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RESUMO

7z

O controle de qualidade € essencial em todas as etapas de producdo de um
medicamento, uma vez que o0 seu objetivo é verificar se o produto esta nos padrdes
exigidos pelas farmacopeias. Uma das etapas realizadas neste controle € a
quantificacdo de dapsona em formas farmacéuticas sélidas, para esta determinacéo
deve-se utilizar metodologias analiticas validadas que gere informag8es confiaveis e
interpretaveis sobre a amostra. Diante do exposto, este trabalho teve como objetivo
desenvolver e validar um método analitico para determinacdo de dapsona em
formas farmacéuticas soélidas com deteccao espectrofotométrica na regido do visivel.
O método foi baseado na reacao da dapsona com &cido nitroso, formando um diazo
gue reage com 0 agente cromogénico 8-oxiquinolina em meio alcalino de NaOH,
produzindo um composto de coloragéo vermelha que absorve fortemente em 510
nm, com absortividade molar de 5,94x10* L mol* cm. Os parametros experimentais
foram cuidadosamente estudados e otimizados através do método univariado. A
curva analitica apresentou boa linearidade com concentracdo entre 1,62x10° a
1,95x10° mol L* e correlacdo de 0,9998. Os limites de deteccdo e quantificacdo
foram de 7,05x10® mol L? e 2,35x107 mol L, respectivamente. Para o estudo de
efeito de matriz foi utilizado o método de adicdo de padrédo, onde a porcentagem de
recuperacao foi de 96,9 a 102,0%, o qual evidéncia que nao houve interferéncia dos
excipientes utilizados. O método foi aplicado com sucesso na determinacdo da
dapsona em duas formulacfes farmacéuticas sintéticas, o qual apresentou erro de -
1,0 a +0,3, comparado com o valor esperado e coeficiente de variacao de 0,6 e 1,0%
para as amostras com intervalo de confianca de 95%.

Palavras-chave: Controle de qualidade, dapsona, espectrofotometria, formas
farmacéuticas solidas.
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ABSTRACT

The quality control is essential at all stages of production of a drug, once your goal is
to verify that the product is in the standards required by the pharmacopoeias. One of
the steps taken in this control is the quantification of dapsone in solid pharmaceutical
forms, for this determination should be used analytical methodologies validated that
generates information reliable and interpretable on the sample. Against the
foregoing, this study aimed to develop and validate an analytical method for the
determination of dapsone in solid pharmaceutical forms with spectrophotometric
detection in the visible. The method is based on the reaction of the dapsone with
nitrous acid, forming a diazo which reacts with the agent chromogenic 8-
oxyquinoline in alkaline solution of NaOH, producing a compound of red color which
absorbs strongly at 510 nm with molar absorptivity of 5.94x10* L mol* cm™. The
experimental parameters were carefully studied and optimized using the method the
univariate. The analytical curve showed good linearity in the range of concentration
of 1.62 x10° to 1,95 x 10°> mol L* with correlation of 0.9998. The limits of detection
and quantification were 7,05 x 10® mol L** and 2.35 x 10" mol L%, respectively. For
the study of the effect of matrix was used the method of standard addition, where the
percentage of recovery was from 96.9 to 102.0%, which highlighted the fact that
there was no interference from excipients used. The method was successfully
applied to the determination of dapsone in two synthetic pharmaceutical formulations,
which showed an error of -1.0 to +0.3, compared with the expected value and
coefficient of variation of 0.6 and 1.0% for samples with 95% confidence interval.

Keywords: Quality control, dapsone, spectrophotometry, solid pharmaceutical forms.



LISTA DE FIGURAS

Figura 1 - Férmula estrutural da dapSona. .........ccooeeeeiiiieiiiiiiiiee e e eeeaanns 14
Figura 2 — Composto de coloracdo vermelha formado pela reacdo da dapsona com
0S UEMAIS TEAGEINTES. ... 26
Figura 3 - Mecanismo proposto para a reacdo de diazotacdo da dapsona com o
reagente cromogénico 8-oxiquinolina em meio alcalino............cccccceeeiiiiieeveeveiiiinnn, 27
Figura 4 - Gréfico do estudo da estabilidade do composto formado com a dapsona
€M DANNO A€ GEIO.... . e ————— 29

Figura 5 - Grafico do estudo da estabilidade do composto formado com a dapsona a

temperatura ambiente (25 OC). ...ooiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeee e 29
Figura 6 - Grafico da otimizag80 do NaNO2. ...........uuuuriiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiii. 30
Figura 7 - Grafico da otimizacao do HCl............ccoooiiiiiiiiii e, 31
Figura 8 - Gréfico da otimizac@o da 8-oxiquinolina.................eeveieeiiiiiiiiiiiiiieeee e 31
Figura 9 - Gréfico da otimizaGao do NaOH. ..........ccoeiiiiiiiiiiii e 32

Figura 10 - Curva analitica para determinacdo da dapsona. .........ccccccceeeeeeeeeeeennnns 33



LISTA DE TABELAS

Tabela 1 — Condicdes estudadas e otimizadas do método.............cccevvvvvvviiiieneeeennn. 32
Tabela 2 — Resultado das figuras de mérito do Metodo............cceevvveierriieiiiiiieeeeeen, 33
Tabela 3 — Resultado da adicdo de padréo da dapsona..........cccceeveeeevveeeeiiiiiinneeeennn. 34

Tabela 4 — Resultado obtido pela aplicacdo do Método ...........ccevvvvvvveviiiiiiiieieeeennnnn. 35



LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

A — Absorbancia

a — Coeficiente linear

ANVISA — Agéncia de Vigilancia Sanitaria
b — Coeficiente angular

(b) — Caminho Optico

C — Concentracgao

CLAE - Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia
CV — Coeficiente de Variacao

DDS — Dapsona

(€) — Absortividade molar

E — Erro absoluto

HCI — Acido cloridrico

IC — Intervalo de confianca

LOD - Limite de deteccao

LOQ - Limite de quantificacéo

N — Numero de medidas

NaNO:2 — Nitrito de sodio

NaOH — Hidroxido de sodio

OMS - Organizagédo Mundial de Saude

P — Poténcia de radiacdo apés atravessar o analito
Po — Poténcia do feixe de luz incidente

R — Coeficiente de correlacao

Sb — Desvio padréo

T — Transmitancia

UV — Ultravioleta

VIS — Visivel

Amax — Comprimento de onda de maxima absorbancia

Xi



xii

SUMARIO

L INTRODUGAO ...t nnanis 13
2 OBJIETIVOS ... e e 17
2.1 ODbJetivo Geral: ... 17
2.2 ODbjetivos ESPECITICOS: .uuuiiiiiiiiiiiic e 17
3 REFERENCIAL TEORICO.......ccoiiiieeeeeeeeeeeee ettt sttt 18
3.1 Métodos para determinacdo de dapSONa.........cceevveeeeiiieeiiiiiiiiie e ee e 18
3.2 Espectrofotometria de absorcdo molecular ............cccovvvviiciiiii e, 20
4 PARTE EXPERIMENTAL ..ottt ettt e e e e e e e e e e e ennnnnees 22
4.1 Materiais € eqUIPAMENTOS ....ccvuuuiiiiiieeeeeieiiies e e e e e e e e e e e e e e e e eeaes 22
A ST 1o [T L <2 PP 22
4.3 Preparo das SOlUCOES € reagentes .......cooevuueiiiiiieeeieeeeiiee e 22

4.4 Estudo da reacdo e determinacdo do comprimento de onda de maxima
ADSOIDANCIA ... 23
4.5 Estudo da estabilidade 6ptica dos produtoS.........ccoevvviiiiieieeeececiiicce e, 23
4.6 Otimizacao das condi¢cOes experimentaisS .........ccevvvvvvviiiiiie e 23
ViR AAVZ= 1T F= Tot=To o Lo I ¢ =1 o 1o Lo TR 23
N 1 10151 4 - TR UPPPPTTRSPPRI 24
4.8.1 Preparo da @M OSTI@ ... ..uuuuuuuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieiie bbb eeaaaaneaennnee 25
4.9 EStudOS de INTErferentes ....cooveeieiiiii e 25
4.10 EStudo de efeito € MaAtliZ........eeiiiieeeeiieeieee e 25
4.11 APlICAGA0 ANAITHICA.....ciieeeieeeieee et e e 25
5 RESULTADOS E DISCUSSAO ..ottt 26

5.1 Estudo dareacdo e determinacao do comprimento de onda de maxima
ADSOIDANCIA . ..ceiieiiii e 26
5.2 Estudo da estabilidade 6ptica dOS produtoS........cccceeeeviiiiiiiiiiieeeeeee e 28
5.3 OtimizagGao das VAITAVEIS .......ccooviiiiiiiiiiiiieeeeee e 30
5.4 Construgao da curva analitiCa .........cccceevviiiiiiiiiii 33
5.5 EStUAO A€ INTEITEIENTES ... 34
5.6 Estudo de efeito de MatrizZ........ooouvveiiiiiii e 34
5.7 Aplicag@o analitiCa........cccovvviiiiiiiiii 35
B CONCLUSOES ......oouiiiiiieteiete ettt 36

7 REFERENCIAS ...ttt ettt ettt esene e 37



13

1 INTRODUCAO

O controle de qualidade € de fundamental importancia em todas as etapas de
producdo de um medicamento. A andlise apropriada das matérias-primas, dos
produtos intermediarios e do produto final, associado ao controle dos processos de
producao, é essencial para que a qualidade do medicamento seja eficiente e seguro
(PUGENS et al., 2008).

De acordo com Peixoto et al., (2005) apud Lachman et al., (2001) para
controlar a qualidade da producdo dos medicamentos € essencial a realizacao de
avaliacdes qualitativas e quantitativas das propriedades quimicas e fisicas destes.

O controle de qualidade € uma avaliacao realizada com o objetivo de verificar
se 0 produto esta nos padrbes exigidos pelas farmacopeias. Caso isso ndo ocorra,
pode resultar para a empresa, além dos prejuizos decorrentes do retrabalho, a perda
da credibilidade e até a cassacao da licenca de funcionamento e do registro do
produto. E ainda, mais grave para o paciente, que devido a falta de qualidade do
medicamento, pode resultar em sérios transtornos com o comprometimento da sua
saude (PEIXOTO et al., 2005).

Para que a qualidade do medicamento final seja o melhor possivel, é
necessario utilizar metodologias analiticas que visem a quantificacdo dos mesmos,
resultando em valores confiaveis e seguros. Dados analiticos ndo confiaveis podem
conduzir a decisGes desastrosas e a prejuizos financeiros irreparaveis. Para garantir
gue um novo método analitico gere informacfes confiaveis e interpretaveis sobre a
amostra, ele deve sofrer uma avaliagdo denominada validagdo. A validagdo de um
método é um processo continuo que comeca no planejamento da estratégia analitica
e continua ao longo de todo o seu desenvolvimento (RIBANI et al., 2004).

Segundo a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria ANVISA, o objetivo de
uma validacdo é demonstrar que o método € apropriado para a finalidade
pretendida, ou seja, a determinacdo qualitativa, semi-quantitativa e/ou quantitativa
de farmacos e outras substancias em produtos farmacéuticos. A validacdo deve
garantir, por meio de estudos experimentais, que o método atenda as exigéncias das
aplicacfes analiticas, assegurando a confiabilidade dos resultados. Para tanto, deve
apresentar especificidade, linearidade, intervalo, precisdo, sensibilidade, limite de
quantificacdo, exatiddo, adequados a analise (BRASIL, 2003).
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Desta forma, os medicamentos sdo objetos de preocupacédo e de inumeros
estudos feitos mundialmente, desde sua producédo até o seu consumo (CASTILHO
et al., 1999). Dentre esses medicamentos estudados podemos citar 0s
antimicrobianos que séo substancias produzidas por bactérias ou fungos, ou podem
ser total ou parcialmente sintéticos. Esses antimicrobianos tem a capacidade de
inibir o crescimento de microrganismos, ou destrui-los (MOTA et al., 2005).

Existem diversos tipos de antimicrobianos, tais como: sulfonamidas
(ALABURDA et al.,, 2007), quinolonas (JACKSON et al.,, 1998), glicopeptideos
(SPERANCA et al., 2010), macrolideos (ZETTLER et al., 2005), aminoglicosideos
(OLIVEIRA et al., 2006) dentre outros.

No grupo das sulfonamidas estao presentes varios principios ativos que sao
antimicrobianos bacteriostaticos, como: sulfanilamida (ALTENHEIN, 1948),
sulfacetamida (LYNCH et al., 1997), sulfadiazina (RAGONHA et al., 2005), dapsona
(LETA et al., 2003).

A dapsona (4,4-diaminodifenilsulfona) é um farmaco essencialmente
bacteriostatico, um pdé cristalino, branco ou amarelado, com sabor levemente
amargo e inodoro. E praticamente insolivel em agua e ligeiramente solGvel em
etanol, sua férmula molecular € C12H12N202S, massa molar de 248,30 g/mol e sua
férmula estrutural esta representada na figura 1 (RIVITTI, 2014; FARMACOPEIA,
2000).

Figura 1 - Férmula estrutural da
dapsona.
O O
N
S
HoN NH,

Fonte: De Moraes et al., (2008).

A dapsona é utilizada no tratamento de hanseniase (ARAUJO, 2003) e em
outros tipos de doencas como pénfigo vulgar oral (BERNABE et al., 2005),
pneumonia por Pneumocystis carinii (MEDINA et al., 1990), erup¢édo bolhosa do
l[Gpus eritematoso sistémico (HALL et al., 1982; RUZICKA e GOERZ,1981),
rinosporidiose (JOB et al., 1993), malaria (MUTABINGWA et al., 2001), entre outros.
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Em 1991 a Organizacdo Mundial de Saude (OMS) aprovou a Resolucdo XIV
que estabelecia como meta a eliminacdo da hanseniase como problema de saude
publica, através do tratamento utilizando associacdo da Dapsona (DDS), rifampicina
e clofazimina (MINISTERIO DA SAUDE, 2001). A hanseniase é uma doenca
neurolégica cronica, resultante da infeccdo com o patégeno intracelular
Mycobacterium leprae, este tem o tempo de duplicacdo mais longa de todas as
bactérias conhecidas e tem impedido todos os esfor¢cos de cultura em laboratérios
(COLE, et al., 2001).

Pesquisas realizadas de 2004 a 2011 pela OMS, mostram o Brasil como o
segundo pais com maior nimero de casos de hanseniase no mundo, superado
apenas pela india. Embora o controle da hanseniase tenha melhorado nos paises
endémicos, novos casos continuam surgindo (WORLD HEALTH ORGANIZATION,
2012).

Héa varios casos relatados de reacdes adversas a administracdo de DDS no
tratamento de hanseniase como metemoglobinemia (TOKER et al.,, 2015),
acometimento hepético (DOURADO et al., 2013), agranulocitose (CARNEIRO et al.,
2011), hepatotoxicidade, entre outros (MARQUES et al., 2012).

A dose da dapsona em comprimidos € de 100 mg, e quando ingerida é quase
totalmente absorvida pelo trato gastrintestinal, distribuindo-se pelo organismo. Seu
metabolismo é dado pela acetilacdo pela n-acetiltransferase no figado. Distribui-se
pelos tecidos, e possui um tempo de meia vida de cerca de 28 horas. Sua
eliminacdo da-se de 70% a 85% pela urina e por via biliar (OPROMOLLA, 2016;
FUNDACAO PARA O REMEDIO POPULAR, 2015).

Uma dose desse medicamento menor do que a recomendada pode acarretar
em uma nao eliminagcdo completa dos agentes causadores da enfermidade,
podendo vir a desenvolver resisténcia ao medicamento, que € um dos maiores
problemas na medicina atualmente (MOTA et al., 2005).

Assim, a necessidade de determinar o principio ativo em formulagcbes
farmacéuticas tem grande importancia para garantir a genuinidade dos produtos com
denominacéo de origem, tornando-se indispensavel a disponibilidade de métodos e
equipamentos analiticos que oferecam resultados confidveis de maneira

simplificada, rapida e com baixo custo (RUFINO, 2009).



16

Dentro deste contexto, a quimica analitica € uma area que centraliza a
responsabilidade pelo desenvolvimento de novas metodologias de analise aplicaveis
nos mais variados campos da pesquisa cientifica. Esta continua procura pelo
estabelecimento de metodologias adequadas para o0s diversos tipos de
necessidades tem propiciado um significativo desenvolvimento da area, assim como
tem sido fundamental para o progresso cientifico de outras (RUFINO, 2004).

Desta forma, é bastante significativo o aporte que a Quimica Analitica tem
dado a industria, principalmente no que diz respeito ao estabelecimento de
ferramentas capazes de serem aplicadas em rotinas nos laboratorios de controle de
qualidade e de processos de producao (RUFINO, 2004).

Portanto, o presente trabalho visou desenvolver uma metodologia de baixo
custo, de facil operacéo, rapida, sensivel e seletiva para determinacdo de dapsona

em formas farmacéuticas solidas.
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2 OBJETIVOS
2.10bjetivo Geral:

Desenvolver e validar um método analitico r4pido, simples, sensivel e de
baixo custo, utilizando a espectrofotometria na regido do visivel para determinagéo

de dapsona em formas farmacéuticas solidas.
2.2 Objetivos Especificos:

e Utilizar a espectrofotometria para a determinacdo da dapsona na regido
visivel do espectro eletromagnético ap0s derivatizacdo do mesmo com 0 reagente

cromogénico 8-oxiguinolina.

e Otimizar os parametros experimentais envolvidos no método proposto e
posterior validacdo da metodologia desenvolvida através da investigacdo de suas
caracteristicas de desempenho (seletividade, sensibilidade, exatidao, precisao, limite
de deteccéo, limite de quantificagdo, linearidade, faixa de aplicagdo).

e Aplicar o método na determinacdo de dapsona em amostras de formas

farmacéuticas solidas.
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3 REFERENCIAL TEORICO

3.1 Métodos para determinacédo de dapsona

De Moraes et al., (2008) determinaram dapsona em plasma por cromatografia
liquida de alta eficiéncia com detec¢do por absorbancia no ultravioleta em Amax = 286
nm. Utilizando coluna de fase reversa C8 e fase movel foi constituida por

agua:metanol (65/35 v/v), com fluxo de 1,2 mL / min.

Lemnge et al., (1993) determinaram dapsona em sangue e plasma por
cromatografia liquida de alta eficiéncia com absorcdo no ultravioleta. A curva padréo
foi preparada por analise em duplicata de 150 pL de amostras de sangue total ou
plasma, apds a extracdo das amostras com hidroxido de sédio (2M) e 100 mL de
éter terc-butilmetil. Houve uma boa linearidade da curva analitica entre 400-3200 ng

mL-1, com coeficiente de correlacédo de 0,997 e o limite de deteccéo foi de 10 ng L.

Omran, (2005) desenvolveu um método para determinacdo de dapsona em
formulac@es farmacéuticas puras e em dosagem. O método € baseado na reacao de
diazotacdo da dapsona com um agente de acoplamento benzoilacetona em meio
alcalino. O corante apresentou maximo de absor¢cdo em 437 nm e absortividade
molar em 4,14 x 10* L mol** cm™. Sua determinacéao foi feita por espectrofotometria
derivativa de primeira ordem. O método apresentou curva analitica com linearidade
entre 0,9-15,0 ug mL™.

Um método para determinacdo de dapsona em formulacGes farmacéuticas
por espectrofotometria foi descrito por Wang et al., (2004). O método é baseado na
reacdo da dapsona com um agente cromogénico 1,2-naftoquinona-4-sulfénico em
solugdo tampao pH 6,98, formando um composto de cor rosa salmao, com
comprimento maximo de absorbancia em 525 nm e absortividade molar de 3,68 x
10* L mol'* cm™. A curva analitica apresentou linearidade (R = 0,9998) entre 0,40-10
ug mL? e o limite de deteccéo foi de 0,24 ug mL™2.

Ma et al., (2002) realizaram um estudo espectrofotométrico de fluorescéncia
para determinacao de dapsona. A dapsona forma um complexo supramolecular com
B-ciclodextrina com presenca ou auséncia de alcoois lineares. A curva analitica
mostrou-se linear no intervalo de 3,39 a 1,5 ug mL* com limite de deteccéo de 1,02

ng mL! e coeficiente de correlagédo de 0,9998.
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Kwadijk e Torafio, (2002) determinaram dapsona em plasma humano por
cromatografia liquida de alta eficiéncia com deteccdo no ultravioleta. O plasma
humano foi desproteinizado com acetona e a solugdo sobrenadante foi evaporada
até a secura sob uma corrente de nitrogénio a 70 °C, o residuo foi redissolvido em
288 uL da mistura do eluente HPLC e acetona (18:5, v/v). Uma aliquota foi analisada
por CLAE e detectado no ultravioleta com comprimento de onda de 295 nm. A curva
analitica apresentou linearidade (R = 0,99988) entre 0,301-20,0 mg L e o limite de
deteccéo foi de 0,002 mg L.

Carr et al.,, (1978) desenvolveram um método para determinacdo de
dapsona em plasma por cromatografia liquida de alta eficiéncia. O plasma foi
coletado em um tubo, misturado com 100 pL de agua e 2 pg de MPD como padrao
interno, adicionado 100 pL de NaOH 1N, 400 uL de agua e 10 mL de éter dietilico
para a construcao da curva analitica, em seguida o tubo foi selado e centrifugado, 7
mL da fase organica foi transferida para um frasco e realizado a evaporacdo do
solvente com nitrogénio a 30 °C. Foram adicionados 300 pL do solvente da fase
movel (agua, acetonitrila, acido acético, 1000: 300: 25 v / v / v) para dissolver o
residuo e uma aliquota foi injetada para analise por CLAE. O método apresentou
boa linearidade entre 0,05-5 pg mL™* e o limite de deteccéo ficou abaixo de 20 ng
mLL.

Moncrieff, (1994) determinou dapsona em soro e saliva usando cromatografia
liguida de fase reversa com deteccdo no ultravioleta e eletroquimica. A amostra
apresentou comprimento de onda de maxima absor¢cdo em 295 nm pela detec¢do no
ultravioleta e obteve-se melhor resposta em 0,7 V pela deteccédo eletroquimica. A
curva analitica apresentou linearidade para ambos detectores e o limite de deteccéo
foi 25 ng mL* e 200 pg mL! para o UV e eletroquimica, respectivamente.

Um sistema de analise por injecdo em fluxo com deteccédo quimiluminescente
usando um polimero com impressdo molecular para determinacdo de dapsona foi
proposto por Lu et al., (2012). O método € baseado no revestimento do polimero
com SiO2, em seguida a dapsona foi exposta ao polimero. A curva apresentou
linearidade entre 1,0 x 10°® a 1,0 x 10* mol L e limite de deteccéo foi de 5,27 x 10/
mol L.

Revanasiddappa e Manju, (2001) desenvolveram um  método

espectrofotométrico rapido, sensivel e seletivo para determinacdo quantitativa de
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dapsona em medicamentos puros e em dosagem. A dapsona diazotada reage com o
agente de acoplamento dibenzoilmetano em meio alcalino. Seu comprimento de
onda de maxima absorbancia foi em 470 nm e sua absortividade molar foi de 1,71 x
10* L mol?! cm?, as varidveis foram otimizadas, ndo houve interferéncia dos
excipientes e este método foi testado em relagcdo a um método de referéncia.

Um método para determinacao de dapsona em carne e leite por cromatografia
liguida em espectrébmetro de massa em tandem foi desenvolvido por Hadjigeorgiou
et al., (2001). As amostras foram extraidas com solvente organico e purificadas em
cartuchos de extracdo de fase sdlida de silica gel. Em seguida o eluato foi
evaporado e redissolvido em fase moével e analisado. O valor da capacidade de

quantificagdo é de 0,16 ug kg™ e o limite de deciséo de 0,12 ug kg™*.
3.2 Espectrofotometria de absor¢cdo molecular

A espectrofotometria de absorcdo molecular € uma técnica que mede a
guantidade de luz (fétons) absorvida pela amostra em fungdo do seu comprimento
de onda. Uma grande quantidade de espécies possui grupos funcionais que podem
absorver um comprimento de onda caracteristico. Esses grupos sdo denominados
cromoforos, eles sdo sistemas de ligacbes duplas conjugadas que possuem a
capacidade de absorver radiacdo na regido do visivel (MARTINS et al., 2015). Esse
processo de absorcao € descrito pela lei de absorcdo, também conhecida como lei
de Lambert-Beer ou lei de Beer. Esta lei estabelece que quando um feixe luz
atravessa um caminho contendo a espécie absorvente ha um decréscimo na
intensidade do feixe luz na mesma proporcado que o analito é excitado, quanto maior
a concentracdo do analito, maior serd sua absorcdo de radiacdo (SKOOG et al.,
2006).

A lei de Beer relaciona a medida transmitancia T = P/Po (onde Po € a poténcia
do feixe de luz incidente, P é a poténcia da radiacdo apds atravessar o analitoe T €
a transmitancia). Esta lei também pode ser expressa pela absorbancia (A), onde a
mesma é funcao inversa logaritmica da transmitancia (T), de forma que, quando a
absorbéancia de uma solugcdo aumenta, a transmitancia diminui. De acordo com a lei
de Beer, a absorbancia é proporcional a concentragcdo (c) de uma espécie
absorvente em mol L%, a (¢) denominado absortividade molar em L molt cm™ e o
caminho optico (b) em cm do meio absorvente (SKOOG et al., 2006; HARRIS, 2010):
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A =log (P/Po) =-1log T = €bc (Equacéo 1)

Esta técnica é uma das mais utilizados principalmente para analises
quantitativas e € aplicada nos laboratorios quimicos e clinicos ao redor do mundo
mais que qualguer outro método. O que a torna tdo utilizada s&o suas
caracteristicas, que facilitam as analises e aumentam o niumero de areas de estudo

gue podem fazer uso desta técnica (SKOOG et al., 2006):

1. Aplicabilidade ampla. Grande niumero de substancias inorganicas, organicas e
bioquimicas absorvem radiacdo ultravioleta ou visivel. Caso alguma espécie nao
absorva nessa faixa, ela pode ser convertida quimicamente e posteriormente
determinada seu derivado absorvente.

2. Alta sensibilidade. Com certas modificacbes no procedimento, o limite de
detecc¢do da espectroscopia de absorcdo pode ser estendido para 107 ou 108,

3. Seletividade entre moderada e alta. Dependendo do analito utilizado, pode-se
determinar o comprimento de onda sem qualquer separagéo preliminar.

4. Boa exatiddo. Os erros relativos dos métodos espectrofotométricos estdo na
faixa de 1 a 5%, podendo ser reduzido com algumas precaucdes.

5. Facilidade e conveniéncia. As analises sao rapidas e muito faceis de realizar,
podendo até ser automatizadas.
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4 PARTE EXPERIMENTAL
4.1 Materiais e equipamentos

e Balanca analitica Marte, modelo AW-220;

e Espectrofotdmetro FEMTO Cirrus 80MB;

e Micropipetas de (10 — 100 pL); (100 — 1000 pL) e de (1000 — 5000 pL)

e Papel de filtro qualitativo QUALY (gramatura 80 g / m2, poros 14 um,
espessura 205 pum);

e Vidrarias de consumo.
4.2 Reagentes

e 8-oxiquinolina (Riedel-de Haen A-G, Alemanha);

e Acido cloridrico PA (NEON, Brasil), Pureza 37%;

e Dapsona (Henrifarma, Brasil), Pureza 100,2 %;

e Excipientes de grau farmacéutico (amido de milho, lactose monohidratada,
lauril sulfato de s6dio);

e H20 destilada;

e Nitrito de sodio cristalizado (Proquimicos, Brasil);

e Hidréxido de sédio PA (Dinamica, Brasil).
4.3 Preparo das solucdes e reagentes

a) Solucdo dapsona - DDS, 10 mg / 50 ml (8,05 x 10* mol L) Esta solucédo
foi preparada através da dissolucdo de 0,01 g de DAP, em 2 mL de etanol e
completado o volume para 50 mL e mantida em um tubo de ensaio com agua
destilada.

b) Solucédo de acido cloridrico - HCI (1,80 x 10' mol L1): Esta solucédo foi
padronizada a partir de uma solucéo de hidroxido de sddio, utilizando um volume de
9 mL de HCI e completando para 500 mL, a solugédo é armazenada em um frasco de
vidro.

c) Solucgéo de nitrito de s6dio — NaNO2 (1,04 x 10! mol L?): Esta solucédo é
preparada através da dissolucdo de 0,36 g de nitrito de sédio em 50 mL &agua

destilada em balado aferido.
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d) Solucéo de hidréxido de s6dio - NaOH (2,00 x 10 mol L1): Esta solucédo
foi padronizada a partir de uma solucéo de biftalato de potassio, dissolvendo 4,4 g
de hidréxido de sddio e completando para 500 mL, a solugdo € armazenada em um
frasco de plastico.

e) Solucdo de 8-oxiquinolina, 50 mg /50 ml (7,00 x 10 mol L): Esta solucédo

foi preparada através da dissolucdo de 0,05 g de 8-oxiquinolina em etanol.

4.4 Estudo da reacdo e determinacdo do comprimento de onda de méxima

absorbancia

Inicialmente, foram realizados estudos para verificacdo da reacdo de
diazotacdo da dapsona com nitrito de sdédio em meio acido e posterior acoplamento
com a 8-oxiquinolina na presenca de hidroxido de sodio. Para determinacdo do
comprimento de onda de maxima absorbancia (Amax) realizou-se a varredura do
espectro eletromagnético no espectrdmetro UV-Vis de 200 nm a 800 nm com

caminho Optico de 1 cm.
4.5 Estudo da estabilidade 6ptica dos produtos

Realizou-se o0 estudo da estabilidade Optica dos produtos formados pela

reacao em banho de gelo e a temperatura ambiente (25 °C) durante 60 minutos.
4.6 Otimizacao das condi¢cBes experimentais

As condicdes experimentais foram otimizadas através do método univariado
(OLIVIERI et al., 2006) e o programa Origin 6.0 foi utilizado para tratamento dos
dados obtidos.

4.7 Validacdo do método

O método proposto foi validado a partir da avaliacdo dos parametros de:
linearidade, limite de deteccdo (LOD), limite de quantificacdo (LOQ), precisdo e

exatidao.

A linearidade esta relacionada com a capacidade que o método possui em
fornecer resultados diretamente proporcionais a concentracdo do analito, em uma

certa faixa de aplicacéo (ICH et al., 2005).
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O limite de deteccdo € a mais baixa concentracdo do analito que pode ser
distinguida de forma confiavel e o limite de quantificacdo € menor concentracdo do
analito que pode ser quantificada com precisédo e em niveis aceitaveis (SKOOG et
al., 2006; ICH et al., 2005):

LOD=3,30/s (Equacéo 2)
LOD=100/s (Equacéo 3)

onde “0” é o desvio padrao do branco e “s” é o coeficiente angular da reta.

O erro absoluto de uma medida é a diferenca entre o valor analisado e o valor
verdadeiro da medida (SKOOG et al., 2006):

E=X—Xv (Equacéao 4)
onde “xi” é o valor analisado e o “xv” € o valor verdadeiro.

O coeficiente de variacdo (CV) é o desvio padrdo relativo em termos
percentuais (SKOOG et al., 2006; GARCIA, 1989):

CV =(s/x).100% (Equacéo 5)
onde “s” € o desvio padrao e “X” € média das medidas.

E o intervalo de confianca de 95% (IC 95%) € a faixa entre 0s quais se espera
gue a média da medida x esteja contida em um certo grau de probabilidade (SKOOG
et al., 2006):

IC parax =X+ (t.s)/VN (Equacio 6)

onde “X” é a média das medidas, “t” é o valor relacionado ao nivel de confianga, “s” é

o desvio padrao e “N” € o numero de medidas.
4.8 Amostra

A utilizacdo desse medicamento é controlada pela vigilancia sanitaria, com o
intuito de realizar o controle da quantidade de pessoas que possuem hanseniase

(BOSCHEN et al., 2014), devido a isso, foi necessario manipular as amostras a partir
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da mistura de dapsona padrdo com excipientes (amido, lactose monohidratada e
lauril sulfato de sédio) que sdo comuns a qualquer medicamento que possua a

dapsona como principio ativo.

4.8.1 Preparo da amostra

Foram preparadas duas amostras em triplicata. A amostra 1 foi preparada
pela mistura de 100 mg de dapsona com 50 mg amido, e a amostra 2 preparada
pela mistura de 100mg de dapsona com 50 mg amido, 50 mg lactose monohidratada
e 50 mg lauril sulfato de s6dio. Em seguida, as amostras foram solubilizadas em
etanol e transferidas para um baldo de 100 mL e completando seu volume com o
mesmo solvente. Logo apds, as amostras foram filtradas em papel de filtro
qualitativo (QUALY). Transferiu-se com micropipeta 75 yuL da amostra filtrada para
um baldo volumétrico de 25,00 mL, adicionou-se 650 pL de NaNOz, 650 pL de HCI,
900 pL de 8-oxiquinolina e 900 pL de NaOH e o volume completado com &agua

destilada.
4.9 Estudos de interferentes

O efeito dos interferentes na determinagcdo de dapsona em amostras
farmacéuticas foi avaliada para os excipientes em formulagcées farmacéuticas. A
finalidade desse estudo foi comparar os sinais analiticos obtidos utilizando os
padrées de dapsona e os sinais analiticos obtidos utilizando os padrées de dapsona

com 0s respectivos excipientes.

4.10 Estudo de efeito de matriz

Como forma de avaliar os possiveis efeitos de matriz foi utilizado o método de
adicdo de padrdo, no qual, incrementos de 0, 50, 100, 150 e 200% de solucéo-
padrdo foram adicionados a aliquotas das amostras contendo mesmo volume
(SKOOG et al., 2006).

4.11 Aplicagéo analitica

O método foi aplicado para determinacdo de dapsona em amostras
manipuladas contendo excipientes comumente encontrados em formulacdes

farmacéuticas, com posterior tratamento estatistico dos dados.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Estudo da reacdo e determinacdo do comprimento de onda de maxima

absorbancia

No estudo da reacdo observou-se a formacédo de um composto de coloragao

vermelha (Figura 2).

Figura 2 — Composto de coloracdo
vermelha formado pela reacdo da
dapsona com os demais reagentes.

Fonte: Propria.

O método utilizado se baseia no mecanismo proposto da reacdo da dapsona
(DAP) com acido nitroso, produzido in situ pela adicdo de nitrito de sédio e acido
cloridrico (SUAREZ et al., 2005), para formar grupo azo (-N=N-) (VAZ e PITOMBO
1999) formando a dapsona diazotada, em seguida pela reacdo da dapsona
diazotada com um agente de acoplamento 8-oxiquinolina nos dois grupos azo da
molécula, produzindo o diazo-corante em meio alcalino (NaOH), ilustrado na Figura
3.
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Figura 3 - Mecanismo proposto para a reacdo de diazotacdo da dapsona com o reagente
cromogénico 8-oxiquinolina em meio alcalino. (continua)
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(Concluséo)
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Fonte: Propria.

Apos a varredura do espectro observou-se que a maxima absorbancia do

composto ocorreu em 510 nm.
5.2 Estudo da estabilidade éptica dos produtos

Para este estudo, 80 pL da solucéo estoque de dapsona foi transferida para
um tudo de ensaio, seguido de 250 pL de NaNO2, 250 pL de HCI, 250 pL de 8-
oxiquinolina, 250 pyL de NaOH e o volume completado para 10 mL com &gua
destilada. Os valores de absorbancia dos produtos foram monitorados durante 60
minutos, em intervalos de 5 minutos no comprimento de onda de méaxima

absorbancia (Amax = 510 nm) em banho de gelo e a temperatura ambiente (25 °C).

Pode-se visualizar, que o produto formado da reacdo da dapsona
permaneceu estavel por pelo menos 60 minutos, pois ndo houve variagdo
significativa nos valores de absorbancia em nenhuma das duas condi¢bes banho de
gelo e a temperatura ambiente (25 °C), como representado nas Figuras 4 e 5,

respectivamente.
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Figura 4 - Grafico do estudo da estabilidade do composto formado

com a dapsona em banho de gelo.
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Figura 5 - Gréfico do estudo da estabilidade do composto formado

com a dapsona a temperatura ambiente (25 °C).
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Diante disso, para maior comodidade e rapidez

utilizar a reacao a temperatura ambiente (25 °C).

45 50 55 60

nas andlises, optou-se por
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5.3 Otimizacéao das variaveis

A otimizacdo das variaveis neste trabalho teve por finalidade maximizar os
resultados das absorbancias dos reagentes, com o intuito de melhorar as condi¢cdes
para se tragar a curva analitica e minimizar o desperdicio de reagente.

Inicialmente foi realizado o estudo da concentracdo do nitrito de sédio. Para
isto, o volume de dapsona 80 pL (3,22 x 10° mol L1), acido cloridrico 250 pL (4,52 x
10 mol L1), 8-oxiquinolina 250 pL (1,76 x 10 mol L'*) e NaOH 250 pL (5,00 x 103
mol L) foram fixados, e realizada a variagcdo do NaNO2, na faixa 1,00 x 10 a 5,50 x
104 mol L1 Observou-se na Figura 6 que houve um aumento no sinal da
absorbancia com o aumento da concentracédo até 2,50 x 10 mol L, acima desse
valor ocorre um decréscimo na absorbancia da solugdo. Diante desta observacgéao,

esse valor foi fixado para os demais experimentos.

Figura 6 - Grafico da otimizagéo do NaNO..
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Fonte: Propria.

O volume de dapsona 80 pL (3,22 x 10-°° mol L'1), nitrito de sédio 250 pL (2,50
x 104 mol L1), 8-oxiquinolina 250 uL (1,76 x 10*mol L*) e NaOH 250 pL (5,00 x 103
mol L) foram fixados, e realizada a variagdo do acido cloridrico, na faixa 1,80 x 10
a 9,90 x 10 mol L e apresentou um aumento na absorbancia até a concentracdo

de 4,50 x 10* mol L (valor 6timo) como representado na Figura 7.
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Figura 7 - Grafico da otimizac&o do HCI.
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Posteriormente, o volume de dapsona 80 pL (3,22 x 10° mol L), nitrito de
s6dio 250 pL (2,50 x 10* mol L), acido cloridrico 250 pL (4,50 x 10 mol L) e
NaOH 250 pL (5,00 x 102 mol L?) foram fixados e avaliamos o reagente
cromogénico 8-oxiquinolina (Figura 8), na faixa de concentracédo entre 7,00 x 10° a
3,80 x 10* mol L, e constatamos que o valor de 2,45 x 10 mol L foi a que

apresentou menor concentracado com maior absorbancia.

Figura 8 - Grafico da otimizacdo da 8-oxiquinolina.
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Na ultima variavel otimizada, o volume de dapsona 80 pL (3,22 x 10 mol L),
nitrito de sédio 250 pL (2,50 x 10 mol L), acido cloridrico 250 pL (4,50x10“ mol L
1) e 8-oxiquinolina 350 pL (2,45 x 104 mol L?) foi fixado. A influéncia do NaOH foi
realizada na faixa de concentracéo entre 2,00 x 103a 1,10 x 102 mol L', na Figura 9

como podemos observar um aumento da absorbancia até 7,00 x 103 mol L.

Figura 9 - Grafico da otimizacdo do NaOH.
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Fonte: Propria.

Na Tabela 1, esta representado os valores otimizados dos reagentes

utilizados na reagédo com a dapsona:

Tabela 1 — Condi¢6es estudadas e otimizadas do método.

Variaveis Faixa de concentracéo Valores otimizados
estudadas (mol L) estudada (mol L)
NaNO:2 1,00 x 104 a 5,50 x 104 2,50 x 104
HCI 1,80 x 104 a 9,90 x 104 4,50 x 104
8-oxiquinolina 7,00 x 10°a 3,80 x 10 2,45 x 10

NaOH 2,00 x103%a 1,10 x 10 7,00 x 103
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5.4 Construcao da curva analitica

Para a construcdo da curva analitica (Figura 10), foram utilizados solucfes-
padrao preparadas a partir de diluicdes da solugao-padrao estoque, compreendendo
concentracdes na faixa de 1,62x10° a 1,95x10°° mol L.

A partir das otimizacbes realizadas, a curva analitica foi construida e
determinado os resultados das figuras de mérito do método, que estédo ilustrados na
Tabela 2.

Figura 10 - Curva analitica para determinacao da dapsona.
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Fonte: Propria.

Tabela 2 — Resultado das figuras de mérito do método.

Parametros Valores
A (nm) 510
Faixa linear dinamica / mol L 1,62 x10%a1,95x 10°
Limite de detecgdo / mol L 7,05 x 108
Limite de quantificacdo / mol L 2,35 x 10”7
Coeficiente linear (a) 1,34 x 103
Coeficiente angular (b) 5,94 x 104
Coeficiente de correlacéo (R) 0,9998

Absortividade molar (¢) L molt cm? 5,97 x 10*
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Pode-se observar que o método desenvolvido apresentou uma ampla faixa de
linearidade de 1,62 x 10 a 1,95 x 10° mol L (402,2 a 4841,8 ug / L). Com relacéo
a esse parametro, este método se apresenta muito superior a alguns métodos
citados da literatura (LEMNGE et al., 1993; OMRAM, 2005; WANG et al., 2004; MA
et al., 2002; CARR et al., 1978).

De acordo com a Resolucdo n° 899, de 29 de maio de 2003 (BRASIL, 2003)
para que uma metodologia seja desenvolvida seu coeficiente de linearidade (obtido
a partir da curva analitica) deve ser de no minimo 0,99, o método desenvolvido
obteve um coeficiente de correlacdo de 0,9998, o que caracteriza esse parametro

dentro do padrao exigido.
5.5 Estudo de interferentes

O efeito dos excipientes presente em formulagcdes de dapsona tais como:
amido, lactose monohidratada e lauril sulfato de sédio foram avaliados. O estudo foi
realizado com as concentracfes dos excipientes sendo a metade da concentracao
do analito para a amostra 1 e 0,5 vezes maior que a concentragéo do analito para a

amostra 2.
5.6 Estudo de efeito de matriz

O efeito de matriz foi analisado através da técnica de adicdo e recuperacao
de padrdo. Dessa forma, foram incorporados valores de 0, 50, 100, 150 e 200% de
solucdo-padrdo a aliquotas das amostras de mesma concentracdo, e 0s resultados
obtidos estéo dispostos na Tabela 3.

Tabela 3 — Resultado da adi¢cdo de padréo da dapsona.

Amostra Adicionado (mol LY) Recuperado (molL?Y)+Sd % Recuperada + Sd*

4,06 x 10® 3,94 x10%+ 1,10 x 107 96,9 +2,7
L 8,13 x 10 8,11 x10%+ 1,62 x 10”7 99,7+2,0
1,22 x 10° 1,24 x 10°+ 1,52 x 10”7 101,5+1,2
1,62 x 10° 1,67 x10°+ 1,73 x 107 103,0+1,1
4,06 x 10® 3,98 x 106+ 5,92 x 10”7 96,9+23
5 8,13 x 10 8,19 x 105+ 2,02 x 10”7 100,3 + 3,2
1,22 x 10° 1,25x10°+ 1,85 x 10”7 102,0+1,6
1,62 x 10° 1,61 x10°+ 2,87 x 10”7 98,8+14

*Média + Desvio padréo (Sd), n = 3.
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Como podemos observar na Tabela 3, a porcentagem média de recuperacao
da adicdo de padrdo teve uma variacdo de 96,9 a 103,0% com desvio maximo de
3,2%. Esses resultados mostram que nao houve efeito significativo de matriz, e sdo
considerados excelentes. Essa pequena variacdo também nos mostra que o método

€ bastante preciso.
5.7 Aplicacao analitica

O método desenvolvido foi aplicado para determinacdo de duas amostras
manipuladas de dapsona e os resultados, assim como o0s tratamentos estatisticos

estao ilustrados na Tabela 4.

Tabela 4 — Resultado obtido pela aplicagdo do método e tratamentos estatisticos.

Amostra Valor nominal* Valor o Erro CVv IC 95%
encontrado
1 100,0 mg 99,0+ 0,6 -1,0 0,6%  100,4a97,6
2 100,0 mg 100,3+1,0 +0,3 1,0 102,7a97,9

*100 mg/comprimido; ** Média + Desvio padrao (Sd), n = 3.

Como podemos observar na Tabela 4, o erro entre o valor verdadeiro e o
valor encontrado para ambas as amostras foi muito pequeno indicando que o
método apresenta uma excelente exatiddo. De forma similar podemos observar que
o desvio padréo entre os valores obtidos das amostras analisadas variaram entre 0,6
a 1,0 mg, evidenciando a precisdo do método, assim como, o coeficiente de
variagao, que nos mostra o quanto o valor encontrado varia em termos percentuais
(entre 0,6 e 1,0%). A meédia para as amostras 1 e 2, se encontram dentro do

intervalo de confianca de 95%.
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6 CONCLUSOES

O método desenvolvido é simples, rapido, facil de ser executado. O mesmo
apresentou ampla faixa de linearidade na concentragdo de 1,62 x 10 a 1,95 x 10
mol L (402,2 a 4841,8 ug / L). Os limites de deteccdo (7,05 x 10® mol L?) e
quantificagdo (2,35 x 107 mol L) ficaram abaixo do intervalo de concentragdo
investigado. Os resultados obtidos pela aplicacdo do método apresentaram
excelentes resultados, mostrando que o método desenvolvido é preciso e exato, nao
apresentando interferéncia dos excipientes comumente presentes nestas
formulacdes farmacéuticas.

Diante dos resultados obtidos, concluimos que o método apresenta-se como
uma alternativa vidvel para quantificacdo de dapsona em formulacdes

farmacéuticas, pois possibilita uma analise sensivel e de baixo custo.
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