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RESUMO

O controle da qualidade dos resultados de andlises quimicas tem sido cada vez mais exigido
devido ao grande prejuizo que dados analiticos ndo confidveis podem gerar, principalmente
guando se diz respeito a seguranca do produto, e as consequéncias financeiras irreversiveis
gue pode causar. Para garantir a confiabilidade dos resultados obtidos durante as etapas
analiticas é necessario que o método empregado seja validado. Neste contexto, o presente
trabalho visa desenvolver e validar um método espectroanalitico para determinacao de
corantes vermelho e derivados livre e nanoencapsulado, por espectroscopia de absor¢céo e
emissdo de fluorescéncia no UV-Vis, como métodos alternativos aos cromatograficos
tradicionais. A partir da espectroscopia de absor¢do e emissao de fluorescéncia no UV-visivel
utilizando-se o espectrofotbmetro modelo Genesys 10s da Thermo Scientific e
espectrofluorimetro  Shimadzu RF6000 desenvolveu-se um protocolo experimental para
determinagcdo da curva de correlacdo entre maximo de emissédo de absorcdo e emissédo de
fluorescéncia em funcdo de diferentes concentracdes de quinizarina. O método foi determinado
com numero de repeticdo (n) igual a 3. Os parametros de aquisicdo dos espectros de
fluorescéncia foram fixados com um comprimento de onda de excitacdo igual a 480 nm, fendas
de excitacdo e emisséo igual a 10/10 nm, respectivamente, com emisséo na faixa de 520 a 680
nm. As amostras foram preparadas com auxilio de uma micropipeta (10,0 uL Eppendorf) a
partir de diluicdo infinita em acetonitrila (2,0mL), diretamente em cubeta de quartzo de 10 mm
de caminho Optico, partindo-se de uma solugéo inicial da quinizarina 1,00 mg/mL em dimetil-
sulféxido. Os métodos apresentaram linearidade na faixa de 1,00 a 12,00 pg/mL (y =
0,0433[quinizarina, pg.mL?] + 0,0019, r? = 0,9999 para espectroscopia de absorcio, e de 5,00
a 12,00 pg/mL (y = 31152[quinizarina, pg.mL?] + 91994, r? = 0,9964 para espectrofluorimetria.
O teste ANOVA demonstrou que as equacgfes da reta sdo estatisticamente significantes (p <
0,05), e 0 modelo linear é adequado para o0 método analitico. O valores de limites de detecgéo
(LD) foram de 0,15 e 1,35 pg/mL e o limite de quantificagdo (LQ) de 0,47 e 4,10 pg/mL para
absorcao e fluorescéncia, respectivamente. Assim, foi possivel estabelecer uma relagéo linear
gue permitiu a determinacéo da inclinacdo e equacéo da reta a partir dos pontos experimentais.
Os métodos apresentaram desvio padrédo relativo (DPR ) menor que 5% para os parametros de
preciséo, recuperacao dentro da faixa de 95 a 105% e nenhuma interferéncia dos compostos
da matriz, logo, foram considerados precisos, exatos e seletivos.  Através do estudo de
validagdo, realizado conforme preconizado pela RDC 166/2017, foi possivel comprovar a
adequabilidade dos métodos espectro-analiticos para quantificacdo de quinizarina e corantes

vermelhos derivados.

Palavras-chave: Corantes. Validacdo de Métodos. Métodos Espectroanaliticos.



ABSTRACT

Quality control of chemical analysis results has been increasingly required because of the great
harm that unreliable analytical data can generate, especially when it comes to product safety,
and the irreversible financial consequences it can cause. To guarantee the reliability of the
results obtained during the analytical steps it is necessary that the method employed be
validated. In this context, the present work aims to develop and validate a spectroanalytical
method for the determination of red dyes and free and nanoencapsulated derivatives, by
absorption spectroscopy and UV-Vis fluorescence emission, as alternative methods to
traditional chromatographic methods. UV-visible fluorescence emission and absorption
spectroscopy using the Genesys 10s spectrophotometer from Thermo Scientific and Shimadzu
RF6000 spectrofluorimeter was developed an experimental protocol for determination of the
correlation curve between maximum emission of absorption and emission of fluorescence as a
function of different concentrations of quinizarin. The method was determined with repeat
number (n) equal to 3. The acquisition parameters of the fluorescence spectra were set with an
excitation wavelength equal to 480 nm, excitation and emission slots equal to 10/10 nm,
respectively, with emission in the range of 520 to 680 nm. The samples were prepared using a
micropipette (10.0 uL Eppendorf) from infinite dilution in acetonitrile (2.0 mL), directly into a 10
mm optical path quartz cuvette, starting with an initial solution of quinizarin 1.00 mg / mL in
dimethylsulfoxide. The methods showed linearity in the range of 1.00 to 12.00 pg / mL (y =
0.0433 [quinizarin, yg.mL-1] + 0.0019, r2 = 0.9999 for absorption spectroscopy, and 5, 00 to
12.00 pug / mL (y = 31152 [quinizarine, ug.mL-1] + 91994, r? = 0.9964 for spectrofluorimetry.

The ANOVA test showed that the equations of the line are statistically significant (p <0.05), and
the linear model is suitable for the analytical method. The limits of detection (LD) were 0.15 and
1.35 yg / mL and the limit of quantification (LQ) of 0.47 and 4.10 ug / mL for absorption and
fluorescence, respectively. Thus, it was possible to establish a linear relationship that allowed
the determination of slope and equation of the line from the experimental points. The methods
showed a relative standard deviation (DPR) of less than 5% for precision parameters, recovery
within the range of 95 to 105% and no interference of matrix compounds were therefore
considered accurate, accurate and selective. Through the validation study, performed according
to RDC 166/2017, it was possible to prove the suitability of the spectroanalytical methods for the

quantification of quinizarine and derived red dyes.

Key-words: Dyes. Validation of Methods. Spectroanalytical Methods.
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1. INTRODUCAO

A utilizacdo de nanocarreadores para a obtencdo de sistemas de
liberacdo controlada visa obter formulacdes farmacéuticas que proporcionem
um direcionamento especifico do farmaco por varias vias de administracéo e
gue promovam vantagens como protecdo do principio ativo, melhor
biodisponibilidade e menor toxicidade, resultando em maior conforto e adesao
dos pacientes ao tratamento (BIZERRA; SILVA, 2016).

Os corantes tém demonstrado importantes propriedades farmacéuticas
principalmente no diagndstico e tratamento do cancer (AL-OTAIBI et al, 2017;
MACHATOVA et al, 2016). Neste contexto, o grupo de pesquisa do Prof. Dr.
Fernando L. Primo do Departamento de Bioprocessos e Biotecnologia da
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da UNESP campus de Araraquara, tem
trabalhado com o nanoencapsulamento de diversos corantes com aplicacdo na

terapéutica.

Dessa forma, surgiu a necessidade do desenvolvimento de um método
analitico para quantificar o corante vermelho de origem biotecnoldgica
associado a nanocarreadores como colaboracdo ao trabalho de mestrado da
aluna Camila F. Amantino. No entanto, o corante vermelho ndo possui um
padrdo de referéncia para a utilizagdo nos ensaios de validagdo dos métodos
desenvolvidos, surgindo, entédo, a necessidade de selecionar outro corante com
propriedades quimicas semelhantes, sendo escolhida a substancia quinizarina

com 96 % de grau de pureza.

Segundo as exigéncias da ANVISA e em conformidade com a RDC
(Resolucao da Diretoria Colegiada) 166/2017 que dispde sobre a validacédo de
métodos analiticos, todo método utilizado na rotina de controle de qualidade de
medicamentos deve ser validado, ou seja, possuir evidéncias documentadas de

gue é adequado ao uso a que se destina.

Por essa razdo o presente trabalho buscou desenvolver e validar
métodos espectroanaliticos por absorcdo e emissdo de fluorescéncia no

UV/VIS para a quantificacdo de corantes de origem biotecnoldgica associado a
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nanocarreadores, como uma alternativa aos métodos cromatograficos

tradicionais.
2. OBJETIVOS

2.1. OBJETIVO GERAL

Desenvolver e validar métodos espectroanaliticos para quantificacdo do

corante quinizarina sintético e seus derivados biotecnoldgicos.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS
i. Realizar a caracterizacdo espectroscopica do corante vermelho de

origem biotecnoldgica e da quinizarina sintética;

ii. Desenvolver e validar os métodos espectroanaliticos por absor¢cao no
UV-Vis e emissao de fluorescéncia para a quantificacdo do corante
guinizarina sintético nanoencapsulado;

ii.  Preparar nanocapsulas poliméricas contendo o corante sintético
guinizarina pelo método de deposicdo interfacial do polimero pré-
formado, utilizando como polimero o poli(acido latico-co-acido
glicdlico) (PLGA) e com nucleo lipofilico de fosfatidilcolina de soja.

iv.  Caracterizar as formulacdes quanto ao teor de farmaco, eficiéncia de
encapsulamento, tamanho de particula, indice de polidisperséao,

potencial Zeta e pH.

3. REVISAO BIBLIOGRAFICA
3.1. CORANTES E PIGMENTOS

Os termos corantes e pigmentos podem ser facilmente confundidos e
empregados como sindnimos. No entanto ha diferencas entre eles que
necessitam ser abordadas. Ambos, sdo substancias quimicas adquiridas de
fontes naturais ou sintéticas, podem ser de origem organica ou inorganica e
s&o aplicados com o objetivo principal de atribuir cor a diferentes substratos. E
exatamente a forma de aplicagcdo que os diferencia (ZANONI; YAMANAKA,
2016).

De acordo com a ETAD (The Ecological and Toxicological Association of

Dyes and Organic Pigments Manufactures - organizacdo internacional que
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realiza atividades para investigar os impactos do uso de corantes e pigmentos
organicos sintéticos no meio ambiente e na saude), os corantes podem ser
solaveis no substrato onde sdo incorporados ou entdo ter a sua estrutura
cristalina destruida sendo mantidos através de diferentes processos como
adsorcao, solvatacao, ligacdo ibnica ou covalente. No que diz respeito aos
pigmentos, estes sdo insoluveis e ndo sao afetados pelo substrato ao qual
foram incorporados (COLOUR INDEX, 2015).

Como principal caracteristica dos corantes e pigmentos destaca-se a
habilidade em absorver luz visivel (MACHADO, 1999), ou seja, a capacidade
da sua estrutura quimica de possibilitar ressonancias eletrénicas para absorver
radiacbes eletromagnéticas na regido do espectro visivel (400-700nm)
(SARON; FELISBERTI, 2005). Outras caracteristicas fundamentais para a
presenca de cor em uma substancia € ter ao menos um grupo croméforo
associado a um sistema conjugado (alternando entre ligacbes simples e
duplas) (IARC, 2010). A Figura 1 apresenta exemplos de grupos cromoforos

gue podem ser encontrados em corantes.

Figura 1 - Exemplos de grupos cromoforos presentes em corantes organicos.

0

0

Antraquinona

\{:_N
/ N\

Metino Ftalocianina Triarilmetano

Fonte: IARC (2010)

Além dos cromdéforos, os corantes ainda podem conter em suas
estruturas grupos auxocromos e antiauxocromos que colaboram com a
diversificacao da cor conferida ao corante, conforme demonstrado na Tabela 1.

Os auxocromos, ou doadores de elétrons, causam o0 deslocamento
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batocrémico das bandas de absorcdo do corante, além de contribuir com a
solubilidade, enquanto que 0s grupos antiauxocromos sao receptores de
elétrons e contribuem no deslocamento da absorcdo do espectro visivel
(ZANONI; YAMANAKA, 2016).

Tabela 1 - Comprimento de onda de absorcéo de luz versus cor de corantes organicos.

Comprimento de Onda de Absorc¢&o (nm) Cor Absorvida Cor Observada
400-435 Violeta Amarelo-Verde
435-480 Azul Amarelo
480-490 Verde-Azul Laranja
490-500 Azul-Verde Vermelho
500-560 Verde Roxo
560-580 Amarelo-Verde Violeta
580-595 Amarelo Azul
595-605 Laranja Verde-Azul
605-700 Vermelho Azul-Verde

Fonte: IARC (2010)

A ampla utilizacdo de corantes naturais provém desde a antiguidade, na
confeccdo de artigos de arte e téxteis, fazendo uso de substancias naturais
coloridas. Os corantes tornaram-se atrativos devido as suas ac¢des anticancer,
antitumoral e antioxidante (MACHATOVA et al., 2016).

A forma mais adequada de classificacdo dos corantes é através da sua
estrutura quimica, agrupando-os em categorias que possuem caracteristicas
semelhantes. Dentre essas categorias sdo encontradas diversas classes de

corantes incluindo as antraquinonas.

3.2. ANTRAQUINONAS

As antraguinonas sdo constituintes de uma familia de compostos que
ocorrem naturalmente em algumas plantas e que possui um largo espectro de
aplicacbes e propriedades bioativas. S&o descritos mais de 700 corantes
naturais onde 0s mais frequentemente reportados sdo emodina, parietina,
catenarina e reno (Tabela 2), e sendo que 200 destes sdo provenientes de
plantas floridas e os demais de fungos e liquens. Eles podem ser encontrados
em todas as partes da planta: raizes, caules, frutos, flores e folhas. A maioria

dos compostos é derivada da estrutura basica 9,10-antracenediona, um
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composto organico aromatico triciclico, como formula molecular Ci4HsOz,
conforme demonstrado na Figura 2 (DUVAL et al., 2016).

Figura 2 - Estrutura quimica geral das antraquinonas.

Fonte: DUVAL et al. (2016)

Tabela 2 - Substituintes de 5 compostos derivados de antraquinona: antraquinona, emodina,

parietina, catenarina e reno.

Compostos R. R R. R. R.
Antraguinona H H H H H
Emodina OH OH H CH: OH
Parietina OH CH: H OCH: OH
Catenarina OH OH OH CH, OH
Reno OH H H COOH OH

Fonte: DUVAL et al. (2016)

As antraquinonas sSao 0 grupo mais numeroso das quinonas naturais.
Apresentam-se normalmente como substancias cristalinas de cor amarela,
vermelha ou laranja e estdo abundantemente distribuidas no reino vegetal,
podendo ser encontradas em plantas superiores até fungos e liquens
(SANTOS; SILVA; BRAZ FILHO, 2008).

Uma grande quantidade de produtos naturais tem sido isolada de
espécies de plantas e com isso propriedades bioativas consideraveis foram
descobertas, tais como fungicidas, inseticidas, reguladores de crescimento e
antioxidante. O campo de aplicacdo destes compostos naturais € bastante
amplo, vai desde pesticidas a industria alimenticia, de cosméticos e

farmacéutica. Além disso, quando se trata de sustentabilidade, torna-se um
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atrativo econémico devido a natureza biodegradavel e produgdo renovével
(DUVAL et al., 2016).

O espectro eletromagnético das antraquinonas pode ser modificado
através do tipo e numero de substituintes, assim como da posicdo em que
ocupam, possibilitando diferentes coloracbes para estes compostos. Ao
introduzir substituintes receptores de elétrons ndo havera um efeito significativo
no espectro. No entanto com a substituicdo por um composto doador de
elétrons, como por exemplo, grupos amino ou amino substituidos, pode
provocar um grande impacto na producdo dos corantes variando de uma
coloracdo amarela, passando por azul e vermelha até a coloracao verde, como
demonstrado na Tabela 3 (DUVAL et al, 2016).

Tabela 3 - Atribuicdo de fonte natural e indice de cor de alguns corantes de antragquinona.

Nome Formula Cor

Antraquinona Amarelo
_— . Vermelho
1-(metilamino)antraquinona
o
N,
0 HH
1-metilamino-4-(hidroxietilamino)antraquinona Roxo
1-metilamino-4-(amino)antraquinona Azul

Fonte: DUVAL et al. (2016)

As quinonas e derivados de quinonas sdo uma importante classe de

moléculas com ampla aplicacdo em areas como corantes industriais, biologia,
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guimica farmacéutica, entre outras (DAHIYA et al, 2007; DE MACEDO et al.,
2016).

De acordo com a literatura, na area farmacéutica as antraquinonas tém
demonstrado propriedades anti-inflamatoria, imunossupressora, diurética,
laxativa,  vasodilatadora, antioxidante, antitumorais, antibacterianas,
antibioticas, antifingicas, (DUVAL et al., 2016; DE MACEDO et al., 2016) e
também sdo amplamente utlizadas no tratamento do céncer (AL-OTAIBI,
SPITTLE; EL GOGARY, 2017).

3.3. QUINIZARINA

7z

A quinizarina é um corante sintético (1,4-di-hidroxi-9,10-antraquinona)
pertencente a classe das antraquinonas. As hidroxiantraquinonas, como a
guinizarina, possuem a habilidade de se intercalar entre as moléculas de DNA,
além de serem foto-geradoras de espécies oxidativas e possuir propriedades
fotossensiveis para a terapia fotodinamica. Por isso, estes compostos
tornaram-se interessantes substratos para marcadores no tratamento do
cancer (MACHATOVA et al., 2016).

A quinizarina (Figura 3) apresenta emissao de fluorescéncia por possuir
ligagbes de hidrogénio intramoleculares assistidas por ressonancia. Essas
ligacdes estabilizam os orbitais 1T e colocam a transicdo - " em mais baixa
energia que a n- Tm*; dessa forma, impede o cruzamento intersistemas S1 > T1
e desativacdo da fluorescéncia. Por consequéncia, a energia absorvida é

perdida pela emisséo de radiagéo (fluorescéncia) (SABATINI, 2012).

Figura 3 - Estrutura quimica da quinizarina (QZN)

Fonte: SABATINI (2012).
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A quinizarina, quando em solugdo, € um composto altamente
fluorescente e apresenta uma banda estruturada de emissdo, devido a
formacao de estruturas tautoméricas, causada pela transferéncia interna de um
préton (Figura 4). Além disso, a presenca de ligacdes de hidrogénio confere a
quinizarina alta intensidade de fluorescéncia, o que n&o é facilmente
mensuravel em seus derivados por ocorrer a quebra destas ligacdes de

hidrogénio (SABATINI, 2012).

Figura 4 - Estruturas tautoméricas da quinizarina
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Fonte: SABATINI (2012).

3.4. NANOTECNOLOGIA

Em 1959, Richard Feynman discorreu sobre a possibilidade de
manipular os materiais em niveis atdmicos. Por isso, € considerado o cientista
precursor da ciéncia denominada Nanotecnologia (HULLA; SAHU; HAYES,
2015). Segundo Feynman, as leis que regem a dimensdo atdmica s&o
fundamentalmente diferentes, por isso permite novas possibilidades de
funcionalidade das estruturas (ALENCAR et al., 2017). No entanto, somente 15
anos mais tarde, Norio Taniguchi criou a palavra “nanotecnologia” definindo-a
como o conjunto de estudos e aplicacOes referentes aos objetos e processos
na escala de nanometro (HULLA; SAHU; HAYES, 2015).

A 1SO (2003) traz duas definicbes para nanotecnologia: (i) entendimento
e controle da matéria e processos em nhanoescala, tipicamente, mas nao
exclusivamente abaixo de 100 nm em uma ou mais dimensfes, em que 0O
aparecimento de fendmenos dependentes de tamanho permite novas
aplicagoes; (ii) utilizagdo das propriedades dos materiais em nanoescala que

sdo diferentes das propriedades dos atomos individuais, moléculas, ou dos



23

materiais macroscopicos, criando materiais, dispositivos e sistemas melhores

que exploram essas novas propriedades.

A nanotecnologia € uma ciéncia multidisciplinar e capaz de solucionar
muitos problemas no ambito industrial e econémico; isso por que estuda as
propriedades manifestadas em escala nanométrica, nas quais nao seriam
possiveis em escalas maiores, proporcionando a criacdo de novos materiais.
Muitas sao as aplicagOes utilizadas atualmente, como chips, sensores, fibras
de tecido, produtos esportivos (ALENCAR et al., 2017), assim como diferentes
aplicacdes nas industrias alimenticias, cosméticas e farmacéuticas (HULLA;
SAHU; HAYES, 2015). Na area da saude os avancos sdo ainda mais
significativos no diagndéstico de doenca e producdo de medicamentos mais

eficazes e com maior seguranca (ALENCAR et al., 2017).

Na area farmacéutica estes materiais sdo de grande interesse devido a
aplicacdo em sistemas de liberacdo de farmacos (MARCATO; DURAN, 2008),
pois oferecem varias vantagens quando comparados aos sistemas tradicionais
(PRIMO, 2009). Além disso, tem sido possivel resgatar moléculas ativas, que
foram anteriormente descartadas devido a descoberta de potenciais efeitos
colaterais ou baixa biodisponibilidade, através do uso de uma nova formulacéo
utilizando as nanoparticulas, tornando essa &rea ainda mais promissora
(ROSSI-BERGMANN, 2008).

3.4.1 NANOTECNOLOGIA FARMACEUTICA

A proposta da nanotecnologia aplicada a area farmacéutica é
desenvolver formulacbes a base de nanocarreadores biocompativeis e
biodegradaveis que tém como principal caracteristica a habilidade em
aprimorar a interacdo e liberacdo do principio ativo no seu sitio alvo (célula,
orgdo ou microrganismo) (SIQUEIRA-MOURA, 2011), promovendo uma maior
eficacia terapéutica, além de prolongar o tempo de meia vida do farmaco,
retardar sua degradacé@o quimica ou enzimatica, diminuir os efeitos colaterais e
aumentar sua biodisponibilidade, além de promover melhor aceitacdo ao
tratamento, pois o medicamento possui menos efeitos colaterais e um maior
intervalo de administracdo (BOULAIZ et al 2011; DE AZEVEDO, 2005;
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FIGUEIRAS; COIMBRA; VEIGA, 2014; ROSSI-BERGMANN, 2008; SIQUEIRA-
MOURA, 2011).

Sao utilizados diferentes materiais para obter as formulagbes
nanotecnoldgicas e estes sdo escolhidos a partir das suas caracteristicas de
biodegrabilidade, biocompatibilidade, capacidade para funcionalizagdo de
superficie, conjugacdo, complexacao e encapsulamento. O encapsulamento de
farmacos pode ser feito por diferentes mecanismos, como: solubilizacdo ou
retencdo na nanoparticula, conjugacao ou adsorcao. As nanoparticulas atuam
como nanocarreadores, transportando o farmaco para um local especifico onde
irdo exercer sua atividade terapéutica. Entre os nanocarreadores disponiveis,
os principais utilizados na terapéutica sdo os lipossomas, as nanoparticulas
lipidicas, as micelas e as nanoparticulas poliméricas, como apresentado na
Figura 5 (DIMER et al., 2013).

Figura 5 - Esquema ilustrativo com as principais estruturas poliméricas utilizadas como
sistemas nanocarreadores de farmacos

Fonte: Adaptado de PRIMO, F. L. et al (2009).

Nanocépsulas sdo definidas como sistemas vesiculares submicrénicos
compostos de um nucleo oleoso envolto por uma fina membrana polimérica
(FENG; MUMPER, 2013). Algumas das vantagens de utilizar como sistema de
liberacao de farmacos sao a alta eficiéncia em relacdo ao encapsulamento de

farmacos lipofilicos, a protecdo do farmaco contra degradacdo quimica, a
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reducdo da irritacdo tecidual devido a membrana polimérica, baixo teor de
polimero quando comparado as nanoesferas e aprisionamento de farmacos em
uma regido matricial central, podendo evitar o efeito de degradacdo ou
desestruturacdo da particula. O farmaco hidrofébico pode ser aprisionado nesta
matriz central oleosa e/ou adsorvido na membrana polimérica de recobrimento
das nanocépsulas (SIQUEIRA-MOURA et al., 2013; SOUTO et al, 2011).

As nanoesferas sdo nanoparticulas com diametro entre 10 a 200 nm
onde a porcédo hidrofébica esta voltada para a parte interna da estrutura e as
cadeias hidrofilicas para a superficie (SQUILLARO et al, 2018). Diferentemente
das nanocapsulas, ndo possuem 6leo em sua composi¢cao e o farmaco pode
estar retido ou adsorvido na matriz polimérica (SCHAFFAZICK; GUTERRES,
2003).

Os dendrimeros sao estruturas poliméricas nanométricas (2-10 nm de
diametro) tridimensionais, homogéneas e hiper-ramificadas, contendo mdaltiplos
grupos funcionais em sua superficie, 0 que 0s torna extremamente versateis e
biocompativeis (SHERJE et al, 2018).

A utilizacdo de formulagbes baseadas em lipideos tem demonstrado
influéncias positivas na absorcdo de farmacos, além de possuirem baixa
toxicidade. As nanoparticulas lipidicas sélidas sdo nanoesferas compostas por
um lipidio solido com diametro médio entre 50 e 1000nm (escala nano-
submicron) ap6s o encapsulamento do ativo. Sdo compostos de moléculas
lipidicas biodegradaveis e biocompativeis e ndo requerem o uso de solventes
organico em sua formulagédo. Os carreadores lipidicos nanoestruturados sao
compostos por uma mistura de lipidios no estado sélido e liquido facilitando a
incorporacao de mais moléculas de farmaco além de aumentar sua protecdo do
(GANESAN; NARAYANASAMY, 2017).

Os lipossomas e as nanovesiculas sdo vesiculas fosfolipidicas de
tamanho de particula de 30nm a micrometros e constituidas de uma
(nanovesiculas) ou mais bicamadas lipidicas (lipossomas) concéntricas que
envolvem o meio aquoso. Devido a sua capacidade de encapsular tanto
moléculas lipofilicas quanto hidrofilicas podem encapsular uma vasta gama de
farmacos (BATISTA et al, 2007).
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3.5. METODOS ESPECTROSCOPICOS

Os métodos espectroscopicos sdo fundamentados pelo produto da
interacdo da matéria e energia eletromagnética. A seletividade e sensibilidade
destes métodos sdo dependentes da concentracdo da amostra assim como da

estrutura quimica e intensidade ou frequéncia de energia utilizada (GIL, 2007).

Quando se trata da concentracdo sempre existe uma relacédo direta e
proporcional. No entanto, é a estrutura molecular da substancia analisada que
define a frequéncia de maior absor¢cdo e conferem a sensibilidade e
seletividade do método (GIL, 2007).

A radiacdo eletromagnética € uma forma de energia propagada em
ondas, e pode ser dividida em regibes de comprimento de onda distinto.
Também pode ser considerada como um fluxo de particulas denominadas
fétons e cada um destes fotons contém determinada energia cuja magnitude é
proporcional a frequéncia e inversamente proporcional ao comprimento de
onda. O comprimento de onda é, normalmente, especificado em nandmetros,
nm (10°m) (ANVISA, 2010).

3.5.1. ESPECTROMETRIA DE ABSORCAO NO UV-VIS

A espectrofotometria de absorcdo pode ser dividida em ultravioleta,
visivel (UV-VIS) e infravermelho, de acordo com o intervalo de frequéncia da
energia eletromagnética aplicada (Tabela 4). A utilizacdo desta técnica vai

desde a identificacdo até a quantificacdo de substancias (ANVISA, 2010).

Tabela 4 - Faixas de comprimento de onda de interesse para a espectrofotometria.

Regido Faixa de Comprimento de onda
Ultravioleta (UV) 190 — 380 nm
Visivel (VIS) 380 — 780 nm
Infravermelho proximo (NIR) 780 — 2500 nm (12800 — 4000 cm™)
Infravermelho médio (MIR) 4 — 25 mm (2500 — 400 cm™)
Infravermelho distante 25 — 300 mm (400 — 33 cm?)

Fonte: ANVISA (2010).

Por ser uma técnica robusta, com custo relativamente baixo e com vasta
possibilidade de aplicacdes a espectrofotometria na regidao UV-VIS tem sido

uma das técnicas mais utilizadas (BARBOZA et al., 2010), principalmente na
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industria farmacéutica que preza pela rapidez e confiabilidade dos resultados,
além do baixo custo e simplicidade de utilizacdo (ALVES et al., 2010; GALO;
COLOMBO, 2009). Por todas as vantagens citadas, vem sendo uma alternativa
aos métodos cromatograficos que utilizam maior quantidade de solventes, além
de levarem mais tempo no preparo das amostras e possuirem instrumentacao
mais dispendiosa, eleva o custo final da analise (WEINERT; PEZZA; PEZZA,
2008).

A técnica envolve medidas diretas de espécies que absorvem radiacéo,
assim como medidas apos derivacdo quimica e também podem ser acoplados
a diferentes técnicas ou processos, como cromatografia e eletroforese
(ROCHA; TEIXEIRA, 2004).

Quando as moléculas absorvem energia ocorre a transicdo para um
estado de maior energia ou excitado, esta passagem ndo é de natureza
continua, realizando-se, geralmente, em etapas que sdo chamadas de
transicdes eletrdnicas. Na regido do ultravioleta e visivel ocorrem transicfes
eletrbnicas em porcbes da molécula chamadas de croméforos. As transicdes
fazem com que os elétrons migrem de orbitais moleculares ocupados para

orbitais de energia superiores (ANVISA, 2010).

O célculo da transmissao (T) € a realizado utilizando a seguinte formula:
T=— 1)

Onde, lo é a intensidade da radiagéo incidente e | é intensidade da

radiac&o transmitida.

A espectrofotometria é fundamentada na Lei de Lambert-Beer, que é a
base matematica para medidas de absorcdo (A) de radiacdo por amostras no
estado solido, liquido ou gasoso, nas regides ultravioleta, visivel e
infravermelho do espectro eletromagnético (ROCHA; TEIXEIRA, 2004):

A=-log~ )

A instrumentacdo utilizada no ultravioleta (UV) e visivel (Vis) sao os

espectrofotdbmetros, compostos essencialmente, de fonte de radiacdo; seletor
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de comprimento de onda; celas de absorcdo (cubetas), para insercdo de
solucdes de amostras no feixe de luz monocromética; detector de radiacao e
uma unidade de leitura e processamento de sinal, conforme demonstrado na
Figura 6 (ANVISA, 2010).

Figura 6 - Esquema de um espectrofotbmetro
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]
[ @ (3) Amostra ® T
\ Seletor de
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% comprimento
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Processador e leitor
(a) de saida do sinal

Fonte: SKOOG et al (2006).

A relacdo direta entre a concentragdo da substancia e a quantidade de
luz absorvida (Lei de Beer), € o principio fundamental para a analise

espectrofotométrica quantitativa.
Equacéao de Beer:
A= E€Ebc 3)

Onde, A é a absorbancia, logaritmo do inverso da trasmitancia (A = -
logT); € a absortividade molar (L mol* cm™?), ¢ a concentracdo (mol L), b o

caminho éptico (cm) e T a transmitancia.

Sabendo que a transmitancia (T) é o quociente entre a intensidade da
radiacdo transmitida pela solucéao (lo) e a intensidade da radiacao incidente (1),

temos:
logio (lo/l) = A=Ebc (4)

3.5.2. ESPECTROMETRIA DE EMISSAO DE FLUORESCENCIA

A luminescéncia é a emissao de luz de qualquer substancia e ocorre a

partir de estados eletronicamente excitados. E formalmente dividido em duas
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categorias, fluorescéncia e fosforescéncia, dependendo da natureza do estado
excitado (LACKOWITCZ, 2004 ).

A espectrofluorimetria compreende a medida da fluorescéncia emitida
guando as substancias ditas fluorescentes sao expostas a radiacao ultravioleta,

visivel ou outras também de natureza eletromagnética.

As radiacdes provocam a excitagcao dos elétrons da molécula para niveis
energéticos mais elevados, por um curto espaco de tempo (10® a 104
segundos), e por isso os elétrons retornam ao estado fundamental através de
um processo nao radioativo, chamado desativacdo por colisdo, juntamente com
um processo radioativo chamado Iluminescéncia (fluorescéncia ou
fosforescéncia), ou seja, ao retornarem ao estado menos energético ocorre a
emissao de luz (ANVISA, 2010).

Conforme pode ser observado na Figura 7, para medidas de
fluorescéncia sdo necessarios dois seletores de comprimento de onda para
selecionar os comprimentos de onda de excitacdo e emissdo. A radiagcédo da
fonte é selecionada e incidida na amostra, enquanto a radiacdo emitida é
medida, normalmente em angulo reto para evitar o espalhamento (SKOOG et
al. 2006).

Figura 7 - Esquema de um espectrofluorimetro
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Fonte: SKOOG et al. (2006)
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A escolha do solvente ideal para utlizar no preparo de solugcdes
fluorescentes exige planejamento, pois as caracteristicas quimicas e o pH séo
parametros que podem influenciar na intensidade e distribuicdo espectral da
fluorescéncia. A experimentacdo em diferentes solventes € extremamente
importante para determinar a propriedade fluorescente de uma substancia, ja
gue muitas substancias que apresentam fluorescéncia em solventes organicos
sdo praticamente nao fluorescentes quando dissolvidas em agua devido efeitos

de solubilidade e/ou supresséo de estados excitados (ANVISA, 2010).

Entre as vantagens da fluorimetria com relacdo a absorcdo no UV-VIS,
pode-se destacar a sensibilidade (100 vezes maior) e também a seletividade.
Como desvantagem existe a limitacdo de aplicacdo da técnica ja que somente

algumas moléculas apresentam fluorescéncia (ANVISA, 2010).

Técnicas analiticas baseadas na deteccdo de fluorescéncia sdo muito
populares devido a alta sensibilidade e seletividade, assim como pelas
vantagens do espaco e resolucéao temporal, e a possibilidade de sensoriamento
remoto usando fibras épticas. Quando um analito é fluorescente, a deteccéo
fluorimétrica direta é possivel por meio de um espectrofluorimetro operando em
comprimentos de onda de excitacdo e absorcdo adequados (VALEUR;
BERBERAN-SANTOS, 2012).

A espectroscopia de luminescéncia é uma ferramenta analitica bastante
sensivel e com ampla aplicacdo quando se trata da necessidade de baixos
limites de deteccao. Por isso séo facilmente encontrados na literatura trabalhos
mostrando analises ao nivel de tracos, devido a alta sensibilidade quando
comparada a outras metodologias, tais como a espectrofotometria UV-VIS. Isso
ocorre por que nas medidas de absorbancia o sinal esta associado a
atenuacdo da intensidade de um feixe de radiacdo por uma espécie
absorvente, tornando dificil a deteccdo quando a quantidade de espécie na
amostra € pequena, e isto ndo acontece na luminescéncia (SOTOMAYOR et
al., 2008).

Outro aspecto importante da luminescéncia se trata da seletividade, pois

espécies com rendimentos quanticos de fluorescéncia altos (®r > 0.7) sdo bem
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menos comuns. Moléculas fluorescentes possuem comprimento de onda de

excitacao e/ou emissao caracteristicos (SOTOMAYOR et al., 2008).

Aliado a todas essas vantagens, a técnica também possui instrumental
simples e com baixo custo de manutencédo e analise, quando comparado a
outros métodos analiticos. Por isso, tém sido amplamente utilizada na analise
de muitos compostos de interesse farmacéutico, biolégico, ambiental e
industrial (SOTOMAYOR et al., 2008).

3.6. VALIDACAO DE METODOS ANALITICOS

O termo oficial validacdo foi registrado pela primeira vez na Good
Manufacturing Practices — GMP’S publicadas pelo FDA (Food and Drug
Administration) em 1978, porém apenas em 1980 foi definida como: “o
estabelecimento da evidéncia documentada de que o desenvolvimento de um

processo especifico permite cumprir com o objetivo para o qual foi desenhado”.

Apos isso, em 1992 a OMS (Organizacdo Mundial da Saude) adotou a
Validacdo de métodos analiticos e processos em suas BPF’'s (Boas Praticas de
Fabricacdo). No Brasil, a validacdo de métodos analiticos apareceu pela
primeira vez com a publicacdo da Resolugdo RE n°475/2002 que foi revogada
no ano seguinte pela RE n°899/2003, e entdo tornou-se exigida nas resolucdes
RDC n°17/2010 e RDC n°31/2010. Em 2017, a RE n°899/2003 foi substituida
pela RDC 166/2017 que estabelece critérios para a validacdo de métodos

analiticos.

O termo validacdo vem sendo constantemente discutido e expandido,
por ser um requisito fundamental para a industria farmacéutica, para comprovar
um altissimo padrdo de qualidade, devido ao impacto que os produtos
farmacéuticos podem ter na vida dos consumidores. Algumas das definicdes de

guias e normas referentes ao processo estao transcritas a seguir.

Segundo a RDC n° 166/2017 (ANVISA, 2017). “A validagdo deve
demonstrar que o método analitico produz resultados confiaveis e € adequado
a finalidade a que se destina, de forma documentada e mediante critérios

objetivos.”
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A Norma n° 17025 (INMETRO, 2003), estabelece que “a validagao é
definida como confirmacgéo por testes e apresentacdo de evidéncias objetivas
de que determinados requisitos sdo preenchidos para um dado uso

intencional”.

De acordo com a Farmacopeia Americana (USP), “a validagdo de
métodos assegura a credibilidade desses durante o uso rotineiro, sendo
algumas vezes mencionados como o processo que fornece uma evidéncia

documentada de que o método realiza aquilo para o qual € indicado a fazer”.

Por fim, a Organizacdo Mundial da Saude (OMS) define a validacao
como “avaliacado sistematica de um procedimento analitico para demonstrar

que esta sob condigdes nas quais deve ser aplicado”.

De um modo geral, a validacdo busca comprovar que os resultados
analiticos para uma determinada amostra expressem qualidade, confiabilidade,

rastreabilidade e comparabilidade.

Os parametros preconizados para a realizacdo de um estudo de
validacdo de métodos sdo especificidade, exatiddo, precisdo, limite de
deteccéo, limite de quantificacao, linearidade e robustez. A definicdo para cada

um deles, segundo o ICH (2005), esta descrita a seguir.
a. Especificidade/Seletividade:

A seletividade é definida como a capacidade de avaliar inequivocamente
0 analito na presenca de componentes que podem estar presentes, como

impurezas, produtos de degradacéo e componentes da matriz (USP, 2018).

Para métodos de identificacdo, a seletividade é utilizada para assegurar
a identidade do analito, devendo obter resultado positivo para a amostra
contendo o analito e resultado negativo para outras substancias presentes na
amostra. Para métodos quantitativos e ensaios limite, a seletividade deve ser
demonstrada por meio de comprovacdo de que a resposta analitica se deve
exclusivamente ao analito e garantir que todos os procedimentos analiticos
realizados permitam uma declaracdo precisa do conteddo de impurezas ou

poténcia exata de um analito na amostra (ANVISA, 2017).
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De acordo com o ICH (International Conference on Harmonisation), a
escolha de tais materiais potencialmente interferentes deve ser baseada em
um julgamento cientifico sélido, com a consideracdo das interferéncias que
podem ocorrer (ICH, 2005).

b. Linearidade:

A linearidade deve ser demonstrada por meio da sua capacidade de
obter respostas analiticas diretamente proporcionais a concentracdo de um
analito em uma amostra. Uma relacao linear deve ser estabelecida para toda a

faixa estabelecida para o método.

Para o estabelecimento da linearidade, deve-se utilizar, no minimo, 5
(cinco) concentragBes diferentes da substancia quimica de referéncia (SQR)

para as solucdes preparadas em, no minimo, triplicata.

Para a avaliacdo da linearidade, devem ser apresentados 0s seguintes
dados (ANVISA, 2017):

I.  Representacdo grafica das respostas em funcdo da concentracdo do
analito;

II. Grafico de dispersdo dos residuos, acompanhado de sua avaliacdo
estatistica (nivel de significancia de 5%));

lll.  Equacdo da reta de regressao de y em X, estimada pelo método dos
minimos quadrados. A homocedasticidade dos dados deve ser avaliada
para utilizagcdo do modelo adequado;

IV. AvalicAdo da associacdo linear entre as varidveis por meio dos
coeficientes de correlacdo (r) e determinagdo (r?). O coeficiente de
correlacao deve estar acima de 0,990;

V. Avaliacdo da significAncia do coeficiente angular que deve ser

significativamente diferente de zero.

c. Limite de Deteccéo:

O limite de deteccdo € a menor concentracao de analito na amostra que

pode ser detectada, mas ndo necessariamente quantificada.
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d. Limite de Quantificacéo:

O limite de quantificacdo é a menor concentracdo de analito que pode

ser quantificada apresentando precisdo e exatidao.
e. Exatidao

A exatiddo de um método analitico deve ser obtida por meio do grau de
concordancia entre os resultados individuais do método em estudo em relagéo
a um valor aceito como verdadeiro, conforme exemplo demonstrado na Figura
8 (ANVISA, 2017).

Figura 8 - Esquema do conceito de exatidao.

®

MNio Exato Exato

A exatiddo deve ser verificada a partir de, no minimo, 9 (nove)
determinacdes, contemplando o intervalo linear do método analitico, ou seja, 3
(trés) concentragfes: baixa, média e alta, com 3 (trés) réplicas em cada nivel
(ANVISA, 2017).

A exatidao deve ser expressa pela relacédo percentual de recuperacao do
analito de concentracdo conhecida adicionado a amostra e a concentragdo
tedrica correspondente, como demonstrado na Equacdo 4. O desvio padrao
relativo (DPR) também deve ser calculado para cada concentracdo (ANVISA,
2017).

Concentracido média experimental

Recuperacgao = x 100 (4)

Concentragio tedrica

f. Precisao:
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A precisdo deve avaliar a proximidade entre os resultados obtidos por

meio de ensaios com amostras preparadas conforme descrito no método

analitico a ser validado. A precisao deve ser determinada em trés niveis:

Repetibilidade: concordéancia entre os resultados obtidos pelo
mesmo analista utilizando a mesma instrumentacéo dentro de um
curto espaco de tempo, ou seja, dentro das mesmas condicdes
de operacéo.

O ensaio deve ser realizado com, no minimo, 9 (nove)
determinacdes, contemplando o intervalo linear do método
analitico, ou seja, 3 (trés) concentracdes: baixa, média e alta, com
3 (trés) réplicas em cada nivel ou 6 (seis) réplicas a 100% da
concentragéo do teste individualmente preparadas.

Precisdo intermediaria: concordancia entre os resultados intra-
laboratoriais obtidos em diferentes dias e realizados por analistas
diferentes. O ensaio deve contemplar as mesmas concentracoes
e 0 mesmo numero de determinacdes descritas na avaliacdo da
repetibilidade.

Reprodutibilidade: concordancia entre resultados obtidos em
laboratorios diferentes através de um estudo colaborativo. Ao
realizar um estudo de reprodutibilidade ndo € necessario realizar

a avaliacao da preciséo intermediaria.

A precisao deve ser demonstrada através da dispersdo dos resultados,

calculando-se o desvio padrao relativo (DPR) da série de medi¢cbes, conforme

a Equacéo 6.

DPR = 2£ x 100 (6)
CMD

Em que: DP é o desvio padrao e CMD € a concentracdo meédia

determinada.

A Figura 9 faz um comparativo entre 0s conceitos de precisdo e

exatidao.
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Figura 9 — Esquema comparativo entre os conceitos de preciséo e exatidao.
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E a capacidade do método em permanecer inalterado na presenca de
variacfes pequenas, mas propositais — nos parametros descritos dos métodos
analiticos. Este estudo fornece evidéncias de confiabilidade no desempenho do
método, por isso €é recomendado que seja determinada durante o
desenvolvimento. Caso haja susceptibilidade do método a variagcbes nas
condi¢cBes analiticas, essas deverdao ser controladas por meio de precaucdes

descritas no método.

4. MATERIAIS E METODOS
4.1. MATERIAIS

Os reagentes quimicos descritos a seguir foram empregados sem
nenhum tipo de tratamento prévio ou modificacdo quimica. Todos os solventes

utilizados foram de alta pureza com grau analitico.

Dimetil-sulféxido (LS Chemicals); acetonitrila grau analitico (JT Baker),
acetona (Synth, Diadema, Sdo Paulo, Brasil) e quinizarina 96% (Sigma
Aldrich).

O corante vermelho derivado de antraquinona foi fornecido apés a
producdo por processo fermentativo submerso e purificado pelo grupo de
pesquisa do Prof. Alberto Colli Badino Junior, do Departamento de Engenharia
Quimica da UFSCar, campus de Séo Carlos/SP, em colaboracdo com o Prof.
Alvaro de Baptista Neto, do Departamento de Bioprocessos e Biotecnologia da

Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Araraquara (UNESP).

Para preparo de todas as solugbes e formulagcbes foi utilizada agua

ultrapura obtida do sistema E-Pure Barnstead (Millipore, Cotia, Sdo Paulo).
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Para preparo das nanocapsulas foram utilizados os seguintes reagentes
guimicos: Kolliphor P188, Pluronic F-68, éleo de soja (Sigma-Aldrich co. St.
Louis, MO, EUA), fosfatidilcolina de soja - Lipoid S 100® (Ludwigshafen,
Alemanha), e poli (acido lactico- co-glicélico (PLGA)(Sigma-Aldrich). Como
principio ativo foi empregado o corante sintético quinizarina 96% (Sigma
Aldrich).

4.2. EQUIPAMENTOS

Na obtencéo dos espectros de absorgcéo e emissédo de fluorescéncia no
estado estacionario utilizou-se o espectrofotbmetro UV/Vis de feixe duplo
Genesys 10s (Thermo Scientific, EUA) e um espectrofluorimetro modelo RF
6000 (Shimadzu, Alemanha) ambos alocados no Departamento de
Bioprocessos e Biotecnologia da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de
Araraquara (UNESP).

43. METODOS
4.3.1. OBTEN(;AOADOS ESPECTROS DE ABSORCAO E,DE EMISSAO DE
FLUORESCENCIA UV/VIS NO ESTADO ESTACIONARIO
Os espectros de absorcéo e de emisséo de fluorescéncia da quinizarina
(QZN) e do corante vermelho (CV) livres foram obtidos no estado estacionario
como parte da caracterizacao espectroscopica. Os espectros foram adquridos
utilizando-se de cubetas de quartzo com 1,0 cm de caminho O6ptico. Para as
medidas de fluorescéncia estabeleceu-se um protocolo com excitagao fixa em
480 nm, fendas de excitacdo e emissao de 10/10 nm respectivamente e faixas

de aquisicdo de 520 a 680 nm.

4.3.2. PREPARO E CARACTERIZA(}AO FISICO-QUIMICA DA
NANOCAPSAULA DE QUINIZARINA
4.3.2.1. PROTOCOLO DE PREPARO DA NANOCAPSULA
POLIMERICA CONTENDO QUINIZARINA
As nanocapsulas poliméricas foram preparadas usando o método de
nanoprecipitacdo ou deposi¢do interfacial do polimero pré-formado conforme
descrito por Fessi em 1989, com algumas modificacdes. Este método permite a
formagéo espontanea de goticulas nanométricas oleosas rodeadas por uma

membrana polimérica. Foram preparadas nanocapsulas somente com QZN
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(QZN/NC) na concentracdo de 0,1mg/mL de corante quinizarina. Uma
guantidade exata de polimero PLGA 50:50 (0,75% m/v) e lecitina de soja
(fosfatidilcolina de soja) a 1,75% m/v, foram pesados e dissolvidos em 15 mL
de acetona a 40 °C denominado fase orgéanica. O corante QZN foi dissolvido
separadamente em acetona com ajuda de banho ultrassénico e adicionado a

fase organica, posteriormente a adicdo do 6leo de soja na fase organica.

A fase organica foi gotejada sob a solugdo aquosa contendo
Pluronic F-68 (1,25% m/v) em 30 mL de &agua sob agitacdo moderada e
constante (250 rpm) a 40 °C. Apos um intervalo de tempo determinado houve a
remocédo do solvente organico do meio por evaporagao sob presséo reduzida a
40 °C e rotacdo de 125 rpm e da amostra a um volume final de 10 mL.

Figura 10 — Imagem do esquema com reatores camisados utilizados no preparo das
formulacdes.
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4.3.2.2. DETERMINAQAO DO TAMANHO DE PARTICULA E

POTENCIAL ZETA

Para caracterizacgéo fisico-quimica, foi utilizado a medida de tamanho de
particula (didmetro hidrodinamico) e o potencial zeta (¢) das nanocépsulas, na
presenca do principio ativo. As analises foram realizadas seguindo-se o0s
procedimentos operacionais padrbes do equipamento Zetasizer®, da Malvern
Instruments cedido pelo Departamento de Fisico-Quimica do Instituto de
Quimica de Araraquara - UNESP. As amostras para analise foram preparadas
diluindo-se 20 pL de formulacdo em 2 mL de &gua ultrapura contida em uma

cubeta de poliestireno com caminho 6tico de 1 cm.

4.3.3. VALIDAGAO DOS METODOS ANALITICOS
4.3.3.1. LINEARIDADE DO CORANTE QUINIZARINA

A linearidade é a capacidade do método de apresentar resultados
diretamente proporcionais a concentragdo do analito presente na amostra.
Dessa forma, as analises de regressao linear foram realizadas construindo um
gréfico densidade Optica versus concentracdo da quinizarina em pg/mL para a
curva por espectroscopia de absorcdo e intensidade de fluorescéncia versus

concentragéo da quinizarina em pg/mL.

Para construcdo da curva, foi preparada inicialmente uma solucao
estoque de 1,0mg/mL da quinizarina em dimetil-sulféxido (DMSO) devido a sua
capacidade de solubilizar o corante. Para o preparo das solugdes de diferentes
concentracg@es foi utilizado o método de diluicdes sucessivas, utilizando-se de
cubeta de quarto com 1 cm caminho 6ptico, contendo 2 mL de acetonitrila
(ACN) e adicionando fracdes da solugcédo estoque empregando-se micropipeta
(Eppenforf) de 10uL para obter as concentragOes desejas. A acetonitrila foi
utilizada para as diluicbes, por ser um solvente polar capaz de dissolver o

polimero presente na nanocapsula (SOUTO et al, 2012).

Para estabelecer as linearidades dos métodos propostos foram
construidas trés curvas de calibracdo em seis niveis diferentes de
concentragdes, variando de 1 a 12 pg/mL (n=18) para espectrofotometria e 5 a
12 pg/mL (n=18) para espectrofluorimetria. Nas analises espectrofotométricas

foi obedecida a Lei de Lambert-Beer. A andlise estatistica para avaliagcao do
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ajuste do modelo linear foi realizada através dos seguintes testes ao nivel de

significancia de 5%:

e Determinagao do Coeficiente de Correlagéo;

e Andlise de Variancia (ANOVA);

e Teste de Falta de Ajuste (Lack of fit);

e Avaliagdo da normalidade dos residuos (Teste Breusch-Pagan);
e Avaliacdo de valores extremos na resposta (Analise Grafica);

e Avaliagdo da homocedasticidade (Teste Shapiro-Wilk);

e Avaliacdo de Pontos Influentes (DCOOK, DFFITS, DBETA);

e Avaliacédo de Independéncia (Teste Durbin-Watson).

4.3.3.2. LIMITES DE DETECAO E QUANTIFICACAO

Os limites de deteccao (LD) e de quantificacdo (LQ) da quinizarina para
0s métodos desenvolvidos foram estimados a partir da curva de calibragédo
resultante do parametro Linearidade. Os LD e LQ foram calculados de acordo

com as Equac0es 7 e 8, respectivamente (ANVISA, 2017):
LD = (DP/b) x 3,3 @)
LQ = (DP/b) x 10,0 (8)

Onde, DP é o desvio padrdo do intercepto com relacdo ao eixo das

ordenadas e b o valor da inclinagéo da curva analitica.

4.3.3.3. SELETIVIDADE

Para avaliar a possivel interferéncia dos excipientes utilizados na
formulacdo de NC foram preparadas solucdes padrédo de QZN adicionadas com
NC vazias (120 pL). As solugdes padrao contendo 7,00; 10,00 e 12,00 pg/mL
(n=9)e 9,00; 10,00 e 11,00 pg/mL (n = 9) de QZN foram preparadas para os
métodos espectrofotométrico e espectrofluorimétrico, respectivamente. Em
seguida foram realizadas comparagbes entre o0s resultados obtidos das
solugbes padrao contaminadas com NC vazias e as solu¢cbes padrédo de
guinizarina “sem contaminacg&o”. A analise dos dados foi realizada utilizando o
Teste t de Student (teste bilateral, p = 0,05).
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4.3.3.4. EXATIDAO

A exatiddo dos métodos analiticos foi avaliada pelo método de
recuperacdo do analito (QZN). Neste estudo, foram adicionadas aliquotas de
NC vazia em solucbes de diferentes concentracbes de QZN (n = 9) e
previamente analisada, sendo a concentragéo total do analito determinada
usando os métodos propostos. A porcentagem de QZN recuperada foi

calculada de acordo com a Equagéao 9:
Recuperacgéao (%) = (Co/Ct) x 100 (9)

Onde, Co € a concentracao (ug/mL) obtida de QZN ap0és a adicao de placebo e

Ct, concentracao teorica de QZN na solugéo padrdo previamente analisada.

4.3.3.5. PRECISAO

A precisdo foi avaliada pela repetibilidade (precisdo intradia) e pela
precisdo intermediéria. A repetibilidade foi estudada usando trés niveis de
concentracOes diferentes de QZN: baixa, media e alta, correspondendo a 9,00;
10,00 e 11,00 pg/mL (n = 9). Os valores da preciséo intradia foram obtidos
através da analise de solucbes da NC contendo QZN preparadas a partir da
solucdo estoque de NC, analisada no mesmo dia e sob as mesmas condi¢des
experimentais. Ja a preciséo intermediaria foi determinada em dois diferentes
dias e com dois diferentes analistas levando em consideracdo as mesmas
concentracgdes utilizadas na repetibilidade.

Durante estes dois dias, a precisdo intermediaria foi avaliada pelas
analises de solucdes do analito preparadas a cada dia (n = 18). Ambas
repetibilidade e precisdo intermediaria foram avaliadas pela porcentagem do

desvio padréao relativo (DPR%).

4.3.4. RENDIMENTO EXPERIMENTAL DA ASSOCIAQAO DO CORANTE
QUINIZARINA
A determinacdo do conteddo de QZN incorporado ao sistema
nanoestruturado foi realizada utilizando os métodos propostos. Este parametro
demonstra a quantidade real do corante associado a NC, levando em

consideracao as perdas durante o processo experimental de preparo.
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Inicialmente adicionou-se uma aliquota de 500 pL da formulagéo
QZN/NC em um baldo volumétrico de 5 mL com acetonitrila de grau analitico e
ultrassonicada até total homogeneizacgéo para garantir total liberacdo do analito
da formulacao.

A quantidade de QZN encapsulada foi estimada através da equacao da
reta analitica. As solucdes amostras foram analisadas pela medida de
absorbancia em 477 nm, o qual corresponde ao comprimento de onda de
maxima absorcdo da QZN, enquanto a intensidade de fluorescéncia relativa foi
medida espectrofluorimetricamente com excitagao fixa em 480 nm e emisséo
na faixa de 520 a 680 nm. Todas as analises foram realizadas em triplicata e as

médias dos resultados + erro padrdo médio (EPM) foram apresentadas.

5. RESULTADOS E DISCUSSOES
5.1. OBTENCAO DOS ESPECTROS DE ABSORCAO E EMISSAO DE
FLUORESCENCIA UV/VIS NO ESTADO ESTACIONARIO
Foram realizados os estudos de espectroscopia no estado estacionario,
para que fosse determinado o perfil do espectro de absor¢cdo e emissao da
QZN e do CV livres. Os ensaios foram conduzidos utilizando-se a técnica de
espectroscopia de absorcdo e emissdo de fluorescéncia no UV-visivel,

conforme apresentado nas Figuras 12, 13, 14 e 15, respectivamente.

Durante o desenvolvimento dos métodos foi considerado o tipo de
solvente organico utilizado para as andlises. O dimetilsulféxido (DMSO) e
acetonitrila (ACN) demostraram as melhores caracteristicas para ambos 0s
métodos analiticos utilizados, uma vez que o DMSO foi capaz de solubilizar o
corante e a ACN nao apresentou qualquer influéncia sobre o maximo de

absorcéo ou intensidade de emisséo de fluorescéncia da QZN.

O espectro de absorcdo da quinizarina apresenta duas bandas principais
posicionadas na regido do ultravioleta do espectro (300 a 350nm) e na regiao
da luz visivel (400 a 550 nm).
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Figura 12 - Espectro de absorcéo no UV/VIS da QZN/Acetonitrila (---) e CV/Acetonitrila (---) na

concentracdo de 10pg/mL.
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Figura 14 - Espectro de emissdo de fluorescéncia UV/VIS da QZN/Acetonitrila (---) e
CV/Acetonitrila (---) na concentracdo de 10pug/mL, com comprimento de excitacdo de 480 nm
para ambos e fendas de 10,0/10,0 nm para excitacdo e emissao, respectivamente.
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Figura 15 - Espectro de emisséo de fluorescéncia normalizada UV/VIS da QZN/Acetonitrila(---)
e CV/Acetonitrila (---) na concentra¢do de 10pug/mL, com comprimento de excitagcdo de 480 nm
para ambos e fendas de 10,0/10,0 nm para excitacdo e emissao, respectivamente.
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Nas Figuras 12 e 13, estdo apresentados os espectros de absorcéo e de
absorcédo normalizado (divisdo de todos os valores pelo maximo de absorcao
para efeito comparativo e verificacdo de possiveis descolamentos de banda),
respectivamente, para os compostos QZN e CV em meio organico homogéneo,
empregando-se 0 solvente acetonitrila grau analitico espectroscopico.

Utilizando-se a técnica de espetroscopia de absor¢do no UV-visivel foi possivel
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determinar os maximos de absor¢cdo para ambos compostos. A QZN em
acetonitrila apresenta sua banda de absorcdo caracteristica com maximo
centrado em 477 nm, na regido do azul do espectro-eletromagético, conforme
descrito por HTUN (2009). A varredura para o corante vermelho, analisado no
mesmo ambiente quimico, demonstra um conjunto de bandas de transicdo
eletrdnica do tipo t—n* com maximos em 428 nm e 512 nm. Estas bandas séo
caracteristicas de compostos organicos derivados de antraquinonas, conforme
descrito por AHN et al (2009). A Figura 13 normalizada demonstra claramente
a sobreposicdo das bandas de absorcédo referente aos conjuntos espectrais
dos compostos QZN e CV, na regido de 400 e 550 nm do

espectroeletromagnético visivel.

Nas Figuras 14 e 15 estdo apresentados os espectros de emissao e
emissao normalizado, respectivamante, para os compostos QZN e CV, também
em acetonitrila grau analitico espectroscopico. Nas determinacbes das
emissdes de ambos compostos foi fixado o comprimento de onda de excitagc&o
em 480 nm, tanto para o composto de origem sintética, como para o
corante de origem biotecnolégica. Como fendas de resolucéo espectral, foram
utilizadas aberturas de 10 nm/10 nm para excitagdo e emissao,
respectivamente. Na Figura 15, esta apresentado o estudo comparativo de
emissao de fluorescéncia para ambas moléculas, confrotando os maximos
centrados em 567 nm para a QZN e 537 nm para o CV. Neste estudo fotofisico
foi possivel observar um leve deslocamento de 30 nm, caracteristico do efeito
hipsocrdmico. Entretanto, observa-se a manutencao da identidade espectral de
ambos compostos, com emissdo na regido de 520 a 650 nm. O potencial
fluorescente destes compostos foi comprovante para o meio em estudo,
demonstrando que tanto a QZN quanto a CV possuem alta taxa de emissao de
fétons, caracteristica de compostos com alto rendimento quantico de
fluorescéncia, ou seja, com grupamentos fluoréforos condizentes com a
performance de marcadores fotobiolégicos, conforme descrito por GHOLIVAND
et al (2012).
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5.2. PREPARO E CARACTERIZACAO FISICO-QUIMICA DA
NANOCAPSULA DE QZN
5.2.1. DETERMINACAO DO TAMANHO DE PARTICULA E POTENCIAL
ZETA.
Inicialmente caracterizou-se a formulacdo desenvolvida para determinar
o tamanho de particula (didmetro hidrodindmico) e potencial Zeta por

espalhamento de luz, na auséncia e presenca do corante QZN.

Estes parametros foram determinados conforme descrito na secao
experimental (3.3.2.2), sendo necessarios para verificar a eficiéncia do

protocolo do preparo das formulagdes.

As medidas de tamanho, indice de polidispersdo e potencial zeta das

nanoparticulas sdo parametros que indicam estabilidade das nanocapsulas.

Nestas analises fisico-quimicas compararam-se os resultados obtidos na
presenca e na auséncia do corante, demonstrando de forma direta a influéncia
do mesmo no tamanho e carga superficial do sistema nanoestruturado,

conforme demonstrado na Tabela 5.

Geralmente, nanoparticulas preparadas por diferentes métodos
apresentam tamanho de particula entre 100 e 300 nm, porém varios fatores
podem aumentar ou diminuir o didmetro das particulas. Utilizando-se o método
da precipitacdo de polimeros pré-formados, a presenca do farmaco na fase
organica, antes da precipitacdo do polimero em meio aquoso, pode ou nao
influenciar no diametro médio das particulas (SCHAFFAZICK, 2003). A Tabela
5 apresenta o didametro médio de particula na auséncia (356,0 nm) e presenca
do corante (244,4 nm).

Indice de polidispersdo mede a variagdo no tamanho das particulas e
valores elevados caracterizam um sistema com heterogeneidade. Conforme
apresentado na Tabela 5 a presenca do corante proporcionou uma reducéo
significativa no indice de polidispersdo, conferindo um sistema mais

homogéneo e com maior estabilidade (RIGON et al, 2017).

A medida do potencial zeta reflete a carga de superficie das particulas, o

qgual é influenciado pelas mudancas na interface com o meio dispersante, em
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razdo da associacdo de grupos funcionais na superficie da particula ou da
adsorcdo de espécies ibnicas presentes no meio aquoso da dispersdo. De
acordo com a Tabela 5 o corante quando associado ao nanocarreador
aumentou o potencial zeta conferindo maior estabilidade fisica ao sistema,
(SCHAFFAZICK, 2003).

Tabela 5 — Tamanho de particula e potencial Zeta para as nanocépsulas na presenca e
auséncia do corante quinizarina (QZN)

NC QZN/NC
Tamanho de particulas (nm) 356,0 244.4
Polidispersividade (PDI) 0,55 0,38
Potencial Zeta (mV) -1,5 -15,6

5.3. VALIDACAO DOS METODOS ANALITICOS
5.3.1. LINEARIDADE

As analises de regressdao linear foram realizadas plotando absorbancia
ou intensidade relativa de fluorescéncia versus concentracdo de QZN em
ug/mL, conforme demonstrado nas Figuras 17 e 19, respectivamente.
Linearidade satisfatoria foi detectada para os métodos espectrofotométrico na
faixa de 1,0 pg/mL — 12 pg/mL e espectrofluorimétrico na faixa de 5,0 pg/mL —
12 pg/mL. Os conjuntos de espectros de absorcédo e emisséo de fluorescéncia
no UV-VIS do corante quinizarina estdo apresentados nas Figuras 16 e 18,
respectivamente. O ajuste por minimos quadrados para 0 método
espectrofotométrico revelou um excelente coeficiente de determinacéo (R?) de
0,9999 e a relagdo linear conforme Equacdo 10, enquanto que para
espectrofluorimetria o coeficiente de determinagao foi de 0,9964 e a equacao
de regressdo conforme Equacdo 11. Contudo, um valor de coeficiente de
correlacdo muito proximo da unidade (por exemplo, r > 0,99) ndo é
necessariamente o resultado de uma relagdo linear e, consequentemente, um
Teste de Falta de Ajuste deve ser empregado (AMC, 1994;: GONZALEZ, 2006).

absorbéancia = 0,0382 x [QZN] - 0,0006 (20)

fluorescéncia = 30197 x [QZN] + 31436 (11)
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Figura 16 - Conjunto de espectros de absor¢cdo no UV-VIS do corante QZN em solucéo de
acetonitrila em diferentes concentracées (1,0 pg/mL — 12 pg/mL).
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Figura 17 - Curva de correlacdo entre absorcdo maxima em funcdo da concentracdo de
quinizarina na faixa de 1,0 pg/mL a 12 pg/mL (n=3).
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Figura 18 - Conjunto de espectros de emisséo de fluorescéncia no UV-VIS do corante QZN em
solucéo de acetonitrila em diferentes concentracdes (5,0 pg/mL — 12 pg/mL).
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Figura 19 - Curva de correlagdo entre intensidade de fluorescéncia em funcéo da concentracdo
de quinizarina na faixa de 5,0 pg/mL a 12 pg/mL (n=3).
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5.3.2. AJUSTE DO MODELO LINEAR

Para confirmar a significancia do modelo linear os dados foram tratados
com o auxilio do software Stat Camp do Portal Action, seguindo como diretriz o

Guia para Tratamentos Estatisticos da ANVISA.

5.3.2.1. ANOVA

A comprovacdo da significancia do coeficiente angular é fundamental
para que seja demonstrada a linearidade do método. Essa avaliacdo €

realizada por meio do teste F da andlise de variancia (ANOVA) que permite
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avaliar se uma determinada reta de regressdao estimada explica
satisfatoriamente a relacdo existente entre a concentracdo e a resposta, e
também, apresenta fatores diferentes para o calculo, dependendo do método
utilizado (método dos minimos quadrados ordinarios — MMQO ou método dos

minimos quadrados ponderados — MMQP).
A avaliacdo do ANOVA envolve todas as variaveis possiveis do sistema:

e Regressao: variacdo das respostas analiticas em relacdo ao
centroide (amplitude do modelo);

e Residuos: variagdo das respostas analiticas reais em relacao ao
modelo (erros);

e Total: soma das variacGes da regresséo e dos residuos.

Para comprovar que o y (eixo das ordenadas) realmente varia em funcao
de x (eixo das abcissas), ou seja, a comprovacao fundamental para a

linearidade, € necessario demonstrar que a variacdo devida a regressao

(modelo) é consideravelmente maior que a devida ao erro (residuos).

Dessa forma, as avaliacdes da significacdo dos modelos obtidos para os
métodos espectrofotométrico e espectrofluorimétrico, foi realizada através do

teste F da ANOVA, testando as seguintes hipoteses:
HO: coeficiente angular igual a zero;
H1: coeficiente angular diferente de zero.

As Tabelas 6 e 7 apresentam a ANOVA para o modelo linear dos

métodos validados:

Tabela 6 — Tabela ANOVA para o método espectrofotométrico.

gl? SQP MQ° Fcal Ftab p-valor
Regressédo 1 0,533578 0,533578 44704,90 4,49 0,0000*
Residuos 16 0,000191 1,2E-05
Total 17 0,533769 0,533769
*p <0,05 3graus de liberdade; "soma de quadrados; ¢quadrados médios.
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Tabela 7 — Tabela ANOVA para o método espectrofluorimétrico.

gl? SQP MQ° Fcal Ftab p-valor
Regressdo 1 9,8988E+10 9,8988E+10 1304,93 4,49 0,0000*
Residuos 16 1,2137E+09 7,7857E+07
Total 17 1,0020E+11 9,9064E+10
*p <0,05 2graus de liberdade; Psoma de quadrados; ‘quadrados médios.

Como para ambos os metodos, o Fcalculado da ANOVA foi significativo
e maior que o Ftabelado, néo rejeitou-se a significancia do modelo linear ao
nivel de 5%, Sendo assim, aceitou-se a hipotese alternativa de que o

coeficiente angular é diferente de zero conforme preconizado pela ANVISA.

5.3.2.2. AVALIACAO DO INTERCEPTO

A avaliacdo do intercepto (coeficiente linear) pode trazer informacéo
importante a respeito do modelo linear e por isso, este também foi avaliado. E
recomendado que seja verificado, por meio do Teste t, se o coeficiente linear €

ou nao estatisticamente diferente de zero.

Para a estatistica do Teste t de Student foram testadas as seguintes

hipoteses:
HO: intercepto (coeficiente linear) igual a zero;
H1: intercepto diferente de zero.

As Tabelas 8 e 9 apresentam as estimativas dos parametros
(coeficientes de regressdo) e também a estatistica t para os métodos

validados:

Tabela 8 — Estimativa dos coeficientes e analise do intercepto para o método
espectrofotométrico.

Estimativa Desvio Padrao Estat.t P-valor

Intercepto 0,001996 0,001503 1,3281 0,2028*
Nivel 0,043307 0,000205 211,4353 0,0000*
*p<0,05

Tabela 9 — Estimativa dos coeficientes e analise do intercepto para o método
espectrofluorimétrico.

Estimativa Desvio Padrdao  Estat.t P-valor

Intercepto 91993,56 8028,31 11,4586 0,0000*

Nivel 31152,38 862,38 36,1238 0,0000*
*p<0,05
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Para o método espectrofotométrico, o p-valor do teste t é maior que
0,05, ndo rejeita-se a hipdtese nula (intercepto igual a zero) ao nivel de
significancia de 5%, logo o coeficiente linear € igual a zero. Ja para o método
espectrofluorimétrico, foi obtido p-valor menor que 0,05, indicando que o

coeficiente linear é diferente de zero, ou seja, a curva nao passa pelo zero.

E desejado que o coeficiente linear nédo seja estatisticamente diferente
de zero, pois caso seja, é necessario adequar o uso do método na rotina,
utilizando a curva de calibracdo e ndo apenas o ponto Unico, como

normalmente é realizado.

5.3.2.3. AVALIACAO DA HOMOCEDASTICIDADE

Para avaliacdo da homocedasticidade, ou seja, se as variancias sao
constantes, foi aplicado o teste de Breusch Pagan para atestar as hipéteses

abaixo:
Ho: variancias dos niveis séo iguais;
Hi: pelo menos uma variancia diferente.

A Tabela 10 apresenta os resultados do Teste de Breusch Pagan para

0s métodos validados.

Tabela 10 — Avaliacdo da homocedasticidade.

Método Estatistica gl p-valor
Espectrofotométrico 2,312259 1 0,128357
Espectrofluorimetrico  0,451879 1 0,501444

Como o p-valor do Teste de Breusch Pagan, obtido para ambos os
métodos foi maior que 0,05, ndo rejeitou-se a hipbétese de igualdade das
variancias ao nivel de significancia de 5%. Ou seja, aceitou-se a hipotese nula
gue diz que o modelo é homocedastico e as variancias sdo constantes para

todos os niveis.

A escolha do método dos minimos quadrados a ser utilizado deve

considerar variancias dos resultados de y para cada valor de x. Dessa forma,
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se a variancia de y for constante (homocedasticidade), pode-se utilizar o
MMQO. Caso sejam observadas alteracbes de variancia de vy
(heterocedasticidade), é recomendavel a utilizacdo do MMQP, para ndo gerar
resultados tendenciosos (ANVISA, 2017).

Sendo assim, como as variancias apresentaram-se constantes, foi
correta a utilizacdo do método dos minimos quadrados ordinarios (MMQO)

para ambos os modelos lineares.

5.3.2.4. DIAGNOSTICO DOS RESIDUOS

Apos a verificagao do ajuste do modelo linear, foi realizado o diagnéstico
dos residuos. As analises estatisticas dos residuos compreenderam o0s

seguintes testes:

e Teste de Shapiro-Wilk para a normalidade, ou seja, para verificar se 0s
residuos seguem distribuicdo normal;

e Andlise dos residuos padronizados e/ou studentizados, para verificacao
de valores aberrantes ou pontos extremos na resposta;

e Avaliacdo da independéncia por meio do teste de Durbin-Watson;

e Avaliagdo dos pontos influentes por meio dos testes: Distancia de
COOK, DFBETA e DFFITS.

5.3.2.5. TESTE DE SHAPIRO-WILK

Para averiguar a normalidade foi aplicado o teste de Shapiro-Wilk,
conforme apresentado nas Tabelas 10 e 11, assumindo as seguintes

hipbteses:
HO: residuos seguem uma distribuicdo normal;

H1: residuos ndo seguem uma distribuicdo normal.

Tabela 11 — Teste de normalidade para 0 método espectrofotométrico.

Estatistica p-valor
Shapiro-Wilk  0,954048 0,491977
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Tabela 12 — Teste de normalidade para 0 método espectrofluorimétrico.

Estatistica p-valor
Shapiro-Wilk 0,969718 0,792373

Como para ambos os métodos validados, o p-valor do teste de Shapiro-
Wilk é maior que 0,05, ndo rejeita-se a hipétese de normalidade dos residuos
ao nivel de significancia de 5%. Portanto, os residuos seguem uma distribuicao

normal.

5.3.2.6. ANALISE DOS RESIDUOS PADRONIZADOS E
STUDENTIZADOS
A verificagdo dos valores extremos na resposta foi realizada através da
avaliacdo dos residuos padronizados (razdo entre os residuos e o desvio
padrdo) e dos residuos studentizados (avaliagdo de cada ponto
individualmente. Como critério, normalmente sdo considerados valores
extremos na resposta as observacdes com residuos padronizados e/ou

studentizados maiores que 3 (Portal Action, 2018).

As Figuras 20 e 21 apresentam os graficos dos residuos padronizados e

studentizados, respectivamente, para o0 método espectrofotométrico.

Figura 20 — Gréfico dos residuos padronizados para o0 método espectrofotométrico.
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Figura 21 — Gréfico dos residuos studentizados para o0 método espectrofotométrico.
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As Figuras 22 e 23 apresentam os gréficos dos residuos padronizados e

studentizados, respectivamente, para o método espectrofluorimétrico.

Figura 22 — Gréfico dos residuos padronizados para o método espectrofluorimétrico.
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Figura 23 — Grafico dos residuos padronizados para o0 método espectrofluorimétrico.
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Pela avaliagéo grafica das Figuras 20, 21, 22 e 23 n&o foram detectados
valores extremos nos residuos, portanto, nenhuma observacdo apresentou
grandes afastamentos das demais na série de dados, indicando que o ajuste
do modelo foi equivalente para todas as observacfes em ambos os métodos
validados.

5.3.2.7. TESTE DE DURBIN-WATSON

A independéncia das observacdes foi avaliada através do teste de

Durbin-Watson, onde as seguintes hip6teses foram testadas:
Ho: observacdes sdo independentes;

Hi: observacdes ndo séo independentes.

Tabela 13 — Avaliacdo da independéncia pelo teste de Durbin-Watson.

Método Estatistica p-valor
Espectrofotométrico  2,139252 0,51464
Espectrofluorimétrico  2,380275 0,716228
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Como para ambos os métodos, o p-valor do teste de Durbin-Watson foi
maior que 0,05 néo rejeita-se a hipotese de independéncia das observacées ao

nivel de significancia de 5%, logo as observacdes séo independentes.

Para esta avaliacdo, faz-se necessario que os dados sejam analisados
na ordem de preparo, para ndo comprometer a integridade do teste. Como os
mesmos apresentaram-se aleatdrios em torno do eixo central, aceitou-se que

as observacdes ndo seguem uma tendéncia, sendo, portanto independentes.

Um resumo da andlise dos residuos, de forma gréafica, € apresentado
nas Figuras 24 e 25.

Figura 24 — Resumo grafico das andlises de residuos para o método espectrofotométrico.
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O grafico de Residuos padronizados versus valores ajustados, em
concordancia com o teste de Shapiro-Wilk, afirma que os residuos seguem
uma distribuicdo normal, sendo o peso das caudas menores que do centro.
Tanto o gréfico de QQ-Plot quanto o grafico de Residuos versus valores
ajustados indicam que ndo ha presenca de valores aberrantes ou outliers, pois

ndo apresentam formato afunilado. E por fim, o grafico de Residuos versus
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ordem e coleta, avalia a independéncia das observacfes, ou seja, se ndo ha

tendéncia no momento ou preparo da andlise, confirmando o teste de Durbin-

Watson.

Figura 25 — Resumo grafico das analises de residuos para o método espectrofluorimétrico.
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5.3.2.8. AVALIACAO DOS PONTOS INFLUENTES

Um ponto € denominado influente quando a sua exclusdo do ajuste da
regressdo causa uma mudanca substancial na analise de regressdo (nos
valores ajustados ou nas estimativas dos coeficientes do modelo).
Ocasionalmente algumas observacbes exercem grande influéncia na
determinacao dos coeficientes de regressdo do modelo e tais observacdes séo

denominadas observacdes influentes (Portal Action, 2018).

7z

Um ponto influente ndo € necessariamente um outlier. A deteccdo de
observacfes atipicas deve ser considerada simultaneamente com a deteccao
das observacdes que exercem grande influéncia na determinagcdo dos

coeficientes de regressdo do modelo.
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A seguir, sdo apresentados trés tipos de pontos influentes, sao eles a
distancia de Cook, DFBETA e DFFITS. O DFBETA avalia a influéncia do ponto
no coeficiente angular. O DFFITS avalia a influéncia do ponto no ajuste da
curva. A distancia de Cook avalia o ponto de alavanca com o residuo
padronizado alto. Os critérios para analise dos pontos influentes sdo dados

conforme demonstrado na Tabela 14:

Tabela 14 — Critérios de Analise dos pontos influentes DFFITS, DCOOK e DFBETA.

Diagnostico Formula Valor
DFFITS 2*raiz ((p+1)/n) 0,67
DCOOK 4/n  0,222222

DFBETA 2/raiz(n) 0,47

As Figuras 26, 27, e 28 apresentam os graficos de pontos influentes
DFFITS, D-COOK e DFBETA, respectivamente, para 0 método

espectrofotométrico.

Figura 26 — Grafico da andlise de pontos influentes DFFITS para o método
espectrofotométrico.
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Figura 27 — Gréfico da analise de pontos influentes D-COOK para o0 método

espectrofotométrico.
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Figura 28 — Grafico da analise de pontos influentes DFBETA para o método

espectrofotométrico.
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De acordo com os resultados apresentados nas Tabelas 15, 16 e 17,
para a andlise de pontos de influentes, pode-se concluir que o ponto 16
apresenta influéncia no coeficiente angular, no ajuste da curva e na alavanca

com o residuo padronizado.

Tabela 15 — Andlise dos pontos influentes DFFITS.

Ponto DFFITS Critério
16 0,84 + 0.67

Tabela 16 — Andlise dos pontos influentes D-COOK.

Ponto DCOOK Critério
16 0,305297 0,22

Tabela 17 — Anélise dos pontos influentes DFBETA.

Ponto DFBETA Critério
16 0,690294 0,47

As Figuras 29, 30 e 31 apresentam os graficos de pontos influentes para

0 método espectrofluorimétrico.

Figura 29 — Grafico da analise de pontos influentes DFFITS para o método

espectrofluorimétrico.
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Figura 30 — Grafico da analise de pontos influentes D-COOK para o método

espectrofluorimétrico.
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Figura 31 — Grafico da analise de pontos influentes DFBETA para o método

espectrofluorimétrico.
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De acordo com os resultados apresentados nas Tabelas 18, 19 e 20,
para a analise de pontos de influentes, pode-se concluir que os pontos 3 e 5
apresentam influéncia no coeficiente angular, no ajuste da curva e na alavanca

com o residuo padronizado.

Tabela 18 - Andlise dos pontos influentes DFFITS para o método

espectrofluorimétrico.

Ponto DFFITS Critério

3 -1,11 + 0,67
5 0,8 + 0,67
Tabela 19 - Analise dos pontos influentes D-COOK para o método

espectrofluorimétrico.

Ponto DCOOK Critério
3 0,501257 0,222222
5 0,243097 0,222222

Tabela 20 - Andlise dos pontos influentes DFBETA para 0 método

espectrofluorimétrico.

Ponto DFBETA Critério
3 0,95083 0,471405
5 -0,515501 0,471405

Através da avaliacdo dos pontos influentes foi possivel determinar quais
pontos tém influéncia significativa na curva analitica e que por essa razdo néo

podem ser excluidos.

5.3.3. LIMITES DE DETECCAO (LD) E QUANTIFICACAO (LQ)

Os métodos demonstraram ser sensiveis com LD de 0,15 pg/mL e 1,35
ug/mL para a epectrofotometria e espectrofluorimetria, respectivamente.
Quanto aos LQ’s foram obtidos valores de 0,47 pg/mL para o método
espectrofotométrico e de 4,10 pg/mL para o método fluorimétrico. Através da
determinacdo dos limites de detec¢édo e quantificacdo foi possivel demonstrar
gue os metodos possuem sensibilidade nas faixas de trabalho de 1 a 12ug/mL

(espectrofotométrico) e 5 a 12 pg/mL(espectrofluorimétrico).
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5.3.4. SELETIVIDADE

Para avaliar a possivel aplicacdo analitica dos métodos propostos, foi
estudado o efeito dos excipientes comumente usados na preparacdo de
nanocapsulas (NC) sobre os parametros espectroscopicos. A seletividade dos
métodos foi confirmada depois de observar que os excipientes ndo interferiram
sobre os espectros de absorcédo e fluorescéncia da QZN em 477 e 566 nm,
espectrofotometria e espectrofluorimetria, respectivamente. Os valores de
t calculado (Tabela 21) foram menores do que o valor critico de t tabelado
(2,776 para grau de liberdade 4 e limite de confianca de 95%). Tais resultados
indicam que n&o houve diferenca estatisticamente significativa entre as meédias
das solucdes padrdo de QZN contaminadas com aliquotas da formulacéo de
NC vazia e a média de solugbes padrdo do analito sem contaminacao (p >
0,05). Portanto, ambos os métodos sédo capazes de quantificar especificamente
QZN.

Tabela 21 - Estudo de seletividade para os métodos espectrofotométricos (EFO) e
espectrofluorimétrico (EFU).

~  Concentracao* Concentragao
Concentragao experimental da solugéo
Método Tedricade P ~ padréo de QZN t-calculado
da solucéo .

QZN adr&o de QZN contaminada

P com NC vazia
7,00 7,05 (+0,093) 6,68 (+0,023) 0,017
EFO 10,00 9,98 (+0,106) 9,69 (x0,027) 0,061
12,00 12,01 (#0,106) 12,21 (x0,027) 0,112
9,00 9,12 (+0,195) 8,28 (x0,032) 0,021
EFU 10,00 10,04 (x0,262) 9,20 (x0,006) 0,030
11,00 10,81 (#0,248) 10,23 (x0,003) 0,057

*Resultados sdo concentracdes médias (xDP) em pug/mL para trés diferentes amostras.

5.3.5. EXATIDAO

A exatiddo dos métodos analiticos foi determinada pela adicdo de
guantidades da NC vazia a quantidades conhecidas de QZN padrdo pré-
analisadas, ou seja, de concentracdo conhecida. Os resultados obtidos estéo
sumarizados na Tabela 22 e sdo expressos como a porcentagem de
recuperacdo do analito adicionado e DPR (%). Como pode ser observada, a
porcentagem meédia da recuperacédo foi de 97,6% a 100,5% para o método de

emissao e 99,8% a 100,8% para o método de absorcédo, bem como DPR menor
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do que 5%. Estes resultados demonstram que qualquer mudanca pequena na
concentracdo de QZN em solucdes pode ser exatamente determinada pelos
métodos analiticos desenvolvidos indicando um excelente acordo entre as
guantidades teodrica e encontradas.

Tabela 22 - Resultados para a determinacdo da exatiddo do método espectrofluorimétrico e
espectrofotométrico.

QZN Teorica QZN Obtida DPR
Método Recuperagao (%)**

(Hg/mL) (Hg/mL)* (%)

9 9,04 100,5 (+3,10) 31

Espectrofluorimétrico 10 9,96 99,6 (+3,23) 3,2
11 10,73 97,6 (+2,70) 2,8

7 7,05 100,8 (+1,33) 1.3

Espectrofotométrico 10 9,98 99,8 (+1,06) 1,1
12 12,01 100,1 (+0,88) 0,9

*Resultados sdo concentracdes médias (xDP) para trés diferentes amostras.
**Resultados sdo médias (tDP) para trés diferentes amostras.

5.3.6. PRECISAO

A precisao foi determinada pelo estudo em dois niveis: repetibilidade
(andlises intradia) e precisdo intermediaria (analises interdia). Foram
preparadas solugdes contendo o0 corante quinizarina na presengca dos
excipientes (nanocapsulas vazias) em 3 niveis de concentracao: 9,00; 10,00 e
11,00 pg/mL para o método espectrofluorimétrico e 7,00; 10,00 e 12,00 pg/mL
para o método espectrofotométrico.

Para o método espectrofotométrico, as analises intradia revelaram
desvio padrdao relativo (DPR) de 2,93%, enquanto que para o método
espectrofluorimétrico o DPR foi de 0,72%, para 9 determinagcdes cada um
(n=9), conforme demonstrado nas Tabelas 23 e 24, respectivamente. Conforme
a literatura o limite maximo especificado para o nivel de concentracdo do
analito utilizado € de 5% (referéncia).

A precisédo intermediaria foi expressa como a variagdo intralaboratorial
em dois dias diferentes preparada por dois analistas. Em ambos os métodos,
os valores de DPR foram menores do que 5%, conforme demonstrado nas
Tabelas 23 e 24. O DPR (n=18) foi de 0,87 e 2,31 %, em dias diferentes para
espectrofotometria e espectrofluorimetria, respectivamente. Portanto, 0s

resultados da precisdo indicam a proximidade de acordo entre as varias
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medidas de quantificacdo da QZN realizadas sobre as mesmas condicOes
operacionais durante um curto intervalo de tempo, bem como durante um longo

periodo de tempo e com diferentes analistas.

Tabela 23 - Resultados para a determinacao da precisdo do método espectrofluorimétrico.

A Concentracgao Concentragcdo  Média £ DPR
Preciséao

(Lg/mL) (%) (%) (n=9)

8,99 99,89
9,34 103,78
8,79 97,67
9,82 98,20

Repetibilidade 10,33 103,30 99,20 + 2,93
9,73 97,30
10,58 96,18
11,07 100,64
10,54 95,82
9,12 101,33
9,24 102,67
9,01 100,11
9,98 99,80

Intermediaria 10,18 101,80 100,47 + 1,36
9,87 98,70
10,89 99,00
11,15 101,36
10,94 99,45

Média + DPR (%) (n=18) 99,83+ 2,31

Tabela 24 - Resultados para a determinacao da precisdo do método espectrofotométrico.

Precisio Concentracéo Concentracéo Média + DPR
(ug/mL) (%) (%) (n=9)
7,02 100,29
7,1 101,43
6,99 99,86
10,11 101,10
Repetibilidade 10,01 100,10 100,23 = 0,72
9,92 99,20
12,08 100,67
11,98 99,83
11,95 99,58
7,07 101,00
7,14 102,00
6,95 99,29
10,09 100,90
Intermediaria 9,96 99,60 100,22 + 1,05
9,89 98,90
12,13 101,08
11,99 99,92
11,92 99,33

Média + DPR (%) (n=18) 100,23 + 0,87
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5.4. RENDIMENTO EXPERIMENTAL DE ASSOCIAC}AO DO CORANTE
QUINIZARINA
Apoés o desenvolvimento e validacdo dos métodos espectroanaliticos foi
realizada a quantificacdo do corante QZN na formulacdo através da curva
analitica de calibracdo para ambos os métodos. As curvas de calibracdo foram
elaboradas a partir das técnicas de espectrofotometria e espectrofluorimetria

conforme descrito na seg¢ao experimental (4.3.4).

As solucdes de trabalho foram preparadas conforme secéo experimental
3.3.9, obtendo concentracdo teorica de 10 pg/mL, sendo a quantidade de

corante dosada nas mesmas condigdes experimentais do protocolo padréo.

A técnica por espectroscopia de absorcdo possibilitou calcular um
rendimento de 82%, enquanto que a técnica por espectroscopia de emissao
por fluorescéncia 101%, demonstrando que ambos os métodos permitem a
guantificacdo do corante apOs associacdo a nanocarreadores, no entanto,

possuem sensibilidades diferentes.

6. CONCLUSAO E CONSIDERACOES FINAIS
6.1. CONCLUSAO

A realizacdo do estudo espectroscopico possibilitou comparar ambos os
compostos, quinizarina sintética e corante vermelho de origem biotecnolégica,
demonstrando as propriedades fotofisicas muito semelhantes, o que colabora
ainda mais para a utilizagdo da quinizarina como um composto padrao para a
guantificacdo do corante vermelho pelos métodos espectroanaliticos descritos

neste trabalho.

A partir dos dados obtidos foi possivel concluir que os métodos
espectroanaliticos desenvolvidos possuem linearidade satisfatéria, pois, em
ambos, o coeficiente de correlacdo apresentou-se na ordem de 0,99, dessa
forma é possivel obter a concentracao real do composto associado a sistemas
nanocarreadores. O ajuste do modelo linear adequado também foi comprovado

por meio da analise de residuos demonstrado através dos testes estatisticos.

Os limites de deteccdo e quantificacdo demonstraram que os métodos

possuem boa sensibilidade. Ambos os métodos validados foram considerados
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seletivos tendo em vista que nenhum dos componentes do sistema
nanocarreador apresenta interferéncia direta nos parametros utilizados pelo

método.

Os métodos também foram considerados precisos e exatos, haja vista
que o DPR néo foi superior a 5% para o ensaio de precisdo, em ambos 0s
métodos e a recuperacdo apresentou-se dentro da faixa de 99,8% a 100,8%
para o método espectrofotométrico e 97,6% a 100,5% para o método
espectrofluorimétrico, dentro dos valores especificados na literatura
(MORETTO; CALIXTO, 2016).

Dessa forma, conclui-se que o0s compostos de interesse possuem
propriedades fotofisicas esperadas, assim como os métodos espectroanaliticos
validados s@o adequados ao uso na rotina de controle de qualidade do corante
sintético quinizarina e seus derivados, podendo ser um atrativo em

complementacédo ou substituicdo aos métodos cromatograficos convencionais.

6.2. CONSIDERACOES FINAIS

O desenvolvimento dos métodos espectroanaliticos em substituicdo aos
métodos cromatograficos, comumente utilizados na rotina do controle de
gualidade de produtos farmacéuticos, possibilitou garantir resultados mais
rapidos e com menor gasto de tempo, além da utilizacdo de um menor volume

de solventes durante o preparo das amostras.

Sendo assim, este trabalho contribuiu para a elaboragdo de um
procedimento operacional padrdo para realizagdo de analises de controle de
qualidade de corantes sintéticos derivados de  antraquinonas

nanoencapsulados.
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