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RESUMO 

A pimobendana (PMB) é utilizada para o tratamento de primeira escolha para a 

insuficiência cardíaca associado a outros fármacos, entretanto apresenta caraterísticas 

físico-químicas que dificultam a manipulação. O método desenvolvido e validado seguiu 

as diretrizes da RDC nº 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 µg/mL (r > 

0,999), com limites de detecção e quantificação determinados em 0,12 µg/mL e 0,25 

µg/mL, respectivamente. A precisão apresentou desvio-padrão relativo (DPR) inferior a 

1,9%, e a exatidão apresentou recuperações entre 98,0–102,0%.Um método 

espectrofotométrico UV/Vis simples, rápido e econômico foi desenvolvido e validado 

para a quantificação de PMB em formulações farmacêuticas sólidas (cápsulas) e líquidas 

(soluções orais anidras). A análise foi conduzida em espectro de ordem zero, empregando 

solução de HCl 0,1 mol/L como solvente e comprimento de onda de máxima absorção 

em 329 nm. O método mostrou-se seletivo, robusto frente às variações deliberadas 

avaliadas e plenamente aplicável à análise de amostras comerciais, apresentando 

resultados consistentes e concordantes com o teor rotulado. Dessa forma, o procedimento 

desenvolvido atende aos requisitos regulatórios e se mostra adequado para análises 

rotineiras em laboratórios de controle de qualidade. 

Palavras-chave:Pimobendana, Validação analítica, Espectrofotometria UV/Vis, 

Controle de qualidade, Formulações farmacêuticas. 
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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 µg/mL (r > 

0.999), with limits of detection and quantification determined at 0.12 µg/mL and 0.25 

µg/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. 
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1. INTRODUÇÃO 

As farmácias de manipulação desempenham papel crescente no cenário 

farmacêutico brasileiro, refletindo demanda ampliada por terapias individualizadas e 

necessidade de rigor no controle de qualidade. De acordo com a Associação Nacional dos 

Farmacêuticos Magistrais, o setor apresentou expansão contínua nos últimos anos, 

reforçando a importância de métodos analíticos simples, rápidos e acessíveis para garantir 

a qualidade de formulações magistrais (ANFARMAG, 2024). 

A pimobendana (PMB – Figura 1) é um derivado benzimidazol‐piridazinona 

amplamente utilizado no tratamento da insuficiência cardíaca (IC) em cães, atuando por 

mecanismo inotrópico positivo associado à vasodilatação mediada pela inibição da 

fosfodiesterase III. Pelo seu perfil farmacológico favorável, a PMB é considerada um 

fármaco de primeira escolha em diversas cardiomiopatias, como a doença valvar mitral 

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

Figura 1. Estrutura química da pimobendana (PMB). 

 

 

 

 

 

 

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 determinação de PMB, incluindo cromatografia líquida de alta 

eficiência (HPLC-DAD) e cromatografia líquida acoplada à espectrometria de massas 

(LC-MS/MS), tais técnicas demandam infraestrutura sofisticada, maior custo operacional 

e mão de obra especializada (Dobariya & Multani, 2013; Saenklub et al., 2022). 

Alternativas modernas como a cromatografia em camada fina de alta performance 

(HPTLC) também têm sido exploradas, sobretudo para formulações sólidas (Bagul et al., 

2024).  

No entanto, apesar da elevada precisão desses métodos, sua complexidade limita 

a implementação rotineira em laboratórios magistrais e em estabelecimentos com 

recursos mais restritos. Nesse contexto, a espectrofotometria UV/Vis apresenta-se como 

ferramenta analítica estratégica, oferecendo rapidez, baixo custo, simplicidade 
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operacional e adequada sensibilidade, desde que associada à caracterização apropriada da 

matéria-prima e a um processo de validação robusto. A adoção de métodos 

espectrofotométricos validados segundo normas nacionais (ANVISA RDC nº 166/2017) 

e internacionais (ICH Q2(R1); AOAC, 2017) representa alternativa viável para o controle 

de qualidade de formulações farmacêuticas. 

 

2. OBJETIVOS  

2.1 OBJETIVOS GERAIS: 

A pesquisa tem como objetivo desenvolver preparações farmacêuticas para uso 

animal contendo pimobendana, avaliar a estabilidade dessas formulações e validar uma 

metodologia analítica por UV/Vis para quantificação do fármaco em diferentes 

preparações. Essa iniciativa é de suma importância, uma vez que preenche uma lacuna 

significativa na disponibilidade de métodos analíticos e no entendimento da estabilidade 

e compatibilidade dessas formulações. Dessa forma, contribui para garantir a segurança 

e eficácia dos tratamentos veterinários que envolvem PMB. Avançar nesse campo é 

fundamental para atender às necessidades específicas da medicina veterinária e oferecer 

opções terapêuticas seguras e eficazes para os animais. 

 

2.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS  

✓ Realizar a caracterização físico-química do pimobendana e dos insumos 

farmacêuticos inertes que serão empregados no desenvolvimento das formulações 

farmacêuticas de uso animal; 

✓ Desenvolver e validar uma metodologia analítica para a quantificação do 

pimobendana por UV/Vis aplicada às diferentes formas farmacêuticas; 

✓ Desenvolver preparações farmacêuticas sólidas (cápsulas) e líquidas 

(xarope/suspensão) para a veiculação do pimobendana baseado na 

compatibilidade físico-química entre os componentes das formulações; 

✓ Avaliar amostras comerciais de formulações contendo pimobendana com o 

método desenvolvido e validado. 
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3. REVISÃO DE LITERATURA  

3.1 FARMÁCIA DE MANIPULAÇÃO BRASILEIRA  

O Conselho Federal de Farmácia na resolução n° 753/2023 atualizou as 

atribuições e regulamentações da atuação do farmacêutico no setor magistral, que 

segundo a associação de farmacêuticos magistrais (Anfarmag) cresceu 17% entre 2016 e 

2023 superando o ritmo o produto interno bruto (PIB) brasileiro que no mesmo período 

foi de 15%. Outro levantamento importante é que o Brasil possuía aproximadamente 

8.700 farmácias com manipulação em 2023 e a expectativa de encerrar o ano de 2025 

com mais de 9.800 unidades no pais inteiro, com uma distribuição concentrada na região 

sudeste e sul (70 % de todas as unidades).Todavia o maior crescimento se deu na região 

Nordeste com um aumento de 47% entre 2019 a 2023 enquanto o sudeste mais saturado 

só alcançou um aumento de 7,4% no mesmo período de tempo, relativamente distante 

dos 9,7% do crescimento nacional , demostrando que ainda existe um mercado a ser 

explorado na região Nordeste (ANFARMAG,2024). 

O setor emprega aproximadamente 65 mil funcionários com a massa salarial de 

mais de 2 bilhões de reais, um aumento de 23% em relação aos dados anteriores, com um 

lucro de 11 bilhões de reais no ano de 2023.É importante salientar que o setor magistral 

é majoritariamente feminino com 78%, enquanto os homens ocupam 22%, nessa 

população. Observa-se predominância de indivíduos 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 tributário do setor corresponde em 45% com a arrecadação 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 arrecadação com aproximadamente 1,5 bilhões de reais em impostos 

(ANFARMAG,2024). 

O setor magistral veterinário também cresceu e isso fica evidenciado quando o 

setor regulador, representado em sua totalidade pela Agência Nacional de Vigilância 

Sanitária (ANVISA) e Ministério da Agricultura e Pecuária (MAPA), se preocupou em 

regulamentar a produção de medicamentos manipulados para animais com o decreto n° 

5.053/2004 e a Instrução Normativa (IN) n° 11/2005. Ambas tratam do regulamento que 

estabelece a fiscalização dos produtos de uso veterinário e dos estabelecimentos que os 

fabricam ou comercializam, incluindo as fiscalizações aplicáveis aos estabelecimentos 
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que manipulam esses produtos, incluindo as boas práticas de manipulação (BRASIL, 

2004; BRASIL 2005). 

 

3.2 PIMOBENDANA E A INSUFICIÊNCIA CARDÍACA CONGESTIVA   

A insuficiência cardíaca congestiva é uma síndrome clínica multifatorial e não 

pode ser tratada como uma doença isolada. Em cães ela se estabelece devido à doença 

valvar mitral mixomatosa (DVMM) ou a cardiopatia dilatada (CMD), o principal 

tratamento é o individualizado, para isso o médico veterinário se apoia nos achados 

clínicos e o diagnóstico é baseado em exames complementares como o ecocardiograma, 

eletrocardiograma e a radiografia torácica. O tratamento inclui os fármacos diuréticos, 

digitálicos, inibidores da enzima conversora de angiotensina (IECA) e os inodilatadores 

como a PMB (Petrus, 2019) (Araújo et al., 2024).  

A PMB fármaco utilizado para o tratamento de insuficiência cardíaca é um 

derivado benzimidazol‐piridazinona conhecido como inodilatador que possui um 

mecanismo de ação principal, onde existe uma maior sensibilização ao cálcio intracelular 

(Ca+2) e a inibição da fosfodiesterase do tipo 3 (PDE3) (BOYLE; LEECH, 2012). Os 

principais efeitos fisiológicos observados é o aumento da força de contração (efeito 

inotrópico positivo) com a diminuição do consumo de oxigênio pelo miocárdio, vale 

ressaltar que em um coração em insuficiência observa-se a redução da resposta beta-

adrenérgica, por isso a sensibilização do cálcio é o principal mecanismo inotrópico da 

PMB. Ainda podemos destacar a vasodilatação sistêmica por meio da inibição da PDE3, 

diminuindo a concentração de (Ca+2) livre no musculo liso vascular, podendo observar 

uma vasodilatação arterial e venosa (Araújo et al., 2024). 

A PMB foi liberada para uso oficialmente para cães, entretanto o uso off-label já 

vem relatado estudo em gatos e outas espécies (Boyle; Leech, 2012). Em cães, os estudos 

são vastos e acontece a algumas décadas, são utilizados principalmente para o tratamento 

de DVMM e CDM (Araújo 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, não podendo ser apenas baseando em relato do tutor 

evidenciando a importância do acompanhamento com médico veterinário cardiologista 

(Petrus, 2019).  
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O uso off-label em gatos é pesquisado principalmente para o tratamento 

cardiomiopatia hipertrófica não responsiva a taurina (Hambrook; Bennett, 2012). Porém, 

é controverso o seu uso pois sugere aumento da sobrevida porem não demostra evidencias 

conclusivas para se tornar o uso on-label, todavia existe a melhora da função atrial e uma 

melhora hemodinâmica (Baron Toaldo et al., 2020), por mais que seja seguro e bem 

tolerado e com uma base solida na farmacologia como existe para os cães, autores 

diferentes sugerem que existe a necessidade mais estudos sobre a farmacocinética e a 

farmacodinâmica quando administrado em gatos (Gordon et al., 2025). 

Ainda existe na literatura artigos que demostram o uso de PMB em animais não 

convencionais (a priori são animais que não são considerados domésticos), um artigo 

demostrou o uso do PMB em uma jaguatirica (Leopardus pardalis), que vivia sob 

cuidados humanos, após o diagnóstico complementar com um ecocardiograma o 

betabloqueador foi substituído por PMB associado com furosemida, aumentando a 

estabilidade clínica do animal (Farsette et al., 2023).  

Em equinos (Equus ferus caballus), estudos de farmacocinética em animais 

saudáveis demostrou que após a administração oral as concentrações plasmáticas foram 

baixas e não foi encontrado o metabolito ativo da PMB (O-desmetil-pimobendana), 

indicando baixa biodisponibilidade oral para essa espécie, como o fármaco não atingiu 

doses terapêuticas adequadas os autores sugeriam cautela antes do uso clínico da PMB 

(Jula et al., 2025). 

Estudos farmacocinéticos em coelhos (Oryctolagus cuniculus) indicaram que, 

apesar da administração de doses superiores às preconizadas para cães e gatos, as 

concentrações plasmáticas permaneceram baixas. Entretanto, a detecção prolongada do 

metabólito ativo (O-desmetil-pimobendana) na circulação, associada à boa tolerabilidade 

clínica e à baixa incidência de efeitos adversos, sustenta o uso empírico da PMB, embora 

estudos clínicos adicionais ainda sejam indispensáveis (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 empírico prévio com doses 

extrapoladas de cães e gatos, as diferenças fisiológicas entre aves e mamíferos tornam 

essa extrapolação imprecisa. As concentrações plasmáticas foram insuficientes, com 

absorção oral errática, baixa biodisponibilidade e alta variabilidade individual, não sendo 

possível recomendar esquemas posológicos confiáveis para aves com base nos dados 

atuais (Guzman et al., 2014). 
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Em suínos (Sus scrofa domesticus) foi feito um estudo e foi avaliado os efeitos 

hemodinâmicos sistêmicos da PMB e do seu metabolito ativo (O-desmetil-pimobendana) 

e os resultados demostraram um aumento significativo na contratilidade cardíaca e na 

redução da resistência vascular sistêmica, confirmando o perfil inodilatador do fármaco, 

os autores concluíram também que o efeito inotrópico envolve o sistema B-adrenergico 

(Duncker et al., 1987). 

Em furões (Mustela putorius furo) de meia idade e idosos, doenças cardíacas são 

frequentes principalmente a cardiopatia dilatada, contudo quase a totalidade dos fármacos 

utilizado para essa espécie o uso é off-label, vários parâmetros bioquímicos foram 

avaliados (ureia, creatinina, proteínas totais, bilirrubina, ALT, AST, GGT, glicose), os 

furões permaneceram saudáveis durante o estudo, os autores não observaram sinais 

clínicos adversos relacionados a administração da PMB, as doses utilizadas foram doses 

utilizadas em cães e ainda foi feito estudo com doses maiores e a conclusão dos autores 

foi que a PMB é bem tolerada nessa espécie, pois não induziu alterações graves em uso 

continuo entretanto não foi avaliado a eficácia terapêutica apenas a segurança do fármaco 

(Hermans et al., 2008). 

Outros estudos recentes têm demonstrado que a PMB apresenta efeitos 

farmacológicos que extrapolam sua ação clássica como inodilatador. Nesse contexto, 

identificaram a PMB como um potente inibidor da transcrição e replicação do vírus da 

hepatite B (HBV), a partir de um rastreamento de fármacos aprovados pelo FDA. O 

fármaco promoveu redução significativa e dose-dependente dos níveis de antígeno de 

superfície do HBV (HBsAg), bem como dos RNAs virais e do DNA do core viral, tanto 

em modelos celulares quanto em camundongos transgênicos para HBV (Yuan et al., 

2022). 

 

 3.3 PIMOBENDANA E OS MÉTODOS CROMATOGRAFICOS   

Do ponto de vista analítico, a PMB apresenta desafios relacionados à sua baixa 

solubilidade em meio aquoso, à presença de metabólitos farmacologicamente ativos 

especialmente a O-desmetil-pimobendana (ODMP), e à necessidade de quantificação em 

diferentes matrizes, como formas farmacêuticas sólidas, soluções orais, sistemas de 

liberação modificada e matrizes biológicas (Asakura et al., 1993; Kuriya et al., 2000). 

A cromatografia líquida de alta eficiência com detecção na região do ultravioleta 

(HPLC-UV) constitui o método mais amplamente utilizado para a quantificação da PMB 
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em formas farmacêuticas. Essa ampla aplicabilidade está associada à elevada robustez do 

método, à simplicidade operacional, ao custo relativamente reduzido e à facilidade de 

validação em conformidade com as diretrizes regulatórias vigentes (Dobariya; Multani, 

2013). 

Na literatura a maioria dos métodos descritos para quantificação de PMB 

empregam colunas de fase reversa do tipo C18, com fases móveis compostas por misturas 

de solventes orgânicos, associados a fases aquosas acidificadas, com ajuste do pH. Isso 

favorece a simetria dos picos cromatográficos e o tempo de retenção adequados 

(Dobariya; Multani, 2013; Leão et al., 2024). 

Além disso, métodos HPLC-UV são amplamente utilizados como métodos para 

estudos de estabilidade, permitindo a avaliação da degradação da PMB em condições de 

hidrolise ácido, básico, e com separação adequada entre o fármaco e seus produtos de 

degradação (GudapatI et al., 2020). 

Ainda é importante ressaltar que métodos para a quantificação da PMB em 

sistemas inovadores já são utilizados, em um estudo recente um método foi validado 

utilizando HPLC-UV para a determinação do teor e para ensaios de liberação em formas 

farmacêuticas impressas em 3D, demostrando que a técnica é linear, precisa, especifica 

para matrizes complexas e robusta o suficiente para atender as normas regulatórias (Leão 

et al., 2024).  

Entretanto para estudos farmacocinéticos, de bioequivalência e de 

biotransformação, os métodos em cromatografia liquida (LC) acoplado a espectrometria 

de massas (LC-MS) são mais aplicáveis pois são mais sensíveis e conseguem detectar e 

quantificar ao mesmo tempo concentrações na faixa de nanograma por litro (ng/L) 

demostrando que para matrizes biológicas como o plasma requer uma seletividade mais 

precisa por conta da presença dos metabolitos ativo da PMB e assim fornecendo dados 

mais robustos para esses estudos. Além disso, métodos LC-MS têm sido amplamente 

utilizados para estudos indicativos de estabilidade, possibilitando a avaliação da 

degradação da PMB (Saengklub et al., 2022). 

Outros métodos descritos foram baseados em se utilizar o HPLC com detecção 

por fluorescência para a quantificação do metabolito ativo da PMB (ODMP), esses 

métodos apresentam sensibilidade superior á detecção por UV, permitindo a 

quantificação da ODMP em sistemas biológicos, como os microssosas hepáticos de ratos, 
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com limites de detecção extremamente baixos. Entretando a técnica de fluorescência tem 

pouca aplicabilidade em controle de qualidade (Kuriya et al., 2000).  

É importante lembrar que a PMB é um fármaco que possui centro quiral, com isso 

métodos quirais para a separação dos enantiômeros vem sendo estudado também, pois 

permite também a detecção e a quantificação do ODMP enantiômero e para isso são 

utilizadas colunas cromatográficas com sílicas quirais, associados a detecção por 

fluorescência. Todavia esses métodos apresentam elevada complexidade e tem a sua 

aplicação restrita o que torna o método inviável para a aplicação nas análises de rotina ou 

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

 

4.MATERIAL E MÉTODOS  

4.1 REAGENTES 

A PMB utilizada como substância química de referência caracterizada (SQRC) 

foi obtida da CoperVet® (lote com pureza de 98,3%), sendo caracterizada previamente 

para confirmação de identidade e adequação ao uso analítico. Amostras comerciais em 

cápsulas e soluções orais não aquosas foram adquiridas do comércio nacional brasileiro. 

Utilizou-se água purificada (sistema OS50 LX – Gehaka®) e solução de ácido clorídrico 

(HCl) 0,1 mol/L preparada a partir de reagentes de diferentes fabricantes, empregados no 

estudo de robustez (Tabela 1). 

 

Tabela 1: Informações sobre os ácidos clorídrico utilizado no teste de robustez 

Marca 
 

Fabricante 
 

Lote 
 Data de 

Fabricação 

 Data de 

Validade 

A  Neon  2203301914  Julho/2022  Junho/2026 

B  Êxodo  63171  Abril/2022  Abril/2028 

C  Synth  261980  Maio/2023  Maio/2026 

Fonte: Elaborada pelo autor 

4.2 EQUIPAMENTOS  

As análises foram realizadas em espectrofotômetro UV-Vis Thermo Scientific® 

Evolution 60® (Madison-WI, EUA), operado com software VisionLite®, utilizando 

cubetas de quartzo de 1 cm. Para o preparo das soluções, empregou-se balança analítica 

AUY220 (Shimadzu®, Brasil) e banho ultrassônico Ultracleaner 1400 (Unique®, Brasil). 
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4.3 CARACTERIZAÇÃO DA MATÉRIA-PRIMA  

A caracterização físico-química da PMB empregada nos experimentos foi 

conduzida com o objetivo de confirmar a identidade estrutural do insumo farmacêutico 

ativo (IFA) e garantir a adequação de sua utilização no desenvolvimento e validação do 

método analítico proposto. A análise da matéria-prima é fundamental, considerando que 

o fármaco apresenta polimorfismo significativo, com mais de três formas cristalinas já 

descritas na literatura (Rekis et al., 2018), podendo impactar propriedades físico-químicas 

e comportamento espectral. 

Para essa finalidade, foram utilizadas técnicas espectroscópicas complementares 

amplamente reconhecidas para elucidação estrutural, incluindo espectroscopia na região 

do ultravioleta (UV-Vis), espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier 

com reflectância total atenuada (FTIR-ATR) e ressonância magnética nuclear (RMN) de 

¹H, conforme recomendações do INMETRO (2020) e referências clássicas de 

caracterização de substâncias orgânicas (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 soluções de 8,0 µg/mL preparadas em metanol e em HCl 0,1 mol/L, seguindo 

os procedimentos instrumentais descritos na Seção 3.5. Esses espectros foram utilizados 

para fins de caracterização do padrão e para subsidiar a escolha do comprimento de onda 

analítico, posteriormente apresentada na Seção 3.5 (Dobariya; Multani, 2013).  

 

4.3.2 ESPECTROSCOPIA FTIR-ATR 

As análises de espectroscopia no infravermelho com transformada de Fourier 

(FTIR) foram realizadas em espectrômetro Thermo Scientific™ Nicolet iS5, utilizando 

acessório de reflectância total atenuada (ATR) e software OMNIC™ 7.3 para aquisição e 

processamento dos dados. Os espectros foram registrados na faixa de 400 a 4000 cm⁻¹, 

com resolução de 4 cm⁻¹ e 32 varreduras acumuladas. As bandas obtidas foram utilizadas 

para confirmação da identidade do fármaco, e seus resultados são apresentados na Seção 

4.1.2 (Chernienko et al., 2024). 
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4.3.3 RESSONÂNCIA MAGNÉTICA NUCLEAR (RMN ¹H) 

Os espectros de RMN de ¹H foram obtidos em espectrômetros Bruker Avance Neo 

500 (500 MHz para ¹H), equipado com sonda multinuclear Smart Probe de 5 mm com 

gradiente no eixo Z. Para a caracterização da PMB, os espectros de RMN de ¹H foram 

registrados em espectrômetro de alta resolução operando a 500 MHz, utilizando DMSO-

d₆ como solventes e tetrametilsilano (TMS) ou o sinal residual do solvente como 

referência interna. Os dados espectrais foram empregados para confirmar a estrutura 

molecular da substância, sendo suas atribuições químicas discutidas na Seção 5.1.3. O 

processamento dos dados foi realizado no software TopSpin 1.3 (Bruker) (Santos; 

Colnago, 2013). 

 

4.4 VALIDAÇÃO DO MÉTODO ESPECTROFOTOMÉTRICO  

O método espectrofotométrico foi validado de acordo com a Resolução da 

Diretoria Colegiada (RDC) nº 166, de 24 de julho de 2017, da Agência Nacional de 

Vigilância Sanitária (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 análises estatísticas foram realizadas com auxílio dos 

softwares Microsoft Excel®, OriginPro® 8.5 e Design-Expert® 13 (Stat-Ease Inc.). 

Os parâmetros avaliados incluíram: linearidade, limites de detecção (LD) e 

quantificação (LQ), precisão (repetibilidade e precisão intermediária), exatidão, 

seletividade e robustez. 

 

4.5 SELEÇÃO DO SOLVENTE E DETERMINAÇÃO DO COMPRIMENTO DE ONDA 

ESPECTROFOTOMÉTRICO 

A seleção do solvente foi realizada por meio da avaliação dos espectros de 

absorbância da PMB (8,0 µg/mL) em diferentes meios, incluindo acetonitrila, etanol, 

metanol, água purificada, soluções de HCl (0,01 a 1,0 mol/L) e solução 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 

identificação do comprimento de onda de máxima absorção (λmax) em cada meio. Os 

solventes avaliados encontram-se apresentados na Tabela 2. 
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Tabela 2: Solventes e soluções avaliados na seleção do meio de dissolução da PMB (8,0 µg/mL). 

Solventes pH 

Acetonitrila PA * 

Etanol PA * 

Metanol PA * 

Água purificada 5,45 

0,01 mol/L HCl 2,10 

0,1 mol/L HCl 1,23 

 1,0 mol/L HCl 0,25 

0,5 mol/L NaOH 13,45 

*: Não determinado. Fonte: Elaborada pelo autor 

 

4.6 PREPARO DAS SOLUÇÕES  

4.6.1 PREPARAÇÃO DA SOLUÇÃO ESTOQUE PARA CURVA DE CALIBRAÇÃO  

Pesaram-se 20,0 mg da PMB padrão (SQRC) e transferiu para balão volumétrico 

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

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

completado até o menisco com solução de HCl 0,1 mol/L, obtendo-se a solução-estoque 

(200,0 µg/mL) que em seguida diluições adequadas foram preparadas para obtenção dos 

níveis de 2,0 a 14,0 µg/mL utilizados na curva analítica. 

 

4.6.2 PREPARAÇÃO DA SOLUÇÃO PARA ROBUSTEZ 

Para os ensaios de robustez (Seção 4.7.6), preparou-se uma solução padrão de 8,0 

µg/mL da PMB a partir da solução-estoque, utilizando as três marcas comerciais de HCl 

listadas na Tabela 1. Variaram-se deliberadamente os fatores: concentração do ácido 

(0,09–0,11 mol/L), comprimento de onda (327–331 nm) e fabricante do HCl, conforme 

planejamento fatorial 2³ descrito no item 4.7.6. 

 

4.6.3 PREPARAÇÃO DAS SOLUÇÕES PARA A EXATIDÃO  

Para o ensaio de recuperação (Seção 3.7.4), preparou-se inicialmente uma solução 

da amostra comercial de PMB com concentração de 10,0 µg/mL. Utilizou-se a solução-

padrão de 20,0 µg/mL para realizar as adições correspondentes a 80%, 100% e 120% da 

concentração nominal, resultando em soluções contendo 5,0; 6,0; e 7,0 µg/mL de PMB. 

Cada nível foi preparado e analisado em triplicata. 
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4.6.4 PREPARAÇÃO DAS SOLUÇÕES PARA SELETIVIDADE 

Para os ensaios de seletividade, foram preparadas soluções placebo 

representativas das duas formas farmacêuticas avaliadas, conforme a composição descrita 

nas Tabelas 3 e 4. As preparações foram conduzidas seguindo os mesmos procedimentos 

aplicados às amostras contendo o fármaco, garantindo equivalência no processo de 

extração. 

 

a) Placebo das cápsulas 

Os excipientes listados na Tabela 3 foram pesados e transferidos para balão 

volumétrico de 25 mL. Adicionou-se 10 mL de metanol e a mistura foi submetida à 

sonicação por 10 minutos. O volume foi então completado com solução de HCl 0,1 mol/L. 

A suspensão foi centrifugada por 10 minutos e o sobrenadante obtido foi utilizado para 

avaliação de possíveis interferências. 

 

Tabela 3. Excipientes presentes nas formulações sólidas (cápsulas) contendo pimobendana. 

Fabricante Excipientes declarados 

  
Purifarma Celulose; Croscarmelose sódica; Lauril sulfato de sódio; 

Dióxido de silício; Talco; Carbotil HR® 

  

Copervet 

(Pimo-C®) 

Ácido cítrico; Carboximetilcelulose (CMC); Dióxido de 

silício; Polivinilpirrolidona K30 (PVP K30); Estearato de 

magnésio; Sorbato de potássio 
                 Fonte: Elaborada pelo autor 

 

b) Placebo do veículo líquido anidro 

Transferiu-se 1,0 mL do veículo anidro descrito na Tabela 4 para balão 

volumétrico de 25 mL, adicionaram-se 10 mL de metanol e procedeu-se com sonicação 

por 10 minutos. O volume foi completado com solução de HCl 0,1 mol/L. Uma alíquota 

de 1,0 mL dessa solução foi transferida para balão volumétrico de 25 mL e novamente 

diluída com HCl 0,1 mol/L. 

As soluções placebo foram analisadas em 329 nm sob as mesmas condições 

utilizadas para as amostras contendo pimobendana. 
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Tabela 4. Excipientes presentes nas formulações líquidas orais (veículo anidro) contendo pimobendana. 

Fabricante / 

Veículo 
 Excipientes declarados 

   
Veículo anidro 

(laboratório) 
 

Álcool de cereais; Glicerina bidestilada; 

Polietilenoglicol 400; Propilenoglicol; Sorbato de 

potássio; flavorizante de picanha 

Copervet 

(Pimo-S®) 
 

Glicerina bidestilada; Propilenoglicol; 

Polietilenoglicol 300; Polivinilpirrolidona K30 

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

 

4.6.5 PREPARAÇÃO DAS SOLUÇÕES PARA AVALIAÇÃO DA PRECISÃO 

Para os ensaios de repetibilidade e precisão intermediária, foram preparadas 

soluções independentes das duas formas farmacêuticas comerciais (cápsulas e solução 

oral anidra), ajustadas à concentração final de 8,0 µg/mL. 

 

a) Cápsulas 

O conteúdo de cápsulas comerciais contendo 1,25 mg de pimobendana foi 

transferido para balão volumétrico de 25 mL. Adicionaram-se 10 mL de metanol e a 

dispersão foi submetida à sonicação por 10 minutos. O volume foi completado com 

solução de HCl 0,1 mol/L e homogeneizado. Após centrifugação, uma alíquota de 4,0 mL 

foi transferida para balão volumétrico de 25 mL e diluída até o menisco com HCl 0,1 

mol/L, obtendo-se solução final a 8,0 µg/mL. 

 

b) Solução oral anidra 

O volume equivalente à dose declarada (1,25 mg/mL) foi calculado como 64 µL 

e transferido para balão volumétrico de 10 mL. O volume foi completado com HCl 0,1 

mol/L e a solução foi submetida à sonicação por 10 minutos, resultando em concentração 

final de 8,0 µg/mL. 

Essas soluções foram utilizadas nos ensaios de repetibilidade (seis determinações 

no mesmo dia) e de precisão intermediária (seis determinações em três dias distintos). 

 

4.7 PARÂMETROS ANALÍTICOS 

A validação do método foi conduzida conforme os requisitos estabelecidos na 

Resolução RDC nº 166/2017 (ANVISA), no guia ICH Q2(R1) e no Appendix F da AOAC 

International. Foram avaliados os seguintes parâmetros: linearidade, limite de detecção 
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(LD), limite de quantificação (LQ), precisão (repetibilidade e precisão intermediária), 

exatidão, seletividade e robustez. 

 

4.7.1 LINEARIDADE 

A linearidade foi avaliada em sete níveis de concentração (2,0; 4,0; 6,0; 8,0; 10,0; 

12,0 e 14,0 µg/mL), preparados a partir da solução-estoque da PMB (SQRC). Cada nível 

foi analisado em triplicata, totalizando três curvas analíticas independentes obtidas em 

três dias não consecutivos. As absorbâncias foram registradas em 329 nm (ordem zero) e 

plotadas em função das respectivas concentrações. A regressão linear foi ajustada pelo 

método dos mínimos quadrados, avaliando-se a equação da reta, o coeficiente de 

correlação (r) e a distribuição dos resíduos, conforme critérios estabelecidos nas normas 

de validação citadas. 

 

4.7.2 LIMITE DE DETECÇÃO E LIMITE DE QUANTIFICAÇÃO 

Os limites de detecção (LD) e quantificação (LQ) foram estimados a partir dos 

dados obtidos nas curvas analíticas de linearidade. Os valores foram calculados 

utilizando-se o desvio-padrão do intercepto da regressão linear (σ) e a inclinação média 

das curvas (S), conforme preconizado pelo guia ICH Q2 e pela RDC nº 166/2017 

(ANVISA,2017). As equações empregadas foram: 

➢ LD = 3,3 × (σ / S) 

➢ LQ = 10 × (σ / S) 

Os resultados obtidos foram expressos em unidades de concentração (µg/mL), 

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

 

4.7.3 PRECISÃO 

A precisão do método foi avaliada em dois níveis: repetibilidade e precisão 

intermediária. A repetibilidade foi determinada por meio da análise de seis soluções 

independentes de PMB, preparadas a partir das formulações comerciais e ajustadas à 

concentração de 8,0 µg/mL, conforme descrito na Seção 4.6.5. Todas as medições foram 

realizadas no mesmo dia, pelo mesmo analista e utilizando o mesmo conjunto 

instrumental. 

A precisão intermediária foi avaliada pela análise de três conjuntos independentes 

de soluções, preparadas em três dias distintos, por diferentes analistas e utilizando o 

mesmo laboratório e condições instrumentais. Os resultados foram expressos como 
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desvio padrão relativo (DPR%), conforme estabelecido na RDC nº 166/2017 

(ANVISA,2017) e no guia ICH Q2(R1). 

 

4.7.4 EXATIDÃO  

A exatidão foi avaliada por meio do ensaio de recuperação, utilizando soluções 

padrão e da amostra comercial de PMB. Soluções da amostra contendo 10,0 µg/mL de 

PMB foram enriquecidas com volumes adequados da solução padrão de 20,0 µg/mL, de 

modo a obter três níveis de adição correspondentes a 80%, 100% e 120% da concentração 

nominal. Cada nível foi preparado e analisado em triplicata, seguindo o mesmo 

procedimento aplicado às demais soluções do método. 

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

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

 

%𝑅 = (
𝐶𝑎 − 𝐶𝑠

𝐶𝑡
) 𝑥100 

em que: 

➢ Ca = concentração encontrada na amostra adicionada de padrão 

➢ Cs = concentração encontrada na amostra sem adição de padrão 

➢ Ct = concentração teórica de padrão adicionada 

Os critérios de aceitação foram baseados na RDC nº 166/2017 e no guia ICH Q2, 

considerando aceitáveis recuperações no intervalo de 98 a 102%, com o desvio padrão 

relativo compatível com métodos espectrofotométricos em UV. 

 

4.7.5 SELETIVIDADE 

A seletividade foi avaliada por meio da análise de soluções placebo 

representativas das formulações sólidas (cápsulas) e líquidas (veículos orais anidros) 

comercializadas ou manipuladas para uso veterinário. As composições dos excipientes 

mais comuns empregados nessas formulações estão apresentadas nas Tabelas 3 e 4.  

As soluções placebo foram submetidas aos mesmos procedimentos de extração, 

diluição e leitura aplicados às amostras contendo PMB, garantindo equivalência 

operacional no processo analítico. Os espectros obtidos foram comparados com os das 

soluções-padrão e das amostras comerciais, verificando-se a ausência de interferências 

significativas no comprimento de onda analítico de 329 nm, condição necessária para a 

confirmação 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 três fatores deliberadamente variados, considerados críticos 

para o desempenho do método espectrofotométrico: 

Concentração da solução de HCl, comprimento de onda de leitura e marca do reagente 

Comprimento de onda: 327 a 331 nm 

a) Marca do reagente de HCl empregado na preparação das soluções. 

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

 

Os ensaios foram conduzidos na concentração de 8,0 µg/mL de PMB, conforme 

descrito no item 3.5.2. A resposta avaliada foi a absorbância obtida em cada condição 

experimental. Os dados foram analisados por ANOVA (nível de confiança de 95%), 

permitindo identificar se as variações propostas afetavam significativamente o 

desempenho do método, conforme os critérios da RDC nº 166/2017 (ANVISA,2017) e 

do guia ICH Q2(R1). 

A matriz experimental contendo todas as combinações dos níveis dos fatores 

encontra-se apresentada na Tabela 5. As combinações dos níveis dos fatores estão 

apresentadas com seus respectivos números de corrida. Nesse delineamento, cada 

condição experimental (RUN) corresponde a uma combinação específica entre a 

concentração de HCl, o comprimento de onda e a marca do reagente. 

As análises foram realizadas utilizando solução da amostra comercial contendo                 

8,0 µg/mL de PMB (preparada conforme item 4.6.2). A variável resposta monitorada foi 

a absorbância medida em 329 nm, conforme estipulado para o método. Os dados obtidos 

foram submetidos à análise de variância (ANOVA) com nível de confiança de 95%, 

visando avaliar a significância dos efeitos principais, das interações e da curvatura, 

conforme recomendado pela RDC nº 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 avaliação da robustez do 

método, conforme planejado no software Design-Expert® 13.  

Experimentos 

(run) 

Concentração 

molar de HCl 

Comprimento de 

onda (nm) 

Marca do HCl (a/b/c) * 

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 HCl: A: Neon, B: Êxodo, C: Synth   

 

5.RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

5.1 CARACTERIZAÇÃO DA MATÉRIA-PRIMA PMB 

A caracterização da matéria-prima é etapa fundamental para assegurar a 

identidade química da PMB empregada no desenvolvimento e validação do método 

analítico. Foram utilizadas três técnicas complementares: espectroscopia UV-Vis, FTIR-

ATR e RMN de ¹H, permitindo confirmar a estrutura molecular e a presença dos grupos 

funcionais característicos do fármaco. Os resultados obtidos são apresentados nas seções 

subsequentes. 

5.1.1 ESPECTRO UV/VIS  

O espectro UV-Vis da PMB foi obtido na faixa de 200 a 400 nm, utilizando 

solução de 8,0 µg/mL preparada em metanol e na solução de HCl 0,1 mol/L. O perfil 

espectral apresentou três bandas de absorção bem definidas, atribuídas às transições 

eletrônicas do sistema aromático e dos grupos cromofóricos presentes na molécula, 

incluindo o anel benzimidazol e a carbonila da diidropiridazinona. 
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Observou-se banda de maior intensidade na região próxima a 329 nm, 

correspondente à transição π→π*, conforme descrito na literatura (Bagul et al., 2024). As 

demais bandas na região de 230 - 290 nm refletem contribuições adicionais do sistema 

aromático e dos substituintes heterocíclicos da molécula. A Figura 2 apresenta o espectro 

UV-Vis obtido para a matéria-prima, evidenciando o conjunto de bandas características 

do fármaco. 

Figura 2 – Espectros UV-Vis da pimobendana (8,0 µg/mL) registrados em metanol e em solução de HCl 

0,1 mol/L, na faixa de 200–400 nm. 
 

 

 

 

  

 

 

 

 

Fonte: Elaborado pelo autor no software OriginPro® 8.5. 

 

5.1.2 ESPECTRO FTIR-ATR 

O espectro FTIR-ATR da matéria-prima de pimobendana é apresentado na Figura 

3, exibindo as bandas características esperadas para a estrutura do fármaco. As principais 

absorções e suas respectivas atribuições vibracionais encontram-se sumarizadas na 

Tabela 6. 

A banda intensa em 1628 cm⁻¹ corresponde ao estiramento da carbonila (C=O) 

presente no anel diidropiridazinona, constituindo um dos marcadores espectrais mais 

relevantes para identificação da PMB. Bandas adicionais foram observadas em 3200 

cm⁻¹, atribuída ao estiramento N-H aromático, e em 2900 cm⁻¹, associada ao estiramento 

C–H alifático. 

Na região de fingerprint (900 – 650 cm⁻¹), destacam-se as bandas em 873 e 810 

cm⁻¹, atribuídas às deformações fora do plano (out-of-plane) de anéis aromáticos, 

compatíveis com a presença do sistema benzimidazólico da molécula. O conjunto 

observado confirma a identidade da substância e está de acordo com descrições presentes 

na literatura (BOEREN et al., 2014) e em documentos de referência estrutural da PMB. 
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Estiramento da carbonila, C=O, principal pico 

de identificação da pimobendana 

Figura 3 – Espectro FTIR-ATR da pimobendana padrão registrado na faixa de 4000–400 cm⁻¹ 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Elaborado pelo autor no software OMNIC™ 7.3. 

 

 

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

atribuições. 

Pico (cm⁻¹)  Atribuição 

3200  Estiramento N-H 

2900  Estiramento C–H alifático 

1671  Estiramento da carbonila (C=O) 

873  Deformação fora do plano C-H aromático 

810  Deformação fora do plano C-H aromático 

Fonte: Dados experimentais do autor. 

 

5.1.3 RESSONÂNCIA MAGNÉTICA NUCLEAR (RMN ¹H) 

Os espectros de RMN de ¹H da PMB, obtidos em solvente DMSO-d₆, 

apresentaram perfil plenamente compatível com a estrutura química descrita para o 

fármaco. A Figura 4 apresenta os espectros completos, enquanto as principais atribuições 

dos sinais observados encontram-se resumidas na Tabela 7. 

No espectro de RMN ¹H, sinais característicos foram observados na região de 7,50 

– 8,15 ppm, correspondentes aos hidrogênios aromáticos do sistema benzimidazólico, 

confirmando a presença desse núcleo heterocíclico na molécula. Os sinais aromáticos 

adicionais em 7,11 – 7,13 ppm, atribuídos a dupletos, corroboram a presença do anel 

anisólico substituído. 
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O sinal observado na faixa de 3,47 – 3,52 ppm, com padrão de dupleto de quarteto, 

foi atribuído ao hidrogênio do carbono quiral (C–H), evidenciando o centro estereogênico 

da molécula. A região entre 4,15 – 4,25 ppm apresentou um quadrupleto característico do 

grupo O–CH₂, enquanto o singleto em 3,84 ppm confirmou a presença do grupo metoxi 

(O–CH₃). 

Os sinais alifáticos incluem o dupleto em 1,12 – 1,13 ppm, atribuído ao grupo 

CH₃, bem como os sinais em 2,25 – 2,26 ppm e 2,70 – 2,72 ppm, correspondentes aos 

grupos CH₂, sendo este último 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, atribuídos aos prótons NH do sistema benzimidazólico, 

confirmando a integridade do núcleo heterocíclico da PMB. 

O conjunto de sinais observados, bem como seus deslocamentos químicos e 

padrões 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 RMN¹H da pimobendana (DMSO-d₆). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Dados experimentais obtidos pelo autor no software Topspin 4.0 
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Tabela 7. Principais sinais observados nos espectros de RMN¹H da PMB e suas atribuições. 

PPM Comparação Conclusão 

1,12 – 1,13 Dupleto (CH₃) Confirma o grupo metila 

2,26 – 2,25 Dupleto (CH₂) Confirma o CH2 

2,70 – 2,72 
Dupleto de dupleto 

(CH₂) 

Confirma o metileno adjacente ao 

centro quiral 

3,47 – 3,52 
Dupleto de quarteto 

(CH) 
Centro quiral 

3,84 Singleto (O-CH3) 
Confirma a presença do grupo 

metoxi 

7,11 – 7,13 Dubletos aromáticos 
Confirma o anel aromático 

anisólico 

7,50 – 8,15 
Hidrogênios aromáticos 

(multipletos) 

Confirma os hidrogênios do anel 

benzimidazol 

10,88 – 10,90 Singleto (NH) 
Confirma o NH do sistema 

heterocíclico 

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 SELEÇÃO DO SOLVENTE 

A escolha do solvente adequado constitui uma etapa crítica no desenvolvimento 

de métodos espectrofotométricos, pois influencia diretamente a solubilidade da PMB, a 

definição do perfil espectral, a posição do comprimento de onda máximo (λmax) e a 

intensidade do sinal analítico.  Para determinar o meio mais apropriado, avaliou-se o 

comportamento espectral da PMB na concentração de 8,0 µg/mL em diferentes solventes 

orgânicos, aquosos, ácidos e básicos. Os valores de λmax e de absorbância obtidos 

encontram-se apresentados na Tabela 8. 
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Tabela 8: Seleção de solventes para determinação espectrofotométrica da pimobendana  

(8,0 µg/mL) 

Solvente / Solução 
  λmax 

(nm) 

  Absorbância 

(mAU) 

Acetonitrila PA   328   1,036 

Etanol PA   329   0,520 

Metanol PA   329   0,896 

Água purificada   327   0,832 

HCl 0,01 mol/L   329   1,342 

HCl 0,1 mol/L   329   0,976 

HCl 1,0 mol/L   329   0,915 

NaOH 0,5 mol/L   339   0,384 

Fonte: Dados obtidos experimentalmente pelo autor. 

 

A interpretação desses resultados deve ser feita à luz do comportamento ácido–

base da molécula. Conforme indicado pelo perfil de microespecies previsto pelo software 

Chemicalize® (Figura 5), a PMB apresenta pKa básico de aproximadamente 4,76 e pKa 

ácido próximo de 11,17, permanecendo predominantemente protonada em meio ácido. 

Essa condição favorece sua solubilização e resulta em espectros mais definidos e intensos, 

especialmente na região de absorção de maior relevância analítica. 

Figura 5 – Distribuição ácido-base e microspecies da pimobendana calculadas pelo software 

Chemicalize® (ChemAxon). 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Elaborado pelo autor com dados obtidos no software Chemicalize® (ChemAxon). 
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Os solventes orgânicos (acetonitrila, etanol e metanol) produziram espectros bem 

definidos e λmax entre 328 e 329 nm, porém com intensidades de absorbância moderadas, 

compatíveis com solubilidade intermediária da PMB nesses meios. Em água purificada, 

observou-se redução da absorbância, indicando limitação de solubilidade em pH neutro. 

Em contraste, as soluções ácidas, particularmente aquelas contendo entre 0,01 e 

1,0 mol/L de HCl, produziram respostas espectrais superiores, com λmax fixo em 329 nm 

e absorbâncias mais elevadas. Esse comportamento é decorrente da protonação da PMB 

em meio ácido, condição que aumenta sua solubilidade e melhora a definição do espectro 

UV-Vis em ordem zero. Entre essas condições, o HCl 0,1 mol/L destacou-se por 

apresentar a melhor combinação entre intensidade sinal–ruído, estabilidade espectral, 

praticidade operacional, custo reduzido e reprodutibilidade. 

A solução de NaOH 0,5 mol/L resultou em deslocamento do λmax para 339 nm, 

acompanhado de expressiva queda da absorbância (0,384 mAU), sugerindo instabilidade 

estrutural e baixa solubilidade da PMB em meio altamente básico. Esse comportamento 

está de acordo com a baixa fração protonada da molécula em pH elevado. 

Com base nesses resultados, o HCl 0,1 mol/L foi selecionado como solvente para 

as etapas subsequentes do método analítico, oferecendo o melhor desempenho em termos 

de solubilidade, definição espectral, estabilidade do sinal e aplicabilidade no controle de 

qualidade. 

 

5.3 DETERMINAÇÃO DO ΛMAX 

A escolha de 329 nm como comprimento de onda analítico apresentou diversas 

vantagens experimentais. Em primeiro lugar, trata-se da região de máxima sensibilidade, 

onde o sinal da PMB é mais intenso e melhor definido em meio ácido, condição que 

favorece sua protonação e solubilidade. Além disso, nenhum dos excipientes presentes 

nas formulações analisadas exibiu absorbância significativa nessa faixa, conforme 

demonstrado nos estudos de seletividade (Seção 4.7.5), garantindo ausência de 

interferências analíticas.  

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 região de baixa influência de ruído instrumental e alta eficiência 

óptica para espectrofotômetros UV-Vis modernos, independentemente da tecnologia da 

lâmpada empregada (deutério, xenônio ou híbrida), conforme descrito por Skoog et al. 
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(2009) e Harris (2017). A seleção do λmax é reconhecida como etapa crítica para 

assegurar sensibilidade, seletividade e robustez analítica, conforme recomendam o guia 

ICH Q2(R1) e a RDC nº 166/2017 (ANVISA,201). Assim, a adoção de 329 nm foi 

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

 

5.4 LINEARIDADE 

A linearidade do método foi avaliada por meio da construção de três curvas 

analíticas independentes, preparadas em dias distintos, seguindo as recomendações da 

RDC nº 166/2017 (ANVISA) e do guia ICH Q2(R1). Foram utilizados sete níveis de 

concentração (2,0; 4,0; 6,0; 8,0; 10,0; 12,0 e 14,0 µg/mL), obtidos a partir da solução-

estoque preparada em HCl 0,1 mol/L. Cada nível foi analisado em triplicata. 

As absorbâncias registradas em 329 nm foram plotadas em função das respectivas 

concentrações, resultando em curvas com comportamento linear típico. A Figura 6 

apresenta uma curva analítica representativa da relação concentração–absorbância. 

Figura 6 – Curva analítica representativa da pimobendana na faixa de 2,0–14,0 µg/mL, obtida 

em solução de HCl 0,1 mol/L, com leituras realizadas em 329 nm. 

Fonte: Elaborado pelo autor no software Microsoft Excel® 2019. 

A adequação do modelo linear foi avaliada também por meio do gráfico de 

resíduos, apresentado na Figura 7, o qual evidencia distribuição aleatória dos erros em 

torno de zero, sem tendência associada à concentração. Esse comportamento confirma a 

homocedasticidade dos dados e a ausência de falta de ajuste, reforçando a validade do 

modelo linear para a faixa estudada. 
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Figura 7 – Gráfico dos resíduos correspondente à curva analítica, demonstrando distribuição 

aleatória e ausência de tendência sistemática. 
 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Elaborado pelo autor no https://www.mycompiler.io/pt/new/python  

 

Os parâmetros de regressão linear obtidos para as três curvas independentes são 

apresentados na Tabela 9. Os coeficientes de correlação (r) permaneceram 

consistentemente superiores a 0,9990, atendendo plenamente às exigências regulatórias. 

As inclinações das curvas apresentaram baixa variação entre dias, evidenciando boa 

reprodutibilidade, enquanto os interceptos próximos de zero indicaram ausência de erro 

sistemático. 

Tabela 9. Parâmetros de regressão linear das três curvas analíticas independentes 

construídas para avaliação da linearidade. 

Parâmetros Resultados 

λ (nm) 329 

Faixa de linearidade (μg/mL) 2,0-14,0 

Equação: y = ax + b y = 0,1198x + 0,0109 

Coeficiente de correlação (r) 0,99975 

LD (μg/mL) 0,125 

LQ (μg/mL) 0,250 

Fonte: Elaborada pelo autor 

Abreviaturas: (λ) Comprimento de onda; (LD) Limite de detecção; (LQ) Limite de quantificação. 

O conjunto dos resultados demonstra que o método desenvolvido apresenta 

excelente linearidade na faixa de 2,0–14,0 µg/mL, confirmando sua adequação para a 

quantificação da pimobendana em formulações farmacêuticas. 

 

5.5 LIMITES DE DETECÇÃO (LD) E QUANTIFICAÇÃO (LQ) 

Os limites de detecção (LD) e de quantificação (LQ) da pimobendana foram 

estimados a partir dos parâmetros estatísticos das curvas analíticas obtidas na avaliação 

da linearidade (Seção 4.7.1). Os cálculos foram realizados utilizando o desvio-padrão do 

intercepto da regressão linear (σ) e a inclinação média das curvas (S), conforme 

recomendado pela RDC nº 166/2017 (ANVISA,2017) e pelo guia ICH Q2(R1). 

https://www.mycompiler.io/pt/new/python
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Os valores obtidos encontram-se apresentados na Tabela 9, juntamente com os 

demais parâmetros de regressão linear. Os resultados indicam que o método 

espectrofotométrico apresenta sensibilidade adequada para a detecção e quantificação de 

baixas concentrações de PMB, o que é particularmente relevante para formulações 

contendo doses reduzidas, como cápsulas de 1,25 mg.  

Os valores de LD (0,125 µg/mL) e LQ (0,250 µg/mL) estão de acordo com o 

desempenho esperado para métodos UV-Vis, demonstrando que o procedimento analítico 

desenvolvido é suficientemente sensível para aplicações de rotina em laboratórios de 

controle de qualidade. 

 

5.6 PRECISÃO 

A precisão do método foi avaliada em dois níveis: repetibilidade (intra-dia) e 

precisão intermediária (interdia), utilizando a concentração de trabalho de 8,0 µg/mL para 

as formulações sólida e líquida. Para cada matriz, foram preparadas seis soluções 

independentes conforme descrito na Seção 3.6.5, e as leituras foram realizadas em 329 

nm. 

5.6.1INTRADIA E INTERDIA  

Os resultados obtidos são apresentados na Tabela 10. Na avaliação da 

repetibilidade, os desvios-padrão relativos (DPR) permaneceram abaixo de 2%, 

atendendo plenamente aos critérios estabelecidos. Tendência semelhante foi observada 

na precisão intermediária, demonstrando estabilidade do método entre dias de análise 

distintos. 

Tabela 10: Resultados de repetibilidade e precisão intermediária para cápsulas e solução oral 

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

Amostra 
Repetibilidadea 

+ DPR 

Precisão 

intermediáriab 

+ DPR 

Cápsulas 

Dia 1 Dia 2 Dia 3 

101,55 ± 0,95 
101,08 ± 0,17 101,60 ± 0,10 101,95 ± 0,22 

Líquido 

anidro 
99,46 ± 0,20 100,33 ± 0,06    100,54 ± 0,45 100,15 ± 0,56 

Fonte: Elaborada pelo autor 

a n = 6 determinações realizadas no mesmo dia (repetibilidade). 
b n = 6 determinações realizadas em três dias distintos (precisão intermediária). 

Condições espectrofotométricas: leituras realizadas em 329 nm utilizando solução de HCl 0,1 

mol/L como solvente. 
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A variabilidade entre as determinações evidencia que o método 

espectrofotométrico desenvolvido apresenta precisão, nas condições avaliadas, sendo 

plenamente adequado para aplicação rotineira em laboratórios de controle de qualidade. 

 

5.7 EXATIDÃO 

A exatidão do método espectrofotométrico foi avaliada por meio de ensaios de 

recuperação, nos quais soluções da amostra foram enriquecidas com quantidades 

conhecidas de padrão de PMB. Os resultados obtidos encontram-se apresentados nas 

Tabelas 11 e 12, correspondentes às formulações sólida (cápsulas) e líquida (solução 

anidra), respectivamente. 

Tabela 11: Valores experimentais obtidos no ensaio de exatidão da forma farmacêutica 

capsula por meio do método espectrofotométrico proposto. 

Concentração 

teórica de PMB 

adicionada (μg/mL) 

Concentração de 

PMB recuperada 

(μg/mL) 

Recuperação (%) 

Resultado  

Média ±  

DPR (%) 

5,00 5,00 99,89  

101,37 ± 1,29 6,00 6,02 102,39 

7,00 7,01 101,84 
Fonte: Elaborada pelo autor 

Os percentuais de recuperação para os três níveis avaliados (80%, 100% e 120%) 

permaneceram dentro do intervalo aceitável de 98,0 a 102,0%, estabelecido pela RDC nº 

166/2017 (ANVISA,2017), pelo guia ICH Q2(R1) e pelo Appendix F da AOAC 

International. Além disso, os desvios-padrão relativos (DPR) foram inferiores a 2,0% para 

todos os níveis testados, indicando precisão interna dos ensaios e ausência de influência 

significativa da matriz. 

Tabela 12: Valores experimentais obtidos no ensaio de exatidão da forma farmacêutica líquida 

por meio do método espectrofotométrico proposto. 

Concentração 

teórica de PMB 

adicionada (μg/mL) 

Concentração de 

PMB recuperada 

(μg/mL) 

Recuperação (%) 

Resultado  

Média ±  

DPR (%) 

5,00 5,00 99,33  

100,00 ± 0,83 6,00 6,02 101,00  

7,00 7,01 100,26 
Fonte: Elaborada pelo autor 

Os resultados confirmam a concordância entre os valores experimentais obtidos e 

os valores teóricos esperados, demonstrando que o método apresenta exatidão adequada 

tanto para a formulação sólida quanto para a líquida. Esses achados reforçam a 

confiabilidade do método desenvolvido para aplicação em análises rotineiras de controle 

de qualidade. 
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5.8 SELETIVIDADE 

A seletividade do método espectrofotométrico foi avaliada pela comparação entre 

os espectros das formulações contendo PMB e os respectivos placebos das formas 

farmacêuticas sólida e líquida, conforme preconizado pela RDC nº 166/2017 

(ANVISA,2017) e pelo guia ICH Q2(R1). 

Os placebos foram preparados seguindo os mesmos procedimentos aplicados às 

amostras contendo o fármaco (Seção 4.7.5), assegurando a representação adequada das 

matrizes excipientes. Os espectros foram registrados na faixa de 200 a 400 nm, utilizando 

HCl 0,1 mol/L como solvente e comprimento de onda analítico previamente estabelecido 

em 329 nm (Seção 4.3). 

A Figura 8 reúne os espectros da PMB e dos placebos, evidenciando que nenhuma 

das matrizes excipientes apresenta absorbância significativa em 329 nm. Em contraste, as 

soluções contendo PMB exibem um pico bem definido nessa região, característico da 

transição eletrônica π→π* do fármaco. Essa diferença marcante confirma que o sinal 

analítico observado é exclusivo da PMB, mesmo na presença das diferentes composições 

de excipientes das formulações sólida e líquida. 

Os resultados confirmam que o método é seletivo para a determinação da PMB 

nas matrizes avaliadas, uma vez que não foi observada interferência oriunda de 

excipientes, solvente ou demais componentes das formulações. Dessa forma, o método 

desenvolvido é adequado e seguro para aplicação rotineira em análises de controle de 

qualidade farmacêutico. 
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Figura 8 – Espectros UV-Vis da pimobendana (PMB, 8,0 µg/mL) e dos placebos das formulações sólida e 

líquida registrados em HCl 0,1 mol/L.  

 

Fonte: Elaborado pelo autor no software OriginPro® 8.5. 

(A): PMB vs. placebo da cápsula (Carbotil HR). 

(B): PMB vs. Placebo da cápsula (Pimo-C). 

(C): PMB vs. placebo Líquido Veículo Anidro. 

(D): PMB vs. placebo sólido (Pimo-S). 

(E): Placebos sólido (Pimo-S), concentrado (Pimo-C) e veículo 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 três fatores deliberadamente alterados 

em torno da condição nominal do método: (A) concentração da solução de HCl (0,09 

mol/L,0,10 mol/L, 0,11 mol/L), (B) comprimento de onda de leitura (327 a 331 nm) e (C) 

fabricante do reagente de HCl (marcas A, B e C). A resposta monitorada foi a absorbância 

de solução de PMB a 8,0 µg/mL, medida em 329 nm e os resultados estão ilustrados na 

Tabela13 e 14.  

Tabela 13 – Fatores e níveis avaliados no estudo de robustez do método espectrofotométrico para 

determinação de PMB. 
 

Fator Código Descrição 

Nível 

baixo 

(−1) 

Nível 

central  

(0) 

Nível 

alto  

(+1) 

Unidade 

A [HCl] 
Concentração da 

solução de HCl 
0,09 0,10 0,11 mol/L 

B   
Comprimento de onda 

de leitura 
327 329 331 nm 

C Marca Fabricante do HCl 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 (2FI). A análise de variância (ANOVA), 

apresentada na Tabela 14, indicou que o modelo não foi estatisticamente significativo (p 

> 0,05), indicando ausência de efeitos relevantes dos fatores principais de A 

(concentração de HCl) e B (comprimento de onda), bem como das interações AB e AC. 

O fator C (marca do reagente) apresentou efeito menos pronunciado, porém foi mantido 

no modelo por representar uma condição prática importante no contexto de controle de 

qualidade. 
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Tabela 14 – Resposta aos Fatores e níveis avaliados no estudo de robustez do método espectrofotométrico 

para determinação de PMB. 

Experimentos 

(run) 

Concentração molar 

de HCl 

Comprimento de 

onda (nm) 

Marca do HCl 

(a/b/c) * 

Absorbância 

(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 - Análise de variância (ANOVA) do modelo 2FI para a resposta absorbância na 

avaliação da robustez.  

Variação Soma dos 

Quadrados 

Graus de 

Liberdade 

Quadrado 

Médio 

Teste 

F 

p-

valor 

Significância 

(2FI) 0,0203 9 0,0023 0,6155 0,7636 

Não 

Significativo 

A 0,0073 1 0,0073 2,00 0,1830 

B 0,0041 1 0,0001 0,0212 0,8865 

C 0,0014 2 0,0007 0,1842 0,8341 

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 * * 
Não 

Significativo 
“Falta de 

ajuste” 
0,0127 7 0,0018 0,2907 0,9309 

Erro 0,0313 5 0,0063 * * * 

Total 0,0643 21 *    

R2 0,3158 * * * * * 

Fonte: Elaborada pelo autor 

Os parâmetros de qualidade do ajuste encontram-se resumidos na Tabela 15. O 

coeficiente de determinação (R²), o R² ajustado e o R² predito apresentaram valores 

elevados e concordantes entre si, indicando bom poder de explicação do modelo e 

adequada capacidade preditiva. O coeficiente de variação (CV%) foi baixo, refletindo boa 

reprodutibilidade dos dados experimentais. Adicionalmente, o teste de falta de ajuste não 

foi significativo (p > 0,05), demonstrando que o modelo 2FI descrito é apropriado para 

representar o comportamento do sistema dentro da faixa estudada. 

 

Tabela 16 – Estatísticas de ajuste do modelo de robustez obtido no Design-Expert® 13. 

Parâmetro Valor 

R² 0,3158 

R² ajustado -0,1973 

R² predito -0,7196 

CV (%) 5,84 

Precisão adequada 3,3119 

Desvio padrão 0,0605 

Fonte: Elaborada pelo autor 

Os coeficientes estimados do modelo (Tabela 16) evidenciam que a variação 

simultânea da concentração de HCl e do comprimento de onda exerce o maior impacto 

sobre a absorbância, com efeitos positivos dentro da faixa de estudo. As interações AB e 

AC também apresentaram coeficientes relevantes, sugerindo que pequenas variações 

combinadas desses fatores podem alterar levemente o sinal analítico. Entretanto, tais 
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variações permaneceram dentro de limites aceitáveis e não comprometeram o 

desempenho do método. 

 

Tabela 17 – Coeficientes estimados do modelo 2FI para a resposta absorbância na avaliação 

da robustez. 

Termo 
Coeficiente 

estimado 

Erro 

padrão 

Intervalo de 

Confiança 

95% inferior 

Intervalo de 

Confiança 

95% superior 

VIF* 

Intercepto 1,03 0,00143 0,9973 1,06 — 

A 0,0199 0,0175 -0,0182 0,0581 1,17 

B -0,0053 0,0186 -0,0457 0,0352 1,18 

C 0,0029 0,0191 -0,0388 0,0445 … 

AB -0,0317 0,0262 -0,0887 0,0253 1,39 

AC 0,0100 0,0236 -0,0415 0,0615 … 

BC -0,0095 0,0244 -0,0626 0,0437 … 

               Fonte: Elaborada pelo autor 

A visualização gráfica das superfícies de resposta em 3D (Figura 9) ilustra o 

comportamento da absorbância em função das combinações dos fatores avaliados. 

Observa-se que, na vizinhança da condição nominal do método (HCl 0,10 mol/L, 329 nm, 

marca intermediária), a resposta permanece estável, sem gradientes acentuados, o que 

confirma a robustez do método frente a pequenas variações deliberadas desses 

parâmetros. 

Figura 9 – Superfícies de resposta em 3D para a absorbância da pimobendana (8,0 µg/mL) em 

função dos fatores de robustez obtidas no Design-Expert® 13. (A–C) Diferentes combinações entre 

concentração de HCl, comprimento de onda e marca do reagente avaliadas na faixa de 0,09–0,11 mol/L e 

327–331 nm. 

Fonte: Elaborado pelo autor no software Design-Expert® 13. 
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Os gráficos de efeitos principais e de interação obtidos no estudo de robustez do 

método espectrofotométrico para determinação da PMB evidenciam que as variações dos 

fatores avaliados (concentração de HCl, comprimento de onda e marca do reagente) não 

produziram alterações significativas na resposta analítica. A absorbância medida em 329 

nm manteve-se estável em todas as combinações estudadas, demonstrando que o sinal 

instrumental é pouco sensível às flutuações controladas. 

De forma geral, os resultados do delineamento fatorial indicam que pequenas 

variações nos parâmetros experimentais não comprometem o desempenho do método, 

desde que mantidas dentro da faixa investigada. Assim, o método pode ser considerado 

robusto em relação ao preparo da solução de HCl, ao ajuste do comprimento de onda e à 

marca do reagente ácido utilizada na preparação do solvente. 

 

5.10 APLICABILIDADE DO MÉTODO 

A aplicabilidade do método espectrofotométrico desenvolvido foi avaliada por 

meio da análise de diferentes apresentações farmacêuticas contendo PMB, incluindo 

cápsulas, solução oral anidra e formulações produzidas em laboratório, além de seus 

respectivos placebos.  

Os teores obtidos estão apresentados na Tabela 18, contemplando formulações 

produzidas em laboratório e produtos comerciais. Os valores encontrados situaram-se 

dentro da faixa usualmente aceita para produtos farmacêuticos (95–105%), apresentando 

baixa variação entre determinações e coerência com o conteúdo rotulado. 
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Tabela 18 – Análise de teor das diferentes formulações contendo pimobendana (PMB) 

utilizando o método espectrofotométrico proposto. 

 

Amostra 
Forma 

Farmacêutica 
Excipientes 

Teor encontrado  

 ± DPR (%) 

Produzida* Cápsula 
Com Carbotil HR 98,44 ± 0,18 

Com Pimo-C 94,82 ± 0,53 

Produzida* Xarope sem açúcar 
Veículo Anidro* 100,11 ± 0,11 

Pimo-S 102,54± 0,31 

    
Comercial Xarope desconhecido               101,03±0,12 

Comercial Cápsula desconhecido 101,55 ± 0,16 

Comercial Cápsula desconhecido 104,32 ± 0,11 

Comercial Cápsula desconhecido 102,03 ± 0,62 

*: Produzida no laboratório de Farmacotécnica da UFMS, seguindo manuais farmacotécnicos da 

ANFARMAG (Anfarmag 2022) e o manual de Farmácia veterinária e Formulações Liquidas de 

Uso Oral. 

 

Os resultados demonstram que o método é plenamente capaz de quantificar a PMB 

em diferentes matrizes, sem interferência de excipientes ou componentes da formulação, 

fato previamente corroborado nos estudos de seletividade. Além disso, o método 

mostrou-se prático e aplicável a rotinas de controle de qualidade, destacando-se por: 

✓ simplicidade operacional, exigindo apenas diluição e leitura espectrofotométrica; 

✓ rapidez analítica, com tempo total de análise inferior a 5 minutos; 

✓ baixo custo, quando comparado a métodos cromatográficos; 

✓ compatibilidade com rotinas industriais e laboratoriais, inclusive para análises 

seriadas; 

✓ robustez comprovada, assegurando desempenho confiável mesmo sob pequenas 

variações experimentais. 

Dessa forma, o método proposto atende às exigências regulatórias e apresenta 

desempenho adequado para a quantificação rotineira da PMB em formulações sólidas e 

líquidas, sendo apropriado para laboratórios acadêmicos, industriais e oficiais. 

 

6. CONCLUSÃO  

O método espectrofotométrico desenvolvido demonstrou desempenho analítico 

sólido, preciso e confiável para a quantificação da PMB em formulações farmacêuticas 

sólidas e líquidas. A validação completa, conduzida de acordo com as normas da 
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ANVISA, ICH e AOAC, evidenciou linearidade exemplar, sensibilidade adequada, 

excelente precisão e exatidão dentro dos limites aceitáveis para métodos 

espectrofotométricos.  

Os estudos de seletividade confirmaram que o sinal analítico em 329 nm é 

atruibuivel para a PMB, sem interferência significativa de excipientes ou componentes 

das matrizes avaliadas. 

Adicionalmente, o método demonstrou robustez frente às variações deliberadas 

impostas no delineamento fatorial, assegurando sua estabilidade em condições práticas 

de laboratório.  

A aplicação do método a amostras comerciais e produzidas em laboratório 

comprovou sua utilidade e confiabilidade no controle de qualidade. 
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