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RESUMO

O 4cido alfa-lipoico (ALA) é uma molécula amplamente estudada por suas propriedades
antioxidantes e aplicagcdes cosméticas consolidadas. A bergenina (BER), por sua vez,
embora menos explorada nesse contexto, apresenta caracteristicas promissoras para
utilizacdo em formulagdes topicas, principalmente devido as suas propriedades anti-
inflamatoérias e antioxidantes. Diante disso, a validagdo de um método analitico, capaz de
quantificar ambas as substancias extraidas da pele, constitui uma contribuigao relevante para
pesquisas voltadas ao desenvolvimento de novos produtos cosméticos. Neste estudo, foi
validado um método baseado em cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) para a
quantifica¢do simultdnea de ALA e BER extraidos da pele. A metodologia empregou uma
coluna cromatografica de fase reversa Cig (250 mm x 6 mm; 5 pm), utilizando-se elui¢ao
em gradiente com fase movel composta por acetonitrila e solugdo aquosa de acido fosforico
(pH = 3). A vazao da fase movel foi fixada em 1 mL/min, a temperatura do forno mantida
em 40 °C, o volume de injecdo das amostras foi de 50 pL e a deteccdo foi realizada a 210
nm. O tempo total de corrida foi de 20 minutos, com tempos de retencao de 6,2 minutos para
a BER e 14,3 minutos para o ALA. A validacdo do método seguiu os parametros
estabelecidos pelas diretrizes internacionais, incluindo avaliagdo de linearidade,
seletividade, limites de deteccdo (LOD) e quantificagdo (LOQ), precisdo, exatiddo e
robustez. A seletividade foi confirmada por meio da quantificagdo das substancias na
presenca de contaminantes de pele suina. A linearidade foi observada na faixa de 0,5 a 15
png/mL, com coeficientes de correlacdo (r) superiores a 0,999 para ambas as moléculas. Os
valores de LOD e LOQ para a bergenina foram de 0,090 pg/mL e 0,273 pg/mL,
respectivamente, enquanto para o ALA foram de 0,143 pg/mL e 0,435 pg/mL,
respectivamente. Os valores de desvio padrao relativo (DPR%) para verificagdo da precisao
foram inferiores a 3,9%, e os testes de exatiddo mostraram valores de erro relativo
compreendidos entre 95% e 115%, demonstrando a confiabilidade do método desenvolvido.
Além disso, o método mostrou-se robusto frente a pequenas variacdes nas condicdes
cromatograficas. Concluiu-se que o método desenvolvido ¢ adequado para a quantificacao

simultanea de ALA e BER na pele para o desenvolvimento de formulagdes cosméticas.

Palavras-chave: 4cido alfa-lipoico; bergenina; CLAE; validacao; método analitico; método

cromatografico; pele; cosmetologia.



ABSTRACT

Alpha-lipoic acid (ALA) is a widely studied molecule due to its antioxidant properties and
established cosmetic applications. Bergenin (BER), on the other hand, although less
explored in this context, presents promising characteristics for use in topical formulations,
mainly because of its anti-inflammatory and antioxidant properties. Therefore, the validation
of an analytical method capable of quantifying both substances extracted from the skin
constitutes a significant contribution to research aimed at developing new cosmetic
products. In this study, a method based on high-performance liquid chromatography (HPLC)
was validated for the simultaneous quantification of ALA and BER extracted from the skin.
The methodology employed a C18 reverse-phase chromatographic column (250 mm % 6 mm;
5 um), using gradient elution with a mobile phase composed of acetonitrile and aqueous
phosphoric acid solution (pH = 3). The flow rate of the mobile phase was fixed at I mL/min,
the oven temperature maintained at 40 °C, sample injection volume was 50 uL, and detection
was performed at 210 nm. The total run time was 20 minutes, with retention times of 6.2
minutes for BER and 14.3 minutes for ALA. The method validation followed parameters
established by international guidelines, including assessments of linearity, selectivity, limits
of detection (LOD) and quantification (LOQ), precision, accuracy, and robustness.
Selectivity was confirmed through quantification of the substances in the presence of
impurities from porcine skin. Linearity was observed in the range of 0.5 to 15 ug/mL, with
correlation coefficients (r) greater than 0.999 for both molecules. The LOD and LOQ values
for bergenin were 0.090 ug/mL and 0.273 ug/mL, respectively, while for ALA, they were
0.143 ug/mL and 0.435 ug/mlL, respectively. The relative standard deviation (RSD) values
for precision verification were below 3.9%, and the accuracy tests showed relative error
values between 95% and 115%, demonstrating the reliability of the developed method.
Additionally, the method proved to be robust against small variations in chromatographic
conditions. It was concluded that the developed method is suitable for the simultaneous
quantification of ALA and BER in the skin for the development of cosmetic formulations.

Keywords: alpha-lipoic acid; bergenin;, HPLC; validation;, analytical method;
chromatographic method, skin; cosmetology.
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1 INTRODUCAO

A bergenina (BER) ¢ uma substancia natural isolada de diversas espécies
vegetais, inclusive da flora brasileira, e tem sido associada a efeitos anti-inflamatoérios,
antioxidantes e hepatoprotetores (Oliveira et al., 2023; Salimo et al., 2023; Zhou et al.,
2008). Apesar de seu potencial terapéutico, ha uma escassez de estudos que avaliem sua
aplicabilidade na cosmetologia, especialmente em formulagdes de uso topico, o que

justifica sua selecdo para esta investigacdo (Boros et al., 2014; Salimo et al., 2023).

O é4cido alfa-lipoico (ALA) é uma substancia reconhecida por sua atividade
terapéutica (Packer et al., 1995), notadamente por suas propriedades antioxidantes e pelo
uso amplamente consolidado em produtos cosméticos voltados a prevengao do
envelhecimento cutaneo e a melhora da aparéncia da pele (Papageorgiou et al., 2020; Kim
et al., 2021). Considerando as propriedades farmacoldgicas da BER e a capacidade
antioxidante do ALA, a associacdo entre essas duas substancias demonstra potencial
promissor para o desenvolvimento de novas formulagdes cosméticas de uso topico. Por

essa razdo, ambas foram selecionadas como foco da presente pesquisa.

Durante o desenvolvimento de novas formulagdes cosméticas, ¢ fundamental a
realizacdo de diversos ensaios de controle de qualidade, com o objetivo de assegurar tanto
a seguranga quanto a eficacia dos produtos em sua resposta terapéutica (Brasil, 2008,
2012). Nesse contexto, a validagdo de um método analitico capaz de quantificar os
farmacos constitui uma etapa essencial para garantir a confiabilidade dos resultados
obtidos em todas as fases do controle de qualidade, assegurando a exatiddo, precisdo e

reprodutibilidade dos dados experimentais (Marson et al., 2020; Polycarpo, 2023).

Além disso, a etapa de seletividade da validagdo permite comprovar a capacidade
do método em quantificar os farmacos mesmo na presenca de possiveis interferentes,
como componentes da formulacao e da pele (Brasil, 2017). Essa comprovacao € essencial
para a condugao dos ensaios de permeagado cutinea, que integram o controle de qualidade
e garantem a eficacia das novas formulagdes topicas na liberagdo adequada do fdrmaco

na pele (Brasil, 2008, 2012).

A validagdo de um método analitico capaz de quantificar simultaneamente mais

de um farmaco na presenca de contaminantes provenientes de matrizes complexas, como
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a pele, configura uma tarefa desafiadora. Isso se deve ao fato de que uma das técnicas
mais utilizadas para esse fim, a cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE), envolve
etapas criticas influenciadas por fatores intrinsecos aos analitos, como suas propriedades
fisico-quimicas, a afinidade pelas fases de separacdo e a propria natureza da matriz

(Polycarpo, 2023).

A validagao de um método que permita a quantificacdo simultanea de dois
farmacos nunca antes combinados representa uma investigagdo relevante e inovadora,
com potencial para contribuir significativamente com pesquisas futuras na darea
farmacéutica. Além disso, o éxito do método permite disponibilizar dados inéditos de
analise cromatografica na literatura cientifica, os quais futuramente servirdo como
informagdes de suporte a ensaios farmacéuticos, seja de desenvolvimento de novas
formas farmacéuticas, seja de controle de qualidade de medicamentos e cosméticos.
Também ¢ importante destacar que, até o momento da publicagdo do presente trabalho,
ndo ha artigos que analisam a associacdo de BER e ALA, assim como ndo existem

métodos de quantificagdo simultanea para ambos os farmacos.

Nesse contexto, o presente estudo teve como objetivo o desenvolvimento e a
validacdo de um método analitico capaz de quantificar simultaneamente BER e ALA por
meio da técnica de CLAE. Essa quantificagdo simultdnea amplia significativamente as
ferramentas analiticas disponiveis e possibilita novas abordagens em pesquisas voltadas

ao desenvolvimento de novas formula¢des farmacéuticas e cosméticas.

2 OBJETIVOS
2.1 Objetivo geral

O objetivo geral deste trabalho foi validar um método analitico por cromatografia liquida
de alta eficiéncia (CLAE) para a quantificagdo simultanea de BER e ALA, visando
oferecer suporte analitico aos ensaios de desenvolvimento de formulagdes topicas

contendo ambos os fArmacos em associacao.

2.2 Objetivos especificos

e Verificar a seletividade do método analitico;
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e Avaliar a linearidade e calcular os limites de detec¢do e quantificacao;
o Determinar a precisdo e exatidao do método;

e Verificar a robustez do método analitico.

3 REFERENCIAL TEORICO
3.1 Bergenina

A BER ¢ um composto bioativo presente em diversas espécies de plantas
medicinais ao redor do mundo, como Saxifiaga crassifolia L. (Asia Central), Mallotus
philippinensis (Asia e Austréalia), Corylopsis spicata (Japdo) e Sacoglottis gabonensis
(Africa Tropical e América do Sul) (Salimo et al., 2023; Veloso et al., 2023). Essa
substancia também ¢ encontrada em espécies da regido amazonica, com destaque para a
Endopleura uchi, arvore produtora do fruto popularmente conhecido como uxi amarelo
(Oliveira et al., 2023). De acordo com a estrutura quimica da molécula de BER (Figura
1), ela ¢ definida como um C-glicosideo do acido 4-O-metil-galico e, como um metabolito

secundario, ¢ classificada como uma isocumarina (Bajracharya, 2015; Veloso et al.,

2023).

Figura 1 — Estrutura quimica da molécula de BER. Peso molecular = 328,27 g/mol (Sigma-
Aldrich, 2025); pKal =5,46 + 0,13; pKa2 = 5,74 + 0,18; log P=de - 1,06 £ 0,033 a- 1,19 +
0,044 em pH 1,0-6,0 a 37 °C (Zhou et al., 2008). Fonte: Veloso et al. (2023).
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As propriedades farmacologicas da BER sao extensas e abrangem diferentes ag¢des
terapéuticas na saide humana, como atividades antioxidante, anti-inflamatoria,
citoprotetora, antifingica, antiviral, antidiabética, antimalarica, entre outras (Bajracharya,
2015; Salimo et al., 2023; Veloso et al., 2023). Assim, a BER ¢ um farmaco com potencial
de uso em diferentes areas farmacéuticas, podendo ser alvo de estudos dentro da

Cosmetologia.

No desenvolvimento de formulagdes cosméticas de uso topico, as propriedades
fisico-quimicas do farmaco, como a lipofilicidade, expressa pelo coeficiente de parti¢ao
octanol-agua (log P), e a solubilidade, sdo essenciais para a escolha da forma farmacéutica
ideal para o objetivo terapéutico e a via de administracao de escolha. Para a molécula de
BER, o valor de log P varia entre - 1,06 + 0,033 e- 1,194+ 0,044 em pH 1,0 - 6,0237°C
(Zhou et al., 2008). Isso significa que ela apresenta um carater mais hidrofilico, o que
dificulta a permeacao em locais de maior lipofilicidade, como a camada cérnea da pele.
Contudo, a solubilidade de BER na pele pode ser melhorada por meio da associagao com
outros compostos mais lipofilicos, como a molécula de ALA, permitindo maior interagao

com as camadas da pele quando em formulagdes topicas.

3.2 Acido alfa-lipoico

O ALA ¢ um principio ativo bastante documentado na literatura cientifica e
utilizado comercialmente como suplemento nutricional e em formulagdes cosméticas de
uso topico (Matsugo et al., 2011). O ALA (acido 1,2-ditiolano-3-pentanoico), também
conhecido como 4cido tidctico, se apresenta na forma de dois isdmeros: R- e S-acido alfa-
lipoico (Figura 2). O isdmero R-acido alfa-lipoico ¢ encontrado naturalmente nas
mitocondrias de animais e em plantas, atuando como cofator de enzimas fundamentais
para reacdes do metabolismo energético, como a piruvato desidrogenase (Mosallaei et al.,

2024; Smith et al., 2004).
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Figura 2 — Estruturas quimicas dos isdomeros do ALA. Peso molecular = 206,33 g/mol (Sigma-Aldrich,

2025); pKa =4,9; log P = 1,7 (Papageorgiou ef al., 2020). Fonte: Mosallaei et al. (2024).

Devido ao grupamento funcional ditiol (-S-S-) presente na estrutura do ALA, essa
substancia apresenta alta capacidade de eliminacdo de espécies reativas de oxigénio por
meio da reducdo de formas oxidadas de outros antioxidantes, como a glutationa e a
vitamina E (Kim et al., 2021; Nguyen et al., 2024). Ha evidéncias que indicam que a acdo
antioxidante do ALA possui efeito antienvelhecimento sobre a pele, impedindo danos as
fungdes de células epiteliais e aumentando a expressdo de proteinas estruturais da
epiderme (Kim et al., 2021; Matsugo et al., 2011). Essas propriedades do ALA mostram

o grande potencial de aplicacdo desse farmaco na drea da cosmetologia.

Em adi¢do, a molécula de ALA apresenta valor de log P = 1,7 e pKa = 4,9
(Papageorgiou et al., 2020), ou seja, alta lipofilicidade e solubilidade em meios mais
acidos, caracteristicas também encontradas nas camadas mais superficiais da pele (De
Szalay et al., 2023). Dessa forma, as propriedades fisico-quimicas e farmacologicas do
ALA contribuem para a escolha dele como principio ativo cosmético e possivel

componente a ser associado a molécula de BER.

3.3 Importancia do método analitico

O desenvolvimento e a validagdo de um método analitico confidvel, capaz de
quantificar BER e ALA em associagdo, representa uma contribuicao significativa para a
literatura cientifica, principalmente no ambito das ciéncias farmacéuticas, pois ndo ha,
atualmente, nenhum estudo que associe os dois firmacos. Ao mesmo tempo, a existéncia

desse método possibilita novas oportunidades em pesquisas de cosméticos e
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medicamentos inovadores, visto que garante o monitoramento das concentracdes dos
principios ativos na presenga de outros compostos, como adjuvantes de formulagdes, e
permite investigar o surgimento de produtos de degradacgdo, que interferem na eficacia

terapéutica e comprometem a satide do paciente (Nikolin et al., 2004).

3.4 Cromatografia liquida de alta eficiéncia

Segundo a Farmacopeia Brasileira (Brasil, 2024), a CLAE ¢ uma técnica de
separagdo de misturas de compostos quimicos comumente utilizada em analises
farmacéuticas. A separagdo quimica proporcionada pela CLAE se baseia na aplicacdo de
duas fases imisciveis entre si: a fase movel e a fase estaciondria. A fase movel se apresenta
na fase liquida e geralmente ¢ composta por um solvente organico de pureza
cromatografica, enquanto a fase estacionaria consiste em um solido adsorvente ligado a
particulas de silica e contido em uma coluna cilindrica. O equipamento de CLAE possui
como componentes principais: um reservatorio para a fase movel; uma bomba para
promover a vazao da fase movel pelo sistema; um injetor para introducdo da amostra;
uma coluna cromatografica como fase estaciondria; um detector, geralmente

espectrofotométrico (UV-Vis); e um dispositivo de captura de dados, como um software.

Assim como outras técnicas de controle de qualidade aplicadas a industria
farmaceéutica, a CLAE deve seguir protocolos de seguranga especificos, as Boas Praticas
Cromatograficas, a fim de garantir a confiabilidade nos processos € a manutengdao
adequada de todos os componentes do sistema (Gama et al., 2019). Esse tipo de
cromatografia possui alta versatilidade, pois possibilita diferentes mecanismos de
separacao de amostras e solugdes. Contudo, na maioria das analises farmacéuticas, ¢
realizada a separagdo dos componentes da amostra entre fases moveis polares e fases
estacionarias apolares, sistema denominado cromatografia em fase reversa (Yabré et al.,

2018).

r

A separacdo cromatografica ¢ influenciada pela natureza quimica dos
componentes da amostra, assim como pela composi¢ao e fluxo da fase movel e pela area
superficial da fase estacionaria. Um aspecto interessante da CLAE ¢ a possibilidade de
modificar a composi¢do dos solventes da fase mével durante a corrida cromatografica,
técnica conhecida como eluigdo em gradiente, que auxilia na separagdo de misturas
complexas de substancias com tempos e fatores de retengdo muito distintos, como ocorre

em analises farmacéuticas (Brasil, 2024).
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Por envolver uma analise farmacéutica, o método desenvolvido no presente estudo
utilizou o sistema de cromatografia em fase reversa, com fase movel de carater polar e
fase estaciondria apolar, e aplicou a técnica de elui¢cdo da fase movel em gradiente a fim
de proporcionar uma separacdo mais eficiente dos farmacos contidos nas solugdes

amostrais.

4 MATERIAL E METODOS
4.1 Material e Equipamentos

As matérias-primas (MP) de ALA e de BER utilizadas para o preparo de todas as
solugdes do estudo foram doagdes da Universidade Federal do Amazonas (UFAM). Para
a identificacdo das moléculas, foram utilizados padrdes analiticos do ALA e da BER,
ambos obtidos da Sigma-Aldrich (Merck, Darmstadt, Alemanha). O metanol (MeOH) e
a acetonitrila (ACN) de grau cromatografico usados nas analises cromatograficas foram
obtidos da J.T. Baker (Avantor, Phillipsburg, EUA). A solugao aquosa de acido fosforico
(pH 3) usada como um dos solventes do gradiente do método foi preparada com 4acido
fosforico (85% em peso em H>0) adquiridas pela Sigma-Aldrich e dgua ultrapurificada
de sistema Milli-Q® da Millipore (Merck, Darmstadt, Alemanha). A solugdo aquosa do
acido foi padronizada na propor¢do de 15 pL de acido para 500 mL de agua

ultrapurificada (solug¢do 0,003 v/v % de acido fosforico em agua).

Para a obtenc¢do das solucdes de camadas de pele, utilizou-se o método de fape-
stripping, que consiste na aplicagdo de 15 pedagos pequenos de fitas adesivas da Scotch
Book Tape (3M, Alemanha) sobre camadas de pele para retirar amostras representativas
de toda area superficial e preparar extratos. As peles utilizadas foram obtidas de orelhas
de suinos adquiridas pelo Frigorifico Suino Bom (Ceilandia, Distrito Federal, Brasil). As
orelhas foram coletadas logo apos o abate e mantidas sob refrigeragao durante todo o
transporte até o laboratorio. Apos a lavagem das orelhas em 4gua corrente, as peles foram
removidas com o auxilio de bisturi e separadas das camadas adiposas com auxilio de
tesoura. Em seguida, as peles foram cortadas em fragmentos circulares e armazenadas a

temperatura de - 4 °C durante cerca de um més até o uso nos testes.

Para a determinacdo dos comprimentos de onda de absor¢do maxima para as

amostras de ALA e BER, utilizou-se um espectrofotdometro de UV-Vis modelo UV-1800
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(Shimadzu, Japao). Para todas as analises cromatograficas, utilizou-se um sistema de
CLAE modelo LC-20-AD (Shimadzu, Japao) composto por duas bombas (modelo LC
20-AT), um injetor automatico (modelo 9SIL-20AD), um forno (modelo CTO-20AS), um
detector espectrofotométrico (modelo SPD-M20A) ¢ um computador equipado com o
programa de analise cromatografica Shimadzu LC (Figura 3). A coluna cromatografica
de fase reversa usada nas analises foi do modelo Discovery® C18, tamanho de particula
5 um, comprimento de 25 cm por 6 mm de didmetro interno, fornecida pela Sigma-

Aldrich.

Figura 3 — Sistema de CLAE composto por duas bombas, um injetor automatico, um forno,
um detector espectrofotométrico e um computador com o software Shimadzu LC. Fonte:

Autoria propria.

4.2 Método analitico para quantificacido da bergenina e do 4cido alfa-lipoico

A principio, testou-se a eluigdo isocratica para o0 método e um baixo volume de
injecdo das amostras. Entretanto, a observacdo dos picos dos dois farmacos,
principalmente do ALA, ndo foi satisfatoria. Dessa forma, optou-se pelo uso da eluicdo
em gradiente e pelo aumento do volume de injecdo das amostras na tentativa de melhorar
a performance do método e a visualizagdo dos picos. Além disso, diferentes valores de
comprimentos de onda foram analisados dentro da faixa de 190 a 360 nm (Boros et al.,
2014) até a identificacdo do comprimento ideal para a deteccdo simultanea dos picos dos

dois farmacos. A partir de dados na literatura cientifica, foi possivel otimizar as condi¢des
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analiticas e a quantificacdo simultdnea dos compostos, contornando as dificuldades

encontradas experimentalmente. Os principais dados analiticos que auxiliaram no

desenvolvimento e na otimiza¢do do método foram dispostos na Tabela 1.

Tabela 1 — Dados analiticos de BER e ALA encontrados na literatura

FARMACO R CS

COMPRIMENTO
DE ONDA
(nm)

FASE MOVEL

VOLUME
DE
INJECAO
(nL)

TEMPO DE
RETENCAO
(min)

Boros et al.,
2014

BER

Zhou et al.,
2008

280

275

Eluigdo em gradiente:

(A) Solugdo de acido
trifluoroacético em agua
(pH 2,0; 0,1 v/v %)

(B) Solugao de TFA em MeOH
(pH 2,0; 0,1 v/v %)

Eluigdo isocratica
(30 : 70, v/v):

(A) MeOH
(B) Agua (pH 2,5)

0,5

Nao
informado

10,7

Nao
informado

Papageorgiou et
al., 2020

ALA

Taetal., 2025

340

334

Eluigdo isocratica
(60 : 40, v/v):

(A) Solugao de di-
hidrogenofosfato de potassio
(pH 4,5; 0,05 M)

(B) ACN

Eluicdo isocratica
(50 : 50, v/v):

(A) ACN
(B) Agua (pH 4,0)

20

50

7,2

4,8

Fonte: Autoria propria.
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A partir das otimizagdes aplicadas ao longo da pesquisa, desenvolveu-se um
método analitico de quantificagdo simultdnea das moléculas baseado em um gradiente de
fases moveis. A composi¢cdo do gradiente e as propor¢des de cada fase movel em cada

momento da corrida analitica foram dispostos na Tabela 2.

Tabela 2 — Gradiente de fases méveis aplicado no método de quantificacio de BER e ALA

FASE MOVEL PROPORCAO MOMENTO DA CORRIDA
(MIN)
10% 0,00
30% 2,00
A — Acetonitrila (ACN) 40% 6,00
60% 9,00
10% 10,01
90% 0,00
B — Solugdo aquosa de acido 70% 2,00
fosforico 60% 6,00
(0,003 v/v %) 40% 9,00
90% 10,01

Fonte: Autoria propria

4.2.1 Preparo das solugdes

Inicialmente, preparou-se uma solug¢do-estoque de concentracdo 100 pg de ALA
por mL de MeOH e outra solucao-estoque de concentracao 100 pg de BER por mL de
MeOH. Para ambas as solu¢des-estoque, pesou-se em balanga analitica 5 mg da amostra,
transferiu-se para um baldo volumétrico de 50 mL e completou-se o volume com MeOH.
Para a andlise cromatografica, foram feitas diluicdes em seis concentragdes (0,5; 1; 2; 5;

10; e 15 pg/mL) para ambas as moléculas, cada uma em um baldo volumétrico de 10 mL.

Apoés a andlise individual dos farmacos, preparou-se uma solucdo-estoque de
concentracao 100 pg/mL contendo BER e ALA juntos em MeOH. Pesou-se em balanga
analitica 5 mg de cada farmaco, transferiu-se para um baldo volumétrico de 50 mL e
completou-se o volume com MeOH. Novamente, para a anélise cromatografica, foram

feitas dilui¢des em 6 concentragdes (0,5; 1; 2; 5; 10; e 15 pg/mL).

4.2.2 Padronizag¢ao das solucgoes
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Com o objetivo de comprovar a pureza da amostra de ALA ¢ da MP de BER
utilizadas no preparo das solugdo-estoque, foi construida uma curva padrdo de anélise
cromatografica com as dilui¢cdes dos padrdes analiticos, depois realizou-se o doseamento
em CLAE de uma concentragdo conhecida, em triplicata, da amostra de ALA e da MP de

BER para determinar o teor em porcentagem de cada farmaco.

Para isso, em balanca analitica, pesou-se 5 mg de cada padrao analitico, transferiu-
se para um baldo volumétrico de 50 mL e completou-se o volume com MeOH, formando
solucdes-estoque de 100 pg/mL em MeOH com os padrdes de BER e ALA. Em seguida,
foram feitas diluigdes em seis concentragdes (0,5; 1; 2; 5; 10; e 15 ug/mL), cada uma em
um baldo volumétrico de 10 mL. Todas as dilui¢cdes foram transferidas para vials para
serem analisadas no equipamento de CLAE com o método desenvolvido. Para o célculo
do teor de cada farmaco, utilizaram-se a equagao da reta de cada padrao e os valores das

absorbancias para as triplicatas de BER e ALA (5 pg/mL).

4.3 Validacao

O método desenvolvido foi validado por CLAE seguindo as diretrizes
estabelecidas na RDC n° 166/2017 e na Resolucdo n°® 899/2003 da Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (Brasil, 2017, 2003), e nas normas definidas pela International
Council for Harmonisation of Technical Requirements for Pharmaceuticals for Human
Use (ICH) (ICH, 2005). Dessa forma, foram analisados os seguintes parametros do
método: linearidade, seletividade, limites de deteccdo e de quantificagdo, precisdo,

exatiddo e robustez.
4.3.1 Preparo dos extratos de pele

Os extratos foram obtidos pelo método denominado tape-stripping, que utiliza
fitas adesivas para coletar amostras representativas de toda a area superficial da pele e
preparar as solugdes de EC. Apds a retirada do EC, utilizou-se uma tesoura cirurgica para
cortar a PV. Foram utilizados trés pedacos de pele suina previamente limpos e cortados
em circulos de cerca de 2 cm de didmetro. Para cada pedago de pele, utilizaram-se 15

pedacos de fita adesiva para retirar o EC.

As fitas contaminadas com o EC foram armazenadas em tubos tipo Falcon

contendo 5 mL de MeOH. As PV foram cortadas em pequenos pedagos com a ajuda de
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tesoura e também armazenadas em tubos com 5 mL de MeOH. No total, foram feitos seis
tubos, sendo trés de EC e trés de PV. Todos os tubos foram deixados em rotagao de 30
rpm durante 24 horas para a completa extragdo dos componentes no solvente. O
equipamento utilizado para a rotagdo foi do modelo Multi Bio RS-24 da Biosan (Neobio,
Brasil). Posteriormente, para a etapa de seletividade do método, uma amostra de 5 pg/mL
de BER + ALA foi contaminada com 500 pL da solu¢do de EC, e outra amostra de 5
pg/mL de BER + ALA foi contaminada com 500 pL. da solucdo de PV.

4.3.2 Seletividade

A seletividade ¢ a capacidade do método de quantificar a solugdo BER + ALA
mesmo na presenca de impurezas, como diluentes e interferentes presentes na amostra
(Brasil, 2017). O interferente selecionado para essa etapa da validacdo foi uma matriz
bioldgica complexa composta por duas camadas da pele obtidas de orelhas suinas: estrato

corneo (EC) e pele viavel (PV).

O experimento consistiu na andalise individual dos picos cromatograficos e dos
tempos de retencdo dos farmacos, do diluente e de cada uma das camadas de pele. Para a
analise estatistica, as area de pico dos farmacos em solu¢ao sem contaminantes foram

comparadas com os picos dos farmacos contaminados com as camadas de pele.

Também se calcularam as médias e os desvios padrOes para as amostras
contaminadas com EC (BER + EC; ALA + EC) e PV (BER + PV; ALA + PV). O teste
estatistico utilizado foi a andlise de variancia (ANOVA one way), realizado pelo sistema
GraphPad Prism. Considerou-se o nivel de significancia para os testes estatisticos de 5%,
ou seja, valor-p igual ou menor que 0,05 (p < 0,05), para indicar diferenga significativa

entre os resultados.

Para a analise, no total, foram feitas doze dilui¢des, seis para cada camada de pele,
sendo duas réplicas de cada uma das trés solugdes-estoque. A concentragdo escolhida para
os farmacos foi de 5 pg/mL da dilui¢do da solugdo-estoque 100 ng/mL. Em cada amostra
com 5 pg/mL de BER + ALA, adicionou-se a mesma propor¢ao em volume (500 uL) do
extrato da camada de pele para contaminar a amostra e completou-se o volume com
MeOH. Todas as amostras foram filtradas com filtros hidrofobicos (porosidade de 0,45

um) antes de serem injetadas nos respectivos vials com o auxilio de seringas de 1 mL.

4.3.3 Linearidade



25

De acordo com a RDC n° 166/2017 da Anvisa, a linearidade ¢ a capacidade do
método de obter respostas analiticas diretamente proporcionais a concentragdo do analito
nas amostras. Para determind-la, a legislacdo estabeleceu o uso de, no minimo, cinco
concentragdes diferentes do principio ativo estudado, preparadas em, no minimo,
triplicatas (Brasil, 2017). Seguindo essas exigéncias, a avaliagdo da linearidade do
método BER + ALA utilizou sete concentracdes em triplicata, obtidas a partir de trés
solucdes-estoque com os dois farmacos na concentracao de 100 pg/mL. Para construir a
curva analitica, as concentracdes selecionadas foram de 0,5; 1,0; 2,0; 5,0; 7,5; 10; e 15

png/mL de BER e de ALA.

Os dados analiticos foram representados em um grafico de regressdo linear, com
equagao da reta calculada considerando as concentragdes dos analitos (variaveis x) e as
areas dos picos (varidveis y). A equagdo da reta foi representada no formato y = axr + 4,
com a correspondendo ao coeficiente angular da reta e b ao coeficiente linear. O
coeficiente angular da reta (a) foi analisado quanto a significancia, devendo apresentar

valor diferente de zero.

Na avalia¢do estatistica, foram calculados: os coeficientes de correlacdo de
Pearson (r) e de determinacfo (r?) para definir a associac¢do linear entre as variaveis do
método; a média amostral (X) e o desvio padrao relativo (DPR). Segundo a Anvisa, o valor
de r deve estar acima de 0,990 para que a relagao linear entre as variaveis seja significativa

estatisticamente; enquanto os valores para DPR ndo devem apresentar variagdo maior do

que 5% (Brasil, 2003, 2017).
4.3.3.1 Preparo das diluicoes

As diluigdes foram obtidas a partir de trés solu¢des-estoque BER + ALA 100
pg/mL. As solugdes-estoque foram preparadas a partir da dissolugdo dos farmacos na
forma de p6 em MeOH. Para preparar a solugao de 100 pg/mL, em balanca analitica,
foram pesados 5 mg de cada farmaco, que foram transferidos para um baldo volumétrico
de 50 mL, e o volume foi completado com MeOH. Repetiu-se esse processo até a
obtengao de trés solugdes-estoque. De cada solugdo-estoque, foram obtidas seis diluigdes
(0,5; 1,0; 2,0; 5,0; 7,5; 10; e 15 pg/mL), com cada concentragdo sendo representada em

triplicata, totalizando 18 diluicdes.

As dilui¢des foram preparadas utilizando-se pipetas automaticas para a coleta dos

volumes necessarios das solucdes-estoque, trés baldes volumétricos de 10 mL e MeOH
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como solvente. Posteriormente, as solugdes diluidas foram transferidas para os vials de
CLAE com o uso de seringas de 1 mL acopladas a filtros hidrofébicos, a fim de garantir

a remogao de particulas e preservar a integridade do sistema analitico.
4.3.4 Limites de detec¢ao e quantificacao

O limite de deteccdo (LOD) ¢ a menor quantidade do analito que pode ser
detectada, mas ndo necessariamente quantificada, pelo método; enquanto o limite de
quantificagdo (LOQ) ¢ a menor quantidade do analito que pode ser determinada com
precisdo e exatidao aceitaveis dentro do método analitico (Brasil, 2017). Ambos os limites
foram calculados (Equacido 1 ¢ Equac¢do 2) a partir de parametros das trés curvas

analiticas da etapa de linearidade.

Equacéo 1 — Célculo do LOD

LOD =33.2
- UTIC

(IC ¢ a inclinagao da curva analitica; ¢ € o desvio padro)

Equacio 2 — Calculo do LOQ

100 = 10.2
Q= "IC

(IC ¢ a inclinagdo da curva analitica; o € o desvio padréo)

4.3.5 Precisao

A precisdo € o parametro que determina a proximidade entre os resultados obtidos
com as amostras do método. Em geral, a precisdo deve ser expressa por meio da
repetibilidade e da precisdo intermedidria (Brasil, 2017). A repetibilidade analisou as
amostras sob mesmas condi¢des de operagdo, com mesmo analista, € em uma Unica
corrida analitica. Para essa etapa, foram necessarias nove amostras, compostas por trés
concentragdes (baixa, média e alta), cada uma com trés repetigdes. As concentragdes
baixa, média e alta utilizadas foram, respectivamente: 1,0; 5,0; e 10 pg/mL. As diluigdes

foram obtidas a partir de trés solucdes-estoque BER + ALA 100 pg/mL. De cada solugao-
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estoque, foram preparadas trés diluigdes, uma para cada concentragdo. A precisdao
intermedidria analisou amostras iguais as da repetibilidade, no mesmo laboratério, porém

feitas por um operador distinto do primeiro.

Além da repetibilidade e da precisdo intermediaria, também se realizou a precisao
interdia, ou seja, a analise das mesmas amostras preparadas na repetibilidade e na precisao
intermediaria, porém em um dia diferente, para avaliar a reprodutibilidade do método. A
repetibilidade, a precisdo intermediaria e a precisdo interdia foram todas expressas pelo
calculo do DPR em porcentagem (%) (Equacao 3), obedecendo ao limite de variagdo de

até 5% (Brasil, 2003).

Equacio 3 — Calculo do DPR

o
= ———— X
DPR CMD 100

(o ¢ o desvio padrdo; CMD é a concentragdo média determinada)

4.3.6 Exatidao

A exatiddo € o parametro da validagdo que determina o grau de concordancia entre
os resultados individuais do método em relagdo a um valor aceito como verdadeiro
(Brasil, 2017). As amostras utilizadas para o célculo da exatiddo foram as mesmas da
etapa de precisdo: nove amostras, compostas por trés concentragdes (baixa, média e alta),
cada uma com trés repeticdes. As concentracdes baixa, média e alta utilizadas foram,
respectivamente: 1,0; 5,0; e 10 pg/mL. Os valores escolhidos como verdadeiros para o
calculo da exatidao (Equacao 4) foram as concentragdes tedricas das solucdes de BER +
ALA (1,0; 5,0; e 10 pg/mL). Os valores em porcentagem (%) para a exatidao deveriam

ser iguais ou superiores a 95%.

Equaciao 4 — Calculo da exatidao/recuperacgao

s . concentragio média experimental
Exatidio ou Recuperagio (%) = — — - x 100
concentragio tedrica do analito
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4.3.7 Robustez

De acordo com a RDC n° 166/2017 da Anvisa, a robustez € o parametro que indica
a capacidade do método analitico de resistir a pequenas e deliberadas variagdes das
condi¢des analiticas. Para métodos analiticos em CLAE, a RDC estabeleceu as seguintes
possibilidades de variagdo para avaliar a robustez: variacao do pH da fase movel; variacao
na composicao da fase mével; diferentes lotes ou fabricantes de colunas; temperatura e

vazao da fase movel (Brasil, 2017).

Para a avaliacdo da robustez do método BER + ALA, foram selecionadas trés
condig¢des de variagdo: temperatura, vazao da fase movel e diferente lote de coluna. Como
a temperatura de forno do método ¢ de 40 °C, determinou-se que as variagdes seriam de
1 °C abaixo e 1 °C acima, ou seja, 39 °C e 41 °C, respectivamente. A vazao da fase movel
do método corresponde a 1 mL/min, entdo as variagdes escolhidas foram 0,9 mL/min e
1,1 mL/min. A coluna cromatografica de fase reversa do método corresponde ao modelo
Discovery® C18 (25 cm x 6 mm; 5 pm). Dessa forma, utilizou-se outra coluna do mesmo

modelo C18 (25 cm x 6 mm; 5 um), mas de lote diferente, para avaliar a robustez.

A concentra¢do escolhida para as amostras BER + ALA foi o ponto médio, ou
seja, 5 pg/mL, de cada uma das trés solugdes-estoque, em triplicata (total de nove
amostras). A cada corrida analitica, variou-se apenas uma condi¢do por vez e analisaram-
se as mesmas nove amostras em todas as corridas. No total, foram feitas cinco corridas
analiticas, e os resultados foram comparados com os valores encontrados nas outras
etapas de validagdo que utilizaram a mesma concentracdo da amostra, mas com as

condig¢des originais do método.

5 RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 Padronizaciao do método

A duragdo da corrida analitica foi de 20 minutos, e o comprimento de onda
escolhido para melhor visualizagdo dos picos de concentragao foi de 210 nm. O tempo de
retengdo para a BER foi em torno de 6,2 minutos, enquanto para o ALA foi de
aproximadamente 14,3 minutos. O forno foi mantido a 40 °C, com pressao de 7,8 mPa,

vazao de 1 mL/min e volume de injecao das amostras de 50 pL.

5.2 Padronizacao das solucoes
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Para comprovar a pureza das MP de ALA e BER, foram construidas curvas-padrao de
BER e de ALA na faixa de concentragdo de 0,5 a 15 pg/mL e, em seguida, com base nas
amostras de 5 pg/mL em triplicata de cada farmaco, calcularam-se os teores de BER e
ALA. Para os célculos, utilizaram-se a equagao da reta encontrada para cada padrao e os

valores das absorbancias das amostras de BER e ALA (5 pg/mL).

A partir da curva-padrao de BER, representada graficamente pela Figura 4, obteve-se a
equagao da reta igual a y = 59666 x + 7229. Os valores das absorbancias para a MP de
BER (5 pg/mL) foram: 250796, 252671 e 253969 AU. Ja na curva-padrao de ALA,
representada pela Figura 5, obteve-se a equacdo da reta igual a y = 21898 x + 8414. Os
valores das absorbancias para a MP de ALA (5 pg/mL) foram: 103389, 103225 ¢ 101127
AU. Ap0s os calculos, a pureza média de BER (5 pg/mL) foi de 82,13 + 5,03 %, enquanto
a pureza média de ALA (5 pg/mL) foi de 86 + 12,17 %.

1000000

800000 — y = 59666 x + 7229
R%=0,9997

600000

Area

400000

200000

0 5 10 15 20

Concentracio (nug/mL)

Figura 4 — Curva-padrio de BER na faixa de concentracio de 0,5 a 15 pg/mL. Equacio da
reta: y = 59666x + 7229. Coeficiente de determinacio = 0,9997.
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Figura 5 — Curva-padrio de ALA na faixa de concentracio de 0,5 a 15 pg/mL. Equacio da
reta: y =21898x + 8414. Coeficiente de determinac¢io = 0,9993.

5.3 Seletividade

Para avaliar a seletividade do método, foi realizada a analise comparativa entre os
tempos de reten¢do dos farmacos sem contaminantes (Figura 6A), das camadas de pele
(Figuras 6B e 6C) e dos farmacos com contaminantes (Figuras 6D e 6E). A partir dessa
comparagao, foi possivel expressar graficamente (Figura 7) que os tempos de retengao,
tanto para BER quanto para ALA na concentragdo de 5 pg/mL, ndo apresentaram
variacoes significantes entre si, mesmo na presenca das camadas de pele, € permaneceram

em torno de 6,27 min (BER) e de 14,29 min (ALA).
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Figura 6 — Cromatogramas da etapa de seletividade. (A) BER + ALA 5 pg/mL em MeOH sem
contaminantes; (B) EC de pele suina em MeOH; (C) PV suina em MeOH; (D) EC + BER + ALA 5
pg/mL em MeOH; (E) PV + BER + ALA 5 pg/mL em MeOH. ALA — écido alfa-lipoico; BER —

bergenina; EC — estrato corneo; MeOH — metanol; PV — pele viavel.
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154 14.2827 14.2933  14.2933

6.2613 6.2720 6.2827

Figura 7 —Comparacio entre os tempos de retencio de BER e ALA na presenca das camadas

de pele. ALA — 4cido alfa-lipoico; BER — bergenina; EC — estrato corneo; PV — pele viavel.

Além disso, foi feita a analise estatistica por analise de varidncia (ANOVA one
way) a partir dos resultados das areas de pico dos farmacos em solugdo sem contaminantes
e dos farmacos contaminados com as camadas de pele. A analise por ANOVA one way
revelou que ndo foram observadas diferencas significativas entre os resultados, pois o
valor-p estatistico para todos os resultados foi maior que 0,05 (p > 0,05), como observado

na Figura 8.
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Figura 8 — Areas de pico de BER e de ALA na presenca de contaminantes. Analise estatistica
por ANOVA one way: ns — diferenga néo significativa (p > 0,05). ALA — acido alfa-lipoico; BER —

bergenina; EC — estrato corneo; PV — pele viavel.

5.4 Linearidade

A partir da avaliagdo dos resultados do método BER + ALA com sete
concentragdes de cada farmaco em triplicata (0,5; 1,0; 2,0; 5,0; 7,5; 10; e 15 ug/mL), foi
possivel projetar um grafico de regressao linear com duas equacdes da reta. Considerando
as concentracdes dos analitos (variaveis x) e as areas dos picos (varidveis y), foram
obtidas as seguintes equacdes da reta para a linearidade da BER e do ALA,
respectivamente: y = 51935x — 10797 e y = 20460x + 1658. Seguindo as exigéncias
estabelecidas pela Anvisa e pela ICH, os coeficientes angulares tiveram valores diferentes
de zero e a relagdo linear entre as variaveis foi significativa estatisticamente, com valores
para os coeficientes de correlacdo de Pearson (r) maiores que 0,990 (Figura 9). Dessa

forma, o método ¢ considerado linear.

1000000 — )
+ Area BER
5000007 51935x - 10797 »
y = 51935x - 10797 P - ‘
2 0.9995 P Area ALA
600000
§ » y:2ﬁ.0460x +1658
< 400000 - . R“=0.9999
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200000 — . -
y A
&
0fal T I | 1
0 5 10 15 20
Concentracio
(pg/mL)

Figura 9 — Representacio grafica da linearidade de BER e ALA na faixa de concentracio de
0,5 a 15 pg/mL. Equacédo da reta para BER: y = 51935x — 10797. Coeficiente de determinagdo da
BER = 0,9995. Equagao da reta para ALA: y = 20460x + 1658. Coeficiente de determinacao do
ALA=0,9999.
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5.5 Limites de deteccio e de quantificacao

Os valores de LOD e LOQ foram calculados por meio dos resultados das trés
curvas analiticas da etapa de linearidade de cada farmaco. Para BER, o LOD e o LOQ
foram, respectivamente: 0,090 e 0,273 ug/mL. Para ALA, o LOD e o LOQ foram,
respectivamente: 0,143 e 0,435 pg/mL. Esses resultados foram satisfatorios por serem
valores mais baixos que os limites encontrados na literatura cientifica, tanto para BER

(Boros et al., 2014), quanto para ALA (Papageorgiou et al., 2020).

5.6 Precisao

A precisdao do método para analise de BER e ALA foi determinada pelos resultados
das etapas de repetibilidade e precisdo intermediaria. As concentragdes teoricas avaliadas
na precisao foram 1,0; 5,0; e 10 pg/mL, para ambos os fAirmacos. De acordo com o dia da
analise (1 e 2) e o analista responsavel (A e B), os resultados foram expressos pelas
concentragdes reais mensuradas, adicionadas de seus respectivos desvios padroes, e pelos
DPR (%) de cada concentrag@o. Todos os valores de DPR obtidos obedeceram ao limite
de variagdo de até 5% (Brasil, 2003), o que comprovou a reprodutibilidade do método.
Os resultados da precisao para BER e ALA foram organizados separadamente (Tabelas

3ed).

Tabela 3 — Precisdo do método para a determinagdo de BER, com dados da repetibilidade e precisdo intermediaria

CONCENTRACI&O CONCENTRACAO e

DIA ANALISTA TEORICA MENSURADA %)
(ng/mL) (ng/mL)

1,0 1,02 + 0,03 3,38

A 5,0 5,10+ 0,18 3,53

1 10,0 10,24 + 0,40 3,90

1,0 1,00 + 0,03 2,92

B 5,0 492+0,13 2,56

10,0 10,12 + 0,24 2,37

1,0 1,00 + 0,02 2,05

A 5,0 5,18+ 0,10 2,02

10 10,38 + 0,10 1,00

2 1,0 0,99 + 0,02 2,37

B 5,0 5,14+ 0,14 2,72

10,0 10,31+ 0,16 1,53

Fonte: Autoria propria.



35

Tabela 4 — Precisdo do método para a determinag@o de ALA, com dados da repetibilidade e precisdo intermediaria

CONCE%\JTRAcAO CONCENTRACAO DPR

DIA ANALISTA TEORICA MENSURADA -
(ng/mL) (ng/mL)

1,0 1,03 + 0,01 1,29

A 5,0 4,93 + 0,04 0,79

1 10,0 9,83+ 0,31 3,15

1,0 0,98 + 0,03 3,52

B 5,0 4,85+0,08 1,68

10,0 9,93 + 0,33 3,33

1,0 1,02+ 0,01 0,94

A 5,0 5,01+0,10 2,02

10 9,90 + 0,31 3,18

: 1,0 1,02 + 0,02 1,95

B 5,0 4,97 + 0,06 1,17

10,0 9,95+ 0,38 3,79

Fonte: Autoria propria.

5.7 Exatidao

Na exatidao, foi analisado o grau de concordancia entre os resultados individuais
do método em dias diferentes (1 e 2) e com analistas diferentes (A e B). As concentracdes
tedricas das solugdes de BER e de ALA aceitas como verdadeiras foram 1,0; 5,0; e 10
png/mL. Todos os valores obtidos para a exatiddo das concentragdes foram superiores a
95% e inferiores a 105%, obedecendo ao limite estabelecido pela legislagao (Brasil,
2003). Os resultados da exatiddo para BER e ALA foram organizados separadamente

(Tabelas 5 ¢ 6).
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Tabela 5 — Exatiddo baseada nas concentragdes mensuradas de BER em diferentes dias, por diferentes analistas

CONCENTRACAO CONCENTRACAO

, DPR EXATIDAO
DIA  ANALISTA TEORICA MENSURADA
(%) (%)
(ng/mL) (ng/mL)
1.0 1,02 = 0,03 338 101,98
A 5.0 510+0,18 3,53 101,92
1 10,0 10,24 + 0,40 3,90 102,37
1.0 1,00 £ 0,03 oo 100,20
B 5.0 492+0,13 2,56 98.40
10,0 10,12 + 0,24 2,37 101,20
1.0 1,00 £ 0,02 505 100,10
A 5.0 5,18+0,10 2,02 103,60
, 10 10,38 0,10 1,00 103,80
1.0 0,99 £ 0,02 537 99.30
B 5.0 5,14+0,14 2,72 102,70
10,0 1031+0,16 1,53 103,10

Fonte: Autoria propria.

Tabela 6 — Exatiddo baseada nas concentragdes mensuradas de ALA em diferentes dias, por diferentes analistas

CONCENTRACAO CONCENTRACAO

DIA  ANALISTA TEORICA MENSURADA DFR EXATIDAO
(%) (%)
(ng/mL) (ng/mL)

1,0 1,03+ 0,01 1,29 103,00

A 5,0 4,93 +0,04 0,79 98,50

10,0 9,83+ 0,31 3,15 98,30

! 1,0 0,98 + 0,03 3,52 98,00
B 5,0 4,85+ 0,08 1,68 97,10

10,0 9,93+ 0,33 3,33 99,30

1,0 1,02+ 0,01 0,94 102,20

A 5,0 5,01+0,10 2,02 100,10

10,0 9,90 £ 0,31 3,18 99,00

? 1,0 1,02 0,02 1,95 101,80
B 5,0 4,97+ 0,06 1,17 99,40

10,0 9,95+ 0,38 3,79 99,50

Fonte: Autoria propria.
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Para avaliar a robustez do método BER + ALA, foram feitas variacdes na

temperatura, na vazao da fase mével e no lote da coluna cromatografica do método. As

novas temperaturas de forno escolhidas foram 39 °C e 41 °C, e as novas vazdes da fase

movel foram 0,9 mL/min e 1,1 mL/min. A concentragdo escolhida para as amostras dos

farmacos foi de 5 pug/mL, e cada variagdo nas condi¢des do método foi analisada

individualmente. Os resultados da robustez do método foram organizados em duas

tabelas, uma para cada farmaco (Tabelas 7 ¢ 8).

Tabela 7 — Robustez do método para BER em 5 png/mL

PARAMETRO CONDICAO CONCENTRACAO DPR  EXATIDA0  'FMPODE NUMERO — FATORDE )
SRS TR %) %) RETENCAO DE lr’RATOS CAUDA RESOLUCAO
(ng/mL) (MIN) TEORICOS
39 4,90 0,17 3,50 98,00 6,38 6279 0,90 31,49
Temperatura 40 5,01 +0,08 1,60 100,30 6,18 7628 1,13 39,02
de forno (°C)
41 4,99+ 0,11 2,20 99,80 6,23 5762 0,78 31,14
0,9 4,83+0,13 2,60 96,50 6,96 6862 0,83 31,08
Vazao da fase
movel 1,0 5,01 +0,08 1,60 100,30 6,18 7628 1,13 39,02
(mL/min)
1,1 4,83+0,14 2,90 96,50 5,75 5664 0,77 31,05
Original 5,01+ 0,08 1,60 100,30 6,18 7628 1,13 39,02
Lote da coluna
cromatografica
Diferente 4,91+0,17 3,50 98,10 5,84 5541 0,79 31,69

Fonte: Autoria propria.
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_ CONCENTRACAO _ TEMPO DE NUMERO FATOR DE
n CONDICAO DPR EXATIDAO . .
PARAMETRO MENSURADA RETENCAO DE PRATOS CAUDA RESOLUCAO
TESTADA (%) (%) i
(ng/mL) (MIN) TEORICOS
39 4,89 +£ 0,07 1,50 97,80 14,35 97520 0,99 31,49
Temperatura
P 40 4,94 + 0,05 1,10 98,90 14,28 187126 1,26 39,02
de forno (°C)
41 4,77+ 0,16 3,40 95,40 14,27 91478 0,96 31,14
0,9 4,93 +0,03 0,70 98,60 15,27 6862 0,96 31,08
Vazao da fase
mével 1,0 4,94 £ 0,05 1,10 98,90 14,28 187126 1,26 39,02
(mL/min)
1,1 481+0,11 2,40 96,20 13,52 77190 1,14 31,05
Original 4,94 + 0,05 1,10 98,90 14,28 187126 1,26 39,02
Lote da coluna
cromatografica
Diferente 4,86 + 0,06 1,20 97,20 14,04 76263 0,79 31,69

Fonte: Autoria propria.

Os resultados foram comparados com valores obtidos para amostras de 5 pg/mL

dentro das condig¢des originais do método (T = 40 °C, vazdo = 1,0 mL/min, com coluna

original). Em todos os casos, os DPR (%) obedeceram ao limite de até 5% e os valores

de exatidao foram superiores a 95% (Brasil, 2003). Além disso, todos os parametros de

adequacdo do sistema (tempos de retencdo, nimero de pratos tedricos, fator de cauda e

resolugdo) obedeceram aos limites estabelecidos pelo Guia de Validagdo de Métodos

Cromatograficos do Center for Drug Evaluation and Research (CDER), pertencente ao
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Food and Drug Administration (FDA, 1994). Dessa forma, o método demonstrou
robustez para andlise dos dois farmacos frente a pequenas alteragdes que se possam ter

com relagdo a temperatura, vazao da fase movel e lote da coluna cromatografica utilizada.

6 CONCLUSAO

O método cromatografico desenvolvido para a quantificagdo simultanea de BER
e ALA foi devidamente validado, atendendo a todos os parametros exigidos pelas
diretrizes da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitdria (Anvisa) e do International

Council for Harmonisation of Technical Requirements for Pharmaceuticals for Human

Use (ICH).

O método mostrou-se seletivo, pois foi capaz de quantificar os dois farmacos
mesmo na presenca de uma matriz bioldgica complexa como a pele, e linear, porque
confirmou a proporcionalidade entre os sinais instrumentais e as concentragdes dos
analitos dentro da faixa de 0,5 a 15 pg/mL. BER e ALA obtiveram LOD e LOQ baixos,

o que demonstrou a sensibilidade do método desenvolvido.

A precisdo e a exatidao do método também foram comprovadas, assegurando a
reprodutibilidade da metodologia analitica para a quantificagdo simultdnea de BER e
ALA. Além disso, verificou-se que pequenas variagdes nos parametros cromatograficos

chave ndo comprometeram o desempenho do método, demonstrando sua robustez.

O éxito na validagdo do método BER + ALA representa relevante contribuigdo
para a literatura cientifica, viabilizando avangos em pesquisas na area farmacéutica,
especialmente no desenvolvimento de novas formulagdes voltadas a prevencao do
envelhecimento cutdneo e a melhora da aparéncia da pele, explorando as propriedades

terapéuticas desses dois farmacos.
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