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RESUMO

A pimobendana (PMB) ¢ utilizada para o tratamento de primeira escolha para a
insuficiéncia cardiaca associado a outros farmacos, entretanto apresenta carateristicas
fisico-quimicas que dificultam a manipula¢do. O método desenvolvido e validado seguiu
as diretrizes da RDC n° 166/2017 (ANVISA), do guia ICH Q2(R1) e do Appendix F da
AOAC International. O método demonstrou linearidade na faixa de 2,0-14,0 pg/mL (r >
0,999), com limites de deteccdo e quantificacdo determinados em 0,12 pg/mL e 0,25
ng/mL, respectivamente. A precisdao apresentou desvio-padrdo relativo (DPR) inferior a
1,9%, e a exatidio apresentou recuperagdes entre 98,0-102,0%.Um método
espectrofotométrico UV/Vis simples, rdpido e econdmico foi desenvolvido e validado
para a quantificagao de PMB em formulagdes farmacéuticas solidas (capsulas) e liquidas
(solugdes orais anidras). A analise foi conduzida em espectro de ordem zero, empregando
solugdo de HCI 0,1 mol/L como solvente e comprimento de onda de maxima absor¢ao
em 329 nm. O método mostrou-se seletivo, robusto frente as variagdes deliberadas
avaliadas e plenamente aplicavel a analise de amostras comerciais, apresentando
resultados consistentes e concordantes com o teor rotulado. Dessa forma, o procedimento
desenvolvido atende aos requisitos regulatorios e se mostra adequado para analises
rotineiras em laboratorios de controle de qualidade.

Palavras-chave:Pimobendana, Validagdo analitica, Espectrofotometria UV/Vis,

Controle de qualidade, Formulagdes farmacéuticas.



ABSTRACT

Pimobendan (PMB) is used as a first-line treatment for heart failure, in combination with
other drugs; however, it presents physicochemical characteristics that make its
manipulation challenging. The developed and validated method followed the guidelines
of RDC No. 166/2017 (ANVISA), the ICH Q2(R1) guideline, and Appendix F of AOAC
International. The method demonstrated linearity over the range of 2.0-14.0 pg/mL (r >
0.999), with limits of detection and quantification determined at 0.12 pg/mL and 0.25
png/mL, respectively. Precision showed a relative standard deviation (RSD) below 1.9%,
and accuracy presented recoveries between 98.0-102.0%. A simple, rapid, and cost-
effective UV/Vis spectrophotometric method was developed and validated for the
quantification of PMB in solid (capsules) and liquid (anhydrous oral solutions)
pharmaceutical formulations. The analysis was performed using zero-order spectra,
employing 0.1 mol/L HCl solution as the solvent and a maximum absorption wavelength
at 329 nm. The method proved to be selective, robust against the evaluated deliberate
variations, and fully applicable to the analysis of commercial samples, yielding consistent
results in agreement with the labeled content. Therefore, the developed procedure meets
regulatory requirements and is suitable for routine analyses in quality control laboratories.
Keywords: Pimobendan, Analytical validation, UV/Vis spectrophotometry, Quality

control, Pharmaceutical formulations.



LISTA DE ABREVIATURAS

ANFARMAG: Associacao nacional dos farmacéuticos magistrais
ANVISA: Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria

AOAC: A4ssociation of Official Analytical Chemists

ATR: Reflectancia total atenuada

AST: Aspartato aminotransferase

ALT: Alanina aminotransferase

CDM: cardiopatia dilatada

DMSO: Dimetilsulféxido

DVMM: Doenga valvar mitral mixomatosa

DPR: Desvio padrao relativo

FTIR: Espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourrier
GGT: Gama-glutamiltransferase

HCI: Acido cloridrico

HPLC: Cromatografia liquida de alta eficiéncia

IC: Insuficiéncia cardiaca

ICC: Insuficiéncia cardiaca congestiva

ICH: International Conference on Harmonization

IECA: Inibidores da enzima conversora de angiotensina

IFA: Insumo farmacologico ativo

IN: Instru¢ao Normativa

INMETRO: Instituto Nacional de Metrologia, Normalizagdo e Qualidade Industrial
MAPA: Ministério da agropecudria e abastecimento.

NaOH: Hidroxido de Sédio

ng/L: Nanograma por litro

nm: Nanometro

ODMP: O-desmetil-Pimobendana

PDE3: Fosfodiesterase do tipo 3

PMB: Pimobendana

PIB: Produto Interno Bruto

RMN: Ressonancia magnética nuclear

SQRC: Substancia quimica de referéncia caracterizada



UV: Ultravioleta

10



Figura 1.
Figura 2.
Figura 3.
Figura 4.
Figura 5.
Figura 6.
Figura 7.
Figura 8.
Figura 9.

LISTA DE FIGURAS

Estrutura quimica da PMB.........ccccooiiiiiiieeeeeeeee e 14
Espectros UV-Vis da PMB........c.coooiiiiiiieeieeeeeeee e 28
Espectro FTIR-ATR da PMB.........ocoiiiiiiiiiieeeee e 29
Espectros de RMN'H da PMB (DMSO-ds) ....ccccvveriieiiieiieeiieiiecieeeieeeenes 30
Distribuigdo acido-base e microspécies da PMBi..........ccccoccvvevciieeciieecieeenee, 32
Curva analitica representativa da PMBi..........ccccoooiiiiiiiiiiiiceee e 33
Grafico dos residuos correspondente a curva analitica...........cceeevveereenenennen. 34
Espectros UV/Vis da PMB e dos placebos das formulagdes..............ccveeneee. 37
Superficies de resposta em 3D da absorbancia da PMB.............cccoeieenen. 41

11



LISTA DE TABELAS

Tabela 1. Informacgdes sobre os acidos cloridrico utilizado no teste de robustez........................ 19
Tabela 2. Solventes e solu¢des avaliados na sele¢ao do meio de dissolugao da PMB............... 22
Tabela 3. Composi¢ao dos excipientes presentes nas formulagdes solidas contendo PMB........ 23

Tabela 4. Composi¢ao dos excipientes presentes nas formulagoes liquidas contendo PMB......23
Tabela 5. Matriz experimental do delineamento fatorial 2* utilizado para a avaliagdo da
robustez do método, conforme planejado no software Design-Expert® 13.........cccccevvevveennnnnne. 27
Tabela 6. Principais bandas de absor¢do observadas no espectro FTIR-ATR da PMB e suas
AUTTDUIGORS. ... et ettt et ettt ettt e et e et eeett e e et e eeteeeetteeeteeeateeeeaseeeseesaseeesesenteseesseeenseensesensseeeesreas 29
Tabela 7. Principais sinais observados nos espectros de RMN'H da PMB e suas atribuigdes...30
Tabela 8. Selegdo de solventes para determinacdo espectrofotométrica da PMB....................... 31
Tabela 9. Parametros de regressdo linear das trés curvas analiticas independentes construidas
para avaliagao da linearidade...........ccoeouieiierieiieiee e 34
Tabela 10. Resultados de repetibilidade e precisao intermediaria para capsulas e solucao oral
anidra contendo PMB..........oooiiiiiii e bbb 35
Tabela 11. Valores experimentais obtidos no ensaio de exatiddo da forma farmacéutica liquida
através do método espectrofotomMELriCO PrOPOSLO. .....eerierrieruieeiieiirite ettt 36
Tabela 12. Valores experimentais obtidos no ensaio de exatiddo da forma farmacéutica liquida
através do método espectrofotomMELTiCO PrOPOSLO......eerieruierieeieeiirteeeeeteeee et e eeseee s 36
Tabela 13. Fatores e niveis avaliados no estudo de robustez do método espectrofotométrico
para determinag@o de PMB..........ccooiiiiiiiiieee et 38
Tabela 14. Resposta aos fatores e niveis avaliados no estudo de robustez do método
espectrofotométrico para determinagao de PMB...........cccvoiiiiiiniiiiiciceeeeeeeeee e 38
Tabela 15. Analise de variancia (ANOVA) do modelo 2FI para a resposta absorbancia na
AVAIACAOD A TODUSTEZ....c.eveieiiieeiee ettt ettt e e et e et e et e e eeteeeeteeeeaseeeteeeseeeenseeeenneeas 40
Tabela 16. Estatisticas de ajuste do modelo de robustez obtido no Design-Expert® 13............ 40
Tabela 17. Coeficientes estimados do modelo 2FI para a resposta absorbancia na avaliacdo da
TODUSERZ. ...ttt ettt ettt e et s b st a b s st e et s sttt ans et et berananees 41
Tabela 18. Resultados da analise de diferentes formulagdes contendo PMB utilizando o método

ESPECIrOfOtOMELIICO PrOPOSTO....vvieierieitieiiierteertteetesttesteesteestrestresebesteestseesbessaessseeesesteesseeseenssesnns 42

12



Sumario

1. INTRODUGAD ..ottt ettt ettt s s a s e s es b tese e s sns 15
B © ] o =15 1o 13RS 16
D O oY1=l n A o I = (=T - | £ PP 16
2.2 Objetivos ESPECITICOS .uuuriiieeiieee et 16
3. ReViSA0 de lItEratura......uei e s 17
3.1 Farmacia de Manipulagao Brasileira.......cccceeecuieeeieiiiie e 17
3.2 Pimobendana e a Insuficiéncia cardiaca Congestiva ........ccceeeveeveeeiiiiieeecniieee e 18
3.3 Pimobendana e 0s métodos cromatograficos.........cccveeeiiiiieeeiiieee e 20
A.MALErial € MELOUOS ...coouveiiiiiiiie ettt s e s e snneas 22
.1 REAGENTES .uieiiiiiiiiiiiieie e ceettrtees e e ettt ser e e e e e e etatab s e e e e eeeeaaaba e e eeeeeeaeabaaaaeeeaaaraees 22
A Lo [N T o =] g 1= ) (o L PP 22
4.3 Caracterizacdo da Matéria-prima .....c..eeeecciiiee i e e s e e e e earaee e 23
4.3.1 ESpectrosCopia UV-Vis .ottt ettt e e e e 23
4.3.2 Espectroscopia FTIR-ATR ..o 23
4.3.3 Ressondncia Magnética Nuclear (RMN TH).........c.coveeeeeeceeceeeeeeeieeeeeere e 24
4.4 Validacdo do método espectrofotomELriCo......cccceieiieccciiiieeeee e, 24

4.5 Selecao do solvente e determinagdo do comprimento de onda espectrofotométrico

........................................................................................................................................ 24
N ol e =T o - T o X e = E Yo ] [V Tolo =P 25
4.6.1 Preparacdo da Solucdo estoque para curva de calibragdo.......ccceevvveeeeeeeeeccnnnneee. 25
4.6.2 Preparacado da solucdo para RODUSLEZ.........uvvveeeeiiiiciiieeeee e 25
4.6.3 Preparacdo das solucoes para @ eXatid@0.....ccceeeeeeiercninreeeeee e e e 25
4.6.4 Preparacao das solugdes para seletividade.......ccoooiecciiiieeieiiiccceeeee e, 26
4.6.5 Preparacdo das solugOes para avaliacdo da precisSdo.....uueeeeeeeeieccvrveeeeeeeeeeenennnnee, 27
4.7 Parametros analitiCos .....c.cueeiiiiiiiiiieiiee e e s 27
A R T 1= T4 o = Lo [ PO PR PRSP 28
4.7.2 Limite de Detecgdo e Limite de QUantificagdo ........coeevrveerieeeeeiiciinireeeeeee e, 28
L B o =Tl 1Y o T PP UPPUPPPRRR 28
L B | o - T T U PR VR 29
4.7.5 SletiVIdAdE ....cooueieiiiiie e e e 29



A.7.6 RODUSEEZ ...t e et e e et e e e et tre e e e etre e e e seaeeeeeaass 30

5.ResuUltados € diSCUSSA0 ....civiiiiiiiiiiiiiiiie e e 31
5.1 Caracterizagdo da matéria-PRIMA PMB .......cocuiiiiiiiiieeeeeee et 31
5.1.1 ESPECLIO UV/VIS oottt tte e et e st e e e eaae e s eaaeesnaeesanneas 31
5.1.2 ESPECtro FTIR-ATR .. 32
5.1.3 Ressonancia Magnética Nuclear (RMN TH) ...ccviiveiiiiiiieeceececcee e 33
I AN =] L=Tor- To e o Y o] V7T o | (= U 35
5.3 Determinagao dO AMAX......ccccuieeeieiiieeeeiieeeeeeeiteeeesireeeeestreaeeseasaeeeeenssaeeeensseeessnssens 37
5.4 LIN@AIIAAUE ...ttt st st aneas 38
5.5 Limites de deteccdo (LD) e quantificagdo (LQ) ...eeeeeevreeeeiiiieeeeeiieee e 39
SN Ol L £=Tol 1 o TP SO PPOPPPPPOP 40
5.7 EXQEAE0 1ttt sttt s ae e sneeas 41
5.8 Sletividade .....cooiiiiiiiiiiiiee e e e 42
5.9 RODUSTEZ ...ttt ettt st s e st e s e snneas 43
5.10 Aplicabilidade do MEtOdo.........ccccuiiiieiiiiiee e e 48
6. CONCLUSAOD ...ttt ettt sttt et et et eae et ese s et eneeaenesaeteneesenens 49
7. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS........ooveveteeeeeereeeteteeseeeteeetessseseseseseesesesesesensesesssesessssnas 50

14



1. INTRODUCAO

As farmacias de manipulagdo desempenham papel crescente no cendrio
farmacéutico brasileiro, refletindo demanda ampliada por terapias individualizadas e
necessidade de rigor no controle de qualidade. De acordo com a Associagao Nacional dos
Farmacéuticos Magistrais, o setor apresentou expansdo continua nos ultimos anos,
reforcando a importancia de métodos analiticos simples, rapidos e acessiveis para garantir
a qualidade de formulagdes magistrais (ANFARMAG, 2024).

A pimobendana (PMB — Figura 1) ¢ um derivado benzimidazol-piridazinona
amplamente utilizado no tratamento da insuficiéncia cardiaca (IC) em caes, atuando por
mecanismo inotropico positivo associado a vasodilatagdo mediada pela inibi¢do da
fosfodiesterase III. Pelo seu perfil farmacoldgico favoravel, a PMB ¢ considerada um
farmaco de primeira escolha em diversas cardiomiopatias, como a doenga valvar mitral

mixomatosa e a miocardiopatia dilatada (Jerico, 2015; Keene et al., 2019).

Figura 1. Estrutura quimica da pimobendana (PMB).

N
\ OCH
CHs @ °

N
H

Fonte: Elaborada pelo autor no ChemDraw com base em dados de Rekis et al. (2018) e
ChemicalBook (2025)

Diversos métodos instrumentais de maior complexidade e de alta sensibilidade
estejam descritos para a determinacdo de PMB, incluindo cromatografia liquida de alta
eficiéncia (HPLC-DAD) e cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas
(LC-MS/MS), tais técnicas demandam infraestrutura sofisticada, maior custo operacional
e mao de obra especializada (Dobariya & Multani, 2013; Saenklub et al., 2022).
Alternativas modernas como a cromatografia em camada fina de alta performance
(HPTLC) também tém sido exploradas, sobretudo para formulacdes solidas (Bagul et al.,
2024).

No entanto, apesar da elevada precisao desses métodos, sua complexidade limita
a implementa¢do rotineira em laboratdrios magistrais e em estabelecimentos com
recursos mais restritos. Nesse contexto, a espectrofotometria UV/Vis apresenta-se como
ferramenta analitica estratégica, oferecendo rapidez, baixo custo, simplicidade
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operacional e adequada sensibilidade, desde que associada a caracterizagdo apropriada da
matéria-prima e a um processo de validagdo robusto. A adocdo de métodos
espectrofotométricos validados segundo normas nacionais (ANVISA RDC n°® 166/2017)
e internacionais (ICH Q2(R1); AOAC, 2017) representa alternativa viavel para o controle

de qualidade de formulag¢des farmacéuticas.

2. OBJETIVOS
2.1 OBJETIVOS GERAIS:

A pesquisa tem como objetivo desenvolver preparagdes farmacéuticas para uso
animal contendo pimobendana, avaliar a estabilidade dessas formulagdes e validar uma
metodologia analitica por UV/Vis para quantificacio do farmaco em diferentes
preparagdes. Essa iniciativa ¢ de suma importancia, uma vez que preenche uma lacuna
significativa na disponibilidade de métodos analiticos e no entendimento da estabilidade
e compatibilidade dessas formula¢des. Dessa forma, contribui para garantir a seguranca
e eficacia dos tratamentos veterinarios que envolvem PMB. Avangar nesse campo ¢
fundamental para atender as necessidades especificas da medicina veterinaria e oferecer

opgoes terapéuticas seguras e eficazes para os animais.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

v’ Realizar a caracterizagdo fisico-quimica do pimobendana e dos insumos
farmaceéuticos inertes que serao empregados no desenvolvimento das formulagdes
farmacéuticas de uso animal;

v Desenvolver e validar uma metodologia analitica para a quantificagdo do
pimobendana por UV/Vis aplicada as diferentes formas farmacéuticas;

v Desenvolver preparagdes farmacéuticas solidas (capsulas) e liquidas
(xarope/suspensdao) para a veiculagdo do pimobendana baseado na
compatibilidade fisico-quimica entre os componentes das formulagdes;

v’ Avaliar amostras comerciais de formula¢des contendo pimobendana com o

método desenvolvido e validado.

16



3. REVISAO DE LITERATURA
3.1 FARMACIA DE MANIPULACAO BRASILEIRA

O Conselho Federal de Farmacia na resolugdo n° 753/2023 atualizou as
atribuicdes e regulamentacdes da atuacdo do farmac€utico no setor magistral, que
segundo a associagdo de farmacé€uticos magistrais (Anfarmag) cresceu 17% entre 2016 e
2023 superando o ritmo o produto interno bruto (PIB) brasileiro que no mesmo periodo
foi de 15%. Outro levantamento importante ¢ que o Brasil possuia aproximadamente
8.700 farmécias com manipulacdo em 2023 e a expectativa de encerrar o ano de 2025
com mais de 9.800 unidades no pais inteiro, com uma distribui¢ao concentrada na regiao
sudeste e sul (70 % de todas as unidades).Todavia o maior crescimento se deu na regido
Nordeste com um aumento de 47% entre 2019 a 2023 enquanto o sudeste mais saturado
s0 alcancou um aumento de 7,4% no mesmo periodo de tempo, relativamente distante
dos 9,7% do crescimento nacional , demostrando que ainda existe um mercado a ser
explorado na regido Nordeste (ANFARMAG,2024).

O setor emprega aproximadamente 65 mil funcionarios com a massa salarial de
mais de 2 bilhdes de reais, um aumento de 23% em relacao aos dados anteriores, com um
lucro de 11 bilhdes de reais no ano de 2023.E importante salientar que o setor magistral
¢ majoritariamente feminino com 78%, enquanto os homens ocupam 22%, nessa
populagdo. Observa-se predomindncia de individuos com ensino médio completo,
corresponde a 77% do valor total e apenas 15% dos colaboradores tem ensino superior
completo incluindo os profissionais com mestrado e doutorado (ANFARMAG,2024).

O regime tributario do setor corresponde em 45% com a arrecadacgdo pelo Simples
Nacional e corresponde a 45,7 %, o Lucro Presumido com 16,7% e o Lucro Real em 25,6
% e a soma de arrecadacdo com aproximadamente 1,5 bilhdes de reais em impostos
(ANFARMAG,2024).

O setor magistral veterinario também cresceu e isso fica evidenciado quando o
setor regulador, representado em sua totalidade pela Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria (ANVISA) e Ministério da Agricultura e Pecuaria (MAPA), se preocupou em
regulamentar a produ¢do de medicamentos manipulados para animais com o decreto n°
5.053/2004 e a Instrugcdo Normativa (IN) n® 11/2005. Ambas tratam do regulamento que
estabelece a fiscalizacdo dos produtos de uso veterinario e dos estabelecimentos que os

fabricam ou comercializam, incluindo as fiscalizacdes aplicaveis aos estabelecimentos
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que manipulam esses produtos, incluindo as boas praticas de manipulacdo (BRASIL,

2004; BRASIL 2005).

3.2 PIMOBENDANA E A INSUFICIENCIA CARDIACA CONGESTIVA

A insuficiéncia cardiaca congestiva ¢ uma sindrome clinica multifatorial e nao
pode ser tratada como uma doenga isolada. Em caes ela se estabelece devido a doenga
valvar mitral mixomatosa (DVMM) ou a cardiopatia dilatada (CMD), o principal
tratamento ¢ o individualizado, para isso o médico veterinario se apoia nos achados
clinicos e o diagndstico ¢ baseado em exames complementares como o ecocardiograma,
eletrocardiograma e a radiografia toracica. O tratamento inclui os farmacos diuréticos,
digitalicos, inibidores da enzima conversora de angiotensina (IECA) e os inodilatadores
como a PMB (Petrus, 2019) (Aragjo et al., 2024).

A PMB farmaco utilizado para o tratamento de insuficiéncia cardiaca é um
derivado benzimidazol-piridazinona conhecido como inodilatador que possui um
mecanismo de acao principal, onde existe uma maior sensibiliza¢ao ao calcio intracelular
(Ca™) e a inibigdo da fosfodiesterase do tipo 3 (PDE3) (BOYLE; LEECH, 2012). Os
principais efeitos fisioldgicos observados ¢ o aumento da forca de contracdo (efeito
inotropico positivo) com a diminui¢do do consumo de oxigénio pelo miocardio, vale
ressaltar que em um coragdo em insuficiéncia observa-se a redugdo da resposta beta-
adrenérgica, por isso a sensibilizacdo do calcio € o principal mecanismo inotropico da
PMB. Ainda podemos destacar a vasodilatacao sist€émica por meio da inibi¢ao da PDE3,
diminuindo a concentragio de (Ca*?) livre no musculo liso vascular, podendo observar
uma vasodilatacdo arterial e venosa (Araujo et al., 2024).

A PMB foi liberada para uso oficialmente para caes, entretanto o uso off-label ja
vem relatado estudo em gatos e outas espécies (Boyle; Leech, 2012). Em caes, os estudos
sdo vastos e acontece a algumas décadas, sao utilizados principalmente para o tratamento
de DVMM e CDM (Aratjo et al., 2024), outros autores pesquisaram o uso associado do
PMB com outras drogas, buscando uma melhora do tratamento e assim um prognostico
melhor para o paciente e ainda demostra que o diagnostico tem que ser acompanhado de
exames complementares, ndo podendo ser apenas baseando em relato do tutor
evidenciando a importancia do acompanhamento com médico veterinario cardiologista

(Petrus, 2019).
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O uso off-label em gatos € pesquisado principalmente para o tratamento
cardiomiopatia hipertréfica ndo responsiva a taurina (Hambrook; Bennett, 2012). Porém,
€ controverso o seu uso pois sugere aumento da sobrevida porem nao demostra evidencias
conclusivas para se tornar o uso on-label, todavia existe a melhora da fungao atrial e uma
melhora hemodinamica (Baron Toaldo et al., 2020), por mais que seja seguro ¢ bem
tolerado e com uma base solida na farmacologia como existe para os cades, autores
diferentes sugerem que existe a necessidade mais estudos sobre a farmacocinética ¢ a
farmacodinamica quando administrado em gatos (Gordon et al., 2025).

Ainda existe na literatura artigos que demostram o uso de PMB em animais ndo
convencionais (a priori sdo animais que nao sdo considerados domésticos), um artigo
demostrou o uso do PMB em uma jaguatirica (Leopardus pardalis), que vivia sob
cuidados humanos, apds o diagnostico complementar com um ecocardiograma o
betabloqueador foi substituido por PMB associado com furosemida, aumentando a
estabilidade clinica do animal (Farsette et al., 2023).

Em equinos (Equus ferus caballus), estudos de farmacocinética em animais
saudaveis demostrou que apds a administracao oral as concentragdes plasmaticas foram
baixas e ndo foi encontrado o metabolito ativo da PMB (O-desmetil-pimobendana),
indicando baixa biodisponibilidade oral para essa espécie, como o farmaco nao atingiu
doses terapéuticas adequadas os autores sugeriam cautela antes do uso clinico da PMB
(Jula et al., 2025).

Estudos farmacocinéticos em coelhos (Oryctolagus cuniculus) indicaram que,
apesar da administracdo de doses superiores as preconizadas para caes e gatos, as
concentragdes plasmaticas permaneceram baixas. Entretanto, a detec¢do prolongada do
metabolito ativo (O-desmetil-pimobendana) na circulagdo, associada a boa tolerabilidade
clinica e a baixa incidéncia de efeitos adversos, sustenta o uso empirico da PMB, embora
estudos clinicos adicionais ainda sejam indispensaveis (Ozawa et al., 2022).

O estudo em aves (Amazona ventralis) foi pioneiro ao fornecer os primeiros dados
farmacocinéticos da PMB nessa espécie. Apesar do uso empirico prévio com doses
extrapoladas de caes e gatos, as diferencas fisiologicas entre aves e mamiferos tornam
essa extrapolagdo imprecisa. As concentragcdes plasmaticas foram insuficientes, com
absorc¢ao oral erratica, baixa biodisponibilidade e alta variabilidade individual, ndo sendo
possivel recomendar esquemas posoldgicos confiaveis para aves com base nos dados

atuais (Guzman et al., 2014).
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Em suinos (Sus scrofa domesticus) foi feito um estudo e foi avaliado os efeitos
hemodinamicos sistémicos da PMB e do seu metabolito ativo (O-desmetil-pimobendana)
e os resultados demostraram um aumento significativo na contratilidade cardiaca e na
redugdo da resisténcia vascular sistémica, confirmando o perfil inodilatador do farmaco,
os autores concluiram também que o efeito inotropico envolve o sistema B-adrenergico
(Duncker et al., 1987).

Em furdes (Mustela putorius furo) de meia idade e idosos, doengas cardiacas sao
frequentes principalmente a cardiopatia dilatada, contudo quase a totalidade dos farmacos
utilizado para essa espécie o uso € off-label, varios parametros bioquimicos foram
avaliados (ureia, creatinina, proteinas totais, bilirrubina, ALT, AST, GGT, glicose), os
furdes permaneceram saudaveis durante o estudo, os autores ndao observaram sinais
clinicos adversos relacionados a administracao da PMB, as doses utilizadas foram doses
utilizadas em caes e ainda foi feito estudo com doses maiores e a conclusdo dos autores
foi que a PMB ¢ bem tolerada nessa espécie, pois nao induziu alteragdes graves em uso
continuo entretanto ndo foi avaliado a eficdcia terapéutica apenas a segurang¢a do fairmaco
(Hermans et al., 2008).

Outros estudos recentes tém demonstrado que a PMB apresenta efeitos
farmacologicos que extrapolam sua agdo cldssica como inodilatador. Nesse contexto,
identificaram a PMB como um potente inibidor da transcri¢cdo e replicacdo do virus da
hepatite B (HBV), a partir de um rastreamento de farmacos aprovados pelo FDA. O
farmaco promoveu reducdo significativa e dose-dependente dos niveis de antigeno de
superficie do HBV (HBsAg), bem como dos RNAs virais € do DNA do core viral, tanto
em modelos celulares quanto em camundongos transgénicos para HBV (Yuan et al.,

2022).

3.3 PIMOBENDANA E OS METODOS CROMATOGRAFICOS

Do ponto de vista analitico, a PMB apresenta desafios relacionados a sua baixa
solubilidade em meio aquoso, a presenca de metabolitos farmacologicamente ativos
especialmente a O-desmetil-pimobendana (ODMP), e a necessidade de quantificagdo em
diferentes matrizes, como formas farmacéuticas solidas, solu¢des orais, sistemas de
liberacao modificada e matrizes bioldgicas (Asakura et al., 1993; Kuriya et al., 2000).

A cromatografia liquida de alta eficiéncia com detecc¢do na regido do ultravioleta
(HPLC-UV) constitui o método mais amplamente utilizado para a quantificacdo da PMB
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em formas farmacéuticas. Essa ampla aplicabilidade esta associada a elevada robustez do
método, a simplicidade operacional, ao custo relativamente reduzido e a facilidade de
validacdo em conformidade com as diretrizes regulatérias vigentes (Dobariya; Multani,
2013).

Na literatura a maioria dos métodos descritos para quantificagdo de PMB
empregam colunas de fase reversa do tipo C18, com fases moveis compostas por misturas
de solventes organicos, associados a fases aquosas acidificadas, com ajuste do pH. Isso
favorece a simetria dos picos cromatograficos ¢ o tempo de retencdo adequados
(Dobariya; Multani, 2013; Ledo et al., 2024).

Além disso, métodos HPLC-UV sdo amplamente utilizados como métodos para
estudos de estabilidade, permitindo a avaliagdo da degradacdo da PMB em condicdes de
hidrolise acido, basico, € com separacdo adequada entre o farmaco e seus produtos de
degradagdo (Gudapatl et al., 2020).

Ainda ¢ importante ressaltar que métodos para a quantificacio da PMB em
sistemas inovadores ja sdo utilizados, em um estudo recente um método foi validado
utilizando HPLC-UYV para a determina¢do do teor e para ensaios de liberagdo em formas
farmacéuticas impressas em 3D, demostrando que a técnica € linear, precisa, especifica
para matrizes complexas e robusta o suficiente para atender as normas regulatorias (Ledo
et al., 2024).

Entretanto para estudos farmacocinéticos, de bioequivaléncia e de
biotransformacao, os métodos em cromatografia liquida (LC) acoplado a espectrometria
de massas (LC-MS) sdo mais aplicaveis pois sdo mais sensiveis e conseguem detectar e
quantificar a0 mesmo tempo concentracdes na faixa de nanograma por litro (ng/L)
demostrando que para matrizes biologicas como o plasma requer uma seletividade mais
precisa por conta da presenga dos metabolitos ativo da PMB e assim fornecendo dados
mais robustos para esses estudos. Além disso, métodos LC-MS tém sido amplamente
utilizados para estudos indicativos de estabilidade, possibilitando a avaliacdo da
degradag¢do da PMB (Saengklub et al., 2022).

Outros métodos descritos foram baseados em se utilizar o HPLC com deteccao
por fluorescéncia para a quantificagcdo do metabolito ativo da PMB (ODMP), esses
métodos apresentam sensibilidade superior 4 detec¢do por UV, permitindo a

quantificagdo da ODMP em sistemas bioldgicos, como os microssosas hepaticos de ratos,
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com limites de detec¢do extremamente baixos. Entretando a técnica de fluorescéncia tem
pouca aplicabilidade em controle de qualidade (Kuriya et al., 2000).

E importante lembrar que a PMB ¢ um farmaco que possui centro quiral, com isso
métodos quirais para a separacdo dos enantidmeros vem sendo estudado também, pois
permite também a deteccdo e a quantificacio do ODMP enantidmero e para isso sdo
utilizadas colunas cromatograficas com silicas quirais, associados a deteccdo por
fluorescéncia. Todavia esses métodos apresentam elevada complexidade e tem a sua
aplicacdo restrita o que torna o método inviavel para a aplicagdo nas analises de rotina ou

nos ensaios de controle de qualidade (Asakura et al., 1993).

4.MATERIAL E METODOS
4.1 REAGENTES

A PMB utilizada como substancia quimica de referéncia caracterizada (SQRC)
foi obtida da CoperVet® (lote com pureza de 98,3%), sendo caracterizada previamente
para confirmagdo de identidade e adequagdo ao uso analitico. Amostras comerciais em
capsulas e solugdes orais ndo aquosas foram adquiridas do comércio nacional brasileiro.
Utilizou-se agua purificada (sistema OS50 LX — Gehaka®) e solucdo de 4acido cloridrico
(HC1) 0,1 mol/L preparada a partir de reagentes de diferentes fabricantes, empregados no

estudo de robustez (Tabela 1).

Tabela 1: Informagdes sobre os acidos cloridrico utilizado no teste de robustez

Data de Data de
Marca Fabricante Lote
Fabricacao Validade
A Neon 2203301914 Julho/2022 Junho/2026
B Exodo 63171 Abril/2022 Abril/2028
Synth 261980 Maio/2023 Maio/2026

Fonte: Elaborada pelo autor

4.2 EQUIPAMENTOS

As andlises foram realizadas em espectrofotdometro UV-Vis Thermo Scientific®
Evolution 60® (Madison-WI, EUA), operado com software VisionLite®, utilizando
cubetas de quartzo de 1 cm. Para o preparo das solugdes, empregou-se balanca analitica

AUY220 (Shimadzu®, Brasil) e banho ultrassénico Ultracleaner 1400 (Unique®, Brasil).
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4.3 CARACTERIZACAO DA MATERIA-PRIMA

A caracterizagdo fisico-quimica da PMB empregada nos experimentos foi
conduzida com o objetivo de confirmar a identidade estrutural do insumo farmacéutico
ativo (IFA) e garantir a adequacao de sua utilizacdo no desenvolvimento e validacao do
método analitico proposto. A andlise da matéria-prima ¢ fundamental, considerando que
o farmaco apresenta polimorfismo significativo, com mais de trés formas cristalinas ja
descritas na literatura (Rekis et al., 2018), podendo impactar propriedades fisico-quimicas
e comportamento espectral.

Para essa finalidade, foram utilizadas técnicas espectroscopicas complementares
amplamente reconhecidas para elucidagdo estrutural, incluindo espectroscopia na regido
do ultravioleta (UV-Vis), espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier
com reflectancia total atenuada (FTIR-ATR) e ressonancia magnética nuclear (RMN) de
'H, conforme recomendagdes do INMETRO (2020) e referéncias classicas de

caracterizagdo de substancias organicas (Pavia et al., 2010; Boeren et al., 2014).

4.3.1 ESPECTROSCOPIA UV-VIS

Os espectros UV-Vis da PMB foram registrados no intervalo de 200 a 400 nm
utilizando solugdes de 8,0 pg/mL preparadas em metanol e em HCI 0,1 mol/L, seguindo
os procedimentos instrumentais descritos na Se¢ao 3.5. Esses espectros foram utilizados
para fins de caracterizacao do padrdo e para subsidiar a escolha do comprimento de onda

analitico, posteriormente apresentada na Se¢ao 3.5 (Dobariya; Multani, 2013).

4.3.2 ESPECTROSCOPIA FTIR-ATR

As andlises de espectroscopia no infravermelho com transformada de Fourier
(FTIR) foram realizadas em espectrdmetro Thermo Scientific” Nicolet iS5, utilizando
acessorio de reflectincia total atenuada (ATR) e software OMNIC™ 7.3 para aquisi¢io e
processamento dos dados. Os espectros foram registrados na faixa de 400 a 4000 cm™,
com resolucao de 4 cm™ e 32 varreduras acumuladas. As bandas obtidas foram utilizadas
para confirmag¢do da identidade do farmaco, e seus resultados sao apresentados na Secao

4.1.2 (Chernienko et al., 2024).
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4.3.3 RESSONANCIA MAGNETICA NUCLEAR (RMN 'H)

Os espectros de RMN de 'H foram obtidos em espectrometros Bruker Avance Neo
500 (500 MHz para 'H), equipado com sonda multinuclear Smart Probe de 5 mm com
gradiente no eixo Z. Para a caracterizacdo da PMB, os espectros de RMN de 'H foram
registrados em espectrometro de alta resolu¢ao operando a 500 MHz, utilizando DMSO-
ds como solventes e tetrametilsilano (TMS) ou o sinal residual do solvente como
referéncia interna. Os dados espectrais foram empregados para confirmar a estrutura
molecular da substancia, sendo suas atribui¢cdes quimicas discutidas na Se¢ao 5.1.3. O
processamento dos dados foi realizado no software TopSpin 1.3 (Bruker) (Santos;

Colnago, 2013).

4.4 VALIDACAO DO METODO ESPECTROFOTOMETRICO

O método espectrofotométrico foi validado de acordo com a Resolugdo da
Diretoria Colegiada (RDC) n° 166, de 24 de julho de 2017, da Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (ANVISA,2017), bem como segundo as diretrizes internacionais do
guia Q2(R1) do International Council for Harmonisation of Technical Requirements for
Pharmaceuticals for Human Use (ICH) e do Official Methods of Analysis (Appendix F)
da AOAC INTERNATIONAL. As andlises estatisticas foram realizadas com auxilio dos
softwares Microsoft Excel®, OriginPro® 8.5 e Design-Expert® 13 (Stat-Ease Inc.).

Os parametros avaliados incluiram: linearidade, limites de detec¢do (LD) e
quantificagdo (LQ), precisdao (repetibilidade e precisdo intermediaria), exatidao,

seletividade e robustez.

4.5 SELECAO DO SOLVENTE E DETERMINACAO DO COMPRIMENTO DE ONDA
ESPECTROFOTOMETRICO

A selecdo do solvente foi realizada por meio da avaliagdo dos espectros de
absorbancia da PMB (8,0 pg/mL) em diferentes meios, incluindo acetonitrila, etanol,
metanol, agua purificada, solu¢des de HCI (0,01 a 1,0 mol/L) e solu¢do de NaOH 0,5
mol/L. Para cada solvente, foram registrados espectros UV-Vis na faixa de 200 a 400 nm,
com o objetivo de caracterizar o comportamento espectral da PMB e auxiliar na
identificacdo do comprimento de onda de méxima absor¢do (Amax) em cada meio. Os

solventes avaliados encontram-se apresentados na Tabela 2.
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Tabela 2: Solventes e solugdes avaliados na selecdo do meio de dissolugdo da PMB (8,0 pg/mL).

Solventes pH
Acetonitrila PA *
Etanol PA *
Metanol PA *
Agua purificada 5,45
0,01 mol/L HCI 2,10
0,1 mol/L HCI 1,23
1,0 mol/L HCI 0,25
0,5 mol/L NaOH 13,45

*: Ndo determinado. Fonte: Elaborada pelo autor

4.6 PREPARO DAS SOLUCOES

4.6.1 PREPARACAO DA SOLUCAO ESTOQUE PARA CURVA DE CALIBRACAO
Pesaram-se 20,0 mg da PMB padrao (SQRC) e transferiu para baldo volumétrico

de 100 mL. Adiciou-se 10 mL de metanol e a dispersao foi realizada em um banho de

ultrassom por 10 minutos até completa solubilizagdo. Em seguida, o volume foi

completado até o menisco com solu¢do de HCI 0,1 mol/L, obtendo-se a solugao-estoque

(200,0 ng/mL) que em seguida dilui¢des adequadas foram preparadas para obtengao dos

niveis de 2,0 a 14,0 ng/mL utilizados na curva analitica.

4.6.2 PREPARACAO DA SOLUCAO PARA ROBUSTEZ

Para os ensaios de robustez (Se¢do 4.7.6), preparou-se uma solucao padrao de 8,0
png/mL da PMB a partir da solucao-estoque, utilizando as trés marcas comerciais de HCI
listadas na Tabela 1. Variaram-se deliberadamente os fatores: concentracdo do acido
(0,09-0,11 mol/L), comprimento de onda (327-331 nm) e fabricante do HCI, conforme

planejamento fatorial 2* descrito no item 4.7.6.

4.6.3 PREPARACAO DAS SOLUCOES PARA A EXATIDAO

Para o ensaio de recuperagao (Segdo 3.7.4), preparou-se inicialmente uma solugao
da amostra comercial de PMB com concentragdo de 10,0 pg/mL. Utilizou-se a solucao-
padrdo de 20,0 pg/mL para realizar as adi¢des correspondentes a 80%, 100% e 120% da
concentragdo nominal, resultando em solu¢des contendo 5,0; 6,0; ¢ 7,0 ug/mL de PMB.

Cada nivel foi preparado e analisado em triplicata.
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4.6.4 PREPARACAO DAS SOLUCOES PARA SELETIVIDADE

Para os ensaios de seletividade, foram preparadas solucdes placebo
representativas das duas formas farmaceéuticas avaliadas, conforme a composi¢@o descrita
nas Tabelas 3 e 4. As preparagdes foram conduzidas seguindo os mesmos procedimentos
aplicados as amostras contendo o farmaco, garantindo equivaléncia no processo de

extracao.

a) Placebo das cépsulas

Os excipientes listados na Tabela 3 foram pesados e transferidos para balao
volumétrico de 25 mL. Adicionou-se 10 mL de metanol e a mistura foi submetida a
sonicagdo por 10 minutos. O volume foi entdo completado com solu¢do de HCI1 0,1 mol/L.
A suspensdo foi centrifugada por 10 minutos e o sobrenadante obtido foi utilizado para

avaliacdo de possiveis interferéncias.

Tabela 3. Excipientes presentes nas formulagdes sélidas (capsulas) contendo pimobendana.
Fabricante Excipientes declarados

Purifarma Celulose; Croscarmelose sodica; Lauril sulfato de sodio;
Dioéxido de silicio; Talco; Carbotil HR®

Copervet Acido citrico; Carboximetilcelulose (CMC); Diéxido de
(Pimo-C®) silicio; Polivinilpirrolidona K30 (PVP K30); Estearato de
magnésio; Sorbato de potassio
Fonte: Elaborada pelo autor

b) Placebo do veiculo liquido anidro

Transferiu-se 1,0 mL do veiculo anidro descrito na Tabela 4 para baldo
volumétrico de 25 mL, adicionaram-se 10 mL de metanol e procedeu-se com sonicagao
por 10 minutos. O volume foi completado com solug¢dao de HCI 0,1 mol/L. Uma aliquota
de 1,0 mL dessa solugdo foi transferida para baldo volumétrico de 25 mL e novamente
diluida com HCI 0,1 mol/L.

As solucdes placebo foram analisadas em 329 nm sob as mesmas condigoes

utilizadas para as amostras contendo pimobendana.
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Tabela 4. Excipientes presentes nas formulagdes liquidas orais (veiculo anidro) contendo pimobendana.
Fabricante /
Veiculo

Excipientes declarados

Alcool de cereais; Glicerina bidestilada;

Veiculo anidro Polietilenoglicol 400; Propilenoglicol; Sorbato de

(laboratério) potassio; flavorizante de picanha
Copervet Glicerina bidestilada; Propilenoglicol;
(Pimo-S®) Polietilenoglicol 300; Polivinilpirrolidona K30

(PVP K30); Sorbato de potassio; Sucralose
Fonte: Elaborada pelo autor

4.6.5 PREPARACAO DAS SOLUCOES PARA AVALIACAO DA PRECISAO
Para os ensaios de repetibilidade e precisdo intermediaria, foram preparadas
solucdes independentes das duas formas farmacéuticas comerciais (capsulas e solugao

oral anidra), ajustadas a concentragdo final de 8,0 ug/mL.

a) Cépsulas

O contetido de capsulas comerciais contendo 1,25 mg de pimobendana foi
transferido para baldo volumétrico de 25 mL. Adicionaram-se 10 mL de metanol ¢ a
dispersdao foi submetida a sonicacdo por 10 minutos. O volume foi completado com
solugdo de HCI 0,1 mol/L e homogeneizado. Apds centrifugagdo, uma aliquota de 4,0 mL
foi transferida para baldo volumétrico de 25 mL e diluida até o menisco com HCI 0,1

mol/L, obtendo-se solugao final a 8,0 pg/mL.

b) Solugdo oral anidra

O volume equivalente a dose declarada (1,25 mg/mL) foi calculado como 64 pL
e transferido para baldo volumétrico de 10 mL. O volume foi completado com HCI 0,1
mol/L e a solugdo foi submetida a sonicag@o por 10 minutos, resultando em concentracao
final de 8,0 pg/mL.

Essas solugdes foram utilizadas nos ensaios de repetibilidade (seis determinagdes

no mesmo dia) e de precisdo intermedidria (seis determinagdes em trés dias distintos).

4.7 PARAMETROS ANALITICOS
A validagao do método foi conduzida conforme os requisitos estabelecidos na
Resolucdo RDC n°® 166/2017 (ANVISA), no guia ICH Q2(R1) e no Appendix F da AOAC

International. Foram avaliados os seguintes parametros: linearidade, limite de detec¢ao
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(LD), limite de quantificacdo (LQ), precisao (repetibilidade e precisdo intermedidria),

exatidao, seletividade e robustez.

4.7.1 LINEARIDADE

A linearidade foi avaliada em sete niveis de concentragao (2,0; 4,0; 6,0; 8,0; 10,0;
12,0 e 14,0 ng/mL), preparados a partir da solucao-estoque da PMB (SQRC). Cada nivel
foi analisado em triplicata, totalizando trés curvas analiticas independentes obtidas em
trés dias ndo consecutivos. As absorbancias foram registradas em 329 nm (ordem zero) e
plotadas em fungdo das respectivas concentragdes. A regressao linear foi ajustada pelo
método dos minimos quadrados, avaliando-se a equagdo da reta, o coeficiente de
correlacdo (r) e a distribuicdo dos residuos, conforme critérios estabelecidos nas normas

de validagao citadas.

4.7.2 LIMITE DE DETECCAO E LIMITE DE QUANTIFICACAO
Os limites de deteccdo (LD) e quantificacdo (LQ) foram estimados a partir dos
dados obtidos nas curvas analiticas de linearidade. Os valores foram calculados
utilizando-se o desvio-padrdo do intercepto da regressdo linear (o) e a inclinagdo média
das curvas (S), conforme preconizado pelo guia ICH Q? e pela RDC n° 166/2017
(ANVISA,2017). As equagdes empregadas foram:
» LD=33x(c/S)
» LQ=10x%x(c/S)
Os resultados obtidos foram expressos em unidades de concentragdo (ug/mL),

sendo utilizados exclusivamente para fins de caracterizagdo da sensibilidade do método.

4.7.3 PRECISAO

A precisdo do método foi avaliada em dois niveis: repetibilidade e precisao
intermediaria. A repetibilidade foi determinada por meio da anélise de seis solucdes
independentes de PMB, preparadas a partir das formulacdes comerciais e ajustadas a
concentracao de 8,0 pg/mL, conforme descrito na Se¢ao 4.6.5. Todas as medi¢des foram
realizadas no mesmo dia, pelo mesmo analista e utilizando o mesmo conjunto
instrumental.

A precisao intermediaria foi avaliada pela andlise de trés conjuntos independentes
de solugdes, preparadas em trés dias distintos, por diferentes analistas e utilizando o

mesmo laboratério e condigdes instrumentais. Os resultados foram expressos como
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desvio padriao relativo (DPR%), conforme estabelecido na RDC n° 166/2017
(ANVISA,2017) e no guia ICH Q*(R1).

4.7.4 EXATIDAO

A exatiddo foi avaliada por meio do ensaio de recuperagdo, utilizando solugdes
padrao e da amostra comercial de PMB. Solu¢des da amostra contendo 10,0 pg/mL de
PMB foram enriquecidas com volumes adequados da solugdo padrao de 20,0 ug/mL, de
modo a obter trés niveis de adi¢do correspondentes a 80%, 100% e 120% da concentragdo
nominal. Cada nivel foi preparado e analisado em triplicata, seguindo o mesmo
procedimento aplicado as demais solugdes do método.

A porcentagem de recuperacao (%R) foi calculada conforme recomendado pelo

Appendix F da AOAC International, utilizando a Equacao (1):

Ca—Cs
%R=(—

1
Ct )x 00

em que:
> Ca = concentrag¢do encontrada na amostra adicionada de padrao
» Cs = concentracdo encontrada na amostra sem adi¢ao de padrao
» Ct=concentragao tedrica de padrio adicionada
Os critérios de aceitagio foram baseados na RDC n° 166/2017 e no guia ICH Q?,
considerando aceitaveis recuperagdes no intervalo de 98 a 102%, com o desvio padrao

relativo compativel com métodos espectrofotométricos em UV.

4.7.5 SELETIVIDADE

A seletividade foi avaliada por meio da andlise de solugdes placebo
representativas das formulagdes solidas (capsulas) e liquidas (veiculos orais anidros)
comercializadas ou manipuladas para uso veterinario. As composi¢des dos excipientes
mais comuns empregados nessas formulagdes estdo apresentadas nas Tabelas 3 e 4.

As solugdes placebo foram submetidas aos mesmos procedimentos de extracao,
diluicdo e leitura aplicados as amostras contendo PMB, garantindo equivaléncia
operacional no processo analitico. Os espectros obtidos foram comparados com os das
solugdes-padrdo e das amostras comerciais, verificando-se a auséncia de interferéncias
significativas no comprimento de onda analitico de 329 nm, condi¢do necessaria para a
confirmacao da seletividade do método.
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4.7.6 ROBUSTEZ
A robustez do método foi avaliada por meio de um delineamento fatorial completo
23, totalizando 22 experimentos, planejados no software Design-Expert® 13 (Stat-Ease
Inc.). Foram investigados trés fatores deliberadamente variados, considerados criticos
para o desempenho do método espectrofotométrico:
Concentracao da solu¢dao de HCI, comprimento de onda de leitura e marca do reagente
Comprimento de onda: 327 a 331 nm

a) Marca do reagente de HCI empregado na preparacao das solugoes.

Trés fabricantes distintos (A, B e C), conforme apresentado na Tabela 1.

Os ensaios foram conduzidos na concentracdo de 8,0 pg/mL de PMB, conforme
descrito no item 3.5.2. A resposta avaliada foi a absorbancia obtida em cada condigdo
experimental. Os dados foram analisados por ANOVA (nivel de confianga de 95%),
permitindo identificar se as variagdes propostas afetavam significativamente o
desempenho do método, conforme os critérios da RDC n°® 166/2017 (ANVISA,2017) e
do guia ICH Q2(R1).

A matriz experimental contendo todas as combinag¢des dos niveis dos fatores
encontra-se apresentada na Tabela 5. As combinagdes dos niveis dos fatores estdo
apresentadas com seus respectivos numeros de corrida. Nesse delineamento, cada
condicdo experimental (RUN) corresponde a uma combinacdo especifica entre a
concentracdo de HCI, o comprimento de onda e a marca do reagente.

As analises foram realizadas utilizando solugdo da amostra comercial contendo
8,0 ng/mL de PMB (preparada conforme item 4.6.2). A varidvel resposta monitorada foi
a absorbancia medida em 329 nm, conforme estipulado para o método. Os dados obtidos
foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) com nivel de confianca de 95%,
visando avaliar a significancia dos efeitos principais, das interacdes e da curvatura,

conforme recomendado pela RDC n°® 166/2017 (ANVISA,2017) e pelo guia ICH Q2(R1).
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Tabela 5: Matriz experimental do delineamento fatorial 23 utilizado para a avaliagdo da robustez do
método, conforme planejado no software Design-Expert® 13.

Experimentos Concentragao Comprimento de Marca do HCI (a/b/c) *
(run) molar de HCI onda (nm)

1 0,11 329 B
2 0,10 331 C
3 0,10 327 A
4 0,10 327 B
5 0,09 331 A
6 0,09 328 C
7 0,09 328 C
8 0,10 329 A
9 0,10 327 B
10 0,09 331 B
11 0,11 327 C
12 0,10 328 C
13 0,09 329 B
14 0,11 331 A
15 0,11 329 A
16 0,11 327 A
17 0,10 331 B
18 0,09 327 A
19 0,10 329 A
20 0,09 330 C
21 0,11 329 B
22 0,11 327 C

Fonte: Elaborada pelo autor

*Marcas de HCI: A: Neon, B: Exodo, C: Synth

5.RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 CARACTERIZACAO DA MATERIA-PRIMA PMB

A caracterizagdo da matéria-prima ¢ etapa fundamental para assegurar a
identidade quimica da PMB empregada no desenvolvimento e validacido do método
analitico. Foram utilizadas trés técnicas complementares: espectroscopia UV-Vis, FTIR-
ATR e RMN de 'H, permitindo confirmar a estrutura molecular e a presenca dos grupos
funcionais caracteristicos do farmaco. Os resultados obtidos sdo apresentados nas se¢des

subsequentes.

5.1.1 ESPECTRO UV/VIS

O espectro UV-Vis da PMB foi obtido na faixa de 200 a 400 nm, utilizando
solugdo de 8,0 ug/mL preparada em metanol e na solu¢gdo de HCI 0,1 mol/L. O perfil
espectral apresentou trés bandas de absor¢do bem definidas, atribuidas as transi¢des
eletronicas do sistema aromatico e dos grupos cromoféricos presentes na molécula,

incluindo o anel benzimidazol e a carbonila da diidropiridazinona.
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Observou-se banda de maior intensidade na regido proxima a 329 nm,
correspondente a transi¢do n—mn*, conforme descrito na literatura (Bagul et al., 2024). As
demais bandas na regido de 230 - 290 nm refletem contribui¢des adicionais do sistema
aromatico e dos substituintes heterociclicos da molécula. A Figura 2 apresenta o espectro
UV-Vis obtido para a matéria-prima, evidenciando o conjunto de bandas caracteristicas
do farmaco.

Figura 2 — Espectros UV-Vis da pimobendana (8,0 pg/mL) registrados em metanol e em solugdo de HCI
0,1 mol/L, na faixa de 200—400 nm.
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Fonte: Elaborado pelo autor no software OriginPro® 8.5.

5.1.2 ESPECTRO FTIR-ATR

O espectro FTIR-ATR da matéria-prima de pimobendana ¢ apresentado na Figura
3, exibindo as bandas caracteristicas esperadas para a estrutura do farmaco. As principais
absor¢des e suas respectivas atribui¢des vibracionais encontram-se sumarizadas na
Tabela 6.

A banda intensa em 1628 cm™' corresponde ao estiramento da carbonila (C=0)
presente no anel diidropiridazinona, constituindo um dos marcadores espectrais mais
relevantes para identificagdo da PMB. Bandas adicionais foram observadas em 3200
cm!, atribuida ao estiramento N-H aromatico, e em 2900 cm™, associada ao estiramento
C-H alifatico.

Na regido de fingerprint (900 — 650 cm™), destacam-se as bandas em 873 e §10
cm’!, atribuidas as deformacdes fora do plano (out-of-plane) de anéis aromaticos,
compativeis com a presenca do sistema benzimidazdlico da molécula. O conjunto
observado confirma a identidade da substincia e esta de acordo com descri¢des presentes

na literatura (BOEREN et al., 2014) e em documentos de referéncia estrutural da PMB.
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Figura 3 — Espectro FTIR-ATR da pimobendana padrao registrado na faixa de 4000—400 cm™
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Fonte: Elaborado pelo autor no software OMNIC™ 7.3,

Tabela 6. Principais bandas de absor¢do observadas no espectro FTIR-ATR da pimobendana e suas

atribuigoes.
Pico (cm™) Atribuicao
3200 Estiramento N-H
2900 Estiramento C—H alifatico
1671 Estiramento da carbonila (C=0)
873 Deformacao fora do plano C-H aromatico
810

Deformacao fora do plano C-H aromatico

Fonte: Dados experimentais do autor.

5.1.3 RESSONANCIA MAGNETICA NUCLEAR (RMN 'H)
Os espectros de RMN de 'H da PMB, obtidos em solvente DMSO-ds,

apresentaram perfil plenamente compativel com a estrutura quimica descrita para o

farmaco. A Figura 4 apresenta os espectros completos, enquanto as principais atribuicdes

dos sinais observados encontram-se resumidas na Tabela 7.

No espectro de RMN 'H, sinais caracteristicos foram observados na regiao de 7,50

adicionais em 7,11

— 8,15 ppm, correspondentes aos hidrogénios aromaticos do sistema benzimidazolico,
confirmando a presenga desse niicleo heterociclico na molécula. Os sinais aromaticos

— 7,13 ppm, atribuidos a dupletos, corroboram a presenga do anel
anisolico substituido.
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O sinal observado na faixa de 3,47 — 3,52 ppm, com padrdo de dupleto de quarteto,
foi atribuido ao hidrogénio do carbono quiral (C—H), evidenciando o centro estereogénico
da molécula. A regido entre 4,15 — 4,25 ppm apresentou um quadrupleto caracteristico do
grupo O—CHa, enquanto o singleto em 3,84 ppm confirmou a presenga do grupo metoxi
(O—CHa).

Os sinais alifaticos incluem o dupleto em 1,12 — 1,13 ppm, atribuido ao grupo
CHs, bem como os sinais em 2,25 — 2,26 ppm ¢ 2,70 — 2,72 ppm, correspondentes aos
grupos CH:, sendo este ultimo um dupleto de dupleto, indicativo de um metileno
adjacente ao centro quiral.

Adicionalmente, foram observados dois singletos em campo baixo, em 10,88 —
10,90 ppm e 12,84 — 12,87 ppm, atribuidos aos prétons NH do sistema benzimidazdlico,
confirmando a integridade do nucleo heterociclico da PMB.

O conjunto de sinais observados, bem como seus deslocamentos quimicos e
padroes de multiplicidade, reproduz fielmente os dados descritos na literatura (BOEREN

et al., 2014) para a pimobendana, corroborando a identidade estrutural e a pureza da

matéria-prima utilizada no estudo.

Figura 4 — Espectros de RMN'H da pimobendana (DMSO-ds).
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Fonte: Dados experimentais obtidos pelo autor no software Topspin 4.0
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Tabela 7. Principais sinais observados nos espectros de RMN'H da PMB e suas atribuicdes.

PPM Comparagao Conclusao
1,12-1,13 Dupleto (CHs) Confirma o grupo metila
2,26 — 2,25 Dupleto (CH2) Confirma o CH»
Dupleto de dupleto Confirma o metileno adjacente ao
2,70 -2,72 .
(CH2) centro quiral
Dupleto de quarteto ]
3,47 -3,52 Centro quiral
(CH)
_ Confirma a presenga do grupo
3,84 Singleto (O-CHs3) )
metox1
Confirma o anel aromatico
7,11-17,13 Dubletos arométicos o
anisolico
250815 Hidrogénios aromaticos Confirma os hidrogénios do anel
’ ’ (multipletos) benzimidazol
) Confirma o NH do sistema
10,88 — 10,90 Singleto (NH) _
heterociclico
12,84 — 12,87 Singleto (NH) Confirma o NH do benzimidazol

Fonte: Espectros obtidos experimentalmente pelo autor e comparada com BOEREN et al., 2014

5.2 SELECAO DO SOLVENTE

A escolha do solvente adequado constitui uma etapa critica no desenvolvimento
de métodos espectrofotométricos, pois influencia diretamente a solubilidade da PMB, a
definicdo do perfil espectral, a posi¢do do comprimento de onda méximo (Amax) e a
intensidade do sinal analitico. Para determinar o meio mais apropriado, avaliou-se o
comportamento espectral da PMB na concentragdo de 8,0 pg/mL em diferentes solventes
organicos, aquosos, acidos e basicos. Os valores de Amax e de absorbancia obtidos

encontram-se apresentados na Tabela 8.
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Tabela 8: Selegao de solventes para determinacdo espectrofotométrica da pimobendana

(8,0 pg/mL)
Amax Absorbancia
Solvente / Solucio

(nm) (mAU)
Acetonitrila PA 328 1,036
Etanol PA 329 0,520
Metanol PA 329 0,896
Agua purificada 327 0,832
HC10,01 mol/L 329 1,342
HC10,1 mol/L 329 0,976
HC1 1,0 mol/L 329 0,915
NaOH 0,5 mol/L 339 0,384

Fonte: Dados obtidos experimentalmente pelo autor.

A interpretacdo desses resultados deve ser feita a luz do comportamento acido—
base da molécula. Conforme indicado pelo perfil de microespecies previsto pelo software
Chemicalize® (Figura 5), a PMB apresenta pKa bésico de aproximadamente 4,76 e pKa
acido proximo de 11,17, permanecendo predominantemente protonada em meio acido.
Essa condic¢do favorece sua solubilizagao e resulta em espectros mais definidos e intensos,
especialmente na regido de absor¢ao de maior relevancia analitica.

Figura 5 — Distribuicdo dacido-base e microspecies da pimobendana calculadas pelo software
Chemicalize® (ChemAxon,).
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Fonte: Elaborado pelo autor com dados obtidos no software Chemicalize® (ChemAxon).
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Os solventes organicos (acetonitrila, etanol e metanol) produziram espectros bem
definidos e Amax entre 328 ¢ 329 nm, porém com intensidades de absorbancia moderadas,
compativeis com solubilidade intermedidria da PMB nesses meios. Em 4gua purificada,
observou-se reducao da absorbancia, indicando limitag¢ao de solubilidade em pH neutro.

Em contraste, as solugdes acidas, particularmente aquelas contendo entre 0,01 e
1,0 mol/L de HCI, produziram respostas espectrais superiores, com Amax fixo em 329 nm
e absorbancias mais elevadas. Esse comportamento ¢ decorrente da protonagdo da PMB
em meio acido, condi¢ao que aumenta sua solubilidade e melhora a defini¢ao do espectro
UV-Vis em ordem zero. Entre essas condi¢gdes, o HCI 0,1 mol/L destacou-se por
apresentar a melhor combinagdo entre intensidade sinal-ruido, estabilidade espectral,
praticidade operacional, custo reduzido e reprodutibilidade.

A solugao de NaOH 0,5 mol/L resultou em deslocamento do Amax para 339 nm,
acompanhado de expressiva queda da absorbancia (0,384 mAU), sugerindo instabilidade
estrutural e baixa solubilidade da PMB em meio altamente béasico. Esse comportamento
esta de acordo com a baixa fragdo protonada da molécula em pH elevado.

Com base nesses resultados, o HC1 0,1 mol/L foi selecionado como solvente para
as etapas subsequentes do método analitico, oferecendo o melhor desempenho em termos
de solubilidade, defini¢do espectral, estabilidade do sinal e aplicabilidade no controle de

qualidade.

5.3 DETERMINACAO DO AMAX

A escolha de 329 nm como comprimento de onda analitico apresentou diversas
vantagens experimentais. Em primeiro lugar, trata-se da regido de maxima sensibilidade,
onde o sinal da PMB ¢ mais intenso ¢ melhor definido em meio acido, condicdo que
favorece sua protonacdo e solubilidade. Além disso, nenhum dos excipientes presentes
nas formulacdes analisadas exibiu absorbancia significativa nessa faixa, conforme
demonstrado nos estudos de seletividade (Secdo 4.7.5), garantindo auséncia de
interferéncias analiticas.

O sinal em 329 nm também demonstrou elevada estabilidade espectral, com
excelente reprodutibilidade entre leituras, dias e analistas. Essa faixa de comprimento de
onda situa-se em uma regido de baixa influéncia de ruido instrumental e alta eficiéncia
oOptica para espectrofotometros UV-Vis modernos, independentemente da tecnologia da

lampada empregada (deutério, xenonio ou hibrida), conforme descrito por Skoog et al.
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(2009) e Harris (2017). A selegdo do Amax ¢ reconhecida como etapa critica para
assegurar sensibilidade, seletividade e robustez analitica, conforme recomendam o guia
ICH Q2(R1) e a RDC n° 166/2017 (ANVISA,201). Assim, a adog¢dao de 329 nm foi

fundamental para garantir o desempenho adequado nas etapas subsequentes da validagao.

5.4 LINEARIDADE

A linearidade do método foi avaliada por meio da constru¢do de trés curvas
analiticas independentes, preparadas em dias distintos, seguindo as recomendagdes da
RDC n° 166/2017 (ANVISA) e do guia ICH Q2(R1). Foram utilizados sete niveis de
concentragdo (2,0; 4,0; 6,0; 8,0; 10,0; 12,0 e 14,0 pg/mL), obtidos a partir da solugdo-
estoque preparada em HCI1 0,1 mol/L. Cada nivel foi analisado em triplicata.

As absorbancias registradas em 329 nm foram plotadas em fun¢ao das respectivas
concentragdes, resultando em curvas com comportamento linear tipico. A Figura 6

apresenta uma curva analitica representativa da relacao concentragao—absorbancia.

Figura 6 — Curva analitica representativa da pimobendana na faixa de 2,0—14,0 ug/mL, obtida
em solucdo de HCI 0,1 mol/L, com leituras realizadas em 329 nm.
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Fonte: Elaborado pelo autor no software Microsoft Excel® 2019.
A adequacdo do modelo linear foi avaliada também por meio do grafico de

residuos, apresentado na Figura 7, o qual evidencia distribui¢do aleatoria dos erros em
torno de zero, sem tendéncia associada a concentracdo. Esse comportamento confirma a
homocedasticidade dos dados e a auséncia de falta de ajuste, reforcando a validade do

modelo linear para a faixa estudada.
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Figura 7 — Grdfico dos residuos correspondente a curva analitica, demonstrando distribui¢do
aleatoria e auséncia de tendéncia sistematica.
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Fonte: Elaborado pelo autor no https://www.mycompiler.io/pt/new/python

Os parametros de regressdo linear obtidos para as trés curvas independentes sao
apresentados na Tabela 9. Os coeficientes de correlagdio (r) permaneceram
consistentemente superiores a 0,9990, atendendo plenamente as exigéncias regulatorias.
As inclinagdes das curvas apresentaram baixa variagdo entre dias, evidenciando boa

reprodutibilidade, enquanto os interceptos proximos de zero indicaram auséncia de erro

sistematico.
Tabela 9. Parametros de regressédo linear das trés curvas analiticas independentes
construidas para avalia¢do da linearidade.
Parametros Resultados
A (nm) 329
Faixa de linearidade (pg/mL) 2,0-14,0
Equagdo:y=ax+b y=0,1198x + 0,0109
Coeficiente de correlagao (r) 0,99975
LD (ug/mL) 0,125
LQ (ng/mL) 0,250

Fonte: Elaborada pelo autor

Abreviaturas: (A) Comprimento de onda; (LD) Limite de detecgdo; (LQ) Limite de quantificagdo.
O conjunto dos resultados demonstra que o método desenvolvido apresenta
excelente linearidade na faixa de 2,0-14,0 pg/mL, confirmando sua adequagdo para a

quantificagdo da pimobendana em formulagdes farmacéuticas.

5.5 LIMITES DE DETECCAO (LD) E QUANTIFICACAO (LQ)

Os limites de detec¢do (LD) e de quantificacdo (LQ) da pimobendana foram
estimados a partir dos pardmetros estatisticos das curvas analiticas obtidas na avaliacdo
da linearidade (Secao 4.7.1). Os calculos foram realizados utilizando o desvio-padrao do
intercepto da regressdo linear (o) e a inclinagdo média das curvas (S), conforme

recomendado pela RDC n° 166/2017 (ANVISA,2017) e pelo guia ICH Q2(R1).
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Os valores obtidos encontram-se apresentados na Tabela 9, juntamente com os
demais parametros de regressdo linear. Os resultados indicam que o método
espectrofotométrico apresenta sensibilidade adequada para a detecgdo e quantificacao de
baixas concentracdes de PMB, o que ¢ particularmente relevante para formulagdes
contendo doses reduzidas, como capsulas de 1,25 mg.

Os valores de LD (0,125 pg/mL) e LQ (0,250 ug/mL) estdo de acordo com o
desempenho esperado para métodos UV-Vis, demonstrando que o procedimento analitico
desenvolvido ¢ suficientemente sensivel para aplicagdes de rotina em laboratorios de

controle de qualidade.

5.6 PRECISAO

A precisdo do método foi avaliada em dois niveis: repetibilidade (intra-dia) e
precisdo intermedidria (interdia), utilizando a concentragdo de trabalho de 8,0 pg/mL para
as formulagdes solida e liquida. Para cada matriz, foram preparadas seis solugdes
independentes conforme descrito na Secdo 3.6.5, e as leituras foram realizadas em 329
nm.

5.6.1INTRADIA E INTERDIA

Os resultados obtidos sdo apresentados na Tabela 10. Na avaliacdo da
repetibilidade, os desvios-padrdo relativos (DPR) permaneceram abaixo de 2%,
atendendo plenamente aos critérios estabelecidos. Tendéncia semelhante foi observada
na precisdo intermediaria, demonstrando estabilidade do método entre dias de analise

distintos.
Tabela 10: Resultados de repetibilidade e precisdo intermediaria para capsulas e solugdo oral

anidra contendo pimobendana (8,0 ug/mL).

- a Precisiao
Amostra RepeflIl;;lﬁade intermediaria®
= +DPR
Dia l Dia 2 Dia3

5 +
Cépsulas 101082017 101,60£0,10 101,95+022 10133095
Liquido 99,46+ 020 10033006 100,54+ 045 100,15+ 0,56

anidro

Fonte: Elaborada pelo autor

2 n = 6 determinagdes realizadas no mesmo dia (repetibilidade).

b n = 6 determinacdes realizadas em trés dias distintos (precisdo intermedidria).

Condigdes espectrofotométricas: leituras realizadas em 329 nm utilizando solu¢ao de HCI 0,1
mol/L como solvente.
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A variabilidade entre as determinagdes evidencia que o método
espectrofotométrico desenvolvido apresenta precisdo, nas condi¢cdes avaliadas, sendo

plenamente adequado para aplicacdo rotineira em laboratdrios de controle de qualidade.

5.7 EXATIDAO

A exatiddo do método espectrofotométrico foi avaliada por meio de ensaios de
recuperagdo, nos quais solugdes da amostra foram enriquecidas com quantidades
conhecidas de padrdo de PMB. Os resultados obtidos encontram-se apresentados nas
Tabelas 11 e 12, correspondentes as formulagdes solida (capsulas) e liquida (solugdo
anidra), respectivamente.

Tabela 11: Valores experimentais obtidos no ensaio de exatidao da forma farmacéutica
capsula por meio do método espectrofotométrico proposto.

Concentracao Concentracio de =~ o .
teérica de PMB PMB recuperada Reclliperiltca(;) (%) Il;/ggli /i
adicionada (ug/mL) (ng/mL) esuitacdo (7o)
5,00 5,00 99,89
6,00 6,02 102,39 101,37 + 1,29
7,00 7,01 101,84

Fonte: Elaborada pelo autor

Os percentuais de recuperacdo para os trés niveis avaliados (80%, 100% e 120%)
permaneceram dentro do intervalo aceitavel de 98,0 a 102,0%, estabelecido pela RDC n°
166/2017 (ANVISA,2017), pelo guia ICH Q2(R1) e pelo Appendix F da AOAC
International. Além disso, os desvios-padrao relativos (DPR) foram inferiores a 2,0% para
todos os niveis testados, indicando precisdo interna dos ensaios e auséncia de influéncia

significativa da matriz.

Tabela 12: Valores experimentais obtidos no ensaio de exatiddo da forma farmacéutica liquida
por meio do método espectrofotométrico proposto.
Concentracio Concentracio de

% ‘o ‘1
tedrica de PMB PMB recuperada Rec;perz;::ag (%) 11)\/{:;1121 /i
adicionada (pg/mL) (pg/mL) esuitacdo (7o)
5,00 5,00 99,33
6,00 6,02 101,00 100,00 + 0,83
7,00 7,01 100,26

Fonte: Elaborada pelo autor

Os resultados confirmam a concordancia entre os valores experimentais obtidos e
os valores teoricos esperados, demonstrando que o método apresenta exatidao adequada
tanto para a formulacdo sdlida quanto para a liquida. Esses achados reforcam a
confiabilidade do método desenvolvido para aplicagdo em analises rotineiras de controle

de qualidade.
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5.8 SELETIVIDADE

A seletividade do método espectrofotométrico foi avaliada pela comparagao entre
os espectros das formulagdes contendo PMB e os respectivos placebos das formas
farmacéuticas solida e liquida, conforme preconizado pela RDC n°® 166/2017
(ANVISA,2017) e pelo guia ICH Q2(R1).

Os placebos foram preparados seguindo os mesmos procedimentos aplicados as
amostras contendo o farmaco (Secdo 4.7.5), assegurando a representagdo adequada das
matrizes excipientes. Os espectros foram registrados na faixa de 200 a 400 nm, utilizando
HC1 0,1 mol/L como solvente e comprimento de onda analitico previamente estabelecido
em 329 nm (Secao 4.3).

A Figura 8 reune os espectros da PMB e dos placebos, evidenciando que nenhuma
das matrizes excipientes apresenta absorbancia significativa em 329 nm. Em contraste, as
solugdes contendo PMB exibem um pico bem definido nessa regido, caracteristico da
transicao eletronica m—n* do farmaco. Essa diferenga marcante confirma que o sinal
analitico observado ¢ exclusivo da PMB, mesmo na presenca das diferentes composi¢oes
de excipientes das formulagdes solida e liquida.

Os resultados confirmam que o método € seletivo para a determinacdo da PMB
nas matrizes avaliadas, uma vez que nao foi observada interferéncia oriunda de
excipientes, solvente ou demais componentes das formulagdes. Dessa forma, o método
desenvolvido ¢ adequado e seguro para aplicacdo rotineira em analises de controle de

qualidade farmacéutico.
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Figura 8 — Espectros UV-Vis da pimobendana (PMB, 8,0 pg/mL) e dos placebos das formulac¢des solida e
liquida registrados em HCI1 0,1 mol/L.
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Fonte: Elaborado pelo autor no software OriginPro® 8.5.

(D): PMB vs. placebo so6lido (Pimo-S).
(E): Placebos solido (Pimo-S), concentrado (Pimo-C) e veiculo anidro.
Fonte: Elaborado pelo autor.

5.9 ROBUSTEZ

A robustez do método espectrofotométrico foi avaliada por meio de um

delineamento fatorial completo 23, totalizando 22 experimentos, planejados no software
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Design-Expert® 13 (Stat-Ease). Foram avaliados trés fatores deliberadamente alterados
em torno da condi¢do nominal do método: (A) concentra¢do da solugdo de HCI (0,09
mol/L,0,10 mol/L, 0,11 mol/L), (B) comprimento de onda de leitura (327 a 331 nm) ¢ (C)
fabricante do reagente de HCI (marcas A, B e C). A resposta monitorada foi a absorbancia
de solugdo de PMB a 8,0 ug/mL, medida em 329 nm e os resultados estdo ilustrados na

Tabelal3 e 14.

Tabela 13 — Fatores e niveis avaliados no estudo de robustez do método espectrofotométrico para

determinag¢ao de PMB.
Nivel Nivel Nivel
Fator Codigo Descriciao baixo central alto Unidade
1D 0 1)

Concentragao da
A [HCI] 0,09 0,10 0,11 mol/L
solucdo de HCI

Comprimento de onda
B A . 327 329 331 nm
de leitura

C Marca Fabricante do HCI Marca A Marca B Marca C -

Fonte: Elaborada pelo autor

Os resultados experimentais do delineamento foram ajustados a um modelo de
segunda ordem do tipo two-factor interaction (2F1). A analise de variancia (ANOVA),
apresentada na Tabela 14, indicou que o modelo nao foi estatisticamente significativo (p
> 0,05), indicando auséncia de efeitos relevantes dos fatores principais de A
(concentragdao de HCIl) e B (comprimento de onda), bem como das interacdes AB e AC.
O fator C (marca do reagente) apresentou efeito menos pronunciado, porém foi mantido
no modelo por representar uma condic¢do pratica importante no contexto de controle de

qualidade.
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Tabela 14 — Resposta aos Fatores e niveis avaliados no estudo de robustez do método espectrofotométrico
para determinacdo de PMB.

Experimentos Concentragdo molar Comprimento de Marca do HCl ~ Absorbancia
(run) de HC1 onda (nm) (a/blc) * (mAU)
1 0,110 329 B 1,047
2 0,100 331 C 1,011
3 0,100 327 A 1,091
4 0,100 327 B 1,080
5 0,090 331 A 1,036
6 0,090 328 C 1,069
7 0,090 328 C 1,014
8 0,100 329 A 1,070
9 0,100 327 B 0,930
10 0,090 331 B 1,042
11 0,110 327 C 1,082
12 0,100 328 C 1,044
13 0,090 329 B 0,965
14 0,110 331 A 1,018
15 0,110 329 A 1,117
16 0,110 327 A 1,075
17 0,100 331 B 1,013
18 0,090 327 A 0,993
19 0,100 329 A 0,895
20 0,090 330 C 1,064
21 0,110 329 B 1,113
22 0,110 327 C 1,037

Fonte: Elaborada pelo autor

*As marcas A, B e C correspondem aos fabricantes avaliados conforme Tabela 1.
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Tabela 15 - Analise de varidncia (ANOVA) do modelo 2FI para a resposta absorbancia na

avaliacdo da robustez.

Variaciao Soma dos Graus de Quadrado  Teste p- Significincia
Quadrados Liberdade Médio F valor
(2FI) 0,0203 9 0,0023 0,6155 0,7636
A 0,0073 1 0,0073 2,00 0,1830
B 0,0041 1 0,0001 0,0212 0,8865 Nio
C 0,0014 2 0,0007 0,1842 0,8341 Significativo
AB 0,0054 1 0,0054 1,47 0,2489
AC 0,0083 2 0,0041 1,13 0,3562
BC 0,0025 2 0,0012 0,3343 0,7223
Residual 0,0440 12 0,0037 * * ~
“Falta de . Nao .
. ” 0,0127 7 0,0018 0,2907 0,9309 Significativo
ajuste
Erro 0,0313 5 0,0063 * * *
Total 0,0643 21 *
RZ 073 158 * * * * *

Fonte: Elaborada pelo autor

Os parametros de qualidade do ajuste encontram-se resumidos na Tabela 15. O
coeficiente de determinacdo (R?), o R? ajustado e o R? predito apresentaram valores
elevados e concordantes entre si, indicando bom poder de explicagdo do modelo ¢
adequada capacidade preditiva. O coeficiente de variagdo (CV%) foi baixo, refletindo boa
reprodutibilidade dos dados experimentais. Adicionalmente, o teste de falta de ajuste ndo
foi significativo (p > 0,05), demonstrando que o modelo 2FI descrito ¢ apropriado para

representar o comportamento do sistema dentro da faixa estudada.

Tabela 16 — Estatisticas de ajuste do modelo de robustez obtido no Design-Expert® 13.

Parametro Valor
R? 0,3158
R? ajustado -0,1973
R? predito -0,7196

CV (%) 5,84
Precisdo adequada 3,3119
Desvio padrao 0,0605

Fonte: Elaborada pelo autor

Os coeficientes estimados do modelo (Tabela 16) evidenciam que a variagdo
simultanea da concentragdo de HCI e do comprimento de onda exerce o maior impacto
sobre a absorbancia, com efeitos positivos dentro da faixa de estudo. As interagdes AB e
AC também apresentaram coeficientes relevantes, sugerindo que pequenas variagdes

combinadas desses fatores podem alterar levemente o sinal analitico. Entretanto, tais
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Absorbinca (mAL)

variacdes permaneceram dentro de limites aceitdveis e ndo comprometeram o

desempenho do método.

Tabela 17 — Coeficientes estimados do modelo 2FI para a resposta absorbdncia na avalia¢do

da robustez.

Termo

Coeficiente  Erro

estimado  padrao

Intervalo de

Confianca

Intervalo de

Confianca  VIF*

95% inferior 95% superior

Intercepto
A
B
C
AB
AC
BC

1,03
0,0199
-0,0053
0,0029
-0,0317
0,0100
-0,0095

0,00143
0,0175
0,0186
0,0191
0,0262
0,0236
0,0244

0,9973
-0,0182
-0,0457
-0,0388
-0,0887
-0,0415
-0,0626

1,06

0,0581
0,0352
0,0445
0,0253
0,0615
0,0437

1,17
1,18

1,39

Fonte: Elaborada pelo autor

A visualizagdo grafica das superficies de resposta em 3D (Figura 9) ilustra o

comportamento da absorbancia em funcdo das combinag¢des dos fatores avaliados.

Observa-se que, na vizinhanga da condi¢cao nominal do método (HC1 0,10 mol/L, 329 nm,

marca intermediaria), a resposta permanece estavel, sem gradientes acentuados, o que

confirma a robustez do método frente a pequenas variagdes deliberadas desses

parametros.

Figura 9 — Superficies de resposta em 3D para a absorbancia da pimobendana (8,0 pg/mL) em

fun¢do dos fatores de robustez obtidas no Design-Expert® 13. (A—C) Diferentes combinagdes entre

concentragdo de HCI, comprimento de onda e marca do reagente avaliadas na faixa de 0,09-0,11 mol/L e
327-331 nm.

Marca A

Comprmento de Onda (om) 328

327 009

Fonte: Elaborado pelo autor no software Design-Expert® 13.
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0095  Concentraglio HCI (M

Marca B

Comprimento de Onda (nm)

328

327 009

0095 Concentragio HCI (Molar)

Absorbanca (mAL)

Comprmento de Onda (nm!
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Os graficos de efeitos principais e de interagdo obtidos no estudo de robustez do
método espectrofotométrico para determinacdo da PMB evidenciam que as variagdes dos
fatores avaliados (concentragdo de HCI, comprimento de onda e marca do reagente) nao
produziram alteragdes significativas na resposta analitica. A absorbancia medida em 329
nm manteve-se estdvel em todas as combinagdes estudadas, demonstrando que o sinal
instrumental ¢ pouco sensivel as flutua¢des controladas.

De forma geral, os resultados do delineamento fatorial indicam que pequenas
variacdes nos parametros experimentais ndo comprometem o desempenho do método,
desde que mantidas dentro da faixa investigada. Assim, o método pode ser considerado
robusto em relagdo ao preparo da solu¢ao de HCI, ao ajuste do comprimento de onda e a

marca do reagente 4cido utilizada na preparacao do solvente.

5.10 APLICABILIDADE DO METODO

A aplicabilidade do método espectrofotométrico desenvolvido foi avaliada por
meio da andlise de diferentes apresentagdes farmacéuticas contendo PMB, incluindo
capsulas, solugdo oral anidra e formula¢des produzidas em laboratorio, além de seus
respectivos placebos.

Os teores obtidos estdo apresentados na Tabela 18, contemplando formulag¢des
produzidas em laboratorio e produtos comerciais. Os valores encontrados situaram-se
dentro da faixa usualmente aceita para produtos farmacéuticos (95-105%), apresentando

baixa variagdo entre determinagdes e coeréncia com o conteudo rotulado.
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Tabela 18 — Analise de teor das diferentes formulagdes contendo pimobendana (PMB)
utilizando o método espectrofotométrico proposto.

Forma Teor encontrado
Amostra Excipientes
Farmacéutica = DPR (%)
Com Carbotil HR 98,44+ 0,18
Produzida* Capsula
Com Pimo-C 94,82 + 0,53
) Veiculo Anidro* 100,11 £ 0,11
Produzida* Xarope sem agucar
Pimo-S 102,54+ 0,31
Comercial Xarope desconhecido 101,03+0,12
Comercial Cépsula desconhecido 101,55 +0,16
Comercial Cépsula desconhecido 104,32 £ 0,11
Comercial Cépsula desconhecido 102,03 £ 0,62

*: Produzida no laboratério de Farmacotécnica da UFMS, seguindo manuais farmacotécnicos da
ANFARMAG (Anfarmag 2022) e o manual de Farmacia veterinaria e Formulagdes Liquidas de
Uso Oral.

Os resultados demonstram que o método ¢ plenamente capaz de quantificar a PMB
em diferentes matrizes, sem interferéncia de excipientes ou componentes da formulagao,
fato previamente corroborado nos estudos de seletividade. Além disso, o método
mostrou-se pratico e aplicavel a rotinas de controle de qualidade, destacando-se por:

v' simplicidade operacional, exigindo apenas dilui¢do e leitura espectrofotométrica;

v' rapidez analitica, com tempo total de analise inferior a 5 minutos;

v" baixo custo, quando comparado a métodos cromatograficos;

v' compatibilidade com rotinas industriais e laboratoriais, inclusive para analises
seriadas;

v' robustez comprovada, assegurando desempenho confidvel mesmo sob pequenas

variagdes experimentais.

Dessa forma, o método proposto atende as exigéncias regulatérias e apresenta
desempenho adequado para a quantificacdo rotineira da PMB em formulagdes solidas e

liquidas, sendo apropriado para laboratorios académicos, industriais e oficiais.

6. CONCLUSAO
O método espectrofotométrico desenvolvido demonstrou desempenho analitico
solido, preciso e confiavel para a quantificacdo da PMB em formulacdes farmacéuticas

solidas e liquidas. A validacdo completa, conduzida de acordo com as normas da
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ANVISA, ICH e AOAC, evidenciou linearidade exemplar, sensibilidade adequada,
excelente precisdo e exatiddo dentro dos limites aceitdveis para métodos
espectrofotométricos.

Os estudos de seletividade confirmaram que o sinal analitico em 329 nm ¢
atruibuivel para a PMB, sem interferéncia significativa de excipientes ou componentes
das matrizes avaliadas.

Adicionalmente, o método demonstrou robustez frente as variacoes deliberadas
impostas no delinecamento fatorial, assegurando sua estabilidade em condigdes praticas
de laboratorio.

A aplicagdo do método a amostras comerciais ¢ produzidas em laboratorio

comprovou sua utilidade e confiabilidade no controle de qualidade.
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