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Resumo

A coenzima Q10 € uma molécula essencial produzida pelo corpo, desempenhando
papéis importantes na protegdo antioxidante, na respiragao celular e na geragao de
energia (ATP). Além disso, ela oferece beneficios neuroprotetores, anti-inflamatoérios
e hepatoprotetores. A suplementagdo com coenzima Q10 é comumente usada para
corrigir deficiéncias nutricionais, atender as necessidades especificas devido a
condi¢cdes meédicas ou estilo de vida, e melhorar o desempenho fisico ou cognitivo. A
producdo de coenzima Q10 como suplemento alimentar requer um controle de
qualidade rigoroso para garantir a eficacia e a seguranga do produto final, sendo vital
a garantia da qualidade da matéria-prima utilizada. Para isso, a industria de
suplementos deve seguir as normas estabelecidas pela Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (ANVISA) e compéndios como as Farmacopeias. A validagao
analitica € um processo fundamental que envolve a avaliagdo cuidadosa de um
meétodo por meio de testes experimentais para confirmar que ele atende aos requisitos
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especificos para seu uso pretendido. Nesse contexto, este trabalho apresenta uma
proposta de validacdo de um método analitico baseado na United States
Pharmacopeia para determinar o teor de coenzima Q10 em matéria-prima. Esse
processo envolve a avaliagado de parametros como, precisdo, exatidao e seletividade,
seguindo a RDC N° 166/2017 da ANVISA, com o objetivo de adequar um método
reprodutivel para a quantificagao precisa da Coenzima Q10 na matéria-prima, visando
sua utilizagcdo na produgao de suplementos.

Palavras-chave: Ubidecarenona. Validac&o analitica. Método analitico.

Abstract

Coenzyme Q10 is an essential molecule produced by the body, playing important roles
in antioxidant protection, cellular respiration, and energy generation (ATP).
Additionally, it offers neuroprotective, anti-inflammatory, and hepatoprotective
benefits. Supplementation with coenzyme Q10 is commonly used to correct nutritional
deficiencies, meet specific needs due to medical conditions or lifestyle, and improve
physical or cognitive performance. The production of coenzyme Q10 as a dietary
supplement requires strict quality control to ensure the efficacy and safety of the final
product, making it vital to guarantee the quality of the raw material used. To this end,
the supplement industry must follow the standards set by the Brazilian Health
Regulatory Agency (ANVISA) and compendiums such as the Pharmacopoeias.
Analytical validation is a fundamental process that involves the careful evaluation of a
method through experimental tests to confirm that it meets the specific requirements
for its intended use. In this context, this work presents a proposal for the validation of
an analytical method based on the United States Pharmacopeia to determine the
content of coenzyme Q10 in raw material. This process involves the evaluation of
parameters such as precision, accuracy, and selectivity, following ANVISA's RDC No.
166/2017, with the aim of adapting a reproducible method for the precise quantification
of Coenzyme Q10 in raw material, for use in supplement production.

Keywords: Ubidecarenone. Analytical validation. Analytical method.

1. Introdugao

O desenvolvimento de um método analitico, a adaptagéo ou implementagao de
método conhecido, envolve um processo de avaliagao que estime sua eficiéncia na
rotina do laboratério sendo denominado de validagdo (AMARANTE et al., 2011;
ANVISA, 2017).

Os métodos analiticos devem passar pelo processo de validagdo. No caso de
um laboratério que esteja aplicando um meétodo analitico sem a validagao original,
deve verificar a adequabilidade do método. E fundamental que todos os testes
mencionados no registro ou nas especificagdes sejam executados conforme os
métodos que foram previamente aprovados (ANVISA, 2022).

Vale ressaltar que, no Brasil para validagdo de métodos analiticos segue-se a
RDC 166/2017, aplicavel a meétodos analiticos empregados em insumos
farmacéuticos, medicamentos e produtos biologicos em todas as suas fases de
producdo. Baseado nisso, alguns parédmetros devem ser avaliados tais como:
seletividade, linearidade, precisao, exatidao e robustez.

Os métodos analiticos compendiais ndo necessitam de validagao formal, mas
€ essencial que, antes de serem empregados, haja comprovagédo documentada de
sua eficacia nas condicbes operacionais do laboratério, aplicada a produtos
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especificos, formulas ou materiais para os quais se destinam. Assim, a verificacdo
representa um desafio para o sistema analitico, que deve ser enfrentado mediante a
utilizacdo de um protocolo claramente definido (MORETTO.; CALIXTO., 2016).

Caracteristicas da Coenzima Q10

Em 1957, Fredrick Crane e a sua equipe descobriram na mitocondria do
coracédo de boi, a coenzima Q10 (KUMAR et al., 2009; PRAKASH et al., 2010). Em
1958 conseguiram obter informagdo completa acerca da estrutura quimica, esse
composto € uma quinona, semelhante a uma vitamina, lipossoluvel com uma estrutura
proxima aos lipidios insaturados (LITTARRU; TIANO, 2010; BHAGAVAN; CHOPRA,
2007).

A coenzima Q10 quimicamente designada como 2,3-dimetoxi-5-metil-6-
decaprenil-1,4-benzoquinona, uma substancia conhecida como CoQ10, vitamina Q10,
ubidecarenona ou ubiquinona, a Tabela 1 apresenta sua estrutura molecular que esta
presente em todos os tecidos do corpo humano (PRAKASH et al., 2010).

Tabela 1 - Propriedades fisico-quimicas da Ubidecarenona

Propriedades | Ubidecarenona

Estrutura quimica

Aparéncia
Ubiquinona 10
Outros nomes CoQ10
Coenzima Q10
Cor Amarelo a laranja escuro
Ponto de fusao 48-52°C
Formula Molecular Cs9Hg0O4
Massa molar 863.34 g mol”
CAS 303-98-0
Solubilidade Insoluvel em égu,a, soluvel em solyentes organicos como
Oleos vegetais e ésteres
2-[(2E,6E,10E,14E,18E,22E,26E,30E,34E)-
Nomenclatura IUPAC 3,7,11,15,19,23,27,31 ,35,39-decamethyltgtraconta-
2,6,10,14,18,22,26,30,34,38-decaenyl]-5,6-dimethoxy-3-
methylcyclohexa-2,5-diene-1,4-dione

Fonte: Merck KGaA, Darmstadt, Alemanha (2023).

A estrutura deriva da conjugacédo do anel de benzoquinona com uma cadeia
hidrofébica de isoprendides, todos eles em configuragdo trans e com uma ligagao
dupla. Nos humanos a Coenzima Q10 apresenta uma cadeia com 10 unidades de
isoprenos. A obtenc&do da coenzima pode ser por via exdgena com a ingestao de
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alimentos e por via endogena pelo ciclo mevalonato (HERSHEY et al.,, 2007,
BENTINGER et al., 2010).

A forma oxidada da coenzima Q10 € denominada ubiquinona, enquanto a forma
reduzida € conhecida como ubiquinol. A coenzima Q10 €& o unico antioxidante
lipossoluvel que o organismo é capaz de sintetizar internamente. Quando se encontra
na forma reduzida, CoQH2, ou ubiquinol, ela desempenha um papel importante na
inibicdo da oxidagédo de proteinas e DNA. No entanto, seu efeito mais amplamente
estudado é sua capacidade de prevenir a peroxidagao lipidica. O ubiquinol age como
um inibidor da peroxidagao de lipidios presentes na membrana celular e também na
circulacao, especialmente nos lipidios lipoproteicos (LITARRU et al., 2007).

Embora o metabolismo humano produza coenzima Q10, também €& possivel
adquiri-la através da alimentacgdo, incluindo alimentos como améndoas, nozes,
espinafre, carne, aves, peixes, sardinhas e amendoins (HERSHEY et al., 2007). No
entanto, a ingestdo destes alimentos n&do é suficiente para suprir a necessidade do
organismo, devido a baixa absorgdo da coenzima Q10 e ao alto peso molecular e
baixa solubilidade em agua (PEPE et al., 2007). Portanto, a suplmentag&o torna-se
necessaria para manter os niveis adequados dessa substanica (ALVARENGA., 2020).

Os suplementos alimentares contendo coenzima Q10 surgem para
complementar a dieta, porém necessitam de uma analise minuciosa em relagao a sua
seguranga e aos eventuais riscos para a saude humana (MOURA et al., 2023). No
Brasil, a ubidecarenona esta disponivel com varias marcas comerciais diferentes
(Vinocard Q10 - Marjan Farma; CoQ10 - BIOVEA; CoQ10 - Doctor’s Best; CoQ10 -
Newton-Everett Biotech, Coenzima Q10 - Catarinense), formas farmacéuticas
(comprimidos revestidos, capsulas, capsulas de gel, solugdo para preparo
instantaneo) e doses (10, 30, 50, 60, 100, 400, 600 mg), sendo encontrada em
drogarias, farmacias de manipulagao, sites e lojas de produtos naturais.

Segundo a Instrugdo Normativa N° 28 (ANVISA, 2018), a qual define os limites
de substancias bioativas que devem ser fornecidos pelos suplementos alimentares,
na recomendacdo diaria de consumo e por grupo populacional, regulamenta a
Coenzima Q10 com o minimo de 200 mg para pessoas com idade = 19 anos e reforga
que este produto ndo deve ser consumido por gestantes, lactantes e criangas.

Quantificagao alimentar de Coenzima Q10

Para assegurar que a quantidade especifica de Coenzima Q10 contida na
formulagéo esteja dentro dos limites estabelecidos e consistente com a dose
pretendida, € necessario métodos analiticos confiaveis para tal objetivo. Existem
varios procedimentos disponiveis na literatura cientifica para quantificar a coenzima
Q10 em amostras de plasma (FERREIRO-BARROS et al,. 2012), filmes
orodispersiveis (SILVA., 2019), em matérias-primas e suplementos dietéticos
(LUNETTA et al., 2008).

Existem métodos farmacopeicos (tabela 2) para a quantificagcdo de Q10 em
amostras de matéria prima e capsula gelatinosa mole. A abordagem amplamente
utilizada envolve o emprego de equipamentos de cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE) em fase reversa, combinados com detectores eletroquimicos ou
ultravioleta (UV). A maioria dos métodos requer uma etapa unica de preparagao da
amostra, que consiste na diluicdo com 1-propanol, seguida pela injegdo direta da
amostra no sistema de CLAE (LITARRU et al., 2004).
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Tabela 2. Métodos oficiais para quantificagdo de coenzima Q10

USP - MATERIA

USP - CAPSULA

A - - 2
PARAMETROS PRIMA * BP - MATERIA PRIMA GELATINOSA MOLE®
. Metanol : Etanol Metanol : Etanol Anidro Acetonltrlla, ‘
Fase movel Anidro (65:35) (80:20) Tetrahidrofurano e Agua
) ' (55:40:5)
. . : n-hexano e Etanol
Diluente Etanol Anidro Etanol Anidro Anidro (5:2)
1 mL/ min — ajustar
Fluxo fluxo para atingir 1,7 mL/min 2,5 mL/min
tempo de retencéo
Detector UV/VIS 275 nm UV/VIS 275 nm UV/VIS 275 nm
Volume de injecéo 5uL 10 uL 15 uL
]'cl'emperatura do 35°C 30°C Ambiente
orno
Coluna C18-4,6mm x 150 C18 —4,6mm X 200 mm | C18 —8 mm X 100 mm
cromatografica mm X 5 ym X5um X5um
2 x o tempo de retencéo
Tempo de corrida 20 Minutos da Ubicarenona (aprox. 20 Minutos

28 minutos)

Fonte: - United States Pharmacopeia; ? British Pharmacopeia (2023).

Para a utilizagdo de detectores ultravioleta, € necessaria uma preparagdo mais

elaborada da amostra, que inclui etapas de extragcdo com solventes orgénicos como
hexano, hexano/metanol ou etanol, seguida da concentragdo da amostra antes da
injecao no sistema de CLAE (FERREIRO-BARROS et al., 2012).

2. Validacao de método analitico

A aplicagcao de um método analitico requer a validagao prévia de acordo com
os protocolos estipulados por entidades competentes. A Resolucédo N° 166, datada de
24 de julho de 2017 (ANVISA, 2017), delineia os critérios e parametros essenciais que

devem ser seguidos para a validagdo de métodos analiticos (figura 1).

Figura 1. Pardmetros de validagdo de método analitico.

LINEARIDADE

Determine a faixa linear do método,
onde a resposta do instrumento é

diretamente pro
concentracao

rcional &

o analito

PRECISAO
Verifique a
repetibilidade das
medicoes (precisdo).

ROBUSTEZ

inalterado por
pequenas, mas

Avalie a capacidade do
método de permanecer

deliberadas, variacoes

nos parametros
experimentais.

SELETIVIDADE EXATIDAO LIMITE DE DETECCAO LIMITE DE
Avalie a capacidade do método de Verifique a Determine a menor QUAN“F]CAQAO
dentificar e quantificar o analito de proximidade dos concentracao do

interesse na presenca de outros resultados obtidos em analito que pode ser Estabeleca a menor
co 05, COMO impurezas e re:?a.o ao valor_ detectada de forma concentracao do
interferentes, que possam estar verdadeiro (exatidao) confiavel pelo analito que pode ser
presentes na amostra método quantificada com
precisao e exatid3o
aceitaveis

Fonte: elaborado pelo autor, 2024.
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A validagao de métodos ja descritos na Farmacopeia é essencial para garantir
a qualidade e seguranca de produtos farmacéuticos. Isso se deve a influéncia de
variaveis como equipamentos, colunas, reagentes e ambiente na precisdo das
analises. A falta de validacdo especifica pode resultar em resultados imprecisos,
afetando a qualidade dos produtos. Portanto, adaptar os métodos a realidade de cada
laboratorio € crucial para obter dados confiaveis e assegurar a integridade dos
produtos. Para realizar uma validacéo, € essencial demonstrar, por meio de critérios
especificos, que o método analitico previamente validado possui as propriedades
necessarias para gerar resultados com a qualidade exigida (ANVISA, 2017).

A Resolugédo N° 166, datada de 24 de julho de 2017 (ANVISA, 2017) estabelece
os requisitos para validacdo de processos utilizados na industria farmacéutica. As
principais etapas da validagdo seguem a seguir.

Parametros de validagao

Linearidade

A comprovacgao da linearidade de um método requer evidenciar sua habilidade
de gerar respostas analiticas que variam de forma direta e proporcional a
concentragcdo de um analito na amostra. Para a determinacdo da linearidade, é
necessario empregar pelo menos 5 (cinco) niveis distintos de concentragdo da
Solucéo Padrao de Referéncia (SQR), preparadas no minimo em triplicata (ANVISA,
2017).

A anadlise da linearidade requer que todos os calculos sejam conduzidos com
base em conjuntos de dados consistindo de concentragcbes reais e respostas
analiticas individuais. Para a avaliagdo da linearidade, os seguintes elementos
precisam ser apresentados:

Exibigao grafica das respostas em relagdo as concentragdes do analito.
Elaboragdo de um grafico de dispersédo dos residuos, acompanhado por uma
analise estatistica desses residuos.
e Deducédo da equagéao da reta de regresséo de y em x, utilizando o método dos
minimos quadrados.
e Avaliacdo da relagdo linear entre as variaveis através dos coeficientes de
correlagao (r) e de determinacgao (r?).
e Analise da significancia do coeficiente angular.
e Exploragdo da homoscedasticidade dos dados para assegurar a aplicabilidade
do modelo.
Nas analises estatisticas, € essencial adotar um nivel de significancia de 5%
(cinco por cento). Além disso, o coeficiente de correlacdo deve ser superior a 0,990,
e a significancia do coeficiente angular deve ser verificada para confirmar que é
substancialmente distinto de zero (ANVISA, 2017).

Preciséo

A precisao caracteriza a capacidade de reproducdo das medidas, em outras
palavras, a proximidade entre os resultados obtidos sob as mesmas condi¢des.
Tipicamente, aferir a precisdo de uma medida é facilmente alcangado ao repetir a
mensuragao em réplicas da amostra (SKOOG et al., 2006).

Precisdo pode ser realizada por intermédio da utilizagdo de critérios de
repetibilidade, precisao intermediaria ou reprodutibilidade. A evidenciagao da precisao
demanda a avaliacdo da dispersao dos resultados, efetuada por meio do calculo do
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desvio padrao relativo (DPR) em relacéo a série de medi¢des. Este calculo é derivado
seguindo a formula "DPR = (DP/CMD) x 100", em que DP denota o desvio padréo e
CMD corresponde a concentracdo meédia determinada (ANVISA, 2017).

A avaliagao da repetibilidade deve aderir aos seguintes critérios:

| - Examinar as amostras nas mesmas condi¢cdes operacionais, com 0 mesmo
analista e equipamento, em uma unica analise consecutiva.

Il - Empregar, no minimo, 9 (nove) determinagdes, cobrindo a faixa linear do
método analitico, ou seja, 3 (trés) concentrac¢des distintas: baixa, média e alta, com 3
(trés) replicatas em cada nivel, ou 6 (seis) replicatas na concentragao de 100% (cem
por cento) do teste, preparadas individualmente (ANVISA, 2017).

Exatiddo

A verificacdo da exatiddo de um método analitico deve se dar por meio da
avaliac&o do grau de concordancia entre os resultados individuais obtidos pelo método
em estudo e um valor reconhecido como verdadeiro. Para essa finalidade, a exatidao
deve ser examinada com base em, pelo menos, 9 (nove) determinagdes, abrangendo
a faixa linear do método analitico, ou seja, 3 (trés) concentracdes distintas: baixa,
meédia e alta, com 3 (trés) réplicas em cada nivel. As amostras utilizadas para a
avaliacdo da exatidao devem ser preparadas de maneira independente e, é possivel
empregar solugdes diluidas provenientes da mesma solugdo matriz da Solugao
Padrao de Referéncia (SQR) (ANVISA, 2017).

Seletividade

A seletividade dos métodos analiticos deve ser evidenciada pela capacidade
de identificar ou quantificar o analito desejado, mesmo na presenga de outros
componentes da amostra, como impurezas, diluentes e componentes da matriz. Em
métodos cromatograficos, a pureza do sinal do analito deve ser confirmada. Nos
métodos de identificagcdo, € necessario demonstrar a capacidade de obter um
resultado positivo para o analito na amostra e um resultado negativo para outras
substancias presentes na amostra, utilizando a SQR para comparag&o com a resposta
do analito (ANVISA, 2017).

Faixa de trabalho

Deve ser estabelecida com base nos estudos de linearidade, juntamente com
os resultados de precisdo e exatiddo, sendo dependente da aplicagdo pretendida.
Considerando as seguintes faixas de trabalho para teor de 80% (oitenta por cento) a
120% (cento e vinte por cento)(ANVISA, 2017).

Robustez

Parametro avaliado durante o desenvolvimento do método analitico, indicando
sua capacidade de resistir a pequenas e deliberadas variagdes nas condigdes
analiticas. Para métodos quantitativos, o impacto das variagcbes propostas nos
resultados obtidos deve ser avaliado utilizando os mesmos critérios aplicados a
exatiddo. Para métodos qualitativos, deve ser verificado se as variagdes propostas
interferem na resposta analitica. (ANVISA, 2017).
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Principais problemas na validagcao dos métodos oficiais

A validagado de métodos € um processo critico para garantir a confiabilidade e
a precisao dos métodos analiticos utilizados na industria farmacéutica.

Durante a validagdo, podem surgir diversos problemas que precisam ser
identificados e mitigados para assegurar a integridade dos resultados, conforme
descrito Tabela 3. Alguns dos principais problemas encontrados incluem
inadequagdes nos procedimentos de amostragem, erros na calibragdo dos
equipamentos, falta de robustez do método diante de variagées operacionais, além de
desafios relacionados a seletividade e sensibilidade do método.

Tabela 3. Parametros de validagao e possiveis causas.

Parametro de L
. ~ Problema Possiveis Causas Impacto
Validagao
- Dilui¢do inadequada das
amostras ou preparagao
inadequada das solugdes e
a dré?) ¢ Dificuldade em estabelecer
. . padrao. . uma relagdo linear entre a
Nao linearidade - Variagdes nas condicoes ~ .
; . concentracéo do analito e a
nos dados de experimentais durante a s
; ~ o resposta analitica, levando
calibragédo analise, como temperatura . ;
ou pH a resultados imprecisos e
: ~ nao confiaveis.
- Concentracdo da amostra,
. . impactando na avaliagao da
Lineari
earidade resposta do detector.
- Variagdes na ordem de
adicao de reagentes ou e
¢ 9 . Dificuldade em estabelecer
amostras durante a analise. o
. . . uma relagdo linear entre a
Dependéncia do - Tempo insuficiente para ~ )
o R e concentracdo do analito e a
histérico nos dados | estabilizacdo dos sinais de s
) o . resposta analitica, levando
de calibragao medicéo. . ;
. a resultados imprecisos e
- Falta de homogeneidade = o
~ nao confiaveis.
nas amostras ou solugdes
padrao.
- Inconsisténcia na técnica de
medicdo ou pipetagem.
_— - Contaminacgao das . .
Alta variabilidade ¢ Resultados imprecisos e
amostras durante o - )
nos resultados das ; dificuldade em avaliar a
. manuseio. S )
replicatas ~ . confiabilidade do método.
- Flutuagdes nas condigoes
ambientais, como
. temperatura e umidade.
Precisao - ——
- Calibragao inadequada dos
instrumentos de medicao. Dificuldade em detectar e
o ” - Erros na preparacéo ou corrigir inconsisténcias
Viés sistematico . e
armazenamento dos sistematicas nos
nos resultados das
. reagentes. resultados, levando a uma
replicatas A o
- Problemas na técnica de avaliagao incorreta da
amostragem ou manipulagédo | precisdo do método.
das amostras.
- Erros na padronizacao das
luco ra n ~
SO ugoesﬂpad aoouna Pode levar a conclusdes
Resultados preparacao das amostras. s
) . S erradas sobre a exatidao
. sistematicamente - Contaminacgao cruzada .
Exatidao . do método e comprometer
diferentes do valor | entre amostras durante a o
e » a confiabilidade dos
de referéncia analise.
o . resultados.
- Variagdes na sensibilidade
ou linearidade dos

www.periodicoscapes.gov.br 8 evista JRG de Estudos Académicos - 2024;14:e141172


https://rnp-primo.hosted.exlibrisgroup.com/primo-explore/search?query=any,contains,Revista%20JRG%20de%20Estudos%20Acad%C3%AAmicos&tab=default_tab&search_scope=default_scope&vid=CAPES_V3&facet=jtitle,include,Revista%20Jrg%20De%20Estudos%20Acad%C3%AAmicos&lang=pt_BR&offset=0

Proposta de validagdo para doseamento de coenzima Q10 (Ubicarenona) em matéria-prima por CLAE

instrumentos ao longo do
tempo.

Interferéncias de
componentes da

- Baixa especificidade dos
reagentes utilizados no
método.

'- Presenca de substancias
na amostra que cruzam
reagem com o analito ou com

Pode levar a resultados
imprecisos e ndo confiaveis

método

método.
- Falta de repetibilidade na
preparagao das amostras.

matriz ou os reagentes, gerando sinais _devido a presenca de
impurezas nas falsos. ’ mterfe_rt_‘arjmas que affatam a
amostras . Problemas com a limpeza especificidade do método.
ou preparacgao das amostras,
Seletividade levando a contaminacgéao
cruzada.
- Reagentes com reatividade
g:)unﬁagﬁ:r:)tr;sc:ju:grsnostra Dificuldade em distinguir o
Falta de Intprf réncias d m .t analito de outros
especificidade do -estrStu?a(Iam?ar?tse sZr%oeth;%S{ezs componentes da amostra,
método para o 20 analito resultando em resultados
analito de interesse | - Auséncia de etapas de Ln;mgilzfss ou néo
purificagdo ou pré-tratamento ’
das amostras.
Variacao - Fglta~de controle sobre as
significativa nos vaHrla;goes d; tgmpgratﬂura, ¢ Resultados inconsistentes
resultados devido a p E’rr?)rsmr)\(; ‘raemacfa %%agée © | engo reprodutiveis,
mudangas nas reagentes opu apmosgt:ras comprometendo a
condic_;ées _ - Falta de manutengéo. confiabilidade do método
Robustez experimentais regular dos equipamentos.
Sensibilidade do Falta de robustez pode
método a . levar a variagbes
pequenas ;ggltﬁa%%téigaomsggores significativas nos
variagdes de q P ) resultados, dificultando a
procedimento validacdo do método.
- Selecdo inadequada das
concentragoes para o estudo Resultados fora da faixa de
o de faixa de trabalho. ~ o
. Faixa inadequada ~ \ trabalho ndo confiaveis,
Faixa de S - Nao considerar a I 4o a interoretaces
trabalho para a aplicagao do variabilidade natural do evando a interpretag

incorretas sobre a validade
do método.

Fonte: Elaborado pelo autor, 2024.

3. Resultados e Discussao
Procedimento proposto para validagao de método de Coenzima Q10

Sistema cromatografico

A fase movel consistira em uma mistura de Metanol e Etanol Anidro na
proporgao de 65:35, respectivamente. Utilizado uma coluna C18, com 150 mm de
comprimento, 4,6 mm de diametro e 5 ym de tamanho de particula. As condi¢cdes
de operagdo com fluxo de 1 mL min -' com o ajuste do fluxo para atingir tempo de
retencao de 11 minutos, temperatura de forno de 35 °C e tempo de corrida de 20

minutos.
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Padrbes e amostras

O preparo da solugao padrdo USP Ubidecarenona (SQR) na concentragao
de 0,5 mg mL-' em etanol anidro deve ser realizada pelo aquecimento a 50 °C por
até 2 minutos, se necessario, para assegurar a completa solubilizagdo. Ja para o
preparo da solugdo amostra a ser empregada no teste de precisdo, preparar a
solugdo de 0,5 mg mL" em etanol anidro, aquecendo a 50 °C por até 2 minutos
para assegurar a completa solubilizagao.

Para validagdo analitica do método, deverdo ser seguidos todos os
parametros, conforme preconizado na RDC 166/17 e para isso inserido o
parametro, descri¢cdo e critérios para aprovacgéo, conforme a tabela a seguir.

Tabela 4 — Esquema de realizagao de testes para avaliacdo dos parametros de validagcao analitica

do método alternativo proposto.

Parametros Critérios para
de Descrigao Procedimento aprovagao do IFA
Validacgao de Coenzima Q10
O IFA de coenzima Q10
deve  demonstrar uma
relacdo linear entre a
concentragcédo do analito e a
resposta analitica.
Devem ser utilizadas no
. minimo 5 concentragdes
Avalia a . =
relacdo entre diferentes da solugao Ajuste linear com
. . ~ padrao de referéncia (SQR). .
Linearidade concentracao B . coeficiente de
Esta avaliacdo é obtida a ~
e resposta ) R correlagao (r)
analitica partir de ftrés curvas superior a 0,990
) analiticas, cada uma com P ’ '
cinco niveis de
concentracao crescentes de
0,40 mg mL-1, 0,45 mg mL-
1, 0,50 mg mL-1, 0,55 mg
mL-1 e 0,60 mg mL-1,
dentro da faixa de 80-120%.
A repetibilidade deve ser
Avalia a avaliada com no minimo 6
- nivel 100% nivel de
proximidade concentracao
Precisao ?Q;L?tados * Precisao Intermediaria: :OAgnLr};er];n_adcgcﬁjl
) Repetir a andlise em pelo PP
obtidos em L , entre as amostras
) menos dois dias diferentes, o
ensaios S RSD 1,3%
repetidos por operadores distintos,
P ' com resultados semelhantes
aos da repetibilidade.
A exatiddo deve ser Resultados dentro
. e de uma margem
Avalia o grau verificada com pelo menos 9 aceitavel de erro
de determinagoes em 3 eralmente ’
concordancia concentracdes  diferentes, gx ressa como
entre 0s cada uma com 3 réplicas, oFr)centa em de
Exatidao resultados do com as concentracbes de: fecuperagéo (%)
s _'] .
método e um 0,40, 0,50 e 0,60 mg mL", AOAC Internacional
valor aceito correspondendo -Appendix f -desvio
como respectivamente aos niveis enrt)rpt)e as amostras
verdadeiro. 80 %, 100 % e 120 %, com RSD 139
trés réplicas em cada nivel. L0
Concentragéo entre
98 -102%
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Capacidade de
. identificar ou
Avalia a e
capacidade do quantificar a
P O método deve demonstrar coenzima Q10
método de . i o o
. e a capacidade de identificar especificamente,
identificar ou o .
i, ou quantificar a coenzima mesmo na presenga
quantificar o . .
.. . Q10 de forma inequivoca, de outros
Seletividade analito de
; mesmo na presenga de componentes  da
interesse  na . -
impurezas, diluentes e amostra.
presenga de tes d triz d Test d
outros componentes da matriz da Testes e
amostra. interferéncia devem
componentes .
ser realizados.
da amostra. ~
Resolugdo = que
1,5
O método deve
Devem ser realizados testes demonstrar que
Avalia a de robustez, avaliando pequenas variagoes
capacidade do variagbes nas condigoes nessas condicoes
método de experimentais, como nao afetam
manter sua temperatura, pH, tempo de significativamente
Robustez performance incubacgdo, entre outros. O seus resultados.
frente a método deve demonstrar AOAC Internacional
variagcbes nas que pequenas variagoes -Appendix f -desvio
condicdes nessas condi¢des ndo entre as amostras
experimentais. afetam  significativamente RSD 1,3%,
seus resultados. Concentragéo entre
98 -102%
Define o intervalo
de concentragbes | A faixa de trabalho deve ser
. no qual o método | determinada através da | De 80% a 120% da
Faixa de ; : S C -
apresenta linearidade, precisédo e exatidao | concentragao
trabalho ) - .
respostas do método dentro dos limites | nominal
lineares, precisas | estabelecidos
e exatas.

Fonte: elaborado pelo autor, 2024. Adaptado de Brasil, 2017.

4. Consideracgoes Finais
Avaliar criteriosamente se o método atende aos critérios de precisao,

exatidao,

linearidade, seletividade, conforme especificado na proposta de

validag&o. Se estes dados estdo em conformidade com diretrizes regulatorias, com
as Boas Praticas de Laboratério (BPL) ou as Boas Praticas de Fabricagao (BPF),
dependendo do contexto.

O método proposto na pesquisa se justifica pela sua aplicabilidade cientifica
e se mostrou possivel de ser validado frente as exigéncias da RDC 166/17.
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