacdo de 5-ASA em formulacfes
farmacéuticas e apresentou valores aceitaveis para todos o0s parametros
exigidos. Dessa forma, essa metodologia atendeu as diretrizes da legislagcédo
vigente. A metodologia foi otimizada quando se aplicou o planejamento
experimental, o qual reduziu o niumero de experimentos, 0 tempo e 0s custos
com reagentes. O método espectrofotométrico € de baixo custo, rapido e de facil
execucdo. Esse método pode ser utilizado de modo seguro e confiavel, portanto
€ interessante tanto para andalise em uma industria farmacéutica como em uma
farmacia de manipulacdo. As cinco formulagBes diferentes de 5-ASA
apresentaram concentracdes dentro do que € preconizado pela legislacao e de

acordo com o informado pelo fabricante.



32

5. Conclus®bes gerais da dissertagéo

A metodologia espectrofotométrica desenvolvida para a determinagéo de
5-ASA em formulagBes farmacéuticas € de baixo custo, simples e rapida. Os
resultados obtidos a partir das experiéncias de recupera¢cdo com 0S pequenos
coeficientes de variagdo foram satisfatérios e a simplicidade da metodologia
permite recomenda-la para a determinacdo de 5-ASA em formulagcOes

farmacéuticas.
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6. Consideracdes finais

Vale destacar a importancia dessa metodologia alternativa para
guantificar o 5-ASA em formula¢des farmacéuticas, haja vista aquela ter sido
validada e comparada com o método volumétrico descrito na farmacopeia
britdnica. Dessa forma, o método desenvolvido durante esta pesquisa pode ser
sugerido a farmacopeia brasileira como alternativa de doseamento do farmaco,
visto que ela ndo apresenta metodologia destinada para este objetivo.

Por fim, serdo relevantes outras pesquisas associadas a este trabalho,
bem como a comparacdo do meétodo desenvolvido com a metodologia

cromatografica descrita na farmacopeia americana, a mais utilizada até entao.
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8. Anexos
Normas para publicacéo na Revista Cientifica Journal of Pharmaceutical

and Biomedical Analysis

Informacgdes essenciais sobre a pagina de titulo
Titulo: Conciso e informativo. Os titulos sdo freqlientemente usados em
sistemas de recuperacao de informacdes. Evitar abreviaturas e formulas sempre

gue possivel.

Nomes e afiliagcdes de autores: Indique claramente o (s) nome (s) e 0 (S) nome
(s) de familia de cada autor e verifique se todos 0os nomes estdo corretamente
escritos. Forneca o endereco postal completo de cada afiliacéo, incluindo o nome

do pais e, se disponivel, o endereco de e-mail de cada autor.

Autor correspondente: Indique claramente quem ira lidar com a
correspondéncia em todas as etapas do arbitramento e publicacédo, também pos-
publicacdo. Esta responsabilidade inclui responder a futuras consultas sobre

metodologia e Materiais.

Estrutura do artigo
Resumo

O resumo deve indicar brevemente o objetivo da pesquisa, 0s principais
resultados e as principais conclusées. Um resumo é frequentemente
apresentado separadamente do artigo, por isso deve ser capaz de ficar sozinho.
Por este motivo, as referéncias devem ser evitadas, mas, se necessario, cite o

(s) autor (es) e ano (s).

Palavras-chave
Imediatamente apos o resumo, fornegca um maximo de 6 palavras-chave,
usando a ortografia americana e evitando termos gerais e plurais e conceitos

multiplos (evite, por exemplo, ‘e’ 'de’).

Introducao
Indique os objetivos do trabalho e forne¢ca um quadro adequado, evitando

uma literatura detalhada pesquisa ou um resumo dos resultados.
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Material e métodos
Forneca detalhes suficientes para permitir que o trabalho seja reproduzido
por um pesquisador independente. Métodos que ja estado publicados devem ser

resumidos e indicados por uma referéncia.

Resultados

Os resultados devem ser claros e concisos.

Discusséao
Isso deve explorar o significado dos resultados do trabalho, n&o repeti-los.
Um resultado combinado e a sec¢éo de discussao geralmente € apropriada. Evite

extensas citacoes e discussoes sobre as publicagdes publicadas.

Conclusdes
As principais conclusdes do estudo podem ser apresentadas em uma
breve secao de Conclusdes.

Referéncias
Texto: Indique as referéncias por numero (s) entre colchetes de acordo
com o texto. Os autores reais podem ser encaminhados, mas o numero (s) de

referéncia deve ser sempre dado.

Exemplo: '....como demonstrado [3,6]. Barnaby e Jones [8] obtiveram um
resultado diferente ... "

Lista: Numerar as referéncias (nUumeros entre colchetes) na lista na ordem em

que aparecem no texto.

Exemplos:

Referéncia a uma publicacéo de diério:

[1] J. van der Geer, J.A.J. Hanraads, R.A. Lupton, A arte de escrever um artigo
cientifico, J. Sci. Comum. 163 (2010) 51-59.
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Tabelas

Envie as tabelas como texto editavel e ndo como imagens. As tabelas
podem ser colocadas ao lado do texto relevante no artigo, ou em paginas
separadas no final. Classifique as tabelas consecutivamente de acordo com a

aparéncia no texto e coloque as notas de tabela abaixo do corpo da tabela.

Pontos gerais

e Utilize as seguintes fontes em suas ilustragcdes: Arial, Courier, Times New
Roman, Symbol ou use fontes que parecam semelhantes.

e Numerar as ilustracfes de acordo com sua sequéncia no texto.

e Fornecer legendas para ilustracoes separadamente.

e Dimensione as ilustracfes proximas as dimensdes desejadas da versao
publicada.

e Envie cada ilustragdo como um arquivo separado.



