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RESUMO

MELO, K.J. Nanocristais de rifampicina: preparacdo e caracterizacdo fisico-quimica. 2016.144f.
Tese (Mestrado) - Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas, Universidade de S&o Paulo, S&o Paulo, 2016.

A tuberculose (TB) ainda se apresenta como desafio para a Salde Publica, a nivel global. Essa doenca
negligenciada (DN) tem como tratamento de primeira escolha a rifampicina. Esse farmaco pertence a
classe Il, segundo o Sistema de Classificagdo Biofarmacéutica (SCB), apresentando baixa solubilidade
em agua. Tal caracteristica constitui desafio no desenvolvimento de formas farmacéuticas eficazes e
seguras. O uso de nanotecnologia tem se destacado como alternativa promissora para melhorar a
solubilidade aquosa de farmacos. Nesse sentido, o presente trabalho teve como objetivo a preparacao e
a caracterizagdo fisico-quimica de nanocristais de rifampicina. A preparacdo dos nanocristais foi
realizada empregando método de moagem de alta energia, homogeneizagéo a alta pressédo e moagem
via umida em escala reduzida. Os resultados referentes ao método de moagem de alta energia (MAE)
demostraram formacé&o de nanocristais, mas em quantidade reduzida seguida da formagé&o de agregados
(F1-M, F2-M e F3-M). A homogeneizacao a alta pressdo (HAP) permitiu a formac¢éo de nanocristais (F1-
H e F2-H). A formulacdo F1-H contendo o poloxamero 188 nédo apresentou estabilidade apds 24 horas
da preparacao. A F2-H obteve diametro hidrodinamico médio (DHM) de 412,60 + 4,12 nm, indice de
polidispersividade igual a 0,12 + 0,02 e potencial zeta igual a -9,94 + 0,19 mV. A elevada concentragdo
requerida do agente estabilizante para essa formulagéo foi fator limitante para o seu desenvolvimento. A
moagem via Umida em escala reduzida permitiu a formacao de nanocristais de rifampicina F1-MU e F2-
MU, com DHM igual a 340,20 + 5,44 nm e 364,2 + 4,50 nm, respectivamente, e distribuicdo de tamanho
uniforme. A avaliacdo do DHM, do IP e do PZ, por periodo de trés meses, revelou a estabilidade dessas
formulacdes. Essas formulacdes foram obtidas por meio de planejamento de experimentos por superficie
de resposta tendo como variareis a concentracao de rifampicina, a concentracdo do agente estabilizante
e a quantidade de esferas de zirconia. As medidas de distribuicdo de tamanho médio das particulas e a
morfologia foram realizadas utilizando difragdo a laser (LD) e microscopia eletrénica de transmisséo
(MET), respectivamente. Adicionalmente, as avaliagdes empregando calorimetria exploratéria diferencial
(DSC) e difracéo de raio X (DRX) revelaram que ndo houve mudanca na estrutura cristalina do polimorfo
Il de rifampicina e nem interacdo entre o farmaco e os excipientes. O presente trabalho permitiu a
obtencéo de de nanocristais de rifampicina estaveis e com solubilidade maior de até 1,92 vezes (F1-MU)
e 1,66 vezes (F2-MU), em 4gua, quando comparada a rifampicina matéria-prima. Os perfis de dissolugéo
das formulagbes F1-MU e F2-MU demonstraram dissolucéo de 95% de rifampicina em aproximadamente
5 minutos. Esse resultado € significativamente superior aquele observado para o produto FURP-
rifampicina suspenséo oral 20 mg/mL que apresentou dissolugédo de 23,2% nesse mesmo intervalo de
tempo. A avaliacdo da atividade antimicrobiana das nanosuspensdes foi confirmada frente a rifampicina

padrdo por meio da determinagéo da sua concentracdo minima inibitoria.

Palavras-Chave: tuberculose, rifampicina, nanosuspensao, nanocristais.



ABSTRACT

MELO, K.J. Nanocrystals: preparation and physical-chemical characterization. 2016. 144f.
Tese (Mestrado) - Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas, Universidade de Sao Paulo, Sao
Paulo, 2016.

Tuberculosis (TB) still presents a challenge for public health globally. This Neglected Tropical Disease
(NTDs) has as the treatment of choice rifampicin. This drug belongs to the class Il, according to
Biopharmaceutics Classification System (BCS), with low water solubility. This characteristic is a challenge
in the development of safe and effective dosage forms. The nanotechnology has emerged as a promising
alternative to improve the aqueous solubility of drugs. Accordingly, the present work aimed to the
preparation and physicochemical characterization of nanocrystals of rifampicin. The preparation of the
nanocrystals was performed using high-energy ball milling method, high-pressure homogenization and
wet grinding process on a small scale. The results of the high-energy ball milling method demonstrated
formation of nanocrystals, but in small amounts followed by the formation of aggregates (F1-M, F2-M and
F3-M). The high pressure homogenization (HPH) allowed the formation of nanocrystals (F1-H and F2-H).
F1-M formulation containing Poloxamer 188 did not show stability after 24 hours preparation. F2-H
obtained mean hydrodynamic diameter (DHM) of 412.60 * 4.12 nm, polydispersity index of 0.12 + 0.02
and zeta potential of -9.94 + 0.19 mV. The high concentration of stabilizing agent required for this
formulation was a limiting factor for the development. The wet grinding process on a small scale allowed
the formation of rifampicin nanocrystal F1-MU and F2-MU with DHM of 340,20 + 5,44 nm e 364,2 + 4,50,
respectively, and size distribution uniform. The evaluation of DHM, IP and PZ, for three months, showed
stability of these formulations. These formulations were obtained by design of experiments using response
surface having as variables the concentration of rifampicin, the concentration of the stabilizing agent and
the amount of zirconia beads. The mean size distribution measurements of particles and morphology
were performed using laser diffraction (LD) and transmission electron microscopy (TEM), respectively.
Additionally, the evaluations using differential scanning calorimetry (DSC) and X-ray diffraction (XRD)
revealed that there was no change in the crystalline structure of polymorph Il of rifampicin and no
interaction between the drug and excipients. This study allowed obtaining stable rifampicin nanocrystals
and greater solubility of up to 1.92 times (F1-MU) and 1.66 times (F2-MU) in water compared to rifampicin
feedstock. The dissolution profiles of F1-MU and F2-MU formulations showed 95% dissolution of
rifampicin in approximately 5 minutes. This result is significantly higher than that observed for the
rifampicin-FURP oral suspension product 20 mg / ml that had Dissolving 23.2% over the same time
interval. The evaluation of the antimicrobial activity of nanosuspensions was confirmed against the

standard rifampicin by determining its minimum inhibitory concentration.

Keywords: tuberculosis, rifampicin, nanosuspensions, nanocrystals.
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1. INTRODUCAO

A auséncia da introducdo de novos farmacos para o tratamento da
tuberculose e o0s elevados indices de resisténcia ao microrganismo, como
consequéncia de tratamento inadequado, sdo fatores responsaveis pelos alarmantes
indices de reincidéncia da tuberculose na atualidade.

A tuberculose (TB) no Brasil faz parte do grupo das doencas negligenciadas
(DN) que sao constituidas por conjunto de doencas infecciosas altamente prevalentes.
Essas doencas afetam profundamente a qualidade de vida das pessoas e geram
impactos sécio- econbmicos negativos para a populacdo, principalmente nos paises
mais pobres (DNDi, 2015; BRASIL, 2010; OMS, 2015a; KEALEY; SMITH, 2010).

O tratamento da TB consiste na administracdo de diversos farmacos em
conjunto sendo um deles a rifampicina, considerado agente de primeira linha que
possui acéo bactericida de amplo espectro (GUIMARAES; MOMESSO; PUPO, 2010).

No entanto, o desenvolvimento de novos medicamentos para o tratamento
dessa doenca ndo é atrativo para parte das industrias farmacéuticas em funcao do
seu reduzido potencial de retorno lucrativo. Essas doencas acometem principalmente
a populacdo de baixa renda e é prevalente em paises emergentes ou em
desenvolvimento (OMS,2015a).

Considerando o atual cenario para profilaxia, controle e tratamento da TB e
as atuais estratégias estabelecidas pela OMS e o documento The Stop TB -
Partnership, € possivel observar a existéncia de lacuna na Pesquisa,
Desenvolvimento e Inovacdo (PD&I) de novas formas farmacéuticas de farmacos téo
importantes como a rifampicina (DNDi, 2015, MORAN et al, 2009; MOREL, 2006).

O presente trabalho tem como objetivo contribuir para a terapéutica da TB por
meio do desenvolvimento de novas formas farmacéuticas, nanosuspensfes de

rifampicina estaveis e com potencial de maior eficacia terapéutica.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1. Atuberculose (TB)
2.1.1. Tuberculose a nivel global e no Brasil

A TB é uma doenca milenar causada pelo Mycobacterium tuberculosis, cuja
transmissao € feita pelo ar e que afeta principalmente os pulmdes. Atualmente é
considerada uma das principais causas de morte a nivel mundial. No entanto, essa
doenca infecciosa pode ser previsivel e curavel.

A TB ocupa 8° e 9° lugar como principal causa de morte em paises de baixa
renda e renda média-baixa, respetivamente (OMS,2016a). Em 2014, 9,6 milhdes de
pessoas foram acometidas pela doenca e 1,5 milhdes morreram como decorréncia
dessa (Figura 1) (OMS,2016b).

Figura 1- Taxas de incidéncia estimada de tuberculose em 2014.
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A TB é considerada a principal causa de morte das pessoas infectadas pelo
virus do HIV (virus de imunodeficiéncia humana adquirida). Em 2014, a terca parte
dos infectados pelo virus também estavam infectados pelos bacilos da TB. Essa



combinacdo tem se mostrado letal totalizando aproximadamente 400.000 mortes de
pacientes HIV positivos (OMS,2016c).

Os medicamentos para o tratamento da TB estdo sendo usados ha mais de 4
décadas e a resisténcia ao microrganismo se vem propagando de forma muito
elevada. Os principais farmacos que possuem resisténcia sdo a isoniazida e a
rifampicina, que pertencem a primeira linha de tratamento da TB. A resisténcia
produzida é devido ao tratamento inadequado ou ao uso de medicamento de baixa
qualidade que muitas vezes sao distribuidos ou comercializados nos paises
emergente e em desenvolvimento. Em 2014, foram relatados 480.000 casos de
Tuberculose Multi-Droga Resistente (TB-MDR) (OMS,2015c¢).

A partir de julho de 2015, 130 paises relataram dados de mortalidade para TB.
O Brasil faz parte dos 22 paises de alta carga de TB, ocupando a 162 posicdo a nivel
mundial, com referéncia ao nimero absoluto de casos (OMS,2015c).

Em 2015, a incidéncia de casos de TB no Brasil foi reduzida a 20,2%,
passando de 38,7 casos/100 mil habitantes em 2006 a 30,9 casos/100 mil habitantes.
Assim também a taxa de mortalidade foi reduzida de 15,4%, passando de 2,6 6bitos
/100 mil habitantes em 2006 a 2,2 6bitos/100 mil habitantes. Quanto ao numero de
novos casos registrados no pais na ultima década, alcangou-se a reducéo de 12,5%,
sendo 63.189 novos casos em comparacgao a 72.213 casos em 2006 (BRASIL, 2016).

Dados adicionais relevantes acerca da TB sdo aqueles disponibilizados pela
Organizacao Pan-Americana da Saude (PAHO-OMS), em 2014. Esse relatério indica
gue o Brasil ocupa o 1° lugar quanto ao numero estimado de casos de TB (incidéncia
de 93.000 casos) representando um terco (33%) da carga de incidéncia de TB nas
Américas e 84% da carga incidente nos sete paises de América do Sul. Assim mesmo,
o Brasil ocupa o 2° lugar em casos de TB Multi-droga Resistente (TB-MDR) (1.800
casos) representando 29% dos casos totais. Além disso, o Brasil ocupa o 1° lugar em
casos de TB associada a HIV- positivo (13.000 casos) ou 41% dos casos totais em
toda a regido das Ameéricas (PAHO-OMS, 2014).

2.1.2. Etiologia e transmissao da doencga

A TB € uma doenca milenar causada pelo Mycobacterium tuberculosis,
bactéria anaerdbica, que se aloja principalmente nos pulmdes, possui um envelope

celular altamente hidrofilico e produz enzimas hidroliticas ou enzimas modificadoras



como as beta-lactamases e as acetil transferases que Ihe conferem extrema
resisténcia aos farmacos utilizados para o seu tratamento (ROSSETI et al, 2002).

A transmissdo da TB ocorre de pessoa a pessoa, principalmente, pelo ar. O
contagio se da pelo contato de goticulas contaminadas com o bacilo provenientes do
ato de tossir, falar ou espirrar. Estes bacilos poderao ser inalados por outras pessoas

permitindo, dessa forma, a propagacéo da infecéo (Figura 2) (OMS, 2016b).

Figura 2- Tuberculose pulmonar causada pelo Mycobacterium tuberculosis.
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Apoés contanto com ar infectado o risco de infeccédo é de 10% e esse risco se
mantém ao longo da vida. O periodo de incubacao do bacilo dura de 4 a 12 semanas,
0 mesmo tempo para identificacdo das lesdes primarias. A probabilidade de que o
individuo infectado evolua para a doenca propriamente dita, depende de mdultiplas
causas, destacando-se, a idade avancada, as condi¢cbes socioecondmicas e algumas
condi¢cdes médicas (diabetes mellitus, alcoolismo, infeccdo pelo virus HIV, etc.). De
modo geral, a evolucdo ocorre quando o sistema imunoldgico esta debilitado e ndo
consegue manter o bacilo sob controle (BRASIL, 2009).

A bactéria no inicio produz infeccao latente, o primeiro sintoma é uma reacao
inflamatoria aguda e inespecifica e continua com reacao granulomatosa especifica (2-
4 semanas). Posteriormente, a cura se da por fibrose e calcificacdo, sendo que nem
todos os bacilos séo destruidos podendo permanecer viaveis por décadas. Muitos dos
pacientes infectados podem permanecer saudaveis por anos. Quando os pacientes

apresentam depressdo imunoldgica, como os idosos enfermos e individuos



imunocomprometidos (portadores de VIH, transplantados e em vigéncia de
quimioterapia) poderdo em algum momento apresentar reativacdo tardia,

especialmente dos vestigios das lesfes da infec¢do primaria (VERONESI, 2005).

2.1.3. Terapéutica da tuberculose

O arsenal terapéutico da TB manteve padrao por mais de 30 anos no Brasil. A
isoniazida (H), a rifampicina (R) e a pirazinamida (Z) foram usadas durante todo este
tempo como esquema de tratamento. A partir do 2009 este esquema foi alterado
sendo introduzido o etambutol (E) como quarto farmaco na chamada fase de ataque
ou intensiva (nos primeiros dois meses) sendo reduzidas as concentracdes da
isoniazida e pirazinamida (BRASIL,2011).

A justificativa para a mudanca foi 0 aumento da resisténcia primaria a
isoniazida e a resisténcia primaria a isoniazida associada a rifampicina. A
incorporacdo do etambutol no tratamento representa reducdo significativa do
surgimento dessa multirresisténcia. Dessa maneira, € usado mundialmente nos
esquemas basicos de tratamento com excelentes resultados com relagéo a eficiéncia
e a adesdo do paciente. Esse novo esquema terapéutico manteve os farmacos:
rifampicina e isoniazida durante a etapa de manutencéao (BRASIL, 2011).

Os farmacos anteriormente mencionados juntamente com a estreptomicina
(S) sdo considerados os agentes de primeira linha que combinam o maior nivel de
eficacia com grau aceitavel. Os agentes de segunda linha incluem: moxifloxacino (Mx)
ou gatifloxacino (Gx), a etionamida (Et), o acido aminosalicilico (Aa), a ciclosserina
(Cs), a amicacina (Am), a canamicina (Cn), a capreomicina (Cp) e a linezolida (L)
(JUNIOR, 2007).

Dessa forma podemos observar que a rifampicina apesar de ser um farmaco

antigo ainda continua sendo importante no tratamento da TB.

2.1.4. Medidas preventivas da tuberculose
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Considerando o que foi mencionado anteriormente, € de fundamental
importancia a pesquisa e o desenvolvimento de novas estratégias de controle,
diagnéstico e tratamento para a TB. A OMS estabeleceu diversas metas desafiadoras
apos o ano 2015, ano que culminou com a publicacdo do relatorio dos Objetivos do
Desenvolvimento do Milénio (OMS, 2015b).



Dentre essas novas estratégias os Objetivos de Desenvolvimento Sustentavel
(ODS) (2015-2030), estabelecidos pela OMS e a ONU em 2015, referem-se a
continuagdo dos Objetivos do Desenvolvimento do Milénio. Esse documento
apresenta 17 objetivos com um total de 169 metas. O objetivo relacionado a area da
saude € o Objetivo 3 que visa assegurar vida saudavel e promover o bem-estar para
todos, em todas as idades até 0 2030. O paragrafo 3.3 deste objetivo estabelece como
data limite o ano de 2030 para erradicagdo de doengas como a maléria, a tuberculose,
as epidemias de AIDS, entre outras doengas transmissiveis (OMS,2016d).

Estratégia adicional de fundamental importancia, € aquela intitulada “Fim da
Tuberculose (2015-2035) " que tem como visdo de futuro “Um mundo livre da TB: zero
mortes, adoecimento e sofrimento causados por esta doenga’. Esta estratégia
pretende reducéo de 95% das mortes e de 90% dos casos incidentes no final de 2035.
Economicamente, esse relatorio fixa como meta que as familias ndo tenham despesas
durante o tratamento. Assim, 0s governos devem se comprometer, a adotar medidas
financeiras que indiqguem elevado compromisso com seus habitantes (OMS,2016e).

Finalmente, o Plano Global pelo Fim da TB 2016-2020 que é parte do Stop
TB Partnership, nasceu imediatamente ap0s a avaliacdo da estratégia global Plan to
Stop TB 2006-2015. Esse plano constitui ferramenta para cumprimento de todas
estratégias anteriormente mencionadas ja que visa controlar a proliferacdo da doenca,
focando-se na identificacdo r4pida dos casos, centrando a atencdo nos grupos
vulneraveis e marginalizados, implementando novos tipos de diagnosticos e
tratamentos, assim como, o oferecimento e formacédo de pacotes de servico para o
tratamento da TB (Stop TB Partnership, 2016).

As diversas estratégias e medidas preventivas adotadas até o 2015, pelas
autoridades sanitarias dos paises com incidéncia de TB, permitiram, entre 0os anos
2000 e 2014, salvar 43 milhdes de vidas, a nivel mundial. Tal resultado foi alcancado
em funcdo de diagnostico rapido e de tratamento adequado. Assim também, o
Relatério Anual da TB do 2015 relatou que o Brasil atingiu todas as metas
internacionais relacionadas a incidéncia, prevaléncia e mortalidade por TB (OMS,
2016c¢).



2.2. Rifampicina

2.2.1. Mecanismo de acéo

A rifampicina (Figura 3) € um antibiético semissintético da rifampicina B 3-(4-
metil-1-piperaziniliminometil) constituida por um complexo macrociclico produzido
pelo Streptomyces mediterranei. Possui acdo bactericida de amplo espectro, atuando
de forma especifica na inibicdo da atividade da enzima RNA polimerase DNA
dependente, mediante a formacao de complexo estavel com a enzima mencionada.

Atua em microrganismos intra e extracelulares e em bacilos em processo de
divisdo ou em estado latente (BACCHI et al.,, 1998; GOODMAN et al., 2012;
ZHANG,2005). Este farmaco possui biodisponibilidade variavel, dependente da
administracao durante o estado jejum e estado alimentando, pelo qual recomenda-se
ser administrada em estado alimentando ja que a presenca do suco gastrico poderia
inativar a sua atividade, permitindo o surgimento do fenébmeno de resisténcia

bacteriana.

Figura 3- Estrutura molecular da Rifampicina farmaco utilizado no tratamento de TB.

2.2.2. Caracteristicas fisico-quimicas

A rifampicina se apresenta como po cristalino, de cor castanho-avermelhada,
possui elevada massa molecular de 822,94 g/mol e caracteristicas anfoteras
(“zwitterion”) relacionadas com pKa de 1,7 pertencente ao grupo 4-hidroxila e pKa de
7,9 relacionado ao nitrogénio do grupo piperazina. Quando em solucdao aquosa seu
ponto isoelétrico é igual a 4,8 (ALVES, 2007).



A sua baixa solubilidade em agua (1,5 mg/mL) e a elevada permeabilidade a
classifica como farmaco classe 1l, segundo o Sistema de classificacdo
Biofarmacéutica (SCB) (BECKER,2009).

Quanto a sua estrutura quimica se apresenta em duas formas polimoérficas
cristalinas anidras | e 1l, e em duas formas amorfas. A forma | é a forma mais estavel
e a |l é metaestavel (PELIZZA,1977). A principal diferenca entre estas formas refere-
se a solubilidade em agua e consequentemente no seu comportamento durante a
dissolucdo, que é refletido na absor¢cdo e na biodisponibilidade final do farmaco
durante a administracao oral.

A pesar da evidente importancia da caracterizagdo dos polimorfos da
rifampicina e o0 seu impacto na biodisponibilidade, as farmacopeias néo estipulam nem
especificam o tipo de polimorfo que deveria seu usados pelos fabricantes do
medicamento (HENWOOD et al., 2000).

3. MATERIAL E METODO

3.1. Matéria-prima, solventes e reagentes

Rifampicina -Fundacéo para o Remédio Popular -FURP, S&o Paulo, Brasil
Metanol- J.T.Baker® ,Mexico

Metanol SeccoSolv® Metanol-MERCK, Alemanha

Metanol Panreac, Espanha

Acido cloridrico 37%- Fmaia ,Brasil

Cloreto de potéassio - Synth,Sao Paulo, Brasil

Acetato de sodio anidro - Synth,Sao Paulo, Brasil

Acido acético glacial- Fmaia ,Brasil

Fosfato de potassio monobasico - Synth,S&o Paulo, Brasil

Hidréxido de sédio - Synth,Sao Paulo, Brasil
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Equipamento espectrofotométrico Evolution 201-Thermo Scientific

v' Cubetas de quartzo- Thermo Scientific
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v' Baldes volumétricos de 10,25,50,200 e 1000 mL-Laborglas Ltda., Sdo Paulo,
Brasil

v' Banho ultrasdnico-Unigue, Sao Paulo, Brasil

v/ Balanga analitica AX200, Shimadzu®

v Equipamento de difracdo de raios laser Granulometer Cilas 1900-
Cilas.,Orleans, Franca

v" Microcopio eletrénico de varredura SU-3400- Hitachi High Technologies.,
Tokio, Japéo

v' Microscépio eletrénico de transmissdo Jeol modelo JEM-1010, Estados
Unidos

v Calorimetro de Varredura DSC TA-2920 —TA Instruments®., New Castle, DE,
Estados Unidos

v" Analisador termogravimétrico TG/DTG 2950 -TA- Instruments®.,New Castle,
DE, Estados Unidos

v' Difratbmetro Bruker D8 Advance Da Vinci —Bruker., Japao

3.3. Métodos

3.3.1. Desenvolvimento de metodologia analitica por espectrofotometria UV-
Vis para a quantificagédo de rifampicina nos estudos de solubilidade e

nas nanosuspens()es

A espectrofotometria na regido UV-Vis permite a identificacdo de farmacos e
outros tipos de matérias primas com elevada precisdo, com baixo custo e com
facilidade na execucéo, que o definem como uns dos métodos mais usado na industria

farmacéutica.

3.3.1.1. Espectro UV- visivel (UV-VIS)

O espectro de absorcao da rifampicina foi obtido em espectrofotometria UV-
Vis na regido de 200-600 nm. Solucdes da rifampicina foram preparadas em agua,
nos tampdes farmacopéicos HCI pH 1,2; acetato pH 4,5; fosfato pH 6,8 e pH 7,2. As
leituras foram realizadas em espectrofotométrico Evolution 201-Thermo Scientific,
utilizando cubeta de quartzo de 1 mm de comprimento e os tampdes descritos acima

como brancos.
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3.3.1.2. Preparo da solucgéo- padrédo e solugdes de rifampicina

Para o preparo da solugéo padrao de 500 pug/mL de rifampicina pesaram-se,
25 mg do farmaco (padrao secundario) transferindo-se para baldo volumétrico de 50
mL, adicionando-se 5 mL de metanol P.A e deixando em agitacdo em ultrassom por 5
minutos até a completa solubilizagdo do farmaco, em seguida o volume foi completado
com agua. Foram utilizadas diluicdes desta solucdo para a validacdo do método

analitico.

3.3.2. Validacado de metodologia analitica para a quantificacdo de rifampicina

nos estudos de solubilidade e nas nanosuspensdes

A validagédo foi conduzida de acordo com a Guia para validagdo de métodos
analiticos e bioanaliticos- Resolucdo ANVISA 899/2003 (Brasil, 2003) e com as
recomendacdes da ICH -The International Conference on Harmonisation of Technical
Requirements for Registration of Pharmaceuticals for Human Use (ICH, 1996). Os
parametros de validacdo utilizados foram: especificidade, linearidade, intervalo,
precisdo (intra- corrida (repetibilidade) e inter- corrida (intermediaria)), limite de

quantificacdo, exatidado e robustez.

3.3.2.1. Especificidade

A especificidade € a capacidade do método para distinguir o composto
analisado dos outros componentes da formulacédo (Brasil,2003). Esta foi avaliada a
partir da realizacdo da varredura entre 200- 600 nm dos solventes descritos no item
3.2.1.1, com a finalidade de garantir que o0 método analitico ndo sofra interferéncias a

causa dos outros excipientes.
3.3.2.2. Linearidade
Refere se a capacidade do método analitico em demostrar que os valores

obtidos sdo diretamente proporcionais a concentracdo do analito na amostra, dentro

de um intervalo especifico (Brasil,2003).
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A partir da solucédo padrao de rifampicina foram transferidas aliquotas para
bal6es volumétricos de 10 mL e os volumes foram completados com os solventes em
analise conforme a Tabela 1, obtendo-se solugdes com concentracdes definidas do
farmaco. A Tabela 1 apresenta o esquema de dilui¢des utilizado para o preparo de
cada solucdo e as concentracdes finais obtidas. As curvas analiticas foram
preparadas em triplicata em oito niveis de concentracdes diferentes. As absorbancias
medias correspondentes a trés determinac¢des para cada diluicdo, foram plotadas no

eixo das ordenadas e as concentra¢des (ug/mL) no eixo das abscissas.

Tabela 1- Concentracdo das amostras de rifampicina obtidas a partir de uma solucéo
padrdo do farmaco a 500 pg/mL e empregadas para determinacdo da linearidade do
método de quantificacéo.

Aliquota da solucdo Volume final Concentracéo

Amostra padréo (uL) (mL) final (ug/mL)
1 200 10 10
2 400 10 20
3 600 10 30
4 800 10 40
5 1000 10 50
6 1200 10 60
7 1600 10 80
8 1800 10 90

3.3.2.3. Intervalo

Representa a faixa entre os limites de quantificacado superior e inferior de um
método analitico. Foi derivado do estudo de linearidade e foi confirmado mediante o

exatidao, precisao e linearidade da amostra dentro desta faixa.
3.3.2.4. Precisao

A finalidade da precisdo € averiguar a proximidade dos resultados obtidos em
uma serie de quantificacdes (Brasil, 2003). Os resultados sédo expressados por meio
da imprecisdo dada pelo coeficiente de variacdo das absorbancias, a partir da

equacao 1:

CV% = x 100 (1)

AMD
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Na qual:

CV%= coeficiente de variagao
DP= desvio padréo

AMD= absorbancia media determinada na analise

O critério de aceitagdo do coeficiente de variacdo (CV%) foi menor ou igual a 5%
(Brasil,2003).

A precisao foi avaliada em dois niveis:

» Repetibilidade (preciséo intra- corrida)

Representa a concordancia entre os resultados dentro de curto periodo de
tempo. Foi verificada através de trés repeticées das concentra¢des 30, 40 e 50 pg/mL
obtidas a partir da solucdo padrao de rifampicina, contendo um total de nove réplicas.
As avaliacdes foram realizadas no mesmo dia em periodos alternados (manha, tarde
e noite), verificando se os resultados se encontram dentro da maxima diferenca

aceitavel.

» Precisao intermediaria (precisao inter- corrida)

A preciséo intermediaria representa a concordancia do mesmo laboratorio,
mas obtidas em dias diferentes. Foi determinada de forma similar a repetibilidade
através de trés repeticdes das concentragdes 30, 40 e 50 pug/mL obtidas a partir da
solugdo padrdo de rifampicina contendo um total de nove réplicas. As avaliacdes

foram realizadas em dias diferentes em periodos alternados (manh4, tarde e noite).
3.3.2.5. Limite de quantificacdo

Definida como a menor quantidade do analito na amostra que pode ser
determinada com precisdo e exatiddo aceitaveis sob as condicbes experimentais

estabelecidas no método (Brasil,2003). E obtida da equacéo 2:

_ DPax10 )
Q= IC
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Na qual:
DPa: desvio padrdo do intercepto com o eixo do Y

IC: a inclinagdo da curva de calibragéo

3.3.2.6. Exatidao

Representa a proximidade dos resultados obtidos pelo método analitico
estabelecido em relagdo ao valor verdadeiro (Brasil,2003). Foi determinado pela
analise de amostras controle em trés diferentes concentracdes e em nove réplicas em
um mesmo dia (exatidao intra- corrida) e em dias diferentes (inter- corrida), sendo que
€ necessario inicialmente determinar a especificidade, a linearidade e que todas as

concentracdes se encontrem dentro intervalo do método.

o Concentr¢ao média experimental
Exatiddo (%) = Concentracgao teodrica * 100 ®)

3.3.2.7. Robustez

Mede a capacidade do método em resistir pequenas e deliberadas variacdes
dos parametros analiticos, indicando a confianca que o método tem durante o uso
diario. Foi verificada pela variacdo de certos parametros como diferentes fabricantes
do metanol (Metanol J.T.Baker®, SeccoSolv® Metanol-MERCK e metanol Panreac),
solvente usando na solubilizacdo da rifampicina e a variagéo dos operadores durante
0S ensaios. A concentracdo usada foi de 50 pg/mL de rifampicina. A avaliacdo da
robustez foi realizada pela analise dos coeficientes de variacao (CV%) entre as médias

obtidas.

3.3.3. Determinacdo da solubilidade de saturacdo da rifampicina matéria-

prima

Para determinar a solubilidade de saturacao da rifampicina foi empregado o
método do equilibrio. Dessa forma excesso de rifampicina foi acondicionada no interior
de frascos de vidro contendo 5 mL dos seguintes meios: tampao HCI pH 1,2; tampéao

acetato pH 4,5; agua deionizada; tampéao fosfato pH 6,8 e 7,2; preparados conforme
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descricdo da USP 29. Os frascos foram constantemente agitados a 150 rpm durante
72 horas a 37°C, em agitador orbital Tecnal TE 4080 (Tecnal, Sdo Paulo, Brasil). Apos
atingir a saturacdo aliquotas foram retiradas e centrifugadas a 10000 rpm por 10
minutos a 37°C em centrifuga 5424R-Eppendorf (Eppendorf, Estados Unidos) sendo
a concentracdo do farmaco determinada pelo método espectrofotométrico

desenvolvido e validado no presente trabalho.

3.3.4. Distribuicdo do tamanho das particulas de rifampicina matéria-prima

empregando difracdo de raios laser (DL)

Para a determinacdo do tamanho inicial da rifampicina matéria-prima foi
utilizado o equipamento de difragdo de raios laser Granulometer Cilas 1900 (Cilas,
Orleans, Franca) programado para método de via umida. Como meio dispersante usa-
se solucao saturada do farmaco, previamente filtrada para a remocéo do farmaco néo
solubilizado. O sistema foi mantido sem ultrassom para evitar a quebra das particulas
maiores do farmaco e o tempo de medicao foi de 30 segundos.

3.3.5. Analise morfologica e avaliagdo do tamanho dos cristais de
rifampicina matéria-prima empregando microscopia eletrénica de

varredura (MEV) e de transmissao (MET)

A superficie, a forma e o tamanho dos cristais da rifampicina matéria-prima
foram determinados empregando o equipamento SU-3400 (Hitachi High
Technologies, Japao) a tenséo de aceleracdo 15,0 kV e aumento de 5.000 a 50.000
vezes. Assim também usou- se 0 microscopio eletrénico de transmissédo Jeol modelo
JEM-1010, Estados Unidos a amostra foi diluida em solugéo saturada do farmaco de
1:10 e depositados sobre grids de cobre de 150 MESH recobertos com pelicula de
FORMVAR por 10 minutos (tempo de secagem). Os tamanhos dos cristais foram

determinados usando o programa Imagen.j nas imagens geradas pela microscopia.

3.3.6. Difracéo de raios X (DRX)

A caracterizacao do estado cristalino da rifampicina matéria-prima foi obtido

utilizando o método do pé. Utilizo- se um difratbmetro de raios X Bruker Modelo D8
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Advance Da Vinci (Bruker, Japdo), na radiacdo de Cu- Ka As amostras da mistura
fisica em valores absolutas e dos nanocristais foram expostas a rediacao CuKa 40 Kv

e tempo de passo de 0,01.

3.3.7. Calorimetria exploratdria diferencial (DSC)

A caracterizagdo por calorimetria exploratdria diferencial foi realizada
empregando o TA-2920 (TA Instrument®, New Castle, DE, EUA) previamente
calibrada com indio metdlico (ponto de fusdo: 156,4 °C/ AH 1us3:28,50 J g*. Usa-se
faixa de temperatura de 25- 350 °C. As amostras foram cuidadosamente pesadas em
cadinhos de aluminio hermeticamente fechados e submetidos a velocidade de
aquecimento de 10 °C.mint e atmosfera dinamica de nitrogénio com vazéo de 50 mL

min-t.
3.3.8. Analise termogravimétrica (TG) e termogravimétrica derivada (DTG)

As analises de TG/DTG foram realizadas usando- se cadinhos de platina no
equipamento TA-2950 (TA Instrument®, New Castle, DE, EUA) em faixa de
temperatura de 25- 600 °C, velocidade de aquecimento de 10 °C e atmosfera dinamica
de nitrogénio (100 mL.mint). A calibracdo do equipamento do equipamento foi
realizada com padrdo de oxalato de célcio. Massa conhecida das amostras foi
adicionada a um cadinho de platina e a perda de peso, registrada em funcdo da

temperatura.

4. RESULTADOS E DISCUSSOES

4.1. Desenvolvimento de metodologia analitica por espectrofotometria UV-
Vis para a quantificagdo de rifampicina nos estudos de solubilidade e

nas nanosuspensdes

4.1.1. Determinagdo da absorbancia méaxima da rifampicina

Para a determinacdo da absorbancia maxima da rifampicina utilizou-se

varredura entre 200 a 600 nm em espectrofotdmetro UV-Vis Evolution 201, esta
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varredura foi realizada com solucéo de rifampicina de 50 ug/mL. Foi determinado que
o comprimento de absorbéancia maxima foi de 472 nm, com um pico de maximo de

absorbancia de 0,88 como € observado na Figura 4.
Figura 4-Absorbancia maxima da rifampicina 50 pg/mL no intervalo de 200-600 nm.
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4.2. Validacao de metodologia analitica para a quantificacdo de rifampicina

nos estudos de solubilidade e nas nanosuspensdes
4.2.1. Especificidade

As Figuras 5, 6, 7, 8 e 9 apresentam a absorcdo desprezivel dos meios
tampBes HCI pH 1,2, tampao acetato pH 4,5, agua pH 6,0 , fosfato pH 6,8 e 7,2
respetivamente na varredura de 200-600 nm. Cada espectro obtido demostra que nao
houve interferéncia nenhuma dos meios com o comprimento de onda utilizado para a
deteccao de rifampicina (472 nm). Concluindo que o método € especifico e seletivo

para a determinagao da rifampicina nos respectivos meios.
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Figura 5- Espectro de varredura do tampédo HCI pH 1,2 para avaliar a especificidade
do método analitico da rifampicina.
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Figura 6- Espectro de varredura do tampado acetato pH 4,5 para avaliar a
especificidade do método analitico da rifampicina.
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Figura 7- Espectro de varredura da agua pH 6,0 para avaliar a especificidade do
meétodo analitico da rifampicina.
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Figura 8- Espectro de varredura do tampédo fosfato pH 6,8 para avaliar a
especificidade do método analitico da rifampicina.
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Figura 9- Espectro de varredura do tampao fosfato pH 7,2 para avaliar a
especificidade do método analitico da rifampicina.
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4.2.1.1. Especificidade da rifampicina em presenca dos excipientes
utilizados nas formulagcfes obtidas por moagem via Umida em

escalareduzida

A especificidade da rifampicina na presenca dos excipientes usados nas
formulacdes finais foi avaliada utilizando solucdo dos excipientes (Povacoat™ e
manitol) utilizados nas formulacbes de nanocristais. A finalidade foi determinar
possivel interferéncia com o espectro de absorcao do farmaco, que é muito importante
para quantificagao final da rifampicina nas formulagdes. O resultado demostrou que o
método é especifico para o farmaco desde que a mistura ndo apresenta pico de

absorcéo no comprimento de 472 nm (Figura 10).
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Figura 10- Espectro de varredura da mistura de excipientes (Povacoat™ e manitol)
para avaliar a especificidade do método analitico da rifampicina.
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4.2.2. Linearidade

A avaliacao da linearidade do método foi determinada mediante a construcao
de graficos de concentracdo (ug/mL) versus absorbancia, também chamadas de
curvas de calibracdo referente a cada meio utilizado no desenvolvimento do método.

Foram determinadas as curvas analiticas, a equacao da reta pela regressao
linear usando o método de minimos quadrados, assim como seu correspondente
coeficiente de correlagéo linear (r?) (Figuras 11, 12, 13, 14 e 15).

Assim também foram determinados o desvio padrao (DP) e o coeficiente de
variagdo dos pontos das absorbancias para cada nivel de concentragédo da curva de
linearidade sendo considerado aceitaveis todos aqueles que apresentem um valor
abaixo de 5% (Tabelas 2, 3, 4, 5 e 6) como descrito na norma vigente RE899/2003
(BRASIL, 2003).

Tabela 2- Valores de absorbancia obtidas na curva analitica do método para
quantificacdo e solubilidade de rifampicina em tampé&o HCI pH 1,2.

Concentragéo Absorbéancia Media DP V%
(Mg/mL) 1°rep 2°rep 3°rep
10 0,129 0,125 0,126 0,127 0,002 0,027
20 0,250 0,263 0,268 0,260 0,009 0,045
30 0,354 0,353 0,370 0,359 0,010 0,031
40 0,466 0,457 0,489 0,471 0,017 0,040
50 0,549 0,544 0,587 0,560 0,024 0,047
60 0,669 0,668 0,680 0,672 0,007 0,011
80 0,859 0,850 0,849 0,853 0,006 0,007
90 0,951 0,935 1,000 0,962 0,034 0,038

DP= Desvio padrdo da média (n=3), CV%= Coeficiente de variagao (n=3)
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Figura 11- Curva analitica da rifampicina obtida por espectrofotometria a 472 nm a
partir de diluicbes volumétricas da solugédo- padrdo em tampéo HCI pH 1,2.
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Tabela 3- Valores de absorbancia obtidas na curva analitica do
quantificacdo e solubilidade da rifampicina em tampé&o acetato pH 4,5.
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Absorbancia

Media DP CV%
(Hg/mL) 1°rep 2°rep 3°rep

10 0,186 0,185 0,180 0,184 0,003 0,036
20 0,360 0,374 0,370 0,368 0,007 0,036
30 0,543 0,550 0,536 0,543 0,007 0,023
40 0,713 0,721 0,714 0,716 0,004 0,011
50 0,887 0,894 0,896 0,892 0,005 0,009
60 1,058 1,076 1,080 1,071 0,012 0,019
80 1,380 1,395 1,383 1,386 0,008 0,010
90 1,521 1,539 1,533 1,531 0,009 0,010

DP= Desvio padrdao da média (n=3), CV%= Coeficiente de variagédo (n=3)
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Figura 12- Curva analitica da rifampicina obtida por espectrofotometria a 472 nm a
partir de diluicbes volumétricas da solugédo- padrdo em tampao acetato pH 4,5.
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Tabela 4- Valores de absorbancia obtidas na curva analitica do método para
quantificacao e solubilidade da rifampicina em agua pH 6,0.

Concentrag&o Absorbancia

Media DP CV%
(Mg/mL) 1°rep 2°rep 3°rep

10 0,167 0,184 0,179 0,177 0,009 0,100
20 0,348 0,368 0,352 0,356 0,011 0,054
30 0,539 0,532 0,530 0,534 0,005 0,016
40 0,699 0,713 0,701 0,704 0,008 0,019
50 0,887 0,885 0,895 0,889 0,005 0,010
60 1,045 1,062 1,059 1,055 0,009 0,015
80 1,365 1,390 1,352 1,369 0,019 0,024
a0 1,468 1,504 1,518 1,497 0,026 0,029

DP= Desvio padrdao da média (n=3), CV%-= Coeficiente de variagéo (n=3)



Figura 13- Curva analitica da rifampicina obtida por espectrofotometria a 472 nm a

partir de diluicbes volumétricas da solugédo- padrdo em agua pH 6,0.
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Tabela 5- Valores de absorbancia obtidas na curva analitica do método para

quantificacdo e solubilidade da rifampicina em tampao fosfato pH 6,8.

Concentrag&o Absorbancia Média DP CV%
(Mg/mL) 1°rep 2°rep 3°rep
10 0,178 0,175 0,173 0,175 0,003 0,028
20 0,363 0,356 0,352 0,357 0,006 0,028
30 0,531 0,541 0,524 0,532 0,009 0,028
40 0,716 0,721 0,711 0,716 0,005 0,012
50 0,881 0,897 0,894 0,891 0,009 0,017
60 1,060 1,074 1,063 1,066 0,007 0,012
80 1,371 1,384 1,382 1,379 0,007 0,009
90 1,525 1,534 1,545 1,535 0,010 0,011

DP= Desvio padrdo da média (n=3), CV%-= Coeficiente de varia¢éo (n=3)
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Figura 14- Curva analitica da rifampicina obtida por espectrofotometria a 472 nm a
partir de diluicbes volumétricas da solugédo- padrdo em tampéao fosfato pH 6,8.
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Tabela 6- Valores de absorbancia obtidas na curva analitica do método
quantificacdo e solubilidade da rifampicina em tampao fosfato pH 7,2.

para

Concentrag&o Absorbancia Media DP CV%
(Mg/mL) 1°rep 2°rep 3°rep
10 0,182 0,187 0,180 0,183 0,004 0,041
20 0,365 0,358 0,365 0,363 0,004 0,021
30 0,548 0,535 0,545 0,543 0,007 0,022
40 0,724 0,719 0,718 0,720 0,003 0,008
50 0,884 0,893 0,889 0,889 0,005 0,009
60 1,069 1,057 1,065 1,064 0,006 0,010
80 1,374 1,378 1,364 1,372 0,007 0,009
90 1,512 1,511 1,520 1,514 0,005 0,006

DP= Desvio padrdo da média (n=3), CV%-= Coeficiente de varia¢éo (n=3)
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Figura 15- Curva analitica da rifampicina obtida por espectrofotometria a 472 nm a
partir de diluicbes volumétricas da solugédo- padrdo em tampéao fosfato pH 7,2.
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4.2.3. Limite de quantificacéo

Os resultados de limite de quantificacao de rifampicina estdo apresentados na
Tabela 7, estes valores representam a média das determinacdes das trés curvas
analiticas usadas na linearidade. Os resultados concluem que o método
espectrofotométrico demostrou limites de quantificacdo satisfatorios em cada meio,
uma vez que os valores foram inferiores & menor concentracao utilizada na construcao

da curva de linearidade (10,00 pg/mL).

Tabela 7- Valores médios de limite de quantificacdo da rifampicina em diferentes
meios, referentes a trés determinacoes.

Meios Rifampicina (ug/mL)
Tamp3&o HCL pH 1,2 3.92
Tampéo pH 4,5 1.78
Agua pH 6,0 2.39
Tampéo fosfato pH 6.8 4.41

Tampao fosfato pH 7.2 1.38
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4.2.4. Precisao e exatidao

Os resultados de precisdo intra-corrida e inter-corrida, expressos em
coeficientes de variacdo (CV%) e o valor da exatiddo em % em relacao a concentracao
conhecida sdo apresentados nas Tabelas 8, 9, 10, 11 e 12. A precisao inter-corrida foi
avaliada em dois dias diferentes e consecutivos.

Para a avaliacdo da precisdo do método foi tomado como referente um valor
do coeficiente de variacdo (CV%) menor a 5%, critério minimo estabelecido pela RE
899/2003 (Brasil,2003). Os resultados da precisao intra e inter-corrida demostraram
gue o método espectrofotométrico possui precisdo para a quantificacao e solubilidade
da rifampicina. O maior valor encontrado para coeficiente de variacao foi de 2,307%
para precisao intra- corrida e 1,449% para preciséo inter- corrida ambos no tampao
HCI 1,2 (Tabela 8). Pode se observar que os valores obtidos sdo bem inferiores ao
valor de 5% estabelecido pela legislacéo.

A avaliacdo da exatiddo foi realizada pela verificacdo dos mesmos trés niveis
de concentracéo avaliadas durante a precisao sendo 30, 40 e 50 pg/mL. Observa-se
que a exatiddo em cada meio variou no intervalo de 91,86 - 106,21% (Tabelas 8, 9,
10, 11 e 12) mostrando, por tanto uma boa exatidao em relagéo ao valor especificado
gue é de 100%, lembrando-se que o desvio especificado ndo deve de exceder 15%
(Brasil,2003).

Tabela 8- Precisdo intra e inter-corrida e exatidao intra e inter-corrida do método
analitico para a determinacéo da rifampicina em tampé&o HCI 1,2.

Precisédo (CV%)

Concentracéao Exatiddo intra- Exatidao inter-
b o o
tedrica (ug/mL) Intra- corrida  Inter- corrida corrida (%) corrida (%)
30 1.424 1.413 91.86 92.83
40 2.307 1.201 94.39 97.08

50 1.74 1.449 95.9 98.64
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Tabela 9- Precisdo intra e inter-corrida e exatidao intra e inter-corrida do método
analitico para a determinacao da rifampicina em tamp&o acetato 4,5.

Precisédo (CV%)

Concentracéao Exatiddo intra- Exatidao inter-
tedrica (ug/mL) Intra- corrida  Inter- corrida corrida (%) corrida (%)
30 1512 0.5 99.24 98.77
40 0.648 0.984 100.89 100.25
50 0.298 0.376 101.64 100.92

Tabela 10- Precisao intra e inter-corrida e exatidao intra e inter-corrida do método
analitico para a determinacao da rifampicina em agua pH 6,0.

Precisédo (CV%)

Concentracéao Exatidao intra- Exatiddo inter-
tedrica (ug/mL) Intra- corrida  Inter- corrida corrida (%) corrida (%)
30 1.885 1.272 104.42 103.33
40 0.735 0.813 105.72 105.35
50 0.552 0.982 106.14 106.2

Tabela 11- Precisao intra e inter-corrida e exatidao intra e inter- corrida do método
analitico para a determinacao da rifampicina em tampao fosfato 6,8.

Concentrag&o Precisdo (CV%) _Exatiddo — Exatiddo
tebrica (ug/mL) . . intra-corrida  inter-corrida
Intra- corrida  Inter- corrida (%) (%)
30 1.020 0.851 98.39 103.10
40 0.574 0.458 99.38 10013
50 0.495 0.588 100.21 104.32

Tabela 12- Precisao intra e inter-corrida e exatidao intra e inter-corrida do método
analitico para a determinacéo da rifampicina em tampao fosfato 7,2.

Precisédo (CV%)

Concentracéao Exatiddo intra- Exatiddo inter-
o o P
tedrica (ug/mL) Intra- corrida  Inter- corrida corrida (%) corrida (%)
30 0.855 0.768 101.3 95.9
40 0.46 0.48 102.77 96.93

50 0.297 0.478 103.17 97.78
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4.2.5. Robustez

A avaliacao da robustez foi determinada pela variagao dos seguintes fatores:
fornecedores de metanol e analistas. A absorbancia média e o desvio padréo obtidas
para a andlise do coeficiente de variacado (%CV) estdo apresentados na Tabela 13.
Com relacao a variacao do fornecedor do metanol e aos analistas, esses ndo afetaram
significativamente a absorbancia da rifampicina. Observa-se que o0s resultados
experimentais do coeficiente de variacdo foram menores que 5%, conforme exigéncia
regulatoria Resolugcdo ANVISA 899/2003 (Brasil, 2003) demostrando que o método é

robusto.

Tabela 13- Resultados do estudo de robustez do método analitico para quantificacédo
de rifampicina em agua pH 6,0.

Analista Metanol-1 Metanol-2 Metanol-3 DP ind DP AMD %CV

1 0,775 0,744 0,74 0,019 0,753 2,544
0,020
2 0,736 0,714 0,732 0,012 0,727 1,611

Metanol-1: J.T.Baker®, Metanol-2: SeccoSolv® Metanol-MERCK e Metanol-3: Metanol Panreac.

4.3. Determinacéo da solubilidade de saturacdo da rifampicina matéria-prima

hY

O resultado referente a solubilidade da rifampicina foi similar aquele
encontrado na literatura (BECKER,2009). A rifampicina apresentou ligeira solubilidade
em agua e solubilidade variavel de acordo com o pH. Devido a sua natureza anfétera
observou-se que em meio acido, tampao HCI 1,2, a solubilidade foi de 3,29 + 0,06
mg/mL e em tampéo fosfato 7,2, a solubilidade foi de 1,89 + 0,05 mg/mL. A Tabela 14
e a Figura 16 apresentam os resultados do estudo de solubilidade de rifampicina nos
diferentes meios. Os resultados obtidos demonstram a baixa solubilidade da
rifampicina em agua e sua classificacdo como farmaco classe Il segundo o sistema e

classificagao farmacéutica (BECKER,2009).
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Tabela 14- Solubilidade da rifampicina em diferentes meios a 37,0°C. n=3

Meios/pH Solubilidade _D_ose: pH ao _final do
(mg/mL) solubilidade (mL) experimento
Tampéo HCl pH 1,2 3,29 £ 0.06 91,19 1,29
Tampado acetato pH 4,5 0.31+£0.02 967,74 4.46
Agua pH 6.0 0.95+0.03 315,79 5.86
Tampao fosfato pH 6.8 1.37£0.01 218,98 6.77
Tampéo fosfato pH 7.2 1.89 + 0.05 158,73 7.14

Figura 16- Solubilidade da rifampicina nos diferentes meios.
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4.4. Distribuicdo do tamanho das particulas de rifampicina matéria-prima
empregando difracdo de raios laser (DL)

A Tabela 15 e a Figura 17 apresentam a distribuicdo granulométrica da
rifampicina matéria-prima. A avaliagdo do tamanho foi realizada pelo método umido

por difragcéo a laser (DL). A obscuragao foi atingida com um valor maior que 10%.
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Tabela 15- Valores de diametro médio, a 10%, 50% e 90% da rifampicina matéria-
prima n=10.

Diametro

Amostra d10% (um)  d50% (um)  d90% (um) médio (um)

Rifampicina 35,17+0,04 4886+0,03 66,77+0,04 50,08 + 0,03

Figura 17- Distribuicdo granulométrica da rifampicina matéria-prima. n=10.
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O método de difracao de raios laser (DL) é capaz de determinar o tamanho
das particulas que possuem forma esférica. No entanto, esse método é utilizado
comumente para determinar o tamanho de cristais com diferentes formas.

O desenvolvimento do método para particulas tais como a rifampicina pode
ser dificil e complexo devido a morfologia de agulha caracteristica dos compostos
cristalinos. A principal desvantagem consiste na leitura dos cristais assumindo
diferentes orientagcbes. Tal possibilidade pode gerar superestimacdo do tamanho
como consequéncia da grande projecao do diametro.

Fator adicional a considerar € a concentragao das particulas (obscuragéo), na
amostra analisada. Esse parametro deve ser mantido durante a leitura uma vez que

sua reducéo indica solubilizacdo das particulas ou sua precipitacado no recipiente. No
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entanto € permitida pequena variacdo dentro do intervalo de 0,1-0,3 (HERNANDEZ,
2007). Uma alta concentracdo de particulas (alta obscuracédo) pode gera dispersao
excessiva da luz, com consequente superavaliacdo das particulas tanto pequenas
como maiores.

Para farmacos que séo soluveis ou levemente sollUveis em agua como a
rifampicina, outro ponto critico da metodologia consiste na escolha do meio
dispersante utilizado. Normalmente é utilizada a agua (HERNANDEZ, 2007). Porém,
devido a solubilidade da amostra se sugere o uso de outro meio dispersante, para
superar esta dificuldade. No presente trabalho utilizou- se como meio dispersante a
agua saturada com o farmaco, evitando assim a dissolucédo das particulas durante o
preparo e a avaliacdo do tamanho efetuada no equipamento de difragdo de raios laser
(KECK, 2010).

Os resultados do tamanho médio da rifampicina matéria-prima (Tabela 15) foi
50,08 + 0,03 um, 10% (d10%) das particulas apresentaram valores abaixo dos 35,17
+ 0,04 um. Observa-se, também que 90% (d90%) das particulas apresentam
tamanhos inferiores a 66,77+ 0,04 um, valores que posteriormente foram confirmados
pela microscopia eletronica de varredura (MEV) e transmisséao (MET).

Portanto os valores dos diametros d10%, d50% e d90% confirmam que a

rifampicina matéria-prima se encontra na forma micronizada (STEELE,2001).

4.5. Analise morfoldgica e avaliagdo do tamanho dos cristais de rifampicina
matéria-prima empregando microscopia eletrénica de varredura (MEV) e

de transmisséo (MET)

As analises por MEV e MET permitiram observar a morfologia e o tamanho
das particulas de rifampicina matéria-prima. Na Figura 18A, observa-se a estrutura
cristalina e a morfologia tipica de agulha dos cristais. A Figura 18B representa a
imagem gerada pelo programa Imagen.j, que permite a contagem das particulas
determinando o seu tamanho médio. O valor obtido foi de 71,04 + 10,14 um; este valor
€ indicativo do tamanho, ja que nado representa o total das particulas na amostra.

A Figura 19 gerada pela MET permite observar a caracteristica tipica da
rifampicina em formar agregados. Observa-se que particula de tamanho 6,01 um é
constituida por particulas pequenas do mesmo farmaco. Essa caracteristica foi a
maior dificuldade a ser superada, representando verdadeiro desafio durante o
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desenvolvimento dos nanocristais de rifampicina e que sera apresentada no capitulo

seguinte.

Figura 18. A- Fotografia MEV (um) da rifampicina matéria-prima e B: Fotografia MEV
(um) gerada pelo Imagen.j para determinagdo do tamanho médio da rifampicina
matéria-prima.

420.130273.74 umn (640x417), 8-bit, 261K

Figura 19- Fotografia MET (um) das particulas de rifampicina matéria-prima.
Ampliacdo 25000x.

6.01um

487 84 nm

638.14 nm

1 um 869 17 nm

4.6. Difracdo de raios X da rifampicina matéria-prima (DRX)

Cada composto apresenta um difratograma de raios X Unico, sendo que 0s
angulos de difracao caracteristicos e as intensidades dos picos sao resultados diretos
da diferente estrutura cristalina dos compostos. A Figura 20 apresenta o difratograma

de raios X do polimorfo Il da rifampicina que é similar ao determinado por Alves (2007).
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Figura 20- Difratograma de raios X (método do p6) do polimorfo Il da rifampicina.
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4.7. Comportamento térmico da rifampicina

As curvas de DSC e TG/DTG da rifampicina matéria-prima estéo
ilustradas nas Figuras 21 e 22 respectivamente. Estas permitem observar que o
farmaco cristalino é termicamente estavel até aproximadamente 196°C.

A decomposicao térmica da rifampicina ocorre em trés eventos, 0s quais sao
observados na curva de DSC e que estdo de acordo com as perdas de massa
indicadas nas curvas de TG/DTG. A curva DSC mostra um evento térmico entre 25 e
100°C, que corresponde a desidratacdo da amostra (ALVES, 2007). Em seguida,
ocorre uma endoterma em 192,3°C (Tpico), evento tipico do processo de fusdo. A
primeira exoterma ocorre em 200,0°C e representa a recristalizacdo do farmaco
(AGRAWAL et al., 2004). A decomposicédo térmica inicia-se com o calor liberado pela
recristalizacdo que conduz a formacao do polimorfo | e continua termicamente como

0 observado na curva de DSC na temperatura de 248,9°C (Tpico).



34

Essas caracteristicas, em conjunto, descrevem o comportamento térmico da
forma polimorfica Il da rifampicina, determinando-se que € este o polimorfo com que

vamos trabalhar nos seguintes ensaios.

Figura 21- Curvas DSC da amostra de rifampicina (polimorfo Il) obtidas a 10°C/min e
atmosfera dinamica de nitrogénio com vazao de 50 mL min=,
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Figura 22- Curvas TG/DTG da amostra de rifampicina (polimorfo 1) obtidas a 10°C/min. TG:
atmosfera dindmica de nitrogénio a 100 mL min-2,
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Capitulo I

Obtencéao e caracterizacao fisico-quimica dos nanocristais de
rifampicina
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1. INTRODUCAO

A descoberta de novos farmacos tem revelado entidades quimicas de elevado
peso molecular, alta lipofilicidade e reduzida solubilidade aquosa. Essas
caracteristicas constituem verdadeiro desafio para os formuladores (DOLENC et al.,
2009), que necessitam garantir a dissolucao e a absor¢céo adequada do farmaco para
seu posterior efeito terapéutico.

Diferentes abordagens tecnologicas e/ou farmacotécnicas podem ser
empregadas para melhorar a solubilidade dos farmacos na fase aquosa. Na ultima
década, as pesquisas relativas as estratégias de liberacdo modificada dos farmacos
migraram da escala micrométrica para a nanométrica (a nanotecnologia)
(JUNGHANNS; MULLER, 2008; PATHAK; THASSU, 2009). A tecnologia para a
reducao do tamanho de particulas consiste de abordagem promissora. Nesse sentido,
na ultima década, as tecnologias para a obtencdo de nanocristais tém se destacado.
Os nanocristais podem apresentar alteragdes significativas em suas propriedades
fisico-quimicas, atribuidas a sua dimensdo nanométrica. Tais alteragdes referem-se a
maior absorcéo e biodisponibilidade dos farmacos.

A rifampicina é utilizada no tratamento da tuberculose, doenca negligenciada
(DN) segundo Ministério de Saude (BRASIL, 2010). Essas doencas sdo aquelas em
que ndo ha investimentos significativos em tecnologias para seu diagndstico e/ou
tratamento. Esse desinteresse fundamenta-se no reduzido retorno financeiro desses
investimentos que tem como alvos pacientes de baixa renda. Assim, a pesquisa de
novas entidades quimicas e a pesquisa e desenvolvimento de formas farmacéuticas
inovadoras devem ser induzidas por politicas publicas. No Brasil, a partir de 2014, o
Sistema Unico de Salde oferece teste de diagndstico rapido para a tuberculose.

O presente trabalho tem como objetivo a preparacdo de nanocristais de
rifampicina, farmaco descoberto em 1965 utilizado como primeira escolha no
tratamento da TB, doenca ainda prevalente a nivel global. O uso das nanotecnologias
tem potencial para elevar a eficacia terapéutica e a seguranca de medicamentos
contendo rifampicina. Além disso, a elevada resisténcia bacteriana, causado pelo

tratamento inadequado e a hepatotoxicidade podem ser reduzidas.
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2.  REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Farmacos pouco soluveis em agua: desafios e oportunidades

O efeito terapéutico esta relacionado a adequada absorcdo e
biodisponibilidade do farmaco no organismo. Em geral, a sintese de novas entidades
farmacéuticas resulta em farmacos com elevado peso molecular, alta lipofilicidade e
baixa solubilidade aquosa (STEGEMANN et al., 2007).

Estima-se que 60% dos novos farmacos sintetizados apresentam baixa
solubilidade em 4gua (HEMWOOD,2000). Além disso, 70% dos farmacos ja existentes
e que sao administrados oralmente apresenta alta lipofilicidade (KU, 2008; MERISKO-
LIVERSIDGE; LIVERSIDGE, 2008).

De acordo com Miller e colaboradores (2011), os principais problemas
biofarmacéuticos (reduzida biodisponibilidade ap6s administracdo oral; baixa
biodisponibilidade dérmica; grandes volumes para administracdo intravenosa) e
efeitos indesejaveis apds aplicacdo via parenteral associados a liberacdo dos
farmacos podem ser solucionados pela obtencao de seus nanocristais (GAO; ZHANG;
CHEN, 2008; SHEGOKAR; MULLER, 2010; PATRAVALE; DATE; KULKARNI, 2004;
RABINOW, 2004; MULLER; GOHLA; KECK, 2011).

Os principais problemas durante a administracédo oral dos farmacos classe Il e
IV sdo apresentados na Tabela 16 (SHEGOKAR; MULLER, 2010).

Tabela 16- Problemas relacionados com o desempenho de farmacos pouco sollveis
em agua na administragdo oral.

PROBLEMAS NA ADMINISTRACAO ORAL

Baixa e variavel biodisponibilidade.
Variacao pela administragdo com alimentos ou jejum.
Inicio retardado da acéo.

Falta de proporcionalidade da dose.
Variacao entre pacientes.

Falta de adesdo de adeséo do paciente ao tratamento

A reducdo do tamanho de particulas da escala micrométrica para nanométrica

pode resultar em propriedades inovadoras do material que s&o exclusivamente
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decorrentes dessa reducéo. Os nanocristais apresentam alteracdes significativas em
suas propriedades fisico-quimicas tais como aumento da solubilidade de saturacéo,
aumento da velocidade de dissolucdo e aumento da adesividade nas superficies das
membranas celulares quando comparados aos farmacos micronizados (MULLER;
JACOBS; KAYSER, 2001; RABINOW, 2005). Essas caracteristicas permitem melhor

absorcéo e biodisponibilidade dos farmacos.

2.2. Nanocristais: consideragcfes gerais

Os nanocristais sdo definidos como particulas com tamanho médio na faixa
sub-microns, possuem nucleo solido cuja estrutura pode ter carater amorfo ou
cristalino. Essas particulas sdo estabilizadas em veiculo aquoso por meio da adi¢cao
de tensoativos, polimeros ou mistura de ambos. A formulacao final é denominada de
nanosuspensao. Esse sistema bifasico constitui dispersdes coloidais de nanocristais
revestidos pelos agentes estabilizantes presentes no veiculo e cuja funcao é garantir
a estabilidade do sistema (MAULUDIN; MULLER; KECK, 2009). Em geral essas
particulas apresentam tamanho menor que 1 pm, tipicamente entre 200 a 500 nm
(KECK; MULLER, 2006; RABINOW,2004).

Quando comparados aos sistemas matriciais nanoestruturados (Figura 23),
apresentam como vantagens: maior facilidade de obtencdo e ndo necessitam de
avaliacdes dos sistemas matriciais (avaliacdo da eficiéncia de formacao das matrizes,
determinacdo da eficiéncia de encapsulacdo, estudos de cinética de liberacdo do
farmaco e estudos de estabilidade do farmaco no interior da matriz (MULLER;
PETERS, 1998; DURAN et al., 2010; GAO et al., 2013).



40

Figura 23- Diferentes nanoestruturas empregadas como sistemas de liberacdo de

farmaco.

Nanoparticulas poliméricas

Nanoemulsdes

Farmaco

Nanocristal
100% farmaco

As nanosuspensfes oferecem a possibilidade de incorporar concentracao
elevada do farmaco em volume reduzido do meio dispersante, vantagem importante
na administracdo de antimicrobianos como a rifampicina. Dependendo das
caracteristicas do farmaco pode-se produzir nanosuspensfes com concentracées na
faixa de 50-100 mg/mL. Como vantagem as nanosuspensdes permitem a reducéo do
tempo de tratamento e 0 aumento da adeséo do paciente (HERNANDEZ, 2007).

A melhora da dissolu¢do do farmaco quando na escala nanométrica ocorre
devido ao aumento da area superficial da particula e ao aumento da solubilidade de
saturacdo (DURAN et al., 2010; PATRAVALE; DATE; KULKARNI, 2004). Essa
melhora na dissolugcdo garante o aumento da absorcdo gastrointestinal e da
biodisponibilidade provocando ac&o rapida do farmaco (SHEGOKAR; MULLER, 2010;
GAO et al., 2012, GAO et al., 2013).

Os parametros farmacocinéticos melhorados em funcdo das mudancas nas
caracteristicas fisico-quimicas dos farmacos ap6s a nanonizacdo sdo: aumento da
concentracdo maxima (Cmax), reducdo do tempo para alcancar a Cmax e reducdo na
variabilidade de absor¢éao nos estados de jejum e alimentado.

Portanto, o farmaco nanonizado permite melhor biodisponibilidade oral e a
reducao da variabilidade no efeito terapéutico no estado jejum e estado alimentado
(SHEGOKAR; MULLER, 2010) (LOBENBERG et al.,2013).
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Conforme mencionando anteriormente, a obtencdo de nanocristais constitui
abordagem promissora no desenvolvimento de formas farmacéuticas inovadoras para
farmacos pouco soluveis (RABINOW, 2004). As potenciais caracteristicas inovadoras
sdo: melhora dos parametros farmacocinéticos, a relacédo custo-beneficio adequada

na preparacao e facilidade para escalonamento a nivel industrial.

2.3. Propriedades dos nanocristais

2.3.1. Aumento davelocidade de dissolucdo por aumento da area superficial
e aumento da solubilidade de saturacéo

A reducdo do tamanho das particulas do farmaco conduz ao aumento da area
superficial e, portanto, 0 aumento da velocidade de dissolucdo, de acordo com a
equacao Noyes e Whitney (Equacao 3) (1978). Consequentemente, a area superficial

total das particulas é incrementada quando uma particula grande é dividida em

diversas nanoparticulas (Figura 24).

Figura 24- Aumento da &rea superficial e o nimero de cristais pela diminuicdo do
tamanho da particula (Adaptado LIU,2013).
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A solubilidade de saturagéo (Cs) consiste de caracteristica que depende de
cada composto, do meio de dissolucéo e da temperatura. Essa definicdo é valida para
farmacos com tamanho micrométrico ou maior. No entanto, essa velocidade de
saturacdo para particulas entre 1 e 2 um, se converte em fator dependente do
tamanho. Como decorréncia, a solubilidade de saturacdo aumenta com a diminuicéo
do tamanho das particulas, fundamentando dessa forma, a maior solubilidade dos
farmacos em escala nanométrica (Figura 25 A).

Segundo a equacgéao de Noyes e Whitney (Equacéo3) (1987) o aumento da
area superficial da particula (reducdo do tamanho) aumenta a sua velocidade de
dissolucédo. A distancia de difusédo (h) ao redor das particulas diminui com a reducéo
do tamanho, formando elevado gradiente de concentracdo em torno das particulas
mais pequenas (Cs-Cx)/h (sendo que Cs é solubilidade de saturacdo, Cx
concentracdo em massa). Como consequéncia destes fendmenos é possivel explicar
o aumento da velocidade de dissolucdo dos nanocristais. A equacdo antes
mencionada indica que dc/dt é proporcional ao gradiente de concentracdo (Cs-Cx)/h,
sendo que Cs é a solubilidade de saturacdo, Cx a concentracdo do farmaco nos
liquidos intersticiais e h a distancia de difusao.

Dessa forma o aumento da solubilidade de saturacao permite que o gradiente
de concentracdo entre o limen do intestino e o sangue seja elevada resultando em

aumento da absorcado do farmaco pela difusdo passiva (Figura 25 B).

Figura. 25- A: Aumento da solubilidade de saturacéo (Cs) e aumento da presséo de
dissolugdo de uma superficie plana, uma microparticula e uma nanoparticula. Px:
pressdo de dissolucdo. B. Diminuicdo da camada de difusdo (h) e aumento do
gradiente de concentragdo Cs - Cx/h, todo em conjunto aumenta a velocidade de
dissolucéo dc/dt do farmaco (Adaptado Liu,2013)
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B. Diminuicdo da camada de difusédo (h), aumento do gradiente de
concentracéo Cs- Cx/h

CSM - Cx_ << CSN - CX

h h
Equacéo de Noyes — Whitney
CQN

dc =A.D.| Cs-Cx

3
;. n - (3)
LR

A - Area superficial

D ----- Coeficiente de difuséo

Cs ---- Solubilidade de saturacéo
Cx ---- Concentragdo em massa
H------ Distancia de difusdo
dc/dt - Velocidade de dissolugéo

Cs C«
Cs Cx

A equacdo de Ostwald-Freundlich revela o aumento da solubilidade em
funcdo do aumento da pressao de dissolucéo. A presséo de vapor de uma goticula
em um liquido se altera com o0 aumento da area superficial (diminuicdo do tamanho).
A medida que o raio da goticula diminui, a sua area superficial aumenta elevando-se
a presséo de vapor. A equagao de Ostwald-Freundlich baseia-se na transferéncia de
moléculas a partir de goticulas para a fase gasosa, semelhante ao processo de
transferéncia da fase sélida (nanocristais) para a fase liquida (meio de dissolucao)
(JUNGHANNS, MULLER,2008).

A velocidade de dissolucédo e a solubilidade de saturacdo dos farmacos classe
Il séo fatores determinantes na sua biodisponibilidade. Os problemas destes farmacos

poderiam ser solucionados com o emprego da nanotecnologia, com a obtencéo de
nanocristais.

2.3.2. Aumento da adesividade em membranas bioldgicas

Os farmacos administrados oralmente tanto na escala micrométrica quanto na

nanomeétrica, sdo submetidos trés fendmenos no trato gastrointestinal: adsor¢ao das
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particulas pelo tecido linfoide associado a mucosa no intestino, mucoadesao e,

finalmente, a eliminacdo apos o transito luminal (PONCHEL et al.,1997) (Figura 26).

Figura 26- Comportamento mucoadesivo dos nanocristais, apos administracéo oral.
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Para os nanocristais e as nanoparticulas, em geral, a camada mucosa do trato
gastrointestinal consiste de estrutura porosa que pode ser penetrada rapida e
profundamente. Entretanto, essa camada assemelha-se mais a superficie lisa para as
particulas em escala micrométrica devido ao grande tamanho dessas particulas as

guais ndo conseguem penetrar nessa camada (Figura 27).
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Figura 27- Adsorcéo de particulas > 1 um (A) e para nanocristais ou particulas < 1 um (B).

Lampert e colaboradores (2001) demostraram a dependéncia do tamanho da
particula na adsor¢cdo apdés a administracdo oral. Durer e colaboradores (1994)
quantificaram a adsorcdo de estireno em ratas. Os autores demostraram que 0
incremento da adesividade das nanoparticulas permite maior tempo de contato e
retencdo dessas no trato gastrointestinal (DURRER et al., 1994). Esses resultados
indicaram a possibilidade da administracdo de farmacos com maiores intervalos de
tempo permitindo a reducdo de efeitos colaterais tal como a hepatotoxicidade,

causada por uso prolongado e excessivo de medicamentos.

2.3.3. Tecnologias de nanonizacao

Atualmente existem diversos métodos de obtengdo de nanocristais com
tamanho e forma desejada. Geralmente esses processos sdo agrupados em duas
categorias, top-down e bottom-up (DURAN et al., 2010). A Figura 28 apresenta as

principais técnicas usadas na obtencao de nanocristais.
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Figura 28- Métodos de obtencdo de nanocristais.

Moagem de alta
energia
Homogeneizacao a
alta pressdo

Processos de obtencéo ]
de nanocristais Moagem 'l-llI'Ild_B
em escala reduzida

Os nanocristais obtidos por métodos bottom-up partem do plano molecular e

alcancam a forma e o tamanho desejado. Os métodos top-down produzem
nanocristais a partir de particulas sélidas em escala micrométrica, que sédo submetidas
a acdo mecanica, sob determinadas condicdes (KHARB et al., 2006; MULLER;
PETERS, 1998; PATRAVALE; DATE; KULKARNI, 2004; MISHRAA et al.,20009;
DURAN et al., 2010).

A principal vantagem dos métodos top down refere-se a sua capacidade de
produzir dispersdes de nanocristais de farmacos em meio liquido, normalmente agua,
denominadas nanosuspensoes.

O presente trabalho prevé o desenvolvimento de nanocristais pelos métodos
top-down, empregando a moagem de alta energia, a homogeneizagao a alta presséo

e a moagem via Umida em escala reduzida.

2.3.3.1. Moagem de alta energia (Nanocrystal®)

Este método fundamenta-se pelo uso de movimentos de rotacdo e revolucao
simultaneos, como forma de garantir maior eficiéncia da nanopulverizacdo. O
equipamento é constituido por recipiente de homogeneizacdo, contendo esferas de

zircdnio ou de outros materiais como ceramica, aco inoxidavel, vidro entre outros.
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Os movimentos simultaneos de revolucdo/rotacdo sdo responsaveis pela
geracdo de forcas centrifugas que atingem magnitudes de 400G. As esferas de
zircdnio séo responsaveis pela geracdo de elevada energia (Figura 29). A energia de
impacto e cisalhamento produzidas entre as particulas do farmaco, entre as particulas
do farmaco e as esferas e finalmente entre as particulas do farmaco e a camara de
moagem permitem a reducdo do tamanho dessas em reduzido intervalo de tempo
(TAKATSUKA et al., 2009).

A dureza e a densidade do farmaco, a concentracdo e o tipo de agente
estabilizante; a viscosidade da suspenséao inicial; a concentracdo do farmaco na
formulacdo; a quantidade, tamanho e densidade das esferas de moagem e o0s
parametros de moagem (velocidade e tempo) sao fatores que influenciam no
desempenho do processo (PELTONEN, HIRVONEN,2010).

As formulagdes que sédo submetidas ao método de moagem de alta energia
sdo relativamente simples. Possuem particulas do farmaco ainda na escala
micrométrica, meio de disperséo (por exemplo agua, tampéao entre outros), agente

estabilizante: tensoativo, polimero ou mistura deles.

Figura 29- llustragdo dos movimentos simultaneos de Rotacao (w)/Revolugao (Q).

Rotacio Revolucao

As principais vantagens do método sdo: aplicagdo em farmacos com baixa

solubilidade em meio aquoso e ndo aquoso; a nao utilizacao de solventes organicos;
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facilidade para escalonamento industrial; reduzida variacdo dos lotes; obtencao de
nanocristais com distribuicdo granulométrica estreita e possibilidade de obter
nanosuspensdes com elevada concentracdo do farmaco (MULLER; PETERS, 1998;
PATRAVALE; DATE; KULKARNI, 2004).

O emprego de quantidades reduzidas da amostra, o tempo reduzido de
procedimento (2 a 5 minutos); a possibilidade de trabalhar em baixas temperaturas;
uso de pequeno volume do meio de pulverizacdo e a facilidade de limpeza (apenas
da camara de moagem) sdo vantagens adicionais do uso desse método (TAKATSUKA
et al., 2009).

No que refere- se a desvantagem, a erosdo do material de atrito durante a
moagem pode ser evitada pelo revestimento das esferas de moagem com materiais
como a yttria (BRUNO et al.,1992).

Desvantagem adicional consiste na aderéncia do produto final na superficie
das esferas e nas paredes da camera de moagem, ocasionando perda do material.
Essa perda pode ser consideravel nos casos farmacos de elevado valor agregado e
farmacos em desenvolvimento (KATTEBOINAA, CHANDRASEKHAR, BALAJI, 2009).
Finalmente, a transicdo polimorfica dos farmacos durante o processo de moagem
pode resultar em perda da atividade terapéutica (LIVERSIDGE, CONZENTINO,1995).

2.3.3.2. Homogeneizacéao a alta presséo (DissoCubes®)

A metodologia de obtencdo de nanocristais por homogeneizagdo a alta
pressédo, denominada DissoCubes®, foi desenvolvida e patenteada, em 1996, por
Miiller e colaboradores (JUNGHANNS; MULLER, 2008; MULLER et al., 1999). Esse
método usa 0s homogeneizadores do tipo pistao-orificio.

A suspensdo aquosa, com particulas do farmaco na escala micrométrica e
estabilizada por tensoativos, polimeros ou uma mistura deles, € introduzida no
equipamento através do pistdo com orificio na faixa de 3 a 5um, sob elevada pressdes
(1000 a 2000 bar).

Segundo a Lei Bernoulli (MULLER et al.,1995), elevadas pressdes permitem
que a velocidade de fluxo ou pressédo dinamica aumente, produzindo reducdo da
presséao estatica sobre o fluido. Nesse momento o veiculo aquoso entra em ebulicdo
a temperatura ambiente formando bolhas de ar, que implodem no momento em que a

suspensao passa pelo estreito orificio (pistéo).
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Em conjunto, o fluxo da suspenséo a altas pressdes e a implosdo das bolhas
de ar geram fluxos turbulentos, colisdes entre as particulas da suspensao gerando
alta energia de cisalhamento e ondas de choque responsaveis pela redugdo do
material para escala nanométrica (Figura 30). O fenbmeno de formacédo e imploséo
das bolhas de ar é denominado cavitagdo (DURAN et al., 2010; JUNGHANNS;
MULLER, 2008; MULLER,2001)

Figura 30- llustracdo do processo de homogeneizacdo a alta pressao que produz
nanocristais de rifampicina.

A principal vantagem do método é a obtenc&o de nanosuspensdes em escala
reduzida e industrial, dependendo do desenho do equipamento (REED et al., 2002;
KESISOGLOU; PANMAI; WU, 2007). Adicionalmente, o nivel de contaminacdo do
farmaco nesse processo, € praticamente inexistente.

Quanto as limitacdes, essas referem-se as alteracdes da estrutura cristalina
do farmaco em funcéo da elevada presséao e energia empregada. (KHARB et al., 2006;
DURAN et al., 2010). Além disso, a adequada viscosidade da suspensao inicial é de
vital importancia para evitar precipitacdo e tamponamento do equipamento durante o

procedimento.
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2.3.3.3. Moagem via umida em escala reduzida

Esse método foi recentemente descrito por Romero e colaboradores (2016) e
sua principal vantagem refere-se a sua simplicidade e viabilidade econdémica.

Para o desenvolvimento de nanocristais sdo usados agitadores magnéticos,
barras magnéticas e esferas de zircbnia que, em conjunto, permitem a reducéo do
tamanho das particulas do farmaco em suspensao.

O sistema é constituido por frascos de vidro contendo esferas de zirconio e
barras magnéticas. A suspensédo contendo o farmaco e o agente estabilizante é
introduzida nos frascos e submetida a agitacéo por periodo de tempo determinado e

a velocidade adequada (Figura 31).

Figura 31- A: Representacdo esquematica do metodo em escala reduzida. B:
Imagem dos frascos condicionados no laboratorio para o desensvolvimento de
nanocristais.
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O fundamento desse método € similar ao de moagem de alta energia sendo
gue 0os movimentos simultaneos de rotacdo sdo os responsaveis pela geracdo de
forcas de impacto e cisalhamento entre as particulas do farmaco, entres as particulas
do farmaco e as esferas e finalmente entre as particulas do farmaco e a parede do
frasco de vidro.

Os resultados do processo dependem da dureza e da densidade do farmaco;

da concentracao e tipo de agente estabilizante utilizado; da viscosidade da suspensao
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inicial (viscosidade elevada ndo permite agitacdo adequada); da concentracdo do
farmaco, do tamanho e da densidade das esferas de moagem.

Esse procedimento € especialmente Gtil na obtencdo de nanocristais de
entidade quimicas em desenvolvimento e de farmacos de elevado valor agregado em
funcdo da escala reduzida, podendo ser obtidas nanosuspensfes com volume final
de 2 mL.

3. OBJETIVOS

3.3. Objetivo geral

O presente trabalho tem como objetivo a obtencéo e a caracterizacao fisico-
guimica dos nanocristais de rifampicina empregando os métodos de moagem de alta

energia, homogeneizacéao a alta pressdo e moagem via Umida em escala reduzida.

3.4. Objetivos especificos

a) Obtencdo dos nanocristais de rifampicina empregando moagem de alta
energia, homogeneizacdo a alta pressdo e moagem via Umida em escala
reduzida;

b) Otimizacdo do processo de obtencdo dos nanocristais de rifampicina pelo
método de moagem via umida em escala reduzida utilizando planejamento de
experimentos por superficie de resposta

c) Caracterizacao de tamanho hidrodindAmico médio, da distribuicdo do tamanho
e potencial zeta dos nanocristais;

d) Caracterizacdo da morfologia e do tamanho dos nanocristais usando
microscopia eletrbnica de varredura (MEV) e de transmissédo (MET) e o
programa Imagen.j;

e) Caracterizacéo fisico-quimica dos nanocristais empregando as técnicas de
calorimetria exploratoria diferencial e difracdo de raio X

f) Determinacdo da solubilidade de saturagdo dos nanocristais empregando
técnica Shake-flask.

g) Determinacao dos perfis de dissolucdo das formulagdes finais

h) Determinacdo da estabilidade dos nanocristais quanto as caracteristicas de

diametro hidrodindmico médio, indice de polidispersividade e potencial zeta.
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MATERIAL E METODO

4.1.
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Matéria-prima, solventes e reagentes

Rifampicina -Fundacgéo para o Remédio Popular -FURP.,Sao Paulo,Brasil.
Polissorbato 80 (Tween® 80) -Shin-Etsu Ltda., Tokio, Japéo
Lauril sulfato de sodio (LSS) (99%)- Synth, Sdo Paulo, Brasil
Lecitina de soja (Lecithin) - Mapric®..,Sao Paulo, Brasil
Hidroxipropilcelulose (HPC) - Ashland Inc., Sdo Paulo, Brasil
Poloxamero 188 (Lutrol® Micro 68 MP) - BASF., Sdo Paulo, Brasil
Povacoat ™- Daido Chemical., Tokio,Japao.
Agua ultrapura Mili-Q®.
Manitol- Cinética., S&o Paulo, Brasil
Solucéo de cloreto de sodio 0,9%
Cloreto de potéassio — Synth,S&o Paulo, Brasil
Acetato de sodio anidro — Synth,S&o Paulo, Brasil
Acido acético glacial- Fmaia ,Brasil
Fosfato de potassio monobasico — Synth,Sao Paulo, Brasil
Hidréxido de sédio — Synth,S&o Paulo, Brasil

Agua de osmose

Aparelhos, equipamentos e acessorios

Nanopulverizador NP-100® - Thinky Co., Ltda., Téquio, Japéo

Esferas de zircénio - Thinky Co., Ltda., Téquio, Japdo

Homogeneizador Nano DeBEE® -BEE International, Estados Unidos

Esferas para moagem de oxido de zircénio 0,1 mm- Retsch,Germany
Balanca analitica Shimadzu®

Agitador magnético RT 5 power, IKAMAG®, Alemanha.

Purificador de 4gua Milli-Q, Gradient 10®, Millipore®

Liofilizador Edwards®

Zetasizer Nano ZS 90, Malvern Instruments, Malvern, UK®.

Microcopio eletronico de varredura SU-3400- Hitachi High Technologies.,
Tokio, Japéo

Microscopio eletronico de transmissao Jeol modelo JEM-1010, Estados

Unidos
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v' Calorimetro de Varredura DSC TA-2920 —TA Instruments®., New Castle, DE,
Estados Unidos

v" Analisador termogravimétrico TG/DTG 2950 -TA- Instruments®.,New Castle,
DE, Estados Unidos

v Difratbmetro Bruker D8 Advance Da Vinci —Bruker., Japao

v' Shaker TE 4080 —Tecnal., Sdo Paulo, Brasil

v' Equipamento espectrofotométrico Evolution 201-Thermo Scientific

v' Cubetas de quartzo- Thermo Scientific

v' Centriguga 5424 R- Eppendorf., Estado Unidos

4.3. Métodos

4.3.1. Preparacado dos nanocristais de rifampicina empregando moagem de

alta energia.

A preparagdo das nanosuspensbes foi efetuada empregando
nanopulverizador NP-100® (Thinky Co., Ltda., Téquio, Japdo). A Tabela 17 apresenta
as formulacdes e etapas do processo. O método de preparacdo consiste de duas
etapas empregando as mesmas condicdes de velocidades (V), tempos (T) e volumes
da solugdo aquosa do polimero para as trés férmulas (F1-M, F2-M e F3-M).
Quantidade igual a 7 g da rifampicina foi adicionada a quantidade suficiente para 100
g de solucédo aquosa do tensoativo. A mistura foi transferida para recipiente contendo

25 g de esferas zirconio, com diametro igual a 0,1 mm.
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Tabela 17- Férmulas e condicbes dos ensaios para obtencdo de nanocristais de
rifampicina utilizando moagem de alta energia.

. . . - Agua
FORMULA R|far?gp)|cma Twe(egr;®80 Lec(;ét)ma Pollogéa(rg)ero HPC (g) purificada
q.s.p (9)
F1-M 7,0 0,2 1,0 - 0,3 100,0
F2-M 7,0 - - - 0,3 100,0
F3-M 7,0 - - 1,0 0,3 100,0
CONDICOES DO TESTE
Rifampicina Solucdo do agente  Agitacdo Tempo de moagem
ETAPA o i
(9) estabilizante (g) (rpm) (min)
A 7,0 50,0 1500 20
B - +50 (total 100) 400 1

F1-M. Formulacéo 1; F 2-M. Formulacéo 2 e F 3-M. Formulacao 3

4.3.2. Preparacdao dos

nanocristais de rifampicina empregando

homogeneizacéo a alta presséao (HAP).

As formulacbes F1-H e F2-H foram preparadas empregando poloxamero e

Povacoat™ (polimero derivado de PVA) respetivamente, como agentes estabilizantes.

As condi¢cbes de preparo das nanosuspensdes de rifampicina por homogeneizacéo a

alta presséo estédo apresentadas na Tabela 18. Anteriormente a homogeneizacéo da

suspensao a alta pressao essa foi submetida a mistura de elevado cisalhamento o

equipamento Turrax® a 24000 rpm por 5 minutos. Apds esse procedimento, a

suspensao foi transferida para o homogeneizador Nano DeBEE® (BEE International)

e submetida preliminarmente a pressées de 300, 500 e 1000, empregando 5 ciclos

para cada pressao. Adicionalmente foram empregados 15 ciclos de 1500 bar.



55

Tabela 18- Férmulas e condicbes dos ensaios para obtencdo de nanocristais de
rifampicina utilizando homogeneizagao a alta presséo (HAP).

Rifampicina Povacoat® Poloxamero Agua purificada

Férmula
9) (9) 188 (9) q.s.p (9)
F1-H 50 - 4,0 100,0
F2-H 2,5 10,0 - 100,0
CONDICOES DO TESTE
HAP
ETAPA Pre-moagem ] Pressio
Ciclos (n) (bar)
A 5 min- 24000 rpm - -
B - 15 1500

4.3.3. Preparacao dos nanocristais de rifampicina empregando moagem via

Umida em escala reduzida

As nanosuspensfes foram obtidas empregando sistema constituido de
recipiente de vidro, esferas de zirconio de 0,1 mm de diametro (Retsch, Alemanha) e
barras magnéticas. Como agente estabilizante utilizou-se Povacoat™, polimero
derivado do PVA. A velocidade de agitacéo foi de 800 rpm a uma temperatura de 25°C

por periodo de 5 dias.

4.3.3.1. Otimizacdo do processo de preparacdo dos nanocristais de
rifampicina empregando planejamento de experimentos por

superficie de resposta

A influéncia das variaveis independentes (fatores): concentracdo de
rifampicina, quantidade das esferas de zirconio e concentracéo do polimero Povacoat
™ nas caracteristicas de tamanho de particula e de potencial zeta foram avaliadas. O
estudo teve como objetivo o desenvolvimento de método de preparo robusto. A matriz
de ensaios (Tabela 19) apresenta as faixas de concentragcfes utilizadas para as
variaveis: entre 3,0 a 5,0% (p/p) para rifampicina, 10,0 a 20,0% (p/p) para esferas de
zircénio e 1,0 a 3,0% (p/p) para o polimero Povacoat™. A matriz de ensaios e a analise
dos resultados foram efetuadas empregando software Minitab 17.
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Tabela 19- Matriz de ensaios para a otimizacdo do processo de producdo de
nanocristais de rifampicina.

Formulagio Ordem Nivel Blocos Rifampicina Zirconia Povacoat®

(%P/P) (%P/P) (%P/P)
8 1 2 1 5 15 3
14 2 0 1 4 15 2
10 3 2 1 4 20 1
4 4 2 1 5 20 2
5 5 2 1 3 15 1
15 6 0 1 4 15 2
3 7 2 1 3 20 2
13 8 0 1 4 15 2
2 9 2 1 5 10 2
11 10 2 1 4 10 3
12 11 2 1 4 20 3
7 12 2 1 3 15 3
1 13 2 1 3 10 2
9 14 2 1 4 10 1
6 15 2 1 5 15 1

4.4. Liofilizagdo das nanosuspensdes

A secagem das nanosuspensoes foi efetuada por meio de liofilizagdo com o
objetivo de aumentar a estabilidade das preparagdes obtidas em meio aquoso, assim
com, permitir a realizacdo dos ensaios de microscopia eletrénica de varredura (MEV)
e a analise térmica das formulac¢des. Por meio da liofilizacao foi possivel a obtencao
de formas farmacéuticas solidas dos nanocristais (VARSHOSAZ; ESKANDARI;
TABBAKHIAN, 2012)

4.4.1. Liofilizacdo das nanosuspensdes obtidas pelo método de moagem de

alta energia

A liofilizagc&o para as formulagdes obtidas por este método foi realizada sem
adicado de crioprotetor. As nanosuspensdes foram transferidas em tubos conicos de
30 mL e foram congeladas a -70 °C e submetidas a liofilizacdo por 48 horas sob
pressdo de 0,120 mbar e temperatura de 24 °C, empregando o equipamento Christ®
Alpha I-5 (Martin Christ, Alemanha).
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4.4.2. Liofilizagdo para as formulacbes obtidas pelo método de

homogeneizacgao a alta pressdo e moagem Umida em escala reduzida

A liofilizacdo para essas formulagbes foi realizada em liofilizador FTS
Systems, modelo TDS-00209-A microprocessado com secador controlado de
bandejas (Dura-Stop, Dura-Dry-MP).

Volume igual a 1,5 mL das nanosuspensdes obtidas pelo método de
homogeneizagédo a alta presséo foi liofilizado sem adi¢cdo de crioprotetor em frascos
de 10 mL. As formulacdes obtidas pela moagem via imida em escala reduzida foram
liofilizadas em volume igual a 1,5 mL sendo que as nanosuspensdes foram diluidas a
concentracéo de 5% (p/p) de manitol; frascos de vidro de 10 mL foram preenchidos
manualmente e parcialmente fechados com tampas de borracha.

As amostras foram congeladas a temperatura final de -40 °C, durante 4 h. A
secagem primaria foi realizada em -30 °C, pressdo da camara a 100 mTorr e
temperatura do condensador de -90 °C. A secagem secundaria a 10 °C, pressao da
camara a 100 mTorr e temperatura do condensador de -90 + 1 - C (GONZALES,2015).

4.5. Caracterizacgdao fisico-quimica dos nanocristais

4.5.1. Distribuicdo do tamanho dos nanocristais empregando difracdo de

raios laser (DL)

Para a determinacdo do tamanho inicial da rifampicina, matéria-prima, e dos
nanocristais de rifampicina nas nanosuspensdes foi utilizado o método de difracdo de
raios laser (DL) empregando equipamento Granulometer Cilas 1900 (Cilas, Orleans,
Franca) programado para o método de via umida. Como meio dispersante utilizou-se
uma solucdo saturada do farmaco, previamente filtrada para a remoc¢édo do farmaco
nao solubilizado.

O tempo de medida e o tempo de ultrassom empregados estdo apresentados
na Tabela 20. Para a F1-H, o uso de ultrassom foi requerido devido a presenca de
agregados de particulas. Nesse caso o0 ultrassom permitiu desagregar as particulas

fornecendo estimativa mais proxima do real tamanho dos cristais.
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Tabela 20- Parametros de medida de rifampicina, matéria-prima e nanocristais pelo
método de difracdo de raios laser (DL).

Método Amostra Tem_po de Tempo de
medida (s) ultrassom (s)
Rifampicina
A 30 -
materia-prima
F1-M 25 -
Moagem de alta energia F2-M 25 -
F3-M 25 -
Homogeneizacgéo a alta F1-H 25 10
presséo F2-H 25 )
Moagem via Gmida em F1-MU 30 -
escalareduzida F2-MU 30 i

4.5.2. Determinacdo do diametro hidrodindmico médio (DHM), indice de
polidispersividade (IP) e potencial zeta (PZ)

4.5.2.1. Desenvolvimento de método para determinacdo do diametro
hidrodindmico médio (DHM) e o indice de polidispersividade (IP)

Visando estabelecer as condi¢des para as leituras de diametro hidrodinamico
médio e o indice de polidispersividade (IP) pelo método de espalhamento de luz
dinamica (DLS) foi foram realizadas diluicbes consecutivas de 1:100 e 1:300 da
amostra em solugdo saturada do farmaco das formulagdes finais obtida pelo método
de moagem via imida em escala reduzida. As medicdes foram efetuadas em triplicata
utilizando angulo de 90° no equipamento Zetsizer Nano ZS90 (Malvern Instruments,
Malvern, UK).

4.5.2.2. Desenvolvimento de método para a determinacao do potencial zeta
(P2)

As determinacdes foram realizadas no equipamento Zetasizer ZS90 (Malvern
Instruments, Malvern, UK) pelo método de mobilidade eletroforética, a qual é

convertida no potencial zeta () (mV) usando a equacao de Henry (Equacéo 4).
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Up =5 £ (k) Q

Em que n e € sdo a viscosidade e a constante dielétrica, respetivamente, do
solvente na temperatura de 25°C. Ue mobilidade eletroforética e { potencial zeta.

A forga do campo aplicado foi de 20 V/cm. As condigdes para a determinagéo
do potencial zeta foram determinadas por meio de curva de condutividade versus
potencial zeta. A faixa de condutividade avaliada foi de 10 a 110 uS/cm empregando
solucao de NaCl 0,9% (p/v). As amostras de nanocristais foram previamente diluidas
em solucao saturada do farmaco e ajustadas a uma condutividade de 60 uS/cm para
F1-MU e F2-MU.

4.5.3. Andlise morfolégica e tamanho dos nanocristais empregando

microscopia eletrénica de transmissao (MET)

A superficie e a forma dos nanocristais foram determinados utilizando a
microscopia eletronica de transmissao (MET) empregando o equipamento Jeol
modelo JEM-1010 a 80 kV. Para a determinacdo do tamanho, foi usado o programa
Imagen.j nas imagens geradas pela microscopia. As amostras das nanosuspensodes
foram diluidas em solugéo saturada do farmaco em 1:20 e depositados sobre grids de
cobre de 150 MESH recobertos com pelicula de FORMVAR por 10 minutos (tempo de

secagem).

4.5.4. Determinacao da densidade relativa das nanosuspensodes

A densidade relativa € a razdo entre as densidades absolutas de duas

substancias.

P formulacao, 4gua = P formulagdo (5)
P agua

Onde pagua € a substancia padrdo sendo que pagua = 1,00 g/cm?® para

temperatura ambiente (25°C).

Para determinar a densidade das formulagdes de nanocristais foi utilizado
picndmetro. A massa desses foi determinado vazios e posteriormente preenchidos

com os liquidos (formulacfes e agua) obtendo-se o valor da densidade pela equacéo:
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P formulacso, agua = M formulaco
M agua (6)

4.5.5. Teor de rifampicina nas nanosuspensdes obtidas por moagem via

Umida em escala reduzida

Para determinacdo do teor foi transferida quantidade igual a 0,15 g das
nanosuspensodes de rifampicina para baldo volumétrico de 50 mL. Nesse baldo foi
adicionado aproximadamente 30 mL de metanol e a solucéo foi submetida a ultrassom
por 5 minutos, visando garantir a solubilizacdo completa do ativo. Apds este tempo, 0
volume do baldo foi completado procedendo-se homogeneizacgao final. O ensaio foi
efetuado em triplicata. A quantidade de rifampicina na solucdo resultante foi
determinada empregando espectrofotometro Evolution 201-Thermo Scientific no

comprimento de onda de 472 nm.

4.5.6. Difracdo de raios X dos nanocristais (DRX)

Os difratogramas de raios X para 0s hanocristais preparados pelo método de
moagem via Umida em escala reduzida foram obtidos pelo método do p6 empregando
difratbmetro de raios X Bruker Modelo D8 Advance Da Vinci (Bruker, Japao), na
radiacdo de Cu- Ka As amostras da mistura fisica em valores absolutas e dos

nanocristais foram expostas a rediacao CuKa 40 Kv e tempo de passo de 0,01.

4.5.7. Calorimetria exploratdria diferencial (DSC)

A caracterizagcdo por calorimetria exploratdria diferencial foi realizada
empregando o TA-2920 (TA Instrument®, New Castle, DE, EUA) previamente
calibrada com indio metalico (ponto de fusdo: 156,4 °C/ AH fusa0:28,50 J g*. Utilizou-
se faixa de temperatura entre 25 a 350 °C. As massas das amostras foram
cuidadosamente determinadas e transferidas para cadinhos de aluminio
hermeticamente fechados e submetidos a velocidade de aquecimento de 10 °C min

! e atmosfera dinamica de nitrogénio com vazéo de 50 mL mint.
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4.5.8. Analise termogravimeétrica (TG) e termogravimétrica derivada (DTG)

As analises de TG/DTG foram realizadas usando- se cadinhos de platina no
equipamento TA-2950 (TA Instrument®, New Castle, DE, EUA) em faixa de
temperatura entre 25 a 600 °C, velocidade de aquecimento de 10 °C e atmosfera
dinamica de nitrogénio (100 mL min't). A calibracdo do equipamento do equipamento
foi realizada com padrdo de oxalato de célcio. Massa conhecida das amostras foi
adicionada a cadinho de platina e sua perda, registrada em funcéo da temperatura.

4.5.9. Solubilidade de saturag&o dos nanocristais

Os ensaios de solubilidade para as formulagbes e misturas fisicas foram
realizados empregando-se o0 método de equilibrio. Dessa forma um excesso destas
foram acondicionadas no interior de frascos de vidro contendo 5 mL dos seguintes
meios, preparados conforme drescrito USP 32, tampdo acetato pH 4,5; agua
deionizada; tampao fosfato pH 6,8 e 7,2.

Os frascos foram constantemente agitados a 150 rpm durante 72 horas a
37°C, em agitador orbital Tecnal TE 4080 (Tecnal, Sdo Paulo, Brasil). Apos atingir a
saturacdo as aliquotas foram retiradas e centrifugadas a 10000 rpm por 10 minutos a
37°C em centrifuga 5424R-Eppendorf (Eppendorf, Estados Unidos). A concentracéo
do farmaco foi determinada pelo método espectrofotométrico desenvolvido e validado

no presente trabalho em espectrofotométrico Evolution 201-Thermo Scientific

4.5.10. Perfil de dissolucao

Os ensaios de dissolugao da suspenséo de rifampicina 20mg/mL reférencia
(FURP, Séo Paulo, Brasil) e das nanosuspensdes de rifampicina obtidas pelo método
de moagem via Umida em escala reduzida, foram efetuados em triplicata em
equipamento 708-DS Dissolution Apparatus (Agilent Technologies, Santa Clara,
Estados Unidos) utilizando aparato 2 (pa) a 50 rpm. A quantidade de suspensao para
cada teste foi ajustada de forma a obter 200 mg de rifampicina.

O meio empregado foi o tampéao fosfato pH 6,8 (900 mL) contendo 1% de

Tween® 80 a 37°C, em agua previamente desgaseificada.
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Aliguotas de 5 mL foram retiradas nos tempos de 5,10,15,30,45 e 60 minutos
e submetidas a filtracdo empregando membrana filtrante com tamanho de poro de
0,45 mu (Quality Lab Accessories, Bridgewater, Estados Unidos). A rifampicina foi
quantificada empregando método validado em espectrofotométrico UV Vis Evolution

201-Thermo Scientific, no comprimento de onda de 472 nm.

4.5.11. Estabilidade das nanosuspensodes

A estabilidade das nanosuspensdes foi avaliada por periodo de 3 meses a
temperatura ambiente (25 ° C) e 4 ° C para formulagfes obtidas por homogeneizacéo
a alta pressao e a 4°C para aquelas obtidas por moagem via Umida em escala
reduzida. Para avaliar a estabilidade fisica foram determinados o DHM, IP e PZ os

quais foram determinados durante o periodo de armazenamento.

4.5.12. Determinacdo da concentracdo minima inibitoria (CMI) das
nanosuspensdes de rifampicina obtidas empregando método de

moagem via imida em escala reduzida

Foram avaliadas amostras das nanosuspensodes de rifampicina (F1-MU e F2-
MU), produto FURP-Rifampicina suspenséao oral 20mg/mL, e rifampicina padréo. As
diluicdes avaliadas foram: 8;4;2;1;0,5;0,25;0,125 e 0,063 pug/mL.

A atividade dos bacilos de Mycobacterium tuberculosis H37Rv foi avaliada
utilizando ensaio de reducao de sal de tetrazol XTT (2,3 - bis (2 -methoxy -4 —nitro -5
-sulphenyl) - (2H) -tetrazolium -5 -carboxanilide) (COSTA et al., 2015), em microplaca
de 96 pocos. A bactéria foi transferida para 0s po¢cos em concentracdo aproximada de
10® UFC/poco (50 pL), empregando acetilcisteina (50 pL) e diluido em meio
Middlebrook 7H9 até a concentracdo especificada. As placas foram incubadas a 37°C
em 5% CO:2 por periodo de 5 dias. Apos esse periodo foi adicionada solu¢do do sal
de tetrazol XTT até concentracao final de 5mg/mL. Apds 3 horas foram adicionadas
100 pL de tampao de lise (20% p/v de lauril sulfato de sodio (LSS) / 50% de DMF -
dimetilformamida em agua destilada) e as microplacas foram incubadas durante a
noite a 37°C em 5% de CO2. As culturas de micobactérias foram utilizadas como

controle positivo para inibicdo de crescimento. Meio Middlebrook 7H9 foi utilizado,
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isoladamente, como controle negativo. A leitura das placas foi efetuada empregando

espectrofotdbmetro, comprimento de onda 570 nm.

5. RESULTADOS E DISCUSSOES
5.1. Preparacédo dos nanocristais de rifampicina por moagem de alta energia

As nanosuspensdes originalmente obtidas e liofilizadas estdo apresentadas
na Figura 32. Observa-se que a F2-M apresenta separacéo de fases e agregados na
parede do frasco. Tal fendmeno indica instabilidade da preparacéo.

Figura 32-. Nanosuspensodes de rifampicina obtidas por moagem de alta energia e
seus liofilizados.

F1-M liquida- liofilizada F2-M liquida- liofilizada F3-M liquida- liofilizada

5.1.1. Distribuicdo do tamanho dos nanocristais empregando difracdo de
raios laser (DL)

A Tabela 21 e as Figura 33, 34 e 35 apresentam a distribuicdo granulométrica
das particulas nas nanosuspensdes obtidas por moagem de alta energia. A avaliacdo
do tamanho foi feita pelo método umido de difracéo a laser (DL). A obscuracgédo atingida
teve valor maior que 10%, portanto adequada para o método.
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Tabela 21- Valores de diametro médio, d10%, d50% e d90% da rifampicina matéria-
prima e dos nanocristais. n=10.

Diametro

Amostra d10% (um) d 50% (um) d 90% (um) médio (um)

Obscuracéo

Rifampicina 35,17 +£0,04 48,86+0,03 66,77+0,04 50,08+0,03 22,10+ 0,32%

F1-M 4,37+0,02 13,90+0,10 40,10+0,31 18,21+0,17 23,00 +0,00 %
F2-M 1,72+0,04 7,26+0,22 21,08+0,64 9,49+0,32 24,20+0,42%
F3-M 3,05+0,02 14,39+0,06 25,41+0,31 14,41+0,11 21,00+ 0,00%

Os primeiros ensaios foram efetuados utilizando Agua como meio dispersante.
Os resultados indicaram solubilizacdo da amostra no meio, revelado pela mudanca
repentina e significativa na obscuracdo (reducdo na quantidade de particulas em
funcao da dissolucéo dessas). Portanto, selecionou-se como meio dispersante para o
ensaio a solucéo saturada do farmaco, previamente filtrada (KECK, 2010).

Como mencionado anteriormente a rifampicina matéria-prima apresentou
tamanho médio de 50,08 + 0,03um, 10% das particulas apresentaram valores
inferiores a 35,17 £ 0,04 um. Considerando os valores de d10%, d50% e d90% obtidos
€ possivel afirmar que a matéria-prima se encontra na forma micronizada
(STEELE,2001).

Os resultados de tamanhos médio e d10% das particulas nas
nanosuspensoes foram: para F1-M, 18,20 £ 0,16 um e valor d10% de 4,37 £ 0,02 pm,
para F2-M, 9,48 £ 0,32 um e valor de d10% de 1,72 + 0,04 um, finalmente para F3-M,
14,40 £ 0,10 um e valor de d10% de 3,05 = 0,02 um. Os resultados indicam que houve
reducdo significativa do tamanho médio das particulas. No entanto, a quantidade de
nanocristais obtida foi baixa em todas as formulagcdes sendo que as primeiras
particulas detectadas pelo equipamento foram maiores que 1 um.

A reducdo ndo significativa do tamanho das particulas para a escala
nanomeétrica pode ser explicada pela insuficiente energia durante o processo da
moagem. Considerando que com o tempo as imperfeicdes dos cristais diminuem, é
necessario o aumento de energia para que a reducdo do tamanho das particulas do
farmaco seja total e homogénea. De maneira similar, 0 aumento do tempo de moagem

€ necessario visando a uniformidade na reducgdo de tamanho da particula.
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Outro aspecto a considerar é a concentracdo do agente estabilizante no
sistema. A concentracdo inadequada do tensoativo poder ndo garantir o revestimento
total da superficie das particulas, comprometendo gravemente a estabilidade do
sistema (KOELMANS, OVERBEEK, 1954). As concentra¢cdes dos tensoativos foram
determinadas com base na revisdo da literatura dos principais agentes estabilizantes
usados na preparacado de nanosuspensoes.

Todos os resultados de DL foram comparados com a microscopia eletrbnica
de transmissdo (MET), técnica associada ao programa Imagen.j que permite

determinar estimativa do tamanho das particulas.

Figura 33- Distribuicdo granulométrica da F1-M dos nanocristais de rifampicina. n=10
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Figura 34- Distribuicdo granulométrica da F2-M dos nanocristais de rifampicina. n=10
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Figura 35- Distribuicdo granulométrica da F3-M dos nanocristais de rifampicina. n=10
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5.1.2. Determinacdo do diametro hidrodindmico médio (DHM), indice de

polidispersividade (IP) e potencial zeta (PZ) dos nanocristais

Os valores de didametro hidrodindmico médio (DHM), indice de

polidispersividade (IP) e potencial zeta (PZ) estdo apresentados na Tabela 22.

Tabela 22- Diametro hidrodinAmico médio (DHM), indice da polidispersividade (IP) e
potencial zeta (PZ) das formulacbes F1-M, F2-M e F3-M de nanocristais de
rifampicina.

Nanocristais de

Ritampicina DHM (d. nm) P PZ (mV)
F1-M 593,20+3324 042+0,12 -165+0,15
F2-M 974,20+11,62 0,28+0,04  -44,0+0,80
F3-M 59,15+0,23  0,31+0,01 -243+0,44

Para a determinagcdo do didmetro hidrodindmico médio e indice de
polidispersividade foi usado o método de espalhamento de luz dindmica (DLS).

O DHM para a F1-M, contendo o Tween® 80 como agente estabilizante, foi
igual a 593,20 + 33,24 nm, valor que comprova a presenca de particulas na escala
nanomeétrica (nanocristais). Os resultados para a mesma formulacao pelo método de
difracéo de raios laser (DL) indicam tamanho médio de 18,21 + 0,17 um e d10% de
4,37 £ 0,02 um. As primeiras particulas observadas foram aquelas de 1,10 um. Tal
divergéncia justifica-se pela baixa quantidade de nanocristais na formulacao, os quais
sdo dissolvidos durante o procedimento de medicdo empregando DL. Esse
procedimento utiliza 400 mL de meio dispersante e os tensoativos da amostra gerando
aumento da sua solubilidade.

Para F2-M, que contém a lecitina de soja como estabilizante, foi obtido DHM
de 974,20 + 11,62 nm. Esse valor indica a incapacidade da lecitina de atuar como
agente estabilizante na formacdo de nanosuspensdes. Portanto, € recomendavel o
uso desse agente em associagcdo a outros tensoativo, tais como poloxamero 188 e
lauril sulfato de sodio (LSS). O método DL detecta particulas a partir de 400 nm. Na

Figura 32 €& possivel observar os aglomerados na parede do frasco. Esses
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aglomerados indicam a presenca de fendmeno de maturacdo, denominado fenémeno
de Ostwald (GAO; ZHANG; CHEN, 2008).

A F3-M, que contém o poloxadmero 188 como agente estabilizante, obteve
DHM de 59,15 + 0,23 nm. Os resultados do método de difracdo de raios laser para
esta formulacao confirmam a presenca de particulas a partir de 200 nm até 45 um. No
entanto, observa-se maior quantidade de particulas em escala nanométrica. Porém, a
sua distribuicdo ndo pode ser considerada uniforme.

Os resultados obtidos foram corroborados empregando terceira tecnologia, a
microscopia eletronica de transmissao (MET) com o objetivo de avaliar o tamanho das
particulas e a presenca de possiveis aglomerados.

As avaliacdes do potencial zeta foram efetuadas pelo método de mobilidade
eletroforética usando agua, como meio dispersante e solugdo de NaCl 0,9% (p/v) para
0 ajuste da condutividade a 50 uS/cm para a F1-M e 60 uS/cm para as F2- M e F3-M.
O ajuste da condutividade tem por finalidade evitar as flutuacées do potencial zeta em
decorréncia da condutividade variavel da agua (variabilidade interdias e entre
laboratdrios).

A F1-M apresentou potencial zeta igual a -16,5 + 0,15 mV. O Tween® 80
proporciona estabilidade estérica para as formulagdo (JACOBS; KAYSER; MULLER,
2000). A F2-M apresenta potencial zeta igual a - 44,0 £ 0,80 mV. O elevado potencial
zeta negativo dessa preparacdo € justificado pela presenca da lecitina de soja.

Por fim, a F3-M usando poloxamero 188 como tensoativo, apresentou
potencial zeta igual a -24,3 + 0,44 mV. O poloxamero € um polimero bastante usado
como estabilizante estérico. Esse polimero foi adsorvido na superficie dos nanocristais

durante a moagem formando camada de até 7 nm (MULLER, 1991).

5.1.3. Analise morfolégica e tamanho dos nanocristais empregando
microscopia eletronica de transmissao (MET)

Essa analise permitiu monitorar a morfologia e o tamanho das particulas nas
formulagdes obtidas empregando método de moagem de alta energia. As Figuras 36-
38 apresentam as microscopias das trés formulacdes. Observa-se as particulas de

rifampicina com forma de agulha, tipica dos cristais de compostos cristalinos.



69

Pode-se observar a presenca de particulas na escala nanométrica, assim
como a presenca de agregados formados a partir da unido dessas particulas mais
pequenas. Esse fendbmeno de agregacdo é tipico da rifampicina e foi o principal
desafio a ser superado durante todo o trabalho. A microscopia TEM demostrou a

incapacidade dos tensoativos em manter estavel o sistema.

Figura 36- Fotografia MET (um) das particulas de F1-M A: Ampliagdo 20000x e B:
Ampliacdo 50000x.

P,

Figura 37- Fotografia MET (um) das particulas de F2-M A: Ampliacdo 4000x e B:
Ampliacdo 10000x.
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Figura 38- Fotografia MET (um) das particulas de F3-M A: Ampliacdo 20000x e B:
Ampliacdo 50000x.
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5.1.4. Estudo de compatibilidade farmaco-excipiente

Para a preparacdo das nanosuspensfes de rifampicina pelo método de
moagem de alta energia foram selecionados como excipientes: hidroxipropilcelulose
(HPC), lecitina de soja e poloxamero 188 (Lutrol ®F68). Para a determinacédo de
possiveis interacfes e/ou incompatibilidade entre os compostos de cada formulagcéo
foram obtidas as curvas de DSC e TG/DTG do farmaco, de cada excipiente e das

respetivas misturas fisicas.

5.1.4.1. Estudo de compatibilidade entre rifampicina e hidroxipropilcelulose
(HPC)

A Hidroxipropilcelulose (HPC) é um polimero semissintético ndo ibnico que €
usado como agente suspensor em formulacdes de nanocristais, pois permite uma
dispersdo adequada das particulas no sistema. Cabe ressaltar que condicao
indispensavel para moagem homogénea refere-se a adequada dispersdo das
particulas na suspensdo inicial. Essa condigcdo permitira a reducdo uniforme do
tamanho e a adequada distribuicdo do tensoativo nas particulas e que sera refletida

na estabilidade do sistema.
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As Figuras 39 e 40 apresentam as curvas de DSC e TG/DTG do HPC, da
rifampicina (polimorfo I1) e mistura fisica rifampicina/HPC. E possivel observar que a
amostra de HPC apresenta um evento térmico proximo a 40°C, referente a perda
de 4gua. Um segundo evento € observado a 193,6°C (Tpico), caracteristico de fusao,
0 que confirma o fraco grau de cristalinidade (menos de 10%), demonstrado pela
difracéo de raios-X (TALUKDER et al., 2011).

A curva de DSC para mistura fisica apresenta um evento exotérmico na
temperatura de 238,7°C (Tpico). O material é termicamente estavel até cerca de
225°C. O perfil das curvas DSC e TG/DTG da mistura fisica rifampicina/HPC néo
apresentou mudancas significativas quando comparados aos perfis dos componentes
observados individualmente. Portanto, conclui-se que ndo ha interacdo entre as

espécies.

Figura 39- Curvas DSC da rifampicina (polimorfo II), HPC e mistura fisica
rifampicina/HPC obtidas a 10°C/min e atmosfera dinamica de nitrogénio com vazao
de 50 mL min-t.
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Figura 40- Curvas TG/DTG da rifampicina (polimorfo 1), HPC e mistura fisica
rifampicina/HPC obtidas a 10°C/min. TG: atmosfera dindmica de nitrogénio a 100 mL
min-t
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5.1.4.2. Estudo de compatibilidade entre rifampicina e lecitina

A lecitina é um tensoativo anfotérico usada comumente nas formulacées por
ser de origem natural, biodegradavel além de ser aceita pela FDA e WHO para
formulacdo de medicamentos injetaveis (MIKAEL; INGEGARD, 2010). As Figuras 41
e 42 apresentam as curvas de DSC e TG/DTG da lecitina, da rifampicina (polimorfo II)
e mistura fisica rifampicina/lecitina. A lecitina apresenta endotérmica a 132,8°C (Tpico)
que é caracteristica do processo de fusdo (CHANDA.H et al., 2011).

Segundo as curvas de TG/DTG, a mistura é termicamente estavel até cerca
de 200°C temperatura em que inicia sua degradacéo. A curva de DSC para essa,
apresenta evento endotérmico caracteristico do ponto de fusdo da rifampicina a
176,7°C (Tpico) seguido de recristalizacdo na primeira exotérmica em 184,3°C (Tpico)
e do processo da decomposicdo térmica que é observado na curva de DSC na
temperatura de 225,8°C (Tpico) (AGRAWAL et al., 2004). Observa-se a auséncia dos

eventos térmicos da lecitina, o qual pode estar atribuido a capacidade de dissolucao
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da lecitina na rifampicina, visto que esse excipiente apresenta fusdo em 132,0°C
(Tpico).

O perfil das curvas DSC e TG/DTG da mistura fisica rifampicina/lecitina
indicou que ndo houve mudancas significativas quando comparados aos perfis dos
componentes observados individualmente, portanto, conclui-se que nao ha interacao

entre as espécies.

Figura 41- Curvas DSC da rifampicina (polimorfo II), lecitina e mistura fisica
rifampicina/lecitina obtidas a 10°C/min e atmosfera dinamica de nitrogénio com vazao
de 50 mL min-t.
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Figura 42- Curvas TG/DTG da rifampicina (polimorfo Il), lecitina e mistura fisica
rifampicina/lecitina obtidas a 10°C/min. TG: atmosfera dindmica de nitrogénio a 100
mL min-1,
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5.1.4.3. Estudo de compatibilidade entre rifampicina e poloxamero 188
(Lutrol ®F68)

O poloxamero 188 é tensoativo nao ibnico usado nas formulacdes como
agente solubilizante ou tensoativo. As Figuras 43 e 44 mostram as curvas de DSC e
TG/DTG do poloxamero 188, da rifampicina (polimorfo 1) e da mistura fisica
rifampicina/poloxamero 188. A curva de DSC para o poloxdmero 188 mostrou evento
endotérmico em 51,2°C (Tpico) referente ao processo de fusdo seguido de posterior
evento exotérmico em 160,5°C (Tpico) devido a decomposicdo térmica da amostra.

Observa-se que a partir de aproximadamente 320°C inicia-se a perda de
massa confirmado pela curva de TG/DTG. As diferengcas nas temperaturas de
decomposicao térmica da amostra de poloxadmero 188 entre os ensaios de DSC e
TG/DTG podem ser justificadas pelo fato do ensaio de DSC ter sido realizado em

cadinho fechado, enquanto que o ensaio de TG foi realizado em cadinho aberto. No
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entanto, as curvas de DSC e TG/DTG da mistura fisica revelam que ndo houve

alteracdes significativas nos perfis termoanaliticos.

Figura 43- Curvas DSC da rifampicina (polimorfo Il), poloxdmero 188 e mistura fisica
rifampicina/poloxamero 188 obtidas a 10°C/min e atmosfera dindmica de nitrogénio
com vazdo de 50 mL min™,
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Figura 44- Curvas TG/DTG rifampicina (polimorfo II), poloxamero 188 e mistura fisica
rifampicina/poloxamero 188 obtidas a 10°C/min. TG: atmosfera dinamica de nitrogénio
a 100 mL min-t,
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5.1.5. Consideragdes parciais

O desenvolvimento de formas farmacéuticas inovadoras com maior eficacia
terapéutica e seguranca para o tratamento da tuberculose € de fundamental
importancia. Considerando a classificacdo (SCB) da rifampicina, o aumento da
solubilidade desse farmaco tem potencial para aumentar sua biodisponibilidade. Os
objetivos propostos pela OMS para erradicacéo de TB a nivel global vencem em 2030.
Portanto, espera-se maior preocupacao por parte das industrias farmacéuticas e do
governo no sentido de viabilizar e/ou disponibilizar investimentos que permitam
alcancar tal objetivo.

Neste sentido, 0 método de moagem de alta energia revelou a formacéo de
nanocristais de rifampicina. No entanto, a quantidades dessas particulas foi menor
que aquele esperado (d10% igual a 4,37 + 0,02 para F1-M, d10% igual a 1,72 £ 0,04
para F2-M e d10% igual a 3,05 = 0,02 para F3-M). Além disso, a distribuicdo do

tamanho apresentou elevada polispersividade. Esses resultados indicam instabilidade
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do sistema e revelam o principal desafio enfrentado durante todo o trabalho que
consistiu em evitar a agregacdo dos cristais de rifampicina, caracteristica desse
farmaco.

Os resultados de analise térmica (DSC e TG/DTG) para avaliacdo de
compatibilidade farmaco-excipientes demostraram que houve uma somatoria dos
eventos térmicos nas curvas DSC para todas misturas fisicas (rifampicina-HPC,
rifampicina-poloxamero 188 e rifampicina-lecitina). Assim, também as curvas DT/DTG
permitiram corroborar a auséncia de qualquer tipo de interacao e/ou incompatibilidade
entre o farmaco e os excipientes. Esses resultados demonstraram que 0s agentes
estabilizantes usados sdo candidatos promissores para formac&o de nanocristais.

Desse modo, a preparagdo de nanocristais de rifampicina pelo método de
moagem de alta energia revelou que néo foi utilizada energia suficiente durante o
processo e, ainda, que a concentracdo dos tensoativos e polimeros no sistema foi

insuficiente para alcancar a estabilidade fisica da preparacéo.

5.2. Preparacdo dos nanocristais empregando homogeneizacdo a alta
pressao (HAP)

As formulacgdes obtidas pelo método de homogeneizacao a alta pressao estao
apresentadas na Figura 45. Observa-se a presenca de aglomerados na F1-H aderidos
na parede do frasco. Tal fenbmeno indicou que a preparacdo nao apresentou

estabilidade fisica. A nanosuspensao F2-H apresentou aparéncia uniforme.

Figura 45- Nanosuspensdes de rifampicina obtidas por homogeneizacdo a alta
pressao. A: F1-H e B: F2-H.
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5.2.1. Distribuicdo do tamanho dos nanocristais empregando difracéo de

raios laser

A Tabela 23 e a Figura 46 e 47 apresenta a distribuicdo granulométrica das
particulas das nanosuspensfes obtidas por homogeneizacdo a alta pressdo. A
avaliacdo do tamanho foi efetuada pelo método umido de difracdo a laser (DL). A

obscuragéo teve valor maior que 10%.

Tabela 23- Valores de diametro médio, d10%, d50% e d90% da rifampicina matéria-
prima e dos nanocristais. n=10.

Diametro ~
0, 0, 0,
Amostra d 10% (um) d 50% (um) d 90% (um) médio (um) Obscuracéo
Rifampicina 35,17 +0,04 48,86 £0,03 66,77+ 0,04 50,08 +0,03 22,10+ 0,32%

F1-H (sem ultrassom) 2,23+0,06 6,18+0,07 12,16+0,34 6,85+0,16 29,20 +2,94%

F1-H (com ultrassom) 0,07+0,00 0,23+0,00 0,60+0,03 0,30+0,01 17,00 =0,00%
F2-H 0,07+0,00 0,33+0,01 0,98+0,02 0,45+0,01 2530+1,16%

O tamanho médio das particulas para F1-H foi de 6,89 + 0,06 um, com valor
d10% de 2,25 = 0,02 pum. Esses resultados indicaram a reducdo no tamanho das
particulas quando comparada ao tamanho inicial da rifampicina matéria-prima (Tabela
23). No entanto, as primeiras particulas detectadas no equipamento foram acima de
0,8 um, determinando-se ainda baixa propor¢éo de particulas na escala nanomeétrica.

De maneira contrastante, a F2-H apresentou tamanho médio igual a 0,44 +
0,01 pm e d10% igual a 0,07+ 0,01 pum. Esse resultado indicou reducao elevada e
caracteristica homogénea do tamanho das particulas do farmaco. As particulas
detectadas estédo abaixo do seu limite inferior, 400 nm, o que indica formacao elevada

de nanocristais.
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Figura 46- Distribuicdo granulométrica da F1-H dos nanocristais de rifampicina. n=10
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Figura 47- Distribuicdo granulométrica da F2-H dos nanocristais de rifampicina. n=10
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5.2.2. Diametro hidrodinamico médio (DHM), indice de polidispersividade

(IP) e potencial zeta (PZ) dos nanocristais

Os resultados da determinacdo desses parametros estdo apresentados na

Tabela 24.
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Tabela 24- Diametro hidrodindmico médio (DHM), indice da polidispersividade (IP) e
potencial zeta (PZ) das formula¢des F1-H e F2-H de nanocristais de rifampicina.

Amostra DHM (d. nm) IP PZ (mV)
To 31,05+2,85 0,27+0,03 -20,70 £ 0,52
F1-H
T24 52430+11,31 0,31+0,03 -18,05+ 2,85
F2-H 412,60+4,12 0,12 +0,02 -9,94 £ 0,19

To: imediatamente apos a preparacao. T2s; apos 24 horas

O DHM para a F1-H, contendo poloxamero 188 como tensoativo, foi de 31,05
+ 2,85 nm imediatamente ap0s a sua preparacdo (To). No entanto, no dia seguinte
(T24) foi observada presenca de particulas na parede do frasco indicando a nao-
estabilidade do sistema. Nesse intervalo de tempo, o tamanho foi de 524,30 + 11,31
nm. Tendo em vista maior entendimento do fenébmeno ocorrido, foi realizada avaliagao
empregando método DL com e sem ultrassom. Esse método com ultrassom revelou
didmetro médio de 0,30 = 0,01 pm, com d10% de 0,07 + 0,01 pm.

A mudanca significativa de tamanho, ap6s 24 horas, pode ser explicada pelo
fenbmeno de maturacdo, também chamado de fenbmeno de Ostwald, responsavel
pelas alteragbes do tamanho e distribuicdo das particulas (NUTAN, REDDY,2009).
Esse fenbmeno se refere ao crescimento de particulas maiores a partir de particulas
menores (nanocristais).

As particulas menores possuem maior solubilidade de saturacéo e velocidade
de dissolucdo quando comparadas as maiores, de acordo com a equacao Ostwald—
Freundlich. Assim, forma-se solucdo saturada de farmaco em torno das particulas
maiores. Esta sobressaturacdo ocasiona gradiente de concentracdo entre ambos 0s
tipos de particulas no sistema conduzindo a posterior recristalizacdo do farmaco
sobres as particulas maiores, formando os agregados. Esse processo continua até
que quase todas as particulas menores se dissolvam permitindo o aumento de
tamanho das particulas maiores ao longo do tempo.

O fenbmeno poderia ser evitado se a distribuicdo do tamanho fosse estreita,
ou seja, se 0 tamanho das particulas apresentasse uniformidade (PATRAVALE,
DATE, KULKARNI, 2004). Dessa maneira, seria possivel minimizar a diferenca da
solubilidade de saturacdo e do gradiente de concentracdo do farmaco no meio

dispersante.
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A escolha do tipo de agente estabilizante também é de fundamental
importancia uma vez que ele ndo pode influenciar demasiado na solubilidade do
farmaco. Sua funcdo € permanecer adsorvido na superficie do nanocristal reduzindo
a tensdo interfacial entres as particulas sélidas e o meio dispersante. A solubilidade,
a temperatura e a agitacdo mecanica também podem influir no surgimento do
fendbmeno de Ostwald (MCCLEMENTS, 2004).

Estudo conduzido para nanosuspensdes de ibuprofeno usando tensoativos
como lauril sulfato de sddio, Tween® 80 e poloxamero 188, demonstrou correlacao
entre a solubilidade do farmaco em solugbes com esses agentes e o tamanho das
particulas (distribuicdo polidispersa) obtidas imediatamente apds sua obtencdo. O
aumento do agente estabilizante no meio dispersante pode contribuir para o aumento
de tamanho das particulas desde que aumente a solubilidade das particulas
pequenas, conseguindo uma variacdo do tamanho final das particulas (VERMA,
GOKHALE, BURGESSA,2009).

Assim, a homogeneizacdo a alta pressao, para a formulagdo contendo
elevada concentragéo de poloxamero (4%p/p) em relagéo a rifampicina (p/p), permitiu
0 aumento da solubilidade das particulas nanométricas. Essa solubilizacdo permitiu

a formacéo de agregados observados apos 24 horas de preparo (Figura 48)

Figura 48- Esquema do mecanismo de aglomeracdo da F1-H apdés um dia de
obtencdo empregando homogeneizacdo a alta pressdo. Adaptado de
(PONGPEERAPAT et al., 2008).
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A F2-H contendo Povacoat™, polimero derivado de PVA, como agente
estabilizante, apresentou DHM igual a 412,60 £ 4,12 nm, tamanho que é similar ao
obtido pelo método DL: 440,00 + 0,01 nm.

O poloxamero 188 e o Povacoat™ (derivado do PVA) proporcionam
estabilidade estérica, pelo efeito de solvatacdo. Esses polimeros sdo adsorvidos na
superficie das particulas do farmaco por meio de dois segmentos (WU; ZHANG,;
WATANABE, 2011). O primeiro, denominado segmento de estabiliza¢do, é soltvel no
meio de dispersao e produz a repulsdo estérica. A medida que esse segmento se
estende desde a superficie da particula até a certa distancia para dentro do meio de
dispersao, esse interage fortemente com outras particulas dispersas.

O segundo segmento, denominado de camada de ancoragem, refere-se a
porcdo do polimero que se encontra solvatado e aderido as particulas. Esse se
estende ao longo da superficie dessas, formando camada fortemente ligada as
particulas (NUTAN, REDDY,2009).

A adequada estabilidade estérica € alcancada se os agentes estabilizantes
sdo adsorvidos na superficie da particula, formando corretamente a camada de
ancoragem, e ainda, se existe adequada solvatacdo entre 0 meio dispersante e o
segmento de estabilizacdo do nanocristal (KIM, 2004).

Condicdo adicional refere-se a estrutura e massa molecular do agente
estabilizante a ser usado uma vez que o segmento de estabilizagdo formado pelos
polimeros deve ser suficientemente longa e densa para manter adequada barreira
estérica, capaz de minimizar a interacdo entre os nanocristais (CHIO,2005). Os
agentes estabilizantes com elevada massa molecular sdo excelentes estabilizantes
estéricos (CANELAS, BETTS, DESIMONE, 1996). O comprimento da cadeia devera
ser suficiente para superar as forcas de Van der Waals (DENG, HUANG, LIU, 2010).

A F1-H apresentou potencial zeta igual a -20,70 + 0,52 mV, imediatamente
apos o preparo e -18,05 + 2,85, ap06s 24 horas. A perda de estabilidade foi observada
na formacdo de agregado e demostrado nas leituras de DL e de DLS. Essa
instabilidade é explicada pela baixa massa molecular do poloxamero 188 (7680-9510
g/mol), motivo pelo qual houve a formacéo de camadas de estabilizacdo muito finas
permitindo posterior agregagao.

O resultado do potencial zeta para a F2-H foi de -9,94 + 0,19 mV. Esse valor

pode indicar ndo adequada estabilidade da formulacdo em funcdo do valor, em
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modulo, ser abaixo de |30|, valor normalmente assumido para estabilidade. No
entanto, a estabilidade no tempo (3 meses) indicou que a formulacao foi estavel devido
ao uso do Povacoat®, como agente estabilizante. Este polimero possui massa
molecular de 40.000 g/mol, permitindo a formacdo de camadas longas e densas ao

redor das particulas que impedem o contato entre 0s nanocristais.

5.2.3. Liofilizagdo das nanosuspensdes

A liofilizacdo da F2-H foi efetuada sem crioprotetor, resultando em liofilizado
com aparéncia uniforme. Como em todas as avaliagdes de liofilizados, foram
observados o volume final da pastilha e a aparéncia do cake (Figura 49), sendo que
ambos foram cumpridos com excelentes resultados.

O liofilizado foi reconstituido no mesmo volume de agua que foi removido da
formulac@o. Foram avaliados, apos a reconstituicdo, o dimetro hidrodindmico médio
(DHM), o indice de polidispersividade (IP) e o potencial zeta (PZ). Os resultados estéao
apresentados na Tabela 25. Os resultados indicaram que ndo houveram alteracdes

significativas nessas caracteristicas apos a liofilizacao.

Tabela 25- Diametro hidrodinamico médio (DHM), indice da polidispersividade (IP) e
potencial zeta (PZ) dos nanocristais na formulacdo F2-H reconstituida apdés
liofilizacao.

Férmula DHM (d. nm) IP PZ (mV)

F2-H 412,60 £ 4,12 0,12 + 0,02 -9,94 + 0,19

F2-H ap0és reconstituigdo® 418,10 + 12,87 0,11 £ 0,06 -9,55 + 0,60
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Figura 49- Diametro hidrodinamico médio (DHM), indice da polidispersividade (IP) e
potencial zeta (PZ) dos nanocristais na formulacdo F2-H reconstituida apoés
liofilizacao.
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5.2.4. Analise morfolégica e tamanho dos nanocristais empregando

microscopia eletrénica de transmissao (MET)

A F2-H, em nanosuspensao, e imediatamente ap0s a liofilizacdo, foi avaliada
(Figuras 50 e 51). Observa-se a morfologia aproximadamente esférica dos
nanocristais de rifampicina e a auséncia de agregados. O programa Imagen.
determinou particulas entre os tamanhos de 215,90 nm e 547,13 nm. Esses valores
estdo dentro dos tamanhos de particulas determinados pelos métodos DL e DLS.

Observa-se claramente que as particulas se encontram na escala manomeétrica.
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Figura 50- Fotografia MET (um) das particulas de F2-H obtida por homogeneizac¢éo
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Figura 51- Fotografia MET (um) das particulas de F2-H liofilizada e reconstituida em
agua obtida por homogeneizac¢ao a alta pressdo. Ampliacées de 15000x.
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5.2.5. Estudos de compatibilidade farmaco- excipiente

Os tensoativos usados para a obtengdo de nanosuspensdes de rifampicina

pelo método de homogeneizacdo a alta pressdo foram o poloxamero 188 (Lutrol

®F68) e 0 Povacoat™, derivado do polimero PVA. Para a determinacdo possiveis

incompatibilidades entre esses compostos e o farmaco foram obtidas as curvas de

DSC e TG/DTG do farmaco, de cada excipiente e das respectivas misturas fisicas. O
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estudo de compatibilidade com o poloxamero foi anteriormente determinado (método

de moagem de alta energia).
5.2.5.1. Estudo de compatibilidade rifampicina e Povacoat™

Esse copolimero semissintético de PVA, polivinil alcool/ &cido acrilico/
metacrilato de metilo (Figura 52) é considerado novo excipiente farmacéutico. O tipo
F apresenta massa molecular de 40.000 g/mol e é usado como filme de revestimento,
ligante da granulacdo Umida e matriz em dispersdes sélidas, segundo o fabricante.

Possui elevada solubilidade em agua.

Figura 52- Estrutura quimica do Povacoat™
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As Figuras 53 e 54 mostram as curvas de DSC e TG/DTG do polimero, da
rifampicina polimorfo Il e da mistura fisica, respectivamente.

A curva de DSC para o Povacoat™ (Figura 52) mostrou evento endotérmico
em 199,5°C (Tpico) referente a formacg&o de anidro ciclico por meio da condensacao
do éster intramolecular (LIN, WEI, 2011). Nesse ensaio ndo se aprecia o evento
endotérmico caracteristico do polimero correspondente a transicao vitrea: 40,0°C até
130,0°C aproximadamente. Observa-se que a partir de aproximadamente 220,0°C
inicia-se a perda de massa, confirmada pela curva de TG/DTG (XU, et al.,2014).

A curva DSC para mistura fisica apresenta endotérmica em 182,6°C (Tpico),
evento tipico do processo de fusdo seguido da recristalizacdo da rifampicina
representada pela primeira exotérmica em 193,0°C (Tpico). Observa-se segunda e

terceira exotérmicas em 233,7°C e 245,0°C (Tpico). A mistura é termicamente estavel
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até cerca de 176,0°C. O perfil das curvas DSC e TG/DTG da mistura fisica rifampicina/
Povacoat™ ndo apresentou mudancas significativas quando comparado aos perfis
dos componentes observados individualmente. Portanto, conclui-se que ndo ha

interacdo entre as espécies.

Figura 53- Curvas DSC da rifampicina (polimorfo Il), Povacoat™ e mistura fisica
rifampicina/ Povacoat™ obtidas a 10°C/min e atmosfera dinamica de nitrogénio com
vazdo de 50 mL min,
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Figura 54- Curvas TG/DTG rifampicina (polimorfo IlI), Povacoat™ e mistura fisica
rifampicina/ Povacoat™ obtidas a 10°C/min. TG: atmosfera dindmica de nitrogénio a
100 mL.mint
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5.2.6. Analise térmica da formulacdo obtida por homogeneizacdo a alta

presséao

A curva DSC (Figura 55) para F2-H apresenta como primeiro evento a

acomodacdo térmica do sistema a temperatura de 57,2°C (Tpico). O evento

endotérmico tipico da fusdo da rifampicina ndo é observado indicando possivel

amorfizacdo do farmaco durante o processo de nanonizacdo. Posteriormente €&

observado evento exotérmico a 204,6°C. A F2-H é termicamente estavel até cerca de
202,0°C. (Figura 56).
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Figura 55- Curvas DSC da rifampicina (polimorfo Il), da mistura fisica rifampicina/
Povacoat™ e da F2-H obtidas a 10°C/min e atmosfera dinamica de nitrogénio com
vazao de 50 mL min,
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Figura 56- Curvas TG/DTG rifampicina (polimorfo Il), da mistura fisica rifampicina/
Povacoat™ e da F2-H obtidas a 10°C/min. TG: atmosfera dinamica de nitrogénio a
100 mL min2,
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5.2.7. Estabilidade fisica da nanosuspensao no tempo

A estabilidade no tempo da F2-H é apresentada na Figura 57. Observa-se que
o tamanho das particulas a 25°C ndo apresenta variacao significativa do tamanho e
potencial zeta, durante periodo de 3 meses. Sob refrigeracdo, temperatura de 4°C,
observa-se no primeiro més pequena variacdo do tamanho que ndo persiste apés
esse periodo. Tal fato pode ser justificado em funcdo do procedimento da preparacao
da amostra. Os resultados na sua totalidade refletem a estabilidade do sistema, que

apresenta boa uniformidade no tempo.

Figura 57- Diametro hidrodinamico médio (DHM), indice da polidispersividade (IP) e
potencial zeta (PZ) dos nanocristais de rifampicina em formulacdo F2-H durante 3
meses a 25°C e 4°C.
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5.2.8. Consideracdes parciais

A homogeneizacdo a alta pressdo € uma das tecnologias mais usadas na
preparacdo de nanocristais. Esse método apresentou melhores resultados na
preparacdo de nanocristais em comparacdo com o meétodo de moagem de alta
energia. No entanto, o fator limitante para o uso desse método na preparacdo de
nanocristais foi a necessidade da obtencdo de adequada dispersdo das particulas
micrométricas do farmaco antes de ser submetidas a alta presséo. Tal limitacéo foi

superada com elevada concentracao do agente estabilizante (Povacoat™ a 10%).
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Os polimeros poloxamero 188 e Povacoat ™ foram selecionados com base
na revisédo da literatura. Além disso, as analises térmicas revelaram a auséncia de
incompatibilidade com o farmaco. As curvas DSC e DT/DTG demostraram que ambos
0 polimero mantém a caracteristica cristalina do farmaco, polimorfo Il, permitindo
concluir que séo candidatos adequados para preparacdo de nanocristais de
rifampicina.

Os resultados de tamanho e de morfologia do nanocristal corroboram a
incapacidade do poloxamero 188 em manter a estabilidade do sistema. Esse polimero
foi utilizado no preparo de nanosuspensao empregando moagem de alta energia (F3-
M). Essa nanosuspensao foi aquela que apresento maior estabilidade fisica entre as
trés nanosuspensdes preparadas com diferentes agentes estabilizantes. Portanto,
esse esse agente estabilizante foi selecionado para a preparacdo de nanosuspensao
pelo método de homogeneizacgao a alta pressdo com incremento da concentracéo (de
1 para 4%pl/p) visando obter melhor estabilidade fisica da preparacéo e auséncia de
agregados. Os resultados obtidos demonstraram que tais objetivos ndo foram
alcancados. Entretanto, a nanosuspensdo preparada com o polimero Povacoat™,
revelou excelente resultados quanto ao tamanho, morfologia e estabilidade no tempo.
No entanto, a elevada concentracdo de Povacoat™ (10% p/p) poderia elevar a
toxicidade da preparagéo..

Considerando o insucesso dos métodos anteriores na obtencdo de
preparacdes de nanocristais estaveis, foi selecionado terceiro método: moagem via
umida em escala reduzida. A adocdo desse método, simples e economicamente
viavel, permitiu corrigir os problemas detectados na preparacdo de nanocristais de
rifampicina empregando os métodos de moagem de alta energia e homogeneizacgéo

a alta pressao.

5.3. Preparacao de nanocristais empregando moagem via imida em escala

reduzida

A preparacdo das nanosuspensdes de rifampicina pelo método de moagem
via Umida em escala reduzida revelou ser simples e rapida. Foi possivel verificar em
periodo de 5 dias o tamanho do farmaco foi reduzido. Foram efetuados trés ensaios
de superficie de resposta visando determinar as varidveis do processo de

nanonizacdo. As formulacdes foram avaliadas quanto ao diametro hidrodinamico



92

médio (DHM), o potencial zeta (PZ) e o indice de polidispersividade (PD). Tal
abordagem permitiu determinar que a velocidade de agitacao na faixa entre 800 e1100
rpm e o tempo de agitagdo na faixo entre 3 e 7 dias nao interferem na reducgéo do
tamanho das particulas. A concentracdo de Povacoat™ na faixa entre 1-3% p/p
permitiu a correta formacao de suspensdes iniciais do farmaco.

Para concentracfes entre 5 e 7 % p/p do farmaco e entre 10 e 30% de esferas
de zircOnia foi observada a formacao de agregados (Figura 58). A Tabela 26 apresenta
as formulacdes desenvolvidas durante o segundo ensaio de superficie de resposta,
na etapa preliminar. Dessa maneira, os critérios de DHM, PZ e PDI foram
determinantes para discriminar os parametros.

Tabela 26- Avaliacao da agregacao e precipitacdo dos nanocristais de rifampicina.

~ Rifampicina ZircOnia Povacoat =
Formulagao (%pr}p) (%p/p) (%p/p) RPM Observagao
1 6 30 3 950 Precipitados
2 5 20 2 1100 Precipitados
3 6 20 1 1100 -
4 7 20 3 950 Agregados
5 6 30 2 1100 -
6 6 20 3 800 -
7 6 20 2 950 -
8 5 20 3 950 Precipitados
9 5 20 2 800 -
10 6 10 2 800 -
11 6 20 3 1100 -
12 7 20 2 800 Agregados
13 5 20 1 950 -
14 5 30 2 950 -
15 6 10 2 1100 -
16 7 20 1 950 Agregados
17 7 30 2 950 Agregados
18 7 20 2 1100 Agregados
19 6 20 1 800 -
20 5 10 2 950 -
21 7 10 2 950 Agregados
22 6 20 2 950 -
23 6 20 2 950 -
24 6 30 2 800 Precipitados
25 6 10 1 950 -
26 6 30 1 950 Agregados
27 6 10 3 950 -
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Figura 58- Nanosuspensfes de rifampicina obtidas por moagem via Umida em escala
reduzida com presenca de agregados e precipitados.

5.3.1. Otimizagcdo do processo de preparacdo dos nanocristais de
rifampicina empregando planejamento de experimentos por superficie

de resposta

A metodologia de superficie de resposta (MSR) consiste de método estatistico
eficaz e poderoso para otimizar processos. O uso desse método visa reduzir o nimero
de ensaios experimentais, reduzindo consequentemente o tempo do desenvolvimento
dos nanocristais e a quantidade de matéria-prima. Adicionalmente, esse método
permite identificar interacdes e parametros criticos do processo.

A metodologia envolve trés fases: (1) a elaboracdo de projeto rotativo
composto central; (2) a modelagem de superficie de resposta por meio de andlise de
regressdo; e (3) a otimizacdo do processo usando os modelos de superficie de
resposta (WANG et al., 2012).

Para o presente trabalho, foram necesséarios apenas 15 experimentos
(incluindo 3 pontos centrais) para a avaliacdo da influéncia da concentracdo de
Povacoat™, das esferas de zirconio e da rifampicina nas respostas (DHM, PDI e PZ).
Com este estudo foi possivel obter base racional cientifica para o entendimento do
processo de nanonizacdo. Adicionalmente, foi possivel construir modelos
matematicos tendo em vista a otimizacédo do tamanho dos nanocristais de rifampicina.

A Tabela 27 apresenta os resultados de DHM, PDI e PZ obtidos para os 15
experimentos. Este meétodo incluiu faixa de concentracdes das variaveis

independentes rifampicina 3-5% p/p, Povacoat™ 1-3% p/p e esferas de zirconio 10-
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20%. O resultado desse planejamento revelou que para a obtencdo de valores de
DHM menores, a concentracdo ideal de Povacoat™ é entre 2,5 e 3,0% p/p e

rifampicina em concentracdes < 3,5% p/p.

Tabela 27- Diametro hidrodinAmico médio, indice de polidispersividade e potencial
zeta dos nanocristais de rifampicina na matriz de ensaios do planejamento de
experimentos por superficie de resposta.

Ordem Rifampicina Zirconio Povacoat™ DHM DHM P P Pz Pz
ensaio (%P/P) (%P/P) (%P/P) (nm) DP DP (Mv) DP
8 1,00 5,00 15,00 3,00 362,90 5,53 0,14 0,06 -9,53 0,24
14 2,00 4,00 15,00 2,00 356,40 4,55 0,16 0,02 -10,10 0,15
10 3,00 4,00 20,00 1,00 442,40 8,90 0,25 0,02 -9,35 0,28
4,00 5,00 20,00 2,00 390,90 20,82 0,11 0,06 -9,20 0,09
5,00 3,00 15,00 1,00 401,60 0,32 0,18 0,04 -10,10 0,22
15 6,00 4,00 15,00 2,00 340,40 2,08 0,16 0,05 -9,91 0,23
3 7,00 3,00 20,00 2,00 362,90 4,35 0,19 0,03 -8,83 0,35
13 8,00 4,00 15,00 2,00 384,40 3,69 0,16 0,04 -9,60 0,19
2 9,00 5,00 10,00 2,00 393,30 19,01 0,08 0,06 -9,94 0,18
11 10,00 4,00 10,00 3,00 480,80 10,32 0,25 0,07 -9,76 0,37
12 11,00 4,00 20,00 3,00 330,30 2,64 0,17 0,01 -9,72 0,26
7 12,00 3,00 15,00 3,00 336,60 1,64 0,20 0,01 -9,81 0,26
1 13,00 3,00 10,00 2,00 407,20 4,45 0,19 0,03 -8,82 0,35
9 14,00 4,00 10,00 1,00 421,80 14,04 0,18 0,04 -9,35 0,46
6 15,00 5,00 15,00 1,00 377,90 6,95 0,24 0,02 -9,42 0,32

F: formulacdo; DHM: didmetro hidrodindmico médio de particula; PZ: potencial zeta; IP:
Polidispersividade; DP: desvio padréo.

5.3.1.1. Didmetro hidrodindmico médio

A avaliacdo da adequacdo do modelo matematico foi feita pela anélise de
variancia (ANOVA) que consiste em método confiavel que permite comparar a
variacdo do tratamento (alteracdo na combinacéo de niveis variaveis) com a variacédo
causada pelos erros aleatérios inerentes as medidas das respostas geradas (DHM, IP
e PZ). Com essa comparacao seré possivel avaliar a significancia da regresséo usada
para prever respostas considerando as fontes de variacdo experimental. Um modelo
sera bem ajustado aos dados experimentais se ele apresenta regressao significativa
e uma falta de ajuste nédo significativa (MYERS, MONTGOMERY, 2009).

Na ANOVA quando o nivel de significancia denotado pelo valor p, apresenta
valor menor que 0,05 (para a=0,05) o modelo obtido é considerado estatisticamente

significativo. Portanto, se demostra que os termos no modelo tém efeitos significativos
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sobre as respostas. A Tabela 28 apresenta os resultados da ANOVA para DHM. O
modelo linear e a significancia da interacéo entre Rifampicina (%p/p) *Zircénio (%op/p),
Rifampicina (%P/P) * Povacoat™ (%p/p) e Zirconio (%p/p) * Povacoat™ (%p/p) foram
revelados pelo valor-p igual a 0,000 (a=0,05), para cada termo. Portanto, o modelo
obtido foi considerado como estatisticamente significativo e adequado, o qual foi
reforcado pelo valor- p nao significativo para a falta de ajuste (0,484; a=0,05).

Com relacédo aos residuos, a suposi¢do de normalidade foi verificada por meio
do gréfico de probabilidade normal e pelo histograma (Figura 59). No grafico de
probabilidade normal, o residuo é representado em funcédo de seu valor esperado,
calculado a partir da suposicdo de que os estes seguem distribuicdo normal.
Considerando os dados obtidos, a localizacdo dos pontos em relagdo a curva de
probabilidade, assim como, o histograma, é possivel inferir que a suposicao de
normalidade €& valida. O gréfico das observacdes individuais demonstro o
comportamento aleatério dos residuos (MYERS, MONTGOMERY, 2009).

Apenas a auséncia da falta de ajuste ndo satisfaz a significancia do modelo
proposto. Ambiente experimental muito ruidoso, expresso por elevada variabilidade, e
variaveis importantes que nao foram consideradas no experimento podem invalidar o
modelo. Dessa forma, a avaliacdo do desempenho global que inclui o coeficiente de
determinacdo, indicado por R? o qual deve ser analisado conjuntamente ao R?
ajustado, para os graus de liberdade associado, € de fundamental importancia.
Quando R? e R? ajustado diferem drasticamente, ha indicacdo de que termos néo
significativos foram incluidos no modelo (TRINH, KANG, 2011)

Para a avaliacdo do DHM, os dois valores de R? e R? ajustado ndo séo
significativamente diferentes (Tabela 29). Além disso, os graficos de probabilidade
normal dos residuos ndo mostram evidéncias fortes de desvios da normalidade
(Figura 58). Adicionalmente, o R? de previsdo também néo difere substancialmente
dos valores de R? e R? ajustado. Valor maior que 0,8 (80%), para esse coeficiente,
indica a probabilidade de que os dados previstos (teéricos) pelo modelo sédo préximos
aos valores praticos. Dessa maneira, 0 modelo matematico podera ser utilizado para
a otimizacdo do processo permitindo a obtencdo dos resultados desejados.
Consequentemente, para o DHM, o modelo global de primeira ordem, como observa-
se na Equacéo 7, é considerado significativo e adequado.
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Tabela 28- Andlise de variancia para testar a significancia da regressao para os dados
obtidos no ensaio para avaliacdo do DHM de nanocristais de rifampicina contendo as
variaveis: concentracdo de rifampicina, de esferas de zircénio e Povacoat™.

Fonte GL SQ (Aj.) QM (Aj.) Valor F Valor-P
Modelo 9 13650,4 1516,71 228,57 0,000
Linear 3 4478,9 1492,96 225,00 0,000
Rifampicina (p/p%) 1 34,9 34,86 5,25 0,070
Zirconio (p/p%) 1 1240,0 1240,02 186,88 0,000
Povacoat™ (p/p%) 1 3204,0 3204,00 482,86 0,000
Interacdo com 2 Fatores 3 3277,6 1092,53 164,65 0,000
Rifampicina (%P/P) *Zircénio (%P/P) 1 438,9 438,90 66,14 0,000
Rifampicina (%P/P) * Povacoat™ (%P/P) 1 625,0 625,00 94,19 0,000
Zirconio (%P/P) * Povacoat™ (%P/P) 1 2213,7 2213,70 333,62 0,000
Erro 5 33,2 6,64

Falta de ajuste 3 21,3 7,11 1,20 0,484
Erro puro 2 11,8 5,92 * *
Total 14 13683,5

GL: graus de liberdade; SQ seq: soma dos quadrados; SQ aj: soma dos quadrados ajustados;
Teste F: estatistica F; MQ (aj): média quadratica ajustada. Valor-p: nivel de significancia

Tabela 29- Teste para significancia dos coeficientes codificados de regresséao e indices
de ajuste do modelo selecionado no ensaio para avaliagdo do DHM de nanocristais de
rifampicina contendo as variaveis: concentracao de rifampicina, de esferas de zirconio e
Povacoat™.

Termos Coeficientes C-DP EstatisticaT Valor-p VIF
Constante 359,20 1,49 241,52 0,000
Rifampicina (p/p%) 2,087 0,911 2,29 0,000 1
Zirconio (p/p%) -12,450 0,911 -13,67 0,000 1
Povacoat™ (p/p%) -20,012 0,911 -21,97 0,000 1
Rifampicina (%P/P) *Zircénio (%P/P) 10,47 1,29 8,13 0,000 1
Rifampicina (%P/P) * Povacoat™ (%P/P) 12,50 1,29 9,71 0,000 1
Zirconio (%P/P) * Povacoat™ (%P/P) -23,52 1,29 -18,27 0,000 1
DP=2,57959 R?=99,76% R? (aj) = 99,32% R? (prev) = 97,31%

indices de ajuste do modelo: R2: coeficiente de determinacéo; Rz (aj): coeficiente de determinac&o
ajustado; Rz (prev): coeficiente de determinacédo de previsdo do modelo ajustado; DP = desvio-
padrao; Valor-p: nivel de significancia C; DP: coeficientes de desvio padrao.

A Equacao 7 apresenta o modelo e os coeficientes que descrevem as
influéncias da concentracéo de rifampicina, de esferas de zircénio e Povacoat™. E
possivel afirmar que o Povacoat™ (p/p%) (coeficiente -67,54) contribui de maneira
mais eficiente para a reducdo do DHM se comparado as esferas de zircénio (p/p%)

(coeficiente -44,48) e Rifampicina (p/p%) (coeficiente -2,5). Adicionalmente, foi
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observado que as interacdes entre o farmaco — esferas de zircénio e farmaco-

polimero resultam em aumento do DHM, pois os fatores de interacdo apresentam

coeficientes positivos de 2,095 e 12,50, respectivamente.

Equacéo 7

DHM=799,9 - 2,5 RIF - 44,48 ZIRC - 67,54 POVA - 6,48 RIF * RIF + 1,4340 ZIRC * ZIRC +
17,03 POVA * POVA + 2,095 RIF * ZIRC + 12,50 RIF * POVA - 4,705 ZIRC * POVA

RIF: Rifampicina (p/p%); ZIRC: Zirconio (p/p%) e POVA: Povacoat™ (p/p%)

Figura 59- Grafico de residuos da avaliacgdo do DHM de nanocristais de rifampicina
contendo as variaveis: concentracao de rifampicina, de esferas de zircénio e Povacoat™.
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Os pontos centrais apresentaram valores iguais a 356,4, 360,4 e 360,8 nm

(Figura 60). Esses pontos podem indicar a estimativa independente do erro

experimental. Nesse caso, a diferenca entre o maior e o menor valor foi de 4,4 nm.

Esse resultado revelou reduzida variabilidade para esse ensaio.
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Figura 60- Grafico de séries temporais da avaliacdo do DHM de nanocristais de

rifampicina contendo as variaveis: concentracdo de rifampicina, de esferas de zircénio e
Povacoat™.
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A Figura 61 apresenta o grafico de efeitos principais esferas de Zircénio
(p/p%) e Povacoat™ (p/p%) no DHM dados nanocristais. O resultado do ensaio
revelou que as concentracfes das duas variaveis influenciam significativamente os
valores de diametro hidrodinamico médio das particulas.

Figura 61- Grafico de efeitos principais para avaliacdo do DHM de nanocristais de

rifampicina contendo as variaveis: concentracdo de rifampicina, de esferas de zircénio e
Povacoat™.
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As Figuras 62 e 63 apresentam respectivamente os graficos de superficie e
de contorno para a resposta em funcdo das varidveis. A analise desses graficos
revelou a regido 6tima para a maximizacao da resposta em fungéo das concentractes
de cada variavel. Quando se fixou a concentracado das esferas de zircénio, foram
observados valores de DHM entre 340 e 360 nm, para concentracdo de Povacoat™
entre 1,7- 3,0% p/p e concentracdo de rifampicina entre 3,0-5,0% p/p (Figura 63).
Adicionalmente, esse gréfico evidenciou que valores de DHM menores que 340 nm
foram observados para concentracdes de 2,5-3,0% p/p de Povacoat™ e

concentracbes menores que 3,5% p/p de rifampicina (Figura 63).

Figura 62- Grafico de superficie de resposta relativa a da avaliacdo do DHM de
nanocristais de rifampicina contendo as variaveis: concentracao de rifampicina, de esferas
de zirconio e Povacoat™.
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Figura 63- Graficos de contorno relativo a da avaliacdo do DHM de nanocristais de
rifampicina contendo as variaveis: concentracao de rifampicina, de esferas de zircénio e
Povacoat™.
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5.3.1.2. Otimizacdo do modelo matematico para o didametro hidrodinamico
medio (DHM)

No presente trabalho, a influéncia das concentracbes de rifampicina, de
esferas de zirconio e Povacoat™ foi investigada para promover DHM 6timos. A funcéo
desejo (desirability) é baseada em técnicas de otimizacdo difundidas por Derringer
and Suich (1980) e foi utilizada no presente trabalho. Nesta abordagem, cada resposta
Yi € convertida primeiro em uma funcéo desejo (desirability) individual di e que varia
entre 0 e 1 (0=di<1). Na qual d (Yi) = 0 representa um valor completamente indesejavel
de Yi, enquanto que d (Yi) = 1 representa um valor de resposta completamente
desejavel ou ideal. Os valores de di individuais sdo entdo combinados utilizando uma
meédia geométrica para dar origem a uma funcao desejo (D) geral (NATARANJAN,
PERIYANAN, YANG, 2011).

As Figuras 64 e 65 apresentam os graficos de otimizacao para as formulacdes
dos nanocristais de rifampicina obtidas pelo método de moagem via imida em escala

reduzida. Para a previsdo de DHM: 345,0 nm com D: 1,00, os valores das variaveis
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independentes sado: Rifampicina (p/p%): 3,25; Zirconio (p/p%). 20 e Povacoat™
(p/p%): 2,56. Para a previsdo de DHM: 370,0 nm com D: 1,00, os valores das variaveis

sao: Rifampicina (p/p%): 3,28; Zirconio (p/p%): 20 e Povacoat™ (p/p%): 2,00.

Figura 64- Grafico de otimizacao da avaliacdo do DHM de nanocristais de rifampicina
contendo as seguintes variaveis Rifampicina (p/p%): 3,25; Zircénio (p/p%): 20 e
Povacoat™ (p/p%): 2,56, predi¢cdo para 345,0 nm: F1-MU.
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Figura 65- Gréfico de otimizagdo da avaliagdo do DHM de nanocristais de rifampicina
contendo as seguintes varidveis Rifampicina (p/p%): 3,28; Zirconio (p/p%): 20 e
Povacoat™ (p/p%): 2,00, predicdo para 370,0 nm: F2-MU.
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Para a validacdo do modelo mateméatico estabelecido para DHM, foram
conduzidos dois experimentos, sob as condi¢des indicadas nas Figuras 64 e 65. Para
essas condicdes, os DHM praticos foram para a formulagéo 1 (F1-MU): 345,00 nm e
para formulacédo 2 (F2-MU): 370,00 nm (Figura 66). Esses valores estdo dentro da
faixa de valor previsto, calculado com a=0,05 (Tabela 30). Os resultados praticos

demonstram a validagdo do modelo matematico para o DHM.
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Tabela 30- Diametro hidrodindmico médio de nanocristais de rifampicina contendo as
variaveis: concentracdo de rifampicina, de esferas de zircénio e Povacoat™.

F DHM prético (nm)  DHM te6rico (nm) IP PZ (mV)
F1-UM 340,6 0+£5,44 345,00 0,20 + 0,00 -8,8 + 0,45
F2-UM 364,20 + 4,50 370,00 0,27 + 0,02 -8,91 +£ 0,03

Figura 66- Nanosuspensdes de rifampicina obtidas por moagem via imida em escala
reduzida. A: F1-MU e B: F2-MU.

5.3.2. Distribuicdo do tamanho dos nanocristais empregando difracdo de

raios laser

A Tabela 31 e a Figura 67 e 68 apresentam a distribuicdo de tamanho das
particulas nas nanosuspensdes obtidas por moagem via imida em escala reduzida.

A avaliacdo do tamanho foi feita pelo método umido de difracéo a laser (DL).

Tabela 31- Valores de diametro médio, d10%,d50% e d90% da rifampicina matéria-
prima e dos nanocristais. n=10.

Diametro

Amostra  d 10% (um) d 50% (um) d 90% (um) médio (um)

Obscuracéo

Rifampicina 35,17 £ 0,04 48,86 +0,03 66,77+0,04 50,08 +0,03 22,10+0,32%

F1-MU 0,41+001 057+000 0,89+001 0,62+0,01 11,00=+0,00%
F2-MU 0,12+0,01 0,62+0,02 1,75+0,02 0,80+0,02 12,10+0,00%
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Como nas avaliacdes anteriores, foi utilizada solucao saturada de rifampicina,
previamente filtrada, como agente dispersante para evitar a dissolucdo particulas
devido a seu reduzido tamanho.

O tamanho médio das particulas para F1-MU foi de 0,62 + 0,01 pm, com valor
d10% de 0,41 + 0,01 um, sendo que as primeiras particulas detectadas por meio deste
método foram aquelas com tamanho maior ou igual a 70,0 nm. A F2-MU apresentou
tamanho médio de 0,80 + 0,02 um, com valor d10% de 0,12 + 0,01 um. O equipamento
detecto particulas a partir do valor limite de deteccao do equipamento (40 nm), motivo
pelo qual pode-se inferir a presenca de particulas com tamanhos ainda menores a
esse valor. Foi determinado que houve formacao significativa e uniforme de particulas

em escala nanométrica.

Figura 67- Distribuicdo granulométrica da F1-MU dos nanocristais de rifampicina.
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Figura 68- Distribuicdo granulométrica da F2-MU dos nanocristais de rifampicina.
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5.3.3. Determinacdo do didametro hidrodindmico médio (DHM), indice de

polidispersividade (IP) e potencial zeta (PZ) dos nanocristais

5.3.3.1. Desenvolvimento do método para determinacdo do diametro

hidrodinamico médio (DHM) e o indice de polidispersividade (IP).

Foi desenvolvido método para determinacdo DHM em solugdo saturada do

farmaco para evitar a solubilizacdo das particulas. As diluicdes usadas foram entre

1:100 e 1:300. Os parametros avaliados foram o atenuador e 0 comportamento da

amostra durante a leituras. As Figuras 69 e 70 demonstraram que a diluicdo adequada

para as formulagfes foi 1:200. O valor do atenuador foi 9 e a variagdo durante as

réplicas foi muito baixa. Tal resultado indicou auséncia de solubilizagdo da amostra e

auséncia de formacéao de agregados.
Para a formulacdo F1-MU o DHM foi igual a 340,6 + 5,44 nm e para F2-MU,
364,2 + 4,50 nm. Esses didametros médios foram considerados os valores iniciais para

0 estudo de estabilidade no tempo. Quanto ao IP (Figuras 69 e 70) os valores
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determinados foram adequados, com valor menor ao mimino estabelecido (< 0,3),

indicando distribuicéo estreita do tamanho das particulas.

Figura 69- Diametro hidrodindAmico médio (d.nm) e indice de polidispersividade (IP)
para nanocristais da F1-MU avaliada em solu¢éo saturada do farmaco.
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Figura 70- Didametro hidrodinamico médio (d.nm) e indice de polidispersividade (IP)
para a nanocristais da F2-MU avaliada em solucéo saturada do farmaco.

Tamanho (d.nm)

600

400

200

1:100

1:150

i

- 0,25

- 0,20

- 0,15

- 0,10

- 0,05

1:200

1:250

1:300

0,00

IP



106

5.3.3.2. Desenvolvimento do método para determinagcdo do potencial zeta

O potencial zeta consiste de propriedade fisica exibida por qualquer particula
em suspenséo. Circunjacente a determinada particula carregada, contra ions ligam-
se fortemente formando a camada de Stern. Essa camada induz a formacao de outra,
denominada difusa, composta de ions. Essas camadas movem-se como se fossem
parte da particula, que estdo em movimento Browniano. O potencial zeta é o potencial
elétrico no plano hidrodindmico de cisalhamento e é medido pela mobilidade
eletroforética das particulas, apds aplicacdo de diferenca de potencial elétrico no
meio. Assim, as particulas movem-se em direcdo a carga oposta, em velocidade

proporcional a sua carga (KASZUBA et al., 2010).

Essa caracteristica permite otimizar formulagfes, prever interacdes e otimizar
revestimentos de particulas. Adicionalmente, o potencial zeta pode auxiliar na
previsao de estabilidade a longo prazo. Em geral, particulas com potenciais zeta iguais
a 30 mV, em mddulo, sdo consideradas estaveis. Porém, o pH, a condutividade e ou
a forca ibnica do meio e a concentracdo dos componentes da formula podem
influenciar o seu valor (MALVERN, 2014). O Povacoat ™, conferiu estabilidade
estérica aos sistemas. Essa estabilidade esta relacionada as cadeias formadas ao
redor das particulas evitando a unido dessas. O comportamento do sistema depende
das cargas conferida pelo estabilizante e pela interagdo com o meio dispersante,
nesse caso, a agua saturada com rifampicina.

O meio dispersante pode influir na condutividade do sistema alterando os
valores de potencial zeta dos nanocristais. Para evitar a interferéncia do meio efetuou-
se estudo que permitiu avaliar o grau de influéncia da condutividade no potencial zeta.
Os resultados podem ser observados nas Figuras 71 e 72.

Para as formulacfes F1-MU e F2-MU observa-se que quando a diluicdo da
amostra foi ajustada para condutividade acima de 60 uS/cm, os valores de potencial
zeta nao sofreram alteracdes significativas. Dessa forma, assumiu-se esse valor como

referéncia para as leituras.
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Figura 71- Variacdo do potencial zeta aparente em funcdo da condutividade para
nanocristais da F1-MU.
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Figura 72- Variacédo do potencial zeta aparente em funcdo da condutividade para
nanocristais da F2-MU.
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5.3.3.3. Diametro hidrodindmico médio (DHM), indice de polidispersividade
(IP) e potencial zeta (PZ) dos nanocristais.

Os resultados para o DHM, IP e PZ estédo apresentados na Tabela 32. De
maneira geral, sistemas com valor de PZ igual ou maior a |30| apresentam boa
estabilidade. Os valores de PZ, para F1-MU e F2-MU, foram de -8,80 £ 0,45 mV e -
8,91 + 0,03 mV, respectivamente. No entanto, a estabilidade do sistema também é
influenciada pela sua composicéao, em especial, pelos tensoativos utilizados. Portanto,
foi conduzido estudo por periodo de trés meses para observar 0 comportamento real
do sistema, a nivel macroscoépico, e mediante a determinagdo dos parametros de
DHM, IP e PZ.

Tabela 32- Diametro hidrodinAmico médio (DHM), indice da polidispersividade (IP) e
potencial zeta (PZ) das formula¢gdes F1-MU e F2-MU dos nanocristais de rifampicina.

Nanocristais de

Ritampicina DHM (d. nm) P PZ (mV)
F1-MU 340,60 +544 0,20+0,00 -8,80+0,45
F2-MU 364,20+450 0,27+0,02 -8,91+0,03

Considerando os resultados obtidos, as nanosuspensdes F1-MU e F2-MU
apresentaram distribuicdo uniforme de tamanho com indice de polidispersividade
inferior a 0,3 e auséncia de agregados, apds trés meses de armazenamento a
temperatura 4°C. Tal caracteristica, alcancada somente nas prepara¢des contendo
Povacoat ™, foi também observada por Yuminoki e colaboradores (2014). Esses
autores compararam diferentes estabilizantes (Alcool polivinilico  (PVA),
hidroxipropilcelulose (HPC), polivinilpirrolidona (PVP) e Povacoat™) na preparacéo de
nanosuspensdes de griseofulvina. Apenas nas preparacdes empregando o
Povacoat™ nao foram observados agregados. Neste sentido, o presente trabalho
corrobou o estudo de Yuminoki e colaboradores (2014).

Como mencionado anteriormente, o principal desafio do presente trabalho foi

evitar a formacéo de agregados durante o desenvolvimento das nanosuspensoes.
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5.3.4. Liofilizagc&o das nanosuspensdes de rifampicina

A Figura 73 apresenta as patilhas liofilizadas das formulacdes obtidas pelo
método de moagem via imida em escala reduzida e a Figura 74 apresenta visao geral
do processo de liofilizagao.

Figura 73- Aparéncia da pastilha liofilizada das formula¢des. A: F1-MU e B: F2-MU
com manitol 5%.

Figura 74- Frascos contendo nanosuspensdes de rifampicina antes da liofilizacao e
sendo colocados no liofilizador.
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A liofilizacdo das F1-MU e F2-MU, obtidas por moagem via Umida em escala
reduzida, foi efetuada tendo em vista os estudos de analise térmica, difracao de raios
X. Além disso, o liofilizado pode constituir base para o desenvolvimento de formas
farmacéuticas solidas. Para a liofilizacdo, das formulagbes, essas foram
suplementadas com manitol a 5% (p/p). Essa concentragcdo de manitol permitiu a
manutencdo das caracteristicas da nanosuspensdo ap0s a reconstituicdo do

liofilizado.

5.3.4.1. Determinacao do diametro hidrodindmico médio (DHM), indice de
polidispersividade (IP) e potencial zeta (PZ) dos nanocristais

resuspendisos apos liofilizagao

A Tabela 33 e a Figura 75 apresentam os valores de diametro hidrodinamico
médio, de indice de polidispersividade e de potencial zeta apds reconstituicao da F1-
MU e da F2-MU, empregando o mesmo volume de agua removido na liofilizacéo.
Observa-se , que as amostra ndo sofreram alteracdes nos valores dos de DHM e IP

durante o processo de secagem.

Tabela 33- Diametro hidrodinamico médio (DHM), indice da polidispersividade (IP) e
potencial zeta (PZ) dos nanocristais nas formulacées F1-MU e F2-MU reconstituidas
apos liofilizacao.

Amostra DHM (d. nm) IP PZ (mV)
F1-MU 340,60 + 5,44 0,20+ 0,00 -8,80 £ 0,45
F1-MU apés reconstituicéo 345,70 + 3,45 0,31+0,04 -8,98 + 0,36
F2-MU 364,20 + 4,50 0,27 + 0,02 -8,91 + 0,03

F2-MU apés reconstituicdo 363,20 + 2,96 0,24 + 0,02 -9,01 + 0,03




111

Figura 75- Diametro hidrodinamico médio (DHM), indice da polidispersividade (IP) e
potencial zeta (PZ) dos nanocristais nas formulacées F1-MU e F2-MU reconstituidas
apos liofilizacao.
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5.3.5. Analise morfolégica e determinagcdo de tamanho dos nanocristais
microscopia eletrénica de transmissao (MET)

As microscopias das nanosuspensdes e de seus respectivos liofilizados
obtidos pelo método de moagem via umida em escala reduzida estdo apresentadas
nas Figuras 76-79. E possivel observar que ambas as formulacdes apresentaram
elevada quantidade de particulas na escala nanométrica.

Para F1-MU, o intervalo de tamanho foi de 45,43 nm a 400,66 nm, ja para o
seu liofilizado, apds a reconstituicdo os tamanhos variaram de 61,68 nm a 930,49 nm
(Figuras 76 e 77). A F2-MU apresentou particulas que variaram de 55,00 nm a 978,94
nm e as particulas apos reconstituicdo entre 53,76 nm e 556,30 nm (Figura 78 e 79).

Quanto a sua morfologia, observa-se particulas semi-esférica que se
mantiveram inalteradas ap0s a liofilizac&o. E possivel observar também auséncia de
agregados, caracteristica de fundamental importancia para o desenvolvimento de
formas farmacéuticas sélidas a medida que esses podem influir na dissolu¢do dos
produtos e, portanto, na biodisponibilidade.

O uso do programa Imagen.j para avaliagdo do tamanho dos nanocristais e
dos liofilizados oferece informacao relevante para as avaliacdes seguintes: ensaio de
dissolucéo e solubilidade uma vez que se confirmou a ndo alteracéo significativa no

tamanho das particulas.
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Figura 76- Fotografia MET (um) das particulas de F1-MU obtida por moagem via
Uumida em escala reduzida. A: Ampliagdo 25000x. B: Ampliacdo 30000x
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Figura 77- Fotografia MET (um) das particulas de F1-MU liofilizada obtida por

moagem via Umida em escala reduzida. A: Ampliagcdo 6000x. B: Ampliacao 25000x
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Figura 78- Fotografia MET (um) das particulas de F2-MU obtida por moagem via
Uumida em escala reduzida. A: Ampliacdo 5000x.B: Ampliagdo 40000x
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Figura 79- Fotografia MET (um) das particulas de F2-MU liofilizada obtida por
moagem via Umida em escala reduzida. A: Ampliacdo 6000x. B: Ampliacdo 25000x.
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5.3.6. Determinag&o da densidade relativa das nanosuspensodes

Para determinar a densidade relativa das formulacdes foi utilizado um
picnbmetro para cada uma das formula¢des. Foram inicialmente determinados os
pesos dos picnémetros vazios, preenchidos de liquido padrdo (dgua) e preenchidos

finalmente com cada formulagao (Figura 80).

Figura 80- A: Nanosuspensdes de rifampicina obtidas por moagem via Uumida em
escala reduzida e B: PicnGmetro vazio.

Os dados de massas para a F1-P séao apresentados na Tabela 34:

Tabela 34- Massas do Picnémetro vazio, com a solucao padrdo (agua) e com a F1-P.

Picnémetro (10,123cm3) Massa (g)
Picnémetro vazio 16,99
Picndmetro + agua 27,06
Picnémetro + F1-P 27,24

Os dados de massas para a F2-P séao apresentados na tabela 35:

Tabela 35- Massas do Picnémetro vazio, com a solucao padrdo (agua) e com a F1-P.

Picnémetro (10,416cm3) Massa (g)
Picnémetro vazio 17,13
Picndmetro + agua 27,50
Picnémetro + F1-P 27,66
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Finalmente mediante a Equacéo 6 foi determinado a densidade relativa de

cada formulacéo:

P formulacao, agua = m formulagéo (6)
M agua
P F1-p, agua = _10,25 P F2-p, agua = 10,53
10,07 10,37

A densidade da suspenséo referéncia de rifampicina 20 mg/mL (FURP) e das

nanosuspensoes de rifampicina estdo apresentadas na Tabela 36:

Tabela 36- Densidade relativa da suspenséo referéncia de rifampicina 20 mg/mL
(FURP) e das nanosuspensdes de rifampicina F1-MU e F2-MU.

Amostra Densidade (g/cm3)
F1-MU 1,02
F2-MU 1,02
F-FURP 1,157

5.3.7. Teor de rifampicina nas nanosuspensodes

A Tabela 37 apresenta os valores de teor de rifampicina nas hanosuspensdes
obtidas pelo método de moagem via Umida em escala reduzida e que foram
posteriormente comparadas com a forma farmacéutica do mercado (produto FURP-
Rifampicina suspenséo oral 20mg/mL). O teor de rifampicina foi determinado por
método espectrofotométrico, desenvolvido e validado para rifampicina (Capitulo 1), no

comprimento de onda de 472 nm.

Tabela 37- Teor de rifampicina na suspenséao referéncia de rifampicina 20 mg/mL
(FURP) e nas nanosuspensbtes F1-MU e F2-um.

Amostra Concentracdo (mg/mL) Teor (%)
F1-P 42.87 +0.38 96.27 +0.38
F2-P 42.39 +0.47 95.97 £ 0.47

F-FURP 17.78 £ 2.02 88.9% + 2.02
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5.3.8. Difracéo de raios X (DRX)

A difracao de raios X foi usada como ferramenta para determinar a estrutura
cristalina do farmaco antes e apds o processo de nanonizacdo. As Figuras 81-83
apresentam os difratograma da rifampicina, dos excipientes, das misturas fisicas e
das formulacées F1-MU e F2-MU.

O padrdo de reflexdo da rifampicina apresentou picos caracteristicos
indicando sua natureza cristalina correspondente ao polimorfo Il. O difratograma da
mistura fisica (rifampicina, Povacoat ™ e manitol) revelou que houve mudanca no
padrdo de difracdo nessa mistura (Figura 81 e 82). Os difratograma da mistura tanto
como das formulagdes refletem sobreposicéo dos principais picos do manitol. Dessa
forma, a analise térmica constituiu ferramenta de fundamental importancia para a
discriminacéo de polimorfos nas formulacdes.

A alteracdo no padrao de difracdo foi investigada por meio de estudo do
crioprotetor. Foi observado os padrdes de difracdo para as misturas fisicas com e sem
o manitol. Observa-se na Figura 83 que o padrdo de difracdo da rifampicina e da
mistura fisica sem manitol sdo semelhantes apreciando-se 0s picos caracteristicos do
farmaco em ambos os difratogramas. No entanto, observa-se que os padrdes de
difracdo da rifampicina e da mistura fisica com manitol revelaram diferenca
significativa. Tal diferenca foi devido ao padrao de difracdo do manitol que se mostrou
com intensidade forte dificultando a visualizacao da cristalinidade do farmaco. Assim,
foram observadas sobreposi¢cdes dos principais picos do crioprotetor, assim como

ocorre nos difratogramas das formulagdes (YUMINOKI et al., 2014).



Figura 81- Difratograma de raios X (método do p6) do polimorfo Il da rifampicina.
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Figura 83- Difratograma de raios X (método do p6) do polimorfo Il da rifampicina.
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5.3.9. Estudos de compatibilidade farmaco- excipientes

O polimero Povacoat™ e o manitol foram excipientes utilizados para a
obtencdo de nanosuspensdes de rifampicina pelo método de moagem via Umida em
escala reduzida e sua compatibilidade com a rifampicina estdo apresentados nas
Figura 84 e 85. O manitol é um agucar usado como crioprotetor para a liofilizacéo de
nanoparticulas e que é adicionado as nanosuspensodes coloidais antes do processo
para evitar o estresse das particulas durantes a secagem. A quantidade de crioprotetor
varia dependendo das carateristicas da formulagdo,podendo ser utilizada
concentracéo entre 2 e 30% (p/p) (KUMAR; GOKHALE; BURGESS, 2014).

As Figuras 84 e 85 mostram as curvas de DSC e TG/DTG do manitol, da
rifampicina polimorfo Il e da mistura fisica, respectivamente.

A curva de DSC para o manitol (Figura 84) mostrou que esse agucar € estavel
termicamente até aproximadamente 150°C. Entre 155 e 185 °C observa-se um evento
endotérmico representado por pico estreito a 150,0°C (Tpico) que corresponde ao

processo de fusdo do material. As curvas TG/DTG néo apresentam perda de massa
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até aproximadamente 200°C. A decomposicao térmica do manitol ocorre em faixa de
temperatura (210-430°C), observadas nestas curvas em duas perdas de massas.
Essa decomposicéo pode ser observada na curva DSC por dois eventos exotérmicos
(tpico= 325 e 363°C).

Figura 84- Curvas DSC do manitol, da rifampicina (polimorfo II), e mistura fisica
rifampicina/Povacoat™/manitol obtidas a 10°C/min e atmosfera dinamica de
nitrogénio com vazéo de 50 mL min,
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Figura 85- Curvas TG/DTG do manitol, da rifampicina (polimorfo 1), e mistura fisica
rifampicina/Povacoat™/manitol obtidas a 10°C/min. TG: atmosfera dinamica de
nitrogénio a 100 mL min-t.
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5.3.10. Analise térmica das formula¢cdes obtidas por moagem via iumida em

escalareduzida

As curvas de DSC e TG/DTG da rifampicina matéria-prima, mistura fisica e
das formulagcdes F1-MU e F2-MU estdo apresentadas nas Figuras 86 e 87,
respectivamente. Observa-se que a rifampicina apresenta um evento endotérmico em
192,3°C (Tpico), evento tipico do processo de fusdo seguido da recristalizacdo, que &
caracteristica pela primeira exotérmica em 200°C (Tpico) (AGRAWAL et al., 2004).

A curva DSC (Figura 86) para F1-MU e F2-MU apresenta somatoéria dos
eventos térmicos da rifampicina e manitol, confirmando que a caracteristica cristalina
do farmaco se manteve apdés o processo de nanonizacdo. Tal caracteristica é
imprescindivel para sua funcéo terapéutica. Esses estudos foram complementados
com as curvas TG/DTG (Figura 87). Os resultados indicaram que n&o houve

adiantamento da temperatura de decomposicéo das formulacdes.
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Figura 86- Curvas DSC da rifampicina (polimorfo 1), da mistura fisica
rifampicina/Povacoat™/manitol e dos nanocristais F1-MU e F2-MU obtidas a 10°C/min
e atmosfera dindmica de nitrogénio com vazéo de 50 mL min.
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Figura 87- Curvas TG/DTG da mistura fisica rifampicina/Povacoat™/manitol e dos
nanocristais F1-MU e F2-MU obtidas a 10°C/min. TG: atmosfera dinamica de
nitrogénio a 100 mL min-2.
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5.3.11. Solubilidade de saturag&o dos nanocristais de rifampicina

A solubilidade das formulacdes F1-MU e F2-MU e da mistura fisica
(rifampicina/Povacoat™/manitol) (Figura 88 e Tabela 38) revelou aumento significativo
da solubilidade de saturacdo em todos os meios. As formulacdes F1-MU e F2-MU
apresentaram aumento da solubilidade de 4,19 e de 3,03 vezes, respectivamente, no
tampédo acetato pH 4,5, considerado como referéncia o valor da solubilidade da
rifampicina matéria-prima nesse mesmo meio.

O estudo de solubilidade foi realizado da mesma maneira em tampéao HCI pH
1,2. No entanto, esses resultados ndo foram apresentados desde que a formagéo de
uma elevada viscosidade ndo permitiu a saturacdo e posterior quantificacdo da
rifampicina. As misturas fisicas MFF1-MU e MFF2-MU (farmaco-Povacoat™ e
manitol) apresentaram solubilidade maior a 35,7 + 0,03 mg/mL e 39,3 £ 0,04 mg/mL,
respetivamente, valores determinados logo do inicio da formacé&o de viscosidade, nos
frascos contendo a mistura em agitacdo de 150 rpm a 37°C. Assim também nas
mesmas condi¢cdes a solubilidade das formulacdes F1-MU e F2-MU apresentaram
valores maiores a 52,66 + 0,07 mg/mL e 49,91 £ 0,26 mg/mL, respetivamente.

O estudo da solubilidade das misturas permitiu a avaliacdo da solubilidade do
farmaco na presenga do polimero e do crioprotetor. Assim, foi possivel avaliar o
impacto da reducao do tamanho das particulas e da presenca do agente estabilizante
na solubilidade. A rifampicina é um farmaco classe Il e apresenta dificuldade de
umectacao. No entanto, pode-se observar que as misturas fisicas MFF1-MU contendo
2,6% p/p (1,27 vezes) e MFF2-MU com 2,0% p/p (1,19 vezes) de Povacoat ™
apresentaram aumento significativo na solubilidade de equilibrio. Este aumento
observado da solubilidade pode ser atribuido a maior capacidade de molhabilidade da
solucdo do polimero (DIAK, 2011), ao efeito co-solvente deste (AHUJA,2007) e a
solubilizacdo micelar em funcdo da estrutura anfipatica que o polimero possui
(MEHANNA,2010).

Segundo a classificacdo das dispersdes solidas, as dispersfes que possuem
polimeros como o Povacoat™ sao classificadas como de terceira geracao. Atribui-se
a melhora no perfil de dissolucéo ao polimero, ja que esse possui atividade superficial
ou propriedades auto emulsificantes. Esses polimeros podem aumentar a
biodisponibilidade dos farmacos pouco sollveis e também podem estabilizar o
sistema (VACONCELOQOS,2007).
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Tabela 38- Solubilidade de saturacdo da rifampicina matéria-prima, das misturas
fisicas (MF) MFF1-MU, MFF2-MU e dos nanocristais nas formula¢des F1-MU e F2-
MU e o numero de vezes no aumento da solubilidade observados.

Meios/pH Rifampicina| MFF1-MU | MFF2-MU | F1-MU F2-MU
(mg/mL) (mg/mL) (mg/mL) (mg/mL) (mg/mL)

Tampéo acetato pH 4,5 | 0,31+0,02 | 0,92+0,03 | 0,93+ 0,24 1’?2,1-“9?(')05 0'5(9;5—“3?(-)04

Agua pH 6.0 0,95+0,03 | 1,21+0,01 | 1,40 £ 0,03 1"(312, 52‘3(')02 115(318’ ge?(,)m

Tampéo fosfato pH 6.8 | 1,37 0,01 | 2,13+0,03 | 2,01+0,04 2’??? 4?(')04 2,%11;6())(,)02

Tampao fosfato pH 7.2 | 1,89+ 0,05 | 2,67 +0.02 | 2,47 + 0.03 Z'If’:f 4()’(')01 Zv?f’ ;—“2())(-)02

Figura 88- Solubilidade obtida através do método de equilibrio da rifampicina matéria-
prima, das misturas fisicas (MF) MFF1-MU, MFF2-MU e dos nanocristais nas
formulacdes F1-MU e F2-MU . As barras de erros indicam o desvio padrao dos testes

feitos em triplicatas.
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Considerando os resultados obtidos em quanto a solubilidade de saturacéo,

as formulagdes de rifampicina F1-MU e F2-MU apresentam aumento significativo da



124

solubilidade em agua com valores de até 1,74 e 1,56 vezes, respetivamente, quando
comparado com a rifampicina matéria-prima. Esse aumento foi resultado do aumento
da &rea superficial das particulas a causa da reducéo do seu de tamanho.

Segundo Barbosa e colaboradores (2015) a solubilidade de saturacédo dos
nanocristais de furosemida, farmaco classe IV, foram de 1,2 a 3,0 vezes mais elevada
quando comparada a matéria-prima do farmaco. De forma similar, 0 aumento da
solubilidade dos nanocristais de efavirenz, medicamento antirretroviral usado no
tratamento de pacientes infectados pelo HIV-1, foi avaliado mediante o método shake
flask. Os resultados revelaram que a solubilidade do farmaco foi extremadamente
baixa, com valor igual a 5.84 + 0.3 pg/ml. A mistura fisica (farmaco e agentes
estabilizantes PVP K30 (1.0% p/v) e LSS (0.5% p/v)) apresentou solubilidade de 25,62
+ 1,6pg/mL (4,4 vezes maior ao farmaco puro). Da mesma forma, os nanocristais de
efavirenz apresento solubilidade igual a 235,6 + 6,1 pg/mL, aumento de 40 vezes
quando comparado com o farmaco puro (PATEL et al., 2014).

Ahuja e colaboradores (2015) determinaram a solubilidade de saturacéo para
febuxostate (FTX), para mistura fisica contendo farmaco e o agente estabilizante
(succinato de d- alfa tocoferilo polietilenoglicol 1000 (TPGS)) e para 0os nanocristais
em meio tampéo HCI pH 1,2 e tampao fosfato pH 6,8. Os resultados em meio tampé&o
HCI pH 1,2 determinaram baixa solubilidade aquosa do farmaco com valor igual a 0,21
+ 0,01 pg/ml. A solubilidade para os nanocristais foi de 35,61 = 0,38 pg/mL,
comprovando um aumento de até 169 vezes. Em quanto aos resultados apresentando
para no tampéao fosfato pH 6,8, esses revelaram aumento solubilidade do farmaco
com valor igual a 847,45 =+ 1,51 pg/mL. A solubilidade dos nanocristais foi igual a
1519,20 + 20,83 pg/mL, sendo que o aumento foi de 1,8 vezes. Esses autores indicam
aumento significativo da solubilidade de saturacdo do FTX na presenca do agente
estabilizante (misturas fisicas), no entanto, os valores nao foram apresentados.

Consequentemente, se conclui que a solubilidade do farmaco é incrementada
em presenca dos agentes estabilizante, devido a acdo umectante desses.

O incremento significativo da solubilidade de saturacdo da rifampicina nas
misturas fisicas (rifampicina-Povacoat™-manitol) foi ligeiramente menor aos
resultados obtidos para o0s nanocristais. Determinando-se que o incremento da
solubilidade do farmaco nado foi de todo em funcdo da reducdo do tamanho das

particulas. No entanto, as principais vantagens dos nanocristais em quanto a melhora
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da biodisponibilidade do farmaco ndo séo estabelecidas apenas pelo incremento da
solubilidade. O presente trabalho demostro que os nanocristais de rifampicina
possuem potencial vantagens quando comparados a formas farmacéuticas
tradicionais, que visam melhorar a solubilidade dos farmacos classe Il, mediante o uso
de polimeros, tensoativos ou agentes molhantes. Essas vantagens sédo: aumento na
estabilidade fisica (n&o formacéo de agregados) do sistema, a forma semi-esférica e
0o reduzido tamanho dos nanocristais tem capacidade para aumentar a
mucoadesividade das particulas do farmaco e portanto permitir maior retencao deles
gue ajudaria a aumentar o tempo de intervalo da doses. Essa Ultima premissa
permitira uma melhor adesao do paciente ao tratamento e menor tempo de contato

com o farmaco que evita o surgimento da resisténcia do microorgansmo a rifampicina.

5.3.12. Perfil de dissolucgéo

O ensaio de dissolucao utilizando aparato 2 para as formulagbes F1-MU e F2-
MU comparadas com suspenséo de rifampicina referéncia (20 mg/mL) (F-FURP), sao
apresentados nas Figuras 89 e 90.

Figura 89- Ensaio de dissolucdo da suspensao de rifampicina referéncia (20 mg/mL)
(F-FURP), avaliada em 900 mL de tampéo fosfato pH 6,8) contendo 1% de Tween®
80, utilizando aparato 2, na velocidade de 50 rpm e tempo de ensaio de 60 minutos.

Figura 90- Ensaio de dissolucédo da suspensao de rifampicina referéncia (20 mg/mL)
(F-FURP), avaliada em 900 mL de tampéo fosfato pH 6,8) contendo 1% de Tween®
80, utilizando aparato 2, na velocidade de 50 rpm e tempo de ensaio de 60 minutos.
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Os perfis de dissolucdo doo produto FURP-Rifampicina suspensao oral
20mg/mL e das preparacdes F1-MU e F2-MU estao apresentados nas Figuras 91 e
92.

Becker e colaboradores (2008) determinaram perfil de dissolugdo de
rifampicina matéria-prima e de outras formas farmacéuticas orais (300mg) em 500 mL
de fluido intestinal simulado sem enzima (SIFsp) pH 6,8, empregando 75 rpm de
agitacdo e aparato 2. Os resultados obtidos revelaram dissolucéo lenta e incompleta
da rifampicina matéria-prima. Esse resultado foi confirmado pela OMS. Em 2011, a
OMS declarou que a rifampicina apresenta velocidade de dissolucao lenta em tampéao
fosfato pH 6,8.

A OMS (2012) utilizou o tampéao fosfato pH 6,8 contendo 0,25% p/v de lauril
sulfato de sédio nos ensaios de dissolucdo para comprimidos de rifampicina (150 e
300mg). De forma similar, a FURP (Fundag&do para o Remédio Popular) em seu
procedimento utiliza o mesmo meio, porém contendo 1% p/v de Tween®80. A
presenca de tensoativo no meio de dissolucdo tem como objetivo melhorar a
solubilidade do farmaco promovendo a molhabilidade e a solubilizacdo micelar da
rifampicina (SCHOTT; KWAN; FELDMAN, 1982).
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Os resultados obtidos para as formulacdes F1-MU e F2-MU revelaram perfil
de dissolucédo distintos quando comparados a produto FURP-Rifampicina suspensao
oral 20mg/mL.

O perfil de dissolugcédo da F1-MU e da F2-MU permitem observar liberacéo de
92,6% e de 93,1% de rifampicina nos primeiros 5 minutos de ensaio. O produto FURP-
Rifampicina suspenséo oral liberou apenas 23,2% do farmaco no mesmo tempo. A
velocidade de dissolu¢do dos nanocristais se manteve em nivel alto durante todo o
experimento.

A eficiéncia de dissolucdo (ED%), parametro de cinética de dissolucao, €
definido como a curva de dissolucdo em determinado intervalo de tempo e permite
comparacao mais confiavel entre dois produtos. Esse parametro esta relacionado com
a quantidade real do farmaco dissolvido no meio, permitindo melhor progndstico dos
resultados in vivo (SKOUG et al., 1997). De acordo com os dados obtidos para ED%
(Tabela 39), as nanosuspensdes de rifampicina (F1-MU e F2-MU) mostraram elevada
liberagé@o do farmaco em 45 minutos. No entanto, a F-FURP apresentou liberagéo, em
45 minutos, aproximadamente 3,8 vezes menor quando comparada as

nanosuspensoes (Tabela 39) (Figuras 90 e 91).

Tabela 39- Eficiéncia de dissolucdo (ED%) das nanosuspensdes de rifampicina F1-
MU, F2-MU e suspenséo de rifampicina referéncia 20 mg/mL (F-FURP) avaliados em
tempo de ensaio de 45 minutos.

Amostra ED%
F1-MU 89,3
F2-MU 89,6
F-FURP 78,0

A maior area superficial das particulas de nanocristais permitem adequada
umectacdo aumentando a velocidade de dissolugdo do farmaco. Adicionalmente,
esses resultados indicaram a importancia do polimero na modulagédo da dissolucao

do farmaco.
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Figura 91- Perfil de dissolucédo dos nanocristais na F1-MU, avaliados em 900 mL de
tampédo fosfato pH 6,8) contendo 1% de Tween® 80, utilizando aparato 2, na
velocidade de 50 rpm e tempo de ensaio de 60 minutos.
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Figura 92- Perfil de dissolucdo dos nanocristais na F2-MU, avaliados em 900 mL de
tampao fosfato pH 6,8) contendo 1% de Tween® 80, utilizando aparato 2, na
velocidade de 50 rpm e tempo de ensaio de 60 minutos.
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Considerando os resultados obtidos, as nanosuspensdes F1-MU e F2-MU
apresentam potencial para elevar a biodisponibilidade oral da rifampicina.

O aumento da dose de rifampicina pode otimizar o efeito antituberculose
desse farmaco até mesmo contra cepas resistentes desde que os efeitos tdxicos
sistémicos e locais sejam minimizados (Zhang et al., 2014).

A biodisponibilidade oral relativa de nanosuspenséao de febuxostate, farmaco
classe I, utilizado no tratamento de hiperuricemia (nivel elevado de &cido Urico no
sangue), teve aumento de 221,6% quando comparada a suspensao convencional do
farmaco, em agua (AHUJA et al., 2015).

De forma similar, o aumento da biodisponibilidade oral para nanosuspensdes

de farmacos pouco soluveis em agua, em ratos, foi comprovado por diferentes autores
(SAWANT; PATEL; PATEL, 2016); (GE et al., 2015),; (PATEL et al., 2014).
A biodisponibilidade oral de nanosuspenséao de cefdinir (Swant, Patel, Patel, 2016),
terceira geracdo de antibiético cefalosporinico, e nanosuspensao de efavirenz (PATEL
et al., 2014), antirretroviral, quando comparado ao produto comercializado, foi 3 e 2,19
vezes maior, respectivamente. Para o acido ursolico, a nanosuspensao apresentou
biodisponibilidade oral cerca de 27,5 vezes maior, comparada a matéria-prima (GE et
al., 2015).

O aumento da biodisponibilidade absoluta de flavondides foi evidenciado nos
estudos de Hong e colaboradores (2014) e Qian e colaboradores (2016). No caso de
nanosuspensao de miricetina, 0s niveis maximos no plasma (Cmax) foi até 2,25 vezes
maior quando comparado a substancia pura, em escala micrométrica (Hong et al.,
2014). Da mesma forma, o aumento da biodisponibilidade absoluta da nanosuspenséao
de kaempferol, flavonodide, foi de 38,17% comparado a substancia pura (Gian et al.,
2016).

5.3.13. Estabilidade das nanosuspensdes

A estabilidade das formulagées F1-MU e F2-MU por periodo de 3 meses a
4°C esta apresentada nas Figuras 93 e 94. Os resultados, na sua totalidade, refletem
a estabilidade dessas preparacdes (uniformidade e auséncia de formacédo de
agregados). Os valores de de DHM, IP e PZ nado apresentaram alteracdes
significativas no decorrer do tempo (DHM < 400 nm, IP < 0,3 e PZ entre -8,0 e - 9,0
mV).
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Figura 93- Diametro hidrodinamico médio (DHM), indice da polidispersividade (IP) e
potencial zeta (PZ) da nanocristais de rifampicina em F1-MU durante 3 meses a 4°C.
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Figura 94- Diametro hidrodinamico médio (DHM), indice da polidispersividade (IP) e
potencial zeta (PZ) da nanocristais de rifampicina em F2-MU durante 3 meses a 4°C.
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5.3.14. Determinacdo da concentracdo minima inibitoria (CMI) das
nanosuspensdes de rifampicina obtidas empregando método de

moagem via imida em escala reduzida

Os valores de absorbancia maxima e minima foram atribuidos aos controles
positivo (micobactéria) e negativo (meio de cultura). A Tabela 40 apresenta os

resultados das absorbancias do ensaio concentracdo minima inibitéria.A média dos
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valores (total de 24 ensaios) para as formulagbes F1-UM, F2-UM, F-FURP e

rifampicina-padrao (Tabela 41) foi comparada empregando analise de variancia. A

andlise revelou diferenca significativa entre as médias das preparacbes F1-MU, F2-
MU, F-FURP e rifampicina-padrao (valor-p igual a 0,000; a=0,05) (Tabela 41).

Tabela 40- Valores das absorbancias obtidas na determinagdo minima inibitéria das
nanosuspensdes de rifampicina (F1-MU e F2-MU), suspensdo de rifampicina
20mg/mL (F-FURP) e rifampicina padré&o.

CO?SSMS‘?""O H37Rv R'fsgfr’;”a FI-MU  F2-MU  F-FURP
0,7491 00655 00754 0,068  0,0668

8 06269 00627 00755 0,635 0,0643
06227 00626 00508 0,653 0,0678

06204 00652 00724 0,649 0,0677

4 0636 00691 00767 00722 0,0777
05835 00688 00744 00738 0,072

06537 00766 00893 00751  0,0782

2 0,7458 00921 00973 0,063  0,0968
0,7431 00676 00776 00671 0,0732

06103 00646 00738 0062  0,0696

1 06602 00663 00766 0,651 0,0695
06001 00678 00795 0,623 0,0719

06556 00718 00805 0,65  0,0769

05 0572 00699 00802 00655 0,0785
06205 00828 00941 0,496 0,0831

06875 00922  0,1048 00882 0,1028

0,25 05868 00682 00922 000609 0,0824
05447 0,073 009 00634 0,079

0566 00747 00952 00634 0,0793

0,125 05855 00704 01023 0,0656  0,0865
06085 00709 01044 0,676 0,0972

05757 00734 00994 00733  0,0917

0,063 0633 00787 01032 00699  0,0943
0,644 0092 01255 00867 0,1099

Tabela 41- Médias, desvio padrdo (DP) e IC (95%) das absorbancias.

Condicéo N Média DP IC de 95%
F-FURP 24  0,08075 0,01236 (0,07604; 0,08546)
F1-MU 24  0,08713 0,01559 (0,08242;0,09184)
F2-MU 24  0,06756 0,00802 (0,06285; 0,07226)
Rifampicina padréo 24 0,07279 0,00889 (0,06808; 0,07749)
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Tabela 42- Analise de variancia das absorbancias para testar a significancia da
regressdo para os dados obtidos no ensaio de avaliacdo da concentracdo minima
inibitéria (CMI) das nanosuspensdes de rifampicina (F1-MU e F2-MU), F-FURP
20mg/mL e rifampicina padréo.

Fonte GL SQ(Aj.) QM(Aj) ValorF Valor-P
Condico 1 9 0,005365 0,001788 13,27 0,000
Erro 92 0,012399  0,000135

Total 95 0,017764

A magnitude das diferencas observadas na analise de variancia foi revelada
utilizando teste de comparacdo multiplas, o teste de Tukey. Esse teste permite
comparar as medias dos tratamentos (F1-MU, F2-MU, F-FURP e rifampicina padréo).
A Tabela 42 apresenta os resultados do teste de Tukey para a concentracdo minima
inibitéria (CMI). As médias seguidas de mesma letra, em uma mesma coluna, ndo
apresentam diferencas significantes, ao nivel de significancia de 5%. Observa-se que
os agrupamento F1-MU e F-FURP; F-FURP e rifampicina padréo e rifampicina padrao
e F2-MU nao apresentam diferencas significativas entre si. Assim, esses resultados
confirmaram a atividade antimicrobiana das nanosuspensdes frente a micobactéria
(Tabela 43).

Tabela 43- Teste de Tukey

Condicéao Tratamento Média Agrupamento
F1-MU 24 0,08713+ 0,01559 A

F-FURP 24 0,08075+0,01236 A B
Rifampicina padrdo 24 0,07279+ 0,00889 B C
F2-MU 24 0,06756+ 0,00802

As absorbancias médias referem-se a concentracdo das preparacoes (F1-
MU, F2-UM, F-FURP e rifampicina -padréo), na faixa entre 8,0 e 0,063 e pug/mL.Suo e
colaboradores (1988) determinaram a concentracdo minima inibitoria para cepas de
Mycobacterium tuberculosis susceptiveis a rifampicina. Os autores revelaram que tais
cepas apresentaram CMI menor ou igual 0,5ug/mL. Para cepas resistentes (Zhang et
al, 2014), as CMI podem exceder 256 pg/mL.
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Figura 95- Grafico de residuos da avaliacdo da concentragcdo minima inibitéria (CMI)
das nanosuspensodes de rifampicina (F1-MU e F2-MU), suspensao de rifampicina
20mg/mL e rifampicina padréo.
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Com referéncia aos residuos, a suposi¢do de normalidade foi verificada por
meio do grafico de probabilidade normal e pelo histograma (Figura 95). No grafico de
probabilidade normal, o residuo é representado em funcédo de seu valor esperado,
calculado a partir da suposicdo de que os residuos seguem distribuicdo normal.
Considerando os resultados obtidos, a localizagdo dos pontos em relagdo a curva de
probabilidade, assim como, o histograma, é possivel inferir que a suposicdo de
normalidade é valida. Além disso, o grafico das observacdes individuais demonstrou

comportamento aleatério dos residuos (Figura 95).

6. CONCLUSOES

O método analitico desenvolvido e validado para determinacdo para
quantificacao de e rifampicina nos estudos de solubilidade e nas nanosuspensdes por
espectrofotometria na regido UV-Vis cumpriram com as especificacdes estabelecidas
pela RDC 899/2003 em quanto a: especificidade, linearidade, intervalo, precisao,
exatidao, limite de quantificacdo e robustez nos meios proposto para o estudo: agua,
tampéo HCl pH 1,2, tampdao acetato pH 4,5, tampé&o fosfato pH 6,8 e 7,2.
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Foi desenvolvido método de determinacéo de tamanho médio para rifampicina
matéria-prima e nanosuspensfes do mesmo farmaco usando-se equipamento de
difracéao de raios laser (DL).

O método de moagem de alta energia permitiu a formacéo de nanocristais de
rifampicina, no entanto, foram observados formacédo de agregados. A reducédo do
tamanho das particulas da matéria-prima (50,08 + 0,03 um) foi significativa para as
trés formulagdes (F1-M:18,21 + 0,17 pm, F2-M: 9,49 + 0,32 um e F3-M:14,41 + 0,11
pum) quando comparados pelo método de difracao de raios laser (DL).

Os ensaios de caracterizacao de tamanho e morfologia para as formulacfes
obtidas pelo método de moagem de alta energia permitiram determinar a presenca de
agregados, formados na sua vez por particulas pequenas. Esse fendmeno foi devido
a uma instabilidade do sistema causado pela baixa capacidade dos agentes
estabilizantes em causar a repulsao das particulas.

Os estudos de analise térmica das misturas fisicas (rifampicina-
hidroxipropilcelulose, rifampicina-poloxamero 188 e rifampicina-lecitina) utilizados no
método de moagem de alta energia revelaram a auséncia de incompatibilidade.
Portanto esses agentes estabilizantes sdo recomendados para futuros estudos de
preparacdo de nanocristais de rifampicina. Mas sugere-se aumento da concentracao
ou mistura deles.

O método de homogeneizacdo a alta pressao permitiu a obtencdo de
nanocristais de rifampicina (F1-H e F2-H.). Os nanocristais da F1-H, utilizando
poloxamero188 como agente estabilizante apresento formacéo de agregados apos 24
horas (Dia 0: 31,05 £ 2,85 nm e Dia 1: 524,30 + 11,31 nm). Que permite determinar a
incapacidade do polimero em manter estavel o sistema. Se sugere uso em conjunto
com outros tipos de tensoativos ou polimeros. A F2-H que contem Povacoat™ como
agente estabilizante apresento excelentes resultados em quanto a tamanho (412,60 +
4,12 nm), morfologia e estabilidade.

O estudo de analise térmica das misturas fisica do farmaco-Povacoat™
permitiu determinar auséncia de incompatibilidade permitindo seu uso nas
formulacdes. No entanto, a elevada concentracdo de Povacoat™ (10% p/p) poderia
elevar a toxicidade da preparacéo.

A avaliacdo do processo de moagem via Umida em escala reduzida pela

metodologia de superficie de resposta permitiu a formacéo de formulacdes estaveis e
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com adequadas caracteristicas fisico —quimicas. A validacdo do modelo matematico
para diametro hidrodinamico médio (DHM) permitiu a obtencao das formulacfes F1-
MU e F2-MU. Essas formulacdes apresentam DHM de 340,60 + 5,44 nm e 364,20 +
4,50 nm, respetivamente. A morfologia apresentada foi semi- esférica e com
adequada estabilidade no periodo de 3 meses (ndo formacéo de agregados).

A solubilidade de saturacdo da rifampicina foi até 3,03 vezes maior quando
comparado com a matéria —prima micronizada.

Os perfis de dissolugcdo em 45 minutos para as nanosuspensdes F1-MU e F2-

MU e produto FURP-Rifampicina suspensdo oral 20mg/mL demostraram uma
dissolucéo rapida do farmaco, como resultado da reducédo do tamanho da particula.

A avaliagéo da atividade antimicrobiana das nanosuspensoes foi confirmada
frente a rifampicina padréo por meio da determinacdo da sua concentracdo minima

inibitoria.
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12° Programa de Certificacdo de Empresas COFIDE.. (Carga horaria: 27h).
Corporacion Financiera de Desarrollo S.A., COFIDE, Peru.

2009 - 2009

Boas préticas de dispensacdo e ventas de produtos.. (Carga horaria: 30h).
Boticas Torres de Limatambo, BTL, Peru.

2006 - 2006

Curso Basico de Informética. (Carga horaria: 60h).
Centro Informatico San Marcos (Info San Marcos), CBI, Peru.

Atuagao Profissional

Inivarcidada da G3n Danla 1ISD Reacil
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Vinculo institucional

2012 - Atual

Vinculo: € q Funcional; clentifica, Carga hordna: 20

Hospital Macional Dos de Mayo, HNDM, Pen,

Vineulo institucional

2011 - 2011

Vinculo: Belsista, uncional: de F dcnica e Doss Unitaria, Carga hordna: 30

Boticas Torres de Limatambe, BTL, Peni.

Vineulo institucional

2009 - 2011

Vincudo: Celeticta, Funcional: £ QF medtifuncional, Carga hordria: 24

Drogaria Nacional S.AGC, DN, Peru,

Vinculo institudional

2009 - 2009

Vinculo: Celetista, uncional; ao cliente, Carga hordnia: 30

Farma Intemacional S.00C,

Vinculo institucional

2008 - 2008

Vinculo: Celetista, nal: a0 cliente, Carga hordria: 30

Projetos de pesquisa

2014 - Atual

HANOCRISTATS DE RIFAMPICINA: PREPARACAD E CARACTERIZAGAD FiSICO- uUiMICA.

Stuacio: Em andamento; Natureza: Pesquisa,
Integrantes: Katherine Jasmine Curo Melo - Coordenador / Midia Aract Bou-Chacra - Infegrante.
2017 - 2012

EXPRESSAC DE BACTERIOCINA DE LACTOBACTLLUE PLANTARUM ST16PA EM AGITADOR ROTATIVO UTILIZANDG SORC DE LEITE

Situagdo: Concluido; Nalureza: Pesgquisa,
Ao emvobdos: Graduacao: (2) .

Integrantes: Kstherioe Jasmine Curo Mélo - C I Richard Saldadi s - Intergante: | Prol. Dr. Ricardo Pinheio de Souea Olivedra - Integrante.
2012 - Atual

THANOCARREADORES LIPIDICOS CONTENDO DEXAMETASONA: PREPARAGCAC E CARACTERIZAGAO FisICo-QuiMIica?

Situacho: Em andamento; Natureza: Pesruiza.
Ahuros ervobvidos: Gratuagdo: (1) [ Doutorado: (1) .
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Integrantes: Katherine Jasmine Curo Melo - Coordenador / Nadia Araci Bou-Chacra - Integrante.

Areas de atuacgo

Grande érea: Ciéncias da Satde / Area: Farmécia / Subarea: PRODUCAO E CONTROLE FARMACEUTICOS.
2.

Grande &rea: Ciéncias da Saide / Area: Farmdcia / Subdrea: Tecnologia Farmacéutica.

Grande drea: Ciéncias da Satide / Area: Farmécia / Subdrea: Farmacia Hospitalaria.

Idiomas

Espanhol
Compreende Bem, Fala Bem, L& Bem, Escreve Bem.

Inglés

Compreende Raze Fala Pouco, L& Razc Escreve
Portugués

Compreende Bem, Fala Razoavelmente, L& Bem, Escreve Razoavelmente.

Prémios e titulos

2012

Reconocimiento a Becarios SANMARQUINOS, Universidad Nacional Mayor de San Marcos, DECANA DE AMERICA, OGCRI..
2010

Reconocimiento como integrante del grupo estudiantil BIOCIFAR (Associacio Farmacéutica de Biotecnologia), Vicerrectorado de Investigacion- Universidad Macional Mayor de San Marcos,
DECANA DE AMERICA..

2009

Reconocimiento como integrante del grupo estudiantil SOFIC (Sociedade Farmacéutica de Pesquisa Cientifica), Vicerrectorado de Tnvestigacion- Universidad Nacional Mayor de San Marcos,
DECANA DE AMERICA..

Produgdes
Producgdo bibliografica

Resumos publicados em anais de congressos

W MELO, K. J. C.; BOU-CHACRA, M. A. . Development of Rifampin Nanocrystals Using High Energy Milling: Physical Aspects. In: Published Meeting Abstracts, 2014, San Diego. Published
Meeting Abstracts, 2014.

Produgio artistica/ cultural

Outras produgbes artisticas/ culturais

MELO, K. J. C.. 43 ABAV Expo Internacional de Turismo. 2015 (Cultural).
2,

MELOQ, K. J. C.. World Travel Market LA 2015. 2015 (Cultural}).

MELO, K. J. C.. 272 Feira de Turismo de Gramado FESTURIS. 2015 (Cultural).
4.
MELO, K. J. C.. 42 ABAV Expo Internacional de Turismo. 2014 (Cultural).

5.
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MELO; K. J. C.. 41 ABAV Expo Internacional de Turismo. 2013 (Cultural).

Eventos

Participacao em eventos, congressos, exposicies e feiras

1.

O sussesso da redugdo de tamanho de particula na industria farmacéutica: tecnologia de moagem e mistura & caracterizagio de tamanho. 2015. (Outra).

Workshop: How to Write for and Get Published in Scientific Journals. 2015. (Outra).

Manofibras: materiais poliméricos e suas tecnologias inovadoras de aplicagdo nos sistemas de liberagao modificada de farmacos, na medicina.. 2014. (Outra).

4

Nanotecnologia Sistemas de Moagem e de Andlise Térmica. 2014. (Semindrio).

‘Workshop: Aspectos Praticos da Implementagdo do (bD na Industria Farmacéutica. 2014. (Outra).

Workshop NAP-NN. 2014. (Outra).

Absorption of Drugs and Nanoparticles Through the Skin. 2013. (Outra).
8.

Atualizagdo em Imunizagdo. 2013. (Semindrio).

Curso de Bioestatistica. 2013. (Outra).

10.

(Curso de Bioestatistica Prdtica. 2013. (Outra).

11.

Dissolugdo de Formas Farmacéuticas Sdlidas. 2013. (Outra).

12,

Empreendedorismo Farmacéutico ? Start Up e Cases de Sucesso. 2013. (Semindrio).
13.

1 Curso de Inverno em Tecnologia Bioquimico- Farmac@utica. 2013. (Outra).

14.

Mini Curso de Nanotecnologia. 2013. (Outra).

15.

Nanotecnologia Sistemas de Moagem e de Andlise Térmica. 2013. (Semindrio).

16.

Novas técnicas farmacéuticas para a solubilizagdo de farmacos. 2013. (Seminario).
17.

Simpdsio de Nanotecnologia. 2013. (Simpdsio).

18.

‘Workshop Risk analysis, modeling and statical methods for a quality by design envivironment. 2013. (Outra).
19,

‘Worshop em Controle de Medicamentos e Cosméticos: Atualizagio e Tendéncias. 2013. (Outra).
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20.

Biotecnologia e Inovagao. 2012. (Outra).

21.

Desafios e oportunidades para inovagdo em medicamentos no Brasil. 2012. (Outra).

22.

Desenvolvimento de Perfume. 2012. (Oficina).

23,

Desenvolvimento de processos para produgdo de farmacos. 2012. (Outra).

24,

Marketing Farmacéutico: Propaganda, Planejamento estratégico, pesquisa de mercado e promogao.. 2012. (Outra).
25.

Nanoencapsulagdo- Estabilizacdo de Perptideos Bicativos para Aplicagdes Alimenticias. 2012, (Outra).
26.

Planejamento de Experimentos Aplicado ao Desenvolvimento de Bioprocessos. 2012. (Outra).

27.

Probidticos, prebidtico, simbidticos. 2012. (Outra).

28.

Processos aquosos de duas fases para a recuperacio de produtos com alto valor bioldgico. 2012. (Outra).
29,

Prospecgdo de peptideos ativos a partir do soro de leite. 2012. (Outra).

30.

Simpésio de Inovagdo em Tecnologia Bioguimico-Farmacéutica.. 2012. (Simpdsio).

31.

Investifgacidn Clinica y Administracién de Ensayos Clinicos. 2011. (Seminario).

32,

Programa de Certificacion Empresarial de COFIDE: TABLA DE NEGOCIOS MYPE. 2011. (Oficina).

33.

Buenas Practicas de Dispensacion y Ventas de Productos Farmacéuticos. 2009. (Semindrio).
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