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RESUMO

ISSA, M. G. Avaliacao do impacto de diferentes variaveis no ensaio de
dissolucao intrinseca de metronidazol. 2011. 78p. Dissertacdo (Mestrado) —
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas, Universidade de Sao Paulo, Sdo Paulo,
2011.

O objetivo do presente trabalho foi avaliar o impacto de diferentes variaveis no
ensaio de dissolucdo intrinseca de metronidazol. Inicialmente, as amostras, com
diferentes graus de micronizacao, foram submetidas a caracterizagéo fisico-quimica,
sendo realizados ensaios de solubilidade, tamanho de particula, analise térmica
(DSC/ TG), infravermelho por transformada de Fourier (FTIR), difratometria de raios
X (DRX), analise de area superficial pelo método BET, microscopia éptica,
densidade verdadeira e densidade compactada. Na sequéncia, foram realizados os
ensaios de dissolucao intrinseca segundo um planejamento experimental do tipo
fatorial fracionado, sendo cada fator avaliado em trés niveis. Para o delineamento,
utilizou-se o programa Statistica 8.0. e os fatores estudados foram: velocidade de
rotacdo, pressao utilizada na formacdo do compactado do farmaco, meio de
dissolucdo e grau de micronizagcdo. Os resultados mostraram alteragcdo nas
propriedades reolégicas do material conforme o aumento do grau de micronizacao,
enquanto as demais propriedades nao foram afetadas. Entre os fatores estudados
no delineamento, a velocidade de rotacdo e o meio de dissolugédo, foram aqueles
que exerceram influéncia significativa na dissolugcdo intrinseca do metronidazol.
Embora a solubilidade do farmaco nao sofra influéncia do tamanho de particula,
valores superiores foram observados em HCI 0,1 M, meio em que também foram
obtidas as mais elevadas velocidades de dissolugéo intrinseca (VDIs).

Palavras Chave: Sistema de Classificacdo Biofarmacéutica. Dissolucdo intrinseca.
Metronidazol. Micronizacao. Solubilidade.



ABSTRACT

ISSA, M. G. Evaluation of the impact of different variables in the intrinsic
dissolution test for metronidazole. 2011. 78p. Dissertacdo (Mestrado) — Faculdade
de Ciéncias Farmacéuticas, Universidade de Sao Paulo, Sdo Paulo, 2011.

The purpose of this study is to evaluate the impact of different variables in the
intrinsic dissolution test of metronidazol. Initially, the samples, with different levels of
micronization, underwent physicochemical characterization, whereby they were
tested for solubility, particle size, thermal analysis (DSC/TG), Fourier transform
infrared (FTIR) spectroscopy, X-ray diffractometry (DRX), surface area analysis by
the BET method, optical microscopy, true density and tapped density. Then, intrinsic
dissolution tests were carried out according to fractional factorial experimental
planning, with each factor being evaluated on three levels. The Statistica 8.0
software program was used for design, and the factors studied were: rotational
velocity, pressure used in the formation of the compressed drug, dissolution medium
and level of micronization. The results indicated alterations in the rheological
properties of the material, as the level of micronization increased, while the remaining
properties were unaffected. Among the factors studied in the design, the rotation
speed and the dissolution medium were the factors that exercised the most
significant influence on the intrinsic dissolution of metronidazol. Although the
solubility of the drug is not influenced by patrticle size, higher values were observed in
HCI 0.1 M, the medium in which the highest intrinsic dissolution rates (IDRs) were

also obtained.

Keywords: Biopharmaceutics Classification  System. Intrinsic  dissolution.
Metronidazol. Micronization. Solubility.
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Capitulo 1

Dissolucao intrinseca como ferramenta para a avaliacao da
solubilidade de farmacos de acordo com o sistema de classificacao

biofarmaceéutica
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RESUMO

O Sistema de Classificagdo Biofarmacéutica (SCB) € uma ferramenta criada
para dividir os farmacos em diferentes grupos conforme as suas caracteristicas de
solubilidade e permeabilidade. Pela combinacdo desses fatores com parametros
fisiologicos, & possivel obter o panorama de absorcdo de um farmaco pelo trato
gastrintestinal, contribuindo assim, para a reducao de custos e tempo no processo
de desenvolvimento de um medicamento, bem como na diminuicdo da exposicao de
individuos nos estudos in vivo. A obtencdo da solubilidade é baseada na
determinacao do equilibrio sob condicées de pH fisiolégico, enquanto que para a
avaliacao da permeabilidade, diferentes métodos podem ser empregados. Por outro
lado, a velocidade de dissolucao intrinseca (VDI), que é definida como a velocidade
de dissolucdo de uma substéncia pura sob condi¢des constantes de temperatura, pH
e area superficial, entre outras, pode apresentar maior correlacdo com a dinamica da
dissolucao in vivo do que o ensaio de solubilidade. O presente capitulo teve como
finalidade abordar a utilizacao do ensaio de dissolugéo intrinseca como ferramenta
na determinacdo da solubilidade de farmacos, no ambito do Sistema de
Classificacao Biofarmacéutica.
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1. INTRODUCAO

A biodisponibilidade de um determinado farmaco contido em sua forma
farmacéutica é um aspecto de grande importancia para o sucesso do tratamento,
que depende de uma série de fatores, incluindo caracteristicas fisico-quimicas da
formulacao e o estado fisioldgico do trato gastrintestinal (ZHU; ZHOU; SEITZ, 2009).

Dentre os aspectos relevantes, destacam-se propriedades que envolvem o
processo de absorcdo: biofarmacotécnicas (solubilidade, dissolugdo, estabilidade
quimica, permeabilidade e efeito de primeira passagem), farmacocinéticas
(depuracao renal, meia-vida bioldgica, ligacdo a proteinas e volume de distribuicéo),
farmacotécnicas (formulacdo e forma farmacéutica) e fisioldégicas (pH, enzimas,
motilidade intestinal e variabilidade inter-individual), que controlam a velocidade e a
extensdo do farmaco para alcangar o sitio de acdo (DOKOUMETZIDIS;
MACHERAS, 2006; PANCHAGNULA; THOMAS, 2000; PELKONEN; BOOBIS;
GUNDERT-REMY, 2001).

Muitas industrias farmacéuticas tém levado em consideracao as propriedades
de solubilidade e permeabilidade, além de parametros fisico — quimicos, na escolha
de candidatos a novos farmacos. Essa avaliagdo € conhecida como uma triagem
(“screening” biofarmacotécnico), na etapa inicial do desenvolvimento, que tem
ajudado a diminuir o nimero de moléculas novas a serem trabalhadas nas etapas
seguintes, com significativa reducéo de custos (LINDENBERG; KOPP; DRESSMAN,
2004; PANCHAGNULA; THOMAS, 2000; VARMA et al., 2004).

Para facilitar esse trabalho, em 1995 foi proposto o Sistema de Classificacao
Biofarmacéutica (SCB), elaborado por Amidon e colaboradores. Esse sistema
considera que a dissolucdo e permeabilidade intestinal da substancia ativa, sdo os
parametros fundamentais na velocidade e extensao da absorcdo. Os farmacos sao
organizados em quatro classes conforme as caracteristicas solubilidade e
permeabilidade (AMIDON et al., 1995; LENNERNAS; ABRAHAMSSON, 2005;
LIPKA; AMIDON, 1999; LOBENBERG; AMIDON, 2000).

Diferentes métodos podem ser utilizados para a avaliacdo da solubilidade,
permeabilidade intestinal e dissolugao in vitro na classificagdo de farmacos segundo
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o SCB e alguns deles sdo recomendados pelo Food and Drug Administration (FDA)
(LIPKA; AMIDON, 1999; UNITED STATES, 2000).

Para a determinacao da solubilidade do farmaco, recomenda-se a avaliacao
do equilibrio da solubilidade sob condicao de pH fisioldgico, ou seja, esse valor deve
ser determinado a temperatura de 37+ 1 °C, em diferentes solu¢des, variando-se a
faixa de pH de 1,0 a 7,5. A classe da solubilidade é obtida calculando-se o volume
de solugao necessario para dissolver a maior dose do medicamento em todas as
faixas de pH avaliadas (UNITED STATES, 2000).

O método utilizado é o da solubilidade de fase, onde um excesso de farmaco
€ colocado em contato direto com a solugcdo. No entanto, levando-se em
consideracao que nas etapas iniciais de desenvolvimento, geralmente na etapa de
pré-formulacdo, a quantidade de material disponivel muitas vezes € restrita, a
realizacdo desse estudo pode ser inviabilizada (RAO; SANGHVI; ZHU,2009;
STEELE, 2001).

Outro fator a ser considerado é a dificuldade na determinacao correta da
solubilidade, seja pelas variaveis experimentais, como variacdo de temperatura,
filtracdo e quantidade de material ou fatores inerentes a prépria substancia, que
podem afetar o resultado e gerar uma alta dispersdo dos dados. Entre esses fatores,
podem ser citados altera¢des de forma cristalina (solvatos, hidratos e polimorfos) ou
formagdo de sal durante o ensaio (BAKA; COMER; TAKACS-NOVAK, 2007; RAO;
SANGHVI; ZHU,2009; YU et al., 2004).

Uma alternativa que vem sendo discutida nos Ultimos anos para a
determinacao da solubilidade € o ensaio de dissolugao intrinseca, onde a classe da
solubilidade a qual certo farmaco pertence, seria determinada pelo valor da
velocidade de dissolucado intrinseca (VDI). Para a realizacdo desse ensaio, a
quantidade requerida de material é bem inferior em relagdo ao ensaio de
solubilidade e possiveis interferéncias nos resultados por fatores como transicéo de
forma cristalina ou formacao de sal, podem ser verificadas pela presenca de
curvatura nos graficos obtidos (SEHIC et al.,2010; STEELE, 2001; UNITED STATES
PHARMACOPEIA, 2009; YU et al., 2002, 2004; ZAKERI-MILANI et al., 2009).
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Sendo assim, o objetivo da presente revisao foi abordar a utilizacdo do ensaio
de dissolucéao intrinseca para avaliagdo da solubilidade de farmacos no contexto do

Sistema de Classificagao Biofarmacéutica.

2. SISTEMA DE CLASSIFICACAO BIOFARMACEUTICA (SCB)

O Sistema de Classificacao Biofarmacéutica foi desenvolvido para promover a
utilizagdo do conhecimento cientifico na avaliagdo das substancias ativas, como uma
predicdo do comportamento in vivo, auxiliando as atividades das agéncias
regulatérias na aprovagao de medicamentos, bem como as industrias farmacéuticas

na obtencao de seus registros.

O objetivo principal do SCB foi a criacdo de uma ferramenta regulatéria para
a substituicdo de alguns ensaios de bioequivaléncia por testes de dissolug¢ao in vitro,
possibilitando a reducédo dos custos e tempo no processo de desenvolvimento de um
medicamento, além da exposicdo desnecessaria de individuos nos estudos in vivo.
Dados observados por Cook (2004) indicam que a utilizacido do SCB nas etapas de
desenvolvimento pode refletir em consideravel economia de recursos para as
indUstrias farmacéuticas (LENNERNAS; ABRAHAMSSON, 2005; LIPKA; AMIDON,
1999).

Atualmente, o SCB tem sido empregado para a isenc¢ao de testes clinicos em
formulacbes de uso oral, principalmente para aquelas de liberacdo imediata,
enquanto que para formulagdes de liberacdo modificada, a sua utilizagdo ainda vem
sendo estudada (KU, 2008; LENNERNAS; ABRAHAMSSON, 2005; LIPKA;
AMIDON, 1999).

E importante considerar que a resposta clinica decorrente da administracdo
oral de determinado medicamento, somente ocorrerd apés uma série de eventos,
sendo dessa forma um processo complexo, que pode ser afetado por fatores
relacionados ou nao ao individuo (KARALIS et al., 2008; MARTINEZ; AMIDON,
2002).
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Conforme observado na Figura 1, a dissolucdo € pré-requisito para a
absorcao de farmacos administrados por via oral e, consequentemente, para a sua
resposta clinica. Sendo a dissolucdo evento dependente da solubilidade do farmaco
e a absorcdo, dependente da permeabilidade intestinal, a unido dessas propriedades
resulta nos principais fatores que governam a velocidade e a extensdo da absor¢ao
de um farmaco a partir de uma formulacao sélida de administracdo oral, ou seja, a
sua biodisponibilidade (AMIDON et al, 1995; LIPKA; AMIDON, 1999; UNITED
STATES, 2000; VARMA et al., 2004).

ADMINISTRACAD ORAL

|

Desintegragdo e Dissolugio

Degradagdo luminal

Difusdo pelos fluidos gastrintestinais

)

Permeagao

ii Metabolismo via mucosa

Circulac8o sanguinea ou linfatica

*’7 Metabolismo hepatico

Circulagdo Sistémica

Concentragdo de
farmaco ligado nos

, ; tecidos
Farmaco ligado +—® Eirmaco livre

Depuragio 4 ! '\‘

Plasmatica Concentragdo de
farmaco livre
nos tecidos

Concentragdo no sitio de agdo

EFEITO

Figura 1 — Eventos que ocorrem desde a administracdo do medicamento até a agédo do
farmaco no sitio de acdo (MARTINEZ; AMIDON, 2002).

Baseado nesse conceito, no SCB sao definidos trés numeros adimensionais
para caracterizar as substancias e a combinacado deles com os parametros fisico-

quimicos e fisiol6gicos, representa o panorama da absorcdo de um farmaco pelo
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trato gastrintestinal (AMIDON et al., 1995; LIPKA; AMIDON, 1999; LOBENBERG;
AMIDON, 2000; VARMA et al., 2004):

v Numero de Dose (Do): Razao da concentracao da dose pela solubilidade.

:M/VON M = dose
Cs

Do

Vo=volume de dgua ingerido para
> administracdo do medicamento (250 mL)

(Equacéao 1)
Cs=solubilidade

v" Numero de Dissolugao (Dn): Tempo necessario para dissolugao.

) D=coeficiente de difusdo

r=raio inicial da particula do
fdarmaco

3D\ Cs <TSl> > Cs=solubilidade

Dn=|=—- | = (Tsi)=

r Jo, Tdiss p=densidade

Tsi=tempo de transito intestinal
(Equacéo 2)

Tdiss=tempo de dissolucdo

v Numero de Absorcdo (An): Tempo necessario para absor¢cao da dose
administrada.

Peff=permeabilidade

~—

An = % x<Tsi> — @ R=raio do intestino
R Tabs

Tsi= tempo de trdnsito intestinal

(Equacéo 3) ) Tabs=tempo de absor¢do

Assim, para que a absorcao do farmaco seja completa, esta deve apresentar
Do<1, Dn>1 e An>1. Pela definicdo desses numeros, fica claro que a solubilidade e
a permeabilidade sdo os parametros chave no controle da absorcao e, no SCB, os

farmacos sao divididos em quatro classes (Figura 2) conforme a intensidade
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(alta/baixa) dos parametros de solubilidade e permeabilidade (AMIDON et al., 1995;
MARTINEZ; AMIDON, 2002; VARMA et al., 2004).

Para que um farmaco seja considerado de alta solubilidade, a sua maior dose
deve ser soluvel em volume igual ou menor que 250 mL de um meio aquoso, em pH
entre 1,0 e 7,5. O volume estimado de 250 mL é baseado nos protocolos de estudos
de bioequivaléncia, que prescrevem a administracdo do medicamento a voluntarios
em jejum com um copo de agua (UNITED STATES, 2000; YU et al., 2002).

A classificacdo dos farmacos em relacdo a permeabilidade € baseada
indiretamente na extensao da absor¢do em humanos, pela avaliacdo da fracdo da
dose absorvida ou diretamente, pela medida de velocidade de transferéncia de
massa através da membrana intestinal humana ou de membranas epiteliais. O
farmaco € considerado de alta permeabilidade quando apresenta pelo menos 90%
de absorcdo da dose administrada (UNITED STATES, 2000; YU et al., 2002).

CLASSE | CLASSE Il
Alta solubilidade Alta solubilidade
Alta permeabilidade Baixa permeabilidade
S
o
L
u
B
|
lL CLASSE I CLASSE IV
D
A Baixa solubilidade Baixa solubilidade
E Alta permeabilidade Baixa permeabilidade

< PERMEABILIDADE

Figura 2 - Sistema de Classificacao Biofarmacéutica (AMIDON et al., 1995).
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De acordo com a Figura 2, os farmacos podem ser divididos em quatro
grupos, conforme a sua solubilidade e permeabilidade, apresentando cada um

desses, caracteristicas peculiares, conforme discutido a seguir.

v' Classe I: Os farmacos dessa classe possuem boa permeabilidade, a
menos que sejam instaveis no trato gastrintestinal ou sofram metabolismo
de primeira passagem. Como também possuem boa solubilidade, o fator
limitante para a sua absorcdo é o tempo de esvaziamento gastrico. As
formas soélidas de liberacdo imediata que contém farmacos com essas
caracteristicas, sao potenciais candidatas a isencdo de estudos de
bioequivaléncia (AMIDON et al., 1995; ASHFORD, 2002; LIPKA; AMIDON,
1999).

v' Classe Il: Apesar da boa permeabilidade, os farmacos pertencentes a
essa classe , apresentam problemas de solubilidade e, dessa maneira, a
dissolucdo torna-se o fator limitante para a absorcdo. A utilizacdo de
formulagdes bem delineadas ou ferramentas farmacotécnicas como a
complexagdo do farmaco com ciclodextrinas ou reducdo do tamanho de
particula, entre outras, pode facilitar a dissolucao e consequentemente a
biodisponibilidade oral. No entanto, os ensaios de dissolugcao in vitro
devem refletir ao maximo as caracteristicas da dissolugcao in vivo
(AMIDON et al., 1995; ASHFORD, 2002).

v Classe llI: E constituida por farmacos que apresentam boa solubilidade e
permeabilidade reduzida, sendo esta ultima, considerada o fator limitante
para a absorcdo. E importante que as formas farmacéuticas que
contenham esse tipo de farmaco liberem-no de modo rapido, a fim de
maximizar o tempo de contato com o epitélio intestinal, porém, a absorgcao
podera ser afetada pela influéncia de variaveis fisiol6gicas, tais como o
tempo de residéncia intestinal e o conteudo luminal (AMIDON et al., 1995;
ASHFORD, 2002).

v Classe IV: E a classe que mais desafia o trabalho dos pesquisadores, pois

esses farmacos apresentam problemas de biodisponibilidade oral, uma
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vez que tanto a solubilidade como a permeabilidade sdo reduzidas
(AMIDON et al., 1995; ASHFORD, 2002).

2.1. METODOS UTILIZADOS PARA DETERMINAGCAO DA SOLUBILIDADE E
PERMEABILIDADE DE FARMACOS

2.1.1. Solubilidade

A avaliacdo da solubilidade para a classificacdo biofarmacéutica da
substancia, baseia-se na determinacdo do equilibrio sob condigdes de pH fisioldgico.
O FDA sugere que a realizacdo do ensaio ocorra em temperatura de 37 + 1 °C em
meios aquosos variando-se a faixa de pH de 1,0 a 7,5. O tradicional método de
solubilidade de fase é o mais indicado, podendo ser substituido por outro, como por
exemplo, a titulagdo, desde que seja capaz de fornecer o equilibrio de solubilidade
do farmaco (UNITED STATES, 2000; VARMA et al., 2004; YU et al., 2002).

2.1.2. Permeabilidade

Existem diferentes métodos que podem ser utilizados para a classificacao das
substancias conforme a permeabilidade, sendo que alguns envolvem o estudo de
parametros farmacocinéticos em humanos e outros a determinacdo da
permeabilidade do trato gastrintestinal (UNITED STATES, 2000).

Conforme o FDA, entre os métodos empregados para o estudo
farmacocinético, encontram-se o estudo de balan¢o de massas com a utilizacéo de
is6topos estaveis ou substancias marcadoras e os estudos de biodisponibilidade
absoluta, sendo a absorcdo do farmaco avaliada em comparagdao com a absorcao
de uma substancia referéncia. Entre os métodos de permeabilidade intestinal estao:
estudos de perfusao intestinal em humanos; estudos in vivo ou in situ de perfusdo
intestinal em modelos animais; estudos de permeacgao in vitro em tecido intestinal
humano ou animal e estudos de permeacédo in vitro em monocamadas de células
epiteliais (UNITED STATES, 2000).
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Embora o estudo farmacocinético em humanos seja 0 padrdo ouro para a
determinacdo da permeabilidade, o seu uso na etapa de desenvolvimento nao é
viavel, principalmente pela alta variabilidade, necessidade de administracao através
de uma formulacdo e pelos custos envolvidos. Dessa forma, os estudos de
permeabilidade intestinal tornam-se uma alternativa interessante (VARMA et al.,
2004).

As técnicas in vitro baseadas na utilizacdo de cultura de células tém sido
muito exploradas nos ultimos anos. Entre os tipos celulares, as da linha Caco-2 sao
as mais empregadas em razao da sua similaridade com as células intestinais e pela
capacidade de expressao de transportadores e enzimas intestinais (JUNG et al.,
2006; VARMA et al., 2004).

2.2. EXTENSAO DO SCB

Desde a sua criagdo, o Sistema de Classificacao Biofarmacéutica tem sido
objeto de diversos estudos e discussdes da comunidade cientifica, e algumas
sugestdes foram propostas na tentativa de tornar a classificagdo menos restrita e
com maior aplicacéo (YU et al., 2002).

Em relacdo a avaliagdo da solubilidade, sdo sugeridas a alteragdo da faixa de
avaliagdo do pH de 1,0 a 7,5 para 1,0 a 6,8, considerando que o pH de 7,5
corresponde ao da regido do ileo onde o farmaco ja chegaria dissolvido e a
alteracao do volume de 250 mL para 500 mL, sendo esse um volume médio, uma
vez que o volume do intestino pode variar de 50 a 1100 mL (WORLD HEALTH
ORGANIZATION, 2006; YU et al., 2002).

Para a permeabilidade, tem-se sugerido a alteracdo do valor de 90% para
85% para farmacos de alta permeabilidade, pois pela avaliagdo de diferentes
farmacos considerados de alta absorcédo, a fracdo da dose absorvida determinada
experimentalmente tem mostrado valores inferiores a 90% (WORLD HEALTH
ORGANIZATION, 2006; YU et al., 2002).

Além dessas sugestdes, novos métodos para a classificacdo das substancias
tém sido propostos, tais como o ensaio de dissolugao intrinseca para a avaliacdo da
solubilidade e a utilizacdo de novos tipos celulares e membranas para avaliagdo da



23

permeabilidade intestinal, assim como a utilizacdo de métodos computacionais ou in
silico (DOKOUMETZIDIS; VALSAMI; MACHERAS, 2007; YAZDANIAN et al., 2004;
YU et al., 2002).

Muito embora tais sugestoes sejam alvo de discussdes entre pesquisadores,
o FDA ainda considera o sistema como ele foi proposto inicialmente, enquanto que a
Organizacao Mundial da Saude (OMS) ja preconiza novos critérios de avaliacdo
(BENET et al, 2008; PAPADOPOULOU et al, 2008; WORLD HEALTH
ORGANIZATION, 2006).

3. DISSOLUGAO INTRINSECA

Skinner e Kanfer (1992) sugeriram que 0s principais aspectos fisico-quimicos
pertinentes para absorcdo de um farmaco seriam a velocidade de dissolucao
intrinseca e a solubilidade. Como esses dois parametros sdo altamente dependentes
de pH, a influéncia dos mesmos na absorcao poderia ser facilmente determinada por
toda a faixa de pH do trato gastrintestinal.

Por dissolucéo intrinseca entende-se o comportamento de dissolugdo de uma
substancia ativa pura e a determinagdo da sua velocidade pode ser de grande
importancia durante o desenvolvimento de novas moléculas, uma vez que com
pequenas quantidades de material é possivel realizar o teste e prever potenciais
problemas (AYRES et al, 2007; STEELE, 2001; UNITED STATES
PHARMACOPEIA, 2009; VIEGAS, et al., 2001).

Dessa maneira, a velocidade de dissolucao intrinseca (VDI) é definida como a
velocidade de dissolucdo de uma substancia ativa pura, quando sdo mantidas
constantes as condicdes de area superficial, temperatura, agitacao, pH e forca ibnica
do meio. Deste modo é possivel obter dados acerca da pureza quimica e
equivaléncia de farmacos provenientes de diferentes fontes. O conhecimento dessas
informacgdes esta relacionado com a variabilidade de matérias-primas disponiveis no
mercado, resultantes de distintos processos de sintese, principalmente nas etapas
finais de cristalizacdo e que podem acarretar em diferentes tamanhos de particula,
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graus de hidratacdo, habitos e formas cristalinas para um mesmo farmaco (LEHTO
et al., 2008; SEHIC et al., 2010; VIEGAS et al., 2001; ZAKERI-MILANI et al., 2009).

A VDI pode ser obtida empregando-se um acessério especifico para tal, onde
o farmaco compactado é exposto a um meio de dissolu¢do sob uma area superficial
constante, e o seu valor é expresso em mg cm™? s (AZARMI; ROA; LOBENBERG,
2007; EUROPEAN PHARMACOPOEIA, 2008; PELTONEN et al. 2003; UNITED
STATES PHARMACOPEIA, 2009).

As aplicagbes do ensaio de dissolucao intrinseca estao relacionadas com a
sua utilizagdo como ferramenta na caracterizagcdo de farmacos no estado solido,
como a determinacdo de parametros termodindmicos associados a transicdo de
fases cristalinas, graus de hidratacao, investigacao do fenémeno de transferéncia de
massa no processo de dissolucdo, avaliacdo da velocidade de dissolucdo de um
farmaco em diferentes meios (variacdo de pH e/ou utilizacdo de tensoativos) e a
relagdo entre a velocidade de dissolu¢cdo de uma substancia ativa e a sua forma
cristalina, entre outros (BARTOLOMEI et al.; 2006; YU et al., 2004).

Entretanto, estudos recentes tém demonstrado a utilizacdo da VDI para a
determinacdo da solubilidade no ambito do Sistema de Classificagéo
Biofarmacéutica. Como esse ensaio nao esta relacionado a um equilibrio e sim a
velocidade, espera-se que haja uma correlagdo maior com a dinamica da dissolucéo
in vivo do que o ensaio de solubilidade. Em um ensaio de solubilidade convencional,
onde uma quantidade de farmaco é mantida sob agitacao e temperatura constantes
até a saturacao da solucao, a determinacao da real solubilidade do material pode ser
comprometida, devido as possiveis ocorréncias de recristalizacdes durante o ensaio,
que podem provocar alteragdo de forma cristalina, formagao de hidratos e solvatos
(YAZDNIAN et al., 2004; YU et al., 2002, 2004; ZAKERI-MILANI, 2009).

Mudancas do material na superficie do compactado durante o ensaio de
dissolucao intrinseca também podem ocorrer como, por exemplo, a conversao de
atorvastatina amorfa em sua forma cristalina (KIM et al., 2008); a transformacéo do
sal de diclofenaco em sua forma acida (BARTOLOMEI et al., 2006); a hidratacao das
formas anidras de carbamazepina e teofilina (LEHTO et al.,, 2008; SEHIC et al.,
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2010) e a conversao da rifampicina para o polimorfo mais estavel (AGRAWAL, et al.,
2004).

No entanto, como a velocidade de dissolucdo intrinseca é determinada
através da correlacdo entre os resultados de massa dissolvida por unidade de area e
os tempos de coleta, é possivel realizar um monitoramento durante o ensaio e pela
analise do perfil obtido (presenca de curvatura positiva ou negativa), determinar a
solubilidade antes da ocorréncia dessas transformacdes (YU et al., 2004; UNITED
STATES PHARMACOPOEIA, 2009).

Outro aspecto bastante vantajoso da dissolugao intrinseca, é a utilizacao de
pequenas quantidades de farmaco, o que facilita o seu emprego na avaliacdo da
solubilidade durante a etapa de pré-formulacdo (moléculas novas), quando
guantidades minimas de farmaco sao disponibilizadas para a realizacao dos ensaios
(STEELE, 2001; WANG; FLANAGAM, 2009).

3.1. APARATOS UTILIZADOS NA DETERMINAGAO DA VDI

Dois tipos de aparatos utilizados no ensaio de dissolugdo intrinseca sao
citados em farmacopéias: o sistema de disco fixo, descrito apenas na Farmacopéia
Americana e o sistema de disco rotativo, conhecido como “Wood’s apparatus”,
também descrito na USP e nas farmacopéias Européia e Britdnica (BRITTISH
PHARMACOPOEIA, 2009; EUROPEAN PHARMACOPOEIA, 2008; UNITED
STATES PHARMACOPEIA, 2009; VIEGAS et al., 2001).

A utilizacdo do sistema de disco rotativo é mais comum, porém boa
correlacao dos resultados é observada em comparagao com o sistema de disco fixo
e até com outros sistemas ndo descritos em farmacopéias, mas ja testados em
alguns estudos para a determinagéo da velocidade de dissolugéo intrinseca, como o
método da célula de fluxo e um aparato em miniatura (Mini-IDR™) semelhante ao
disco rotativo (BERGER et al., 2007; LEHTO et al., 2008; PELTONEN et al., 2003;
TSINMAN et al., 2009; VIEGAS et al., 2001).

Entre as caracteristicas desses aparatos podem ser citadas (UNITED
STATES PHARMACOPEIA, 2009): a utilizacdo em equipamentos de dissolucao

convencionais; possuem uma cavidade para a colocagdo do farmaco, sendo
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necessario o uso de uma prensa para a formacao do compactado; a superficie de
exposicao do farmaco é de geometria e dimensao conhecidas; os aparatos quando
colocados no equipamento de dissolucao, permitem que o compactado do farmaco
figue exposto em um local de menor variabilidade hidrodinamica.

A VDI sofre influéncia de varios fatores, que podem ser divididos em dois
grupos: fatores internos e externos. Os fatores internos estdo relacionados as
propriedades do estado sélido do farmaco e os externos, com a area superficial,
condicao hidrodindmica e composicdo do meio de dissolugdo, viscosidade, pH e

forca ibnica do meio.

3.1.1. Sistema de disco rotativo

Esse sistema é composto por um puncao de aco, matriz, haste, um anel de
neoprene e a base de apoio (Figura 3a). A base possui trés entradas de parafusos
para a fixacdo da matriz e auxilio na fabricagcdo do compactado. A matriz possui
uma cavidade com diametro de 0,8 cm, onde o farmaco e o punc¢ao sao inseridos e
submetidos a uma pressao de compactacdo. Dessa maneira, apos a separagao da
base, o material fica exposto na face da matriz que é acoplada na haste responsavel
pelo movimento (Figura 3b) (UNITED STATES PHARMACOPEIA, 2009; VIEGAS et
al., 2001).

3.1.2. Sistema de disco fixo

O sistema possui um puncao de aco, matriz, anel de neoprene, base de apoio
e suporte (Figura 4a). O esquema de formacado do compactado é semelhante ao
aparato fixo, entretanto, nesse caso ha necessidade de um suporte para
sustentacao da matriz e do puncéo sobre uma cuba de fundo plano, de modo que a
area do farmaco fique fixa e exposta para cima, sendo o movimento rotacional de
responsabilidade de uma pa do aparato dois (Figura 4b) (UNITED STATES
PHARMACOPEIA, 2009; VIEGAS et al., 2001).
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Figura 3 - Sistema de disco rotativo (aparato de Wood): (a) aparato desmontado e (b)
configuracdo do sistema no equipamento de dissolugdo (UNITED STATES
PHARMACOPEIA, 2009; MAUGER, 1996).
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Figura 4 - Sistema de disco fixo: (a) aparato desmontado e (b) configuragcao do sistema no
equipamento de dissolugdo (USP, 2009).
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3.2.CALCULO DA VDI E ANALISE DOS DADOS OBTIDOS NO ENSAIO

Para o célculo da VDI, utiliza-se a equacao derivada da equacao de Noyes e
Whitney, sendo retiradas desta equacdo, duas informacdes: a velocidade de
dissolucdo, expressa geralmente pela massa de amostra dissolvida por unidade de
tempo e o fluxo de dissolugcédo, quando a area superficial € levada em consideracgéao,
expresso em velocidade de dissolugdo por unidade de area (UNITED STATES
PHARMACOPEIA, 2009; CARSTENSEN, 2001; YU et al., 2004):

Vde 1 -
i =——x— (Equacao 4
j== (Equagéo 4)

Onde,

j = fluxo de dissolugdo (mg cm?s™)

V = volume do meio de dissolucao (mL)

¢ = concentracdo do farmaco dissolvido no meio (mg mL™")
A = area superficial da amostra (cm?)

t = tempo (s)

Assim, quando o célculo do fluxo de dissolugéo (j) € utilizado para um farmaco
puro € mais comum chama-lo de velocidade de dissolugao intrinseca (UNITED
STATES PHARMACOPEIA, 2009).

Durante o ensaio, a quantidade cumulativa do farmaco dissolvida em cada
intervalo de tempo deve ser corrigida considerando os volumes de amostragem
retirados para leitura. Para o célculo da VDI é necessario construir um grafico da
quantidade acumulada de farmaco dissolvido em funcéo do tempo e, pela regressao
linear dos pontos, com a obtencdo da equacado da reta, tem-se a velocidade de
dissolucdo em unidade de massa por segundo, representada pelo valor do
coeficiente angular. A velocidade de dissolucéo intrinseca é determinada dividindo-

se esse valor pela area superficial do compactado em centimetros quadrados, sendo
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reportada em unidade de massa cm? s’ (UNITED STATES PHARMACOPEIA,
2009).

Vale lembrar que a maioria dos resultados de dissolucdo intrinseca
encontrados na literatura é expressa em mg min”' cm?, forma utilizada por muitos

autores e indicada pela Farmacopeia Americana até 2008.

O grafico obtido de quantidade de farmaco dissolvido em fungdo do tempo
pode apresentar curvatura (alteragdo da inclinagéo da reta) e, neste caso, deve-se
considerar apenas a regiao linear inicial para o calculo da velocidade de dissolugéo.
A presenca da curvatura positiva pode indicar algum problema experimental,
enquanto que a negativa pode estar relacionada a transicao da forma do cristal na
superficie do compactado ou quando a saturacdo do meio de dissolugdo €
inadvertidamente alcancada (LEHTO et al, 2008; SEHIC et al., 2010; UNITED
STATES PHARMACOPEIA, 2009).
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Figura 5: Curvaturas que podem aparecer no grafico de velocidade de dissolugao (a)
positiva e (b) negativa.

3.3. DETERMINACAO DA CLASSE DE SOLUBILIDADE A PARTIR DA VDI

Conforme mencionado anteriormente, estudos vém sendo realizados para

demonstrar a viabilidade da utilizacdo da velocidade de dissolucao intrinseca para a
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determinacdo da classe de solubilidade no Sistema de Classificacdo
Biofarmacéutica.

Yu e colaboradores (2004), determinaram que para farmacos onde é possivel
obter uma boa correlacdo entre a dissolucao intrinseca e a solubilidade, o valor
limitrofe para a divisdo das classes seria 0,1 mg min™ cm® 0,0017 mg cm?s™, ou
seja, farmacos com velocidade de dissolugéo intrinseca acima desse valor seriam
considerados de alta solubilidade e velocidades abaixo desse limite, indicariam
farmacos de baixa solubilidade.

Tabela 1 — Valores de VDI (mg min™' cm™) e classificagdo de solubilidade segundo o SCB
de alguns farmacos conforme proposta de Yu e colaboradores (2000). Ensaio de dissolugao
intrinseca realizado com o sistema de disco rotativo, em 900 mL de tampao fosfato pH 6,8
sob velocidade de rotagdo100 rpm.

Classificacao de

Farmaco (mg mYl?! cm?) solubilidasngconforme
ranitidina 43,1 £0,1 Alta
metoprolol 27,004 Alta
propranolol 17,8 £0,3 Alta
nortriptilina 6,5+0,2 Alta
atenolol 2,56 £0,13 Alta
nadolol 1,44 £ 0,04 Alta
labetolol 0,70 £ 0,02 Baixa
cetoprofeno 0,57 £0,03 Baixa
furosemida 0,50 £ 0,02 Baixa
naproxeno 0,26 + 0,02 Baixa
hidroclorotiazida 0,11 £ 0,01 Baixa
piroxicam 0,088 + 0,002 Baixa
carbamazepina 0,029 £ 0,002 Baixa
griseofulvina 0,0022 + 0,0002 Baixa

Recentemente, Zakeri-Milani e colaboradores (2009), em trabalho realizado
com os mesmos farmacos e condicbes de ensaio empregados por Yu e
colaboradores em 2000 (sistema rotativo, 900 mL de tampéao fosfato pH 6,8 e 100
rpm), sugeriram o valor de 1 mg min™ ¢cm® 0,017 mg cm?s™ para ser tomado como

base na divisdo das classes de solubilidade.
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Embora os valores limites indicados nos dois trabalhos sejam diferentes,
provavelmente devido a diferengcas nos aparatos utilizados (area superficial de
farmaco exposto), a ordem de classificacdo das substancias avaliadas foi a mesma.
Dessa forma, para farmacos que nao apresentam dose muito elevada ou muito
baixa, onde ndo ha discrepancias entre os resultados de solubilidade e dissolucao
intrinseca, a VDI pode ser utilizada como ferramenta para a classificacdo da
solubilidade (YU et al., 2004; ZAKERI-MILANI et al., 2009).

3.4.SOLUBILIDADE VERSUS DISSOLUGAO INTRINSECA

Sendo a dissolucéo intrinseca uma alternativa viavel para a determinacao da
classe de solubilidade, verifica-se que, conforme apresentado na Tabela 2, esse
ensaio possui algumas vantagens em relagdo ao método da solubilidade de fase,
principalmente em relacdo ao tempo, quantidade de material e manuseio das

amostras.

Tabela 2 — Condicdes e fatores relacionados aos ensaios de solubilidade pelo método da
solubilidade de fase e dissolugao intrinseca.

Condicoes Solubilidade Dissolucao intrinseca
Equipamento Shaker (Incubadora) Equipamento de dissolugao
Aparatos Frascos Disco fixo/rotativo

Necessario para
Quantidade de material saturacao 100 mg a 200 mg

] ] _ De 30 min até 24h — até
Tempo Até 72 h (até saturacio) B
obtencao de uma reta.
Influéncia de reducdo da

temperatura Sim Nao

Necessidade de filtracdo ou
centrifugacao Sim Nao

Possibilidade obtencdo do
resultado antes de uma _ _
L o Nao Sim
transicdo de forma cristalina
da amostra.
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4. CONCLUSAO

Com a utilizacao do SCB na avaliagdo das caracteristicas de solubilidade e
permeabilidade dos farmacos € possivel fazer uma predicdo do comportamento in
vivo das substancias, prevenindo assim, eventuais problemas de formulagdo e o
gasto desnecessario com estudos de bioequivaléncia. Entre os métodos utilizados
para a classificacdo, a obtencdo da velocidade de dissolucdo intrinseca € uma
ferramenta que vem ganhando destague, onde, com quantidades minimas de
farmaco e menor tempo, pode-se determinar de modo mais preciso, a solubilidade
das substancias.
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Capitulo 2

Influéncia da granulometria nas propriedades fisico—quimicas do
metronidazol
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RESUMO

O objetivo do presente trabalho foi avaliar a influéncia da micronizagéo e,
consequentemente, da distribuicdo granulométrica nas propriedades fisico-quimicas
do metronidazol. Foram realizadas analises de solubilidade, tamanho de particula,
calorimetria exploratéria diferencial (DSC), termogravimetria e termogravimetria
derivada (TG/DTG), infravermelho por transformada de Fourier (FTIV), difratometria
de raios X (DRX), analise de area superficial pelo método BET, densidade
verdadeira, microscopia Optica e caracterizacdo do fluxo dos pds. Os resultados
indicaram que a solubilidade do metronidazol nao é alterada pela reducdo do
tamanho de particula e pelo aumento da area superficial, entretanto € influenciada
pelo pH. As curvas termoanaliticas apresentaram dois eventos caracteristicos, em
160 °C e 290 °C, correspondendo, respectivamente, a fusdo e a degradacio do
metronidazol, ndo havendo alteragédo da forma cristalina. Para os demais ensaios,
com excecao do indice de compressibilidade e razdo de Hausner, que indicaram que
o fluxo do material é prejudicado com o processo de micronizacao e a densidade
compactada, ndo foram observadas diferengas entre as amostras analisadas.
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1. INTRODUGAO

Apesar de muitos problemas que ocorrem na etapa de produgdo de uma
forma farmacéutica estarem relacionados com o processo de fabricacdo e/ou
excipientes empregados, grande parte deles também ¢é influenciada pelas
caracteristicas fisico-quimicas do farmaco utilizado. Dessa forma, é de extrema
importadncia a avaliacdo das propriedades fisico-quimicas do farmaco a ser
manipulado, bem como o seu impacto no comportamento do produto final
(CARSTENSEN, 2001).

A chamada etapa de pré-formulacdo proporciona o conhecimento detalhado
das propriedades de uma determinada substancia, o que é essencial para minimizar
problemas de formulacédo nos estagios finais de desenvolvimento e, principalmente,
reduzir custos com o farmaco e diminuir o tempo para o medicamento chegar ao
mercado (NIAZI, 2007).

Tal conhecimento é fornecido pela investigacdo de uma série de informacdes
como: solubilidade, dissolugéo intrinseca, ponto de fusdo, polimorfismo, estabilidade,
microscopia, densidade, tamanho de particula, propriedades reolégicas do po6 e
compatibilidade com excipientes (ALLEN JR., 2008; WELLS, 2002).

Por outro lado, a micronizagdo € uma pratica muito utilizada na industria
farmacéutica para a reducdo do tamanho das particulas de farmacos e
homogeneizacdo da granulometria do lote. Entretanto, algumas alteragdes no
material podem ocorrer, como a perda da estabilidade da molécula e amorfizacdo da
amostra, pela energia envolvida no processo, bem com a alteracdo das
caracteristicas de fluxo do p6é (CARSTENSEN, 2001; GOVINDARAJAN;
SURYJANARAYANAN, 2006; KIM et al., 2007; LIU et al., 2008).

Além disso, observa-se na pratica que com a redugdo do tamanho das
particulas de um farmaco, é possivel aumentar a sua solubilidade (ALLEN JR.,
2008).

O metronidazol, cuja estrutura quimica é apresentada na Figura 1, é um

farmaco antimicrobiano, empregado no combate as formas intestinais e extra-
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intestinais de amebiase e tricomoniase, além de infecgdes bacterianas. E
classificado como farmaco pertencente a classe | do Sistema de Classificacdo
Biofarmacéutica (SCB), ou seja, apresenta alta solubilidade e alta permeabilidade
(IDKAIDEK; NAJIB, 2000; LINDENBERG; KOPP; DRESSMAN, 2004).

(\DH
O,N \{Ef,ﬂ;ﬁa

Figura 1 - Estrutura quimica do metronidazol (UNITED STATES PHARMACOPEIA, 2009).

(CeHaN30O3)

Em relagdo a forma cristalina, ndo € relatada a ocorréncia de polimorfismo,
sendo reconhecida a estrutura monoclinica para o metronidazol livre. No entanto,
conforme a polaridade do solvente empregado na etapa de cristalizacao, trés tipos
distintos de habito cristalino podem aparecer: acicular, prismatico e isométrico (DI
MARTINO et al., 2007a).

Dessa forma, o presente trabalho tem por objetivo avaliar a influéncia da
micronizacao e, consequentemente, de diferentes granulometrias nas propriedades

fisico-quimicas do metronidazol.

2. MATERIAL E METODOS
2.1. MATERIAL
2.1.1. Farmaco

A matéria-prima de grau farmacéutico, foi doada pela Micro Service Ind.
Quimica Ltda., apresentando-se em trés fracoes diferentes de tamanho de particula:
metronidazol base amostra bruta (ndo micronizada), metronidazol base micro 01
(amostra micronizada) e metronidazol base micro 02 (amostra submetida a dupla

micronizagao).
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2.2. METODOS

2.2.1. Ensaio de solubilidade

Para a avaliacdo da solubilidade das amostras de metronidazol utilizou-se o
método da solubilidade de fase, onde um excesso do farmaco foi adicionado em 25
mL de meio para promover sua saturacao. As amostras foram deixadas sob agitacéo
a 150 rpm em incubadora orbital TE - 420 (Tecnal, Piracicaba, SP, Brasil) durante 72

horas em temperatura constante de 37 °C.

A quantificagdo do farmaco dissolvido em cada amostra foi realizada através
da leitura em espectrofotometro UV-Vis Cary 50 (Varian Inc. Palo Alto, CA, Estados
Unidos) das absorbancias das respectivas solucdes filtradas e calculo das
concentracdes obtidas pelas equacdes de reta geradas conforme as curvas
analiticas construidas no mesmo equipamento. Para as solugbes de HCI o
comprimento utilizado foi de 275 nm, enquanto que para as demais solucdes foi de
320 nm.

Cada amostra foi analisada em triplicata, sendo a solubilidade do farmaco
avaliada em agua (pH ~ 6,5) e nos meios HCI 0,1 M (pH ~ 0,9), HCI 0,01 M (pH ~
2,0), tampao acetato pH 4,5, tampéao fosfato pH 5,8, tampéo fosfato pH 6,8 e tampéao
fosfato pH 7,2. Todas as solucdes foram preparadas de acordo com a Farmacopéia
Americana (UNITED STATES, 2000; UNITED STATES PHARMACOPEIA, 2009).

2.2.2. Analise de tamanho de particula

As andlises foram realizadas em equipamento de difracdo de raios laser
Malvern Mastersizer X (Malvern Instruments Ltd. Malvern, Worcestershire, Reino
Unido) no modulo de via umida. Para a conducdo das analises utilizou-se lente de
300 mm abrangendo a faixa de leitura de 1,2 ym a 600 pym e os resultados

expressos por curvas de distribuicao relativa dos valores obtidos.

O meio dispersante utilizado para a leitura e preparo das amostras foi uma
solucdo aquosa saturada do farmaco. Antes da sua utilizacdo, a solucao foi filirada

para remocao do farmaco nao solubilizado.
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Todas as amostras foram preparadas da mesma maneira: pesando-se cerca
de 1,5 gramas de metronidazol que foram colocados em 50 mL do meio dispersante
e deixadas sob agitacdo durante cinco a dez minutos, seguida de trinta segundos de
ultrassom, tempo suficiente para permitir a dispersdao adequada das particulas.

2.2.3. Calorimetria exploratéria diferencial (DSC)

A caracterizacdo por -calorimetria exploratéria diferencial foi realizada
empregando-se a célula TA-2920 (TA-Instruments®, New Castle, DE, Estados
Unidos) previamente calibrada com indio metélico ( ponto de fus&o: 156,4 °C/
AHiuszo: 28,50 J g, no intervalo de temperatura de 25 °C a 320 °C. Cerca de 3,0
mg de amostra foram colocados em cadinho de aluminio hermeticamente fechado e
submetidos & razdo de aquecimento de 10 °C min” e atmosfera dinamica de

nitrogénio com vazao de 50 mL min .

2.2.4. Analise termogravimétrica (TG) e termogravimetria derivada (DTG)

As curvas de TG/ DTG foram avaliadas utilizando-se cadinho de platina em
analisador termogravimétrico 2950 (TA-Instruments®, New Castle, DE, Estados
Unidos) no intervalo de temperatura de 25 a 350 °C, razdo de aquecimento 20 °C
min”' e atmosfera dinamica de nitrogénio com vazao de 100 mL min™'. A calibracdo
do equipamento foi realizada com padrdao de oxalato de célcio sob razdo de

aquecimento de 20 °C min™ até 800 °C.

Para averiguar se ha impacto da reducdo de tamanho de particula sobre a
estabilidade do metronidazol, realizou-se um estudo de cinética de degradagéo entre
as amostras de tamanhos de particula mais afastados, mais especificamente as
amostras: bruta e micro 02. O método utilizado foi o nao-isotérmico, também
conhecido como método de Ozawa e descrito em CIDES et al. (2006), onde as
amostras foram submetidas a diferentes razdes de aquecimento que variaram de 2,5
°C min™ a 20,0 °C min ', sendo os valores dos picos de degradacdo resultantes de
cada curva, utilizados nos calculos para obtencdo da energia de ativagdo das
amostras (Ea).

Para a comparacéao das curvas obtidas adotou-se uma massa fixa, em torno
de 14 mg, para todos 0s ensaios de cinética de degradacao.
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2.2.5. Infravermelho por transformada de Fourier (FTIV)

Os espectros de absorcao na regiao de infravermelho foram registrados entre
400 cm ' e 6000 cm ', em espectrofotdmetro SCINCO S-1000 (Scinco, Seoul,
Coréia do Sul), utilizando-se cubeta de quartzo com caminho éptico de 1 cm. Para
facilitar a comparacao dos espectros, os resultados foram plotados em um Unico
grafico, com auxilio do software OriginPro 6.1.

2.2.6. Difratometria de raios — x no estado sélido (DRX)

Os difratogramas de raios — X de p6é foram obtidos em um difratdmetro
Shimadzu, modelo XD-6000 (Shimadzu Corporation, Kyoto, Japao), operando-se
nas condicdes de 40KV e 40 mA, com velocidade de varredura de 2 °min ' (em 2
theta), utilizando-se silicio (Si) policristalino como padrdo. Os resultados foram
plotados e organizados com auxilio dos softwares “X-Pert” e OriginPro 6.1.

2.2.7. Analise de area superficial

A determinacao da area superficial especifica das amostras foi realizada em
analisador de adsorcdao gasosa NOVA 2200e (Quantachrome Corporation, Boyton
Beach, FL, Estados Unidos) pela metodologia de analise de superficie e porosidade

de materiais solidos (BET) sob atmosfera inerte de nitrogénio.
2.2.8. Densidade verdadeira

A densidade verdadeira das amostras foi obtida em picndmetro de gas Hélio
Ultrapycnometer 1000 (Quantachrome Corporation, Boyton Beach, FL, Estados
Unidos), onde cerca de 1,5 a 3,0 gramas de cada amostra foram submetidas a
cinco medi¢cdes de volume e densidade, determinando-se ao final a densidade

média.
2.2.9. Microscopia oOptica

A morfologia dos cristais foi avaliada em microscépio Oéptico invertido
Olympus CKX41(Olympus Imaging America Inc.), com iluminagdo proveniente de
lampada de halogénio, sendo as imagens obtidas por meio de camera digital Fuijifilm
FinePix S5100 (Fuijifilm Corporation).
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2.3.0. Avaliacao do fluxo dos pos

A avaliacdo do comportamento de fluxo das amostras foi realizada pela
determinacao dos parametros densidade compactada, indice de compressibilidade

(IC) e razao de Hausner (RH).
2.3.0.1. Densidade compactada

A densidade compactada (d;) foi determinada conforme método descrito na
Farmacopéia Americana (2009), onde 100 gramas de pdé foram pesados e
transferidos para proveta de 250 mL ap6s a tamisagdo. Inicialmente obteve-se o
volume aparente (V,) e na sequéncia, os volumes apds 500 batidas (Vseo) € 1250
(V1250), até nédo haver variacdo de mais de 2% entre os resultados inicial e final.
Dessa maneira, a densidade compactada foi calculada utilizando-se a Equacéo 1 e o
resultado expresso em g mL™".

massa
d= " (Equacéao 1)

2.3.0.2. indice de compressibilidade (IC) e razdo de Hausner (RH)

O indice de compressibilidade e a razdo de Hausner foram calculados de
acordo com a Farmacopéia Americana (2009), a partir dos valores de densidade

aparente (do) € compactada (d.), utilizando-se as Equacdes 2 e 3.

de —do

C

IC(%) = x100 (Equacéo 2)

Onde:

IC (%) = indice de compressibilidade
dc = densidade ap6s a compactacao
do = densidade aparente

_ g

RH d (Equacéo 3)
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Onde:
RH = Razao de Hausner
d = densidade apds a compactacao

do = densidade aparente

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

A Figura 2 mostra a solubilidade do metronidazol frente aos meios utilizados,
nas trés faixas de tamanho de particula disponiveis. Os resultados variaram de 12,7
mg mL" a 32,3 mg mL™, sendo os maiores valores encontrados para as amostras
analisadas em HCI 0,1 M, em conformidade com os dados literatura, que relatam
que o farmaco é uma base fraca com solubilidade elevada em valores de pH
menores que 2 (WU; FASSIHI, 2005). Os demais meios resultaram em valores
bastante semelhantes entre si, com exce¢do da dgua que proporcionou solubilidade

um pouco mais elevada.
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Figura 2 - Solubilidade (mg mL") das amostras de metronidazol nos diferentes meios estudados.
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Em geral, com a reducdo do tamanho de particula, observa-se um aumento
da solubilidade do farmaco, seja pelo aumento da area superficial exposta ao
solvente, melhorando dessa forma a interacdo soélido-liquido ou pela
descaracterizacdo da forma cristalina, ocasionada pela amorfizacdo do material no
processo de micronizacdo. Pela comparacdo dos valores de solubilidade das
amostras do metronidazol em todos os meios, para os diferentes tamanhos de
particula, verificou-se que nao ha influéncia da micronizagdo na solubilidade desse
farmaco. De fato, a reducao do tamanho de particula é capaz de impactar, de modo
significativo, na solubilidade de farmacos pouco sollveis, mas, como aqui
demonstrado, nao promove efeito em uma substancia de alta solubilidade como o
metronidazol (ALLEN JR., 2008; FLORENCE; ATTWOOD, 2003; LINDENBERG;
KOOP; DRESSMAN, 2004).

De acordo com a distribuicdo de tamanho de particula obtida (Figura 3),
confirmou-se que as amostras encontram-se em trés faixas granulométricas distintas

e que as suas amplitudes diminuem conforme o aumento do grau de micronizagao.
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Figura 3 - Distribuicdo de tamanho de particula para as trés amostras obtidas pelo método
de dispersao liquida em equipamento de difracao de raios laser.

Porém, ao observar os valores de diametros a 10 %, 50 %, 90 % e tamanho
médio das particulas (Tabela 1), altos valores de desvio padrdao foram encontrados
para as repeticbes da amostra micro 01. Tal resultado pode estar relacionado com o
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grau de micronizagdo, uma vez que a amostra bruta apresenta uma faixa mais
ampla distribuigdo granulométrica, com a primeira micronizagédo, pode ter ocorrido a
formacao de particulas de tamanhos bem variados, que, apds a segunda reducgéo,
apresentaram uma distribuicado mais homogénea, com a diminuicdo da amplitude da
curva e dos valores de desvio padréao.

Tabela 1 — Didmetros a 10 %, 50 % , 90% e tamanho médio das particulas obtidos na

andlise realizada em equipamento de difracao de raios laser. Os valores sdo expressos em
média (um) = desvio padrao de duas determinagdes.

Tamanho
Amostra d (0.1) d (0.5) d (0.9) médio
Bruta 385+08 838+1,0 169,1+0,8 1029+0,2

Micro01  19,7+3,0 49,181 726+18,9 49,60+6,0

Micro02 8,7+08 26,7+1,4 580+22 351+1,2

As curvas de DSC, TG e DTG (Figura 4) indicaram que nao houve alteracao
no comportamento térmico do farmaco apdés a micronizacdo. Na DSC, as curvas
apresentaram dois eventos bem caracteristicos: o primeiro, endotérmico, relacionado
a fusdo do metronidazol em torno de 160 °C e o segundo exotérmico, relacionado a
sua decomposicao em torno de 290 °C, representado pela perda de massa nas
curvas de TG/DTG. Na Tabela 2 sédo apresentados os valores numéricos que

comprovam o comportamento semelhante entre as amostras.

Os resultados de residuo e inicio da perda de massa (Tonset de degradacao)
da TG mostrados na Tabela 3, indicam que houve diminuicdo dessas temperaturas
para as amostras micro 01 e micro 02 quando comparadas a curva da amostra
bruta, bem como a diminuicao de residuo final da amostra micro 02, indicando dessa
forma, uma possivel influéncia da micronizacao no processo de degradacao. Para a
avaliacao dessa hipotese, realizou-se o estudo da cinética de degradacao pelo
método nao-isotérmico (método de Ozawa) para as amostras mais distintas em
tamanho de particula: amostra bruta e micro 02, sendo as curvas de TG
apresentadas na Figura 5 e os valores de temperatura de inicio de degradacao
(Tonset) e pico maximo obtidos, mostrados na Tabela 4 .
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Figura 4 - Curvas de DSC e TG/DTG de metronidazol das amostras bruta (a), micro 01 (b) e
micro 02 (c) obtidas sob atmosfera dindmica de nitrogénio e razao de aquecimento de 10 °C
min” na temperatura de 25 °C a 320 °C (DSC) e 20 °C min™ na temperatura de 25 °C a 350

°C (TG/DTG).

Tabela 2 - Resultados de Tonset (°C), pico maximo de fusdo (°C) e pico maximo de

degradagéo (°C) obtidos pela analise das curvas de DSC.

Amostra Tonset Pico max. Degradacao
bruta 160,15 161,70 289,18

micro 01 160,09 161,73 291,46

micro 02 160,11 162,52 289,39
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Tabela 3 - Resultados de Tonset (°C), residuo e pico maximo de perda de massa (°C)
obtidos a partir das curvas de TG/DTG das trés amostras.

Amostra Massa (mg) Tonset Residuo (%) Pico maximo

bruta 20,701 231,88 2,056 292,09
micro 01 18,101 222,53 2,280 288,47
micro 02 13,171 213,63 0,633 276,74

Tabela 4 - Valores de Tonset de degradacao (°C) e pico maximo (°C) obtidos no estudo de
cinética de degradacao.

Amostra bruta micro 02
Razao de aquecimento Pico Pico
(C min ) Tonset maximo  Tonset maximo
2,5 175,39 219,55 181,32 216,65
5 187,79 236,30 186,88 234,40
7,5 196,07 250,13 191,89 24414
10 206,26 259,19 205,28 259,64
15 206,26 272,56 213,18 268,88

20 219,84 279,63 218,11 278,54
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Figura 5 - Curvas de TG das amostras submetida a diferentes razées de aquecimento, de
25 °C a 350 °C sob atmosfera inerte de nitrogénio — fluxo de 100 mL min™.

Os valores de Ea obtidos foram de 33 kJ mol” para a amostra bruta e 31,9 kJ
mol ' para a amostra micronizada. Observa-se, deste modo, que ndo ha diferencas
de energia de ativagdo entre as amostras e, consequentemente, nao ha influéncia
da micronizacdo na estabilidade do metronidazol. As diferengas mostradas na
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Tabela 3, provavelmente estdo relacionadas as diferentes massas empregadas em
cada corrida.

O espectro vibracional (FTIV) obtido para as trés amostras de metronidazol
sdo apresentados na Figura 6. Pela comparacgao, verificou-se que o processo de
micronizacao nao gerou alteracdo nas bandas de absor¢édo do farmaco.

Metronidazol - Am 01
Metronidazol - Am 02
Metronidazol - Am Bruta

Absorvancia

T T T T T T T T T T
6000 5000 4000 3000 2000 1000
A (cm™)

Figura 6 - Espectros de IV obtidos para as amostras de metronidazol. Varreduras realizadas
na faixa de 400 a 6000 cm ' em equipamento FTIR — SCINCO S-1000.

Na Figura 7 sdo apresentados os difratogramas das amostras estudadas e do
padrao do cristal monoclinico do metronidazol. Segundo anélise dos difratogramas
obtidos com auxilio do programa “X- Pert” (Figura 8), verificou-se que as amostras
avaliadas apresentaram reflexdes semelhantes ao cristal monoclinico de
metronidazol. Conforme dados da literatura, ndo ha informagdes sobre a ocorréncia
de polimorfismo para o farmaco, sendo a forma monoclinica a unica reconhecida (DI
MARTINO et al., 2007a).

Assim, 0 que se verifica € que a estrutura cristalina € mantida e ndo ha
amorfizacado do farmaco apds a micronizacao, fato também evidenciado pelas curvas
de DSC (Figura 4).
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Pela comparacdo das intensidades de reflexdo entre as amostras de
diferentes granulometrias (Figura 8), verifica-se que o0s picos sdo preservados,
porém a intensidade é menor para as amostras micronizadas, principalmente para a
primeira reflexdo (em torno de 12°). Entretanto, tal fato pode ser atribuido a
granulometria menos uniforme da amostra bruta em relacdo as demais (maior
amplitude de faixa granulométrica), que pode gerar um efeito de orientacdo
preferencial no preparo da amostra, que é minimizado com a reducado de tamanho
de particula (CAMPBELL ROBERTS et al.,2002).

Counts

Metronidazol - Am 01

LMo

Metronidazol - Am 02

3600
1600 -
400 H

Metronidazol - Am Bruta

3600 -

1600

400 H

40000

10000

Metronidazel - Cristal Moniclinico
10000

2600 o
0
T T

T (L B B L L L
10 20 30 40 50 60 7i

Pasition [*2Theta]

Figura 7 - Difratograma das amostras analisadas plotadas com o difratograma do cristal
monoclinico de metronidazol presente na base de dados do programa “X-Pert”.
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Figura 8 - Difratograma das trés amostras analisadas, plotadas em planilha do OriginPro
6.1., evidenciando picos mais pronunciados para a amostra bruta.

Na Tabela 5 sdo apresentados os resultados obtidos na andlise de area
superficial e densidade verdadeira. Verifica-se que, com aumento do grau de
micronizagdo do metronidazol, e consequentemente reducdo do tamanho das
particulas, ocorre aumento dos valores de area superficial, volume e tamanho de
poro. Por outro lado, tal fato parece nao mostrar influéncia sobre a densidade
verdadeira do po.

Tabela 5 - Resultados de area superficial, volume e tamanho de poro e densidade
verdadeira, sendo os trés primeiros obtidos em analisador de area superficial sob atmosfera
de nitrogénio e o ultimo em picnémetro de gas Hélio. Os resultados de densidade sao
apresentados pelos valores médios e desvio padrao de trés determinagdes.

ASgeT V poro Tamanho Densidade verdadeira
Amostra  (m?g") (cm®g')  poro (nm) (g mL™
bruta 0,827 1,322E-03 3,196 1,4765 £ 0,01
micro 01 1,070 2,371E-03 4,429 1,4787 £ 0,00

micro 02 1,441 4,483E-03 6,220 1,4739 + 0,01
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Com as imagens obtidas a partir da visualizacdo por microscopia Optica das
amostras (Figura 9) foi possivel visualizar o impacto do grau de micronizacdo na
reducdao do tamanho das particulas e na homogeneidade granulométrica do
farmaco.

Figura 9 — Imagens obtidas na microscopia 6ptica pelo aumento de 10x: a — amostra bruta, b
— amostra micro 01, ¢ — amostra micro 02.

Outro aspecto importante a ser considerado é o comportamento reologico de
um pé, que pode ser afetado por diversos parametros, entre os quais, o tamanho
das particulas (CARSTENSEN, 2001). O metronidazol é conhecido por ser um
farmaco de dificil compressdo (DI MARTINO et al, 2007b), sendo tal fato
comprovado pelos valores de IC e RH encontrados para a amostra bruta, 26,55 % e
1,36 respectivamente. Segundo a Farmacopéia Americana (2009), p6s que
apresentam IC entre 26 e 31 % e RH entre 1,35 e 1,45 sdo caracterizados pobres
em fluxo e valores acima dessas faixas, prejudicam ainda mais este comportamento.
Dessa forma, conforme observado na Figura 10, a redugdo do tamanho das
particulas prejudica o fluxo do metronidazol, como observado pelo aumento do
indice de compressibilidade e da razao de Hausner.

Em relacdo aos dados de densidade compactada, também apresentados na
Figura 10, verificou-se que a amostra micro 02, de granulometria mais reduzida, é
aquela que apresenta o menor valor, podendo assim, ocupar maior volume em
relacdo as demais amostras.
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Figura 10 — Resultados densidade compactada, indice de compressibilidade e razdo de
Hausner para as amostras de metronidazol.

Pelos resultados apresentados, verificou-se que o processo de micronizacao
tem influéncia nas propriedades reoldgicas do metronidazol, sendo assim, a redugéo
das particulas desse farmaco para a producao de formas sélidas deve ser avaliada,
uma vez que tal processo pode intensificar os problemas no momento da fabricagéo.

4. CONCLUSAO

A partir dos resultados obtidos, o que se observa é que embora ocorra um
aumento da area superficial, ndo ha alteracéo da solubilidade do metronidazol pela
reducédo do tamanho de particula. O processo de micronizacdo nao gerou alteracao
de forma cristalina, nem a perda da estabilidade do farmaco. Por outro lado, na
avaliacao das propriedades reolégicas, péde-se verificar que o fluxo do metronidazol
€ prejudicado.
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RESUMO

A dissolucgao intrinseca é uma ferramenta que permite a obtencao da dissolucao do
farmaco puro, independente dos efeitos inerentes aos demais componentes de uma
formulacédo ou tipo de forma farmacéutica. O objetivo desse trabalho foi avaliar o
impacto de diferentes variaveis na dissolu¢do intrinseca de metronidazol, farmaco
antimicrobiano que possui solubilidade e permeabilidade elevadas. Os ensaios, bem
como a selecdo das variaveis independentes, foram realizados conforme um
delineamento experimental do tipo fatorial fracionado. De acordo com analise
estatistica realizada, as variaveis que apresentam impacto na velocidade de
dissolucao intrinseca (VDI) do farmaco sédo a velocidade de rotagdo e o0 meio de
dissolucdo, enquanto o tamanho de particula e a presséao utilizada na formacao do

compactado, demonstraram nao apresentar influéncia nos resultados.
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1. INTRODUCAO

O ensaio de dissolucao intrinseca consiste na avaliacao da dissolugdo de um
farmaco puro, mantendo constantes condicbes como area superficial, temperatura,
velocidade de rotagdo, pH e forca idnica do meio. E uma ferramenta que permite a
avaliacdo do farmaco, independente dos efeitos inerentes a formulagdo de um
medicamento ou a sua forma farmacéutica (AULTON, 2002; TENHO et al., 2007;
VIEGAS et al., 2001).

A velocidade de dissolugcdo de uma substancia pura pode ser afetada por
fatores intrinsecos e extrinsecos ao farmaco, sendo os primeiros relacionados as
propriedades do estado sélido como polimorfismo, amorfismo, solvatacao, tamanho
de particula e area superficial especifica. Entre os extrinsecos podem ser citados
aqueles relativos ao meio de dissolucdo (tampéo, utilizacdo de tensoativo,
temperatura, viscosidade e forca ibnica do meio), bem como a area superficial e
condigdes hidrodindmicas (STEELE, 2001; UNITED STATES PHARMACOPEIA,
2009).

No ensaio de dissolucao intrinseca, o farmaco é compactado em uma matriz,
de modo que a sua area superficial exposta ao meio seja sempre constante, e,
assim, os efeitos relacionados ao tamanho de particula, podem ser minimizados.
Entretanto, estudos sugerem que, dependendo do tipo de habito cristalino do
farmaco, a compactacao deste pode ser mais organizada ou nao (texturizacao de
acordo com a orientagdo preferencial do cristal), podendo gerar diferencas de
velocidade de dissolucdo intrinseca (VDI). O processo de micronizacdo pode
acarretar em diminuicdo da texturizacao do farmaco, gerando um comportamento
direcional aleatério dos cristais no compactado com a presenca de arestas, o que
pode resultar em dissolugdo mais rapida do farmaco (VIEGAS et al.,, 2001; TENHO
et al., 2007).

Embora muitos estudos ja tenham sido relatados na literatura, poucos sao
aqueles que discorrem sobre a influéncia das condicbes empregadas no ensaio € 0
impacto das variaveis utilizadas na velocidade de dissolucao intrinseca (VDI).
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Entre as aplicac6es desse tipo de ensaio podem ser mencionadas a sua
utilizagdo como ferramenta na caracterizagdo de farmacos no estado sélido e a
avaliagdo da velocidade de dissolucdo de um farmaco em diferentes meios
(BARTOLOMEI et al.; 2006; PEREIRA et al., 2007; YU et al., 2004).

Recentemente discute-se sobre a utilizacdo do ensaio de dissolucao
intrinseca para a determinagdo da solubilidade de farmacos, uma vez que para a
determinacao da VDI, a quantidade requerida de material € bem inferior em relacéao
ao ensaio de solubilidade convencional e possiveis alteracées na estrutura cristalina
do material podem ser detectadas (SEHIC et al.,2010; STEELE, 2001; UNITED
STATES PHARMACOPEIA, 2009; YU et al., 2002, 2004; ZAKERI-MILANI et al.,
2009).

O metronidazol, cuja estrutura quimica € apresentada na Figura 1, € um
farmaco antimicrobiano de classe | no Sistema de Classificacao Biofarmacéutica
(SCB) — alta solubilidade e alta permeabilidade. Embora pertencente a classe |, € um
farmaco pH dependente, com solubilidade aumentada em pH abaixo de 2
(IDKAIDEK; NAJIB, 2000; LINDENBERG; KOPP; DRESSMAN, 2004; WU; FASSIHI,
2005).

(\DH
O,N \{E[_,.CHa

Figura 1 - Estrutura quimica do metronidazol (UNITED STATES PHARMACOPEIA, 2009).

(CeHoN30O3)

Dessa forma, o metronidazol mostra-se um modelo interessante, sendo o
objetivo do presente trabalho, avaliar o impacto de diferentes variaveis no ensaio de
dissolucao intrinseca para um farmaco de alta solubilidade.
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2. MATERIAL E METODOS
2.1. MATERIAL
2.1.1. Farmaco

A matéria-prima utilizada foi doada pela Micro Service Ind. Quimica Ltda.,
apresentando-se em trés fracdes diferentes de tamanho de particula: metronidazol
base amostra bruta (ndo micronizada) , metronidazol base micro 01 (amostra
micronizada) e metronidazol base micro 02 (amostra submetida a dupla

micronizagao).
2.2. METODOS

2.2.1. Planejamento experimental

Para o desenvolvimento do método e avaliacdo das variaveis no ensaio de
dissolucéo intrinseca do metronidazol, realizou-se um delineamento experimental do
tipo fatorial contemplando quatro fatores em trés niveis (Tabela 1), sendo o volume
de meio mantido constante (900 mL).

Tabela 1 - Varidveis empregadas no planejamento experimental fatorial e os diferentes
niveis estudados.

Fatores Niveis
Pressao de compactacao (psi) 1000 2000 3000
Velocidade de rotacao (rpm) 50 75 100

HCl 0,1 M Agua Tp. Fosfato pH 7.2

Meio de dissolucéo (101) (102) (103)

Grau de micronizagao 0 1 2

O planejamento fatorial do tipo 3* indicou a necessidade de executar 81
experimentos. Dessa forma, buscou-se, por um delineamento fracionado, otimizar o
estudo, com a diminuicdo do nimero de experimentos. Sendo o fatorial da série 3,
pela avaliacdo das varidveis em trés niveis, o seu fracionamento pode ser realizado
para 1/3, 1/9, 1/27 (MONTGOMERY, 2001). Nesse caso, optou-se pela reducdo em
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1/3, totalizando 27 experimentos, o que foi possivel com a utilizacdo do programa
Statistica 8.0 (Tabela 2).

Tabela 2 - Fatorial fracionado 1/3 de 3* (3*"), resultando em 27 experimentos que foram
distribuidos aleatoriamente pelo programa Statistica 8.0.

o 3 ) fatorial fracionado, 1 bloco, 27 experimentos
rdem dos :
ensaios Pressdo de Velocidade  Meio de Grau de
compactacdo derotacdo dissolucdo  micronizacdo
27 3000 100 Fosfato 7,2 0
21 3000 50 Fosfato 7,2 2
22 3000 75 HCI0,1 M 0
10 2000 50 HCI 0,1 M 2
23 3000 75 Agua 2
3 1000 50 Fosfato 7,2 1
25 3000 100 HCI 0,1 M 2
7 1000 100 HCI 0,1 M 1
18 2000 100 Fosfato 7,2 1
17 2000 100 Agua 2
16 2000 100 HCI 0,1 M 0
12 2000 50 Fosfato 7,2 0
14 2000 75 Agua 0
13 2000 75 HCI 0,1 M 1
5 1000 75 Agua 1
11 2000 50 Agua 1
9 1000 100 Fosfato 7,2 2
24 3000 75 Fosfato 7,2 1
1 1000 50 HCI0,1 M 0
8 1000 100 Agua 0
15 2000 75 Fosfato 7,2 2
2 1000 50 Agua 2
20 3000 50 Agua 0
4 1000 75 HCI 0,1 M 2
6 1000 75 Fosfato 7,2 0
19 3000 50 HCI 0,1 M 1
26 3000 100 Agua 1
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2.2.2. Dissolucao intrinseca

Para a realizagdo dos ensaios, utilizou-se aparatos de disco rotativo Varian®

(Varian Inc. Palo Alto, CA, Estados Unidos), acoplados ao equipamento de
dissolugdo VK 7010 (Varian Inc. Palo Alto, CA, Estados Unidos), onde cerca de 200
mg de cada amostra foram pesados e compactados com auxilio de uma prensa
hidraulica (American Lab., Charqueada, SP, Brasil). O volume de meio de dissolugéo
foi fixado em 900 mL, sendo os ensaios realizados em ftriplicata, com os intervalos
de coleta a cada 5 minutos, totalizando 40 minutos de experimento. A quantidade de
farmaco liberada foi obtida pela leitura das aliquotas em espectrofotébmetro UV-VIS
Cary 50 (Varian Inc. Palo Alto, CA, Estados Unidos), no aplicativo "Simple reads”.
Para realizacao dos calculos utilizou-se as equacdes de reta geradas pelas curvas
analiticas previamente construidas em 275 nm (para HCI) e 320 nm (para os demais

meios utilizados).

Os resultados foram expressos pelos valores de velocidade de dissolugcéao
intrinseca (VDI). Para os célculos, realizados conforme a farmacopeia americana
(USP 2009), foi construido um grafico da quantidade de farmaco dissolvida (mg)
versus o tempo (segundos) e através da regressao linear, obteve-se o valor da
velocidade de dissolugdo do farmaco pela inclinagdo da reta em mg s™. Dividindo
esses resultados pelo valor da area superficial de farmaco exposta na matriz (0,5
cm?), chegou-se aos valores de velocidade de dissolugdo intrinseca (VDI) do
metronidazol em mg cm® s™'. A avaliagdo do impacto das variaveis estudadas foi
realizada pelo tratamento estatistico dos dados com a utilizagdo do programa
Statistica 8.0.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Na Tabela 3 e na Figura 2 sdo apresentados os resultados obtidos para os 27
experimentos realizados. Conforme os valores de coeficientes de determinacéo (R?)
obtidos, verificou-se que ha linearidade entre os resultados de velocidade de
dissolugcdo do metronidazol, ndo sendo observadas alteragbes nesse perfil ao longo

dos experimentos.



Tabela 3 - Valores de velocidade de dissolucdo (VD), coeficiente de determinacdo (R?), velocidade de dissolucdo intrinseca

(VDI) obtidos e as condigdes utilizadas em cada experimento.

Odem de VD VDI Pressao de Rotacéao Meio de

execugao Experimento (mg/s) R® (mg/cm?/s) Amostra compactacgao (psi) (rpm) dissolugéo
1 27 0,0127 0,9998 0,0254 Bruta 3000 100 Tp. Fosfato pH 7.2
2 21 0,0095 0,9994 0,0190 Micro02 3000 50 Tp. Fosfato pH 7.2
3 22 0,0437 0,9993 0,0874 Bruta 3000 75 HCI 0,1M
4 10 0,0372 0,9987 0,0744 Micro02 2000 50 HCI 0,1M
5 23 0,0127 0,9996 0,0254 Micro02 3000 75 Agua
6 3 0,0096 0,9980 0,0192 Micro01 1000 50 Tp. Fosfato pH 7.2
7 25 0,0525 0,9995 0,1050 Micro02 3000 100 HCI 0,1M
8 7 0,0500 0,9991 0,1000 Micro01 1000 100 HCI 0,1M
9 18 0,0136 0,9996 0,0272 Micro01 2000 100 Tp. Fosfato pH 7.2
10 17 0,0146 0,9997 0,0292 Micro02 2000 100 Agua
11 16 0,0536 0,9996 0,1072 Bruta 2000 100 HCI 0,1M
12 12 0,0097 0,9997 0,0194 Bruta 2000 50 Tp. Fosfato pH 7.2
13 14 0,0128 0,9992 0,0256 Bruta 2000 75 Agua
14 13 0,0448 0,9998 0,0896 Micro0Q1 2000 75 HCI 0,1M
15 5 0,0126 0,9994 0,0252 Micro0Q1 1000 75 Agua
16 11 0,0105 0,9996 0,0210 Micro0Q1 2000 50 Agua
17 9 0,0134 0,9996 0,0268 Micro02 1000 100 Tp. Fosfato pH 7.2
18 24 0,0119 0,9996 0,0238 Micro01 3000 75 Tp. Fosfato pH 7.2
19 1 0,0376 0,9994 0,0752 Bruta 1000 50 HCI 0,1M
20 8 0,0147 0,9997 0,0294 Bruta 1000 100 Agua
21 15 0,0119 0,9997 0,0238 Micro02 2000 75 Tp. Fosfato pH 7.2
22 2 0,0104 0,9993 0,0208 Micro02 1000 50 Agua
23 20 0,0102 0,9970 0,0204 Bruta 3000 50 Agua
24 4 0,0437 0,9989 0,0874 Micro02 1000 75 HCI 0,1M
25 6 0,0116 0,9996 0,0232 Bruta 1000 75 Tp. Fosfato pH 7.2
26 19 0,0397 0,9991 0,0794 Micro01 3000 50 HCI 0,1M
27 26 0,0146 0,9993 0,0292 Micro01 3000 100 Agua
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Figura 2 - Regressao linear dos pontos de quantidade dissolvida (mg) pelos tempos de coleta (s) para obtencédo da velocidade de dissolugcao
(VD).
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A andlise de variancia das interacdes principais (Tabela 4) e o gréafico de

Pareto (Figura 3) indicaram que, dentre os fatores estudados, a velocidade de

rotacdo e o0 meio de dissolucdo, demonstraram impacto significativo na VDI do

metronidazol. Tal observagao também foi evidenciada em trabalho realizado por Yu

e colaboradores (2004),

farmacos.

na avaliacdo da dissolugdo intrinseca de diferentes

Tabela 4 - Andlise de variancia (ANOVA) dos resultados obtidos de VDI — os resultados em
vermelho sdo considerados significativos (p< 0,05).

Efeito

Teste de significancia para VDI (mg.cm®.s™)

Somados Grausde Médiados D
quadrados  liberdade quadrados
Intercepto 0,056911 1 0,056911 2304,175 0,000000
Velocidade de rotacao
(rpm) 0,000948 2 0,000474 19,193 0,000034
Pressao de
compactacao (psi) 0,000006 2 0,000003 0,128 0,880700
Meio de dissolucao 0,025682 2 0,012841 519,889 0,000000
Micronizagdes 0,000000 2 0,000000 0,009 0,991226
Erro 0,000445 18 0,000025

Porcentagem de variagé@o explicada (Rzajustado)

= 97,63.

4 3-level factors, 1 Blocks, 27 Runs: MS Residual=,0000247

(3)Meio de dissolugéo(L)

Meio de dissolugéo(Q)
(1)Velocidade de rotagéo (rpm)(L)
(2)Presséo de compactagéo (psi)( ) -
Press8o de compactaco (psi)(Q)
Velocidade de rotagdo (rpm)(Q)
Grau de micronizagéo(Q)

(4)Grau de micronizagéo(L)

Pareto Chart of Standardized Effects

-28,3516 1

'

35992?3

15 3612

8 193911

34501

.

p=.05
Standardized Effect Estimate (Absolute Value)

1150033

Figura 3 — Grafico de Pareto para os efeitos das variaveis sobre a VDI do metronidazol

(ANOVA) —

os resultados a direita da linha vermelha séo considerados significativos.
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De acordo com a Figura 4, a analise dos residuos permitiu verificar que os
erros apresentam-se de modo aleatério e independente, assumindo dessa forma

uma distribuicdo normal, o que indica a viabilidade do modelo de analise utilizado.

Predicted vs. Residual Values
4 3-level factors, 1 Blocks, 27 Runs; MS Residual=,0000247
DV: VDI (mg/cm?/s): VDI (mg/cm?/s)
0,012 T T T T T T T T T T

0,010 o
0,008 | o
0,006 |
0,004 | o6 "
0,002 | &

0,000 [~rmnmanmmnnss T :

-0,002 | 5 o

Raw Residuals

-0,004 t o °
-0,006 |
-0,008 t 5
-0,010 |

-0,012 I I I 1 I i I I I I
000 001 002 003 004 005 006 007 o008 009 0,110 0,11

Predicted Values

Figura 4 — Analise de residuos para a variavel dependente VDI.

Na Tabela 5 é apresentada a avaliacdo da significancia entre as interagdes
dos niveis estudados e a estimativa dos coeficientes de regressédo pelas variaveis
escalonadas. A partir destes resultados € possivel obter a equacao geral do modelo
que explica o impacto das variaveis estudadas na velocidade de dissolucédo
intrinseca do metronidazol. De acordo com a Equacdo 1 e o grafico de Pareto
(Figura 3) verifica-se que a contribuicdo da variavel independente velocidade de
rotacdo esta relacionada apenas a interacao linear , enquanto que a contribuicdo da
variavel meio de dissolucao relaciona-se as interacdes linear e quadratica,
apresentando dessa forma, maior influéncia na velocidade de dissolucao intrinseca

do farmaco.
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Tabela 5 — Estimativas por ponto, por intervalo e teste de significancia para os coeficientes.

Limite de Limite de

::n?:a?;e%es © p Coeficientes PEeg?;o Confianca Confianca
¢ - 95% + 95%

Intercepto 0,000000 0,045911 0,000956 0,043902 0,047921
Velocidade de
rotacao L 0,000008 0,007256 0,001171 0,004795 0,009717
Velocidade de
rotacao Q 0,884096 -0,000150 0,001014 -0,002281 0,001981
Pressao de
compactacdoL  0,715753  0,000433 0,001171 -0,002028 0,002894
Pressao de
compactacdo Q 0,734086 0,000350 0,001014 -0,001781 0,002481
Meio de
dissolucgdo L 0,000000 -0,033211 0,001171 -0,035672 -0,030750
Meio de
dissolucao Q 0,000000 -0,015583 0,001014 -0,017715 -0,013452
Micronizagées L 0,947794 -0,000078 0,001171 -0,002539 0,002383
Micronizagcées Q 0,909716 0,000117 0,001014 -0,002015 0,002248

Em vermelho - resultados com p < 0,05.

VDI metronidazol = 0,045911 + 0,007256 velocidade de rotacdo — 0,033211 meio de

dissolucdo — 0,015583 (meio de dissolugéo) 2 (Equacéo 1)

Nos graficos de superficie de resposta (Figura 5), é feita a comparacao da
influéncia de dois fatores sobre a variavel dependente (VDI). Pode-se verificar que

os graficos que contemplam a variavel meio de dissolu¢ao apresentam curvatura.

As interpretacbes desses graficos de superficie, assim como dos graficos de
contorno obtidos (Figura 6) sdo apresentadas na Tabela 6.
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Tabela 6 — Interpretacdo dos gréaficos de superficie de resposta e contorno obtidos para a

VDI em funcdo das variaveis independentes.

Variaveis

Interpretacao

Pressao de compactacgao
X
Velocidade de rotacao

A VDI é influenciada apenas pela velocidade
de rotagdo, uma vez que diferentes pressdes
de compactacdo levam a resultados
semelhantes.

Meio de dissolucéo
X
Velocidade de rotacao

O aumento da rotacdo para niveis mais altos
induz a valores mais elevados de VDI em
qualguer um dos meios utilizados,
principalmente no nivel mais baixo de meio de
dissolucao, o HCI 0,1M.

Grau de micronizagao
X
Velocidade de rotacao

A variavel grau de micronizagdo nao
demonstra impacto na VDI do farmaco, que é
alterada apenas com a mudanca da rotacao
empregada.

Meio de dissolugao
X
Pressédo de compactacéao

Quanto maior o nivel do meio de dissolugéo €
produzido um efeito redutivo na VDI do
farmaco, que nao se altera pela variacao da
pressao de compactacgao.

Grau de micronizagao
X
Pressédo de compactacéao

Embora a variavel pressdo de compactacao
nao tenha influéncia significativa na resposta,
observa-se alteracdo na VDI de acordo com o
nivel utilizado.

Grau de micronizagao
X
Meio de dissolugao

Como nos gréaficos anteriores o grau de
micronizagdo ndo tem efeito sobre a VDI do
farmaco, que sofre grande influéncia do meio
de dissolugao.
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Figura 6 — Curvas de contorno para a VDI (mg cm® s™') em fungéo dos fatores estudados.

Na Figura 7 sdo apresentados os graficos das médias de VDI em funcéo dos
niveis das variaveis estudadas. Como apresentado nos graficos de superficie de
resposta e contorno, 0 meio de dissolucao é aquela que apresenta o maior impacto
na dissolugao intrinseca do metronidazol, sendo encontrados valores bem distintos
de VDI entre o nivel mais baixo utilizado no delineamento (HCI 0,1M) e os demais
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niveis empregados (dgua e tampao fosfato pH 7,2), fato explicado pela maior
solubilidade do metronidazol em pH abaixo de 2 (WU; FASSIHI, 2005).

Segundo os resultados ja apresentados, a outra variavel que tem impacto
significativo na dissolugao intrinseca do farmaco, porém em menor intensidade, é a
velocidade de rotacdo, uma vez que, embora as médias de VDI em cada nivel (50,
75 e 100 rpm) sejam diferentes, os resultados sdao muito préximos e valores iguais

de VDI podem ser obtidos com rotac¢des diferentes.

Em relacdo a pressao de compactacao e ao grau de micronizagao, verifica-se
resultados muito préximos entre os niveis estudados, bem como uma falta de
tendéncia, que demonstra a falta de influéncia significativa na dissolucao intrinseca

do metronidazol.
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Figura 7 - Grafico das médias de VDI obtidas entre os niveis dos fatores avaliados.
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Apesar de nao apresentar impacto, as pressdes utilizadas possibilitaram a
manutencdo da area superficial constante do compactado durante todo o ensaio.
Dessa forma, qualquer uma delas (1000, 2000 e 3000 psi) pode ser empregada na

realizacdo do ensaio.

4. CONCLUSAO

As variaveis pressao de compactacao e grau de micronizagao, que representa
o tamanho de particula do farmaco, nao tém influéncia na dissolugao intrinseca de
metronidazol, sendo a VDI dependente apenas do meio de dissolucdo e da rotagéo

empregados.
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