UNIVERSIDADE FEDERAL DO PAMPA
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM CIENCIAS FARMACEUTICAS

JONATHAN MISAEL TEIXEIRA BORDIM

DESENVOLVIMENTO DE METODO PARA DETERMINACAO DE NITAZOXANIDA
POR COLORIMETRIA ASSOCIADA A IMAGENS DIGITAIS

DISSERTACAO DE MESTRADO

URUGUAIANA/RS
2022



JONATHAN MISAEL TEIXEIRA BORDIM

DESENVOLVIMENTO DE METODO PARA DETERMINACAO DE NITAZOXANIDA
POR COLORIMETRIA ASSOCIADA A IMAGENS DIGITAIS

Dissertacdo apresentada ao Programa de Poés-
Graduacdo  stricto sensus em  Ciéncias
Farmacéuticas da Universidade Federal do
Pampa, Campus Uruguaiana, como requisito
parcial para obtencdo do grau de mestre em
Ciéncias Farmacéduticas.

Orientador: Prof. Dr. Marcelo Donadel Malesuik,

Coorientador (a): Profa. Dra. Fabiana Ernestina
Barcellos da Silva.

URUGUAIANA/RS

2022



JONATHAN MISAEL TEIXEIRA BORDIM

DESENVOLVIMENTO DE METODO PARA DETERMINACAO DE NITAZOXANIDA
POR COLORIMETRIA ASSOCIADA A IMAGENS

Dissertacdo apresentada ao Programa de Poés-
Graduacdo  stricto sensus em  Ciéncias
Farmacéuticas da Universidade Federal do
Pampa, Campus Uruguaiana, como requisito
parcial para obtencdo do grau de mestre em
Ciéncias Farmacéuticas.

Orientador: Prof. Dr. Marcelo Donadel Malesuik,

Coorientador (a): Profa. Dra. Fabiana Ernestina
Barcellos da Silva.

Dissertacdo defendida e aprovada em: / /

Banca examinadora:

Prof. Dr. Marcelo Donadel Malesuik
Universidade Federal do Pampa - Campus Uruguaiana
(Orientador)

Profa. Dra. Fabiana Ernestina Barcellos da Silva
Universidade Federal do Pampa - Campus Uruguaiana
(Coorientador)

Prof. Dr. Elton Luis Gasparotto Denardin
Universidade Federal do Pampa - Campus Uruguaiana

Prof. Dr. Rafael Roehrs
Universidade Federal do Pampa - Campus Bageée



RESUMO

Nas ultimas décadas vivemos um grande avanco tecnologico e cientifico, mas as
parasitoses continuam representando um grande problema de saude publica,
principalmente em paises subdesenvolvidos, afetando diretamente a qualidade de
vida da populagdo. Os farmacos antiparasitarios sdo uma alternativa rapida e eficaz
no tratamento, quando questdes como educacdo e saneamento basico, que
poderiam ajudar na solucédo desses problemas, sédo temas mais complexos, levam
mais tempo e necessitam de grandes investimentos financeiros. A nitazoxanida
(NTZ) estd, atualmente, sendo largamente utilizada na terapéutica, principalmente
por apresentar amplo espectro antiparasitario e anti-helmintico. Devido ao seu largo
uso pela populacdo, a seguranca e eficacia terapéutica desses produtos € de suma
importancia. Neste sentido, estdo disponiveis diversos métodos na literatura para
quantificacdo do farmaco, como também, monografia em compéndios oficiais. Em
ambos 0s casos, percebe-se que o uso de reagentes tdxicos, o elevado tempo das
andlises, a baixa frequéncia analitica, aliado ao alto valor dos equipamentos
utilizados, sdo problemas no controle de qualidade de rotina das formas
farmacéuticas disponiveis. Neste contexto, buscou-se desenvolver método simples,
levando em consideracao a aplicacdo de ferramentas mais econémicas, no intuito de
proporcionar maior rapidez e diminuir impactos ambientais. No presente trabalho foi
desenvolvido método para determinacdo da nitazoxanida em comprimidos e po para
suspensao utilizando a colorimetria associada a imagens digitais. A andlise
colorimétrica foi baseada na reacdo de cor obtida quando o farmaco € exposto ao
meio basico. Para aquisicdo das imagens foi utilizado sistema portétil que
compreende uma caixa desenvolvida para controle da luminosidade e um
smartphone. O processamento e tratamento das imagens foi realizado pelo
aplicativo PhotoMetrix PRO® decodificando a cor pelo sistema RGB (Red, Green,
Blue). Apds o desenvolvimento e otimizacdo do método, realizou-se a validacédo de
acordo com os guias oficiais, levando-se em consideracdo 0s parametros como
linearidade, efeito matriz, precisdo, exatiddo e robustez. O método desenvolvido
utilizando a colorimetria associada a imagens digitais se apresentou como uma
promissora ferramenta, aliada a principios da quimica verde, para 0 emprego no
controle de qualidade de comprimidos e p6 para suspensdo contendo NTZ, pois
proporciona rapidas analises, com baixo custo, alta frequéncia analitica e
equipamentos acessiveis. O método proposto foi comparado ao método oficial
farmacopeico e os resultados obtidos demonstraram que séo equivalentes, ou seja,
ambos fornecem resultados estatisticamente semelhantes para quantificagcdo da
NTZ nas formas farmacéuticas disponiveis comercialmente. Neste sentido, o método
proposto vem a contribuir com o controle de qualidade de rotina do farmaco,
colaborando com a seguranca e eficacia terapéutica dos produtos disponiveis
comercialmente, bem como, com 0 meio ambiente.

Palavras-chaves: Nitazoxanida. Colorimetria. Imagens digitais. RGB.



ABSTRACT

In the last decades, we have experienced a great technological and scientific
advance, but parasitic diseases keep representing a major public health problem,
especially in underdeveloped countries, directly affecting the population’s quality of
life. Antiparasitic drugs are a quick and effective alternative in treatment, while issues
such as education and basic sanitation, which could help in solving these problems,
are more complex issues, taking longer and requiring large financial investments.
Nitazoxanide (NTZ) is currently being widely used in therapy, mainly because it has a
broad antiparasitic and anthelmintic spectrum. Due to their wide use by the
population, the safety and therapeutic efficacy of these products is of paramount
importance. In this sense, several methods are available in the literature for drug
guantification, as well as monographs in official compendia. In both cases, it is clear
that the use of toxic reagents, the long analysis time, the low analytical frequency,
together with the high value of the equipment used, are problems in the routine
quality control of the available pharmaceutical forms. In this context, we sought to
develop a simple method, taking into account the application of more economical
tools, in order to provide greater speed and reduce environmental impacts. In this
work, a method was developed for the determination of nitazoxanide in tablets and
powder for suspension using colorimetry associated with digital images. Colorimetric
analysis was based on the color reaction obtained when the drug is exposed to a
basic medium. For image acquisition, a portable system was used, comprising a box
designed to control the brightness and a smartphone. The processing and treatment
of the images was performed using the PhotoMetrix PRO® application, decoding the
color using the RGB (Red, Green, Blue) system. After the development and
optimization of the method, the validation was carried out according to the official
guides, taking into account parameters such as linearity, matrix effect, precision,
accuracy and robustness. The method developed using colorimetry associated with
digital images presented itself as a promising tool, allied to the principles of green
chemistry, for the use in the quality control of tablets and powder for suspension
containing NTZ, as it provides fast analyses, with low cost, high analytical frequency
and affordable equipment. The proposed method was compared to the official
pharmacopoeial method and the results obtained showed that they are equivalent,
that is, both provide statistically similar results for the quantification of NTZ in
commercially available pharmaceutical forms. In this sense, the proposed method
contributes to the routine quality control of the drug, collaborating with the safety and
therapeutic efficacy of commercially available products, as well as with the
environment.

Keywords: Nitazoxanide. Colorimetry. Digital images. RGB.
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1. INTRODUCAO

Apesar do grande avanco tecnoldgico e cientifico ao longo dos anos, as
parasitoses continuam representando um grande problema de saude publica a ser
enfrentado, tanto para humanos quanto para animais. Segundo a Organizacéo
Mundial da Saude (OMS) as parasitoses estdo entre as doencgas tropicais mais
negligenciadas. Em virtude disso, paises subdesenvolvidos, por possuirem menores
condicbes sanitarias, sdo 0s principais acometidos, influenciando a saude e
qualidade de vida da populacédo. Nesse sentido, os farmacos antiparasitarios surgem
com potencial de minimizar os impactos causados por estes agentes. Ha diversas
classes de medicamentos utilizados na terapéutica, entre eles os nitrotiazdis a qual
pertence a Nitazoxanida (NTZ), desenvolvido para amplo espectro e com menor
efeito colateral quando comparado aos demais farmacos com a mesma finalidade
(MOTA et al., 2018; SANTOS et al., 2012).

NTZ € um agente antiparasitario e anti-helmintico, ativo contra uma ampla
gama de organismos, incluindo protozoarios, helmintos, virus e bactérias. O
grupamento nitro esta envolvido no seu mecanismo de acdo, pois inibe a enzima
piruvato ferrodoxina oxiredutase (PFOR), vital para sobrevivéncia desses
microorganismos (GILLES & HOFFMAN, 2002; WHITE, 2014). A NTZ encontra-se
disponivel comercialmente nas formas farmacéuticas de comprimidos (500 mg) e pé

para suspenséao oral (20 mg/mL).

E possivel encontrar na literatura diferentes métodos analiticos para
avaliar a qualidade dos produtos contendo NTZ (KAPSE et al., 2006; GOPU et al.,
2007; JADHAV et al.,, 2007; RANE et al, 2008; MALESUIK et al., 2010;
NOURUDDIN et al., 2011; FAHIMA et al., 2012; MAHA et al., 2013; RAJEEV et al.,
2013; SALEH et al., 2014; VARUN et al., 2016; SMITA et al., 2017; GHANDI et al.,
2018; MOHAMED et al., 2022). Na Farmacopéia Brasileira 62 edicdo (2019) estao
disponiveis as monografias para analise do farmaco em matéria-prima, comprimidos
e p6é para suspensdo oral. Apesar de existir diferentes métodos na literatura
cientifica para analise do farmaco, bem como métodos oficiais disponiveis,
permanecem as preocupacdes com o uso de grandes quantidades de reagentes

toxicos que acarretam prejuizos ao meio ambiente, como também o tempo nas



analises de rotina e o alto valor agregado dos equipamentos utilizados que elevam o

custo das analises.

Diante do exposto, crescem as necessidades de se estudar e aplicar
diferentes metodologias analiticas que levem em consideracdo a agilidade nos
processos e a simplicidade na execucao, levando em conta parametros sustentaveis
seguidos pelos principios da “quimica verde”, como uma alternativa aos métodos ja
existentes. Nesse sentido, a andlise colorimétrica associada a imagens digitais tem
se apresentado como uma alternativa aos métodos tradicionais. A colorimetria é
uma metodologia analitica quantitativa, em que a intensidade da cor € medida por
meio da absorcdo da luz em funcdo do comprimento de onda. Na analise
colorimétrica por meio da aquisicdo de fotos digitais, a imagem de uma regido do
compartimento que contém a amostra/padrdo € adquirida pelo smartphone e
parametros da imagem como as cores do sistema RGB (Red - Green - Blue) sao
mensuradas e relacionadas com a concentracdo das espécies, ou seja, Sao
decompostas a suas cores primarias, permitindo estabelecer uma relacdo entre
valores de intensidade e concentracdo do analito (TIBES et al., 2014; PLACIDO,

2017; PHADUNGCHAROEN et al., 2019).

O modelo de cor RGB é baseado na sensibilidade do olho, e utiliza um
sistema cartesiano (x, y, z) em gue cada uma das cores primarias (Red, Green,
Blue) representa um dos eixos no cubo RGB. A regra universal de adi¢cdo das cores
primarias, vermelho, verde e azul, resulta em milhares de combina¢fes devido a
diferentes intensidades em que cada canal pode variar (0-255) (GONZALEZ &
WOODS, 2011; MENESES et al., 2012). Nesse sentido, € possivel decodificar as
diferentes intensidades das cores por meio do aplicativo PhotoMetrix PRO®
(disponivel gratuitamente para smartphone) em valores numeéricos e posteriormente
utiliza-los para modelos mateméticos. Além disso, para a aquisicdo das imagens
digitais, podemos empregar os sistemas “spot-test” que vdo de acordo com o0s
principios da quimica verde visando a minimizagdo do uso de reagentes toxicos,
gerando, consequentemente, uma menor quantidade de residuos (HELFER et al.,
2017). Diante do exposto, 0 objetivo deste trabalho foi desenvolver um método

levando em consideracéo a aplicacdo de ferramentas mais econdmicas, diminuindo



impactos ambientais com a geracdo de residuos téxicos, e empregando como

aparato instrumental um aparelho smartphone.



2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo Geral

Desenvolver método analitico por colorimetria associada a imagens

digitais para determinagéo de nitazoxanida em diferentes formas farmacéuticas.

2.2. Objetivos Especificos

e Otimizar as condi¢des experimentais para o preparo das amostras de NTZ em
pd para suspensao e comprimidos, juntamente com o modo de aquisicdo das
imagens digitais.

e Validar o método desenvolvido pelos parametros internacionais.

e Realizar a comparacao entre método proposto e método farmacopeico.



3. REVISAO DA LITERATURA

3.1. Epidemiologia e transmissé&o de parasitas intestinais

Um dos principais problemas de saude mundial a ser enfrentado é a
infeccdo por parasitas intestinais. Parasitas como Ascaris lumbricoides, Trichuris
trichiura, Enterobius vermicularis, Strongyloides stercoralis, entre outros, acometem
cerca de um bilhdo de pessoas ao redor do mundo, principalmente em populacdes
consideradas em desenvolvimento. Nesse sentido, fatores como a deficiéncia em
instalacdo sanitaria, sistema de disposicdo de residuos humanos inseguro, falta e
local inapropriado de abastecimento de agua potavel e baixo nivel socioeconémico
contribuem para a disseminacdo dos parasitas, além disso, imigrantes sao
potenciais propagadores entre a populacéo local (RODRIGUES et al., 2013; ZEIBIG,
2014). A geolocalizacdo dos microorganismos intestinais € influenciada pelas
condicbes de vida e nutricional dos hospedeiros, bem como pelas condi¢des
extrinsecas favoraveis, tais como, presenca de animais e insetos, solo, esgoto de
irrigacdo, umidade, temperatura. A viruléncia da infeccdo em humanos pode ter
diferentes fatores, entre eles, idade, sexo, ocupacao, localizacdo (SILVA & DIAS,
2017).

A transmissdo dos parasitas intestinais ocorre por meio da
transferéncia da matéria fecal para a boca (transmisséao fecal oral). Isso ocorre por
meio da ingestdo de alimentos contaminados ou agua, por praticas sexuais ou
mudancas de fraldas, por exemplo. Alguns parasitas podem adentrar o corpo por
meio da pele, devido ao contato com solo contaminado. Outros parasitas vivem em
animais, como porcos e vacas, € a contaminacdo ocorre através da ingestdo de
alimentos mal cozidos ou leite ndo pasteurizado. Outras formas dos microrganismos
completarem seu ciclo de vida dentro do hospedeiro ocorre por meio da ingestéo de
alimentos vegetais contaminados, como frutas ou legumes crus, néo lavados ou mal
lavados (TEIXEIRA et al., 2018).

O tratamento das parasitoses intestinais consiste na administragédo de
medicamentos, no entanto, é necessario a associacdo com as medidas de educacao
preventiva e de saneamento ambiental com o propésito de mudar as praticas da
populacao, evitando o ciclo de reinfeccdo por parasitas. Dentre os medicamentos

amplamente utilizados para o combate dessas enfermidades podemos citar 0s
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benzimidazois e nitroimidazois, tais como, albendazol, mebendazol, tiabendazol,
cambendazol e metronidazol. Outro medicamento muito empregado para este intuito

€ a nitazoxanida, que pertence a classe dos nitrotiazéis (ROSSIGNOL, 2014).

3.2. Nitazoxanida

A Nitazoxanida (NTZ) foi descrita primeiramente por Jean Francois
Rossignol no Instituto Pasteur no ano de 1975. O farmaco pertence ao grupo dos
nitrotiazois inicialmente desenvolvido para o meio veterinario a fim de combater
infecgbes parasitarias. A NTZ deriva da nitrotiazolil-salicilamida tendo sua acdo de
amplo espectro, com excelente atividade contra protozoarios, bactérias,
nematodeos, trematddeos e virus (ROSSIGNOL, 2014). Apds aproximadamente trés
décadas da sua descoberta, somente no ano de 2002, a agéncia reguladora Food
and Drug Administration (FDA) aprovou a utilizagdo do farmaco NTZ para o uso
humano como antiparasitario (WHITE et al., 2014; ROSSIGNOL et al., 2009).

A NTZ possui caracteristicas fisico-quimicas de pé cristalino, levemente
amarelado, pouco soluvel em etanol e praticamente insolivel em agua, mas sollvel
em acetonitrila. Sua estrutura quimica é a 2-acetiloxi-N-(5-nitro-2-tiazolil) benzamida
(Figura 1), apresentando formula molecular C12H9N3OsS e peso molecular 307,28
(MALESUIK et al., 2010).

No Brasil, o farmaco comecou a ser comercializado no ano de 2006, sob
as formas farmacéuticas de comprimidos revestidos e p6 para suspenséao oral, com
o nome comercial de ANNITA®, fabricada pela industria farmacéutica Farmoquimica
S/A.

Figura 1: Estrutura quimica NTZ.



A NTZ ap6s sua administracdo oral é absorvida pelo trato gastrointestinal
e rapidamente hidrolisado pelas esterases plasmaticas no seu metabolito ativo, a
Tizoxanida. O grupamento nitro est4 envolvido na inibicdo da enzima piruvato
ferrodoxina oxiredutase (PFOR), via vital para estes patégenos (STOCKIS et al.,
2002; FAN-MINOGUE et al.,, 2013; ROSSIGNOL et al., 2014). Alguns estudos
relatam que a NTZ possui atividade antiviral potente contra diversos virus,
blogueando seletivamente a maturagdo da hemaglutinina viral no nivel pés-
traducional, inibindo sua propagacdo pelas células hospedeiras (ELAZAR et al.,
2009; ROSSIGNOL et al., 2009; LA FRAZIA et al., 2013; TRABATTONI et al., 2016).
Estudos clinicos duplo-cego randomizado realizados por ROSSIGNOL e
colaboradores (2022) demonstram que a NTZ possui uma atividade contra MERS-
CoV e outros coronavirus, incluindo SARS-CoV-2, no qual reduziram internacdes em
casos leves e moderados devido a potencializacdo na producao de interferon alfa e
beta. Porém, o mesmo estudo ressalta que o farmaco ndo deve ser utilizado como

antiviral no tratamento de Covid 19 em pacientes graves.

3.3. Métodos para determinagédo da NTZ

Encontra-se disponivel monografia farmacopeica para analise da NTZ em
formas farmacéuticas, como também, estdo descritos na literatura cientifica grande
variedade de métodos analiticos para determinacdo do farmaco, como pode ser
observado na Tabela 1. Um fator importante comumente citado pelos autores, que
deve ser destacado, € que todos os métodos sao desenvolvidos com o intuito do
emprego no controle de qualidade de rotina do farmaco. Observa-se que em todos
0S casos, inclusive no método farmacopeico, existe uma diminuida frequéncia
analitica, aliada a elevados tempos de analise. Neste sentido, a aplicacdo no
controle de qualidade de rotina acarreta grande consumo de solvente, maior custo
das analises e, principalmente, elevada geracéo de residuos toxicos.

Recentemente, os avangos da ciéncia e tecnologia permitiram a unido de
metodologias tradicionais, como a colorimetria associada a imagens digitais,
capturadas por diferentes instrumentos, tais como, maquinas fotograficas e
smartphones. Em anélises onde ha modificacdo de cor mediante uma reacao, pode-

se efetuar a captura e processamento das imagens digitais, resultando em uma



analise mais rapida, com menor custo e sem a necessidade de equipamentos

complexos, como, por exemplo, o cromatografo a liquido (HARRIS et al., 2010;
SKOOG et al., 2013; DE JESUS et al., 2021).

Tabela 1: Compilacdo de métodos analiticos encontrados na literatura para analise de NTZ em

formas farmacéuticas.

Método Autores Frequéncia Tempo de
Analitica Execucéo
(min)
Espectrofotometria Kapse et al.(2006) N&o informado N&o informado
CCD Gopu et al.(2007) 1 8,0
CLAE Jadhav et al.(2007) 1 7,5
CLAE Rane et al.(2008) 1 5,7
CLAE Malesuik et 1 4,3
al.(2010)
Espectrofotometria Malesuik et 1 N&o informado
al.(2010)
Eletroforese Capilar Malesuik et 1 12,0
al.(2010)
Cromatografia em Camada Nouruddin et N&o informado Na&o informado
Delgada associada a al.(2011)

densitometria
Espectrofotometria
Voltametria de onda
quadrada
CLAE
CLAE
CLAE
Espectrofotometria
Espectrofotometria
Fluorescéncia

CLAE

Fahima et al.(2012)
Rajeev et al.(2013)

Maha et al.(2013)
Saleh et al.(2014)
Varum et al.(2016)
Smita et al.(2017)
Ghandi et al.(2018)

Mohamed et
al.(2022)
Farmacopéia
Brasileira (2019)

=

Y e

Nao informado
Nao informado

5,3

6,3

5,7
Nao informado
Nao informado

30,0

7,0

Neste sentido, a colorimetria associada a imagens digitais pode ser

empregada como uma alternativa aos métodos existentes, no intuito de potencializar



fatores importantes como o tempo e a frequéncia analitica, diminuindo custos e

geracao de residuos.

3.4. Colorimetria

A colorimetria por definicdo remete ao estudo da cor com a finalidade de
investigar como quantifica-la e simular a percepcdo, e para isso leva em
consideracao fatores humanos. A percepg¢éo da cor possui um significado abstrato e
pode ser dividida em niveis, tais como, fisico, psicofisico, psicométrico e visual
(WYSZECKI & STILES, 1982; FERREIRA, 2006; SCHANDA et al., 2007). Segundo
SCHANDA e colaboradores (2007) a identificacdo da cor é tratada com um processo
subjetivo, pelo fato de diferentes individuos atribuirem caracteristicas distintas para a
mesma cor. Quanto aos aspectos relacionados a sensacdo causada pelas cores,
pode ser definida por meio da faixa do espectro eletromagnético a qual o sistema
visual humano é sensivel e posteriormente processada pelo cérebro, no qual se
estende aproximadamente de 400 a 700 nm, sendo denominada regido visivel
(TILLEY et al., 2011; CARDOSO et al., 2015;), conforme a Figura 2.

Figura 2: Regiéo visivel.
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Fonte: QUEIROZ & GOMES, 2006).
No dominio da fisica, a definicdo de cor ndo leva em consideracdo os

aspectos perceptivos humanos, mas a diferenca de frequéncia de dois feixes de luz.
Essa diferenca de frequéncia entre os feixes luminosos definem uma medida de

“aparéncia de cor” para um observador (HARKNESS et al., 2006). Assim, a cor
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propriamente dita so existe no cérebro do observador dependendo basicamente de
um pensamento minimalista formado por trés condicbes fundamentais: 1) a fonte
luminosa 2) objeto iluminado e 3) detector empregado na aquisicdao. A fonte
luminosa escolhida deve ter a propriedade de emitir um conjunto de frequéncias que
chegam até o objeto. O objeto reflete parte das radiacdes eletromagnéticas oriundas
da fonte de emissdo. Essa faixa de frequéncias modificadas pela interacdo luz x
matéria chegam até o detector. O detector € responsavel por gerar um sinal elétrico
proporcional a luz incidente sobre sua superficie promovendo a conversdo de
energia de fotons para energia elétrica para ser medida. Essa aquisicao € devido a
uma perturbacdo promovida pelo estimulo luminoso oriundo da faixa espectral na
qual o detector gera uma resposta mensuravel (CROWLEY & CHRISTENSEN, 1995;
SCHANDA et al., 2007).

Nesse sentido, o estudo fisico das cores, observando a estrutura do olho
humano e como as informacfes sdo processadas se tornam importantes, pois a
definicdo da cor pode se alterar de acordo com a fonte de luz. Além disso, as
variacbes de percepcdo dependem do observador da area de cobertura pelo

pigmento da cor e do plano de fundo (contraste).

3.5. Captura e transformacéo da imagem digital em sinal analitico

A andlise quimica instrumental consiste na interpretacdo e o
processamento de sinais que tem por objetivo extrair ou tornar um sinal viavel para
estimativas ou medidas qualitativas ou quantitativas. Essa importante area da
ciéncia é utilizada nos mais diversos ramos profissionais, tais como, farmacia,
engenharia, quimica, fisica, matematica e afins. Dependendo do instrumento
analitico utilizado o sinal pode incluir distintos sistemas de deteccdo como sons,
imagens, ondas de radio, sinais de infravermelho, analisadores de massa,
detectores que empregam deteccdo multicanal, entre outros. Os sinais instrumentais
tém por objetivo tornar o objeto de analise mais simples e util e assim resolver o
problema abordado (ORFANIDIS et al., 1988; GONZALEZ et al., 2004).

3.5.1. Imagens digitais
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Uma imagem é configurada pela interacéo e reflexdo entre luz e matéria e
pode ser reproduzida levando como condi¢ao principal a simulacéo da visdo humana
(LAND et al., 1977; LAND et al., 1983).

Para realizar essa tentativa de simulacéo da viséo humana, detectores do
tipo CCD (charge-coupled device) e CMOS (complementary metal-oxide-
semiconductor) sao utilizados para a aquisicdo de imagens digitais. Esses sensores
sdo materiais semicondutores e convertem a energia féton em energia elétrica e a
resposta obtida s&o alinhadas em coordenadas cartesianas composto por pontos
denominados pixels. Cada pixel do sensor é capaz de indicar variacbes na
intensidade de iluminacdo, pela luz refletida no objeto de analise real. Quando
alinhados no sistema de coordenadas x e y, em condicdes especificas de
transmissdo de luz, esses sensores transmitem como resposta uma matriz com
informacBes relevantes da luz refletida ou absorvida pela matéria trazendo
contribuicbes para diferentes areas da ciéncia (CARLSON, 2002; OHTA, 2007
WALTHAM, 2013).

A imagem digital € um registro do fenémeno fisico de espalhamento e
reflexdo da luz sobre um objeto. Essa luz passa por um conjunto de filtros com as
cores vermelho, verde e azul agrupados na forma de mosaico e conhecido como
filtro de Bayer. A luz ap6s a passagem pelo filtro é atenuada antes de chegar ao
detector fotossensivel. Os detectores fotossensiveis empregados sdo constituidos
por diversos pontos conhecidos como pixels. Cada ponto do detector € composto
geralmente por um material semicondutor com capacidade de converter energia
elétrica a luz que incide sobre a superficie de analise (CROWLEY et al., 1995;
CARLSON, 2002; HARKNESS, 2006; PHADUNGCHAROEN et al., 2019; FAN et al.,
2021).

O sinal elétrico adquirido (sinal analdgico) é agrupado espacialmente e a
intensidade de corrente elétrica é convertida em um namero binario (sinal digital). A
partir das diferentes transmitancias adquiridas para cada pixel e utilizando como
base o modelo de cores vermelho, verde e azul (do inglés Red, Green and Blue -
RGB), o sinal é convertido em unidades decimais entre 0 e 255 e alinhado em
camadas (layers). As camadas adquiridas sdo equivalentes a matrizes numéricas
gue podem ser interpretadas por dispositivos de reproducdo de imagem, conforme a
Figura 3.
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Portanto, o processamento da imagem captada pela camera de um
dispositivo pode ser utilizado como um analisador colorimétrico. A luz que incide
sobre os sensores da camera cria uma imagem com diferentes combinagfes de
intensidades das cores primarias vermelho, verde e azul. Dessa forma, a imagem
digital é decomposta as suas coloracbes primarias, que sao utilizadas para
estabelecer a relacéo entre valores e concentracdo do analito, empregando modelos

matematicos para a determinacao de suas intensidades.

Figura 3 - Diagrama geral da aquisicdo de imagens digitais.
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Fonte: HARKNESS et al., 2006.

3.6. Modelo RGB

O modelo RGB é um sistema que baseia-se na teoria dos trés estimulos
proposta por YOUNG-HELMHOLTZ. Segundo a teoria, o olho humano é capaz de
perceber as cores através da estimulacdo dos pigmentos visuais presentes nos
cones da retina, nos quais possuem picos de sensibilidade em cada comprimento de
onda, como: 730 mpu (vermelho), 546 mpu (verde) e 435,8 mu (azul) (RUSS, 2007;
BHATIA, 2008).
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As leis de Hermann Ginther Grassmann, relacionadas ao conceito de
adicao de cores, sdo consideradas uma das bases para a colorimetria (TURNER et
al., 1996; SCALCO et al., 2005):

«12 Lei: a sensacao de cor de qualquer espectro pode ser obtida da mistura de trés
cores primarias (Vermelho, Verde e Azul). Dessa forma, temos: C =r R + gG + bB;
+22 Lei: uma cor pode ser escrita como: C =rR + gG + bB, entdo, se intensificarmos
os espectros de um fator a as cores resultantes também seriam metaméricas. Ou
seja, temos: a C = arR + agG + abB.

+32 Lei: duas cores podem ser escritas como: C1 =rlR + g1lG + blBe C2 =r2R +
g2G + b2B. Logo, se somarmos 0s espectros delas teremos uma outra cor que pode
ser representada por (r1+r2, g1+g2, b1+b2). Ou seja: C1+C2 = (r1+r2)R + (g1l+g2)G
+ (b1+b2)B.

Figura 4: Representacéo do sistema RGB no plano cartesiano.
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Fonte: DE JESUS et al., 2021.
Assim sendo, uma determinada cor pode ser representada por um

conjunto de triplas de nameros reais (r, g, b), que suportam operacdes de soma e
multiplicagdo por um valor escalar (numero real). Ademais diferentes sistemas
podem ser utilizados para essa decodificacdo das cores em modelos matematicos,
tais como RGB (Red, Green and Blue), CMYK (Cyan, Magenta, Yellow and Black),
HSV (Hue, Saturation and Value), HLS (Hue, Lightness and Saturation), RYB (Red,

Yellow, and Blue), entre outros.
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No presente trabalho utilizaremos o modelo RGB que tem sua génese na
visao tricromatica sobre as cores de Young (BUCHSBAUM & GOTTSCHALK, 1983).
O espaco de cores RGB é um modelo aditivo que descreve as diversas
combinacdes a partir das trés cores primarias, conforme demonstrado no sistema de
coordenadas cartesianas 3D (Figura 4) (BURNS, 2017).

Para determinar certa cor é usado um intervalo pré especificado, que vai
de 0 a 255, sendo que a cor preta é obtida pela combinacgéo (0, 0, 0), a branca (255,
255, 255), o vermelho (255, 0, 0), verde (0, 255, 0) e o azul (0, 0, 255). As demais
cores sdo variacbes dessas cores primarias e podem ser feitas diversas
combinac¢des variando de 0 a 255 (BHATIA, 2008).

Tabela 2: Cores béasicas e complementares do sistema RGB.

Canais
Cores
| Vermelho (R) Verde (G) Azul (B)
Vermelho 255 0 0
Verde 0 255 0
Azul 0 0 255
Ciano 0 255 255
Magenta 255 0 255
Amarelo 255 255 0
Preto 0 0 0
Branco 255 255 255

Conforme mencionado, o modelo RGB é considerado aditivo, em que as
diferentes combinacgdes intensidades de seus canais resultam em novas cores,

conforme descrito na Tabela 2.

3.7. Aplicativo PhotoMetrix PRO®
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O PhotoMetrix PRO® é um aplicativo gratuito utilizado em smartphones,
empregado como uma ferramenta para analise quimica, no qual através da
decomposicdo de imagens € possivel realizar a andlise quantitativa de uma
determinada amostra. O aplicativo conta com dois canais de analise das imagens
obtidas, que sdo: o modelo RGB e derivadas deste modelo, como: matiz, saturacao
e valor (HSV); matiz, saturacdo e luminosidade (HSL); e matiz, saturacdo e
intensidade (HSI). O aplicativo avalia os pixels de cada imagem digital baseado na
intensidade das cores RGB e em modelos derivados, incluindo as combina¢cées com
o matiz (que faz a diferenciacdo entre vermelho e amarelo), a saturacdo (que
diferencia a cor vermelho do rosa), e a intensidade (que distingue cores claras de
escuras). Ainda, existe a opc¢do na interface do aplicativo de realizar analises
univariadas ou multivariadas (GONZALEZ & WOODS, 2008; RUSS, 2011; HELFER
et al., 2017; BOCK et al., 2020).

3.8. Principios da Quimica Verde

A partir da necessidade de mudancas das condutas quimicas, visando
tanto ao controle quanto a prevencédo da poluicdo ambiental, causada por algumas
de suas atividades, € que surge a chamada Quimica Verde. A mesma foi
conceituada por ANASTAS & WANER (1998) como: “a criagao, o desenvolvimento e
a aplicacdo de produtos e processos quimicos para reduzir ou eliminar o uso e a
geragdo de substancias nocivas a saude e ao ambiente”. Além disso, procura
orientar e atuar na reducéo da producédo de residuos, incentivando a fabricacdo de
produtos compativeis com o ambiente (MACHADO, 2004).

Segundo ANASTAS e colaboradores (1998) os 12 principios da quimica
verde sdo guiados pela preocupacdo na qualidade de vida e com o meio ambiente,
sendo eles:

e 1° Prevencdo: € melhor prevenir a formacdo de residuos do que trata-los
posteriormente;

e 2°Economia Atémica: os metodos sintéticos devem ser desenvolvidos para
maximizar a incorporacdo dos atomos aos reagentes nos produtos finais;

o 3° Sintese com Reagentes de Menor Toxicidade: sempre que possivel
utilizar reagentes com pouca ou nenhuma toxicidade para a saude humana e

0 meio ambiente;
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e 4° Desenvolvimento de Compostos Seguros: os produtos quimicos
deverédo ser desenvolvidos para possuirem a funcéo desejada, apresentando
a menor toxicidade possivel;

e« 5° Diminuicdo de Solventes e Auxiliares: a utilizacdo de substancias
auxiliares (solventes, agentes de separacao, etc) devera ser evitada quando
possivel ou usadas substancias indcuas no processo;

e 6° Eficiéncia Energética: os métodos sintéticos deverdo ser conduzidos
sempre que possivel a pressdo e temperatura ambientes, diminuindo seu
impacto econémico e ambiental,

e 7° Uso de Matéria-Prima Renovavel: sempre que possivel técnica e
economicamente utilizar matéria-prima renovavel,

e 8° Reducdo de Uso de Derivados: uso de reagentes blogueadores, de
protecdo ou desprotecdo, e modificadores temporarios que deverdo ser
minimizados ou evitados quando possivel, pois estes passos podem produzir
subprodutos indesejaveis;

e« 9° Catalise: reagentes cataliticos (tdo seletivos quanto possivel) séo
superiores aos reagentes estequiométricos;

e« 10° Desenvolvimento de Compostos Degradaveis: produtos quimicos
deverdo ser desenvolvidos para a degradacdo inécua de produtos toxicos,
nao persistindo no ambiente;

e 11° Analise em Tempo Real para a Prevencdo da Poluicdo: as
metodologias analiticas precisam ser desenvolvidas para permitirem o
monitoramento do processo em tempo real, para controlar a formacao de
compostos toxicos;

e 12° Quimica Segura para a Prevencdo de Acidentes: as substancias
utilizadas nos processos quimicos deverdo ser escolhidas para diminuir

acidentes em potencial, tais como explosdes e incéndios.

Além disso, outro fator que minimiza os impactos ambientais quando
associados a analise quimica instrumental € a miniaturizacdo ou “spot test”. No
desenvolvimento de métodos analiticos a miniaturizacdo tém como principal
caracteristica a manipulacéo de pequenos volumes do analito e de reagente, como

consequéncia sédo procedimentos extremamente simples, rapidos e de baixo custo,
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aplicaveis tanto para compostos organicos, como inorganicos, e podem ser
realizados em equipamentos portateis para analises in situ (ZERAIK et al., 2008;
LUIZ et al., 2013). Por este motivo, é possivel associar as andlises colorimétricas por
meio de imagens digitais a estes sistemas miniaturizados, visando a diminui¢cdo do
consumo de reagentes e aumento da frequéncia analitica.

Atualmente, diversos estudos em diferentes areas tém sido publicados
com a finalidade de aplicacdo dos principios da quimica verde. Na area das ciéncias
farmacéuticas, mais precisamente no desenvolvimento e controle de qualidade de
medicamentos, diversos estudos empregam esses principios, principalmente no
intuito da diminuicdo da producdo ou consumo de reagentes toxicos. Em estudo
realizado por SCHLOSSER e colaboradores (2020) foi desenvolvido método capaz
de determinar o teor de etanol em medicamentos homeopéticos, podendo ser
utilizado em andlises de rotina para o controle de qualidade dessas preparacfes. Os
autores empregaram a entalpimetria de infravermelho, monitorado por uma camera
de infravermelho. O método mostrou-se rapido, de baixo custo e com utilizacédo
reduzida de reagentes toxicos quando comparado com o método oficial, indo de
acordo com os principios da Quimica Verde. Ainda em analises farmacéuticas,
NOPPHARAT e colaboradores (2020) desenvolveram método capaz de quantificar
cloridrato de clorpromazina em comprimidos, com o emprego da colorimetria
associada a imagens digitais, utilizando como aparato instrumental um smartphone.
Os autores aplicaram conceitos de quimica verde, diminuindo o consumo de
reagentes, realizando as analises em sistemas miniaturizados.

Além desses, outros trabalhos preocupados com os principios da quimica
verde ganham destaque atualmente, tais como, o estudo proposto por EMAN e
colaboradores (2022) que desenvolveram método para determinacdo de quatro
farmacos antipsicéticos; o trabalho de DEENA e colaboradores (2022) para analise
de remdesivir e favipiravir, medicamentos utilizados na terapéutica da COVID-19; e o
estudo proposto por SIVA e colaboradores (2021) empregado para determinacao

simultanea de clorocresol e dipropionato de betametasona em formulacdes topicas.

4. MATERIAL E METODOS
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4.1. Descricao geral do método proposto

A NTZ quando colocada em meio basico, desacetila e desprotona o grupo
amino do anel tiazol, formando um produto de coloragdo amarela. A partir da
formacdo da coloragcdo foi proposto um método colorimétrico que relaciona a cor
com a concentracdo do analito, baseado na captura da imagem digital por um

smartphone e decomposicao do sinal analitico nos canais RGB.

Este principio foi utilizado para desenvolver o método proposto, no qual
0S parametros relativos a reacdo que promove a cor, como a concentracdo do
reagente basico, tempo de reacdo e proporcao entre o reagente basico e o analito
foram otimizados. Outros parametros relacionados a captura da imagem digital

foram também avaliados, conforme descrito abaixo.

4.2. Aparato para aquisi¢cao das imagens digitais

As amostras foram preparadas e colocadas em placas de acrilico,
utilizando micropipetas automaticas para transferéncia das solugdes. Uma camara
escura contendo uma lampada LED acoplada na parte inferior da caixa foi utilizada

para fornecer uniformidade de luz e garantir resultados reprodutiveis nas analises.

Figura 5: Processo para aquisicao das imagens digitais.
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*Solugdes com concentragdes: 16; 24; 32; 40 e 48ug/mL

As imagens foram capturadas utilizando smartphone da marca Motorola
G7 PLUS® com camera de 16MP (megapixel) com resolucdo de 4619 x 3464. O

aparelho foi fixado a camara escura por meio de uma abertura circular na parte
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superior da caixa. O aplicativo PhotoMetrix PRO® foi utilizado para decompor a

imagem e processa-la baseado no sistema RGB, a Figura 5 ilustra o processo.

4.3. Amostras, reagentes e solucdes

Comprimidos revestidos contendo 500mg de NTZ (Annita®), fabricado
pela empresa Farmoquimica S/A. (Lote: 202654, prazo de validade: 12/2022) foram
adquiridos em farmacia comercial, no municipio de Uruguaiana/RS. Conforme
consta na bula do medicamento, os excipientes que compdem o comprimido Sao:
amido, alcool isopropilico, amidoglicolato de sodio, sorbitol, talco, estearato de
magnésio, hipromelose, diéxido de titanio, Eudragit L100, 4gua purificada, macrogol,

o6xido de ferro amarelo, citrato de trietila e acetona.

P6 para suspensdo oral (Annita®) contendo 20 mg/mL de NTZ (apés
reconstituicao), fabricado pela empresa Farmoquimica S/A (Lote: 211102, prazo de
validade: 05/2023) foi adquirido em farmacia comercial, no municipio de
Uruguaiana/RS. Conforme consta na bula do medicamento os excipientes que
compde o pd para suspensdo sdo: benzoato de sédio, sacarose, goma xantana,
celulose microcristalina, acido citrico, citrato de sédio diidratado, corante vermelho n°

33 e aroma de morango.

NTZ - Substancia Quimica de Referéncia - SQR (Lote: 98186, data de
fabricacdo: 01/07/2020, prazo de validade: 01/07/2026, teor = 98%) foi adquirida da

empresa Sigma-Aldrich.

4.4. Preparo das amostras e solu¢céao padrao de NTZ

O preparo das solugdes segue como descrito abaixo:

4.4.1. Preparo da solucao padréo de NTZ

Foram pesados 8 mg de NTZ SQR e transferidos, quantitativamente, para
baldo volumétrico de 25 mL. O volume foi completado com acetonitrila (ACN) e a
solucdo foi homogeneizada. Uma aliquota de 1 mL dessa solugéo foi transferida
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para o baldo volumétrico de 10 mL e completado o volume com agua acidificada pH

4,0, obtendo-se uma solucéo de 32 pug/mL.

4.4.2. Preparo da amostra Nitazoxanida Comprimidos

Para o preparo da amostra foram pesados e pulverizados 20
comprimidos. Uma quantidade de p6 equivalente a 8 mg de NTZ foi transferida para
baldo volumétrico de 25 mL, foram adicionados 15 mL de ACN e levado a banho de
ultrassom durante 10 minutos. O volume foi completado com ACN e
homogeneizado. Uma aliquota foi filtrada em papel filtro quantitativo. Apds a
filtracdo, 1 mL do filtrado foi transferido para baldo volumétrico de 10 mL e
completado o volume com &gua acidificada pH 4,0, obtendo-se solugdo com
concentragao teorica de 32 pg/mL.

4.4.3. Preparo da amostra Nitazoxanida P6 para Suspenséo

Para o preparo da amostra de p6 para suspensdo foi misturada a
quantidade de pé contida no conteddo previamente pesado de trés frascos e
homogeneizado. Uma quantidade de pd equivalente a 8 mg de NTZ foi transferida
para baldo volumétrico de 25 mL, foram adicionados 15 mL de ACN e levado a
banho de ultrassom durante 10 minutos. O volume foi completado com ACN e
homogeneizado. Uma aliquota foi filtrada em papel filtro quantitativo. Apds a
filtracdo, 1 mL do filtrado foi transferido para baldo volumétrico de 10 mL e
completado o volume com &gua acidificada pH 4,0, obtendo-se solucdo com

concentragéo tedrica de 32 pg/mL.

4.4.4. Agua Acidificada pH 4,0

Agua acidificada pH 4,0 foi preparada a partir de agua ultrapurificada e o
pH ajustado com &cido cloridrico 1 M. Conforme descrito anteriormente, a NTZ foi
primeiramente solubilizada em ACN. Na segunda diluicdo foi utilizado é&gua

acidificada pH 4,0 para atingir a concentragao de trabalho (MALESUIK et al., 2010
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4.5. Instrumentacao e reagentes

As amostras de NTZ (comprimidos e po para suspensao) foram pesadas
em balanca analitica Shimadzu®, modelo AY200. O processo de homogeneizacéo
das amostras foi realizado por ultrassom da marca Unique (modelo Ultra Cleaner). O
procedimento de filtracdo foi executado com papel filtro quantitativo. A CLAE foi
empregada para a quantificacdo de NTZ nas amostras, conforme método descrito na
Farmacopéia Brasileira 62 edi¢cdo (2019). Foi utilizado cromatografo a liquido marca
Shimadzu®, modelo Prominence. Purificador de agua Milli-Q®UV foi utilizado na
producdo de agua purificada. Micropipetas Monocanal Labmate® Pro automaticas
foram usadas em todas as etapas do desenvolvimento analitico da metodologia

proposta. Todos os reagentes utilizados foram da grade analitica.

4.6. Aparato para aquisicao da imagem digital segundo o método proposto

Para a aquisi¢cdo do sinal analitico, uma caixa de madeira foi construida
com dimensdes 25 cm x 20 cm (largura x altura) contendo abertura na parte superior

para acoplamento do smartphone.

Figura 6: Aparato instrumental para aquisi¢cdo das imagens digitais.

A caixa possui um sistema com lampada de LED da marca Ecoforce® com
poténcia de 16W e com trés intensidades (baixa, média e alta) posicionada na parte
inferior da caixa. As solu¢des foram adicionadas em placas de acrilico contendo 24
pocos e posicionadas sobre a lampada LED no momento de aquisicdo da imagem
digital. O interior da caixa foi pintado em preto com a finalidade de evitar
interferéncia da luz externa, garantindo um ambiente homogéneo, diminuindo a
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reflexdo da luz e melhor captura das imagens digitais. A Figura 6 exemplifica o

aparato instrumental utilizado.

4.7. Otimizacdo dos parametros

A fim de garantir resultados reprodutiveis para o método proposto, testes
prévios a validagdo foram realizados com o objetivo de buscar a melhor resposta

instrumental e sensibilidade.

Os parametros referentes: (a) a proporcao de solucdo de NTZ SQR em
relacdo a solucdo de NaOH, (b) a concentracdo da solucdo de NaOH e (c) o volume
final do pogo foram avaliados de forma multivariada utilizando um planejamento de
experimento do tipo Central Composite Design (CCD) em uma solucdo de NTZ SQR
de 64 pg/mL, sendo a melhor condicao definida por meio da andlise de superficie de
resposta. O planejamento do tipo CCD gerou 20 experimentos, que foram realizados

de forma aleatéria e com variacdes codificadas, conforme a Tabela 3.

Tabela 3: Variaveis codificadas pelo planejamento CCD.

Variaveis -168 -1 0 +1 +1,68
Proporcao de NTZ em relacao ao volume final (%) 29,8 40 55 70 80,2
Concentracdo de NaOH (M) 05 08 1,2 16 19
Volume final no poco (mL) 09 12 16 20 2,2

Os demais parametros referentes a aquisicdo da imagem foram avaliados
de forma univariada para uma solucdo de NTZ SQR de 32 pg/mL (solucdo de

trabalho delimitada apés avaliacéo da faixa linear), conforme descrito abaixo:

e Intensidade de emissao da lampada LED: Avaliada nos niveis baixo, médio e
alto.

« Distancia entre a camera do smartphone e as solu¢des na placa de acrilico:
Avaliada nas distéancias de 5, 10 e 15 cm.

o Determinagdo da regido de interesse, do inglés Region of Interest (ROI):
Avaliada nas condicfes 8x8, 16x16, 32x32 e 64x64.
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« Tempo de reacdo entre a NTZ e o NaOH: Avaliado nas condi¢des 1, 2, 3, 4,
5, 10, 30 e 60 min.
Apés a otimizacdo destes parametros, foi possivel determinar as condi¢cdes

analiticas ideais para 0 método proposto.

4.8. Condicbes Analiticas

As condi¢des analiticas otimizadas neste trabalho estdo descritas
na Tabela 4.

Tabela 4: Condicdes analiticas otimizadas no método proposto.

Condicdo Analitica Padronizado

Tempo 5 min

Distancia 10 cm

Volume de NTZ adicionado no poco da placa de 1,0 mL
acrilico

Volume de NaOH adicionado no poco na placa de 0,9 mL
acrilico

Concentracao de trabalho do padréo e amostras 32 pg/mL
Molaridade do NaOH 1,5

4.9. Validac&o do método

A validacdo do método proposto seguiu os critérios disponibilizados na
Resolugdo n°® 166/2017 da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) e

Internacional Conference Harmonization (ICH) de 2022, tais critérios foram:

49.1. Linearidade

E a capacidade do método demonstrar que o sinal analitico obtido é
diretamente proporcional a concentracdo do analito na amostra. Para obtencéo da
curva de calibragdo, pesou-se analiticamente 8 mg de nitazoxanida SQR e
transferiu-se para um baldo volumétrico de 25 mL, completando-se o volume do
baldo com ACN, obtendo-se concentracao final de 320 pg/mL. Dessa solugéao foram
transferidas aliquotas de 0,5; 0,75; 1,0; 1,25 e 1,5 mL com auxilio de pipetas
automaticas para balbes volumétricos de 10 mL. Os volumes dos balbes

volumétricos foram completados com agua acidificada pH 4,0, obtendo-se
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concentracfes de 16,0; 24,0; 32,0; 40,0 e 48,0 ug/mL. Foram construidas 3 curvas

em dias diferentes.

O gréfico da curva de calibracdo foi obtido a partir da plotagem dos
valores do sinal analitico versus a concentracdo de NTZ. A linearidade foi analisada
a partir da obtencdo do coeficiente de correlacédo (r) e da andlise de variancia
(ANOVA). O tratamento dos dados foi realizado no programa Microsoft Excel®

(Microsoft Corporation, EUA).

4.9.2. Efeito Matriz

Solugcdes mée de NTZ comprimidos e pd para suspensdo foram
preparadas na concentracdo de 320 pg/mL em ACN. Aliquotas de 0,25 mL de
ambas as solucBes amostra foram transferidas para respectivos bal6es volumétricos
de 10 mL. Em paralelo, foi preparada a solucdo mée de NTZ SQR na concentracao
de 320 pg/mL em ACN e transferidos volumes crescentes desta solucao (0,25; 0,5;
0,75; 1,0 e 1,25 mL) para os balBes volumétricos, conforme descrito na Tabela 5. O
volume foi completado com agua acidificada pH 4,0. Outra curva, agora somente da
SQR, foi preparada transferindo aliquotas da solu¢cdo mae equivalentes a 0,5; 0,75;
1,0; 1,25 e 1,5 mL para baldes volumétricos de 10 mL e completado o volume com
agua acidificada, atingindo a mesma concentracao final das curvas obtidas com as
amostras. A avaliacdo do efeito matriz foi realizada pela analise do paralelismo das

retas das amostras com a reta obtida com a SRQ nas mesmas concentracoes.

Tabela 5: Preparo das curvas de pé para suspensdo e comprimidos em baléo volumétrico de 10 mL
para avaliacdo do efeito matriz.

Solucéo de 320 Solucéo de NTZ SQR 320 Concentracgao final
pug/mL (mL) pug/mL (mL) (ug/mL)
0,25 0,25 16
0,25 0,5 24
0,25 + 0,75 = 32
0,25 1,0 40
0,25 1,25 48
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4.9.3. Precisao

A repetibilidade (preciséo intra-dia) foi analisada por meio do desvio
padrao relativo (DPR) obtido de seis determinagbes realizadas de forma
independente a 100% da concentracdo de trabalho (32 pg/mL). A precisao
intermediéria (inter-dia) foi avaliada por meio do DPR entre os teores das amostras

de comprimidos e p6 para suspenséo de analise realizada em dois dias diferentes.

O preparo das soluc¢des padrao a fim de construir a curva de calibragéo
para o dia do experimento e o preparo das amostras seguiu os procedimentos

conforme descritos na secéo 4.4.1 deste trabalho.

4.9.4. Exatidao

A exatiddo foi realizada por meio do teste de recuperagdo. Foram
preparadas solu¢cées mae das amostras de comprimidos, po para suspensédo e SQR
na concentracdo de 320 pg/mL, conforme secdo 4.4. Aliquotas de 0,5 mL das
solucBes amostra foram transferidas para respectivos baldes volumétricos de 10 mL,
denominados R1, R2 e R3. A cada baldo volumétrico, acrescentou-se 0,25; 0,5 e
0,75 mL da solucdo mae de SQR e completou-se o volume com agua acidificada pH
4,0, obtendo-se concentracdo final de 24,0; 32,0 e 40 pg/mL de NTZ,
respectivamente. Foram preparadas simultaneamente solucbes amostra na
concentracdo de 16,0 ug/mL de NTZ. O preparo das solucbes para o teste de
recuperacdo pode ser visualizado conforme esquema disposto na Tabela 6. A
exatidao foi calculada como porcentagem de recuperacao da quantidade conhecida

do analito adicionado a amostra. Cada concentracao foi preparada em triplicata.

Tabela 6: Preparo das solucdes para o teste de exatiddo pelo método de recuperacdo de padrao.

Balédo Volume (mL) de Volume (mL) de  Concentracéo final de
volumétrico solugéo de amostra NTZ SQR (320 NTZ (ng/mL)
10 mL (320 pg/mL) pg/mL)
A* 0,5 - 16
R1 0,5 0,25 24
R2 0,5 0,5 32
R3 0,5 0,75 40

*Solucdo amostra sem adicao de padrao.
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A equacdo abaixo foi utilizada para fins de céalculo da porcentagem de

padrao recuperada:

C.—C
RY% = & —C) x 100
CSQR

Onde:
R% = porcentagem de padréo recuperada;

Cr = concentracdo da solugcdo amostra (ng/mL), com a adicdo da solucdo de SQR de

nitazoxanida,;
Ca = concentracdo da solucdo amostra de nitazoxanida (ug/mL) e;

Csqr = concentracao resultante de nitazoxanida SQR (pug/mL) adicionada a amostra.

4.9.5. Robustez

A robustez de um método pode ser definida como sua capacidade de
resistir a pequenas e deliberadas variacbes nas condicbes analiticas. Neste
trabalho, a robustez do método foi avaliada por meio de um planejamento fatorial do
tipo CCD utilizando o software Design Expert®. Os parametros para avaliacdo da
robustez foram os mesmos utilizados na otimizacdo da metodologia (concentragao
do reagente NaOH, proporgcdo entre o reagente NaOH e a solugcdo de NTZ e o
volume no final do po¢o) porém com uma variacdo em uma faixa mais estreita,

conforme delineamento descrito na Tabela 7:

Tabela 7: Variaveis codificadas pelo CCD.

Variaveis -1,68 -1 0O +1 +168
Proporcéo de NTZ em relacao ao volume final (%) 49 50 51 52 53
Concentracdo de NaOH (mol/L) 142 145 15 155 1,58
Volume final do poco (mL) 183 186 19 194 197

A analise da superficie de resposta gerada a partir do experimento foi

utilizada para determinar o “dominio de robustez”, ou seja, determinar para quais
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condi¢cBes o sinal analitico € mais suscetivel a variacGes e a influéncia entre estes

parametros.

Além da avaliacdo da robustez para os parametros descritos acima, foi
avaliado a influéncia no sinal analitico referente a aquisicdo da imagem por um
smartphone da mesma marca, porém com resolucdo da camera digital com
configuracdo semelhante daquele utilizado no desenvolvimento do método proposto
(smartphone da marca Motorola G7 PLAY® com camera de 16MP e resolucédo de
4163 x 3122).

4.10. Determinacédo do teor das amostras pelo método farmacopeico

A fim de comparar com o método proposto, o método oficial por CLAE
descrito na Farmacopéia Brasileira 62 edicdo (2019) foi utilizado para determinacao
do teor das amostras de comprimidos e p6 para suspensdo de NTZ. Os dados foram
analisados pelo teste TOST (Minitab® - versdo disponivel para Windows) para avaliar

a equivaléncia entre os métodos.

As principais condicbes analiticas do método farmacopeico estdo

descritas na Tabela 8.

Tabela 8: Condic6es cromatograficas para determinacdo de NTZ definidas pela Farmacopéia
Brasileira 62 Edi¢do (2019).

Parametro Descricao

Fase movel Acido ortofosférico 0,1% (V/V) pH 6,0 com trietilamina : acetonitrila
(45:55, VIV)

Fluxo 1,0 mL/min

Coluna Phenomenex® Synergi Fusion C18 (250 x 4,6 mm, 4 um)

Pré-coluna C18 (4,0 x 3,0 mm, 4 pm)

Deteccéo 240 nm

Temperatura 25°C

Volume injetado 20 pL
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5. RESULTADO E DISCUSSAO

5.1. A reacao colorimétrica

Estudos realizados por EL-DESOKY e colaboradores (2010)
demonstraram o comportamento da NTZ frente a condigbes é&cidas e basicas,
conforme descrito na figura 9. A estrutura | representa a NTZ na sua forma integra.
Quando colocada em meio basico (pH > 7) ocorre a desacetilacdo e desprotonacao
do grupo amino do anel tiazol, formando um produto de coloracdo amarelo-
alaranjado (Il). Essa estrutura com o tempo e concentracdo dos reagentes perde o
grupo nitro ligado ao anel tiazol e forma a estrutura lll, incolor. Portanto, a reacdo
entre a nitazoxanida e o NaOH proporciona a formacdo de um composto colorido,
fato que levou a estudos sucessivos para verificar se a intensidade da cor

desenvolvida estava relacionada a concentracéo do farmaco em solugéo.

Figura 7: Comportamento do farmaco frente a condigdo 4cida e basica.
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Fonte: EL-DESOKY (2010).

5.2. Escolha do canal RGB

As curvas analiticas para os canais RGB foram realizadas a partir do
meétodo colorimétrico envolvendo a reacéo entre o farmaco e o NaOH, e as leituras
realizadas através do PhotoMetrix PRO® para diferentes concentracées. A Figura 8
demonstra as curvas para 5 concentracdes de NTZ SQR na faixa de 16 - 48 pg/mL.

Para isso foi monitorado o sinal analitico dos 3 canais (R, G e B) a fim de analisar
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qual possui progressao do sinal de acordo com a proporcionalidade da concentracao
do farmaco. Percebe-se que o canal B apresentou uma relacao linear entre o sinal
obtido e as concentragOes testadas. Nesse sentido, a equacéo linear foi descrita por
Y = 0,950x + 84,3 e o coeficiente de correlagdo de r = 0,9993.

Figura 8: Curvas de calibracao para os canais R, G e B de solu¢des de NTZ SQR nas
concentracdes de 16 a 48
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A Figura 9, exemplifica o processo da formacgéo da cor de acordo com as
diferentes concentracfes de NTZ SQR nos pocos da placa de acrilico, realizadas em
em seis réplicas. Na figura, é perceptivel que com o aumento da concentracdo ha

um aumento da coloracdo amarela, resultante da reacédo envolvida com o NaOH.

Figura 9: Coloracdo da NTZ SQR em diferentes concentragdes.

*Solugdes com concentragdes: 16; 24; 32; 40 e 48ug/mL
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5.3. Otimizacdo dos parametros

Por se tratarem de condi¢cdes quantitativas, as condicdes experimentais
referentes a proporgéo entre NTZ e NaOH no pocgo, concentracdo do NaOH utilizado
para promover a reacao colorimétrica e o volume final do pogo foram otimizadas por
meio de analise multivariada. A otimizacdo ocorreu por meio de delineamento
experimental do tipo CCD para os trés fatores acima elencados. O delineamento
CCD permite obter condi¢Bes ideais que maximizam o sinal analitico, analisando de
forma interligada os fatores do modelo multivariado. Os resultados foram avaliados
utilizando gréaficos de superficie de resposta, gerados a partir dos pontos maximos

do sinal analitico.

Figura 10: Superficies de resposta obtidas na otimizacdo dos parametros.
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O célculo das coordenadas do ponto maximo é adequado para a
identificacdo de condi¢cdes Otimas, pois € neste ponto que € observado o sinal
analitico maximo. O modelo matematico que descreve o0s dados apresentou a
seguinte equacao: y = 143,70 + 15,54 A+ 0,4703 B + 14,49 C - 2,28 AB + 3,70 AC +

1,30 BC
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Onde:

A - proporcdo de NTZ;

B - Concentracédo de NaOH e;

C - Volume Final.

Na figura 10a, esta disposto o grafico de superficie de resposta para as
condicbes experimentais de dois fatores: concentracdo de NaOH versus Volume
Final. Percebe-se que de acordo com o aumento do volume final no poc¢o, hd uma
maximizacdo do sinal analitico sendo positivo para a nossa andlise. Na figura 10b,
encontra-se a influéncia dos fatores “Propor¢gao de NTZ versus Volume Final’. No
mesmo sentido que a figura 10a, tanto para o aumento do volume final quanto para
o0 aumento da proporcdo de NTZ, o sinal analitico potencializa. Para quantidades
menores de volumes e do farmaco, o sinal analitico ndo tem sua maximizacao, o
gue pode ser atribuido a dificuldade de formacdo do composto colorido na reacao.
Ja na figura 10c, observa-se que o fator “concentracdo de NaOH” nao é responsavel
por alteracdes no sinal analitico, ja a propor¢cdo de NTZ provoca um aumento do
sinal, conforme a concentracdo adicionada no poc¢o. Portanto, a variacdo na
concentracdo de NaOH ndo demonstrou influéncia na aquisicdo do sinal analitico,
nas condi¢cdes estudadas. Uma possivel explicacdo para o ocorrido é que, nas
concentracfes testadas para o meio basico ndo houve alteracdo das condicdes que

produzem o composto Il (Figura 7).

Figura 11: Otimizacao dos fatores que influenciam o desenvolvimento do método.
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Apos a avaliacdo da influéncia dos fatores de modo multivariavel, o
software disponibiliza as melhores condi¢cdes otimizadas de acordo com o
designado, no caso, a maximizagdo do sinal analitico, conforme demonstrado na
Figura 11.

Portanto, as condicbes experimentais otimizadas foram: proporcdo de
NTZ (52%), concentracdo de NaOH (1,5 M) e volume final do poco (1,9 mL). Isto
equivale dizer que, em cada poco foi colocado 1 ml de solucdo de NTZ e 0,9 mL de
solugéo de NaOH 1,5 M.

Apos a definicho das condicdbes acima descritas, o qual estdo
relacionadas a formacdo da cor na reacédo, outros fatores relacionados a aquisi¢ao
do sinal digital foram otimizados, como intensidade de emissdo da lampada,
distancia do smartphone a superficie do poco, tempo necessario para aquisicdo do
sinal analitico e regido de coleta do sinal (ROI, do inglés, “Region of Interest”).

Para a otimizacdo dos parametros, foi utilizado uma solucdo de 32 pg/mL
nas seguintes condic¢des: adicionando no po¢co 1 mL de solucdo de NTZ SQR 32
pHg/mL e 0,9 mL de NaOH 1,5M. Todos os experimentos foram feitos em triplicata e a
aguisicao da imagem digital foi coletada seis vezes para o canal B.

A caixa possui um sistema com lampada de LED da marca Ecoforce com
trés intensidades (baixa, média e alta) inserida na parte inferior para garantir
uniformidade na coleta de sinal. A andlise das intensidades da lampada na aquisi¢ao
do sinal analitico (solucdo de NTZ SQR de 32 ug/mL) mostrou que a intensidade alta
produziu resultados reprodutiveis, dispensando o uso do flash da camera do

smartphone, conforme demonstrado na Figura 12.
Figura 12: Analise do fator intensidade de emisséo da luz.
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Outro fator analisado foi a distancia entre o smartphone e a placa de
acrilico contendo solucdo de NTZ SQR de 32 pg/mL. Para isso, foram testadas as
distancias de 5cm, 10cm e 15cm, conforme demonstrado na Figura 13.

Figura 13: Analise univariada do fator distancia.
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Observou-se que na distancia de 15cm houve variacdo no sinal analitico
com DPR > 4%, isso pode ter ocorrido devido a captura da imagem das bordas da
placa de acrilico, 0 que acarreta em maior instabilidade nas imagens digitais. Para a
distancia de 5cm, devido a proximidade entre a placa e o aparelho mével, o ajuste
de foco foi um fator que impossibilitou andlises reprodutiveis com sinais adequados.
A distancia de 10cm foi adequada para aplicacdo no método proposto, pois
apresentou menor DPR entre as medidas. Vale ressaltar que esse é um parametro
para o aparelho utilizado neste estudo,e que cada smartphone possui
caracteristicas técnicas que possibilitam uma qualidade na imagem digital
diferenciada. Estudos realizados por Barreto et al. (2020) Maroubo et al. (2021)
conduzido com aparatos instrumentais semelhante ao utilizado neste trabalho (caixa
para controle de luminosidade e smartphone), demonstrou que distancias maiores
gue 10 cm e menores que 5 cm apresentaram variagdes no sinal analitico.

O tempo de reacéo envolvendo a NTZ e o NaOH foi otimizado por meio
da coleta de sinal analitico em diferentes tempos (1 - 60 min) para uma solugéo de
NTZ SQR de 32ug/mL, conforme Figura 14.

A olho nu foi observado que a reacdo colorimétrica ocorria de forma
instantdnea e permanecia sem modificacdes durante todo o periodo de tempo

testado, porém quando coletado o sinal RGB foi observado uma instabilidade no
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sinal durante os quatros primeiros minutos decorridos, estabilizando-se a partir do
quinto minuto e permanecendo constante até 1 hora. Portanto, a condi¢cao otimizada

foi de 5 min para a captura das imagens digitais.

Figura 14: Andlise do fator tempo.
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O PhotoMetrix PRO® é um aplicativo que proporciona diferentes
configuracbes para melhor aquisicdo das imagens digitais, uma delas é a ROI. A
ROI delimita diferentes raios, em diferentes dimensbes, para que se capture a
imagem exatamente no ponto de melhor incidéncia da cor envolvida na reagéo,
permitindo que ndo haja interferéncia das bordas do pogo de acrilico. As seguintes
configuragdes de ROI foram testadas: 8 x 8, 16 x 16, 32 x 32 e 64 x 64. A variacao

do sinal analitico pode ser observada na Figura 15.

Figura 15: Analise do fator ROI.
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Com essa analise foi observado que os raios 8x8 e 16x16 ndo permitiram
uma boa definicdo da imagem digital, o que acarreta perda de sensibilidade da
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camera, nao diferenciando o sinal em diferentes concentra¢cdes do analito. Isso pode
estar relacionado a capacidade de definicdo dos pixels do Motorola G7 Plus (1080 x
2270) em néo distinguir imagens em alta definicdo e em pequenas dimensdes. Ja a
configuracdo de 64 x 64 abrange uma area maior, incluindo as bordas da placa de
acrilico, ocorrendo uma distorcdo e uma menor sensibilidade da imagem digital
frente as diferentes concentracdes. Portanto, a escolha da ROI foi de 32 x 32, pois

nesta configuracdo o sinal analitico foi reprodutivel e com sensibilidade adequada.

5.4. Validacdo do método proposto

A validacdo do método analitico foi realizada segundo os critérios
estabelecidos pelos guias oficiais (ICH, 2022; ANVISA, RDC 166/2017), conforme os

seguintes parametros: linearidade, efeito matriz, precisao, exatidao e robustez.

5.4.1. Linearidade

Em métodos analiticos a linearidade visa quantificar a resposta
instrumental relacionada a concentracdo do analito, de modo que essas variagcdes
sejam perceptiveis ao método desenvolvido em questdo, de acordo com a
proporcionalidade aplicada (ANVISA, 2017).

No presente trabalho, o estudo da linearidade foi realizado por meio da
curva analitica de solucfes de NTZ SQR, nas concentracfes de 16, 24, 32, 40 e 48
pmg/mL. A equacdo da reta obtida (y = 0,950x + 84,3) apresentou coeficiente de

correlacéo (r) de 0,999.
Tabela 9: Andlise de Teste de Variancia ANOVA

Fontes de Variacdo  GL SQ Variancia F (calc.) p (5%) p (1%)

Entre Concentracdes 4 1756,8 | 439,2 381,92 3,48 5,99
Regressao Linear 1 1748,03 1747,03 1519 496 10,04
Desvio da Linearidade 3  8,8005 2,9335 2,551 3,71 6,55
Dentro (residuos) 10 11,5000 1,15000

Total 14 1768,3
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A analise de variancia (ANOVA) foi aplicada para avaliar a significancia da
regressdo, bem como, se existe desvio da linearidade. Como pode ser observado na
Tabela 9, os valores de F obtidos demonstraram a presenca de regressao linear sem
desvio de linearidade para a faixa de concentragdo proposta, num nivel de

significancia de 5%.

5.4.2 Efeito Matriz

O efeito matriz € um teste exigido pelos guias de validacdo de métodos
analiticos que visa garantir que 0s componentes da amostra ndo causem
interferéncia na quantificagdo do analito. Portanto, o efeito matriz tem por objetivo
verificar a seletividade do meu método frente aos componentes que estdo na
amostra, no caso de medicamentos, 0s excipientes, ocasionando um aumento ou

diminuicdo da aquisicdo do sinal analitico (ANVISA, 2017).

Figura 16: Avaliacéo do efeito matriz pelo paralelismo das retas.
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Nesse sentido, o parametro foi realizado por meio da comparacdo do
grafico das curvas de calibracdo da SQR de NTZ, com aquelas empregando as
amostras de NTZ em comprimidos e pd para suspensdo, conforme Tabela 5. As
curvas obtidas da SQR e das respectivas amostras foram avaliadas por meio do
paralelismo das retas e da inclinagdo das curvas, indicando presenca ou auséncia

da interferéncia da matriz.
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A figura 16 demonstra as inclinacdes avaliadas por meio dos coeficientes
angulares das equacdes das curvas analiticas realizadas tanto do padrdo de NTZ,
guanto das suas respectivas formas farmacéuticas. Nesse caso, percebe-se que as
inclinagBes das trés curvas ndo houve divergéncia significativa, ou seja, ndo ha
interferéncia da matriz na aquisi¢cdo do sinal e consequentemente na quantificacao
das amostras, isso é possivel observar graficamente por meio do paralelismo das

retas.

5.4.3. Precisao

A precisdo tem como objetivo analisar a dispersdo dos dados entre
ensaios independentes, repetidos de uma mesma amostra, em condi¢cdes pré
estabelecidas. Ha trés maneiras de expressa-la: por meio da repetitividade, da
precisdo intermediaria e da reprodutibilidade, sendo no desvio padrédo relativo a

forma mais comum avaliar (ANVISA, 2017).

Tabela 10: Resultado da Repetibilidade e Precisao Intermediaria.

Repetibilidade*

NTZ Comprimidos NTZ Pé para Suspenséao

Teor (%) DPR (%) Teor (%) DPR (%)

Dia 1 102,96 1,20 102,96 1,20
Dia 2 100,67 1,22 101,49 1,68
Precisao Intermediaria** 101,81 1,21 102,22 1,44

*Média de 6 determina¢Bes em triplicata;

**Média dos resultados obtidos nos dois dias diferentes

Para a realizagdo da repetibilidade as condi¢cdes analiticas estipuladas
pelos guias s&o as seguintes: mesmo procedimento de medi¢cdo, mesmo operador,
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mesmo instrumento usado sob mesmas condicfes estabelecidas e 0 mesmo local.
Ja para as condicbes analiticas da precisao intermediaria devem ser realizados da
seguinte forma: diferentes analistas, diferentes equipamentos ou diferentes dias de
andlise, porém sob as mesmas concentracbes e numero de réplicas (BRASIL,
2017).

A precisdo do método foi demonstrada pela repetibilidade (intra-dia) e
precisdo intermediéria (entre-dias). O valor experimental obtido para a determinacgéo
da NTZ de nas amostras analisadas no mesmo dia, sob as mesmas condi¢des
experimentais, foi de 102,96% para comprimidos e 102,96% para pd para
suspensdo. Nas analises realizadas no segundo dia obteve-se 100,67% para
comprimidos e 101,49% para p6 para suspensao, respectivamente (Tabela 10). Os
desvios padrao obtidos (< 2%) confirmam a adequada precisao do método analitico.

5.4.4. Exatidao

Os guias de validacdo de métodos analiticos definem a exatiddo como o
grau de concordancia entre um valor medido e um valor considerado verdadeiro
(ANVISA, 2017).

Nesse sentido, a exatiddo foi realizada por meio da fortificacdo da
amostra em nove determinac¢des, dentro do intervalo da linear do método analitico,
ou seja, 3 concentracles: baixa, média e alta. Foram utilizadas amostras de NTZ
(comprimidos e p6 para suspensdo) com a concentracdo fixada em 16 pg/mL e
adicionadas de concentracdes conhecidas de padrdo, como pode ser visualizado
nas Tabela 11 e 12.

Tabela 11: Resultados obtidos para o teste de recuperacao realizado em amostra de comprimidos.

Amostra Concentracdo  Concentracdo  Concentragdo Recuperacdo DPR

da amostra de padréo recuperada meédia (%)* (%)
(ug/mL) adicionado (Mg/mL)*
(Hg/mL)
R1 16 8 23,24 96,19 0,26
R2 16 16 32,02 99,10 0,65
R3 16 24 40,80 100,84 0,23

*média da triplicata.
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Tabela 12: Resultados obtidos para o teste de recuperacdo realizado em amostra de p6 para
suspensao.

Amostra Concentracdo  Concentracdo  Concentragdo Recuperacdo DPR

da amostra de padréo recuperada média (%)* (%)
(ng/mL) adicionado (Mg/mL)*
(Mg/mL)
R1 16 8 24,01 97,32 0,70
R2 16 16 32,02 97,55 0,65
R3 16 24 40,80 99,57 0,40

*média da triplicata.

Com o resultado das médias de cada um dos 3 niveis de concentracédo
preparados e analisados em triplicata, a exatidao foi calculada como a porcentagem
de farmaco recuperado a partir de amostras testes. Conforme tabela 9 e 10, o
meétodo proposto baseado em colorimetria apresentou exatiddo, com uma média de
recuperacdo do padrédo entre 96,19% a 100,84% para comprimidos e 97,32% a
99,57% para p6 para suspensao.

5.4.5. Robustez

A robustez tem como finalidade avaliar a susceptibilidade de um método
analitico a pequenas e deliberadas alteracbes nas condicdes experimentais
(ANVISA, 2017). Neste trabalho, a robustez foi avaliada por meio de um desenho
experimental do tipo CCD, conforme descrito no item 4.9.5.

A Figura 17 mostra as superficies de respostas geradas para 0s
parametros avaliados. A equacéo que descreve o modelo matematico para os dados
experimentais foi: +114,5-0,4893 A-1,40B-1,113C+0,6250AB-0,6250AC-0,6250BC-
1,35A2, As letras representadas na equacao correspondem a: A - proporcéo de NTZ;
B - Concentracéo de NaOH e C - Volume Final.

Na avaliacdo da robustez, por meio da analise de graficos de superficie
de resposta € possivel determinar quais parametros possuem potencial condicéo de
alterar o método proposto. Nesse sentido, € possivel observar que o sinal analitico
nao sofreu alteracdes em funcdo das modificagOes testadas, devido principalmente
ao formato plano apresentado pelos graficos. Entretanto, o modelo matematico
fornecido pelo software estabelece os coeficientes e o impacto (positivo ou negativo)

dos mesmos. Nesta perspectiva, o fator “A” (propor¢cdo de NTZ em relacdo ao
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volume final do poco), causou a menor influéncia no modelo. Desta forma, é possivel
afirmar que, mesmo diante da maior influéncia deste fator na otimizacdo dos
parametros do método analitico, na avaliacdo de uma faixa estreita de variagéo, este

parametro se mostrou robusto.

Figura 17: Superficies de resposta obtidas no desenho experimental por CCD para
avaliacdo da robustez.
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Com este estudo foi possivel determinar o “dominio de robustez” como
sendo: (a) proporcdo de NTZ, de 49 a 53%; (b) concentracdo de NaOH, de 1,42 a
1,58 mol/L e (c) volume final no pogo de 1,83 a 1,97 mL.

A fim de avaliar um parametro relacionado a aquisicdo da imagem, a
robustez foi também testada para um smartphone diferente daquele utilizado no
desenvolvimento do método. Os dois smartphones possuem a seguinte configuracao
da camera digital: (a) smartphone Moto G7 Plus®, resolucdo de 4619 x 3464 e (b)
smartphone Moto G7 Play®, com resolucdo de 4163 x 3122. As imagens digitais
foram coletadas e decodificadas pelo sistema RGB e analisado o teor das amostras
comprimido e p6 para suspensdo, na concentracdo de trabalho de 32pug/mL. A

Tabela 13 mostra o teor e o DPR para as amostras testadas:
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Tabela 13: Determinacao da concentracdo de NTZ em comprimidos e suspensao utilizando dois
smartphones

NTZ Comprimidos NTZ Suspenséo
Teor (%) Teor (%)
Moto G7 Plus 94,09 101,05
97,34 97,81
100,66 97,81
106,04 101,05
102,78 101,05
101,69 104,29
Moto G7 Play 98,58 97,96
96,39 97,96
97,48 96,87
100,78 99,06
99,68 100,15
95,29 97,97
Média 99,23 99,42
DP 3,39 2,14
DPR 3,42 2,15

Em relacdo a avaliacdo do sinal obtido a partir de diferentes smarphones,
Kanong e colaboradores (2021), observou que houve diferenca no sinal analitico
para trés aparelhos distintos. Este fato se deve as especificacdes técnicas
relacionadas a qualidade da camera que cada aparelho possui. No presente
trabalho, foram produzidas as curvas de calibragéo relativas a cada smartphone, as
quais apresentaram equacgOes distintas (Y= 0,968x + 83,8 e coeficiente de
correlacdo r = 0,998 para o Moto G7 Plus e Y = 0,956 x + 109,5 e coeficiente de
correlagdo r = 0,998 para o Moto G7 Play). Apesar dessa diferenca, ambos
aparelhos foram capazes de determinar a concentracao das amostras e o DPR entre

as medidas nao foi maior que 3,5%. Este valor foi considerado adequado para o
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parametro robustez, visto que os smartphones possuem configuracdes diferentes da

camera digital.

5.4.6. Comparacao entre método proposto x farmacopeico

Com o objetivo de estabelecer uma comparacdo entre o método
desenvolvido e o farmacopeico, realizou-se andlise estatistica comparativa no intuito
de avaliar se existe semelhanca entre os resultados obtidos pelos mesmos. Foram
preparadas seis solucbes amostra de comprimidos e pOé para suspensdo e
analisadas por ambos os métodos. Na Tabela 14 estdo apresentados os resultados
obtidos. Posteriormente, os dados foram analisados pelo teste TOST (Minitab® -
versao disponivel para Windows) para avaliar a equivaléncia entre os métodos. Os

resultados obtidos podem ser visualizados nas figuras 18 e 19.

Tabela 14: Resultados dos teores de NTZ empregando método colorimétrico associado a imagens
digitais e CLAE.

PO para suspensao Comprimidos
Amostra
Teor (%) Teor (%) Teor (%) Teor (%)
método proposto método CLAE método proposto método CLAE
1 98,34 95,14 95,37 97,94
2 98,48 95,45 99,40 95,87
3 100,87 98,29 93,83 97,56
4 101,88 103,50 101,82 97,09
5 101,81 96,64 99,40 96,21
6 98,58 97,24 96,97 97,16
Média 99,99 97,71 97,79 96,97
DPR 1,71 3,06 2,95 0,79

Segundo a analise realizada pelo teste TOST, em um intervalo de
confianca de 95%, podemos afirmar que existe equivaléncia entre os resultados
encontrados para quantificacdo de NTZ em comprimido e p6 para suspensao pelo
meétodo proposto e 0 método farmacopeico. Essa analise permite afirmar que os
meétodos sao equivalentes e podem ser intercambiaveis, para determinacao do teor

de NTZ nas formas farmacéuticas de comprimidos e p6 para suspensao oral. Neste
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sentido, o0 método proposto se torna uma ferramenta Util para analise de rotina do
farmaco nas formas disponiveis comercialmente, principalmente devido a rapidez
nas determinacdes e alta frequéncia analitica, proporcionando agilidade nas analises
de rotina.

Figura 18: Teste TOST para avaliacdo da equivaléncia entre os métodos na

determinacéo de NTZ em po para suspensao.
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Figura 19: Teste TOST para avaliacdo da equivaléncia dos métodos para determinacao
de NTZ em comprimidos.
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Segundo a analise realizada pelo teste TOST, em um intervalo de
confianca de 95%, podemos afirmar que existe equivaléncia entre os resultados
encontrados para quantificacdo de NTZ em comprimido e p6 para suspensao pelo

método proposto e o0 método farmacopeico. Essa andlise permite afirmar que os
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meétodos sdo equivalentes e podem ser intercambiaveis, para determinacdo do teor
de NTZ nas formas farmacéuticas de comprimidos e po para suspensao oral. Neste
sentido, o0 método proposto se torna uma ferramenta Gtil para anélise de rotina do
farmaco nas formas disponiveis comercialmente, principalmente devido a rapidez
nas determinacdes e alta frequéncia analitica, proporcionando agilidade nas analises

de rotina.

Além disso, o método por colorimetria associado a imagens digitais € mais
econdbmico, de facil aplicagdo/manuseio, requer um menor tempo de andlise e,
consequentemente, gera menor quantidade de residuo, indo de encontro a alguns

principios da quimica verde, conforme exemplificado na Tabela 15.

Tabela 15: Comparacéo entre as principais caracteristicas de cada método.

Método Tempo de Frequéncia Uso de Uso de solvente Valor do
analise (min)  Analitica solvente inorganico Equipamento
organico
CLAE 7 1 *k% * *k%k
Proposto 5 30 * ohk *

*: baixo; **: médio,***: alto.
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CONCLUSAO

O método desenvolvido por colorimetria associada a imagens digitais, nas
condi¢cdes experimentais estabelecidas, mostrou-se linear, seletivo, preciso,
exato e robusto para andlise quantitativa de NTZ em comprimidos e po para
suspensao oral;

O método desenvolvido e validado possui significativas vantagens quando
comparado aos métodos convencionais, tais como, aplicagdo de sistema
miniaturizado, facilidade de operacdo, baixo custo, rapidez e,
consequentemente, diminuicdo do uso de reagentes toxicos e geracdo de
residuos, indo de encontro aos principios da quimica verde;

A andlise comparativa entre o0 método por colorimetria associada a imagens
digitais e o método cromatografico farmacopeico demonstrou nao haver
diferenca estatisticamente significativa, sendo caracterizada a equivaléncia
entre 0s mesmos;

Os resultados obtidos neste estudo demonstram que 0 método desenvolvido
e validado por colorimetria associada a imagens digitais pode ser empregado
para determinacdo do teor de NTZ no controle de qualidade de rotina de

comprimidos e po para suspenséo oral.
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