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RESUMO
O Meloxicam ¢ um medicamento e anti-inflamatério indicado para o tratamento de artrite,
osteoartrite, neuropatica, ou condicdes musculoesqueléticas atuando no alivio da dor, além do
efeito analgésico e antipiréticos. Para que o efeito do medicamento seja satisfatorio ¢
necessario que os insumos utilizados na fabricagdo tenham a qualidade esperada. Este
trabalho desenvolveu e validou uma metodologia analitica alternativa para quantificagdo do
insumo farmacéutico utilizando a espectrofotometria UV/Vis. O método utilizou do principio
de desenvolvimento sustentdvel, quimica verde, onde a realizagdo dos procedimentos
analiticos utiliza de solventes menos agressivos, sendo eles, tampao de hidroxido de sédio-
glicina pH 8,6, tampao de hidroxido de sddio-glicina pH 9, tampdo de hidroxido de sodio-
glicina pH 9,4, hidroxido de sodio 0,1 mol L™, e, hidréxido de sédio 0,01 mol L. O emprego
deste principio permite a ndo geracao de efluentes toxicos, a ndo geragdo de gases
indesejaveis por solventes volateis proporcionando beneficios ambientais e aos analistas.
Realizou-se os testes de solubilidade sendo determinado o solvente hidroxido de sodio-glicina
pH 9 como a solugdo diluente ideal para o desenvolvimento da metodologia, com isso,
determinou-se os parametros de controle para validacdo da metodologia, sendo eles
especificidade, linearidade, intervalo, repetibilidade, exatidao e robustez, para que esta possa
ser posta em pratica. A realizagdo da validagdao do método analitico proposto demonstrou
através de estudos experimentais que o método desenvolvido ¢ adequado para a finalidade
pretendida, sendo assegurados a confiabilidade dos resultados obtidos, de carater quantitativo

ou qualitativo.

Palavras-chave: anti-inflamatdrio; espectrofotometria; quimica verde; figuras de mérito.



ABSTRACT
Meloxicam is a medication and anti-inflammatorry drug indicated for the treatment of
arthritis, osteoarthritis, and neuropathic or musculoskeletal conditions acting to relieve pain in
addition to analgesic and antipyretic effects. For the effect drug to be satisfactory, the inputs
used in the manufacture must have the expected quality. This work developed and validated
an alternative analytical methodology for the quantification of the pharmaceutical ingredient
using UV/Vis spectophotometry. The method used the principle of sustainable development,
green chemistry, where the performance of the analytical procedures use less aggressive
solvents, namely, sodium hydroxide-glycine buffer pH 8,6, sodium hydroxide-glycine buffer
pH 9, the buffer of sodium hydroxide-glycine buffer pH 9,4, Sodium hydroxide 0,1 mol L,
and, sodium hydroxide 0,01 mol L. The use of this principle allows the non-generation of
toxic effluents, and the non-generation of undesirable gases by volatile solventes, providing
environmental and analyst benefits. Solubility tests were carried out, determining the solvent
sodium hydroxide-glycine pH 9 as the ideal diluent solution for the development of the
methodology, with this, the control parameters for validation of the methodology were
determined, namely specificity, linearity, range, repeatability, accuracy and robustness, so that
it can be put into practice. Validation of the proposed analytical method demonstrated through
experimental studies that the developed method is suitable for the intended purpose, ensuring

the reliability of the results obtained, whether quantitative or qualitative.

Keywords: anti-inflammatory; spectrophotometry; green chemistry; figures os merit.
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1 INTRODUCAO

O controle de qualidade de qualquer produto ou servigo se refere ao cumprimento dos
requisitos estabelecidos por normas e regulamentos. Para medicamentos, este conceito de
qualidade ¢ mais criterioso, tendo que garantir também a seguranga e eficacia do uso de seus
medicamentos para pacientes e equipes de saide (ANVISA, 2017a).

O Meloxicam ¢ um medicamento anti-inflamatério indicado para aliviar dores,
principalmente muscoesqueléticas, osteoartrite e artrite, sendo este um medicamento que
possui fundamental importancia para a salide e bem-estar da vida dos seres humanos, sdao
necessarios o estabelecimento da qualidade deste medicamento.

Para isto, sdo realizadas andlises, onde, em conjunto, visam garantir identidade,
atividade, teor, pureza, eficidcia e inocuidade que sdo encontrados através de andlises
laboratoriais. A realizacdo dessas analises deve possuir como base a escolha de uma
metodologia adequada garantindo resultados com qualidade obtidos através de parametros de
controle determinados por método de validagao (MACHADO, 2016).

A validagdao ¢ um método de investigacao utilizado para determinar se a metodologia
analitica definida ¢ adequada para seu proposito analitico, ou seja, se este obtém resultados
analiticos com um nivel de confianca aceitavel.

Para a realizacdo deste processo utilizam-se uma série de parametros que avaliam o
desempenho do método, como precisao, exatidao, seletividade ou especificidade, linearidade,
faixa operacional, recuperacdo, limite de deteccdo, limite de quantificagdo, sensibilidade,
robustez e aplicabilidade, onde serdo utilizadas de acordo com a finalidade pretendida
(LANG, 2021).

Durante o desenvolvimento deste trabalho, implementou-se em sua metodologia o
principio de desenvolvimento sustentavel, quimica verde, onde a realizacdo dos
procedimentos analiticos utiliza de solventes menos agressivos.

O emprego deste principio permite a diminuicdo da geracdo de efluentes toxicos ao
meio ambiente, e a diminui¢do da geragdo de gases indesejaveis por solventes volateis. Esta
implementagdo proporciona beneficios ambientais e aos analistas que manipulam estes
solventes, além de fornecer a diminuicdo de gastos com o armazenamento e tratamento de

residuos, a descontaminagdo e o pagamento de indeniza¢des (PRADO, 2003).
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral
O objetivo geral deste trabalho foi o desenvolvimento e validacdo de metodologia
analitica alternativa para quantificacdo do insumo farmacéutico ativo Meloxicam em capsulas,

utilizando a espectrofotometria UV/Vis.

2.2 Objetivos especificos

e Avaliar a solubilidade do meloxicam em diversos pH’s e na presenga de
tampoes.

e Desenvolver uma metodologia analitica para quantificagdo do Meloxicam em
capsulas utilizando solventes de base aquosa.

e Realizar a validagdo da metodologia utilizando parametros utilizados pela
ANVISA, sendo elas especificidade, linearidade, intervalo, repetibilidade,
exatiddo e robustez.

e Comparar estatisticamente a nova metodologia com a ja amplamente utilizada

pela literatura.
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3 JUSTIFICATIVA

Primeiramente buscou-se nas farmacopeias vigentes a metodologia analitica
disponivel utilizada atualmente para a quantificagdo do insumo farmacéutico ativo Meloxicam
em capsulas, sendo apresentada a utilizagdo de solucdes a base de solventes organicos, como
o alcool metilico, como principal solucao utilizada para sua realizagao.

Encontrou-se na literatura dados relevantes relacionados ao insumo, como, por
exemplo, a tendéncia a ser soluvel em solugdes de NaOH de pH elevado e solugdes
tamponantes de pH proximo de 8. Com isso, pensou-se em realizar a substituicdo dos
solventes organicos utilizados atualmente, por solugdes inorganicas de base aquosa com
carater basico.

A substituicao destas solugdes tem por objetivo manter a qualidade dos resultados das
analises quantitativas, proporcionar uma diminui¢cdo de custos durante o preparo, além de
poder promover a reducao ou eliminacao da geracao de substancias nocivas a saude humana e
ao meio ambiente na realizagdo de ensaios referentes a este insumo farmacéutico, podendo
assim ser caracterizada como uma implementagao dos conceitos de quimica verde (PRADO,

2003).



13

4 REVISAO DE LITERATURA

4.1 Medicamento

O medicamento ¢ um produto de origem farmacéutica obtido ou elaborado que contém
em sua composi¢do um farmaco juntamente com adjuvantes farmacotécnicos (excipientes),
que contém como finalidade profilatica, curativa, paliativa ou para fins de diagnostico,
tratamento ou prevencao (ANVISA, 2017a).

Os insumos farmacéuticos ou ativo farmacéuticos, sdo quaisquer substancias que
podem exercer atividade farmacolodgica sendo introduzidas em uma formulagdo farmacéutica

a fim de proporcionar efeito no diagndstico ou para uso medicinal (ANVISA, 2017a).

4.2 Meloxicam

O Meloxicam ¢ um medicamento e agente anti-inflamatorio ndo esteroidal, que nao
sdo esteroides na natureza, do grupo acido endlico, um dos derivados do oxicam, com formula
quimica CI14H13N304S>, e estrutura quimica apresentada na Figura 1. Possui como valor do
pKa= 4,08. Isto indica que este ativo possui maior solubilidade em bases fortes
(DRUGBANK, 2022).

Como em sua estrutura molecular, observada na Figura 1, a molécula do Meloxicam
possui atomos de H' ionizaveis em sua estrutura, estes estdo propensos a realizar ligagdes,

pontes de hidrogénio, com a utilizagdo de solugdes de carater basico (DRUGBANK, 2022).

Figura 1 - Estrutura quimica do Meloxicam.

’</\)I\\I\ O OH
S N =

/N\S

AN
O/ \O

Fonte: (DRUGBANK, 2022).

Indicado para o tratamento de artrite, osteoartrite, dor neuropatica, artrite reumatoide
juvenil, pos-operatdria, ou condigdes musculoesqueléticas atuando no alivio da dor, além do
efeito analgésico e antipiréticos, sendo disponibilizado na forma oral sélida ou cépsulas em

doses (DRUGBANK, 2022).
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De acordo com MACHADO, (2016), os farmacos sdo classificados em quatro classes
diferentes, de acordo com sua solubilidade e permeabilidade intestinal, sendo classe I, alta
solubilidade e alta permeabilidade, classe II, baixa solubilidade e alta permeabilidade, classe
III, alta solubilidade e baixa permeabilidade e classe IV, baixa solubilidade e baixa
permeabilidade. O Meloxicam pertencente a classe II, com solubilidade baixa e alta
permeabilidade, sendo alvos de estudos os fArmacos pertencentes a este grupo justamente por
apresentarem problemas de solubilidade, dissolugdo e biodisponibilidade.

De acordo com Fernandes, (2003), o uso de excipientes na producdo de féormulas
farmacéuticas influencia diretamente em sua estabilidade e efetividade, sendo empregado na
formulagdo com o intuito de agregar volume ao preparo, facilitar a sua administracao,
protecao e liberagdo adequadas. Sdo utilizados atualmente diversos tipos de excipientes como
a lactose e o amido por exemplo, cada qual com sua fungao.

O excipiente utilizado no preparo do Meloxicam ¢ o amido, pode ter origem a partir do
milho, trigo ou batata, tendo fungdo agregante, a fim de facilitar a compressao durante o
processo de fabricacao, e, desintegrante o que facilita a desagregagao e dissolucao mais rapida
ap6s administracdo da capsula (FERNANDES, 2003).

A solubilidade ¢ um parametro importante utilizado na caracterizacdo quimica, onde
pode-se identificar e quantificar o soluto apropriado para a dissolu¢do em um determinado
solvente. A realizagdo de um teste de andlise de solubilidade para o ativo farmacéutico
Meloxicam ¢ necessaria para proporcionar a disponibilidade de dados necessarios para a
realizagdo do projeto (ROSA, 2011).

Para a realizagdao de ensaios de quantificacdao de teor de Meloxicam da metodologia
existente, utiliza-se o insumo alcool metilico, ou, metanol, como solu¢ao diluente (ROSA,
2011).

Este composto possui em sua estrutura molecular um atomo de carbono, trés de
hidrogénio e uma hidroxila (CH3OH), sendo caracterizado como um liquido limpido e
incolor, volatil, que produz vapores e ¢ altamente inflamavel, provoca irritagdo moderada a
pele, provoca irritagdo ocular, danos ao sistema nervoso € aos nervos Opticos. Por possuir
hidroxila em sua estrutura, proporciona solubilidade ao ativo Meloxicam permitindo a
realizagdo de ligacdes intermoleculares (FISPQ, 2012).

Para realizagdo de ensaio de solubilidade do ativo, primeiramente deve-se observar a
estrutura quimica do Meloxicam apresentada na Figura 1. Por sua estrutura principal ser

composta principalmente por cadeias ciclicas, estas dificultam sua solubilidade, portanto, a
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solubilidade do Meloxicam ¢ baixa e depende exclusivamente da presenga do grupamento
hidroxila OH e do grupamento NH (ROSA, 2011).

Estes grupamentos permitem a realizagdo de ligacdes de hidrogénio em sua cadeia.
Com isso, define-se a utilizacdo como solucdes testes de solubilidade, solugdes de carater
basico de NaOH com variagdo de concentra¢des 1,0 mol L™, 0,1 mol L' e 0,01 mol L™, bem
como a utilizagdo de solugdo tamponante com pH proximo de 8,0 (ROSA, 2011).

Um tampao € uma solucdo mista aquosa em que o pH tende a resistir a mudangas no
pH quando sao adicionadas pequenas quantidades de acido ou bases fortes (NELSON, 2019).

Cada solugdo tamponante possui sua regido de tamponamento onde a forca de
tamponamento do sistema ¢ maxima. Um sistema tampao ¢ uma solucdo em agua, de um
acido fraco, o doador de protons, e sua base conjugada, o aceptor de prdotons, na forma de sal
ou, uma solucdo em agua de uma base fraca, e seu acido conjugado na forma de sal
(NELSON, 2019).

A solucdo tampao de hidroxido de Soédio-glicina a ser utilizada para os testes
referentes a metodologia proposta consiste no adicionamento da base, hidroxido de sddio na
solugdo tampdo de glicina, tendo ambas as afinidades com o hidroéxido H' existente no meio,
ampliando a dissociagdo da base, mantendo o pH inalterado, e estabilizando a solucao
(NELSON, 2019).

A implantacao da substitui¢do do solvente dlcool metilico por solu¢des de base aquosa
se qualifica como um aprimoramento do processo ja existente, seguindo os principios de
desenvolvimento sustentavel, devendo manter ¢ melhorar a qualidade de vida, reduzindo o
uso e a geragao de substancias toxicas, e com isso diminuindo os danos causados ao meio
ambiente (PRADO, 2003).

Além de proporcionar a diminui¢do dos impactos ambientais, este também pode
apresentar a diminui¢ao de custos, por nao necessitar de controle ao armazenamento ou para
controle e tratamento dos residuos formados e até mesmo gastos com indenizagdes (PRADO,

2003).

4.4 Controle de qualidade

Segundo LANG, (2021), o controle de qualidade ¢ um conjunto de medidas a serem
seguidas para que se possa comprovar que um medicamento ou derivado, se enquadra dentro
dos critérios de atividade, inocuidade, pureza, eficicia e seguranga. Podem ser realizadas em

qualquer etapa do processo de fabricagdo de um determinado lote de medicamentos.
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As realizagdes das andlises quantitativas baseiam-se principalmente na
reprodutividade de forma adequada das reagdes quimicas, sendo empregadas em quantidades
necessarias de reagentes para ocorréncia das reagdes, ou, para a quantificagdo do produto
obtido na reacdo (ANVISA, 2012)

Um dos principais métodos utilizados para quantificagdo, ¢ o método
espectrofotométrico, onde este depende de uma energia radiante e de um determinado
comprimento de onda que serd absorvido pela amostra. Dependendo do comprimento de onda
a ser utilizado, as medidas das amostras ou solugdes irdo ser realizadas no visivel, ultravioleta

ou infravermelho (VOGEL, 2002).

4.5 Espectrofotometria UV-Vis

De acordo com HARRIS, (2017), o principio de funcionamento de um
espectrofotometro consiste em uma fonte de luz, um elemento dispersivo de comprimento de
onda, amostra e detector, utilizado para realizacdo de andlises quantitativas. Este equipamento
possui um monocromador que abriga uma variedade de espelhos, fendas e grades, quando a
luz pancromatica vinda de uma fonte de luz ¢ introduzida no monocromador através da fenda
de entrada e colide em uma rede de difracdo, onde a luz ¢ girada para selecionar o
comprimento de onda requerido.

Esta luz entdo ¢ refocada por outro espelho pela fenda de saida sendo ajustada para
controlar a largura de banda espectral, sendo focada novamente por espelhos e direcionada
para a amostra onde parte de sua luz ¢ absorvida pela amostra, e o restante ¢ transmitido ou
refletido de uma amostra para um detector que as converte em um sinal, o diagrama dos
elementos que compde um espectrofotometro pode ser observado o esquema do

funcionamento do equipamento na Figura 2 (HARRIS, 2017).
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Figura 2 - Diagrama dos elementos de um espectrofotometro UV-Vis.

Monochromator
3 "'I I |
—_————— :_-.
( /.-' I |
Light  Entrance Dizpersive Exit
Source Slit Element it Sample Detector

Fonte: HARRIS, 2017.
Para realizagdo das leituras das amostras para a validacio de metodologia do

Meloxicam no equipamento espectrofotometro, utiliza-se a faixa de comprimentos de ondas
para realizagdo de varredura ¢ utilizado de 250 a 400 nm, o comprimento de onda que
apresenta maior absor¢do para realizacdao das leituras geral em 362 nm, onde devera exibir

maximos de absorbancia (USP, 2019).

4.6 Validacao de metodologia de analise farmacéutica

A realizagdo de validagdo de um método analitico deve demonstrar através de estudos
experimentais que o método desenvolvido ¢ adequado para a finalidade pretendida, sendo
assegurados a confiabilidade dos resultados obtidos, seja de carater quantitativo ou qualitativo
(ANVISA, 2017a).

Para o desenvolvimento de metodologias analiticas que nao estdo descritas em
farmacopeias ou em formularios oficiais reconhecidos pela ANVISA, a metodologia sera
considerada validada desde que sejam avaliados os parametros de validagdo, sendo eles,
especificidade e seletividade, linearidade, intervalo, precisdo, limite de deteccdo, limite de
quantificagdo, exatidao e robustez (ANVISA, 2017a).

E de suma importancia a utilizagdo de equipamentos calibrados durante a realiza¢io
dos ensaios, bem como analistas devidamente treinados e capacitados para sua realizagao
(ANVISA, 2003).

Os testes a serem realizados sdo classificados de acordo com a sua respectiva

finalidade, podendo ser observado no Quadro 1.



Quadro 1 - Classificacio dos testes segundo sua finalidade.

Categoria Finalidade do teste

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

I Testes quantitativos ou ensaio limite para a determinacao de impurezas e produtos de
degradacao em produtos farmacéuticos e matérias primas

11 Testes de performance (por exemplo: dissolugdo, liberagdo do ativo)

v Testes de identifica¢do

Fonte: ANVISA, 2003.
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Os ensaios a serem realizados sdo classificados de acordo com sua respectiva

finalidade, podendo ser observados no Quadro 2.
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Quadro 2 - Ensaios necessarios para a validacio do método analitico.

Categoria I1
Parimetro Categoria Ensal Categoria | Categoria
I Quantitativo nsalo- v
Limite

Especificidade Sim Sim Sim * Sim
Linearidade Sim Sim Nao * Nao
Intervalo Sim Sim * * Nao

Repetibilidade | Sim Sim Nao Sim Nao
Precisio

Intermediaria | ** wE Nao ** Nao
Limite de detec¢ao Nao Nao Sim * Nao
Limite de quantificacio Nao Sim Nao * Nao
Exatidao Sim Sim * * Nao
Robustez Sim Sim Sim Nao Nao

Fonte: ANVISA, 2003.

*Pode ser necessario, dependendo da natureza do teste especifico.
**Se houver comprovagdo da reprodutividade ndo € necessaria a comprovagao da Precisao
Intermediaria.

De acordo com as tabelas apresentadas, para a realizagdo do desenvolvimento e
valida¢ao da metodologia de produtos farmacéuticos pretendidas, devera ser utilizado como
base os parametros dispostos na categoria I, sendo eles, especificidade, linearidade, intervalo,
repetibilidade, exatidao e robustez (ANVISA, 2017b).

A especificidade ¢ a avaliacao da capacidade de um método medir exatamente um
composto na presenga de outros sem alteragdo nos resultados. Em analises quantitativas a
especificidade pode ser determinada através de um método de comparagao, sendo utilizadas
os resultados de uma amostra com valores conhecidos, sendo a amostra contaminada com
impurezas, excipientes ou posta sob condigdes de estresse, como, influéncia de temperaturas
ou umidade por exemplo, sendo realizados para que se possa comprovar que os resultados
obtidos desta amostra ndo sofreram alteragao (ANVISA, 2017b).

A linearidade ¢ um método analitico onde se utiliza o preparo de concentracdes
diferentes 70 % a 130 % para ensaio da amostra a fim de se obter resultados diretamente
proporcionais a estas concentragdes, devendo ser determinada por no minimo 5 concentragdes

diferentes, com base de critério aceitdvel de coeficiente de correlagdo sendo igual a 0,99

(ANVISA, 2017b).
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O intervalo esta ligado diretamente ao ensaio de linearidade, como sendo a faixa de
limite de quantificacdo superior e inferior encontrados de um método analitico (ANVISA,
2017b).

A repetitividade ¢ a determinacdo de uma amostra repetidamente nas mesmas
condigdes em curto intervalo de tempo, utilizando o mesmo equipamento € 0 mesmo analista,
sendo valores utilizados como referéncia para os resultados a serem obtidos pela metodologia
a ser validade de 70 % a 130 % da concentragdo teorica do teste (ANVISA, 2017b).

A exatidao ¢ a proximidade dos resultados obtidos da amostra com os resultados
conhecidos para o padrdo de referéncia utilizado, sendo calculada como porcentagem de
recuperacdo das quantidades obtidas ou como diferenca de percentual entre as médias e o
valor de referéncia (ANVISA, 2017b).

A robustez € encontrada através da medida da capacidade de resisténcia de pequenas
variacoes controladas dos parametros analiticos, podendo ser utilizado para
espectrofotometria as variacdes de pH, temperatura ou diferentes fabricantes de solventes. O

resultado indica a confianga do método durante sua aplicacdo (ANVISA, 2017b).
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5 MATERIAL E METODOS

5.1 Metodologia

A metodologia desenvolvida levou em consideragdo a estrutura quimica do

Meloxicam, sua solubilidade ¢ a diminuic¢ao da toxicidade dos solventes utilizados.

5.2 Preparo de solucdes diluentes

e Tampao de hidroxido de Sodio-glicina pH 8,6: Foi adicionado 50 mL de glicina 1
molL™", 4 mL de hidroxido de sodio 0,1 mol L', e ajustado volume final para 200 mL
com agua ultrapura. Realizou-se medicao de pH e ajustou-se se necessario com acido
cloridrico ou solugao de hidroxido de sodio.

e Tampao de hidréxido de Sodio-glicina pH 9,0: Foi adicionado 50 mL de glicina 1
molL™", 8,8 mL de hidroxido de sédio 0,1 mol L™, e ajustou-se volume final para 200
mL com agua ultrapura. Realizou-se medi¢do de pH e ajustou-se se necessario com
acido cloridrico ou solu¢ao de hidroxido de sédio.

e Tampao de hidroxido de Sodio-glicina pH 9,4: Foi adicionado 50 mL de glicina 1
molL™, 16,8 mL de hidroxido de s6dio 0,1 mol L™, e ajustou-se volume final para 200
mL com agua ultrapura. Realizou-se medi¢ao de pH e ajustou-se se necessario com

acido cloridrico ou solucao de hidroxido de soédio.

5.3 Preparo e leitura

Foram preparados padrio de referéncia, sendo pesado 10 mg de ativo meloxicam em
balanca analitica ¢ abertura de amostras de capsulas de meloxicam, para balao de 100 mL,
sendo posteriormente adicionados solucdo diluente, em seguida submetido a banho de
ultrassom por 15 minutos para solubilizagdo das amostras, completou-se o volume com o
mesmo diluente sendo realizado a filtragem em papel filtro qualitativo das amostras e ndo da
amostra padrdo de referéncia.

Apos, transferiu-se 1,5 mL do filtrado com o auxilio de uma micropipeta (0,1 mL - 1
mL) para baldo volumétrico de 10 mL e foi completado o volume com a solucdo diluente,

homogeneizando, obtendo a concentragio final de 0,015 mg mL!,
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Apds o término do preparo das amostras selecionou-se o comprimento de onda de 362
nm no Espectrofotdmetro UV 1800 Shimadzu, zerando com o branco, solu¢do reagente
utilizada no preparo. Em seguida, foi realizada a leitura dos padrdes em duplicata e as leituras
das amostras individualmente. Realizou-se uma varredura na faixa de 250 nm a 400 nm,
comparando a varredura das amostras com a varredura do padrido por sobreposicdo e
verificou-se se sdo equivalentes, devendo exibir maximos de absor¢ao em 362 nm, bem como,

realizou-se leituras.

5.4 Solubilidade

Para realizagao dos testes de solubilidade fez-se os calculos necessarios para se chegar
a concentragio de 0,015 mg mL™! da solugdio amostra descrita na metodologia 5.3 em seguida,
preparou-se inicialmente as solu¢des a serem utilizadas de acordo com o item 5.2 sendo esses,
hidroxido de s6dio 1,0 mol L™, hidréxido de soédio 0,10 mol L', hidréxido de sédio 0,01 mol
L, tampdo de hidroxido de Sédio-glicina pH 8,6, tampdo de hidroxido de Sédio-glicina pH
9,0, tampao de hidroxido de Sodio-glicina pH 9,4 em baldao volumétrico de 1000 mL cada,
sendo realizada o preparo das amostras, e, finalizando o preparo das amostras de acordo como
descrito na metodologia 5.3.

Ap6s a realizagao dos testes de solubilidade e identificacdo da solugdo que apresentou
as melhores caracteristicas para escolha do solvente mais adequado, efetuou-se a analise das

figuras de mérito.

5.5 Especificidade

Para especificidade, realizou-se o prepara das amostras com a adi¢ao de excipientes a
fim de contaminar as amostras, 0s mais comuns presentes nas amostras do laboratdrio,
celulose microcristalina modificada (Celulomax) e, amido (Dilucap). Finalizou-se o preparo
das amostras de acordo com descrita na metodologia 6.1. Preparo de referéncia.

Realizou-se uma varredura na faixa de 250 nm a 400 nm, comparando a varredura das
amostras com a varredura do padrdo por sobreposi¢do e verificou-se se sdo equivalentes,

devendo exibir maximos de absor¢ao em 362 nm.

5.6 Linearidade

Para o teste de linearidade preparou-se as amostras em 7 concentragdes diferentes,
contemplando 70, 80, 90, 100, 110, 120 e 130% a partir de uma solucao estoque de 0,015 mg
mL™.
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Abriu-se as capsulas das amostras disponiveis de Meloxicam para cada concentracio
em triplicata, e pesou-se o padrdo de referéncia em balanga analitica para concentracdo a
100% em baldao volumétrico de 50 mL.

Para quantificagdo de intervalo, foram utilizados como base os valores encontrados
através do preparo da analise de linearidade, onde utilizou-se os resultados de absorbancia das
concentragdes calculando-se a média das amostras preparadas de 90% e 110% para

quantificacdo dos limites superiores e inferiores.

5.7 Repetitividade

O teste de repetitividade foi realizado sendo preparada as amostras a 70%, 100% e
130% da solugdo 0,015 mg mL™!, onde realizou-se a analise deste método repetidamente nas
mesmas condi¢des em curto intervalo de tempo, calculando-se a porcentagem de recuperado

tendo de ser menores do que 5 %.

5.8 Exatidao

Para o teste de exatiddo, comparou-se os valores obtidos nas absorbancias do padrao

para com as amostras a 100% de sua concentragio 0,015mg mL™".

5.9 Robustez

O estudo de robustez foi feito sendo realizadas variagdes dos equipamentos e
reagentes utilizados, sendo estes, duas micropipetas de (0,1 mL - 1 mL) diferentes, ultrassom
com aquecimento a 50 °C e sem aquecimento, diferentes marcas de reagentes, sendo elas
Reatec e Neon, diferentes equipamentos, Espectrofotdmetro com varredura PG

INSTRUMENTS modelo T80+, e, Espectrofotometro UV 1800 Shimadzu.
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6 RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1 Solubilidade

Para o método proposto, inicialmente foram realizados testes de solubilidade do
Meloxicam em diversos solventes, sendo esses, hidroxido de sodio 1,0 mol L™, hidréxido de
sodio 0,1 mol L', hidroxido de sodio 0,01 mol L', tampdo de hidroxido de sddio-glicina pH
8,6, tampao de hidréxido de sédio-glicina pH 9, tampao de hidroxido de sodio-glicina pH 9,4,
sendo utilizado como pardmetro os resultados encontrados com o solvente metanol,

apresentados no Quadro 3.

Quadro 3 - Resultados encontrados no teste de solubilidade.

Solvente Solubilidade
Hidroxido de sédio 1 mol L' pH 14 Soluvel
Hidréxido de s6dio 0,1 mol L' pH 13 Pouco soluvel
Hidréxido de s6dio 0,01 mol L™ pH 12 Pouco soluvel
Tampao de hidréxido de sodio-glicina pH 8,6 Pouco soluvel
Tampao de hidréxido de sodio-glicina pH 9,0 Solavel
Tampao de hidréxido de sodio-glicina pH 9,4 Pouco soluvel
Alcool Metilico Soluvel

Fonte: Autoria propria. 2022

Pode-se notar através do Quadro 3, que, tanto o hidréxido de s6dio 1,0 mol L
quanto o tampao de hidroxido de Sddio-glicina com pH 9,0 apresentaram solubilidade para o
ativo, sendo as outras solugdes de carater pouco soluvel.
Levando em considera¢do que o hidroxido de sédio 1,0 mol L' apresenta pH elevado
0 que proporciona a solugdo instabilidade e corrosdo as vidrarias e equipamentos utilizados,
podendo a amostra sofrer degradagdo antes de ser analisada, optou-se por utilizar a solugdo
tampao de hidroxido de Sodio-glicina com pH 9,0 para realizacdo das analises.
Os ions de hidrogénio se unem com a solu¢ao formando 4gua ampliando a dissociagdo

da base, repondo os ions hidroxila e mantendo o pH inalterado, estabilizando a solu¢do, além
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da solucdo ser tamponante o que proporciona estabilidade a solugdo e ndo provoca a corrosiao
nas vidrarias e equipamentos utilizados, tornando esta solu¢do ideal para o desenvolvimento

da metodologia descrita no item 6.1.

6.2 Especificidade

Um dos parametros de controle de qualidade utilizados, sendo realizado de acordo
com o item 5.5, ao qual foram encontrados os resultados presentes na Figura 3. Para a analise
de seletividade quantitativa, foram realizados a determinagdo por comparagao dos resultados
obtidos de amostra contaminados com os excipientes Dilucap® e Celulomax®, com
quantidades apropriadas, sendo estes os mais comuns presentes nas amostras do laboratério.

Foram comparadas as varreduras das amostras contaminadas com as varreduras do
padrao de referéncia ndo contaminadas, onde, pode-se observar a sobreposi¢cao das amostras
com o padrdo nos mesmos comprimentos de onda no decorrer da varredura, indicando através
destes resultados que as contaminagdes realizadas ndo comprometem os dados analiticos das

amostras.
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Figura 3 - Varredura de amostras contaminadas excipientes Dilucap® e Celulomax® sobrepostas com o

2928

padrio de Meloxicam.
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Fonte: Autoria propria. 2022
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Para ensaio de controle de qualidade de linearidade preparou-se amostras de acordo

com o item 5.6. Com isso, realizou-se a medigdo das absorbancias com 5 concentragdes

diferentes, utilizando como pardmetro a absorbancia dos padrdoes a 100 %, onde, para se

determinar as concentracdes encontradas fez-se os calculos encontrados no Tabela 1, os

valores de recuperacdo variaram até 5 % de seus valores reais. A partir destes valores plotou-

se um grafico para melhor visualizagdo, presente na Figura 5.
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Tabela 1 - Porcentagem das concentragdes preparadas.

Padroes Absorbancia Concentragio
(nm) Desvio Padrao
Meédia 0,832 100+/-5
Concentragao Absorbancia Recuperado Diferenca de
(%) (nm) (%) recuperacio (%)
1,60
70 0,546 71,60
2,36
80 0,628 82,36
1,01
90 0,694 91,01
3,73
100 0,791 103,73
2,78
110 0,860 112,78
4,45
120 0,949 124,45
1,93
130 1,006 131,93

Fonte: Autoria prépria. 2022

Referente aos valores recuperados para com a sua concentragdo inicial, as diferengas
de recuperagdo ndo se obtiveram valores acima do mdéximo permitido, 5%, além de
apresentarem um comportamento linear ao se plotar os valores obtidos pelos valores
recuperados das leituras das absorbancias de acordo com suas respectivas concentragdes

apresentadas por um grafico.

Figura 4 - Variacio das concentracdes das amostras com suas respectivas absorbancias.
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Fonte: Autoria propria. 2022
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Através da andlise do grafico apresentado na Figura 5, pode ser identificado que as
amostras obtiveram uma linha de tendéncia de forma linear, coerente com suas respectivas

concentragdes requeridas para sua determinagao.

6.4 Intervalo

Para avaliagdo de intervalo utilizou-se os critérios de aceitabilidade descritos na
Farmacopeia Brasileira (2010) para uniformidade de conteudo dentro das especificacdes cuja
faixa € de 90 a 110 %, sendo utilizados os valores de absorbancia encontrados nestas
concentragdes, e para utilizacdo de avaliagdo, ou seja, se os valores encontrados estdo dentro
dos limites de quantificac¢do estipulados, os resultados encontrados a 100 % de concentracao.

Realizou-se os calculos de média para os valores obtidos para 90 e 110 %, presentes
na Tabela 1, para se obter os valores de limites superior e inferior, sendo estes utilizados
como parametros, adotados os valores de 92,32 para limite inferior e 112,78 para limite

superior, comparadas com as amostras a 100 % presentes na Figura 6.

Figura 5 - Intervalo dos limites Superior e Inferior comparados com amostra a 100 %.
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Fonte: Autoria propria. 2022
A partir dos valores obtidos para os limites superior e inferior, plotou-se os valores
encontrados para as amostras a 100 % de sua concentragdo 0,015 mg mL™, sendo observados

que os resultados a 100 % ndo excedem os limites superior e inferior determinados.
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6.5 Repetitividade

A repetitividade ¢ a determinacdo de uma amostra repetidamente nas mesmas
condigdes em curto intervalo de tempo, utilizando o mesmo equipamento € o mesmo analista,
sendo valores utilizados como referéncia para os resultados a serem obtidos pela metodologia
a ser validada de 70%, 100% e 130% da concentragao teorica do teste. Com isso obteve-se 0s

dados pertinentes a Tabela 3.
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Tabela 2 - Repetitividade das amostras em dias diferentes nas mesmas condic¢oes.

Diferenca
Porcentagem Recuperado dia 1 Recuperado dia 2 recupdeiag:ﬁo

(%)
70 70,55 71,08 0,53
70 72,00 72,39 0,39
70 72,26 71,73 0,47
100 104,13 106,62 2,49
100 103,73 103,47 0,26
100 103,21 102,55 0,66
130 134,03 136,78 2,75
130 132,19 129,96 2,23
130 132,45 136,78 4,33

Fonte: Autoria prépria. 2022

Pode-se observar que os valores apresentados na Tabela 3 que houve
proporcionalidade para os valores de recuperados dos dias 1 ¢ 2 para com suas respectivas
porcentagens de concentragdo, além disso, as diferencas dos resultados encontrados em cada
dia apresentaram-se com diferenga de média menores do que o limite maximo de variagao dos
resultados, sendo este de 5 %.

6.6 Exatidao

A exatiddo ¢ a proximidade dos resultados obtidos da amostra com os resultados
conhecidos para o padrdo de referéncia utilizados, sendo calculada como porcentagem de
recuperagdo das quantidades obtidas ou como diferenca de percentual entre as médias e o

valor de referéncia presentes na Tabela 7.
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Tabela 3 - Exatidao dos resultados.

Absorbancia do padrao Teor do Padrio de referéncia
0,832 100,04%
Amostra Absorbancia Recuperado (%) Diferenca de

recuperacio (%)

1 0,745 97,70 2,30
2 0,791 103,73 3,73
3 0,749 98,22 1,78
4 0,737 96,65 3,35
5 0,75 98,36 1,64

Fonte: Autoria propria. 2022

De acordo com os valores obtidos, verificou-se que os resultados ndo apresentaram
variacdo de diferenga de recuperagao maior que 5%, bem como nao se apresentaram valores
fora dos limites de 90 a 100% para as porcentagens de recuperado referentes as absorbancias

das amostras.

6.7 Robustez

Para este procedimento, foram avaliados a sensibilidade dos resultados analiticos para
as possiveis variacoes de condigdes experimentais encontradas no cotidiano, com a variagao
de micropipeta utilizada, variacdo de ultrassom, com aquecimento € sem aquecimento, €
variacao de fornecedores dos reagentes utilizados no preparo.

Foram encontrados os resultados nas absorbancias presentes no Tabela 5 referentes a

cada parametro de variagdo avaliado.
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Tabela 4 - Variacdo dos parametros de metodologia para avalia¢io de robustez.

Parametros Absorbancias Recuperado (%) Diferenca de
(nm) 0
recuperado (%)
Padraoes 0,832 - -
Micropipeta 1 0,756 99,14 0,86
Micropipeta 2 0,751 98,88 1,12
Ultrass‘om com 0,753 98,22 1,78
aquecimento
Ultrassom sem 0,764 100,19 0,19
aquecimento
Reagente Reatec 0,785 102,95 2,95
Reagente Neon 0,771 101,11 0,19
Espectrofotémetro com
varredura PG 0,798 104,65 2,95
INSTRUMENTS modelo ’ ’ ’
T80+
Espectrofotometro UV
1800 Shimadzu 0,799 104,78 1,11

Fonte: Autoria propria. 2022

Para a robustez sao observados os resultados obtidos através de célculos presentes na
tabela 5 que os fatores avaliados ndo comprometem significativamente a veracidade dos
resultados analiticos, pois ndo apresentaram variagdo maior que 5 % para a diferenca de
recuperado, bem como nao se apresentaram valores fora dos limites de 90 a 100 % referentes
aos valores de recuperado das absorbancias obtidas, sendo este classificado como um

procedimento analitico robusto e adequado para as analises de rotina.
6.8 Comparacao de Metodologias

Realizou-se o teste de comparagdo de métodos pela metodologia descrita na
farmacopeia para com a metologia proposta, sendo avaliados o percentual de recuperado das
absorbancias de cada método bem como a diferenga de recuperado entre estes, resultados

estes apresentados na tabela 6.
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Tabela 5 - Comparacio de valores de absorbancia pelo método farmacopeico e pelo método proposto.

Absorbancia
Método . Diferenca de
Farmacopeico Método Proposto (%) recuperago (%)
(%)
97,70 101,90 4,20
106,09 104,65 1,44
98,22 102,55 4,33
98,65 103,47 4,82
99,36 103,91 4,55

Fonte: Autoria propria. 2022

Pode ser observado através de célculos que os fatores avaliados ndo comprometem a
veracidade dos resultados analiticos, pois ndo apresentaram variagdo maior que 5 %, bem
como ndo se apresentaram valores fora dos limites de 90 a 100 %.

Realizou um teste de hipotese estatistica, teste T, este teste se dd com a obtengdo de
um valor padrao que ¢ calculado a partir de dados encontrados por um teste de hipotese. Este
teste se desenvolveu com o intuito de comparagdo da média de duas amostras sendo elas
referentes aos métodos farmacopeico e o proposto sendo utilizados os dados obtidos na tabela

6, desenvolveu-se o teste estatistico na tabela 7.

Tabela 6 - Teste-t: duas amostras presumindo variancias

equivalentes.

Variavel 1  Variavel 2

Média 0,76 0,79
Variancia 0,0008 0,0001
Observagoes 5 5

Variancia agrupada 0,00045
Hipotese da diferenca de média 0
gl 8

Stat t -2,23607

P(T<=t) uni-caudal 0,027883

t critico uni-caudal 1,859548

P(T<=t) bi-caudal 0,055767

t critico bi-caudal 2,306004

Fonte: Autoria propria. 2022
Considera-se que para um teste-T seja adequado seu valor calculado para Stat t deve
ser menor do que o valor obtido para t critico bi-caudal. Obteve-se como valores de t critico
bi-caudal 2,306004, e para Stat t -2,2607, como os valores de Stat t sio menores do que o

encontrado para bi-caudal, o teste estatistico encontra-se adequado para seu fim.
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7 CONCLUSAO

Desenvolveu-se uma metodologia alternativa para quantificagdo do insumo
farmacéutico Meloxicam utilizando o método de quantificagdo por utilizando
espectrofotometria UV/Vis.

Avaliou-se a solubilidade deste ativo em determinadas solugdes, sendo determinada a
substituicdo do solvente 4lcool metilico por solugdo tampao de hidréxido de Sddio-glicina
com pH 9,0, por se tratar de uma solucao de base aquosa permitiu que o desenvolvimento se
desse seguindo os principios da quimica verde.

Com isso, realizou-se o desenvolvimento da validacdo de metodologia utilizando os
parametros de méritos requeridos exigidos pela ANVISA, sendo elas especificidade,
linearidade, intervalo, repetibilidade, exatidao e robustez.

Pode-se concluir através dos resultados apresentados que o desenvolvimento se deu
dentro das especificacdes dadas pelos critérios pré-estabelecidos para o teor de uniformidade
de contetido de doses unitarias, estando eles dentro das especificagdes de (90 % a 110 %) de
recuperagdo de amostras preparadas a 100 % de sua concentracdo, descritos na Farmacopeia
Brasileira (2010), estando eles dentro das especificacdes.

Por fim, comparou-se estatisticamente a metodologia proposta com a ja amplamente
utilizada pela literatura, estando seus dados de acordo com os requisitos estabelecidos, a
metodologia proposta se comportou adequadamente em todos os parametros necessarios para
o seu desenvolvimento adequado, estando apta para ser utilizada como método de

quantificacdo de Meloxicam.
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