gARMACE,
P‘? o5 . 0"(\

3

L3
<=Ly 40
VavnoVHVHY || aa®

FACULDADE DE \ Cr,

SOLIS DOMI SALUS

UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA
“JULIO DE MESQUITA FILHO”

Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Araraquara

Desenvolvimento de método analitico por CLAE-UV para

determinagcdo do meloxicam

Victor Oller Francischinelli

ARARAQUARA
2016



Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho”
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas
Campus de Araraquara

Departamento de Principios Ativos Naturais e Toxicologia

Desenvolvimento de método analitico por CLAE-UV para determinacéao

do meloxicam

Trabalho de Conclusao de Curso apresentado
ao Curso de Graduagdo em Farmacia-Bioquimica
da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de
Araraquara, da Universidade Estadual Paulista para

obtencao do grau de Farmacéutico-Bioquimico

Orientador: Dr. André Gonzaga dos Santos

Araraquara

2016






Agradecimentos:

Primeiramente gostaria de agradecer meus pais pela minha formagédo. Sem
eles ndo conseguiria ter chegado onde cheguei e ndo teria tido a oportunidade de
estudar na UNESP. Um obrigado ao meu irmao Guilherme por todo apoio e
suporte.

Gostaria de agradecer também os professores André Gonzaga Dos Santos
e Ana Ddris Castro pela ajuda, compreenséao, paciéncia, boa vontade e orientagao
ao longo dessa pesquisa. Vocés foram primordiais nessa etapa da minha
formacao.

Agradeco também aqueles que me ajudaram direta e indiretamente nesse
processo: Matheus Pegoraro Faria, Elias Padilha, Flavio Carvalho, Gabriela
Barrella Moura, Mariana Nucci e a todos da Republica S6 Capim.

Um obrigado especial a Cris, a Silmara e a todos da Farmacia Escola por
cederem a amostra da matéria prima para minha pesquisa e por estarem sempre
dispostas a ajudar.

Por fim gostaria de agradecer a minha namorada que esta sempre comigo

nas minhas conquistas, me apoiando com muito carinho e compreensao.



Sumario

R T3 o s [ T = o U 10
2. Conceitos tedricos e revisdo bibliografica ..o 11
2.1 Medicamentos antiinflamatorios ndo esteroidais.... o 11
B N I = L 15
B Y 16
3. PARAMETROS E METODOS AMALITICOS ... 17
B L IMEEIVAID . et ettt e et et e e e e et e e e 19
A ] =T T 1= L L= USSR 19
T - Lo OSSOSO 20
O -+ 21
O o T LSRR 22
5. Materiais & mEtooos. e 23
B I 1 - = OSSOSO 23
L L T g Tl L= Do OO 23
5.3 Metodo cromatoEraTico: e e e e 24
. Prepans @as SOIUGDIEE ..o et e e e e e et m e e s e 24
G5 Pardmetros Avalimdom. oo e e e 24
5.5 ANAlSE BStaEISHICAT ..ottt e e e e e ean 25
6. Resultados & discussdo: oo e 26
B. L CUMVE BNEIEICE .ot e e e e e s e e s e e 26
6.2 Analise do teor da matéria-prima e 29
6.3 Analise da linearidade da MatEria-Primmia ..o e e 30
6.4 Analise da precisdo e exatiddo do método. .. 31
0 T Ul LT 33

s T =] a3 OO RUR SR ORRSURRTRRUR 35



RESUMO

A validagcdo de métodos em busca de dados analiticos confiaveis e reprodutiveis
estd sendo cada vez mais reconhecida e exigida a fim de garantir a interpretagao,
seguranca, eficacia e qualidade da metodologia empregada. E um processo
complexo, trabalhoso e continuo envolvendo diversas etapas. A estratégia a ser
seguida no processo de validagdo depende da natureza e finalidade do método, bem
como as caracteristicas da amostra que sera analisada. Os anti-inflamatérios nao
esteroidais (AINEs) encontram-se entre os medicamentos mais prescritos
mundialmente, sendo utilizados principalmente no tratamento da inflamacéao, dor e
edema, bem como nas osteoartrites, artrite reumatoide e disturbios
musculoesqueléticos. O meloxicam é um farmaco que pertence a esta classe e é
amplamente utilizado para o alivio da dor e inflamagao, especialmente, em
condicbes crbnicas como em osteoartrites, na artrite reumatoide e em outras
patologias musculoesqueléticas. O presente trabalho teve por objetivo desenvolver e
validar um novo método de identificacdo e determinacdo do meloxicam por
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE). As condi¢des de analise propostas
foram: coluna C18 (250 x 4,6 mm; 5 pm); fase movel solugdo de acetato de aménio
(0,5 mg/mL): metanol 40:60 (v/v) em modo isocratico; vazao de 0,5 mL/min;
deteccdo em 270 nm; volume de injecdo de 20 uL. Os parametros de validacao
avaliados incluiram linearidade, precisdo, exatidao e repetibilidade. Os resultados
encontrados apresentam-se dentro dos critérios exigidos pela Resolugdo RE
ANVISA n. 899/2003. Comparando o método desenvolvido com outros descritos na
literatura para o meloxicam, o novo método € mais simples, utiliza coluna mais

acessivel (C18), nao utiliza tampdes, tem menor tempo de analise.

Palavras Chave: meloxicam, AINE, CLAE-UV, validagao
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1. INTRODUCAO

Técnicas analiticas para determinacdo de substancias sdo amplamente
utilizadas na analise de amostras. Sdo inUmeros testes, em diversas areas, como
quimica, bioldgica, agronoma, que podem ser realizados, dependendo da finalidade do
estudo.

O desenvolvimento, a adaptacdo ou a implementacdao de um método analitico,
conhecido ou ndo, envolve uma avaliacdo prévia para estimar sua eficacia e eficiéncia
em laboratério. Esse processo é denominado validacdo e seu objetivo consiste em
demonstrar que o método analitico é adequado ao seu propodsito, e deve ser
considerado quando se desenvolvem ou efetuam-se adaptacbes em metodologias,
como a inclusdo de novas técnicas, uso de diferentes equipamentos ou reagentes (Van
Zoonen et al., 1999).

A necessidade da validacdo de um método na andlise de uma determinada
substancia é fundamental para que se obtenha uma eficacia nas medi¢des quimicas,
garantindo confiabilidade e reprodutibilidade do método. Existem, na literatura,
inUmeros trabalhos que relatam a validacdo dos mais diferentes métodos analiticos
(Velpandian et al., 2000; Radi et al., 2001; Hansen e Sheribah, 2005) e definem critérios
e condi¢Ges que devem ser seguidos durante sua execu¢ao de acordo com sua drea
especifica, buscando sempre atingir os parametros de exatidao, precisao e os limites
de deteccdo e quantificagdo. Tais trabalhos atingem as mais diversas dreas como a
farmacéutica (Bressolle et al., 1996; Vignaduzzo et al., 2008) biolégica (Hubert et al.,
1999) e quimica. (Feinberg; Raguenés, 1999).

A validagdo de métodos em busca de dados analiticos confidveis e reprodutiveis
estd sendo cada vez mais reconhecida e exigida a fim de garantir a interpretacao,
seguranca e qualidade da metodologia empregada. E um processo complexo,
trabalhoso e continuo, envolvendo diversas etapas.

A estratégia a ser seguida no processo de validagdao depende da natureza e
propdsito do método, ou seja, sua finalidade, bem como as caracteristicas da amostra
gue serd empregada devem ser analisadas e precisam estar bem exploradas. A partir

disso, com o plano do método tracado, inicia-se o processo de pesquisa dos
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componentes envolvidos na metodologia; o procedimento a ser utilizado, seja ele
gualitativo ou quantitativo, explorando suas vantagens, desvantagens e complexidade;
os reagentes que serdo utilizados, suas propriedades fisicas e quimicas, seu
comportamento perante o procedimento escolhido, suas interagdes com a substancia
gue estd sendo analisada e também sua acessibilidade, facilidade de manuseio e
relacdo custo-beneficio (Walsh, 1999; Brito et al., 2003). A técnica de andlise quimica
pode ser vista como um processo ciclico, semelhante a uma corrente de decisdes,
acoes e procedimentos (Van Zoonen et al., 1999), tendo como objetivo final a
interpretacao dos resultados da analise, deve eventualmente fornecer o resultado do
proposito do seu método. Caso esse ultimo passo da validacdo ndo forneca uma
resposta satisfatoria, o ciclo da andlise podera ser refeito apds a alteracdo de um ou
mais passos, podendo, inclusive, surgir um novo método ou procedimento.

Todo processo analitico para identificar ou quantificar substancias, bem como
sua validacdo, sdo regulados por diretrizes estipuladas pelos érgaos reguladores do
pais em questdo. No caso do Brasil, na area farmacéutica, deve-se seguir as resolucoes
RE ANVISA n. 899 de 29 de maio de 2003 e RDC ANVISA n. 27 de 17 de maio de 2012
(BRASIL, 2003; BRASIL, 2012) que estabelecem os requisitos minimos para validacdo de

métodos analiticos e bioanaliticos e também os critérios que devem ser utilizados.

2. CONCEITOS TEORICOS E REVISAO DA LITERATURA

2.1 Medicamentos anti-inflamatérios nao esteroidais

Os anti-inflamatérios nao esteroidais (AINEs) encontram-se entre os
medicamentos mais prescritos em todo o mundo. Sao utilizados principalmente
no tratamento da inflamacéo, dor e edema, como também nas osteoartrites,
artrite reumatoide e disturbios musculoesqueléticos (Batlouni, 2010). Essa
classe de medicamentos tem como mecanismo de acgao terapéutica principal a

inibicdo da ciclo-oxigenase (COX), enzima encontrada amplamente nas
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células, predominantemente no reticulo endoplasmatico, responsavel pela
formacdo de importantes mediadores bioldgicos como as prostaglandinas
(PGs), prostaciclina e tromboxano. Existem pelo menos duas isoformas
conhecidas dessa enzima: COX-1 e COX-2; estas apresentam estruturas
semelhantes, mesmo sendo codificadas por genes diferentes e sdo expressas
nas células de forma distinta (Silva et al., 2014) .

A isoforma COX-1 é expressa de forma constitutiva, ou seja, constante
na maioria dos tecidos e é fundamental para a manutencdo do estado
fisiolégico normal de muitos tecidos, incluindo a prote¢cdo da mucosa
gastrointestinal; controle do fluxo sanguineo renal; homeostasia; respostas
autoimunes; fungdes pulmonares, sistema nervoso central; cardiovasculares e
reprodutivas (Vane e Botting, 1998; Grosser et al., 2006).

Também é responsavel pela catalise de prostaglandinas e tromboxano.
A COX-2, por sua vez, diferentemente da COX-1, € expressa, apenas, nas
células vasculares endoteliais normais, € onde ha processos inflamatérios, ou
seja, € uma enzima induzida pelas inflamagdes; o que a torna um grande alvo

terapéutico no tratamento dessa patologia (Schellack, 2006).

Os AINEs, ao inibirem essas enzimas, atuam impedindo a producao de
prostaglandinas, responsaveis pelos sinais de inflamagédo como dor, rubor e
edema, e podem ser distribuidos em classes de acordo com sua estrutura

quimica. (Quadro 1)
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Quadro 1. — Classificagdo dos anti-inflamatorios ndo esteroidais (AINES)

— Fonte (Junior et al., 2007; Monteiro et al., 2008; Carvalho, 2010)

INIBIDORES NAO-SELETIVOS DA COX

Derivados do Acido Salacilico (salicilatos)
Acido Acetilsalicilico(Aspirina), Salicilato de Sédio,
Salicilato de Metila, Difunisal, Flunfenisal
Sulfassalazina, Olsalazina
Derivados Pirazolonicos
Dipirona, Fenilbutazona, Apazona, Sulfimpirazona
Derivados do Para-aminofenol
Paracetamol (Acetamminofeno)
Derivados do Acido Indolacético e Acido Indenoacético
Indometacina, Sulindaco, Etodolaco
Derivados do Acido N-fenilantranilico (fenamatos)
Acido Mefendmico, Acido Meclofenédmico, Acido
Flufendmico, Acido Tolfendmico, Acido Etofendmico
Derivados do Acido Pirrolalcanoico
Tolmetino, Cetorolaco
Derivados do Acido Fenilacético
Diclofenaco de Sdédio, Aceclofenaco
Derivados do Acido Propidnico
Ibuprofeno, Naproxeno, Flurbiprofeno, Cetoprofeno,
Fenoprofeno, Oxaprozino, Indoprofeno, Acido
Tiaprofénico
Derivado do Acido Endlico (Oxicam)
Piroxicam, Meloxicam, Tenoxicam, Sudoxicam, Isoxicam,
Ampiroxicam, Droxicam, Lornoxicam, Cinoxicam,
Ampiroxicam, Pivoxicam
Derivado do Acido Naftilacético
Nabumetona, Proquazona
Derivados do Acido Carbamico
Flupirtina
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INIBIDORES SELETIVOS DA COX-2

Derivado da Sulfonanilida

Nimesulida

Derivado do Acido Indolacético
Etodolaco

Derivado FuranonaDiarilsubstituido
Rofecoxib

Derivado PirazolDiarilsubstituido
Celecoxib

Derivado BipiridinicoDiarilsubstituido
Etoricoxib

Derivado IsoxazolDiarilsubstituido
Valdecoxib

As diferengas nos efeitos terapéuticos dos inibidores da COX resultam
do grau de seletividade para as duas isoenzimas, das variagdes teciduais
especificas e de sua distribuigdo, criando dois subgrupos de AINEs: seletivos e
nao seletivos. Os AINES ndo seletivos ou tradicionais inibem as duas
isoenzimas de forma reversivel e ndo seletiva, embora existam alguns
farmacos capazes de acetilar ambas de forma irreversivel. A inibicdo nao
seletiva dessas enzimas acarreta em efeitos indesejaveis na agao terapéutica.
Sabe-se que as agdes anti-inflamatéria, antipirética e analgésica decorrem da
inibicdo sobre a COX-2, enquanto que os efeitos indesejaveis sao resultantes
da inibicdo da COX-1. Os principais efeitos colaterais sdo gastrite, disfuncéo
plaquetaria e comprometimento renal (Junior et al., 2007; Monteiro et al.,2008;
Carvalho, 2010).

Visando manter a eficacia anti-inflamatéria e a reducdo de efeitos
indesejaveis, foram introduzidos os AINEs seletivos para COX-2, farmacos
responsaveis por um bloqueio mais eficaz dessa isoforma e, por sua vez, por
uma melhor acao terapéutica. Um exemplo de farmaco seletivo para COX-2 é o

meloxicam.
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2.2 Meloxicam

O meloxicam (4-hidroxi-2-metil-N-(5-metil-2-tiazolil)-2H-1,2-benzotiazina-
3-carboxamida-1,1-didxido) € um farmaco anti-inflamatério n&o-esteroidal
(AINE) da classe dos oxicams (Figura 1). E amplamente utilizado para o alivio
da dor e inflamagao, especialmente, em condigbes crbnicas como em
osteoartrites, na artrite reumatoide e em outras patologias musculoesqueléticas
(Merk, 1996; Korolkovas, 1999; Vade-Mécum, 1999)

N O OH
//\L
S N =
H
/N\S
/AN
O O

Figura 1: Estrutura quimica do meloxicam.

Tem como mecanismo de acdo uma reducdo da formacido de
prostaglandinas a partir da inibicdo das COX-2. Os farmacos da classe dos
oxicams sdo inibidores nao seletivos da COX, com exceg¢ao do meloxicam, o
qual possui uma preferéncia pela COX-2. A diminuicao dessa sintese de PGs
e sua leve seletividade sao responsaveis pela sua potente agao terapéutica A
dosagem usualmente utilizada para o meloxicam é de 7,5 mg, uma vez ao dia,
podendo ser dobrada para 15 mg por dia em condi¢bes agudas de dores
intensas como na artrite reumatoide (Arayne et al., 2005; Martindale, 1996;
British Pharmacopoeia 2003).

Varios procedimentos analiticos utilizados para determinagcao e
identificacdo do meloxicam sao descritos na literatura, utilizando das mais
diversas técnicas, como por exemplo, método polarografico (Wiesner et al.,
2003; Zawilla et al., 2003), cromatografia liquida (Wiesner et al., 2003; Zawilla
et al., 2003), eletroforese por capilaridade (Hansen e Sheribah, 2005),
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espectrofotometria no UV (Wiesner et al., 2003)e oxidagao eletroquimica (Radi
et al., 2001).

O método mais comum para identificacdo e doseamento de farmacos,
inclusive do meloxicam, é através do uso da cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE ou HPLC), por se tratar de uma técnica precisa, capaz de
reproduzir métodos sensiveis, confiaveis, seguros e com alta reprodutibilidade.
Porém, os métodos presentes na literatura, muitas vezes utilizam condi¢coes
cromatograficas complexas fazendo uso de reagentes dificeis de manusear
(tampdes), condigdes muito especificas, além de colunas cromatograficas
particulares e procedimentos demorados (Bressolle et al., 1996; Vignhaduzzo et
al., 2008).

O desenvolvimento de um novo método analitico para determinacdo do
meloxicam pode permitir simplificar o procedimento e reduzir o tempo de
analise, e sua validagao permite que se obtenha uma garantia da precisdo e da

exatidao dos resultados obtidos com o método.

2.3 CLAE-UV

Cromatografia liquida de alta eficiéncia € um método de separagao de
compostos quimicos em solugdo, amplamente utilizado como ferramenta em
bioquimica e analise de separacgao, identificacdo e quantificacao de compostos
ativos (Hayes et al., 2014).

Os principais componentes de um CLAE-UV sdo: a bomba de alta
precisao, responsavel por movimentar a fase moével (em modo isocratico ou
gradiente) e a amostra através da coluna a qual contém a fase estacionaria,
geralmente formada por particulas de silica, porosas, esféricas e diametro em
torno de 5 um, o injetor e um detector que permite obter os cromatogramas
com os respectivos tempos de retencéo e areas dos picos de cada substancia.
A separacado cromatografica é resultado de interagdes diferenciais entre os
componentes da amostra com as fases estacionaria e mével (Malviya et al.,
2010).

De maneira geral, o processo de analise de uma amostra por CLAE
segue o0s seguintes passos: a amostra, primeiramente, € dissolvida em um

solvente (apds o pré-tratamento) e injetada através do injetor na coluna
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cromatografica preenchida com a fase estacionaria (FE). A fase movel (FM) é
bombeada a uma vazdo precisa, deslocando os componentes da mistura
através da coluna. Esses se distribuem entre FM e FE de acordo com sua
afinidade; sendo assim, as substancias com maior afinidade com a FE movem-
se mais lentamente, enquanto as com menor afinidade movem-se mais
rapidamente.

Ao sair da coluna, os componentes da solugdo passam por um detector
que emite um sinal elétrico o qual é registrado na forma de um grafico, mais
especificamente um cromatograma. Cada sinal representado no grafico
corresponde ao tempo de retengédo que determinada substancia tem, ou seja, é
o tempo gasto por cada componente desde sua injecdo até sua detecgdo no
sistema. Cada componente tem seu tempo de retencao especifico, baseado na
afinidade com FM e FE, permitindo assim que se identifique a substancia em
questdo. A informacao utilizada na quantificacdo das substancias sdo as areas
(ou alturas) dos picos que sao proporcionais a concentragado ou quantidade de

massa para os detectores utilizados.

3. VALIDACAO DE METODOS ANALITICOS
CROMATOGRAFICOS

A validagdo € um processo que visa diminuir e controlar fatores que
levam a imprecisdo ou inexatiddo de um dado geral. Consiste em garantir,
através de estudos experimentais, que o meétodo atenda as exigéncias das
aplicagdes analiticas e que tenha capacidade de desempenho consistente,
assegurando confiabilidade e reprodutibilidade dos resultados, fornecendo
evidencias que comprovem que o método sugerido atende aos propdsitos
sugeridos (BRASIL, 2003).

Esse processo consiste em garantir o controle ou a redugao de fatores
que levam a imprecisao ou inexatiddo dos dados gerados, como variagdes de
temperatura, reagentes inadequados, eventual contaminagdo, descuidos na

manutencao dos aparelhos utilizados, entre outros (Lancgas, 2009).
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Existem diversas razdes legais, técnicas e comerciais que justificam a
implantagdo da validagdo de métodos analiticos a fim de garantir a
competéncia técnica do método utilizado.

Diversos orgaos reguladores s&o responsaveis por disponibilizar os
parametros que devem ser seguidos e respeitados a fim de garantir a validagao
do método, como por exemplo a Conferencia Internacional de Harmonizacao
(CHI), International Union of Pure and Applied Chemistry (IUPAC), International
Oraganization Standarization (ISO), e no caso do Brasil, a Agencia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (ANVISA) e o Instituto Nacional de Metrologia, Qualidade e
Tecnologia (INMETRO) (Lanca, 2009).

Infelizmente, ainda ndo ha um consenso sobre quais parametros devem
sem incluidos no processo de validacdo de um método analitico, porém os
seguintes fazem parte da maioria dos processos de validagado, mais conhecidos
como parametros de desempenho analitico (Swartz e Krull, 1998; Thompson et
al., 2002; Brasil, 2003).

- Exatidao

- Preciséo

- Linearidade

- Sensibilidade
- Especificidade

- Robustez

Neste estudo, os parametros necessarios para validagdo do método
(Tabela 2) sao descritos na Resolugdo RE ANVISA n. 899/2003 de acordo com
a aplicacao pretendida (Tabela 1) e a categoria na qual se encontra. Neste

estudo enquadra-se na categoria |.

Tabela 1. Classificagao dos testes segundo sua finalidade, para selecéo dos parametros de

validacgao.

Categoria |Finalidade do teste

Testes quantitativos para a determinagdo do principio ativo em produtos farmacéuticos ou
I matérias-primas

Testes quantitativos ou ensaio limite para a determinacdo de impurezas e produtos de
Il degradacdo em produtos farmacéuticos e matérias-primas
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" Testes de performance (por exemplo: dissolucdo, liberacdo do ativo)

v Testes de identificacao

Tabela 2. Ensaios necessarios para a validagdo do método analitico, segundo sua finalidade

Parametro Categoria | Categoriall Categoria lll  Categoria IV
Quantitativo Ensaio Limite

Especificidade Sim Sim Sim * Sim
Linearidade Sim Sim Nao * Nao
Intervalo Sim Sim * * Nao
Precisao Sim Sim Nao Sim N3o
Repetibilidade

Intermediaria *k *k Nao ok Nao
Limite de detecgdo Nao Nao Sim * Nao
Limite de quantificagdo Ndo Sim Ndo * Nédo
Exatiddo Sim Sim * * N3o
Robustez Sim Sim Sim N3o N3o

* pode ser necessario, dependendo da natureza do teste especifico
**se houver comprovacao da reprodutividade ndo é necessaria a comprovagao da Precisdo

3.1 Intervalo

O intervalo especificado é a faixa entre os limites de quantificagdo
superior e inferior de um método analitico. Normalmente, é derivado do estudo
de linearidade. E estabelecido pela confirmacédo de que o método apresenta
exatidao, precisdo e linearidade adequadas quando aplicadas a amostras,
contendo quantidades de substancias dentro do intervalo especificado.
(BRASIL, 2003).

3.2 Linearidade

E a demonstracdo que os resultados obtidos sdo diretamente
proporcionais a concentracédo do analito na amostra dentro de um intervalo

especificado. E recomendado que a linearidade seja determinada pela analise
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de, no minimo, 5 concentragbes diferentes, seguindo o intervalo especifico
para a aplicagdo pretendida do método (Tabela 3). Se houver relagdo linear
aparente apos visualizagdo do grafico, os resultados devem ser tratados por
métodos estatisticos para determinacdo do coeficiente de correlagao,
intersecgdo com eixo Y, coeficiente angular, soma residual dos quadrados
minimos da regressao linear e desvio padrdo relativo. O critério minimo
aceitavel para o coeficiente de correlacao (r) deve ser = 0,99 (BRASIL, 2003).
No caso deste presente estudo, seguimos o intervalo de 80% a 120% da

concentracgio tedrica do teste.

Tabela 3. Limites porcentuais do teor do analito que devem estar contidos no intervalo

de linearidade para alguns métodos analiticos (BRASIL, 2003).

Ensaio Alcance

Determinac&o quantitativa do analito em De 80% a 120% da concentracgéao tedrica do
matérias-primas ou em formas farmacéuticas teste

Determinacéo de impurezas Do nivel de impureza esperado até 120% do

limite maximo especificado. Quando
apresentarem importancia toxicoldgica ou
efeitos farmacolégicos inesperados, os
limites de quantificagcao e detecgao devem
ser adequados as quantidades de impurezas
a serem controladas

Uniformidade de conteudo De 70% a 130% da concentracgao tedrica do
teste

Ensaio de dissolugéo De £ 20% sobre o valor especificado para o
intervalo.

Caso a especificagao para a dissolugéao
envolva mais que um tempo, o alcance do
método deve incluir -20% sobre o menor
valor e +20% sobre o maior valor.

3.3 Exatidao

A exatiddo de um meétodo analitico € a proximidade dos resultados
obtidos pelo método em estudo em relagdo ao valor verdadeiro. A exatidao é
calculada aplicando-se a metodologia analitica proposta na analise de uma

substancia de pureza conhecida, o padrao de referéncia (BRASIL, 2003).

o concentracdo média experimental
Exatidao = —~ — x100
concentragioteodrica
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3.4 Precisao

A precisao € a avaliacdo da proximidade dos resultados obtidos em uma
série de medidas de uma amostragem multipla de uma mesma amostra. Esta é
considerada em trés niveis:

- Repetibilidade (precisdo intra-corrida): concordancia entre o0s
resultados dentro de um curto periodo de tempo com o mesmo analista e a
mesma instrumentacdo. A repetibilidade do método é verificada por, no
minimo, 9 (nove) determinag¢des, contemplando o intervalo linear do método,
ou seja, 3 (trés) concentragdes: baixa, média e alta, com 3 (trés) réplicas cada
ou minimo de 6 determinacdes a 100% da concentracao do teste;

- Precisao intermediaria (precisao inter-corridas): concordancia entre os
resultados do mesmo laboratério, mas obtidos em dias diferentes, com
analistas diferentes e/ou equipamentos diferentes. Para a determinagdao da
precisdo intermediaria recomenda-se um minimo de 2 dias diferentes com
analistas diferentes.

- Reprodutibilidade (precisao inter-laboratorial): concordancia entre os
resultados obtidos em laboratérios diferentes como em estudos colaborativos,
geralmente aplicados a padronizagao de metodologia analitica, por exemplo,
para inclusao de metodologia em farmacopeias.

A precisdo de um meétodo analitico pode ser expressa pelo desvio
padréo relativo (DPR) ou pelo coeficiente de variagédo (CV%) a partir de uma

série de medidas, segundo a férmula abaixo:

DpP
DPR =

CMD x100

Em que DP é o desvio padrao e CMD, a concentragdo média
determinada. O valor maximo aceitavel deve ser definido de acordo com a
metodologia empregada, a concentracdo do analito na amostra, o tipo de

matriz e a finalidade do método; nao se admitindo valores superiores a 5%.
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4. OBJETIVOS

O objetivo desse estudo foi desenvolver e validar um método simples, de
menor custo, eficiente e reprodutivel para a determinacdo do meloxicam,
utilizando como amostras a matéria-prima utilizada pela Farmacia-Escola “Prof.
Dr. Antonio Alonso Martinez”, em comparacédo ao padrao referéncia USP do

farmaco.
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5. MATERIAIS E METODOS

As etapas das analises foram realizadas no Laboratério Didatico de
Toxicologia e no Laboratorio de Farmacognosia, ambos do Departamento de
Principios ativos Naturais e Toxicologia (PANT) da Faculdade de Ciéncias

Farmacéuticas — UNESP, Araraquara.

5.1 Materiais

Para o preparo das amostras e solugdes padrao e na composicdo da
fase movel foram utilizados como solventes metanol e solugdo de acetato de
amoénio 99% grau HPLC, além de agua ultrapura (18,2 MQ.cm) obtida em
sistema ultrapurificador Millipore® modelo Direct-Q3® UV. A matéria-prima
analisada foi adquirida pela Farmacia-Escola da FCF-UNESP e o meloxicam
padrao referéncia USP da Sigma-Aldrich® 99,8% de pureza (Lote M3935). Para
filtracdo das solugdes analisadas por CLAE-UV foram utilizados filtros de
membrana de PVDF com poro de 0,22 um (Millipore®). As pesagens foram

realizadas em balanca analitica Marte® modelo AY220.

5.2 Instrumentacéo

O cromatografo liquido de alta eficiéncia (CLAE-UV) utilizado foi da
marca ThermoScientific® modelo DionexUltiMate 3000 equipado com bomba
binaria, desgaseificador, injetor manual de seis pérticos, detector no UV/Vis de
comprimento de onda variavel e software de coleta e gerenciamento de dados
Chromeleon®. Foi usada uma coluna C18 da marca Agilent® de 250x4,6mm e
particulas de 5 um de didmetro. As amostras foram injetadas com seringa de

100 pL da marca Hamilton®.
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5.3 Método cromatogréfico

O método cromatografico empregou como fase modvel solugdo de
acetato de amoénio (0,5 mg/mL): metanol 40:60 (v/v) em modo isocratico. A
vazao utilizada foi de 0,5 mL/min, a deteccéo realizada em 270 nm e o tempo
total de analise foi de 10 min. O volume de inje¢do das solugbes da matéria-

prima e do padrao foi de 20 pL.

5.4 Preparo das solucdes de meloxicam padrdo e meloxicam

matéria-prima

No preparo das solug¢des, 10 mg do meloxicam padrao referéncia USP
ou do meloxicam matéria-prima foram solubilizados em 10 mL de solucdo de
acetato de amoénio (0,5 mg/mL): metanol 55:45 (v/v), obtendo portanto duas
solugdes de concentragao 1,0 mg/mL.

A partir destas solugdes foram realizadas diluicbes utilizando balao
volumétrico a fim de obter solugdes nas concentracbes de 0,02, 0,04, 0,08,
0,10 e 0,12 mg/mL de meloxicam padrao e meloxicam matéria-prima, as quais
foram utilizadas nas analises. Para a determinacéo do teor da matéria-prima foi

utilizada uma solugao de concentracao 0,1 mg/mL.

5.5 Parametros Avaliados

No método proposto foram avaliados os parametros de linearidade,
exatidao, intervalo e repetibilidade e realizados os devidos tratamentos
estatisticos com os dados obtidos.

A linearidade do método foi verificada a partir da analise de curvas
analiticas do padrao referéncia e da matéria-prima nas concentragbes de 0,02,
0,04, 0,08, 0,10 e 0,12 mg/mL. Os resultados obtidos foram empregados para
determinacao do coeficiente de correlagao, interseccdo com eixo Y, coeficiente
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angular, soma residual dos quadrados minimos da regressé&o linear e desvio
padréo relativo.

A repetibilidade e a exatiddo foram verificadas pela determinagcédo em
trés concentragdes diferentes (0,2, 0,8 e 0,12 mg/mL), todas em triplicata.

O intervalo de variagao testado foi entre 20% e 120% da concentracao

inicial de 0,1 mg/mL

5.6 Andlise Estatistica

O software Microsof Excel foi empregado nas analises estatisticas e

obtencao das curvas analiticas.
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6. RESULTADOS E DISCUSSAO

Todas as analises foram realizadas no mesmo equipamento pelo mesmo

operador. Os resultados expressam a média das analises em triplicata.

6.1 Curva Analitica

O método do padrao externo foi utilizado na quantificagdo do meloxicam
(teor da matéria-prima). Para a construgao da curva analitica foram analisadas
as cinco solugdes obtidas e as areas dos picos dos cromatogramas (Figuras 2-
6) foram relacionadas graficamente com as concentragées das solugdes
(Langa, 2009). A Tabela 4 apresenta os valores médios das areas dos picos
em relacdo a sua concentragdo. A Figura 7 apresenta a curva analitica do

meloxicam padrao USP.

FADRAD MELOXICAM #1 [medified by HPLC_Thermio] Uv WIS 1
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Figura 2. Cromatograma referente a analise do meloxicam padrdo USP (0,02 mg/mL).
Condigdes de analise: coluna Agilent® C18 (250 x 4,6 mm; 5 um); fase movel solugéo de
acetato de amoénio (0,5 mg/mL): metanol 40:60 (v/v) em modo isocratico; vazao de 0,5 mL/min;

deteccdo em 270 nm; volume de injecdo de 20 yL
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Figura 3 — Cromatograma referente a analise do meloxicam padrao USP (0,04 mg/mL).

Condigbes de analise: coluna Agilent® C18 (250 x 4,6 mm; 5 um); fase moével solugio de

acetato de aménio (0,5 mg/mL): metanol 40:60 (v/v) em modo isocratico; vazao de 0,5 mL/min;

deteccao em 270 nm; volume de injecao de 20 pL

500 PADRAO MELOXICAM #7 [modified by HPLC _Thermao]
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Figura 4 — Cromatograma referente a analise do meloxicam padréao USP (0,08 mg/mL).

Condigdes de analise: coluna Agilent® C18 (250 x 4,6 mm; 5 um); fase movel solugio de

acetato de amoénio (0,5 mg/mL): metanol 40:60 (v/v) em modo isocratico; vazao de 0,5 mL/min;

deteccdo em 270 nm; volume de injecdo de 20 pL
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700 PADRAO MELOXICAM #10 [modified by HPLC_Thermao] Uv_WIS_1
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Figura 5 —Cromatograma referente a analise do meloxicam padrdao USP (0,10 mg/mL).
Condigbes de analise: coluna Agilent® C18 (250 x 4,6 mm; 5 um); fase moével solugéo de
acetato de aménio (0,5 mg/mL): metanol 40:60 (v/v) em modo isocratico; vazéo de 0,5 mL/min;
deteccao em 270 nm; volume de injecao de 20 pL
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Figura 6 — Cromatograma referente a analise do meloxicam padrao USP (0,12 mg/mL).
Condigbes de analise: coluna Agilent® C18 (250 x 4,6 mm; 5 pm); fase movel solugéo de
acetato de amoénio (0,5 mg/mL): metanol 40:60 (v/v) em modo isocratico; vazao de 0,5 mL/min;
deteccdo em 270 nm; volume de injecdo de 20 pL
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Tabela 4: Concentragbes das solugdes do meloxicam padrdo USP e suas respectivas

areas medias dos picos (triplicata) nos cromatogramas.

a . T R a
Concentragdo Area do Pico (UA) empo .etengao
(mg/mL) (min)
0,12 117.326 7,90
0,1 100.382 7,89
0,08 83.044 7,90
0,04 423.055 7,89
0,02 23.115 7,93
Curva de calibragao - Padrao
00.140
00120 y = 956,15x + 4,5435
R?=0,9988
00.100
« 00.080
e
< 00.060
00.040
00.020
00.000
0 0,02 0,04 0,06 0,08 0,1 0,12 0,14
concentragdo (mg/ml)

Figura 7: Curva analitica do meloxicam padrao USP.

6.2 Analise do teor da matéria-prima

A equacao da reta de regresséao linear da curva analitica construida a
partir das analises das solu¢gbes do meloxicam padrao foi utilizada para
determinar o teor da matéria-prima. A tabela 5 apresenta as concentragdes das
solugcbes de meloxicam matéria-prima e as respectivas areas dos picos dos
cromatogramas. O valor do teor foi determinado como 101,30 % e a preciséo

demonstrada pelo coeficiente de variagao foi de 0,11 % (Tabela 6).



Tabela 5. Concentragdes das solugdes do meloxicam matéria-prima e respectivas

areas dos picos médias (triplicata) obtidos nos cromatogramas.

Concentracdo Area do Pico (U.A) £ Tempo de Retencdo

(mg/mL) dp (min)
0,101356 101,747 £ 0,03 7,95
0,101293 101,68 £ 0,03 7,93
0,101529 101,917+ 0,03 7,95

Tabela 6: Teor de meloxicam matéria-prima.

Amostra Teor (%) Média (%) + dp C.V (%)
1 101,35
101,30+ 0,001 0,11
2 101,29
3 101,50
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Os resultados obtidos foram precisos, apresentando baixo coeficiente de

variagdo percentual. O teor determinado da matéria-prima manteve-se dentro

das especificagdes delineadas pela Farmacopeia Americana que € de 98 a

101,5% (USP, 2009).

6.3 Analise da linearidade

A linearidade do método foi verificada a partir da analise de curvas

analiticas do meloxicam padrao 0,02, 0,04, 0,08, 0,10 e 0,12 mg/mL (Figura 8).
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Linearidade- Padrao
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concentragdo mg/ml

Figura 8. Linearidade Padréo

O coeficiente de correlagdo (R) obtido para a curva analitica teve um
valor médio de 0,9994 que corresponde ao minimo aceitavel pela Resolucao
RE ANVISA n. 899/2003 (BRASIL, 2003) de 0,99 e indica a linearidade do

método.

6.4 Analise da precisao e da exatiddo do método

Nesse estudo, foi realizado, apenas, um nivel de avaliagdo: a
repetibilidade. A concordancia entre os resultados obtidos em um curto periodo
de tempo pelo mesmo analista foi avaliada, respeitando as quantidades de
determinagcdes e concentragbes dispostas na Resolugdo RE ANVISA n.
899/200 (BRASIL, 2003).

A exatiddo foi determinada a partir da concentracdo média

experimental/concentracao tedrica (Tabela 7).



Tabela 7. Resultados dos ensaios de precisao e exatidao.

Concentragdo Concentragdo média
teodrica experimental Desvio padrao Precisdo (C.V %) Exatiddo

Padrao
0,12 0,118 0,0012 1,00 99%
0,10 0,101 0,0005 0,45 101%
0,08 0,082 0,0015 1,79 103%

Matéria Prima
0,12 0,116 0,0025 2,16 97%
0,10 0,102 0,0016 1,56 102%
0,08 0,082 0,0016 1,99 103%

A exatidao ficou entre 99 e 103% para o padrao e entre 97 e 103% para
a matéria-prima. A precisao ficou entre 0,45 e 1,79% para o padrao e entre
1,56 e 2,16% para a matéria-prima. Esses resultados sugerem que o método
descrito apresenta uma exatidao e precisdo satisfatorias, uma vez que a

recomendagdao da Farmacopeia Americana ed. 32, 2009 admite valores

menores ou iguais a 20% e 15% respectivamente.
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7. CONCLUSOES

O presente trabalho surgiu como uma proposta de criar um novo método
analitico, simples e pratico, para identificacdo do meloxicam, visto que muitos
métodos apresentados na literatura sdo muito complexos e demorados, o que
contribui com possiveis erros e ineficiéncia.

Vérias metodologias foram analisadas na literatura com o objetivo de
avaliar suas vantagens e desvantagens para entao, elaborar um novo método
que atendesse o0s objetivos propostos de uma maneira mais acessivel e
descomplicada.

O método desenvolvido apresenta uma metodologia simples, acessivel,
rapida e eficiente para determinacdao do farmaco em questdo. O uso de uma
fase movel estacionaria com poucos reagentes e de facil manuseio, sem a
necessidade do uso de tampdes, bem como a utilizacdo dessa mesma solucao
para a solubilizacdo da amostra sdo um dos motivos que tornam esse método
facilmente reprodutivel. Além disso, o uso do CLAE-UV, nas condicbes
descritas, é responsavel pela praticidade, rapidez e eficiéncia na analise das
amostras.

Neste trabalho, foram avaliados apenas alguns parametros exigidos pela
legislagao vigente para a validagdo de um método analitico, sendo necessaria
uma continuagdo do estudo e das analises, a fim de comtemplar todos os
critérios determinados, e assim garantir que o0 método realmente atenda as
exigéncias, e assegure sua confiabilidade.

Os resultados apresentados, embora preliminares, foram satisfatorios
tendo como ferramentas a analise estatistica, fazendo média de todos os
valores, desvio-padrdao e coeficiente de variagcdo ou desvio-padrao relativo,
sempre sendo suportados pelas monografias das Farmacopeias Americana e
Brasileira e por diversos trabalhos e artigos publicados.

Sendo assim, podemos concluir que o procedimento adotado nesse
estudo mostra-se promissor, podendo ser considerado uma boa alternativa

para analise e determinagdo do meloxicam.
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Como sugestdo para trabalhos posteriores fica a continuidade dos
estudos, com o proposito de atender a todos os parametros de validagao
exigidos, para que assim possa-se validar o método e garantir que os

resultados sejam cada vez mais precisos e exatos.
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