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RESUMO

A hipovitaminose D é uma deficiéncia demasiada comum a nivel global, e isso pode acarretar
em graves problemas de satde, tanto a curto como a longo prazo. Sabendo que a alternativa
mais comum para a resolucao dessa situacao é a suplementacdo nutricional, e que esse tipo de
produto é negligenciado em termos de politicas publicas de controle de qualidade, tem-se a
necessidade de implementa-las a fim de garantir a seguranca para o seu uso. O objetivo deste
trabalho foi desenvolver e validar um método analitico em Cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia (CLAE) capaz de quantificar a vitamina D, bem como realizar caracterizacdo com
estudos de analise térmica e espectroscopica. Para validacdo foram realizadas analises em
CLAE, com solugdes em seis niveis de concentracdo diferentes (2,0 a 7,0 pg.mL™), com base
na RDC n° 166, de 24 de julho de 2017, da ANVISA, que determina a avaliagdo dos
parametros seletividade, linearidade, precisdo, exatiddo, limite de deteccdo (LD), limite de
qualidade (LQ) e robustez. Ja para caracterizar o do insumo farmacéutico utilizado foram
realizadas Termogravimetria (TG), Calorimetria Exploratéria Diferencial (DSC) e
Espectroscopia na Regido do Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR), a fim de
assegurar sua qualidade. Apés a realizacdao das analises o método analitico foi aprovado em
todos os parametros avaliados na CLAE, e pdde ser considerado valido, enquanto que a
analise térmica e espectroscépica mostraram resultados positivos e em conformidade com a
literatura. Portanto, a validagao do método em questdo visa incentivar o controle de qualidade
desse tipo de produto, assim como de politicas mais exigentes quanto a comercializacdo dos
mesmos, tendo em vista o quanto sua ingestdo, ou auséncia desta, influencia no estado

saude-doenca do paciente.

Palavras-Chave: Vitamina D; Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia; Politicas publicas;

Suplementagao nutricional.



ABSTRACT

Vitamin D deficiency is an all-too-common deficiency globally, and this can lead to serious
short-term and long-term health problems. Knowing that the most common alternative for
solving this situation is nutritional supplementation and that this type of product is neglected
in terms of public quality control policies, there is a need to implement them in order to
guarantee safety for your use. The objective of this work was to develop and validate a good
analytical method in High Performance Liquid Chromatography (HPLC) capable of
quantifying a vitamin D, such as characterization with studies of thermal and spectroscopic
analysis. For tests carried out, they were prepared with solutions at six different concentration
levels (2,0 to 7,0 pg.mL™), based on RDC No. 166, of July 24, 2017, from ANVISA, which
determines the evaluation of parameters, selectivity, linearity, precision, limit of detection
(LOD), limit of quantification (LOQ) and robustness. In order to characterize the
pharmaceutical ingredient used, Thermogravimetry (TG), Differential Scanning Calorimetry
(DSC) and Fourier Transform Infrared Region Spectroscopy (FTIR) were performed in order
to ensure its quality. After carrying out the considered valid method in all parameters, the
HPLC could be considered a thermal analysis and spectrum with the positive result and in
general view. Therefore, the validation of the method in question aims to control the quality of
this type of product, as well as its more efficient policies regarding their production,

considering how much their ingestion, or absence of health-disease status of the patient.

Keywords: Vitamin D; High Performance Liquid Chromatography; Public policy; Nutritional

supplementation.
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1 INTRODUCAO

A descoberta da vitamina D é relativamente recente, tendo Adolf Windaus, a
identificado em 1925, e ganhado o prémio Nobel por isto em 1928. Adolf e seu grupo de
pesquisa isolaram o ergocalciferol (vitamina D,) e colecalciferol (vitamina Dj), que sdo as
formas nutricionais mais importantes da vitamina D. E com isso, foi possivel o inicio de
diversas pesquisas nas décadas seguintes, que envolviam sua sintese, estrutura quimica,
estabilidade, e principalmente func¢oes metabolicas (SOUSA, 2016; JONES, 2022).

Dentre as varias fungdes metabélicas da vitamina D, a que mais popularizou-se desde
o inicio das pesquisas foi a relacionada ao metabolismo 6sseo. Logo, ndo demorou muito
tempo até que as alternativas de suplementacdo e a indicacdao dessas surgissem e se tornassem
comuns a populacdo, em especial ao publico idoso e infantil. Porém, mesmo diante dessas
opcoes e de todo conhecimento adquirido ao longo das décadas, atualmente estima-se que
haja em torno de 1 bilhdo de pessoas com deficiéncia de vitamina D (hipovitaminose D), o
que a caracteriza como um problema de satde publica (LINDEN, 2019).

Considerando que a maior fonte de energia disponivel no planeta é proveniente do sol,
o mecanismo de adaptacdo do ser humano durante sua evolucao promoveu uma dependéncia
quase que unicamente dessa fonte para a sintese de vitamina D. Isto posto, é possivel
evidenciar através de pesquisas e estudos, que a baixa exposicdo a luz solar esta diretamente
relacionada a deficiéncia da vitamina D. Além disso, fatores intrinsecos e outros fatores
extrinsecos também sdo responsaveis por influenciar na exposicdo que as pessoas tém
diariamente a luz solar. (SANTOS, 2020)

Os fatores intrinsecos sdao aqueles relacionados a populagdo, como questoes culturais,
auséncia de tempo dedicado a banhos de sol, caracteristicas fenotipicas, disttirbios de saide
(fotossensibilidade, fotofobia, albinismo, vitiligo, etc.), entre outros. Ja os fatores extrinsecos
sdo os que nao dependem da populacdo, como incidéncia solar, clima, localizagdo de moradia,
situacoOes atipicas, a exemplo da pandemia COVID-19 causada pelo coronavirus, entre outros.
E em situacOes atipicas que induzem um isolamento em massa, como na citada, foi observada
que as solicitacdes de dosagens sorolégicas de vitaminas, em especial da D, aumentaram,
assim como a sua suplementacao (RIZZATTI, 2011; SANTOS, 2020).

A suplementacgdo de vitamina D pode ser vista tanto como uma solu¢do, como até um
problema, isso porque o excesso de vitamina D pode ocasionar uma intoxica¢ao que, embora
seja rara, quando acontece pode levar a hipercalcemia aguda (provocando confusdo mental,

politiria, polidipsia, anorexia, vomitos, fraqueza muscular e até lesdo cerebral em criancas),
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consequente agravamento nos quadros de insuficiéncia renal e, em casos graves,
desmineralizacdo 6ssea e sensacdao dolorosa. Esse tipo de situacdo é ainda mais frequente em
condi¢Ges onde a suplementacdo ocorre de forma coletiva e mais intensa que o habitual
(BISINOTTO; MARINS, 2014).

Porém, quando trata-se da deficiéncia dessa vitamina os valores de grande parte da
populacdo, singularmente das criancas, ndo encontram-se na faixa ideal. Em 2017 a Sociedade
Brasileira de Patologia Clinica/Medicina Laboratorial (SBPC/ML) e Sociedade Brasileira de
Endocrinologia e Metabolismo (SBEM) realizaram um consenso e decidiram fazer uma
revisao dos valores de referéncia para vitamina D, até entdo vigentes no Brasil. Ao final do
consenso ficou acordado os seguintes valores de referéncia: para populacao saudavel (até 60
anos) - até 20 ng/mL; para grupos como idosos, gestantes, lactantes, pessoas com patologias
especificas (como raquitismo/osteomalacia, osteoporose, hiperparatireoidismo, doencas
inflamatorias, doencgas autoimunes, doenca renal cronica e sindromes de ma absorcao) e com
histérico de quedas e fraturas - entre 30 e 60 ng/mL; e valores acima de 100 ng/mL
caracterizam um risco de toxicidade e hipercalemia (FERREIRA, 2017).

Atualmente, tem-se um problema quanto ao controle de qualidade dos suplementos
vitaminicos, que ndo possuem obrigacoes legais rigidas o suficiente para que seja garantida a
qualidade do produto ingerido pelo consumidor. Com isso, tem-se técnicas instrumentais
estdo sendo utilizadas a fim de quantificar os insumos presentes nesses produtos, sendo uma
delas a Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE), também conhecida como HPLC
(High Performance Liquid Chromatography). Além disso, o emprego de andlises térmicas e
espectroscOpicas também é feito com o objetivo de caracterizar e determinar a qualidade do
insumo farmacéutico presente nas formulacdes.

Entdo, com base nessas recentes mudancas nos parametros referenciais para a
suplementacdo de vitamina D no Brasil, bem como na auséncia de uma legislacdo que exija
mais com relacdo ao desenvolvimento e controle de qualidade de suplementos vitaminicos, se
faz necessario avaliar a influéncia dessa suplementacdo no desenvolvimento metabolico.
Portanto, este trabalho tem como objetivo validar um método analitico que seja capaz de
quantificar a vitamina D, em especial a D;, em solucées liquidas, através de Cromatografia
Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE). Também, de forma complementar, sera realizada a
caracterizagdo do padrao utilizado na validagio por meio de analise térmica,
Termogravimetria (TG) e Calorimetria Exploratéria Diferencial (DSC), e espectroscépica,
Espectroscopia na Regido do Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR) (BRASIL,
2018).
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2 OBJETIVOS
2.1 Objetivo geral

Validar um método analitico para quantificacdo de vitamina D em solucdes liquidas,

através de Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE).
2.2 Objetivos especificos

e (Caracterizar padrao de vitamina D; por meio de Termogravimetria (TG), Calorimetria
Exploratéria Diferencial (DSC) e Espectroscopia na regido do infravermelho com
transformada de Fourier (FTIR);

e Desenvolver e validar método analitico em Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia

(CLAE), com base na RDC n° 166/2017, que seja capaz de quantificar a vitamina Ds.
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3 FUNDAMENTACAO TEORICA
3.1 Vitamina D

A vitamina D trata-se na verdade de um conjunto de moléculas esteroides, portanto o
termo refere-se tanto a sua forma ativa (1,25-dihidroxicolecalciferol ou calcitriol - Figura 1)
como aos seus precursores (vitamina D, ou ergosterol, vitamina D; ou colecalciferol e a
25-hidroxivitamina D ou calcidiol). Essa vitamina é um hormonio sintetizado in vivo através
da incidéncia solar dos raios UVB (290 e 315 nm) na pele, sendo esta via de obtencdo
responsavel por 80-95% de toda vitamina D do organismo. A sintese (Figura 2) é iniciada na
epiderme onde o precursor do colesterol, 7-dehidrocolesterol (7-DHC), presente na membrana
das células, convertido em pré-vitamina D;. Sendo que caso haja uma desregulacdo positiva
no metabolismo da enzima 7-dehidrocolesterol redutase, que é responsavel pela conversao do
7-DHC em colesterol, isso ocasiona em uma numa baixa concentracdo de 7-DHC e,
consequentemente em concentragdes diminuidas de calcitriol (CASTRO, 2011; KRATZ,

2018).

Figura 1 - Estrutura do calcitriol

/1,
‘

OH

HO" OH

Fonte: Elaborada pelo autor, 2022.

A absorcao dos raios UVB pelo 7-dehidrocolesterol provoca uma clivagem
fotoquimica entre os carbonos 9 e 10 do anel B, formando a pré-vitamina D, que por sua vez
é instavel termicamente, e é convertida, através de isomerizagdo, na vitamina D; propriamente
dita, a fim de se tornar mais estavel. Ja a vitamina D,, é caracterizada atualmente como menos
potente do que a D5, no que diz respeito a conversao em sua forma ativa, ja que apresenta uma
meia vida menor que a D;. Essa conversdo na forma ativa inicia-se no figado (Figura 2), onde
as formas D; e D, sdo hidroxiladas no carbono 25 pela enzima 25-hidroxilase originando o

25-dihidroxicolecalciferol, que é transportado para diferentes tecidos, como os rins, e
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hidroxilado pela enzima 1-a-hidroxilase, sendo entdo convertido em sua forma ativa, 1,

25-dihidroxicolecalciferol ou calcitriol (CASTRO, 2011).

Figura 2 - Sintese do calcitriol.

HO PELE
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{pré-vitamina O ou 7 DHC)
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25[0H)D

RINS

24,25-hidroxilase — 1alfa-hidroxilase —#

24,25-di-hidroxicolesterol

HO

1,25({0H)vitamina D
1,25(0H),I¥

Fonte: GALVAO (2013).

A vitamina D possui diversas funcdes metabolicas, principalmente regulando as

concentracoes séricas e extracelulares de calcio e fésforo. Com esse tipo de regulacdo a

mesma é importante no metabolismo 6sseo, ja que é responsavel pelo aumento da absorcao
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intestinal e renal de calcio. Mas, atualmente ja se sabe que a vitamina D também esta
relacionada com a regulacdao de magnésio, secrecdo pancreatica de insulina, inibicdo da
producdo de renina, excrecdo de creatinina, secrecao de prolactina, sinalizacao celular e até
mesmo com a expressdo génica associada aos seus receptores (Vitamin-D receptor-VDR), que
estdo presentes em diferentes tipos celulares. Muitas dessas fun¢des foram mais estudadas
durante a pandemia COVID-19, por exemplo, com o objetivo de identificar alguma relacao e
influéncia da vitamina D; com a doenca, ja que a mesma trata-se de uma virose e esta

diretamente associada com a imunidade (GALVAO, 2013; RAFAELLI, 2015).
3.2 Hipovitaminose D

A hipovitaminose D é extremamente comum em todo o planeta, mesmo frente as
diversidades socioecondmico-culturais, e pode ocorrer basicamente em decorréncia de fatores
fisioloégicos, muitas vezes relacionados a baixa exposicdo aos raios UV, doencas hepaticas
e/ou renais, doengas autoimunes, obesidade, neoplasias, ou ainda relacionados a secrecao do
paratormonio (PTH), produzido pela tireoide, que é um importante estimulador da conversao
de 25-hidroxivitamina D em sua forma ativa. Essa deficiéncia acontece em virtude, sobretudo,
da baixa producdo da vitamina D na pele e, além de agravar patologias pré-existentes, pode
levar ao surgimento de novas, como osteoporose, cancro cutaneo, hipertensdao arterial
sistémica, doenca inflamatoria intestinal, lipus eritematoso sistémico, esclerose multipla, etc.
(SOUSA, 2016; SANTQOS, 2020).

Esse tipo especifico de hipovitaminose D trata-se de uma deficiéncia bastante comum
entre as criancas, desde recém-nascidos até as maiores, com 12 anos. E, pelo fato da vitamina
D estar necessariamente relacionada ao desenvolvimento esquelético, essa populacdao
especifica torna-se mais suscetivel a problemas 6sseos, tanto na prépria infancia, como na
vida adulta. Dentre alguns disturbios musculo-esqueléticos estdo o raquitismo, adinamia,
hipocalcemia, espasmos musculares e a deformidade esquelética propriamente dita. Mesmo
perante o avango nas analises clinicas e, consequentemente, nas formas de diagndstico
laboratorial, ainda hoje o diagnostico de hipovitaminose D é negligenciado. Portanto, quando
descoberta, a suplementacdo deve ser iniciada o quanto antes a fim de restabelecer os niveis
séricos normais desse hormonio, ja que sua deficiéncia pode levar a consequéncias mais
graves a longo prazo (LEAO, 2013; LUIZ, 2018).

No caso de suplementacao de vitamina D, o Departamento de Nutrologia da Sociedade
Brasileira de Pediatria (SBP), recomenda que na infancia seja realizada, profilaticamente, uma

suplementacdao de 400 Ul/dia (até os 12 meses) e 600 Ul/dia (dos 12 aos 24 meses), incluindo
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as criancas que estao em fase de aleitamento. A SBP também destaca a necessidade da
exposicdo regular a luz solar, sendo necessario para criangas no primeiro ano de vida cerca de
30 minutos/semana de exposicdo, ou seja, seis a oito minutos/dia, trés vezes na semana. Ja
quando se trata da populacdo idosa também tem-se uma menor capacidade de producdo de
vitamina D diante da exposicao solar, cerca de 20% do que um jovem adulto produziria, o que
propicia uma recomendacao de exposicao ao Sol semelhante a indicada para as criangas, a fim

de se obter niveis séricos normais de vitamina D (VAZ, 2017, TAVARES, 2022).
3.3 Controle de qualidade de suplementos nutricionais

O uso dos suplementos nutricionais tem se difundido na populacdo de forma
expressiva nos ultimos anos. E embora em alguns casos seja necessario o registro na Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), esse tipo de produto ndo se enquadra em uma
categoria especifica, podendo ser classificado como forma farmacéutica ou mesmo alimento,
dependendo de sua composicao (FONTENELE, 2013).

A RDC n° 243, de 26 de julho de 2018 (ANVISA) enfatiza que os suplementos
vitaminicos “sdo alimentos que servem para complementar com estes nutrientes a dieta” e
“devem conter um minimo de 25% e no maximo até 100% da Ingestdao Diaria Recomendada
(IDR) de vitaminas e/ou minerais, na porcao didria indicada pelo fabricante”, diferente dos
medicamentos a base de vitaminas, que possuem como principal caracteristica posologias que
ultrapassam a IDR, apresentando um efeito mais expressivo. Dai a importancia de politicas
que requisitem um controle de qualidade mais exigente, principalmente com relagdo a
disponibilidade de principio ativo.

Logo, ponderando que uma das formas mais eficazes em termos de exigéncia para se
garantir o controle de qualidade de um determinado produto é fazendo-se o uso da validagao
de uma metodologia, sua aplicacdo surge como uma alternativa interessante, assegurando

confiabilidade dos resultados que serdo obtidos a partir das analises (ROCHA, 2021).
3.4 Validacao de método analitico

Visando a importancia do uso da validacao de metodologias analiticas, em 24 de julho
de 2017, o Ministério da Saude, por meio da Diretoria Colegiada da ANVISA, realizou a
publicacdo da RDC n° 166 que dispde sobre a validacdo de métodos analiticos, além de dar
outras providéncias. Nessa resolucdo ha parametros estabelecidos direcionados a insumos
farmacéuticos, medicamentos e produtos biolégicos em todas as suas fases de producdo,

podendo os suplementos vitaminicos serem sujeitos a essa investigacao (BRASIL, 2017).
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Segundo a RDC n° 166, na validacdo de um método os parametros seletividade,
linearidade, precisao, exatidao, limite de detec¢ao (LD), limite de qualidade (LQ) e robustez,

devem ser avaliados.
3.4.1 Seletividade

A seletividade de um método analitico “deve ser demonstrada por meio da sua
capacidade de identificar ou quantificar o analito de interesse, inequivocamente, na presenca
de componentes que podem estar presentes na amostra, como impurezas, diluentes e
componentes da matriz” (BRASIL, 2017).

A resolucdo explicita que “no caso de métodos cromatograficos, deve ser comprovada
a pureza cromatografica do sinal do analito” e caso o analito apresente-se em uma matriz,
“deve ser demonstrada sua capacidade de obter resultado positivo para amostra contendo o

analito e resultado negativo para outras substancias presentes na amostra” (BRASIL, 2017).
3.4.2 Linearidade

A linearidade “deve ser demonstrada por meio da sua capacidade de obter respostas
analiticas diretamente proporcionais a concentragdao de um analito em uma amostra”. Para a
avaliar a linearidade, “deve ser construido um grafico das respostas frente a concentracao da
substancia em questdo”, e para isso “deve-se utilizar a equacdo da reta de regressdo de y em x,
estimada pelo método dos minimos quadrados, e realizar-se uma avaliagdo da associacdo
linear entre as varidveis do coeficiente de correlagdo (r) e de determinacdo (r?), bem como da
significancia do coeficiente angular”. Sendo que, o r “deve estar acima de 0,990”, enquanto
que o r* “deve ser significativamente diferente de zero” e quanto mais préximo este for de 1,
“melhor é a representacio do modelo matematico expresso pela equacdo de reta”

(ABE-MATSUMOTO, 2016; BRASIL, 2017).
3.4.3 Precisdo

O parametro da precisdao “deve avaliar a proximidade entre os resultados obtidos por
meio de ensaios com amostras preparadas conforme descrito no método analitico a ser
validado” e deve ser expresso “por meio da repetibilidade, da precisdo intermediaria ou da
reprodutibilidade”. A precisdo sera obtida pela dispersao dos resultados, neste caso é utilizado

o célculo do desvio padrao relativo (DPR):

DPR =%- 100
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Onde DP e X sio desvio padrdo e média, respectivamente (BRASIL, 2017).
3.4.4 Exatiddo

Trata-se de um parametro que deve ser determinado através “do grau de concordancia
entre os resultados individuais do método em estudo em relagdo a um valor aceito como
verdadeiro”. Sdo exigidas um minimo de nove determinacdes, das quais trés diferentes
concentracoes (baixa, média e alta) devem ser consideradas contemplando o intervalo linear
do método analitico. Cada concentracdo sera submetida a trés réplicas. E o calculo da

exatiddo devera ser realizado pela férmula:

Concentracao média experimental ou CA
: L - 100

Exatidao = Concentragio tedrica ou CTA

Onde CA é a concentracdao experimental do analito e CTA a concentragao teérica do

analito (BRASIL, 2017).
3.4.5 Limite de detecgdo (LD) e limite de quantificagdo (LQ)

A determinacdo do limite de deteccao (LD) deve ser realizada por meio de método
visual, da razdo sinal-ruido, baseado na determinacao do branco ou em parametros da curva
analitica, considerando-se as particularidades do método analitico utilizado, sendo que o
utilizado para determinacdo da razdo sinal/ruido deve ser descrito e justificado (BRASIL,
2017).

J& o limite de quantificacdo (LQ) “é a menor quantidade do analito em uma amostra
que pode ser determinada com precisdao e exatiddo aceitaveis sob as condi¢cOes experimentais
estabelecidas”. Recomenda-se que o LQ “deve ser coerente com o limite de especificacdo da
impureza”, sendo “menor ou igual ao limite de notificacdo” (limite de deteccdo). Para
determina-lo deve ser feito o uso da razdo sinal/ruido, onde a mesma deve ser no minimo de
10:1. Ja quando utiliza-se parametros da curva analitica, o LQ deve ser calculado pela

formula:

DP-10
LQ =—

Onde DP é o desvio padrdo, e IC a inclinagdo da curva de calibragao (BRASIL, 2017).

3.4.6 Robustez

pa

E um parametro que indica a capacidade do método “em resistir a pequenas e

deliberadas variacoes das condicOes analiticas”. Para métodos quantitativos, “o impacto das



21

variacOes propostas nos resultados obtidos devera ser avaliado com os mesmos critérios

~ A

utilizados para a exatiddo”. Ja tratando-se de métodos qualitativos, recomenda-se avaliar se as

variagOes propostas no método comprometem os resultados (BRASIL, 2017).
2.5 Caracterizacao térmica de insumos farmacéuticos

A aplicacdo de técnicas de caracterizacdo térmica sdo de suma importancia para a
avaliacao da estabilidade térmica da amostra, tendo em vista que esse € um parametro
essencial de ser conhecido, pois auxilia diretamente em varias etapas, principalmente quando
se tratam de farmacos, desde a escolha da forma farmacéutica a temperatura de
armazenamento. Essas técnicas fornecem informacdes como: ponto de fusdo, estabilidade
térmica, perda de massa, ponto de ebulicdo, etc. Porém, sabe-se que os resultados podem
sofrer variacoes ao depender das concentracoes, condi¢des ambientais, origem do material, e
até mesmo dos excipientes presentes na formulagdo a ser analisada. Nesse caso, essas analises
contribuem de forma complementar a validagdo do método analitico (SILVA, 2013;
CARVALHO, 2022).

3.5.1 Termogravimetria (TG)

A termogravimetria (TG) é uma técnica empregada na analise térmica, e determina o
comportamento térmico da amostra a partir da determinacdo da energia de ativagdo, fator de
frequéncia, ordem de reacdo e da taxa de decomposicdo da mesma frente a influéncia da
temperatura. Logo, a TG é frequentemente utilizada para avaliar a estabilidade térmica,
decomposicado, desidratacdo e oxidacdo da amostra, com base na sua variacdo da massa
(OLIVEIRA, 2016; PALMAY, 2021).

A TG pode ser classificada em: TG isotérmica, quando a massa da amostra é
registrada em funcdao do tempo a temperatura constante, TG quase-isotérmica, quando a
amostra é aquecida linearmente a massa constante a cada série de acréscimo de temperatura, e
TG dinamica, onde a massa da amostra é aquecida ou resfriada a partir de programa
predefinido de variacdo de temperatura, sendo esta a mais utilizada (FERREIRA, 2012;
SILVA, 2019).

3.5.2 Calorimetria Exploratoria Diferencial (DSC)

A fim de verificar-se a variacdo do fluxo de calor com uma determinada variacdo de
temperatura a Calorimetria Exploratéria Diferencial, ou Differential Scanning Calorimetry, é

bastante empregada. As curvas que sdo obtidas podem conter informacdes que indicam
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processos endo e exotérmicos, sendo possivel observar as variacoes de entalpia (AH) e assim
determinar as caracteristicas térmicas da amostra, como temperatura de fusdo, oxidacao,
degradacao, cristalizagdo, de transicdo vitrea, entre outros (FERNANDO, 2022).

Na andlise o equipamento de DSC mensura, sob uma programacdo de temperatura
predefinida, a variacdo de energia entre a amostra a ser analisada e uma referéncia, levando
em consideracdo a temperatura e/ou o tempo. Esse processo ocasiona nas reagoes endo e/ou
exotérmicas e, consequentemente, na formacao de picos. Das reacdes endotérmicas tem-se a
fusdo, reacoes de perda de massa, de reducao e a dessorcdo, enquanto que as reacoes
exotérmicas mais frequentes sdao a oxidagdo, adsorcdo, cristalizacdo, reacOes de

polimerizacdo, entre outros (VIEIRA, 2022).
3.6 Espectroscopia na Regido do Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR)

A maioria dos estudos de quantificacdo, principalmente de farmacos, sdo baseados em
métodos cromatograficos, como a CLAE, ja que este é mais sensivel e detalhado. Mas, como
essas técnicas também apresentam um custo elevado e um tempo de espera maior, para a
determinacdo do controle de qualidade desses farmacos tem-se utilizado o FTIR, que se
diferencia na ndo destruicao da amostra e consequente baixa geracao de residuos, num menor
custo e baixo, ou inexistente, consumo de solventes (MADEIRA, 2015).

O FTIR é uma técnica de espectroscopia vibracional que é utilizada para determinar a
composicdo quimica de amostras. No procedimento existe uma absorcao da luz infravermelha
pelas moléculas que compdem o material a ser analisado, onde todas as moléculas que
apresentarem momento dipolar resultante diferente de zero irdo absorver a luz infravermelha
irradiada. Desde o século XIX, os avan¢os na espectrometria permitiram que a mesma partisse
de uma técnica lenta e nao confiavel para um método simples, poderoso e eficaz. O uso amplo
dessa técnica em diversos estudos analiticos tem o objetivo de auxiliar os pesquisadores
corroborando para a confirmacdo dos resultados de outros testes realizados nas pesquisas.
Com o tempo, o FTIR foi sendo empregado em varios tipos de materiais, desde farmacos até a

materiais biologicos, tanto para analises qualitativas como quantitativas (LITO, 2022).
3.7 Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE)

Nos dultimos anos, com o aumento exponencial na quantidade de suplementos
vitaminicos, paralelamente ocorreu a expansdo tecnoldgica das técnicas cromatograficas,
permitindo a ampliagdo das metodologias de quantificacdo. A quantificacdo de vitaminas

lipossoliveis e hidrossoltveis é realizada a um tempo, seja por técnicas microbioldgicas e



23

espectrofotométricas ou por técnicas mais modernas, como a CLAE. Essas novas
metodologias trazem mais vantagens, como agilidade na andlise, pouca quantidade de analito
e reagentes, mais eficiéncia, etc. Atualmente, a CLAE ¢é bastante empregada nas
quantificacdes de vitaminas, e expressa resultados formidaveis, mesmo que apresente um
custo relativamente alto, frente as metodologias mais simples (ABE-MATSUMOTO, 2016).

A CLAE ¢é uma técnica frequentemente empregada na separacdo de compostos
ionicos e macromoléculas. Para esse tipo de analise é utilizado um cromatografo, que deve
possuir coluna cromatografica e bomba, ja que o mesmo trata-se de uma sistema
personalizado, onde os parametros podem ser modificados de acordo com o objetivo do
estudo. Outro componente importante é o detector, que necessita de uma compatibilidade com
a fase estaciondria para uma boa andlise da separacdo cromatografica. Essa separagdo é
decorrente da interacdo entre as fases estaciondria e mével, sendo a fase mével aquela que
elui através da coluna, enquanto que a fase estacionaria é a que esta compactada na prépria
coluna (PEREIRA, 2022).

Nesse tipo de analise podem haver alguns interferentes, dentre eles as questdes de
estabilidade fisico-quimica e as concentragdes, em especial quando tratam-se de vitaminas, ja
que nos suplementos vitaminicos apresentam-se em maiores quantidades que nos alimentos in
natura, por exemplo. Logo, o uso dessa técnica para validacdo de um método analitico é
muito interessante, jd que uma caracteristica dela é a separacao dos compostos antes da etapa
de quantificacdo, o que minimiza a chance de resultados ilegitimos (ABE-MATSUMOTO,
2016; KIENEN, 2018).
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4 MATERIAL E METODOS
4.1 Material
4.1.1 Insumo Farmacéutico

A Vitamina D; foi doada por uma farméacia de manipulacdo, produzida por Zhejiang
Nhu Company Ltd. (Hong Kong, China), lote VD191104, teor ‘puro’, declarado pelo

fabricante.
4.1.2 Solventes

Os solventes utilizados ao longo da pesquisa foram o metanol grau HPLC
(LiChrosolv®, lote 11166107137) e acetonitrila grau HPLC (Sigma-Aldrich®, lote
SHBG7762V). A é4gua ultra purificada também foi utilizada, e foi obtida através de um ultra
purificador Milli-Q A10 gradiente (Millipore®).

4.1.3 Equipamentos e materiais

Os equipamentos utilizados durante as andlises foram: HPLC Flexar (PerkinElmer®),
DSC-50 (Shimadzu®), TGA-60 (Shimadzu®), FTIR-MIR 400 (PerkinElmer®), Lavadora
Ultrassonica  (Biotron®), pHmetro (Hanna Instruments®), Balanca analitica (Bel
Engineering®), vidrarias (becker, proveta, baldo volumétrico, funil, vials, erlenmeyer, vidro de

relégio, frascos), espatulas, papel aluminio, seringas, filtros de seringa de 0,45 pm.
4.2 Métodos
4.2.1 Termogravimetria (TG)

Para determinacdo termogravimétrica fez-se o uso de uma termobalanca TGA-60
(Shimadzu®), sendo as curvas formadas sob as seguintes condi¢des experimentais: atmosfera
dindmica (100mL.min™"), razdo de aquecimento de 10 °C.min’ e intervalo maximo de
temperatura de 30 a 600 °C. Foram utilizados 5,00 + 0,1 mg em suportes de platina e para
avaliacdo da linha de base do sistema foram geradas curvas em branco, antes das analises. Ja
para realizacdo da calibracdo foi utilizado o padrdao de oxalato de calcio numa razao de

aquecimento de 10 °C.min™.
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4.2.2 Calorimetria Exploratéria Diferencial (DSC)

Por meio de uma célula calorimétrica de modelo DSC-50 (Shimadzu®), sob atmosfera
dindmica de O, (50 mL.min™), razdo de aquecimento 10 °C.min™ e intervalos de 25 a 250 °C
de temperatura, as curvas de DSC foram conseguidas. Utilizaram-se 2,00 + 0,10 mg de
amostra em cadinhos de aluminio fechados nas analises, sendo necessario avaliar a linha de
base do sistema através de curvas em branco. Ja para calibrar a célula, foi empregado o indio

metalico (T, = 156,6°C; Hyygso = 28,7 J.g-1 ), com pureza de 99,99%.
4.2.3 Espectroscopia na Regido do Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR)

Para avaliacdo espectroscopica foi utilizado um equipamento de FTIR-MIR
(PerkinElmer®), modelo 400, onde se aplicou a técnica de reflexdo total atenuada (ATR), com
resolugdo espectral de 4 cm™, média de 64 varreduras/espectro e no modo de transmitancia.
Os espectros obtidos foram provenientes apds as amostras serem colocadas com espatula
sobre o cristal de ATR, sem preparo preliminar. A anélise foi realizada numa regido de 4000 a
650 cm™, e seus espectros comparados aos disponibilizados na bibliografia. Ja a limpeza da
célula foi realizada com acetona entre cada ensaio, tendo em vista que se isso ndo ocorre as

interferéncias podem alterar o resultado final da analise.
4.2.4 Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE)

Na andlise cromatografica foi utilizado um HPLC Flexar (PerkinElmer®), equipado
com bomba quaterndria, forno, detector do tipo UV/visivel e sistema de processamento de
dados software Chromera® CDS. A fase mével foi composta por acetonitrila:agua (99:1 v/v),
com fluxo de 1 mL.min", mantida sob condi¢bes isocraticas, durante 15 minutos, com
deteccdo a 265 nm. E para a separacdo cromatografica foi utilizada a coluna C18, 2,6 pm, 50
mm x 300 mm (Phenomenex®), mantida em temperatura de 40 °C. As amostras foram
injetadas em volumes de 10 pL e analisadas em triplicata. Além disso, todas as solucoes
padrdo e amostras analisadas foram filtradas em filtros de 0,45 pm antes de serem colocadas

nos vials e serem injetadas.
4.2.5 Desenvolvimento e validacdo da metodologia

A validacdo do método analitico foi realizada com base na RDC n° 166, de 24 de julho

de 2017, que é a mais recente disponibilizada pela ANVISA e institui as mais atuais diretrizes
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necessarias para validacdo de um método analitico, incluindo seus parametros e etapas

(BRASIL, 2017).
4.2.5.1 Preparo de solugdo-mde e solugdes de trabalho

A solugdo-mae da vitamina D foi preparada a fim de se obter uma concentracdo de
1000 mg.mL™. Inicialmente foram pesados 10 mg de vitamina D, em seguida a mesma foi
dissolvida em um pouco de metanol grau HPLC, submetida 15 minutos no ultrassom e
transferida para um baldo volumétrico de 10 mL. Posteriormente, completou-se as 10 mL com
o metanol, fez-se a transferéncia para um frasco ambar e a mesma foi armazenada sob
refrigeracao (2-8 °C). Tendo em vista sua baixa fotoestabilidade, as solucdes de trabalho
foram preparadas no mesmo dia.

As solugoes de trabalho foram preparadas a partir da solu¢do-mae nas concentracoes
2,0, 3,0, 4,0, 5,0, 6,0 e 7,0 pg.mL™". Para isso, foram pipetadas 20, 30, 40, 50, 60 e 70 pL. em 6
diferentes baldes de 10 mL, e em seguida foram completados com metanol grau HPLC.
Prontamente as mesmas solu¢des foram colocadas em vials, utilizando o auxilio de seringas e

filtros de membrana microporosa de 0,45 pm para HPLC.
4.2.5.2 Seletividade

Tendo em vista que esse parametro se baseia na avaliacdo da capacidade do método
identificar o analito, mesmo que na presenca de impurezas, solventes e outros interferentes, a

seletividade foi avaliada através da deteccao de pureza de pico (BRASIL, 2017).
4.2.5.3 Linearidade

A linearidade busca avaliar se 0 método reproduz os resultados esperados na curva,
com base nas concentragdes presentes nas amostras. Sabendo-se que as seis concentragoes de
vitamina D utilizadas foram: 2,0, 3,0, 4,0, 5,0, 6,0 e 7,0 pg.mL", e com o objetivo de obter
uma curva analitica linear, foi necessario calcular o coeficiente de variacdo (CV) e o
coeficiente de determinacdo (r?), que deve sempre resultar em um valor igual ou maior que

0,99 (BRASIL, 2017).
4.2.5.4 Precisdo

A precisdo fornece dados com relacdo a capacidade que o método tem de reproduzir,

sob as mesmas condicOes, resultados proximos, ou ndo. Esse parametro é obtido através do
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desvio padrao relativo (DPR), ou seja, através da relacdao entre os desvio verificado entre os
resultados e sua média (BRASIL, 2017).

Com a finalidade de determinar o nivel de precisdo do método na quantificacao da
vitamina D, foram realizadas trés determinacGes de diferentes niveis, baixo, médio e alto,
sendo eles 2,0, 4,0 e 6,0 pg.mL", respectivamente. A precisdo foi determinada através da
precisao intermediaria (precisdao interdia e precisdo interanalista), com as mesmas
concentracoes das solucdes e condicOes experimentais, para que fosse se obtivessem os

valores médios, desvios padroes relativos (DPR) e valores de exatiddo correspondentes.
4.2.5.5 Exatiddo

Como a exatiddo é um parametro que determina o grau de concordancia entre 0s
valores reais e o valor teérico foram realizadas analises em triplicata dos pontos baixo, médio
e alto, totalizando nove corridas cromatograficas. Apos o término dos ensaios foram calculado
os valores percentuais, com base nas concentragdes experimentais e tedricas da vitamina D

(BRASIL, 2017).
4.2.5.6 Limite de detec¢do (LD) e limite de quantificagdo (LQ)

Os limites de deteccao (LD) e de quantificacdo (LQ) foram determinados de acordo
com as instru¢des contidas na RDC n° 166 de julho de 2017, utilizando-se os parametros da

curva de calibracao.
4.2.5.7 Robustez

Como a robustez visa submeter o método a diferentes condi¢cdes para avaliar o quanto
que ele resiste e consegue, ainda assim realizar a quantificacdo foi utilizado como base uma
adaptacdo do teste de Youden, onde foram escolhidos 3 parametros para serem modificados:

(RELACRE, 2000; BRASIL, 2017)

Tabela 1 - Parametros de robustez modificados e variagoes.

Parametro Identificacao Padrao Variacao
Comprimento de onda (nm) A 265 260-270
Temperatura (°C) B 40 38-42
Vazdo (mL.min™) C 1 0,08-0,12

Fonte: Dados da pesquisa, 2022.
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Foram determinados 3 parametros para a analise da robustez, estes foram submetidos a
variacOes acima e abaixo do seu valor padrdo, que foi definido inicialmente para o restante da
validacdo. Foram realizadas corridas cromatograficas para cada variacdo, nos trés niveis

estabelecidos, em triplicata para cada nivel.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 Termogravimetria (TG)

O termograma TGA da vitamina D; (Figura 3) demonstrou que em 236 °C acontece
evento de degradacdo térmica de etapa unica, que ocorre na faixa entre 236 e 334 °C,
correspondendo com o que MEDEIROS (2013) e STANKIEWSKI (2017) observaram.
Enquanto que o TG-DTG mostrou a ocorréncia de um unico pico, com duas etapas de
decomposicdo sobrepostas, com temperaturas maximas de degradacao térmica de 309 e 322
°C (A,5,=91,76), respectivamente, fornecendo um residuo de 0,48 mg ao final da analise.
Sendo assim, a vitamina D; é estavel termicamente até 219 °C e sofre degradacdo térmica
entre 236 e 334 °C.

Figura 3 - Curvas TG/DTG da vitamina Ds.,
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Fonte: Dados da pesquisa, 2022.
5.2 Calorimetria Exploratéria Diferencial (DSC)

A andlise térmica proveniente do DSC (Figura 4) é compativel com os resultados do
TG, que mostram um unico pico, tendo em vista que segundo o pico endotérmico apresentado
em 257 °C é de caracteristica variavel e pode aparecer devido a decomposigao da substancia.

J& o primeiro pico, apresentado na regido de 84 °C no DTG, corresponde ao ponto de fusao,
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coincidindo com o TGA, que mostra perda de massa, o que condiz com o relatado na
literatura para a vitamina D5, que sugere sua presenca entre 83,0 e 86,0 °C (STANKIEWSKI,
2017; TRIVEDI, 2021). A entalpia desse processo endotérmico de fusdo foi de -34,88 J.g™,

enquanto que a condizente ao segundo evento foi de -168,53 J.g™.
Figura 4 - Termograma obtido por DSC da vitamina Ds.
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Fonte: Dados da pesquisa, 2022.
5.3 Espectroscopia na Regiao do Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR)

O espectro da vitamina D; (Figura 5) expressa a presenca de deformacdes axiais
(estiramentos). Na regido de 3410 cm™ foi observada uma banda de intensidade moderada
sugestiva de estiramento de O-H livre, em 3162 cm™ foi observada uma banda de fraca
intensidade sugestiva de grupamento C-H aromético, em 2905 e 2710 cm™ bandas de
intensidade moderada indicativos de estiramentos C-H alifaticos, em 1690 cm™ banda de
baixa intensidade sugestiva de estiramento C=C, e também foram visualizadas bandas em

1491 e 1485 cm™ sugestivas de estiramento C=C aromatico.
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Figura 5 - Espectro de absorcdo na regidao do infravermelho médio para a vitamina Ds.
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Fonte: Dados da pesquisa, 2022.

A técnica de FTIR é bastante relevante no monitoramento e fundamentacdo das
justificativas de mudanca de propriedade e atividade. Nesse caso, as bandas obtidas
corresponderam com as existentes na literatura, que contém espectros de infravermelho da

vitamina D, contribuindo para afirmar a qualidade do insumo utilizado nas analises
(TRIVEDI, 2021).

5.4 Desenvolvimento e validacao da metodologia

O método de Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) foi o escolhido para
ser validado na quantificagdo de vitamina D. Para realizar a detecgdo, o arranjo de fotodiodos

e a andlise da pureza do pico cromatografico foram escolhidos.
5.4.1 Seletividade

Esse parametro foi avaliado através da andlise da pureza de pico da vitamina D,
paralelamente com pesquisa da presenca, ou ndo, de residuos existentes no material. Como

resultado ndo foi observada a presenca de nenhum residuo que caracterize o analito como
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impuro, tendo o mesmo apresentado pureza de pico de 1,04 (Figura 6), apresentando-se na
faixa ideal do aparelho (HPLC Flexar da PerkinElmer®), que é de até 5,0. Logo, o método é

seletivo pois foi capaz de identificar a presenca da vitamina Ds.

Figura 6 - Cromatograma da vitamina Ds.
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Fonte: Dados da pesquisa, 2022.
5.4.2 Linearidade

Para a andlise desse parametro foi elaborada uma curvs de calibracdo, com 6 niveis de
concentragdo (Tabela 2). Por meio do Programa Microsoft Excel®, foi possivel observar que
os valores reais obtidos foram correspondentes aos valores de concentracao tedricos da
vitamina D. Por meio da obtengdo da equacdo da reta teve-se o coeficiente de determinagdo r?
= 0,991 (Figura 7), apresentando-se na faixa exigida pela legislagdo sanitdria vigente (r* >
0,99) , o que é confirmado através dos DPRs calculados para cada nivel, que ndo excedem o

limiar aceitavel de 5% (BRASIL, 2017).
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Figura 7 - Curva analitica de calibracao da vitamina Ds.
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Fonte: Dados da pesquisa, 2022.

Tabela 2 - Dados obtidos das areas para construcdo da curva analitica da vitamina D.

Nivel Concentra¢do/pg.mL"! Area Média DPR (%)

278343,0

1 2,0 277102,0 277689,0 0,22
2776220
500033,0

2 3,0 490612,0 496699,0 1,02
498552,0
736489,0

3 4,0 735867,0 737325,7 0,27
739621,0
1095863,0

4 5,0 1091140,0 1096704,7 0,55
1103111,0
1315480,0

5 6,0 1308499,0 1314037,7 0,38
1318134,0
1473800,0

6 7,0 1475400,0 1487035,3 1,45
1511906,0

Fonte: Dados da pesquisa, 2022.

5.4.3 Precisdo

A precisao foi determinada com andlise de 3 niveis (baixo, médio e alto, sendo 2,0, 4,0

e 7,0 pg.mL", respectivamente) em triplicata utilizando a precisdo intermedidria (precisdo
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interdia e precisdo interanalista). Com base na analise dos dados, observou-se que as amostras
apresentaram um DPR de 0,013 a 3,26% e, tanto a interdia (Tabela 3) como a interanalista
(Tabela 4), tal qual exatidoes abaixo de 5% encontrando-se na faixa exigida pela ANVISA,
que é de até 5%. Dessa forma, o método pode ser considerado preciso, ndo sofrendo

interferéncia relevante pelo dia nem pelo analista que conduz a analise (BRASIL, 2017).

Tabela 3 - Precisao interdia dos 3 niveis de concentracdo estabelecidos.

Dia 1 Dia 2
Nivel C"(‘}‘fg‘fl‘:fi‘g“ Exatido (%) C"(‘}‘l‘;‘fl‘:ﬁ‘g“ Exatido (%)
2,07 35 2,04 2.0
Baixo 2,03 15 2,09 45
2,04 20 2,09 45
Média 2,046 2,07
DP 0,0208 0,029
DPR (%) 1,02 1,45
3,85 3,75 3,99 0,25
Médio 3.85 3.75 4,19 4,75
3,86 35 3,94 1,5
Média 3,85 4,04
DP 0,058 0,132
DPR (%) 0,15 3.26
6,14 233 6,20 3,33
Alto 6,11 1.83 6,22 3,66
6,15 25 6,00 0
Média 6,13 6,14
DP 0,0208 0,122
DPR (%) 0,34 1,98

Fonte: Dados da pesquisa, 2022.

Tabela 4 - Precisdo interanalista dos 3 niveis de concentragdo estabelecidos.

Analista 1 Analista 2
Mgl COOTEED g aresgs) 0 COODIEED g s (0s)
(pg-mL") (pg-mL")
2,07 35 2,09 45
Baixo 2,03 1,5 2,02 1,0
2,04 2,0 2,09 45
Média 2,046 2,066
DP 0,0208 0,0404
DPR (%) 1,02 0,02
3,85 3,75 381 4,75

Médio 3,85 3,75 3,82 4,5
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3,86 3,5 3,90 2,5
Média 3,85 3,84
DP 0,058 0,05
DPR (%) 0,15 0,013
6,14 2,33 6,01 0,17
Alto 6,11 1,83 5,80 3,33
6,15 2,5 5,92 1,33
Média 6,13 5,91
DP 0,0208 0,105
DPR (%) 0,34 1,78

Fonte: Dados da pesquisa, 2022.
5.4.4 Exatiddo

Para a determinacdo da exatiddo também se fez o uso dos mesmos 3 niveis de
concentracdo (baixo, médio e alto). Logo, tendo em vista que a ANVISA exige uma exatidado
de até 5% e os valores obtidos foram de 0,75 a 1,09% (Tabela 5), seus resultados
apresentaram-se em conformidade com a legislacdo sanitaria vigente. Assim, o método em

validacdo é considerado um método exato (BRASIL, 2017).

Tabela 5 - Exatidao dos 3 niveis de concentracdo estabelecidos.

Nivel Concentracdo teorica  Média da concentracao Exatidao DPR

(pg.mL™) experimental (pg.mL™") (%) (%)
Baixo 2,0 2,0525 2,625 1,09
Médio 4,0 3,8617 3,4575 0,45
Alto 6,0 6,1626 2,71 0,75

Fonte: Dados da pesquisa, 2022.
5.4.5 Limite de detecgdo (LD) e limite de quantificacdo (LQ)

Com base na curva de calibracdo fez-se a determinacao dos limites de quantificacdo e
detecgdo, onde LD = 0,86 pg.mL™ e LQ = 1,26 pg.mL™. Com isso, é possivel observar que
estes apresentaram-se abaixo de 5% dos limites exigidos para um nivel de 95%. Além disso,
os LD tiveram resultados menores que os L.Q, como esperado, sendo possivel afirmar que o

método é sensivel e assim capaz de cumprir com o objetivo proposto.
5.4.6 Robustez

Apés as andlises cromatograficas para a avaliacdo da variacdao dos 3 parametros
estabelecidos (Tabelas 6, 7 e 8) com base no teste de Youden, os seguintes resultados foram

analisados a fim de determinar se o método é robusto ou ndo.
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Tabela 6 - Dados da variacao do parametro comprimento de onda (260 e 270 nm).

260nm 270nm
Nivel C"(‘l‘lfgel‘:giga" Exatiddo (%) C"(i‘:;l‘:{ﬁﬁa" Exatiddo (%)
1,99 0,5 1,92 4
Baixo 1,93 3,5 1,96 2
1,94 3 1,98 1
Média 1,95 1,95
DP 0,032 0,03
DPR (%) 0,016 0,015
3,98 0,05 3,93 1,75
Médio 3,81 4,75 4,06 1,5
3,85 3,75 4,01 0,25
Média 3,88 4
DP 0,09 0,065
DPR (%) 0,023 0,016
5,70 5 5,84 2,67
Alto 5,78 3,67 5,95 0,83
5,73 4,5 6,03 0,5
Média 5,74 5,94
DP 0,04 0,095
DPR (%) 0,007 0,016
Fonte: Dados da pesquisa, 2022.
Tabela 7 - Dados da variacdao do parametro temperatura (38 e 42 °C).
38 °C 42 °C
Nivel C"(;‘;::I‘;i‘;a“ Exatidio (%) C"(‘l‘l‘;‘:{i‘;’a° Exatidio (%)
1,95 2,5 2,07 3,5
Baixo 1,90 5 2,08 4
1,93 3,5 2,06 3
Média 1,93 2,07
DP 0,025 0,01
DPR (%) 1,3 0,005
4,09 2,25 4,31 7,75
Médio 4,16 4 3,98 0,05
4,17 4,25 3,94 1,5
Média 4,14 4,08
DP 0,0436 0,203
DPR (%) 0,0105 0,05
6,06 1 6,06 1
Alto 5,84 2,67 6,01 0,17
5,71 4,83 6,07 1,17
Média 5,87 6,05
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DP 0,177 0,032
DPR (%) 0,03 0,005

Fonte: Dados da pesquisa, 2022.

Tabela 8 - Dados da variagdo do parametro vazdo (0,08 e 0,12 mL,min™).

0,08 mL.min! 0,12 mL.min!
N | COICEUERD  garms gy CONEEED g gre o
(pg-mL") (pg-mL")
1,97 1,5 1,93 35
Baixo 1,90 5 1,95 25
1,99 0,5 1,97 1,5
Média 1,95 1,95
DP 0,047 0,02
DPR (%) 0,024 0,0103
4,03 0,75 4,02 0,5
Médio 4,06 1,5 4,09 225
4,04 1 4,06 1,5
Média 4,04 4,06
DP 0,0153 0,035
DPR (%) 0,004 0,009
5,84 2,67 6,19 3,17
Alto 6,00 0 6,23 3,83
6,13 2,17 6,19 3,17
Média 5,99 6,2
DP 0,145 0,023
DPR (%) 0,024 0,004

Fonte: Dados da pesquisa, 2022.

Fundamentando-se nos dados resultantes das variac0es sugeridas, o método
apresenta-se como um método robusto, ja que ndo apresentou DPR excedente para nenhum
parametro que foi modificado. Sendo assim, o método validado é capaz de resistir a pequenas

variagOes dos trés parametros avaliados: comprimento de onda, temperatura e vazao.
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6 CONSIDERACOES FINAIS

O resultados provenientes dos experimentos realizados complementarmente a
validagcdo, como TG, DSC e FTIR, mostraram caracterizacoes condizentes com o que esta
presente na literatura para a vitamina D;, promovendo a confirmacdo que o insumo
farmacéutico utilizado no desenvolvimento e validacdo do método se adequou tecnicamente,
por meio da caracterizacdo, para que as posteriores andlises fossem realizadas. O
desenvolvimento e validacdo do método analitico foi possivel pois todas as etapas presentes
na RDC n° 166, de 24 de julho de 2017, que foram testadas resultaram em dados que estavam
em conformidade com a resolucdo, contribuindo para que a metodologia fosse validada. Logo,
considerando que ndo existem leis nacionais que regularizem de forma exigente o
desenvolvimento e comercializacdo de suplementos nutricionais, e tendo em vista o impacto
que esse tipo de produto pode levar ao usudrio, o controle de qualidade, especialmente da
vitamina D, acrescenta de modo a incentivar que mais pesquisas e estudos sejam realizados.

Portanto, dando importancia aos expressivos dados com relacdo aos casos de
hipovitaminose D e de pessoas que fazem suplementacdo de vitamina D, o método validado
contribui cientificamente de modo que possa ser, posteriormente, aplicado a diferentes
produtos que ja foram aprovados pelas industrias farmacéuticas e ANVISA para
comercializacdo. Ja para a presente pesquisa a implementacdo de mais testes, como por
exemplo, um estudo de solubilidade e pré-formulacdao, bem como a caracterizacao por outras
técnicas, como Ressonancia Magnética Nuclear (RMN), Espectroscopia de Massas (EM) e
Difratometria de Raios X (DRX), surgem como perspectivas interessantes para serem

realizadas.
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