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RESUMO

Avalidacao é essencial para definir se uma metodologia desenvolvida esta completamente adequada aos objetivos a que
se destina, a fim de se obter resultados confiaveis que possam ser satisfatoriamente interpretados. Além disso, pode ser
considerada um dos principais instrumentos de garantia da qualidade. Foram avaliados os parametros de especificidade,
seletividade, limite de quantificagéo, linearidade, intervalo, precisao (repetibilidade e precisdo intermediaria) e exatidao.
Alinearidade apresentou coeficiente de correlagéo igual a 0,99975 no intervalo de 2-8 ug/mL. Os excipientes contidos na
formulagdo n&o séo absorvidos no comprimento de onda utilizado, ndo interferindo assim na andlise e quantificagao da
substéncia ativa. A quantificacdo de piroxicam em capsulas de gelatina através de espectrofotometria UV no comprimento
de 333 nm foi aprovada em todos os parametros analisados, sendo portanto, devidamente validada.

Palavras-chave: validagdo de metodologia analitica; espectrofotometria ultravioleta; piroxicam.

ABSTRACT

The validation is essential to define if a developed methodology is completely adjusted to the objectives that the one is
destines, in order to get trustworthy results that can be satisfactorily interpreted. Moreover, it is considered one of the main
instruments of quality control. The parameters used in the validation process were: specificity, selectivity, quantification limit,
linearity, range, precision (repeatability and intermediate precision) and accuracy. The linearity in the range of 2-8 ug/mL
presented a correlation coefficient of 0.99975. The excipients in the formulation did not interfere with the analysis and the
recovery was quantitative. The quantification of piroxicam in gelatin capsules through UV spectrophotometry in the length
of 333 nm was approved in all the analyzed parameters, being therefore, duly validated.

Key words: validation of analytical methodology; ultraviolet spectrophotometry; piroxicam.
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1. INTRODUGAO

O processo de validagéo é essencial para definir se uma metodologia desenvolvida esta completamente
adequada aos objetivos a que se destina, a fim de se obter resultados confiaveis que possam ser satisfatoriamente
interpretados. Envolve o desenvolvimento de um método analitico, de uma adaptagédo ou implementagéo de um
método conhecido e um processo de avaliagdo que estime sua eficiéncia [1]. Além disso, pode ser considerada
um dos principais instrumentos de garantia da qualidade, pois possibilita 0 conhecimento das limitagdes e da con-
fiabilidade de uma metodologia analitica, da instalagao de um equipamento ou de um processo produtivo [1,2].

A quantificagdo de um farmaco em uma formulagao é considerada um aspecto vital da garantia da qualidade
de medicamentos [2]. Segundo a Farmacopéia Americana [3], a determinagéo do teor de piroxicam (4-hidroxi-
2-metil-N-2-piridinil-2H-1,2-benzotiazina-3-carboxa-mida-1,1-dioxida) (figura 1) em cépsulas pode ser realizada
através da técnica de cromatografia liquida. Porém, trata-se de uma técnica onerosa que exige grande quantidade
de reagentes e materiais, além de um maior tempo de execugao. Por esse motivo, o presente trabalho propde
uma técnica alternativa menos dispendiosa e de rapida execugéo, a espectrofotometria ultravioleta. Entretanto,
quando se desenvolve uma nova metodologia analitica € necessario realizar a validagao da mesma, para que
assim possa ser utilizada com seguranga.

O piroxicam € um farmaco que pertence a classe dos antiinflamatérios ndo esteroidais e é amplamente
utilizado no tratamento de artrite reumatdide, osteoartrite, artrite gotosa aguda, condrocalcinose, espondilite an-
quilosante e inflamagao nao-reumatica [4,5,6,7,8,9,10,11].
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FIGURA 1: Formula estrutural do Piroxicam [12].

Os parametros escolhidos para validagao realizada no presente trabalho estdo de acordo com a Reso-
lugdo N° 899, de 29 de Maio de 2003 [13] e com as recomendacgdes da ICH (The International Conference on
Harmonisation of Technical Requirements for Registration of Pharmaceuticals for Human Use) [14], sendo eles:
especificidade, seletividade, limite de quantificagdo, linearidade, intervalo, precisdo (repetibilidade e precisdo
intermediaria) e exatidao.

2. MATERIAIS E METODOS

2.1 MATERIAIS

A substancia quimica de referéncia (SQR) utilizada como padréao secundario, foi piroxicam com teor decla-
rado de 99,9 % (lote PRX2004026, China).

As capsulas de piroxicam 20 mg foram adquiridas em trés diferentes farmacias de manipulacgéao localizadas
no municipio de Florianépolis, SC, Brasil e foram denominadas formulagdes A, B e C, sendo suas composig¢des
estdo descritas na tabela 1. Os reagentes utilizados, alcool etilico, acido cloridrico e cloreto de sodio apresenta-
vam grau analitico.
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TABELA 1: Composicao das formulagbées A, B e C.

Excipientes Formulagao A Formulagédo B Formulagédo C

Piroxicam 20 mg 20 mg 20 mg
Estearato de magnésio 1% - 0,5%
Aerosil 1% - 1%

Lauril sulfato de sédio - 1% 1,5%
Celulose microcristalina 10% -
Talco farmacéutico - - 30%
Amido de milho 88% 99% 67%

2.2 METODOS

2.2.1 ESPECIFICIDADE E SELETIVIDADE

Nos estudos de especificidade e seletividade do método para determinagao do teor de piroxicam, foram
realizadas duas varreduras entre 200 e 400 nm em espectrofotdmetro UV modelo Cary 50 BIO — Varian, sendo
uma varredura com uma solugdo padrao de piroxicam 8 ug/mL e outra com uma solugéo contendo somente os
excipientes utilizados nas capsulas. As solugdes foram preparadas dissolvendo-se o conteldo pesado em 20 mL
de alcool etilico e quantidade de acido cloridrico 0,5 M suficiente para completar o volume do balao utilizado.

2.2.2 LINEARIDADE E INTERVALO

A linearidade do método foi verificada através da leitura em espectrofotdbmetro na regido do UV (333 nm)
de solugdes de padrao secundario de piroxicam num intervalo que compreende concentragdes entre 2 - 8 ug/
mL. Através dos valores de absorbancia obtidos, construiu-se um grafico de concentracéo versus absorbancia
utilizando-se como critério de aceitagdo um coeficiente de correlagdo (R?) maior ou igual a 0,99. A partir dessa
curva de calibragao, calculou-se o coeficiente angular da reta e o seu ponto de intersecgéo no eixo y.

2.2.3 LIMITES DE QUANTIFICAGAO

O limite de quantificagéo (LQ) (equacao 1) € baseado no desvio padrao (o) da resposta e no coeficiente
100

angular (S) da curva de calibragdo conforme a equacgéo, LQ = S

2.2.4 PRECISAO

Para o preparo da amostra 50 mg do padréo secundario de piroxicam foram pesados e dissolvidos em
20 mL de alcool etilico e quantidade suficiente de acido cloridrico 0,5 M para completar o volume de um baléo
volumétrico de 100 mL. A partir dessa solugao foram preparadas, através de diluigdes, seis replicatas contendo
piroxicam na concentragéo de 6 pg/mL. Este pardmetro foi avaliado em dois niveis:

* Repetibilidade (preciséo intracorrida)
Arepetibilidade dométodofoideterminadaatravés de 3repeti¢cdes, contendo seis replicatasa 100 % daconcentragao
do teste (conforme descrito no item preparo da amostra), realizadas pelo mesmo analista, no mesmo laboratério, em pe-
riodos alternados (manh3, tarde e noite), verificando se os resultados encontram-se dentro da maxima diferenga aceitavel.
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*® Precisao intermediaria
A precisao intermediaria foi expressa através de variagdes dentro do mesmo laboratoério, em dias diferentes
e por analistas diferentes. O ensaio foi realizado com 6 replicatas a 100 % da concentragédo do teste (conforme
descrito no item preparo da amostra), em 2 dias diferentes com 2 analistas diferentes.

2.2.5 EXATIDAO

Para averiguar a exatiddo do método utilizou-se o método de adicdo de padréo. Quantidades conhecidas
de diferentes concentragdes do padrao secundario de piroxicam foram adicionadas a concentracdes preparadas
com as capsulas manipuladas do farmaco em questao, como mostra a tabela 2.

TABELA 2: CONCENTRAGCOES DE PADRAO SECUNDARIO DE PIROXICAM ADICIONADOS A CONCENTRAGOES PRE-
PARADAS COM CAPSULAS MANIPULADAS DE PIROXICAM.

Balao [ cps ] (Mg/mL) [ padréao 2°] (png/mL) [ total] (ug/mL)
1. 2 1 3
2 2 2 4
3 2 5 7
4. 2 2
5 - 8 8

Nota: [ ] — concentragao; cps — capsulas.

Apbs a preparacgao das solugdes mediu-se a absorbancia das mesmas no espectrofotbmetro na regido do
UV em 333 nm. A exatidao foi expressa pela relagcao entre a concentragao média determinada experimentalmente e
a concentracgao tedrica correspondente, multiplicados por 100. Todo o procedimento foi realizado em triplicata.

2.3 ANALISE ESTATISTICA

A analise estatistica dos dados foi realizada através de analise de variancia ANOVA unifatorial, no qual os
resultados sédo considerados significativos quando a probabilidade é inferior a 5 % (p < 0,05/ intervalo de confianga
de 95 %) e teste t de Student com nivel de significancia a = 0,05 (intervalo de confianca de 95 %).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 ESPECIFICIDADE E SELETIVIDADE

Especificidade e seletividade é a capacidade que o método possui de medir exatamente um composto
em presenca de outros componentes, tais como, impurezas, produtos de degradacéo e componentes da matriz
[3,13,14]. Porém, no presente trabalho foi avaliado somente a influéncia dos componentes da matriz. Os resul-
tados para especificidade demonstraram que o método é adequado em relacdo ao parametro avaliado, pois ndo
ocorreu pico de absorgéo dos excipientes na faixa de luz proximo a 333 nm (figura 2), comprimento de onda de
absorgdo maxima do piroxicam.
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FIGURA 2: Espectro de absorgéo na regido do UV/VIS da mistura de excipientes e de padrao secundario de piroxicam.

3.2 LIMITE DE QUANTIFICACAO

Através da analise de regressao linear determinou-se o desvio padrao da linha de regressao, através da
equacao descrita no item 2.2.3. O limite de quantificagédo foi estabelecido por meio de analises das solugdes
contendo concentragbes decrescentes de piroxicam até o menor nivel determinavel com precisao e exatidao
aceitaveis, o valor calculado para o limite de quantificagao foi de 1,2 yg/mL.

3.2 LINEARIDADE E INTERVALO

A linearidade de uma metodologia analitica € a capacidade de demonstrar que os resultados obtidos séo
proporcionais a concentracao do analito dentro de um intervalo especificado. Sendo este, a faixa entre os limites
de quantificagado superior e inferior de um método analitico. [1,13].

A curva de calibracdo deve apresentar os dados estatisticos de intersec¢do, da equacao da regresséo li-
near, o coeficiente de correlagédo e a concentragao conhecida do analito. Esta pode ser construida usando-se, no
minimo, cinco valores de concentragao enquadrados no intervalo definido e é usada para calcular a concentracao
do farmaco nas amostras, utilizando-se a mesma matriz biolégica proposta para o estudo. A suposicéao classica da
curva de calibragcédo é que a resposta instrumental esta linearmente relacionada com a concentragao do padrao.
O critério minimo de aceitagdo do coeficiente de correlagao (R?) foi alcangado igual a 0,99975 [1,13]. As solugdes
preparadas, dentro do intervalo especificado, apresentaram leituras de absorgao diretamente proporcionais a
concentragao do analito, confirmando a linearidade do método.
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FIGURA 3: CURVA DE CALIBRAGAO DEMONSTRANDO A LINEARIDADE E FAIXA DO METODO DE QUANTIFICAGAO
DO PIROXICAM POR UV.

Absorbancia (nm)

y = 0,00616 + 0,08103.x
R=0,99975

Concentragéo (ug/mL)

De acordo com a figura 3, observa-se que o método apresentou linearidade no intervalo da concentragéao
testada. Determinou-se que o coeficiente angular (A) corresponde a 0,08103 e o valor do intercepto obtido (B)
foi diferente de zero.

3.3 PRECISAO

A precisao é a avaliacdo da proximidade dos resultados obtidos em uma série de medidas de uma mesma
amostra. Pode ser classificada em trés niveis: repetibilidade, precisao intermediaria e reprodutibilidade. Para a
validagdo da metodologia em questdo, somente os parametros de repetibilidade (concordancia entre os resulta-
dos dentro de um curto periodo de tempo com 0 mesmo analista e mesma instrumentacgao) (tabela 3) e precisao
intermediaria (concordancia entre os resultados de um mesmo laboratério, mas obtidos em dias diferentes, com
analistas diferentes e/ou equipamentos diferentes) (tabela 4) foram avaliados [13].

TABELA 3: ENSAIO DE REPETIBILIDADE (PRECISAO INTRACORRIDA).

Balao Absorbancia (nm) Resultado (%)

1 0,5169 95,94

2 0,5161 96,12

Repetibilidade 3 0,4991 92,62
(manha) 4 0,5019 93,15

5 0,5007 92,92

6 0,4989 92,60

1 0,4575 92,27

2 0,4667 94,12
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Balao Absorbancia (nm) Resultado (%)
Repetibilidade 3 0,4628 93,33
(meio-dia) 4 0,4744 95,68
5 0,4608 92,93
6 0,4731 95,42
1 0,4671 94,20
2 0,4684 94,47
Repetibilidade 3 0,4724 95,28
(tarde) 4 0,4679 94,37
5 0,4682 94,43
6 0,4734 95,48

O resultado do ensaio de repetibilidade foi expresso como desvio padrao relativo (DPR). O DPR calculado
foi de 0,48 %, o que demonstra que o método nao sofre influéncias do periodo em que é realizado, uma vez que
o DPR maximo permitido pela legislacao é de 5 % (RDC n° 899 de 29 de maio de 2003). Aplicou-se também, a
analise de variancia (ANOVA) para verificar a existéncia de diferengas significativas entre os periodos de realiza-
¢ao do ensaio. O valor de F calculado (F=0,74; p=0,49) ficou abaixo do F critico (3,68), confirmando a eficiéncia
do método quanto a precisao intracorrida.

TABELA 4: ENSAIO DE REPETIBILIDADE (PRECISAO INTERMEDIARIA).

Balao Absorbancia (nm) Resultado (%)
1 0,5169 95,94
2 0,5161 96,12
Analista 1 3 0,4991 92,62
4 0,5019 93,15
5 0,5007 92,92
6 0,4989 92,60
1 0,4711 95,02
2 0,4805 96,85
Analista 2 3 0,4696 94,72
4 0,4638 93,53
5 0,5000 100,87
6 0,4747 95,75

O resultado do ensaio de preciséo intermediario também foi expresso como desvio padrdo relativo (DPR).
O DPR calculado foi de 1,66 %, sendo o DPR maximo permitido igual a 5 % (RDC n° 899 de 29 de maio de 2003).
Aplicou-se, também, a analise de variancia (ANOVA) para verificar a existéncia de diferengas estatisticamente
significativas entre os ensaios de precisao intermediario. O valor de F calculado (F=3,18; p=0,11) ficou abaixo do F
critico (4,96). Através da observagao dos resultados obtidos € possivel concluir que o método apresenta precisao
intercorrida, garantindo a precisdo dos resultados independente de quem execute o método.
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3.4 EXATIDAO

Através do parametro de exatidao é possivel comprovar a proximidade dos resultados obtidos pelo método
em estudo, em relagéo ao valor verdadeiro. Nos casos em que amostras de todos os componentes do medica-
mento estao disponiveis, se aceita a andlise pelo método de adigdo do padréo, no qual se adicionam quantidades
conhecidas do padréo de referéncia aos excipientes da formulagao [13]. A tabela 5 apresenta os valores encon-
trados para recuperagéo do piroxicam nas diferentes concentragoes.

TABELA 5: RECUPERAGAO DO PIROXICAM ADICIONADA A FORMULAGAO (EXCIPIENTES) E ANALISADA PELO ME-
TODO PROPOSTO.

Volume de Volume do Concentracio de
Balao piroxicam - padrao 2° de .. 9 Absorbancia Recuperagao
! L piroxicam final (u - 4 o
capsula piroxicam (50 /mL) média (nm) (%)

(20 pg/mL) pg/mL) 9
1-50 mL 2,5 2,0 3 0,2476 99,61
2-50mL 50 2,0 4 0,3250 98,19
3-10mL 1,0 1,0 7 0,5850 101,18
4 —-10 ml 1,0 2 0,1598 96,17
5-25mL --- 4,0 8 0,6811 103,11

A porcentagem média para o ensaio de recuperagao foi de 99,65 + 1,19%, resultado que traduz a concor-
dancia com o valor verdadeiro da amostra. A analise de variancia (ANOVA) permite verificar, ainda, a existéncia
de diferenca significativa, entre as porcentagens de recuperacao, no ensaio que avalia a exatidao da metodologia.
O valor de F calculado (F=0,08; p=0,78) ficou abaixo do F critico (5,32), o que reflete a eficiéncia do ensaio, pois
nao houve diferenga significativa entre as porcentagens de piroxicam recuperadas.

4. CONCLUSOES

A validagdo da metodologia analitica em estudo demonstrou-se apropriada para a finalidade pretendida,
pois pode ser considerada especifica, seletiva, linear, precisa e exata. Dentro do intervalo estudado, a metodologia
demonstrou ser reprodutivel e adequada ao controle de qualidade de formulagées que contenham piroxicam. Além
disso, trata-se de uma metodologia simples, envolvendo poucas etapas de preparagao de amostras e reagentes,
pouco dispendiosa e rapida, comparada com a metodologia de determinagéo de teor descrita na Farmacopéia
Americana.
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