UNIVERSIDADE DE SAO PAULO

Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas
Programa de Pés-Graduacdo em Farmaco e Medicamentos
Area de Producao e Controle Farmacéuticos

Micronizacao e obtencdo de complexos de inclusao de acetazolamida
para o desenvolvimento de formas farmacéuticas solidas de

administracao oral

Katherine Jasmine Curo Melo

Tese para obtencgao do titulo de DOUTOR

Orientador: Prof. Dr. Humberto Gomes Ferraz

Sao Paulo

2021



UNIVERSIDADE DE SAO PAULO

Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas
Programa de Pés-Graduacdo em Farmaco e Medicamentos
Area de Producao e Controle Farmacéuticos

Micronizacao e obtencdo de complexos de inclusao de acetazolamida
para o desenvolvimento de formas farmacéuticas solidas de

administracao oral

Katherine Jasmine Curo Melo

Versao corrigida da Tese conforme resolugcao CoPGr 6018.

Tese para obtencgao do titulo de DOUTOR

Orientador: Prof. Dr. Humberto Gomes Ferraz

Sao Paulo

2021



Katherine Jasmine Curo Melo

Micronizacao e obtencao de complexos de inclusao de acetazolamida
para o desenvolvimento de formas farmacéuticas solidas de
administragao oral

Comissao Julgadora
da
Tese para obtencao do Titulo de DOUTOR

Prof. f. Dr. Humberto Gomes Ferraz
orientador/presidente

10. examinador

20. examinador

30. examinador

40. examinador

Sao Paulo, de de 2021.




Ficha Catalografica elaborada eletronicamente pelo autor, utilizando o
programa desenvolvido pela Segéo Técnica de Informatica do ICMC/USP e
adaptado para a Divisdo de Biblioteca e Documentagédo do Conjunto das Quimicas da USP

Bibliotecaria responsavel pela orientagcao de catalogagao da publicagao:
Marlene Aparecida Vieira - CRB - 8/5562

Melo, Katherine Jasmine Curo

M52 8m Micronizacdo e obtencdo de complexos de incluséo
de acetazolamida para o desenvolvimento de formas
farmacé&uticas sé6lidas de administracdo oral /

Katherine Jasmine Curo Melo. - Sdo Paulo, 2021.
121 p.
Tese (doutorado) - Faculdade de Ciéncias

Farmacéuticas da Universidade de S&o Paulo.
Departamento de Farmécia.
Orientador: Ferraz, Humberto Gomes

1. Farmacotécnica . 2. Tecnologia Farmacéutica
I. T. II. Ferraz, Humberto Gomes, orientador.




DEDICATORIA

A minha familia, de forma especial aos
meus pais que sempre me estimulam na
realizacdo dos meus sonhos. Pelo amor,
compreensao e suporte desde que sai do

meu pais



AGRADECIMENTOS

Ao Prof. Dr. Humberto Gomes Ferraz pela oportunidade de fazer parte do seu grupo
de pesquisa no Laboratério de Desenvolvimento e Inovacdo Farmacotécnica
(DEINFAR).

Ao Prof. Dr. Raimar Lébenberg, da University of Alberta, Canada, por ter me aceitado
como aluna visitante no seu laboratério Drug Development and Innovation Centre
(DIC), por todo o aprendizado, confianga, disposi¢ao, paciéncia e ajuda durante minha

estadia no Canada.

A minha familia pelo amor, apoio e compreensdo apesar da distancia...por serem

minha principal fonte de energia.

A minhas amigas Lorena Barba e Karla Carpio do Canad4, que foram minha fortaleza
e suporte nos momentos mais dificeis. As agrade¢o por me acompanharem no meu

caminho dia a dia apesar da distancia.

A p6s- doutoranda Michele G. Issa pela amizade, sugestdes e discussdes durante
toda esta fase de crescimentos professional e pessoal.

Ao Prof. Dr. Marcelo Duque pelas sugestdes e discussdes.

A Prof®. Dr®. Nadia Bou Chacra, Natalia, Isabela, Margarete, Vania e Jennifer por sua

amizade durante todo o caminho recorrido aqui no Brasil.

A Eremita e aos colegas do DEINFAR, meus sinceros agradecimentos pelo auxilio,

compreensao e apoio durante as jornadas de trabalho.

Ao Programa de Po6s-Graduacdo em Farmaco e Medicamentos da Faculdade de

Ciéncias Farmacéuticas da Universidade de Sdo Paulo, muito obrigada.



Epigrafe

“Sempre se mantenha fiel a si mesmo e nunca deixe o que alguém diz te distrair de

seus objetivos”.

Michelle Obama



Resumo

MELO, K. J. Micronizagao e obtencao de complexos de inclusao de
acetazolamida para o desenvolvimento de formas farmacéuticas sélidas de
administragdao oral. 2021.121p. Tese (Doutorado) - Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas, Universidade de S&o Paulo, 2021.

A acetazolamida (ACZ) é um potente inibidor da anidrase carbdnica, utilizado
no tratamento de epilepsia, edema cardiaco, edema induzido por medicamentos e na
aclimatacéo de alpinistas e individuos susceptiveis ao mal da montanha. Este farmaco
pertence a classe IV do Sistema de Classificagdo Biofarmacéutica (SCB) portanto
possui baixa solubilidade e baixa permeabilidade. Existem diversas abordagens
promissoras para melhorar as condicdes desfavoraveis da solubilidade de farmacos
classe Il e IV. Entre estas técnicas temos a micronizagdo, uma das mais conhecidas
e utilizadas na industria farmacéutica, cujo principal objetivo € o aumento da
solubilidade e da velocidade de dissolugdo como decorréncia da redugcédo do tamanho
de particula do farmaco. Outra abordagem que visa esta melhora € a formacéo de
complexos binarios e ternarios a base de ciclodextrinas. Estudos de desenvolvimento
de comprimidos orodispersiveis (CODs), forma farmacéutica solida de rapida
desintegragdo e dissolugdo vem ganhando muito interesse pelos pesquisadores
devido a que permitem um aumento significativo da biodisponibilidade do farmaco e
aceitacdo do paciente. Nesse sentido, o presente trabalho teve como objetivo a
preparacao e a caracterizagao fisico-quimica de micronizados de ACZ para posterior
desenvolvimento de comprimido de liberacdo imediata. Os resultados demostraram
que o processo de micronizagdo aumentou de forma significativa a solubilidade e
velocidade de dissolucdo da ACZ em tampéao fosfato pH 6,8. Adicionalmente a
produgao de comprimidos utilizando estes micronizados mostrou-se viavel. A analise
estatistica determinou que o principal fator em influenciar a liberagdo do farmaco foi o
tamanho de particula. A formacdo dos complexos ternarios usando metil-3-
ciclodextrina e Kollidon® 90F foi viavel, sendo que a solubilidade do farmaco
aumentou de forma significativa. Durante o desenvolvimento dos CODs se
apresentaram diversas dificuldades, no entanto a dureza, tempo de desintegracéo,
teor e perfil de dissolugcao foram satisfatorias.

Palavras-Chave: acetazolamida, complexacdo, micronizacdo, comprimidos
orodispersiveis.



Abstract

MELO, K. J. Micronization and obtaining acetazolamide inclusion complexes for
the development of solid pharmaceutical forms of oral administration.
2021.121p. Tese (Doutorado) - Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas, Universidade
de Séo Paulo, 2021.

Acetazolamide (ACZ) is a potent inhibitor of carbonic anhydrase, used in the
treatment of epilepsy, cardiac edema, edema induced by medicines, and in the
acclimatization of climbers and individuals susceptible to mountain sickness. This drug
belongs to class IV of the Biopharmaceutical Classification System (SCB) therefore it
has low solubility and low permeability. There are several promising approaches to
improve the unfavorable conditions for the solubility of class Il and IV drugs. Among
these techniques, we have micronization, one of the best known and used in the
pharmaceutical industry, whose main objective is to increase the solubility and the
speed of dissolution as a result of the reduction in the particle size of the drug. Another
approach that aims at this improvement is the formation of binary and ternary
complexes based on cyclodextrins. Studies on the development of orodispersible
tablets (CODs), a solid pharmaceutical form of rapid disintegration and dissolution,
have been gaining a lot of interest by researchers because they allow a significant
increase in the bioavailability of the drug and patient acceptance. In this sense, the
present work had as objective the preparation and the physicochemical
characterization of ACZ micronized for later development of an immediate-release
tablet. The results showed that the micronization process significantly increased the
solubility and dissolution rate of ACZ in phosphate buffer pH 6.8. Additionally, the
production of tablets using these micronized products proved to be viable. The
statistical analysis determined that the main factor influencing the release of the drug
was the particle size. The formation of ternary complexes using methyl-B-cyclodextrin
and Kollidon® 90F was feasible, and the drug's solubility increased significantly.
During the development of the CODs, several difficulties were presented, however, the

hardness, disintegration time, content, and dissolution profile were satisfactory.

Keywords: acetazolamide, complexation, micronization, orodispersible tablets.
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Capitulo 1

Caracterizagao de comprimidos orodispersiveis (CODs)
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1. Introducao

Diversas formas farmacéuticas (xaropes, suspensodes, solugdes e outros) tém
sido propostas para melhorar a aceitabilidade e adesédo dos pacientes ao longo do
tempo. No entanto, atualmente o mercado possui a maior parte dos produtos em forma
de comprimidos e capsulas, devido a que sao facilmente transportados, apresentam
dose precisa e tem a capacidade de serem produzidos em grandes escalas pelas

diversas industrias farmacéuticas.

Apesar destas vantagens, estas formas farmacéuticas sodlidas podem
apresentar diversos problemas durante sua administracdo. Calculasse que cerca de
20% da populagao apresenta problemas fisioldgicos ou psicolégicos que dariam como
resultado dificuldade na capacidade de engolir estes produtos. Criangas, idosos e
pacientes psiquiatricos sao algumas das pessoas quem nem sempre conseguem
engolir um comprimido inteiro e para os quais seria interessante a utilizagdo de uma
forma farmacéutica inovadora que solucione este problema. Outra desvantagem a ser
considerada é a necessidade de agua durante a administragdo, o qual dificultaria o
consumo para aqueles pacientes com reduzida ingestdo de liquidos ou viajantes
(CILURZO et al., 2018) (PATEL; PRAJAPATI; RAVAL, 2010) (SEAGER, 1998).

Os comprimidos orodispersiveis (CODs) sdo formas farmacéuticas que tem
ganhado muito interesse nos ultimos anos devido que possuem rapida desintegracéo
e dissolugao (15 segundos a 3 minutos) na cavidade bucal na presenga da saliva. Sua
maior vantagem quando comparado com as outras formas farmacéuticas soélidas
convencionais é a nado necessidade de beber agua nem mastigar durante sua
administragdo, o qual evita o risco de asfixia e soluciona o problema em pacientes
com dificuldade de degluticao, além de conseguir melhoras na adesao do paciente ao
tratamento (DEY; MAITI, 2010).

Dentre os outros beneficios dos CODs temos a precisdo da dose e o facil
transporte quando comparado com as formas farmacéuticas liquidas, inicio rapido da
acao e um incremento na biodisponibilidade, este ultimo pode ser explicado devido
que apos serem deglutidos os CODs sao destinados ao efeito sistémico, sendo que
parte da absorgao pode ocorrer na boca, faringe e eséfago (absorcao pre-gastrica).
Esta demostrado que esta absorgcao evita o efeito de primeira passagem o qual é
sumamente beneficioso para aqueles farmacos que séo altamente metabolizados a
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nivel hepatico (IBRAHIM; EL-SETOUHY, 2010) (BANDARI et al., 2008) (DEY; MAITI,
2010). Entre as outras vantagens apresentadas pelos CODs s&do o sabor agradavel,
forma de producéo simples e convencional e que dependendo dos excipientes pode
ser de baixo custo (KAKAR, 2018).

Outros dos nomes que sao atribuidos a estas formas farmacéuticas séao:
comprimidos de desintegragao oral, comprimidos de dissolu¢éo bucal e comprimidos

de dissolucgao rapida.

Dentro da composicdo dos CODs podemos encontrar excipientes como o0s
superdesintegrante, que ajudam a desintegrar os comprimidos de forma rapida na
cavidade bucal e na presenca de saliva. Compostos a base de agucar que sdo muitos
utilizados como diluentes (manitol, dextrose, lactose, entre outros) os quais permite a
formacgao da estrutura porosa e brindam a adequada palatabilidade junto com alguns
agentes aromatizantes na formulagdo (BEHNKE et al., 2003) (OZEKI et al., 2003).

No entanto os CODs podem apresentar certas limitagcbes como: baixa
resisténcia mecanica, sabor desagradavel dependendo das caracteristicas do
farmaco (a maioria das moléculas dos farmaco possuem sabor desagradavel) e a
dificuldade de formulagdo para aqueles farmacos de altas doses (WHO-
DEVELOPMENT, 2012). O objetivo do presente trabalho foi dar a conhecer a
importancia do desenvolvimento de CODs, os métodos de fabricagao e a necessidade
de padronizagdo das metodologias de caracterizagdo dos comprimidos

orodispersiveis (CODs).

2. Métodos de fabricagcao dos comprimidos orodispersiveis
Dentre das principais técnicas de preparagcao de comprimidos orodispersiveis

temos:

2.1. Liofilizagao

Esta metodologia permite obter comprimidos de baixa densidade e de alta
porosidade, caracteristicas que permitem que a agua presente na saliva ingresse de
forma rapida nos comprimidos gerando rapida liberagdo do farmaco a consequéncia
da quase imediata dissolugdo dos excipientes soluveis da formulagdo (DOUROUMIS,
2011).
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A mais conhecida das tecnologias de liofilizacdo para CODs é a chamada de
Zydis®, que consiste em trés etapas: a preparagao da suspensio aquosa do farmaco
e enchimento da formulacdo nos blisters; a liofilizagdo da formulacdo nos blister e
finalmente a selagem dos blisters para garantir a estabilidade e a prote¢cao de produto
(SHUKLA et al., 2009a) (SEAGER, 1998).

Entres as vantagens desta tecnologia podemos ressaltar que dependendo das
condicbes do processo pode se alcancar certas caracteristicas fisico quimicas
desejadas nos farmacos tais como a amorfizagdo e redugdo do tamanho do cristal
(SIOW; WAN SIA HENG; CHAN, 2016) (SHUKLA et al., 2009b). No entanto, algumas
das principais desvantagens seriam a baixa resisténcia mecanica, uma elevada
friabilidade e uma alta capacidade de captar umidade sendo necessario a utilizagao

de embalagens especiais que podem gerar elevados custos (DAVE et al., 2017).

2.2. Moldagem por compressao e calor

Na moldagem por compressdo, a mistura do farmaco e excipientes &
umedecida por um solvente hidroalcdolico, com posterior compressdo em placas para
formar uma massa umida a qual é seca ao ar. A forca de compressdo € menor a

aquela usada na compressao convencional portanto os CODs s&do menos compactos.

Na técnica de moldagem por calor uma massa fundida contendo o farmaco
disperso ou dissolvido e os excipientes é colocada em blisters. Posteriormente esta

dispersao é solidificada a temperatura ambiente (KAUR et al., 2011).

As duas metodologias tém como resultado comprimidos moldados altamente
porosos, com elevada capacidade de desintegracdo e dissolugdo (BADGUJAR,;
MUNDADA, 2011). No entanto algumas desvantagens desta tecnologia séo a baixa
resisténcia mecanica, a dificuldade de atingir o tempo de desintegragcao de forma
rapida quando comparado com os CODs liofilizados e os elevados custos de producgao
(BADGUJAR; MUNDADA, 2011) (CILURZO et al., 2018).

2.3. Compressao direta

A compressdo € a metodologia mais simples de produzir CODs de baixa
resisténcia mecanica. Para obter as caracteristicas necessarias desta forma
farmacéutica utilizando esta metodologia se faz imprescindivel a presencga de certos

excipientes tais como: superdesintegrantes, agentes de sublimagao ou diluentes de
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tamanho de particula grande que visem a rapida e completa desintegragao (AL-
KHATTAWI; MOHAMMED, 2013). As tecnologias de compressao mais conhecidas
sdo Durasolv® e Orasolv®, sendo que a primeira produz comprimidos mais frageis
quando comparados com a segunda tecnologia, os quais muitas vezes precisam de

embalagens especiais que elevam os custos (KAUR et al., 2011).

3. Ensaios de caracterizagao de comprimidos orodispersiveis

O principal diferencial dos CODs quando comparado com as outras formas
farmacéuticas solidas convencionais sdo a capacidade de desintegracéo e liberagao
do farmaco de forma rapida sem necessidade da ingesta de agua ou de mastigar
(FDA,2008). A continuacdo, serdo apresentadas as principais técnicas de
caracterizacdo destas formas farmacéutica, as quais ainda n&do estdo totalmente
estabelecidas pelas entidades regulatérias, o qual demostra a necessidade da

padronizacao e conhecimento dos valores permitidos.

3.1. Dureza e friabilidade

A dureza e a friabilidade sao caracteristicas que estao relacionadas com a forga
de compactacdo com a qual os comprimidos sdo produzidos. Os CODs devem
apresentar dureza menor que os comprimidos convencionais devido a necessidade
de rapida desintegracao. Os valores a serem considerados como adequados s&o os
mesmos estabelecidos para os comprimidos ndo revestidos, de 3-5 kg/cm?
(aproximadamente de 29,5 - 58,8 N/cm?). No entanto na literatura podemos encontrar
valores de dureza para CODs que vao desde 20 até 80 N/cm? (DEY; MAITI, 2010).

A friabilidade é um ensaio que tenta simular algumas condi¢cdes desfavoraveis
no momento de transporte, a abrasdo na embalagem ou a manipulagao do paciente.
Este ensaio gera perda de peso dos comprimidos devido a um atrito no equipamento
friabildmetro (SINKA et al., 2004). Apés este procedimento o pd aderido na superficie,
resultado do desgaste pelas rotagées do equipamento € eliminado do comprimido
avaliando-se a porcentagem de perda de massa. O valor considerado como aceitavel
para friabilidade dos CODs é um valor menor a 1,5% de forma similar os comprimidos
nao revestidos (BRASIL,2019).
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3.2. Tamanho e peso dos comprimidos

O tamanho e o peso dos CODs nao estao inclusos na definicdo desta forma
farmacéutica, no entanto estas caracteristicas devem serem consideradas sobre o
efeito que os comprimidos vao ter na seguranca e ades&o do paciente. Recomenda
se que o peso nao exceda dos 500 mg. No caso em que esta forma farmacéutica
fosse um candidato para o desenvolvimento de um produto cujo farmaco apresenta
dose alta, uma justificativa deve ser apresentada e o produto deve ter bom
desempenho, ser eficaz e aceito pelos pacientes (FDA, 2008).

3.3. Teor do farmaco
A determinacdo de conteudo de farmaco nos comprimidos € baseada em
ensaios convencionais para cada farmaco e seus valores estdo estabelecidos nas

suas monografias dentro da Farmacopeia Americana (USP,2019)

3.4. Tempo de desintegragcao

Os CODs séao formas farmacéuticas sélidas que se desintegram de forma rapida
na cavidade bucal. O tempo de desintegragao in vitro desejado deve ser de
aproximadamente de 3 minutos ou menos de acordo com a Farmacopeia Europeia. A
Food and Drug Administration (FDA) indica que este tempo seja menor o igual a 30
segundos quando baseado no método de teste de desintegracdo da Farmacopeia
Americana (USP, 20119) (BANDARI et al.,, 2008). No entanto, a principal
recomendagdo no momento do desenvolvimento destes comprimidos € que esta
cumpra com as caracteristicas que o definem: “desintegracéo rapida na saliva sem

necessidade de mastigar ou de ingerir liquidos” (FDA, 2008).

3.5. Tempo de molhabilidade

O tempo de molhabilidade nos proporciona uma inferéncia da estrutura interna
dos comprimidos e da hidrofilicidade dos excipientes. Este ensaio tenta mimetizar a
forma em como a saliva atua sobre os CODs, conseguindo inferir o tempo de
desintegracdo (quanto mais curto o tempo de molhabilidade mais rapido sera o

umedecimento e posterior desintegracao) (BANDARI et al., 2008).

O teste consiste em colocar um papel de filtro de 10 cm de diametro em uma
placa de petri de também 10 cm de didmetro para posteriormente incorporar 10 mL

de uma solugao aquosa com corante (eosina, corante azul de metileno, entre outros).
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Apos estes procedimentos um COD é cuidadosamente colocado na superficie do
papel, sendo que o tempo de molhabilidade sera aquele necessario para que o corante

alcance a superficie superior do comprimido (GOHEL et al., 2004).

3.6. Estudos de dissolugao

O teste de dissolugao € um ensaio importante na caracterizagcado de toda forma
farmacéutica sdlida pois fornece inferéncia de como o farmaco vai ser liberado no
tempo. A metodologia mais utilizada para formas farmacéuticas sélidas convencionais
e CODs é realizada utilizando aparato 2 (pa), com revolugdes de entre 50 a 100 rpm,
com um volume de meio de 900 mL e a 37 £ 0,5 °C. O aparato 1 de dissolu¢ao (do
tipo cesta) também pode ser utilizado sendo que os cuidados devem ser maiores
devido a que em alguns casos fragmentos dos CODs podem ficar presos na superficie
interna do cesto impossibilitando a completa dissolugdo (NARAZAKI et al., 2004)
(SWAMY et al., 2009).

3.7. Estudos de estabilidade

Este estudo vai fornecer evidéncias sobre a qualidade do farmaco na forma
farmacéutica ao longo do tempo sobre a influéncia de fatores ambientais como
temperatura, umidade, luz e as condicdes de armazenamento. A International Council
for Harmonisation (ICH) recomenda estudo de estabilidade a longo prazoa 25+ 2 °C
/60 + 5% de umidade relativa (UR) por 12 meses e estabilidade aceleradaa40 + 2 °C
/ 75 £ 5% de umidade relativa (UR) por 6 meses (JAMAKANDI et al., 2016).

4. Conclusao

Os CODs apresentam muitas vantagens sobre as formas farmacéuticas solidas
convencionais melhorando desde as condi¢coes de administracdo até a adesao do
paciente. No entanto quando comparado a sua presenga no mercado sentimos a
auséncia deste tipo de produtos, o que significa um grande desafio para as pessoas
entorno da pesquisa (que possuem a responsabilidade de disseminar conhecimentos
de estratégias inovadoras) e das empresas que poderiam desenvolver e comercializar

estes produtos.

Assim também devemos ressaltar a importancia desta forma farmacéutica
devido a que poderia resolver os problemas de administragdo de alguns farmacos

para aqueles pacientes que possuem certas condigdes fisioldgicas e psicoldgicas que
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os impedem de consumir os produtos convencionais. Além de todo o mencionado os
CODs solucionam o problema de falta de agua em algumas ocasides por motivos de
viagens ou estar simplesmente encontrar se fora de casa o qual acrescenta ainda

mais sua importancia e presenca no mercado.

Desta forma, espera-se que no futuro préximo possamos encontrar mais destes
produtos sendo comercializados e que tenham a mesma importancia que as formas
farmacéuticas tradicionais, assim como poder contar com uma padronizagdao das

metodologias de caracterizagao destas formas farmacéuticas.
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Capitulo 2

Obtencgao e caracterizagao de complexos de inclusao ternarios de

acetazolamida para produgao de comprimidos orodispersiveis.
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1. Introducao

As ciclodextrinas (CDs) séo oligossacarideos ciclicos compostos por 6 a 8
unidades de glicose (a-CD, B-CD e Y-CD, respectivamente) unidas por ligagtes
glicosidicas a-1,4. Estas moléculas sao obtidas a partir da degradagao do amido por
acdo da enzima ciclodextrina-a-glicosiltransferase em processos biotecnoldgicos
(SZENTE; SZEMAN; SOHAJDA, 2016). Estes compostos apresentam uma superficie
externa hidrofilica e uma cavidade central lipofilica que permite que diversos tipos de

moléculas organicas consigam ser encapsuladas em suas solu¢des aquosas.

A formacédo de complexos de inclusdo utilizando ciclodextrinas (CDs) é uma
estratégia muito utilizada para aumento da solubilidade e dissolugdo de farmacos
pouco soluveis em agua permitindo uma maior porcentagem de liberagao destes nos
fluidos fisioldgicos. Por conta dessas mudangas nas caracteristicas fisico- quimicas
dos farmacos podemos inferir que estes complexos permitem uma melhora na
biodisponibilidade e a estabilidade quimica das moléculas encapsuladas (ALOISIO;
DE OLIVEIRA; LONGHI, 2014) (BREWSTER et al., 2008)(MISHUR et al., 2011).

Existem diversos tipos de complexos de inclusdo na literatura entres estes
podemos citar os complexos binarios, ternarios e quaternarios. Os complexos
ternarios possuem na sua composi¢do o farmaco, a ciclodextrina, e um polimero
hidrossoluvel ou tensoativo. A presenga deste terceiro componente produz um
aumento significativo da solubilidade e dissolugdo do farmaco tendo como
consequéncia a reducido da quantidade de ciclodextrina utilizada quando comparada
a complexos binarios, assim como a redugao de efeitos toxicolégicos e a diminuigéo
de custos (SOUZA; FERRAZ-FREITAS; OLIVEIRA, 2016) (YANG et al., 2011).

Para uma correta formagao dos complexos € imprescindivel a realizagdo de um
estudo adequado, o qual forneca as proporgcdes corretas e mais promissoras de
farmaco e ciclodextrina (CD) a serem utilizados. O ensaio de delineamento
experimental fatorial completo € uma metodologia estatistica que permite conseguir
de forma rapida e eficiente estes parametros assim como diminuir a quantidade de

ensaios, otimizando os processos de obtengao dos complexos.

Os comprimidos orodispersiveis (CODs) surgiram como resposta a constante

necessidade de desenvolvimento de formas farmacéuticas que sejam faciimente
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toleraveis pelos diversos tipos de pacientes, desde criangas até idosos. Os CODs sao
formas farmacéuticas solidas que possuem rapida desintegragao oral, facil consumo
e aceitacdo do paciente além de uma elevada capacidade de aumentar a
biodisponibilidade de farmacos pouco soluveis em agua através do aumento da
velocidade de dissolugdo (AHMED; ABOUL-EINIEN, 2007) (SHOUKRI; AHMED;
SHAMMA, 2009) .

O objetivo do presente trabalho foi obter complexos ternarios de ACZ visando
aumentar a solubilidade do farmaco para posterior desenvolvimento de comprimidos

orodispersiveis (CODs).

2. Material e métodos

2.1. Material

Acetazolamida (ACZ), ativo farmacéutico, origem NAKODA Chemicals (Andhra
Pradesh, india). A BCD (beta —ciclodextrina) e metil-B—ciclodextrina foram adquiridas
da Wacker Chemical Corporation (Munique, Alemanha) e a HPBCD (2-hidroxypropil-
beta—ciclodextrina) foi adquirida da empresa Sigma-Aldrich (Missouri, EUA). Os
polimeros polivinilpirrolidona (PVP) (massa molar de 30.000 g-mol~"), Kollidon® 90F
(polivinilpirrolidona) (massa molar de 90.000 g-mol~" e Kollidon® CL (crospovidona)
foram adquiridos  da empresa BASF (Ludwigshafen, Alemanha).
Hidropropilmetilcelulosa (HPMC) foi adquirida de Dow Chemical Company (Michigan,
EUA). Ac-Di-sol® (croscarmelosa sédica), Avicel® PH 102 e Avicel® PH 200 (celulose

microcristalina) foram adquiridos da empresa DuPont Pharma (Barueri - Brasil).

2.2.Métodos

2.2.1. Desenvolvimento de metodologia analitica por espectrofotometria UV-

Visivel (UV-Vis) para quantificagdo de acetazolamida

2.2.1.1. Espectro UV-Visivel
O espectro de absor¢édo da acetazolamida foi obtido na regido de 200-400 nm
em espectrofotdmetro Evolution 201-Thermo Scientific, utilizando cubeta de quartzo

de 10 mm de comprimento e solugao tampao fosfato pH 6,8 como branco e diluente.

2.2.1.2. Preparagao da solugao padrao de acetazolamida
Solugéo padrao 500 pg/mL foi preparada a partir da pesagem de 12,5 mg de

acetazolamida (padrao secundario), a qual foi transferida para baldo volumétrico de
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25 mL, adicionando-se aproximadamente 10 mL de solug¢ao tampéao fosfato pH 6,8 e
500 pyL de NaOH 5N, deixando em agitagcdo em ultrassom por 10 minutos até a
completa solubilizagdo do farmaco, em seguida o volume foi completado com o

mesmo diluente.

2.2.1.3. Linearidade

A partir da solugao padrdao de ACZ foram transferidas aliquotas para baldes
volumétricos de 5 mL que posteriormente foram completados com solugao tampao
fosfato pH 6,8 conforme a Tabela 1, com a finalidade de obter solugbes com
concentragdes definidas do farmaco. A curva analitica foi preparada em triplicata em
cinco niveis de concentracgdes diferentes. As absorbancias médias foram plotadas no

eixo das ordenadas e as concentragdes (Jg/mL) no eixo das abscissas.

Tabela 1- Concentragcdo das amostras obtidas a partir de uma solucao padrao de ACZ 500
Mg/mL empregadas para determinacao da linearidade.

Aliquota da Volume Concentracao final

Amostra  ““gp 1) final (mL) (ug/mL)
1 50,0 5.0 5.0
2 75,0 5,0 7.5
3 100,0 5,0 10,0
4 150,0 5,0 15,0
5 200,0 5,0 20,0

SP: Solugdo padréao

2.2.2. Preparacao dos complexos ternarios

Os complexos ternarios foram preparados nas proporcbes de ACZ:
ciclodextrina de 1:1 e 1:2 utilizando como meio dispersante solucdo tampéao fosfato
pH 6,8 com as concentracbes dos polimeros escolhido para cada ensaio. As
ciclodextrinas utilizadas foram a beta —ciclodextrina (3-CD), 2-hidroxipropil-3-CD (HP-
B-CD) e metil-B—ciclodextrina (M- B-CD) e os polimeros avaliados foram
polivinilpirrolidona (PVP), hidroxipropilmetilcelulose (HPMC) e Kollidon® 90F. As
misturas destes trés componentes foram agitadas por 24 horas para alcangar o
equilibrio e avaliar a melhor condi¢ao de solubilidade para os posteriores ensaios.
2.2.2.1. Obtencao de complexos ternarios por delineamento experimental tipo

fatorial completo 32

A partir dos resultados obtidos na segdo 2.2.2. foram selecionados a
ciclodextrina e o polimero mais interessantes para os seguintes ensaios. Um

34



delineamento experimental tipo fatorial completo 32 foi desenvolvido com a finalidade

de determinar as melhores condicdes de obtencdo dos complexos ternarios.

A Tabela 2 apresenta as variaveis independentes (fatores): propor¢ao da
ciclodextrina com respeito ao farmaco e concentragado do polimero (% m/m) na fase
dispersante, solucdo tampéao fosfato pH 6,8; assim como a variavel dependente
(resposta), a solubilidade do farmaco. A matriz de ensaios (Tabela 3) apresenta os
niveis de cada variavel e os ensaios realizados. Os resultados foram avaliados

empregando o programa Statistica® 12.0 (Statsoft, Inc.).

Tabela 2. Varidveis empregadas no delineamento fatorial completo (32) e niveis estudados.

Nivel
-1 0 1
Proporgao de M- 3-CD 1,00 1,50 2,00
Concentragao do polimero (Kollidon® 90F) 0,20 0,30 0,40
Variavel dependente
Solubilidade da ACZ

Variaveis independentes

M- B-CD: metil-B—ciclodextrina

Tabela 3. Matriz de ensaios do delineamento experimental.

Kollidon® 90F Proporgao

Ensaio Nome (% m/m) M- B-CD
1 C1-ACZ 0,40 2,00
2 C2-ACZ 0,30 2,00
3 C3-ACz 0,20 2,00
4 C4-ACZz 0,40 1,50
5 C5-ACZ 0,20 1,00
6 C6-ACZ 0,30 1,50
7 C7-ACz 0,40 1,00
8 C8-ACZz 0,30 1,00
9 C9-ACZ 0,20 1,50

M- B-CD: metil-B—ciclodextrina

2.2.3. Caracterizagao dos complexos ternarios

2.2.3.1. Ensaios de solubilidade

Para determinar a solubilidade da ACZ foram colocados em um frasco de vidro
as diferentes proporcdes de farmaco: ciclodextrina estabelecidas no delineamento
experimental da sec¢ao 2.2.2.1. Foram utilizados 20 mL de solugao de tampé&o fosfato
pH 6,8 contendo as diferentes proporgdes do polimero (% m/m) a serem avaliados.
Estas suspensdes foram agitadas a 500 rpm por 72 horas a 25 + 1 °C, ap6s atingir o
equilibrio, as amostras foram centrifugadas por 15 min a 10000 rpm com a finalidade
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de retirar o excesso de particulas ndo solubilizadas e quantificar o farmaco no
sobrenadante por espectrofotometria a 266 nm. Os ensaios foram realizados em

triplicata.

2.2.3.2. Secagem

Os complexos de inclusao obtidos foram submetidos a secagem no mini Spray
Dryer B-290 (Buchi, Suiga) (Figura 1). A temperatura do ar de secagem utilizada foi
de 160 °C, com vazdo do ar de secagem 60 m?® h' e vazdo de alimentagdo de
suspensao 4 g min', alimentada a um atomizador tipo duplo fluido com mistura interna

com pressao e vazao do ar de atomizagao respectivamente de 2,5 kgf cm? e 17 lpm.

Figura 1. Mini Spray Dryer B-290.

I |

2.2.3.3. Determinagao do tamanho de particula do complexo ternario

Para determinacdo do tamanho dos complexos ternarios foi utilizado
microscopio 6ptico Olympus BX60MIV com aumento de 50 vezes, as imagens foram
capturadas por camera digital. A preparagao do material foi feita utilizando a amostra
seca dos complexos diluidas em solugéo saturada de ACZ e dispersas em uma lamina

de vidro.

36



2.2.3.4. Calorimetria exploratéria diferencial (DSC)

A caracterizagao dos eventos térmicos foi realizada empregando DSC Extar
7020 (Seiko Instruments, Jap&o) previamente calibrada com indio metalico (ponto de
fusdo: 156,4 °C/ AH fus30:28,50 J g™'. Usou-se faixa de temperatura de 25 a 350 °C.
As amostras foram cuidadosamente pesadas em cadinhos de aluminio
hermeticamente fechados e submetidos a velocidade de aquecimento de 5 °C.min"' e

atmosfera dindmica de nitrogénio com vaz&o de 50 mL. min-'.

2.2.3.5. Andlise Termogravimétrica (TG/DTG)

As curvas termogravimétricas foram realizadas em equipamento TG/DTA 7200
(Exstar, Bunkyo-Ku, Japao) sob fluxo de nitrogénio 100 mL.min"" com uma velocidade
de aquecimento de 10 °C. min ', em uma faixa de temperatura de 25 °C a 600 °C.
Massa conhecida das amostras foram adicionadas em um cadinho de platina sendo
registrada a perda de peso em fungéo da temperatura. O equipamento foi previamente
calibrado usando padrao de oxalato de calcio monoidratado.

2.2.3.6. Teor de acetazolamida no complexo ternario

Para determinacdo do teor de ACZ nos complexos ternarios foi transferida
quantidade de aproximadamente 15 mg do complexo seco em baldo volumétrico de
25 mL. Posteriormente foi adicionado 15 mL de solu¢do tampao fosfato pH 6,8 e
algumas gotas de NaOH 5N levando ao ultrassom por 15 minutos, visando garantir a
solubilizacdo completa do ativo. Apds este tempo, o volume do baldo foi completado
com o mesmo tampao procedendo-se com a homogeneizacao final e posterior
centrifugagéo para garantir a separagao de possiveis residuos solidos. A quantidade
de ACZ foi determinada empregando espectrofotdbmetro Evolution 201-Thermo

Scientific no comprimento de onda de 266 nm.

2.2.4. Produgao dos comprimidos orodispersiveis (CODs)

Os comprimidos orodispersiveis foram obtidos por compressao direta
empregando o complexo ternario escolhido apds avaliagdo do delineamento
experimental (2.2.2.1.). Para a produgdo dos CODs, o complexo selecionado foi
pesado em quantidade suficiente para fornecer 75 mg de ACZ. O complexo ternario
seco e outros excipientes tais como aspartame, Kollidon® CL (crospovidona), Ac-Di-
sol® (croscarmelosa soédica), Avicel® PH 102 e Avicel® PH 200 (celulose
microcristalina) e manitol foram transferidos a um saco de polietileno e misturado por
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dez minutos, posteriormente estearato de magnésio foi tamisado em malha 0,42 mm

(Bronzinox, Sao Paulo, Brasil), adicionado a sacola e misturado por mais um minuto

(Tabela 4). Finalmente os comprimidos foram produzidos em prensa hidraulica (Figura

2) (America Lab., Charqueada, SP,Brasil) com pungdo de 11 mm e forga de

compressao a 300 psi por um minuto.

Figura 2. Prensa hidraulica utilizada na obtencédo dos CODs.

Tabela 4. Composigao das formulagdes de comprimidos orodispersiveis (CODs).

Componentes (% m/m)

Fl F2 F3 F4

Complexo de ACZ
Aspartame
Kollidon® CL
Ac-Di-sol®
Avicel® PH 102
Avicel® PH 200
Estearato de magnésio
Manitol

61,75 61,75 61,75 61,75

200 200 200 200
3,00 - 3,00 -

- 3,00 - 3,00
27,25 27,25 - -

- - 27,25 27,25
1,00 1,00 1,00 1,00
500 5,00 5,00 5,00
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2.2.5. Caracterizagao dos comprimidos orodispersiveis (CODs) de ACZ

2.2.5.1. Ensaios fisicos
2.2.5.1.1. Peso médio

Foram pesadas individualmente 10 unidades de CODs na balanga analitica
(Marte, Shimadzu, AUW220D, Filipinas). Posteriormente foram calculados o peso
médio, desvio padrao e o coeficiente de variacédo (CV%) de acordo com o método

geral da Farmacopeia Brasileira 6% edigéo (2019).
2.2.5.1.2. Diametro e espessura

Estes aspectos dos comprimidos foram obtidos com o auxilio de um

paquimetro, utilizando 10 unidades para cada medigao.
2.2.5.1.3. Dureza e friabilidade

Estes ensaios foram realizados nos comprimidos conforme a Farmacopeia
Brasileira 62 edigdo (2019). A dureza foi determinada utilizando 10 comprimidos em

equipamento durébmetro de bancada (Ethik Technology, EDTS, Brasil).

Para determinacéo da friabilidade foram utilizados 10 comprimidos os quais
foram pesados com exatidado e introduzidos no equipamento friabildmetro (LOGAN,
FAB-2, Estados Unidos). A velocidade foi ajustada para 25 rotagdes por minuto (rpm)
durante 4 minutos. Apds este procedimento foi removido todo o p6 da superficie dos

comprimidos que foram pesados novamente.

2.2.5.2. Teor de acetazolamida nos CODs

Para determinacdo do teor de ACZ nos comprimidos foi transferida uma
quantidade de aproximadamente 25 mg do pd, proveniente da trituragdo dos
comprimidos em um bal&do volumétrico de 50 mL. Posteriormente foi adicionado 30
mL de solugéo tampao fosfato pH 6,8 e umas gotas de NaOH 5N levando ao ultrassom
por 15 minutos, visando garantir a completa solubilizagdo do ativo. Apds este tempo,
o volume do baldo foi completado com o mesmo tampdo procedendo-se
homogeneizagao final e separagao dos residuos com filtro de seringa PVDF com poro
de 0,45 pym. O ensaio foi efetuado utilizando seis comprimidos. A quantidade de ACZ
foi determinada empregando espectrofotometro Evolution 201-Thermo Scientific no
comprimento de onda de 266 nm.
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2.2.5.3. Tempo de desintegragao
Para a realizagao do teste de tempo de desintegragao foram avaliados um total
6 comprimidos no desintegrador (Ethik Technology, Brasil) e 750 mL de solugéo

tampéo fosfato pH 6.8.

2.2.5.4. Perfil de dissolugao

Para determinagao do perfil de dissolugao dos CODs foi utilizado aparato 2 (pa)
708-DS (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, EUA) a 37 °C, 75 rotagdes por minuto
(rpm) e 900 mL de solugao tampéo fosfato pH 6,8 como meio de dissolugao preparado
de acordo com a Farmacopeia Americana (USP, 2019). Aliquotas de 5 mL foram
retiradas nos tempos de 5, 10, 15, 20, 30, 45 e 60 minutos. Finalmente, a quantidade
de ACZ dissolvida foi determinada em espectrofotdmetro Evolution 201-Thermo

Scientific no comprimento de onda de 266 nm.

2.3. Resultados e discussao

2.3.1. Desenvolvimento de metodologia analitica por espectrofotometria UV-Vis
para a quantificagcao de ACZ
Para determinagcao da absorbancia maxima foi utilizada uma solucdo de ACZ
15 pg/mL na regido de 200-400 nm foi determinado que o comprimento de onda que
apresenta absorbancia maxima para ACZ foi em 266 nm com um pico de absorbancia

maxima de 0,88 como observado na Figura 3.

Figura 3. Absorbancia maxima da solugdo de ACZ 15 ug/mL no intervalo de 200-400 nm.
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3.2.1.1. Linearidade

A linearidade do método foi determinada mediante a constru¢gdo de uma curva
de calibragdo. A equacido da reta e seu correspondente coeficiente de correlagao
linear (r?) sdo observados na Figura 4. O desvio padrdo (DP) e o coeficiente de
variagdo (CV%) para cada nivel de concentragdo foram determinados, sendo que
todos os CV% foram inferiores a 5%, valores considerado aceitaveis conforme
descrito na norma vigente RDC n°® 166/17 (BRASIL, 2017).

Tabela 5. Valores de absorbancia média, DP e CV% (n=3).

CON Absorbancia
(ng/mL) I I i
5,00 0,230 0,230 0,231 0,230 0,001 0,251
7,50 0,345 0,344 0,346 0,345 0,001 0,290
10,00 0,458 0,461 0,461 0460 0,002 0,377
15,00 0,681 0,692 0,691 0,688 0,006 0,884
20,00 0,913 0,934 0,939 0,929 0,014 1,486
25,00 1,140 1,146 1,150 1,145 0,005 0,439

Média DP CV%

CON: Concentragao, DP= Desvio padrao, CV%= Coeficiente de variacao.

Figura 4. Curva analitica da ACZ obtida por espectrofotometria a 266 nm.
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2.3.2. Preparacao dos complexos ternarios
A preparacao dos complexos ternarios de ACZ demostrou-se como simples e
rapido além de permitir o aumento da solubilidade do farmaco (KAUR et al., 2005).
Para a determinagcdo das melhores condigdes de produgdo dos complexos
inicialmente foram avaliados diversos tipos de ciclodextrinas e polimeros, ensaios que

sao apresentados a continuacéo.
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2.3.2.1. Determinacao das melhores condi¢cées de preparagao de complexos
ternarios de ACZ
Estudos prévios da complexagao da ACZ utilizando a beta—ciclodextrina (3-CD)
e 2-hidroxipropil-B-CD (HP-B-CD) ja foram abordados em diversos trabalhos de
pesquisa. Estes resultados demostraram o aumento da solubilidade do farmaco como
consequéncia da formacéo dos complexos (LOFTSSON; HREINSDOTTIR; MASSON,
2007) (LOFTSSON; FRIRIKSDOTTIR, 1998) (BREWSTER; LOFTSSON, 2007).

A solubilidade de um farmaco pode ser aumentada de diversas formas durante
a complexacdo, entre estas estratégias encontramos a adigdo de um terceiro
componente tal como um polimero, o ajuste do pH do meio dispersante, a ionizag&o
do farmaco e a formacéao de sal (ALOISIO; DE OLIVEIRA; LONGHI, 2014) (PONCE-
PONTE et al., 2018). Diversos polimeros e seus efeitos na solubilidade da ACZ e de
outros farmacos ja foram determinados previamente. Estes trabalhos demostraram
gue os polimeros solubilizam a ciclodextrina assim como que ajudam na formacgéo dos
complexos farmaco- ciclodextrina (LOFTSSON; FRIRIKSDOTTIR;
GUMUNDSDOTTIR, 1996) (LOFTSSON; FRIRIKSDOTTIR, 1998). Como
mencionado temos na literatura estudos prévios avaliando a complexacéo da ACZ,
como uma forma de corroborar estes estudos e acrescentar novos resultados foram
realizados diversos ensaios avaliando novas ciclodextrinas e polimeros na formacéao

dos complexos ternarios de ACZ, os quais sdo apresentados nas Tabelas 6, 7 e 8.

A Tabela 6 apresenta os resultados obtidos usando polivinilpirrolidona (PVP)
como polimero na formacdo de complexos ternarios. Observa- se que em presenca

da metil-B-CD a solubilidade da ACZ aumenta quando comparada com as outras CD.

Tabela 6. Solubilidade da ACZ (mg/mL) avaliando os tipos de CDs em presencga da PVP.

mg/mL mg/mL mg/mL
Amostra Média DP
| ] [}
ACZ em Spvp 1,00 0,99 1,03 1,01 0,02
ACZ- M-B-CD (1:1) em Spvp 1,42 1,42 1,42 1,42 0,01
ACZ- 3-CD (1:1) em Spvp 1,24 1,23 1,22 1,23 0,01

ACZ- HP-B-CD (1:1)em Spve 1,20 1,19 1,19 1,19 0,01

ACZ: acetazolamida, DP: desvio padrao, M-B-CD: metil-B—ciclodextrina, -CD: p—ciclodextrina, HP-B-CD: 2-
hidroxipropil-B-CD, PVP: polivinilpirrolidona.
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Quando avaliada a hidroxipropilmetilcelulose (HPMC) como polimero na
formacdo dos complexos ternarios os resultados obtidos determinaram que a
presenca de metil-B-CD nos complexos temarios permite uma maior solubilidade da
ACZ nas diferentes propor¢des farmaco: ciclodextrina (Tabela 7).

Tabela 7. Solubilidade da ACZ (mg/mL) avaliando os tipos de CDs em presenga da HPMC.

mg/mL mg/mL mg/mL
Amostra Média DP
| ] i
ACZ em Shpmc 0,91 0,93 0,92 0,92 0,01
ACZ- M-B-CD (1:1) em Swpmc 1,42 1,47 1,48 1,46 0,03
ACZ- M-B-CD (1:2) em Srvpmc 1,86 1,97 1,97 1,93 0,06

ACZ- 3-CD (1:1) em Shemc 1,22 1,27 1,29 1,26 0,04

ACZ- 3-CD (1:2) em Shpmc 1,58 1,60 1,60 1,59 0,01

ACZ: acetazolamida, DP: desvio padrao, M-B-CD: metil-B—ciclodextrina, -CD: B—ciclodextrina, HPMC:
hidroxipropilmetilcelulose.

A Tabela 8 apresenta os resultados obtidos utilizando Kollidon® 90F como
polimero na formagao dos complexos, os resultados demostraram que a solubilidade
de ACZ apresenta um impacto significativo na presenga deste polimero e da metil- 3-
CD. Uma possivel explicacdo deste fenbmeno poderia ser a capacidade do polimero
de fornecer um pH adequado (4,0 - 7,0) para a formagao dos complexos ternarios,
assim como que a presenca deste no meio dispersante auxiliaria na molhabilidade
das particulas do farmaco causando um efeito sinérgico entre os trés componentes
(SMITH; MACRAE; SNOWDEN, 2005) (LAHIANI-SKIBA et al., 2006).

Tabela 8. Solubilidade da ACZ (mg/mL) avaliando os tipos de CDs em presencga de Kollidon®
90F.

mg/mL mg/mL mg/mL
Amostra Média DP
| 1 1l
ACZ -S kolidon® 90F 0,93 0,93 0,93 0,93 0,01
ACZ- M-B-CD(1:2) em S Koliidon® 90F 2,11 2,12 2,1 2,11 0,01

ACZ- 3-CD (1:2) em S «koliidon® 90F 1,6 1,6 1,63 1,61 0,02

ACZ: acetazolamida, DP: desvio padrao, MI-B-CD: metil-B—ciclodextrina, B-CD: B—ciclodextrina.

Analisando os resultados, podemos inferir que a metil-B-CD foi a ciclodextrina

que apresentou maior capacidade de solubilizacdo do farmaco. Este aumento pode
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ser uma atribuicdo direta da capacidade desta CD na formacao de interacbes
eletrostaticas e hidrofébicas que incrementaram a solubilidade e estabilidade dos
complexos (HUANG et al.,, 2013) (FREITAS et al.,, 2012) (PONCE-PONTE et al.,
2018). Como nossa finalidade foi a formagdo de complexos que apresentem alta
solubilidade para uma posterior produ¢cao de comprimidos orodispersiveis (COD) a
utilizacao desta CD e do polimero Kollidon® 90F seria o mais indicado devido a maior
solubilidade do farmaco na agua e consequentemente menor toxicidade (YANG et al.,
2011).

Para uma melhor avaliagdo da capacidade de complexacdo sobre a
solubilidade do farmaco foi realizado uma analise de variancia (ANOVA one way)
(Tabela 9 e 10). Os resultados indicaram que a solubilidade foi maior quando utilizou
se a propor¢ao 1:2 de ACZ: metil-B-CD, assim como em presenca do Kollidon® 90F

no meio dispersante.

Tabela 9. ANOVA one way dos resultados obtidos para a solubilidade de ACZ.

Efeitos GL SQ MQ Valor-F  p-valor
CD 3 05764 0,1921 168,3000 0,001
Erro 8 0,0091 0,0011
Total 11 0,5856

CD: ciclodextrina SQ: soma dos quadrados; GL: graus de liberdade; MQ: média quadratica, Valor-p: nivel de
significancia.

Tabela 10. Médias dos resultados obtidos para a solubilidade de ACZ.

Amostra N Média DP IC de 95%
ACZ-B3-CD (1:2) em Suemc 3 1,5933 0,0115 (1,5483;1,6383)
ACZ- M-B-CD (1:2) em Supmc 3 11,9333 0,0635 (1,8883;1,9783)
3
3

ACZ- B-CD (1:2) em S Kolidon® 90F 1,6100 0,0173 (1,5650; 1,6550)
ACZ- M-B-CD (1:2) em S Kolidon® 50F 2,100 0,0100 (2,0650; 2,1549)

ACZ: acetazolamida, DP: desvio padrao, M-B-CD: metil-B—ciclodextrina, -CD: p—ciclodextrina, HPMC:

hidroxipropilmetilcelulose.

A Tabela 11 apresenta os resultados do teste de Tukey. Observa- se que o tipo
de polimero presente no meio dispersante influéncia de forma significativa na
solubilidade do farmaco quando a metil-B—ciclodextrina esta presente no complexo

ternario. A formacédo de dois agrupamentos indicou que as amostras séo
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significativamente diferentes para esta ciclodextrina. No entanto quando a B-CD foi
utilizada na complexagao, o polimero nao influencia de forma significativa na resposta,
devido a que foi observado um agrupamento unico para as duas amostras indicando

que ambas foram similares.

Tabela 11. Teste de comparagao multipla de Tukey para média da solubilidade de ACZ.

Amostra N Média Agrupamento
ACZ- M-B-CD (1:2) em Skoliidon® 90F 3 21100 A
ACZ- M-B-CD (1:2) em Stpmc 3 11,9333 B
ACZ- B-CD (1:2) em Skolidon® 90F 3 1,6100 C
ACZ-B-CD (1:2) em Shpmc 3 1,5933 C

ACZ: acetazolamida, M-B-CD: metil-B—ciclodextrina, f-CD: B—ciclodextrina, HPMC: hidroxipropilmetilcelulose.

2.3.2.2. Obtencao de complexos ternarios por delineamento experimental tipo
fatorial completo 32

A partir dos resultados obtidos anteriormente foi desenvolvido um delineamento

experimental do tipo fatorial completo 32 onde foram avaliadas as variaveis

independentes (fatores): concentragdo de polimero Kollidon® 90F e a proporc¢ao de

metil-3-CD, sobre a solubilidade do farmaco (resposta). A Tabela 12 apresenta os

resultados dos nove ensaios realizados, assim como os fatores e niveis empregados

no delineamento.

Tabela 12. Resultados da solubilidade de ACZ obtidos a partir dos complexos ternarios.

Kollidon® 90F ACZ CD mg/mL mg/mL mg/mL
Ensaio Média DP
(Yow/w) (Y%owlw)  (%owiw) | | [}
C1-ACz 0.40 1.00 2.00 2,42 2,28 2,30 2,33 0,07
C2-ACz 0.30 1.00 2.00 2,42 2,35 2,30 2,36 0,06
C3-ACzZ 0.20 1.00 2.00 2,43 2,39 2,33 2,38 0,05
C4-ACz 0.40 1.00 1.50 2,00 1,99 1,92 1,97 0,05
C5-ACZ 0.20 1.00 1.00 1,65 1,66 1,60 1,64 0,03
C6-ACZ 0.30 1.00 1.50 1,96 1,95 1,90 1,94 0,03
C7-ACZ 0.40 1.00 1.00 1,72 1,71 1,73 1,72 0,01
C8-ACzZ 0.30 1.00 1.00 1,66 1,64 1,68 1,66 0,02
C9-ACzZ 0.20 1.00 1.50 1,98 1,97 1,94 1,96 0,02

ACZ: acetazolamida, CD: ciclodextrina, DP: desvio padrao
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A andlise de variancia (Tabela 13) e o grafico de Pareto (Figura 5) indicaram
que dentre os fatores estudados a ciclodextrina apresentou impacto significativo no
aumento de solubilidade de ACZ. A Tabela 14 apresenta a estimativa dos coeficientes
de regressao mediante os quais podemos obter a Equacgéo 1 (Eq.1) que representa o
modelo matematico utilizado na avaliagdo do impacto das variaveis independentes

estudadas sobre a solubilidade do farmaco.

Tabela 13. ANOVA para os resultados de solubilidade de ACZ. Os resultados com valor de
p< 0,05 sao considerados significativos.

Efeito SQ GL MQ Valor-F  p-valor
Modelo 17,7231 3 5908 146,320 0,001
Linear 17,601 2 8,800 217,960 0,001
Kollidon® 90F 0,007 1 0,007 0,170 0,696
CD 17,594 1 17,594 435,750 0,001
Interagao de 2 fatores 0,123 1 0,126 3,030 0,142
Kollidon® 90F * CD 0,123 1 0,126 3,030 0,142
Erro 0,202 5 0,040

Total 17,925 8

CD: ciclodextrina, SQ: soma dos quadrados; GL: graus de liberdade; MQ: média quadratica, Valor-p: nivel de
significancia.

Figura 5. Graficos de Pareto para os efeitos das variaveis independentes sobre a solubilidade

de ACZ. As barras a direita da linha vermelha representam os efeitos significativos.
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Solubilidade = 3.164 + 5.59 Kollidon® 90F + 4.475 CD - 3.50 Kollidon® 90F * CD (Eq.1)
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Tabela 14. Coeficientes codificados de regressdo do modelo matematico selecionado no
ensaio de solubilidade de ACZ.

Termos Coeficientes C-DP  EstatisticaT Valor-p VIF
Constantes 9,9785 0,0670 148,98 0,001
Kollidon® 90F 0,0340 0,0820 0,41 0,696 1,0
CD 1,7124 0,0820 20,87 0,001 1,0
Kollidon® 90F * CD -0,175 0,17000 -1,74 0,142 1,0

DP=0,201 R?=98,87% R’ (aj) = 98,20% R?(prev) = 95,52%

CD: ciclodextrina, R2: coeficiente de determinagéo; R2 (aj): coeficiente de determinagéo ajustado; R2 (prev):
coeficiente de determinagéo de previsdo do modelo ajustado; DP = desvio-padréo; Valor-p: nivel de significancia.

Dessa forma, mediante esta avaliacdo estatistica, o complexo C3-ACZ
preparado utilizando 0.20 % de Kollidon® 90F no tampao fosfato pH 6,8 e com uma
proporcao 1:2 de farmaco: ciclodextrina foi escolhido como o complexo ternario a ser
utiizado nos posteriores ensaios devido a que apresentou o maior valor de
solubilidade do farmaco dentro do delineamento além de utilizar menor porcentagem
de polimero. Finalmente, este complexo sera a matéria prima a ser utilizada no

desenvolvimento dos comprimidos orodispersiveis (COD).

2.3.3. Caracterizagao dos complexos

2.3.3.1. Determinagao do tamanho de particula do complexo ternario

A Figura 6 apresenta a determinagdo do tamanho de particula utilizando
microscopia o6tica, podemos observar que apds o processo de secagem o complexo
C3- ACZ apresentou particulas na faixa de 60,8 um a 141,4 ym. A avaliacido do
tamanho foi realizado em solugao saturada do farmaco devido a alta solubilidade que

apresentam os complexos secos na agua (KECK; MULLER, 2008).

Figura 6. Micrografia 6ticas do complexo C3-ACZ.

WM LS
Comprimento : 66.3um|
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2.3.3.2. Calorimetria exploratoéria diferencial (DSC)

A curva DSC da ACZ matéria prima (ACZ-MP) e do complexo C3-ACZ séao
apresentados na Figura 7. Observa- se que o farmaco apresentou uma endoterma
correspondente ao ponto de fusdo com valor Tpicoem 251,80 °C, que posteriormente
€ seguido por uma decomposi¢cao com Tpicoem 272,79 °C. A curva DSC da metil-3-
CD nos complexos apresentou perda caracteristica de agua entre os 40 e 100 °C
estando de acordo com a literatura. No entanto observa- se a auséncia do pico
caracteristico da ACZ no complexo o qual sugere a formagdo de um complexo de
inclusdo amorfo como resultados do encapsulamento do farmaco dentro da cavidade
da ciclodextrina (RIBEIRO et al., 2008).

Figura 7. Curva DSC da ACZ-MP e do complexo C3-ACZ a 5°C/min e atmosfera dindmica de
nitrogénio com vazao de 50 mL min-1.
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3.2.4.3. Analise Termogravimétrica (TG/DTG)

A curva TG da ACZ- MP e do complexo C3-ACZ sdo apresentados na Figura
8. Observa- se que o farmaco apresentou trés processos de perda de massa que sao
corroborados na curva DTG. Quando avaliado o complexo C3-ACZ este exibe uma

perda de massa inicial antes dos 100°C devido a perda de moléculas de agua,
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posteriormente duas perdas de massas sao observadas, mas com valores de

temperatura antecipadas de formas que podemos inferir que a formacédo do complexo

alterou as propriedades de degradacgéo da ciclodextrina e o farmaco (SAMBASEVAM

et al., 2013).

Figura 8. Curvas TG de ACZ-MP e do complexo C3-ACZ a 10 °C/min e atmosfera dinamica

de nitrogénio com vazao de 100 mL min-1.
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3.2.4.4. Teor de acetazolamida no complexo ternario
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O resultado do teor de ACZ no complexo C3-ACZ é apresentado na Tabela 15.

O valor obtido foi de 26,69%, que representa um valor inferior ao esperado e que na

sua vez indica uma baixa recuperagao do farmaco apés secagem. Esta perda poderia

ser explicada como uma consequéncia do processo de secagem seja porque O

farmaco ficou dentro das paredes do equipamento ou no frasco de coleta final ou

também pela alta solubilizacdo do farmaco durante o tempo de formacédo do complexo

(24 horas).
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Tabela 15. Teor de acetazolamida no complexo ternario (n=3).

AMOSTRA Teor de ACZ (%) DP
C3-ACZ 26,69 0,35

2.3.4. Producao de comprimidos orodispersiveis (CODs)

Inicialmente foram avaliadas diversas condi¢cdes na formulagao e no processo
de compressao com a finalidade de obter a formulacéo final e adequada para os CODs
de ACZ. Os parametros avaliados como respostas foram o tempo de desintegracéo e
a dureza. A Tabela 16 apresenta algumas formulagdes testadas, apds avaliagéo
destes ensaios foram escolhidos o Ac-Di-Sol® como superdesintegrante e o manitol

e 0 aspartame como excipientes para melhora das caracteristicas organolépticas.

Tabela 16. Composicado das formulacdes de CODs e os resultados de dureza e tempo de
desintegracéo.

Componentes (Y%om/m) F1 F2 F3 F4
Complexo de ACZ 61,75 61,75 61,75 61,75
Aspartame 2,00 2,00 2,00 2,00
Kollidon® CL 3,00 - 3,00 -
Ac-Di-sol ® - 3,00 - 3,00
Avicel® PH 102 27,25 27,25 - -
Avicel® PH 200 - - 27,25 27,25
Estearato de magnésio 1,00 1,00 1,00 1,00
Manitol 5,00 5,00 5,00 5,00
Compressao (psi) 500 300 500 300
Dureza (N) 67,6, 15,70 51,00 15,70

Tempo de desintegragao (s) 42,00 23,00 59,00 21,00

ACZ: acetazolamida

As formulagdes anteriormente descritas nos permitiram determinar certas
condi¢des organolépticas desagradaveis das formulagbes. Tentando melhorar estas
caracteristicas foi considerado a incorporagéo de Parteck® (excipiente que contém
entre 90-95% manitol e 3-7% croscarmelose) na sua composicéo. Este excipiente é
utilizado frequentemente e de forma especifica no desenvolvimento de CODs devido
que proporciona sabor agradavel e fresco no produto final. A Tabela 17 apresenta a

formulacéo final e que foi utilizada nos posteriores ensaios.
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Tabela 17. Composicao de formulagao final de COD- C3 ACZ.

Componentes (%m/m) COD-C3 ACz
Complexo de ACZ 61,75
Aspartame 2,00
Ac-Di-sol® 6,00
Parteck® 11,25
Avicel® PH 200 8,00
Estearato de magnésio 1,00

ACZ: acetazolamida

2.3.5. Caracterizagao dos comprimidos orodispersiveis (CODs)

2.3.5.1. Peso médio, diametro, espessura, dureza e friabilidade

A Tabela 18 apresenta os resultados de peso médio, didametro, espessura,
dureza e friabilidade para a formulagdo COD- C3 ACZ, feita a partir do complexo
ternario do farmaco. Os dados sao expressos em média e desvio padréo. Nota-se que
os desvios para cada caracterizagao foram baixos, o qual evidencia a homogeneidade

entre os comprimidos.

Tabela 18. Peso médio, didmetro, espessura, dureza e friabilidade do COD-C3 ACZ (n=10).

Peso médio Diametro Espessura Dureza (N) Friabilidade
(mg) (cm) (cm) (%)
COD-C3ACZ 0,483+0,034 1,086+0,039 0,528+0,101 20,55+ 2,929 0,709
CV (%) 1,270 0,710 1,960 4,620

ACZ: acetazolamida, CV%: coeficiente de variagéo

O peso médio da formulagdo apresenta coeficiente de variagdo (CV%) menor
de 5%, valor que cumpre os requerimentos da Farmacopeia Brasileira. No caso da
friabilidade, o resultado obtido foi de uma perda inferior a 1,5% do peso inicial,

conforme também com as normativas estabelecidas (Brasil, 2019).

A dureza é um dos parametros mais importantes durante o desenvolvimento
de CODs, devido a necessidade de uma rapida desintegragcdo desta forma
farmacéutica apdés sua administracdo. O valor obtido foi de 20,55 N, o qual esta
conforme as especificagdes. No entanto cabe ressaltar que este tipo de comprimidos
nao possui até hoje valores definidos para este parametro, mas na literatura sao
recomendados valores inferiores a 30 N (DEY; MAITI, 2010).
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2.3.5.2. Teor de acetazolamida nos CODs

O resultado de teor de ACZ na formulagado COD-C3 ACZ apresenta valor
superior a 95% do farmaco, o qual estd dentro das especificacbes dadas pela
Farmacopeia Americana (USP, 2019) (conteudo de ndo menos de 95% e n&o mais de
105 %) (Tabela 19).

Tabela 19. Teor de ACZ na formulagdo COD- C3 ACZ (n=6).

Amostra  concentracdo  p oo o)
(mg/mL)
COD- C3 ACZ 71,91 635 9588

ACZ: acetazolamida, DP: desvio padrio

2.3.5.3. Tempo de desintegragao

Considerada uma das caracteristicas mais importante no momento de avaliar
CODs devido a que estas formas farmacéuticas se caracterizam por uma completa e
rapida desintegracdo. A Farmacopeia Europeia recomenda um tempo de
desintegracdo menor de 3 minutos, no entanto a Food and Drug Administration (FDA)
indica que este tempo nao exceda os 30 segundos (BRNIAK; JACHOWICZ; PELKA,
2015). A Tabela 20 apresenta o resultado obtido para a formulagdo COD- C3 AC/Z,
como podemos observar este valor esta dentro do permitido e recomendado pela

primeira entidade regulatéria mencionada anteriormente.

Tabela 20. Tempo de desintegracao da formulagcao COD- C3 ACZ (n=3).

Amostra Tempo de desintegragao (s)

I 70,0

Il 85,0

I 75,0
Media 76,7
DP 7,6

DP: desvio padréo

2.3.5.4. Perfil de dissolugao

A Tabela 21 e Figura 9 apresentam os resultados obtidos para os ensaios de
perfil de dissolugdo em fungdo do tempo utilizando aparato 2, 900mL de tampéo
fosfato pH 6,8 como meio, 75 rpm e 37 °C. Podemos observar na Tabela 21 que a
porcentagem de liberagdo do farmaco no tempo de 15 minutos foi de 95,88%, sendo

quase completa a liberacdo do farmaco. Este resultado corrobora a rapida dissolugao
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da ACZ que pode ser atribuida a complexacdo do farmaco utilizando M-B-CD, a

diminuicao da tensao superficial devido a presencga desta ciclodextrina e do polimero

Kollidon® 90F no complexo ternario ou a composicdo dos comprimidos.

Tabela 21. Perfis de dissolugao da formulagdo COD- C3 ACZ obtidos em tampéo fosfato pH

6,8 (n=3).
Tempo %Diss | %Diss Il %Diss Il Média Q% DP
0 0 0 0 0 0
5 55,70 75,05 75,18 68,64 11,21
10 73,02 93,68 93,38 86,69 11,84
15 91,02 99,20 97,43 95,88 4,30
20 99,91 100,81 99,00 99,91 0,90
30 102,42 101,27 99,68 101,12 1,38
45 102,42 102,19 99,90 101,50 1,39
60 102,42 102,19 100,13 101,58 1,26
Pl 103,33 102,88 101,70 102,64 0,84
% Diss: % dissolvida. DP: desvio padrao
Figura 9. Porcentagem (%) de ACZ dissolvida da formulagdao COD- C3 ACZ (n=3).
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3. Conclusao

Neste trabalho se evidenciou a viabilidade da complexacdo de ACZ utilizando
metil-B-ciclodextrina e Kollidon® 90F como componentes dos complexos ternarios. A
solubilidade do farmaco apresentou um aumento significativo. No entanto durante o
desenvolvimento farmacotécnico se apresentaram diversas dificuldades em alcancar
a dose do farmaco nos CODs, isto como resposta a perda do farmaco durante a
secagem ou no momento da produgcdo dos complexos. Os CODs apresentaram
caracteristicas satisfatorias enquanto a dureza, tempo de desintegragao, teor e perfil
de dissolugcéo podendo ser considerada uma estratégia promissoria e viavel como
alternativa terapéutica para criancas e idosos. Um estudo mais profundo da
metodologia de complexagao e secagem considerando o teor da ACZ durante todo o
tempo de formagao dos complexos de forma que seja evitada a perda do farmaco
resolveria este problema apresentado. Estudos posteriores se fazem necessarios de
forma que seja evitado as dificuldades farmacotécnicas apresentadas durante esta

pesquisa.
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Capitulo 3

Micronizacao de acetazolamida: caracterizagao fisico-quimica e

desenvolvimento de comprimidos de liberagao imediata.
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1. INTRODUCAO

A acetazolamida (ACZ) é um potente inibidor enzimatico especifico da anidrase
carbbnica (Figura 1). Pertence a classe IV do Sistema de Classificagdo
Biofarmacéutica (SCB) (LINDENBERG; KOPP; DRESSMAN, 2004) (PALMA et al.,
2009) (VERMA et al., 2013). Conhecido também como acetamida, possui férmula
molecular de C4sHsN4O3S2 e massa molecular de 222,24 g mol-'. E um &cido fraco com
constante de dissociagédo (pKa) de 7,2; muito pouco soluvel em agua, pouco soluvel
em alcool e acetona, e praticamente insoluvel em éter. Macroscopicamente € um po

cristalino branco e inodoro.

Figura 1. Estrutura quimica da acetazolamida.
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A ACZ é utilizada em certos casos de glaucoma e no tratamento pré-operatério
de glaucoma de angulo fechado. Atua mediante a redug¢ao da pressao intraocular por
inibicdo da anidrase carbdnica que a sua vez permite o controle da producao de humor
aquoso pelo epitélio ciliar (SHARAN et al., 2010) (COSTA et al., 2010) (SHARAN et
al., 2010). Pode ser usada no tratamento de epilepsia centro-encefalicas e convulsdes
nao-localizadas (REISS; OLES, 1996) (LIM et al., 2001) (SINGLA et al., 2002), como
também em quadros clinicos de retengao hidrica anormal (edema cardiaco devido a
insuficiéncia cardiaca congestiva, edema pulmonar, edema cerebral e edema induzido
por medicamentos (VOGIATZIS et al., 2013) (KASSAMALLI; SICA, 2011).

A ACZ também é usada na prevencao e reducdo de sintomas do mal das
montanhas de alpinistas e individuos susceptiveis a este quadro (SRINIVASU et al.,
2010) caracterizado por dor de cabega, nauseas, cansago, tontura e falta de ar,

quando se atinge de maneira rapida altitudes elevadas (geralmente acima 3048 m).
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Apesar da ACZ ser um farmaco amplamente descrito na literatura para o
tratamento de diversas sintomatologias, a molécula desse farmaco apresenta
caracteristicas fisico-quimicas que limitam seu uso (CARAMELO et al.,, 2008;
GRANERO et al., 2008).

Existem abordagens promissoras como a micronizagao que buscam o aumento
da solubilidade de saturacao e da velocidade de dissolugcdo dos farmacos classe Il e
IV, segundo o SCB (Sistema de Classificagdo Biofarmacéutica). A micronizagao € uma
tecnologia que promove o aumento da area superficial, em decorréncia da diminuigao
do tamanho de particulas, sendo considerado um processo importante para o
aumento da solubilidade (DURAN et al., 2010; PATRAVALE; DATE; KULKARNI,
2004). Este processo € muito utilizado na industria farmacéutica tanto para a redugéao
do tamanho das particulas de farmacos como para a homogeneizagdo da
granulometria dos lotes destes. Entretanto, algumas alteragbes no material podem
ocorrer, como a perda da estabilidade da molécula e algumas mudangas na estrutura
cristalina, pela energia envolvida no processo, assim como também podem alterar as
caracteristicas de fluxo do pé (GOVINDARAJAN; SURYANARAYANAN, 2006; KIM et
al., 2007; LIU et al., 2008).

Dessa forma, o presente trabalho tem por objetivo avaliar a influéncia dos
parametros de micronizagao sobre as propriedades fisico-quimicas da acetazolamida

micronizada no desenvolvimento de comprimidos de liberacédo imediata.

2. MATERIAL E METODOS

2.1. Material
2.1.1. Farmaco

Acetazolamida (ACZ), ativo farmacéutico, origem NAKODA Chemicals (Andhra
Pradesh, india).

2.1.2. Reagentes

Acido cloridrico (Labsynth, Diadema, Sdo Paulo, Brasil), acetonitrila grau HPLC
obtida da Merck (Darmstadt, Alemanha), fosfato de potassio monobasico-KH2PO4
grau analitico Merck (Darmstadt, Alemanha).
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2.2. Métodos

2.2.1. Desenvolvimento de metodologia analitica por cromatografia liquida de
alta eficiéncia (CLAE)

O método de cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) foi desenvolvido
em cromatografo liquido HITACHI ELITE LaChromelL-2000 (Tokyo, Japao); bomba
HITACHI ELITE LaChrome L-2130 (Tokyo, Japao), detector HITACHI ELITE
LaChrome UV L-2455 (Tokyo, Japao), forno HITACHI ELITE LaChrome L-2300
(Tokyo, Japao), autoinjetor HITACHI ELITE LaChromelL-2200 (Tokyo, Japao) e
programa EZChrom Elite para processamento dos dados. Utilizou-se coluna tipo
Purospher®STAR RP-18e de 5uym, 250mm x 4,6mm Merck (Darmstadt, Alemanha).
A fase moével foi constituida de solucdo fosfato de potassio monobasico 0,05M
(KH2PO4) pH 3,0, acetonitrila e agua (30:20:50 v/v), fluxo de 0,7 mL.min", a
temperatura de 30 °C. O volume injetado foi de 20uL e a detecgao foi realizada no

comprimento de onda 235 nm.

2.2.1.1. Preparo da solugao padrao

Para o preparo da solugdo padrdo 1 mg/mL de acetazolamida foram pesados
10 mg do farmaco (padrdo secundario) em baldo volumétrico de 10 mL, adicionando-
se aproximadamente 1 mL de NaOH 5N e deixando em agitagdo em ultrassom por 5
minutos até completa solubilizagdo do farmaco, em seguida o volume foi completado

com agua.

2.2.1.2. Linearidade

A partir da solucéo padrao de ACZ foram transferidas aliquotas para baldes
volumétricos de 10 mL e os volumes foram completados com agua em analise
conforme a Tabela 1, obtendo-se solugbes com concentragdes definidas do farmaco.
A curva analitica foi preparada em triplicata em seis niveis de concentragdes
diferentes. As absorbancias médias correspondentes a trés determinagdes para cada
diluicdo, foram plotadas no eixo das ordenadas e as concentragdes (Ug/mL) no eixo

das abscissas.
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Tabela 1. Concentracdo das amostras de ACZ obtidas a partir de uma solugédo padrao 1

mg/mL empregadas na determinacao da linearidade.

Amostra  Aliquota SP (uL) VF (mL)

CONC (pg/mL)

1 200 10
2 400 10
3 600 10
4 800 10
5 1000 10
6 1200 10

20
40
60
80
100
120

SP: Solugdo padrao, VF: volume final, CONC: concentragao

2.2.2. Teste de filtros

Foram avaliados filtro de seringa PVDF com poro de 0,45 um e filtro canula com

poro de 1,00 um, sendo utilizadas trés concentragdes (20 pg/mL, 60 ug/mL e 120

Mg/mL) da curva de calibragao em triplicata. As amostras foram previamente filtradas

para determinar possiveis interferéncias, os resultados foram expressos em termos

de porcentagem de recuperagao do farmaco + desvio padrao.

2.2.3. Micronizagao da ACZ

As amostras de ACZ micronizada foram obtidas empregando micronizador

Fluid Jet Mill J-20 (Figura 2).

Figura 2. Micronizador Fluid Jet Mill J-20
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2.2.3.1. Delineamento experimental do tipo fatorial completo 23

Este estudo foi determinado para avaliar a influéncia das variaveis
independentes (fatores): fluxo de alimentagéo (g.min"), presséo de alimentag&o ou de
Venturi (bar) e pressdo de micronizagao (bar) sobre a relagdo da distribuicdo do
tamanho de particulas do farmaco (RT) (Tabela 2). O modelo de regresséao linear
apresentado na equacao 1 (Eq.1) foi gerado pelo programa Statistica™ 13 (Statsoft
Inc). Os termos de significancia foram escolhidos com intervalo de confianga de 95%
(p <0,05).

Yi=apta; x1+ ax Xotasz X3+ a2 X1 Xot a13 X1 X3 + a3 X2 X3+a123 X1 X2 X3 (Eq.1)

Onde Yi (RT: relagdo da distribuicdo do tamanho de particula) é a variavel
dependente; ao € a interceptacéo; a1 a a123 sdo os coeficientes de regressao; e X1
(FA), X2 (PM) e X3 (PA) sao as variaveis independentes.

Tabela 2. Variaveis e niveis usados no planejamento fatorial completo 2.

Niveis
Variaveis independentes Inferior  Superior
(1) (1)
FA (g.min") 0,5 0,7
PM (bar) 2,5 4,0
PA (bar) +1 PM +2 PM

Variavel dependente
RT = (d90% -d50%) / (d50% -d10%)

FA: Fluxo de alimentagédo, PM: pressdo de micronizagéo, PA: pressao de alimentagcéo e RT: relagdo da
distribuicdo do tamanho de particula

O estudo teve como objetivo o desenvolvimento de um método robusto e
adequado para redugao do tamanho de particula. A matriz (Tabela 3) apresenta os
ensaios realizados, os resultados foram avaliados empregando o programa estatistico

anteriormente mencionados.
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Tabela 3. Matriz de ensaios do delineamento experimental do tipo fatorial completo 23.

Ensaio Nome FA (g.min') PM (bar) PA (bar)

1 ACZ M1 0,50 2,50 3,50
2 ACZ M2 0,70 2,50 3,50
3 ACZ M3 0,50 4,00 5.00
4 ACZ M4 0,70 4,00 5,00
5 ACZ M5 0,50 2,50 4,50
6 ACZ M6 0,70 2,50 4,50
7 ACZ M7 0,50 4,00 6,00
8 ACZ M8 0,70 4.00 6,00

FA: Fluxo de alimentacéo, PA: presséo de alimentagédo, PM: pressao de micronizagéo e RT: relacdo da
distribuicdo do tamanho de particula

2.2.3.2. Verificagao do modelo matematico

A equacao polinomial derivada foi verificada usando uma analise de ponto de
verificagdo. O valor das variaveis independentes foi obtido em um ponto. O valor
tedérico do RT, calculado substituindo o valor no modelo de regressao linear, foi

comparado com o valor observado.

2.3.4. Caracterizacao de acetazolamida matéria prima e ACZ micronizada

2.3.4.1. Tamanho de particula

Para a determinagao do tamanho de particula da ACZ matéria-prima (ACZ-MP)
e das amostras de ACZ micronizada foi utilizado o equipamento de difracdo de raios
laser Granulometer Cilas 1900 (Cilas, Orleans, Franga) programado para método de
via umida, utilizando o método de Franhoufer. Como meio dispersante foi utilizada
uma solucao saturada do farmaco, previamente filtrada para a remogao do farmaco
nao solubilizado. O sistema foi mantido sem ultrassom durante a leitura para evitar a

quebra das particulas, o tempo de medicao foi de 30 segundos.

2.3.4.2. Andlise morfolégica e tamanho de particulas para ACZ-MP e ACZ
micronizada

A forma e o tamanho do cristal, antes e depois da micronizagao, foram

determinados utilizando a microscopia eletrénica de varredura (MEV) empregando o

equipamento TM4000PIlus (Hitachi High Technologies, Jap&o). A matéria prima e as

amostras de ACZ micronizada foram analisadas com tensao de aceleracéo 15,0 kV e

aumento de 500x a 15000x. A avaliagado do tamanho foi feita pelo programa ImageJ

(Image Processing and Analysis in Java) utilizado as micrografias geradas pela MEV.
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2.3.4.3. Difragao de raios X (DRX)

A caracterizagao do estado cristalino da ACZ-MP e das amostras de ACZ
micronizada foi realizada utilizando o método de difracdo do pd. Ultilizou-se
difratbmetro de raios X Bruker Modelo D8. Advance Da Vinci (Bruker, Japao), na
radiacdo de Cu- Ka e com voltagem de 40kV. As andlises foram realizadas a

temperatura ambiente e varredura na faixa angular (26°) entre 3° e 50°.

2.3.4.4. Calorimetria exploratéria diferencial (DSC)

A caracterizagao dos eventos térmicos foi realizada empregando o DSC Exstar
7020 (Seiko Instruments, Jap&o) previamente calibrada com indio metalico (ponto de
fusdo: 156,4 °C/ AH fusdo:28,50 J g-1. Utilizou-se faixa de temperatura de 25- 300 °C.
As amostras foram cuidadosamente pesadas em cadinhos de aluminio
hermeticamente fechados e submetidos a velocidade de aquecimento de 5 °C.min-1

e atmosfera dinamica de nitrogénio com vazao de 50 mL.min".

2.3.4.5. Densidade verdadeira

A densidade verdadeira das amostras foi obtida em picnbmetro de gas hélio
Ultrapycnometer 1000 (Quantachrome Corporation, Estados Unidos), onde cerca de
1,0 a 2,0 gramas de cada amostra foram submetidas a cinco medi¢cdées de volume e

densidade, determinando-se ao final a densidade média.

2.3.4.6. Determinacgao da solubilidade de saturagao

Para determinar a solubilidade da ACZ-MP e das amostras de ACZ micronizada
foi empregado o método do equilibrio ou de saturagdo. Dessa forma excesso do
farmaco foi acondicionado no interior de frascos de vidro contendo 10 mL dos
seguintes meios: suco gastrico pH 1,2, agua deionizada e tampéo fosfato pH 6,8;
preparados de acordo com a Farmacopéia Americana (USP 41, 2018). Os frascos
foram constantemente agitados a 150 rpm durante 72 horas a 37°C, em agitador
orbital Tecnal TE 420 (Tecnal, Sdo Paulo, Brasil). Apds atingir a saturagao aliquotas
foram retiradas e filtrados com filtro PVDF 0,45 um. A concentracdo do farmaco foi

determinada pelo método de cromatografia liquida de alta eficiéncia.

2.3.5. Producao de comprimidos de ACZ micronizada
Os comprimidos foram obtidos por granulagcdo umida empregando ACZ-MP

(acetazolamida matéria prima) e a amostra de ACZ- M (acetazolamida micronizada)

65



desenvolvida a partir da verificagdo do modelo matematico (2.2.3.2.). Os granulos
foram feitos seguindo um delineamento experimental do tipo fatorial fracionado (23-)
gerado pelo programa Statistica™ 13 (Dell Inc., Tulsa, Estados Unidos). As variaveis
independentes e dependentes sdo apresentadas na Tabela 4. A Tabela 5 apresenta

a matriz dos ensaios realizados.

Tabela 4. Variaveis empregadas no planejamento fatorial fracionado (2*') e niveis estudados.

Variaveis independentes ) Nivel ]
Tamanho de farmaco ACZ- MP ACZ-M
Aquateric® N100 (%m/m) 3,00 5,00
ACZ (%m/m) 40,00 60,00
Variavel dependente
ED %

ACZ- MP: acetazolamida matéria prima, ACZ-M: acetazolamida micronizada, ED: eficiéncia de dissolugéo.

Tabela 5. Matriz de ensaios do planejamento fatorial fracionado (2%') para granulagéo.

Ensaio Granulados T-ACZ ACZ (%) AQ (Y%em/m)

1 ACZ-G1 ACZ-M 60,0 5,0
2 ACZ-G2 ACZ-MP 60,0 3,0
3 ACZ-G3 ACZ-MP 40,0 5,0
4 ACZ-G4 ACZ-M 40,0 3,0

T-ACZ: tamanho de particula de ACZ, ACZ- MP: acetazolamida matéria prima, ACZ-M: acetazolamida
micronizada, AQ: Aquateric® N100 (%m/m).

A granulacao foi realizada em agitador orbital planetario sobre controle de
velocidade de agitagdo. Ao final do processo de umidificagdo e homogeneizagéao, a
massa umida obtida foi tamisada em malha de 1,18 mm (Bronzinox, Sao Paulo, Brasil)
e transferida para estufa de secagem Fabbe Mod219 (Fabbe Primar, Brasil), com
temperatura controlada a 40 °C. Posteriormente foi realizado o controle da umidade
destes granulados por meio de analisador de umidade por infra-vermelho IV 2002
(GEHAKA, Brasil), as amostras foram retiradas da estufa com uma umidade residual
menor que 5%. Finalmente, os granulados foram calibrados em tamis de malha 1,00
mm.

A partir dos granulos obtidos foram preparados quatro tipos de comprimidos
(Tabela 6) com a finalidade de selecionar o que apresentasse melhor perfil de
dissolugao (eficiéncia de dissolugéo (ED%)). Para a produgéo dos comprimidos, os
granulos (quantidade suficiente para fornecer 250 mg de ACZ) e os outro excipientes
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(celulose microcristalina (Avicel PH-102) e croscarmelose sédica) foram transferidos
a um saco de polietileno e misturado por dez minutos, finalmente o estearato de
magneésio foi tamisado em malha 0,42 mm (Bronzinox, S&o Paulo, Brasil), adicionado
a sacola e misturado por mais um minuto. Dessa forma, os comprimidos foram
produzidos em maquina de comprimir LM0O8D (Lemaq, Diadema, Brasil) utilizando

puncao de 14 mm e forca de compresséo a 1500 psi.

Tabela 6. Composicao de formulagoes de ACZ-F1, ACZ -F2, ACZ-F3 e ACZ-F4.

Formulagdo Granulados de AQ Croscarmelose Avicel PH 102 Estearato de magnésio
ACZ (% m/m) (% m/m) (% m/m) (% m/m) (% m/m)
ACZ-F1 ACZ-M 2,60 2,28 62,88 1,00
ACZ-F2 3125 ACZ- MP 1,59 2,88 63,93 1,00
ACZ-F3 ’ ACZ- MP 3,91 2,68 61,18 1,00
ACZ-F4 ACZ-M 2,35 2,67 62,73 1,00

ACZ: acetazolamida, AQ: Aquateric® N100 (%m/m)

2.3.6. Caracterizagao dos comprimidos de ACZ

2.3.6.1. Ensaios fisicos
2.3.6.1.1. Peso médio

Foram pesadas individualmente 20 unidades dos comprimidos em balanca
analitica (Marte, Shimadzu, AUW220D, Filipinas). Posteriormente foram calculados o
peso médio, desvio padrao e o coeficiente de variagdo (CV%) de acordo com o método

geral da Farmacopeia Brasileira 62 edi¢cao (Brasil,2019).
2.3.6.1.2. Diametro e espessura

Estes aspectos dos comprimidos foram obtidos com o auxilio de um

paquimetro, utilizando 10 unidades para cada medigao.
2.3.6.1.3. Dureza e friabilidade

Estes ensaios foram realizados nos comprimidos conforme a Farmacopeia
Brasileira 62 edi¢ao (2019). A dureza foi determinada utilizando 10 comprimidos em

equipamento durébmetro de bancada (Ethik Technology, EDTS, Brasil).

O teste de friabilidade foi determinado usando 10 unidades de cada
comprimido, os quais foram pesados com exatiddo e introduzido no equipamento
friabildmetro (LOGAN, FAB-2, Estados Unidos). A velocidade foi ajustada para 25
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rotagdes por minuto (rpm) durante 4 minutos. Apds o teste, o p6 foi removido da
superficie dos comprimidos e pesado novamente. Foram considerados aceitaveis
aqueles comprimidos cuja perda apos o teste n&o ultrapassou o valor de 1,5% do peso

inicial.

2.3.6.2. Teor de acetazolamida

O teor de acetazolamida presente nos comprimidos foi avaliado utilizando
cromatografia liquida de alta eficiéncia. Foram avaliados 6 comprimidos de cada
formulacdo, cada um deles foi triturado com auxilio de um gral de porcelana e pistilo.
Uma quantidade do p6 resultante (aproximadamente 125 mg) foi pesada em um baldo
volumétrico de 50 mL, adicionando-se umas gotas de NaOH 5N e tampao fosfato pH
6,8, levado ao ultrassom por uns 15 minutos. Finalmente apds agitagao o volume do
baldo foi completado. A quantidade de ACZ presente em cada comprimido deve estar
entre 95,0 e 105,0% do valor declarado (USP 42, 2019).

2.3.6.3. Perfil de dissolugao

Para determinar o perfil de dissolucdo dos comprimidos foi utilizado aparato 2
(pa) 708-DS (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, EUA) a 37 °C, 75 rotagdes por
minuto (rpm), 900 mL de tampao fosfato pH 6,8 como meio de dissolugao preparado
de acordo com a Farmacopeia Americana (USP 42, 2019). Aliquotas de 5 mL foram
retiradas nos tempos de 5, 10, 15, 20, 30, 45 e 60 minutos. Finalmente, a quantidade
de ACZ dissolvida foi determinada por método cromatografia liquida de alta eficiéncia
a 235 nm.

3. Resultados e discussao

3.1. Desenvolvimento de metodologia analitica por cromatografia liquida de
alta eficiéncia (CLAE)

3.1.1. Determinagao do comprimento de onda para ACZ

A fase movel utilizada foi desenvolvida utilizando solucéo fosfato de potassio
monobasico 0,05M (KH2PO4) pH 3,0, acetonitrila e agua (30:20:50 v/v), sob vazao de
0,7 mL min', & temperatura de 30°C, com a finalidade de diminuir o risco de
danificagdo da coluna o maximo possivel. Os resultados para quantificacdo da ACZ
determinaram um tempo de retencéo de 6,83 minutos (Figura 3 e 4) com volume de

injecdo de 20pL, o método demostrou-se simples e rapido.
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Figura 3. Espectros CLAE da ACZ. A- Espectro nos comprimentos de onda 200 a 400nm e
B- Cromatograma 3D mostrando o pico principal da solu¢gao de ACZ 60 ug/mL a 235 nm.
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Figura 4. Cromatograma da solucao 60 yg/mL de ACZ em agua
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3.1.2. Linearidade

A partir da curva analitica do farmaco foram determinados o coeficiente de
correlagdo (r?) e a equagdo da reta. O valor de r? foi 0,9999 (Figura 4), valor
considerado adequado segundo a norma vigente RDC 166/2017 (BRASIL, 2017) e
que comprova a boa linearidade do método. A Tabela 7 apresenta os dados das areas

para determinacao de linearidade.
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Tabela 7. Areas obtidas na curva analitica para quantificagdo da ACZ (n=3).

CON Padriaol Padraoll Padraolil Média DP CV%

(ng/mL)

20 4236176 4204309 3936337 4125607,333 164685,521 3,99178855
40 8345739 8287013 8352063 8328271,667 35870,6903 0,4307099
60 12568526 12310407 12461724 12446885,67 129697,674 1,04200904
80 16648481 16404222 16532279 16528327,33 122177,439 0,73920026
100 20932924 20382651 20656749 20657441,33 275137,153 1,33190335
120 25165997 24556578 24807194 24843256,33 306305,808 1,23295354

CON: concentragédo, DP= Desvio padrdo, CV%= Coeficiente de variagdo

Figura 5. Curva analitica da ACZ obtida por CLAE a 235 nm.
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3.2. Teste de filtros
A quantificagdo da ACZ nos ensaios de solubilidade, perfil de dissolugéo e teor

20

40

I ! I

60 80

Concentragao (ug/mL)

100 120

nas formas farmacéuticas foram realizados por cromatografia liquida de alta eficiéncia

(CLAE), motivo pelo qual uma avaliagao inicial dos filtros foi de vital importancia para

determinacado daquele que possua menor interferéncia e cujo uso permita obter os

resultados mais precisos e exatos. Sabemos que a membrana do filtro e o farmaco

podem alterar a adsorgao destes durante a filtracdo causando variagbes durante a
quantificagdo causando resultados nao reais (ZHAO, LIMIAN AND LONG, 2013). Para

determinacao das melhores condi¢des de filtracao foram avaliados filtros de seringa

PVDF com tamanho de poro de 0,45 ym e canula com tamanho de poro de 1,00 ym
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para solugdes de 20 ug/mL, 60 ug/mL e 120 uyg/mL de ACZ. Os filtros demostraram

saturagao apos 4 mL de descarte, este volume foi necessario para garantir a preciséo

e adequada recuperacdo do farmaco (100% de recuperagao) (Tabela 8). Baseado

nestes resultados podemos considerar que os filtros demostraram serem inertes e

compativeis com a ACZ, além de apresentarem porosidade adequada para garantir a

retengcao das particulas nos ensaios de dissolucao.

Tabela 8. Areas obtidas no teste de filtros para as trés concentracdes de ACZ (n=3).

FILTRO CONC VD MEDIA DP CV (%) %REC
(ug/mL)

SD 6688892,00 - - 100,00

20 0 6704519,00 10676,49 0,16 100,23

2 6696329,33  22080,30 0,33 100,06

4 6702459,33 15051,35 0,22 100,02

PVDF SD 19409871,00 100,00
60 0 19319778,33  21031,18 0,11 99,54

2 19338546,00 18140,23 0,09 100,01

4 19305034,67 347769,83 1,80 99,82

SD  38058185,00 - - 100,00

120 0 37859539,67 686227,77 1,81 99,48

2 37760522,67 532330,25 1,41 99,49

4 37957881,33 169601,54 0,45 100,15

SD 6688892,00 - - 100,00

20 0 6697663,00 19193,71 0,29 100,13

2 6696126,00 25047,58 0,37 99,65

4 6699096,33  37300,26 0,56 99,67

SD 19409871,00 - - 100,00

0 18659242,33 754185,09 4,04 96,13

CANULA 60 2 19104295,83 154489,59 0,81 107,26
4 19296103,00 12572,43 0,07 100,21

SD  38058185,00 - - 100,00

120 0 37901442,67 121898,64 0,32 99,59

2 37636397,67 459967,32 1,22 99,64
4 37903216,67 159391,87 0,42 102,15

CONC: concentragao, VD: Volume de descarte, SD: sem descarte, DP: desvio padréo, CV (%): coeficiente de

variagédo e %REC: porcentagem de recuperagao do farmaco

Para uma melhor avaliagao das condicdes de filtracao foi realizado uma analise

de variancia (ANOVA) (Tabela 9) e o grafico de Pareto (Figura 6) que indicaram que

dentre os fatores estudados, a concentragdo € a variavel de maior impacto na

porcentagem de recuperagao do farmaco (REC %).
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Tabela 9. Andlise de variancia (ANOVA) dos resultados obtidos para o teste de filtros, os
resultados com valor de p< 0,05 sao considerados significativos.

Efeitos GL SQ MQ Valor-F p-valor
TF 1 4,482 44824 294 0,095
CON 2 17,467 8,7336 5,73 0,007
VD 2 3,060 1,5302 1,00 0,377

TF*CON 2 6,501  3,2506 2,13 0,134

2

4

4

TF*VD 2,513  1,2566 0,82 0,447
CON*VD 6,497  1,6243 1,07 0,389
TF*CON*VD 6,344  1,5860 1,04 0,401
Erro 34 51,819 1,5241
Total 53 100,523

GL: graus de liberdade; SQ: soma dos quadrados; MQ: média quadratica, Valor-p: nivel de significancia, TF: tipo
de filtro, VD: volume de descarte e CON: concentragao.

Figura 6. Graficos de Pareto para os efeitos das variaveis sobre % de recuperagao. As barras
a direita da linha vermelha representam os efeitos significativos.

Pareto Chart of the Standardized Effects
(response is % Recuperacdo; o = 0,05)

Term 2’032
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A 1
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1
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AB :
1
1
C |
1
1
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1
1
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1
1
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1
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Standardized Effect

3.3. Micronizagao

A metodologia de delineamento experimental tipo fatorial completo 23 consiste
em um meétodo estatistico eficaz para otimizar processos, sendo utilizada com a
finalidade de reduzir o numero de ensaios experimentais, que consequentemente
permite diminuir o tempo do desenvolvimento de amostras de ACZ micronizada e a

quantidade de matéria-prima a ser utilizada.
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No delineamento foram avaliadas as variaveis independentes (fatores): fluxo
de alimentagdo (g.min"), presséo de alimentagao (bar) e pressdo de micronizagao ou
de Venturi (bar) sobre a relagdo da distribuicdo do tamanho de particulas do farmaco
[RT= (d90%-d50%) / (d50%-d10%)]. Esta resposta permitiu visualizar o impacto da
micronizag¢ao no tamanho de particulas. A Tabela 10 apresenta os resultados dos 8

ensaios realizados, assim como os fatores e niveis empregados no delineamento.

Tabela 10. Valores da relagéo da distribuicado do tamanho (RT) obtidos para amostras de ACZ
micronizada.

Ensaio Amostra FA (g/mL) PM(bar) PA (bar) RT

1 ACZ M1 0,50 2,50 3,50 1,36
2 ACZ M2 0,70 2,50 3,50 1,33
3 ACZ M3 0,50 4,00 5,00 1,49
4 ACZ M4 0,70 4,00 5,00 1,47
5 ACZ M5 0,50 2,50 4,50 1,52
6 ACZ M6 0,70 2,50 4,50 1,37
7 ACZ M7 0,50 4,00 6,00 1,78
8 ACZ M8 0,70 4,00 6.00 1,63

FA: Fluxo de alimentacdo, PM: pressdo de micronizagéo, PA: presséo de alimentagéo.

A andlise de variancia (Tabela 11) e o grafico de Pareto (Figura 7) indicaram
que dentre os fatores estudados o fluxo de alimentacio, a pressdo de micronizagao e
pressdo de alimentagdo e suas interagbes demostraram impacto significativo na
reducdo do tamanho das particulas do farmaco, em funcdo do pardmetro adotado
como resposta. O nivel de significancia denotado pelo valor p, apresenta valor menor
que 0,05 (para a=0,05) portanto o modelo obtido é considerado estatisticamente
significativo (MONTGOMERY, 2001), demostrando-se que os termos do nosso

modelo tém efeitos significativos sobre a resposta.

A Tabela 12 apresenta a estimativa dos coeficientes de regressao mediante os
quais podemos obter a Equagdo 2 (Eq.2). Esta equagdo representa o modelo
matematico mediante o qual foi avaliado o impacto das variaveis estudadas sobre a
relacdo da distribuicdo do tamanho de particulas do farmaco (RT). A avaliagdo do
desempenho global do modelo inclui o coeficiente de determinagéo, indicado por R?,
o qual deve ser analisado conjuntamente ao R? ajustado. Quando ambos diferem
drasticamente, ha indicacdo de que termos nao significativos foram incluidos no
modelo (TRINH, KANG, 2011), no nosso estudo os dois valores n&o foram
significativamente diferentes (Tabela 12). Adicionalmente, o R? de previsdo também
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nao foi substancialmente diferente destes valores, que indica elevada probabilidade

de que os dados previstos (tedricos) sejam proximos aos valores praticos.

Tabela 11. Analise de varidncia para os dados de relagdo da distribuicdo do tamanho de

particulas do farmaco (RT) das amostras de ACZ micronizada.

Efeito SQ GL MQ Valor-F p-valor
FA 0,015312 0,015313 1225,000 0,018184
PM 0,078012 0,078012 6241,000 0,008058
PA 0,052812 0,052812 4225,000 0,009793
FA*PM 0,000012 0,000012 1,000 0,500000
FA*PA 0,007813 0,007813 625,000 0,025451
PM*PA 0,007812 0,007812 625,000 0,025451
Error 0,000012 0,000013
Total 0,161787 7
SQ: soma dos quadrados; GL: graus de liberdade; MQ: média quadratica, Valor-p: nivel de significancia, FA:
Fluxo de alimentagéo, PM: press&o de micronizacéo e PA: pressdo de alimentacao.

RS L L (UL (UL UL U

Figura 7. Graficos de Pareto para os efeitos das variaveis independentes sobre a relacao de
distribuicdo de tamanhos das particulas (RT) das amostras de ACZ micronizada. As barras a

direita da linha vermelha representam os efeitos significativos

Pareto Chart of Standardized Effects; Variable: RT
2**(3-0) design; MS Residual=,0000125
DV: RT

(B3)PA IIIIIIIIes,

(FA | -35,
1by3 | -25,
2by3 | 25,
1by2 1
‘p=,05

Standardized Effect Estimate (Absolute Value)

FA: Fluxo de alimentagao, PM: pressao de micronizagao e PA: pressao de alimentagao.

RT=0,9608+ 0,4458 FA- 0,0033 PM+ 0,2667 PA+ 0,0167 FA*PM- 0,6250 FA*PA  (Eq.2)
+0,08333 PM*PA
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Tabela 12. Teste para significaAncia dos coeficientes codificados de regressao do modelo
selecionado no ensaio para avaliagdo do RT das amostras de ACZ micronizada.

Termos  Coeficientes C-DP EstatisticaT Valor-p VIF

FA -0,043750  0,001250 -35,00 0,018184 1,0
PM 0,098750  0,001250 79,00 0,008058 1,0
PA 0,081250  0,001250 65,00 0,019793 1,0
FA*PM 0,001250  0,001250 1,00 0,500000 1,0
FA* PA -0,031250  0,001250 -25,00 0,025451 1,0
PM * PA 0,031250  0,001250 25,00 0,025451 1,0

DP=0,0035355 R?=99,99% R?(aj)=99,95% R?(prev)=99,51%
R2: coeficiente de determinagdo; R2 (aj): coeficiente de determinagdo ajustado; R2 (prev): coeficiente de
determinacao de previsédo do modelo ajustado; DP = desvio-padrdo; Valor-p: nivel de significancia; C- DP:
coeficientes de desvio padréo.

Os graficos de superficie de resposta (Figura 8) permitiram observar a
comparacgao da influéncia significativa dos fatores avaliados assim como a interagéo

entre eles sobre a variavel dependente (RT).

Figura 8. Superficie de resposta para RT em fungéo dos fatores estudados.

Fitted Surface. Variable: RT Fitted Surface; Variable: RT
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FA: Fluxo de alimentacao, PM: pressdo de micronizagdo e PA: presséo de alimentacgéo.
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3.3.1. Verificagao do modelo matematico

O delineamento experimental tipo fatorial completo 22 avaliou a influéncia dos
parametros do processo de micronizacao sobre a relagao da distribuicdo do tamanho
de particulas (RT) do farmaco. Com este estudo foi possivel obter uma base racional
cientifica baseada na estatistica para o entendimento da influéncia destes parametros

do processo de micronizagao.

Para poder validar a equagdo do modelo matematico (Equacao 2) estabelecida
para RT, foi conduzido um experimento, sob as condi¢gdes mencionadas nas Figuras
9. Para estas condi¢des, o RT pratico foi 1,53, valor encontrado dentro do intervalo de
confianga previsto, calculado com a=0,05 (Tabela 13). O resultado pratico demonstra
a validacao do modelo matematico obtido.

Figura 9. Grafico de otimizagdo da avaliacdo do RT da ACZ micronizada contendo as

seguintes variaveis fluxo de alimentagao (g/mL), pressao de micronizagao (PM) e pressao de
alimentagéo (PA).

Optimal FLUXO PM PA
; High 070 40 1,0
P 0'55'19 Cur [0.60] [3.0] [1.0]
Predict Low 0,50 2,50 -1,0

RT
Minimum y
y=15317 [ ————-— B ettt ST . i B o

d = 055185 g

A Tabela 13 apresenta as condi¢gdes de micronizacdo e os valores de RT
tedrico e pratico da amostra de ACZ micronizada feita utilizando a Equacédo 2 com a
finalidade de desafiar este modelo matematico. A Tabela 14 apresenta os resultados

de tamanho de particula por difracdo de raios laser para amostra mencionada.

Tabela 13. Relacao da distribuicdo do tamanho de particulas (RT) tedrico e pratico (n=3).

Fluxo PM PA RT RT
(g/mL) (bar) (bar) teérico pratico

ACZ-D 0,60 3,00 5,00 1,531667 1,53 1,507990: 1,555343

Amostra 95 %IC
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Tabela 14. Valores de diametro médio, d10%, d50% e d90% da ACZ -D (n=10).

Nome d10% d50% d90% Tamanho DP

(um)  (um)  (pm) médio (um)
ACZ-D 1,13 3,00 590 3,29 0,08

3.4. Caracterizagao da ACZ matéria prima (ACZ-MP) e das amostras de ACZ

micronizada

3.4.1. Tamanho de particulas

A Tabela 15 apresenta a distribuicdo de tamanho das particulas da ACZ MP e
das amostras de ACZ micronizada. A avaliagdo do tamanho de particulas foi feita
utilizando o método de difragao de raios laser em via umida, que por sua vez utilizou
como meio dispersante uma solucado saturada do farmaco para evitar a possivel
solubilizagdo das particulas no momento da leitura (KECK; MULLER, 2008). O
tamanho médio das particulas das amostras de ACZ micronizada foi drasticamente
reduzido quando comparados com tamanho inicial do farmaco. A Figura 10,
corroborou esses achados e demostrou, que dependendo das condi¢des aplicadas,

se obteve diferencas nas faixas granulométricas dos produtos.

Tabela 15. Valores de diametro médio, d10%, d50% e d90% da ACZ -MP e das amostras de
ACZ micronizada (n=10).

0, 0, 0,
Nome d10% d50% d90% Tamanho DP

(km)  (pm) (pm) médio (um)
ACZ MP 790 24,44 47,77 26,49 0,54

ACZ M1 1,17 3,48 6,62 3,72 0,06
ACZ M2 1,25 3,94 7,50 4,18 0,07
ACZ M3 1,06 3,24 6,49 3,53 0,08
ACZ M4 1,22 4,86 10,20 5,34 0,23
ACZ M5 1,04 2,94 5,85 3,23 0,06
ACZ M6 1,36 546 11,07 5,94 0,11
ACZ M7 0,93 2,54 5,41 2,90 0,05
ACZ M8 0,95 2,58 5,23 2,87 0,02

ACZ MP: acetazolamida matéria prima, DP: desvio padrédo
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Figura 10. Tamanho médio da ACZ-MP e das amostras de ACZ micronizada (n=10).
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3.4.2. Analise morfolégica e tamanho do cristal

Esta analise permitiu monitorar a morfologia da ACZ antes e apds micronizagéo. O
uso do programa Image.J determinou o tamanho das particulas das amostras através
das micrografias. Na Figura 11 observou-se que a ACZ MP apresentou habito

cristalino em forma de placa o que explica o fluxo ruim de escoamento do farmaco.

Figura 11. Micrografia MEV da ACZ MP (aumento:500x).

Apds a micronizagdo as amostras de ACZ micronizada (ACZ M1- ACZ M8)
apresentaram habito cristalino de forma granular (Figura 12-20) com uma drastica
reducdo do tamanho de particulas. Durante a preparagao das amostras, com objetivo
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de poder determinar o tamanho real nas micrografias, estas foram preparadas com
solugao saturada do farmaco para evitar a solubilizagdo. Observa- se, na Figura 12,
que a diluicdo utilizada para a amostra ACZ M1 nao foi ideal devido a impossibilidade
de observar as particulas de forma isolada. O contrario foi observado para as amostras
de ACZ M2- ACZ M8 nas quais utilizou-se o programa Imaged que mensurou 1.910
Mm como menor valor de tamanho de particula e 6,388 um como aquele de maior
tamanho. Os tamanhos médios determinados pelo programa Imaged para estas
amostras estao apresentados na Tabela 16.

Tabela 16. Tamanho médio das amostras de ACZ micronizada determinadas a partir do
programa ImageJ.

Amostra T. minimo (um)  T. maximo (um)
ACZ M1 0,731 8,933
ACZ M2 0,781 12,146
ACZ M3 0,448 6.780
ACZ M4 0,693 7.985
ACZ M5 0,501 6,829
ACZ M6 0,686 14,901
ACZ M7 0,873 10,111
ACZ M8 0,605 5,095
ACZ-D 0,758 11,409

Figura 12. Micrografia MEV da ACZ M1. A: aumento:1200x e B: 1500X
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Figura 13. Micrografia MEV da ACZ M2. A: aumento:1200x e B:micrografia com ImageJ.
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Figura 16. Micrografia MEV da ACZ M5. A: aumento:1800x e B:micrografia com ImageJ.
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Figura 19. Micrografia MEV da ACZ M8. A: aumento:1800x e B:micrografia com ImageJ.
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3.4.3. Difragao de raios X (DRX)

A Figura 21 apresenta o padrao de difracdo de raios X (PDRX) da ACZ MP e
da ACZ padrao da forma A (ACZ P), encontrada na literatura. O PDRX da forma A
apresenta picos caracteristicos em 9,9°; 24,8° e 29,4° ja a forma B apresenta picos
caracteristicos em 13,7°; 19,6°; 22,3°; 26,0° e 26,9° (GRIESSER; BURGER;
MEREITER, 1997) (UMEDA et al., 1985). Portanto, quando comparado os PDRX da
forma polimoérfica A e da nossa matéria prima, ambos apresentaram picos similares
nos mesmos valores de 26, motivo pelo qual foi determinada a presenca desta forma

polimérfica na ACZ matéria prima.
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Os PDRX das amostras de ACZ micronizada (Figura 22) refletem sobreposicao
dos principais picos encontrados na matéria prima sendo concluido que todos eles
correspondem a forma polimérfica A. De forma complementar, foram realizados
posteriores ensaios de refinamento de Rietveld nas amostras para se determinar de

forma quantitativa uma possivel mistura das formas polimérficas A e B.

Figura 21. Padrdes de difracdo de raios X (PDRX) da ACZ matéria prima e da ACZ padrao
(polimorfo A ou Il) achada na literatura. (GRIESSER; BURGER; MEREITER, 1997).
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Figura 22. Padrées de difracido de raios X (PDRX) da ACZ-MP e das amostras de ACZ
micronizada.
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O refinamento pelo método de Rietveld (RIETVELD, 1969) é uma ferramenta
na analise estrutural de compostos cristalinos que permite determinar a proximidade
do padrao difratrométrico tedrico calculado (ACZ P) (Ycal) com o padrao de difragéo
observado nas amostras (Yobs). Os resultados por este método permitem fornecer
informacdes sobre as formas polimérficas presentes em um determinado material,
tamanho de particula assim como a quantificagdo da composi¢ao (porcentagem de
formas polimodrficas) em caso de materiais com possivel mistura (GOMES, L. B.;
POKORNY, A.; BERGMANN, 2014).

Na Tabela 17 sao apresentados os indicadores numéricos de refinamento ou
também chamados de critérios de refinamento (indices R) que fornecem uma
estimativa da qualidade do método (Figura 23-31). Entre os indices avaliados temos
o indice de discordancia (Rwp) que avalia a qualidade calculando a diferenca
porcentual entre o padréo e as leituras observadas; o R-esperado (Resp) que € o
melhor valor possivel para Rwp; 0 Raragg goodness-of-fit (G) (G?=X?= Rwp/Rexp) € RBragg
(GOMES, L. B.; POKORNY, A.; BERGMANN, 2014; TOBY, 2006).
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Tabela 17. indices de qualidade do refinamento de Rietveld para ACZ MP e amostras da ACZ

micronizada.

Amostra Ruwp (%) Resp (%) REragg (%) X2

ACZ MP 16,07 5,17 3,85 3,11
ACZ M1 8,35 5,18 1,59 1,61
ACZ M2 8,25 5,34 1,46 1,54
ACZ M3 9,31 5,34 2,02 1,74
ACZ M4 9,14 5,19 2,15 1,75
ACZ M5 8,81 5,45 1,65 1,61
ACZ M6 8,90 5,29 1,74 1,68
ACZ M7 8,32 5,30 1,52 1,57
ACZ M8 8,44 5,50 1,60 1,54

Os valores obtidos para Rwp (indice de discordéncia) das amostras revelaram valores

inferiores a 15% que indica um refinamento bem sucedido (MCCUSKER et al., 1999;

YOUNG,1993). Outro indicador numérico da qualidade foi o indice de Bragg (Rsragg),

gue mede a concordancia entre as reflexdes observadas (Yobs) € calculadas (Ycal), 0s

valores pequenos determinado para este indice (< 5%) revelaram que o modelo foi

adequado. O indice esperado (Resp), mede a qualidade das intensidades coletadas

(amostras analisadas). Os ensaios de refinamento realizados (Figura 25-33) podem

ser considerados bem-sucedidos j& que os valores determinados para X? foram

inferiores a 5%, este valor reflete um refinamento otimizado. Finalmente se conclui a

presenca da forma polimorfica A em todas as amostras de ACZ micronizada
(DINNEBIER, 2001).

Figura 23. Difratograma refinado pelo método de Rietveld para a amostra de ACZ MP.
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Figura 24. Difratograma refinado pelo método de Rietveld para a amostra de ACZ M1.
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Figura 25. Difratograma refinado pelo método de Rietveld para a amostra de ACZ M2.
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Figura 26. Difratograma refinado pelo método de Rietveld para a amostra de ACZ M3.
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Figura 27.
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28. Difratograma refinado pelo método de Rietveld para a amostra de ACZ M5.
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. Difratograma refinado pelo método de Rietveld para a amostra de ACZ M6.
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Figura 30. Difratograma refinado pelo método de Rietveld para a amostra de ACZ M7.
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Figura 31. Difratograma refinado pelo método de Rietveld para a amostra de ACZ M8.

5000
4000 —
3000

2000 —

Y
1000 —|
Y cal
Pty
R

Intensidade

2 Teta (graus)

3.4.4. Calorimetria exploratoria diferencial

A curva DSC da ACZ MP é apresentada na Figura 32. Observa-se que o
farmaco apresenta uma endoterma correspondente ao ponto de fusdo com valor Tpico
em 251,80 °C, que posteriormente € seguido por uma decomposi¢ao com Tpico €M
272,79 °C. Segundo a literatura o ponto de fusdo caracteristico da ACZ esta no
intervalo de 251-263 °C sendo que a diferenga entre as duas formas polimorficas sédo
que a forma polimorfica A apresenta dois picos endotérmicos, o primeiro
aproximadamente entre os 190°C e 205 °C que corresponde a transicdo da forma A

para B, seguido pelo ponto de fusdo no mesmo valor Tpico da forma polimérfica B
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(UMEDA et al., 1985) (GRIESSER; BURGER; MEREITER, 1997; UMEDA et al.,
1985). Para melhor visualizagdo dos eventos térmicos foi utilizada a curva DDSC da
matéria prima mediante a qual pode ser observado o evento caracteristico de
transicdo da forma polimorfica A para B ao redor de 200 °C (Tpicoem 193,83 °C).

Figura 32. Curvas DSC e DDSC da ACZ-MP a 5°C/min e atmosfera dindmica de nitrogénio
com vazéo de 50 mL. min™.
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A Figura 33 apresenta as curvas DSC das amostras de ACZ micronizada.
Semelhante ao que aconteceu com a ACZ-MP néo foi observado de forma definida o
evento de transicao polimérfica. Dessa forma foi realizado um ensaio complementar
com uma das amostras de ACZ micronizada (ACZ M3) em diferentes razbes de
aquecimento que pudéssemos observar os eventos caracteristicos da forma
polimdrfica A citada na literatura (URAKAMI et al., 2002).

Nas Figuras 34-36 podemos observar como a razao de aquecimento pode

influenciar nos eventos térmicos observados.
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Figura 33. Curvas DSC das amostras de ACZ micronizada a 5°C/min e atmosfera dinamica
de nitrogénio com vaz&o de 50 mL. min™'.
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Analisando a curva DSC a uma raz&o de aquecimento de 5°C/min (Figura 34)
observou-se que o evento de degradacao foi antecipado de forma que a fusdo do
farmaco se sobrepde ao evento de degradacéo préximo dos 250 °C (Tpico em 253,96
°C). Nas Figuras 35 e 36, com razdes de aquecimento de 10 °C e 20 °C
respectivamente, observou- se que a temperatura de degradacgao foi maior a medida
que se aumentou a razdo de aquecimento permitindo que o pico endotérmico de fusao
fosse observado (CORVIS et al., 2016). A principal finalidade deste teste foi de
observar a temperatura de fusdao de forma isolada e utilizar as curvas DDSC para
confirmar que a transicdo polimérfica da forma A para forma B esteve presente nas
amostras de ACZ micronizada, uma vez que nao foi possivel verificar este evento nas
curvas DSC. As curvas DDSC de todas as amostras a diferentes temperaturas de
aquecimento permitem observar o evento de transicdo polimérfica da forma A para B
ao redor de 193 °C. Portanto, esses achados corroboram os resultados encontrados
no estudo de difracdo de raios X e do método de refinamento de Rietveld, que nos
indicaram a presenca de 100% da forma polimérfica A em todas as amostras

estudadas.
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Figura 34. Curvas DSC e DDSC da ACZ M3 a 5°C/min e atmosfera dindmica de nitrogénio
com vazdo de 50 mL.min™".
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Figura 35. Curvas DSC e DDSC da ACZ M3 a 10° C/min e atmosfera dindmica de nitrogénio
com vazdo de 50 mL.min™".
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Figura 36. Curvas DSC e DDSC da ACZ M3 a 20°C/min e atmosfera dindmica de nitrogénio
com vazdo de 50 mL. min™.
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3.4.5. Densidade verdadeira

Os resultados de densidade verdadeira sao apresentados na Tabela 18.

Tabela 18. Resultados de densidade verdadeira obtidos em picnédmetro de gas Hélio (n=3).

Ensaio Nome verc?aednesi:ga(;?mL) DP (%)
1 ACZ-MP 1,7952 0,6177
2 ACZ M1 1,7463 0,6290
3 ACZ M2 1,6930 0,3351
4 ACZ M3 1,7084 0,9446
5 ACZ M4 1,7058 0,6436
6 ACZ M5 1,7250 0,5492
7 ACZ M6 1,6949 0,5999
8 ACZ M7 1,7432 0,5108
9 ACZ M8 1,7297 0,5789

DP: desvio padréo.

Os valores corroboram que o processo de micronizagdo nao influenciou na
densidade verdadeira do p6 das amostras finais de ACZ micronizada e também que

nao houve mudanca da estrutura cristalina do farmaco apds micronizagao.
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3.4.6. Determinagao da solubilidade de saturagao

A Tabela 19 e a Figura 37 apresentam os resultados de solubilidade de
saturagcdo da matéria prima e das amostras de ACZ micronizada. Observa- se que a
ACZ-MP apresenta ligeira solubilidade em suco gastrico, agua e tampéo fosfato pH
6,8. Os valores variaram de 1,19 e 1,23 mg/mL, assim estes valores similares nos trés
meios, estdo em conformidade com os dados na literatura (PARASRAMPURIA; DAS
GUPTA, 1990; REMKO, 2010).

A reducdo do tamanho de particula, quase sempre gera um aumento da
solubilidade do farmaco, seja pelo aumento da area superficial ou pelas mudangas da
estrutura cristalina a outras formas polimorficas ou amorfizacdo, demostrando a

capacidade de impactar na solubilidade de farmacos pouco soluveis (ALLEN, 2008).

Os valores da solubilidade das amostras micronizadas aumentaram em agua e
tampao fosfato pH 6,8; com o qual se confirma a influéncia da micronizacdo no
aumento de solubilidade do farmaco como efeito direto da redu¢do do tamanho de

particula.

Tabela 19. Solubilidade de saturagédo da ACZ-MP e das amostras de ACZ micronizada (n=3).

Suco gastrico pH Tampao fosfato pH
1,2 6,8
CON DP CON DP CON DP

(mg/mL) (mg/mL) (mg/mL) (mg/mL) (mg/mL) (mg/mL)
ACZ-MP  1,2304  0,0005 1,2342  0,0297  1,1980 0,0064
ACZM1 1,2646  0,0001 1,3070  0,0001 1,8280 0,0009
ACZM2 1,1293  0,0003 1,3033 0,0004  3,2129 0,0004
ACZM3 1,3147  0,0001 1,2451 0,0002 1,8436 0,0003
ACZM4 1,2405  0,0001 1,8654  0,0002 3,0115 0,0002
ACZM5 1,0824  0,0003 1,2843 0,0003 1,5668 0,0002
ACZM6 1,2049  0,0002 1,3557  0,0001 3,0498 0,0002
ACZM7 1,0742  0,0013 1,2338  0,0001 1,8481 0,0002
ACZM8 1,2356  0,0007 1,9045  0,0001 1,8320 0,0001

Agua

Ensaio Nome

O© O NO O WN-=-

CON: Concentragao, DP: desvio padrao
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Figura 37. Solubilidade obtida através do método de equilibrio ACZ matéria-prima (ACZ-MP)
e das amostras de ACZ micronizada (n=30).
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Para determinar o impacto da micronizacdo na solubilidade os resultados

observados foram avaliados usando analise da Variancia (ANOVA) (Tabela 20). Os

resultados revelaram uma diferenga significativa entre as médias de solubilidade entre

as amostras de ACZ micronizada e a ACZ MP nos meios: agua e tampao fosfato pH

6,8 (p-valor < 0.001; a = 0.05).

Tabela 20. ANOVA de teste de solubilidade para as amostras de ACZ micronizadas e ACZ

matéria-prima.

Meio Efeito GL SQ(Aj.) MQ(Aj.) Valor-F p-valor
C1 8 0,1953  0,02442 1,33 0.292
SGpH 1,2 Error 18 0,3310 0,01839
Total 26 0,5264
C1 8 1,90576 0,238220 99,88 < 0.001
Agua Error 18 0,04293 0,002385
Total 26 1,94869
C1 8 7,4154  0,92692 25,57 0.001
TF pH 6,8 Error 18 0,6525 0,03625
Total 26 8,0679

SQ: soma dos quadrados; GL: graus de liberdade; MQ: média quadratica, Valor-p: nivel de significancia.

Posteriormente, analisou-se os dados pelo teste de Tukey (Tabela 21) que

permite comparar as meédias dos tratamentos e identificar quais das amostras séo

diferentes. As médias seguidas da mesma letra, na mesma coluna, ndo apresentaram

diferencas significativas, ao nivel de significancia de 5%. Os meios agua e tampao
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fosfato (TF) pH 6,8 apresentaram diferengas significativas na solubilidade de
saturacdao das amostras de ACZ micronizadas quando comparadas com a matéria
prima. Desta forma o meio tampao fosfato pH 6,8 foi escolhido como o meio de
dissolugéo para os posteriores ensaios por ser discriminativo. No entanto, de acordo
com os resultados obtidos pelo teste de Tukey o meio mais discriminativo foi a agua,
porém este meio ndo € recomendado na literatura devido as suas caracteristicas
fisico-quimicas que podem variar dependendo da fonte utilizada e que a diferenga das
solucdes tampdes no possui um pH controlado devido a que nem sempre é controlado

rigorosamente e pode variar dia a dia e durante o ensaio (USP, 2019).

Tabela 21. Teste de comparacao multipla de Tukey para média.

Amostra Formulagdo n Média Agrupamento
ACZ-MP 3 1,1733 A
ACZ-M1 31,2742 A
ACZ-M2 3 1,1837 A
ACZ-M3 3 1,3120 A
SGpH1,2 ACz-M4 3 1,2188 A
ACZ-M5 31,0717 A
ACZ-M6 31,2692 A
ACZ-M7 3 1,3720 A
ACZ-M8 3 1,3040 A
ACZ-M4 3 1,9079 A
ACZ-M8 3 1,8713 A
ACZ-M6 3  1,3509 B
ACZ-M3 3  1,2861 B C
Agua ACZ-M1 31,2691 B C
ACZ-M7 3  1,2645 B C
ACZ-M5 31,2497 B C
ACZ-MP 3 1,2033 C
ACZ-M2 31,1928 C
ACZ-M6 3 2,845 A
ACZ-M2 3 2,812 A
ACZ-M4 3 2,763 A
ACZ-M8 3 1,8745 B
TFpH6,8 ACZ-M7 3 1,7985 B
ACZ-M3 31,7979 B
ACZ-M1 3 1,6770 B
ACZ-M5 3 11,5945 B
ACZ-MP 31,5467 B
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3.5. Producgao de comprimidos de ACZ micronizada

A granulagdo umida mostrou se viavel para todas as formulagbes dos
comprimidos de liberagdo imediata de ACZ matéria prima e ACZ micronizada. Todas
as formulagdes foram produzidas com sucesso e sem dificuldade na maquina de

comprimir durante sua producao.

3.5.1. Ensaios fisicos
3.5.1.1. Peso médio, diametro, espessura, dureza e friabilidade

A Tabela 22 apresenta os resultados de peso médio, diametro, espessura,
dureza e friabilidade para cada formulacdo. Os dados sdo expressos em média e o
desvio padrao. Nota- se que os valores de desvio padrdo para cada ensaio foram

baixos, o qual evidencia a boa homogeneidade entre os comprimidos analisados.

Tabela 22. Peso médio (n=20). Didametro, espessura, dureza e friabilidade das formulagbes
de ACZ (n=10).

Peso médio Diametro Espessura Dureza Friabilidade
£ DP (mg) £ DP (cm) £ DP (cm) £ DP(N) (%)
ACz-F1  790,0+0,01 141001 051+£0,01 10,83+0,50 0,07
CV (%) 1,27 0,71 1,96 4,62
ACz-F2 800,0+0,03 141+0,01 0,53+0,01 1513+0,23 0,14
CV (%) 3,75 0,71 1,89 1,52
ACz-F3 790,0+0,02 141+001 055+0,01 16,05+0,80 0,21
CV (%) 2,53 0,71 1,82 4,98
ACz-F4 800,0+0,01 141001 051+£0,01 13,12+1,00 0,10
CV (%) 1,25 0,71 1,96 7,62

ACZ: acetazolamida, DP: desvio padrao

Os valores de peso médio das quatro formulacbes apresentam valor de
coeficiente de variagdo (CV%) menor de 5%, valor que esta conforme com as
especificacbes estabelecidas pela Farmacopeia Brasileira para comprimidos com

peso médio maior de 300 mg (Brasil, 2019).

A dureza é um parametro que mede a capacidade de resisténcia dos
comprimidos e cujo valor esta diretamente relacionado com a for¢a de compresséo
utilizada. Os resultados determinados nas formulagdes foram de 10 a 17 N, sendo
estes valores considerados informativos ja que este teste ndo apresenta uma faixa

fixa de valores de aceitacédo estabelecidas pelos érgéos reguladores (Brasil, 2019).
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A friabilidade € um valor que nos permite inferir a resisténcias dos comprimidos
a perda de peso e, portanto, a possivel perda do principio ativo quando os
comprimidos sao submetidos a certas condi¢des desfavoraveis como transporte ou
manipulagédo pelo paciente. Podemos observar nos resultados que as formulagbes
apresentaram friabilidade com valores menores a 1,5%, valor considerado como

aceitavel segundo as normas estabelecidas pela Farmacopeia Brasileira.

Para avaliar a influéncia dos componentes das formulagdes sobres os
parametros ja mencionados anteriormente foi conduzido uma analise de variancia
(ANOVA one way), aplicando um nivel de significAncia de 5% (Tabela 23). Os
resultados revelaram uma diferenga significativa entre as formulagdes quando

comparadas nos parametros: diametro, espessura e dureza (p-valor < 0,05).

Tabela 23. ANOVA para peso médio, diametro, espessura e dureza das formulagdes de ACZ.

Parametro Efeito GL SQ MQ Valor -F p-Valor
F 3 0,000056 0,000019 4,020 0,014
Diametro Error 36 0,000166 0,000005
Total 39 0,000222
F 3 0,009918 0,003306 568,9 0,001
Espesura Error 36 0,000209 0,000006
Total 39 0,010127
F 3 161,1300 53,7116 109,97 0,001
Dureza Error 36 17,58000 0,48840
Total 39 178,7200
F 3 0,002139 0,000713 2,49 0,066
r::ji"o Error 76 0,021725 0,000286
Total 79 0,023864

SQ: soma dos quadrados; GL: graus de liberdade; MQ: média quadratica, Valor-p: nivel de significancia.

Posteriormente, realizou-se o teste de Tukey (Tabela 24) que permite comparar
as médias dos tratamentos e identificar que agrupamentos sdo formados. Observa-
se que para os parametros peso médio e diametro as formulagbes ndo sao
estatisticamente diferentes devido a que compartilham a mesma letra. No entanto para
espessura as formulacdes sio estatisticamente diferentes sendo que entres elas a
formulacdo ACZ-F1 e ACZ-F4 sao similares. Finalmente enquanto a dureza as
formulagdes sao totalmente diferentes devido a formagédo de quatro agrupamentos
diferentes.

97



Tabela 24. Teste de comparacao multipla de Tukey para média.

Formulagéao n Media Agrupamento
ACZ-F2 10 1,4125 A
Didmetro ACZ-F3 10 1,4122 A
ACZ-F1 10 1,4100 A
ACZ-F4 10 1,4100 A
ACZ-F3 10 0,5496 A
Espessura ACZ-F2 10 0,5274 B
ACZ-F1 10 0,5114 C
ACZ-F4 10 0,5110 C
ACZ-F3 10 16,050 A
Dureza ACZ-F2 10 15,130 B
ACZ-F4 10 13,120 C
ACZ-F1 10 10,830 D
ACZ-F2 20 0,79784
- ACZ-F4 20 0,79617
Peso médio

ACZ-F1 20 0,78927
ACZ-F3 20 0,78507

>>>>

3.5.2. Teor
Os resultados de teor das quatro formulacées de comprimidos de ACZ micronizada

apresentaram valores superiores a 95%, os quais estdo dentro das especificacbes
preconizadas pela Farmacopeia Americana 42 (USP, 2019) (conteudo de ndo menos
de 95% e ndo mais de 105 %).

Tabela 25. Teor de ACZ nos comprimidos (n=6).

Amostras Ctzrr:‘c;nr:‘rf_%a?\ ° DP  Teor (%)
ACZ-F1 238,48 1,42 95,38
ACZ-F2 246,83 4,96 98,73
ACZ-F3 245,25 0,71 98,10
ACZ-F4 245,08 8,80 98,03

ACZ: acetazolamida, DP: desvio padrao

3.5.3. Perfil de dissolugao

A Tabela 26 e Figura 38 apresentam os resultados obtidos para os ensaios de
perfil de dissolugdo em fungéo do tempo utilizando aparato 2 (pa) e meio de dissolugao
HCI 0,01 N, metodologia recomendada pela Farmacopeia Americana (USP, 2019).
Podemos observar nos resultados que as porcentagens de liberagdo do farmaco no
tempo de 60 minutos foi acima do preconizado na monografia da USP para este
farmaco, na qual um parémetro de tolerancia de ndo menos de 75% do farmaco

liberado em 60 minutos é o aceito para todas as formula¢des contendo ACZ.
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Tabela 26. Perfis de dissolugdo dos comprimidos (Diamox® e formulagcbes a base de
ACZ MP e ACZ- M em meio HCI 0,01 N (n = 3).

DIAMOX®  ACZ-F1 ACZ-F2 ACZ-F3 ACZ-F4
Tempo —/ % % % %
(M) nss. PP piss. PP piss. PP piss. PP piss. PP
0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
5 57,89 880 3904 153 3828 547 4823 154 4898 219
10 6400 7532 5349 053 4845 820 6122 229 6230 1,70
15 6773 770 6360 070 6281 7,94 6868 299 7084 295
20 6933 684 6936 103 6956 853 7482 281 77,05 3,83
30 7530 572 77.67 236 77,56 893 8368 423 8574 5,00
45 8100 467 8621 219 8562 803 9195 462 9319 530
60 8625 337 9279 223 90,87 805 9580 510 97,07 6,05
: desvio padrao

%DISS: % dissolvida, DP

Figura 38. Porcentagem de ACZ dissolvida de Diamox® e formulagbes a base de ACZ MP e

ACZ- M em meio HCI 0,01 N (n = 3).
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No entanto quando os resultados em tampéo fosfato pH 6,8 foram avaliados

(Tabela 27 e Figura 39), observa se que o medicamento de referéncia, Diamox®,

apresentou uma liberacdo de aproximadamente 70% no tempo de 60 minutos, ndo

passando pelas condigbes sugeridas pelas agéncias regulatorias. Estes resultados

corroboram que o meio tampao fosfato pH 6,8 possui poder discriminativo entre as

formulagdes devido a que nos permite diferencia-las.
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Tabela 27. Perfis de dissolugdo dos comprimidos (Diamox® e formulacbes a base de ACZ
MP e ACZ- M) em meio tampao fosfato pH 6,8 (n = 3).

Diamox® ACZ-F1 ACZ-F2 ACZ-F3 ACZ-F4

% % % % %

piss. PP piss. PP piss. PP piss. PP pigs. PP
0o 0 o0 0 0 0 0 0 0 0 0
5 5067 009 4515 286 6980 264 5015 1,66 4472 444
10 6378 6,12 6563 1,87 8655 264 6748 147 6731 374
15 6548 628 7556 251 9145 162 7688 1,08 7561 326
20 6734 584 8297 273 9420 043 8306 047 8045 3,64
30 6854 529 9155 242 9660 175 9146 059 8898 227
45 6920 534 9855 148 9812 151 9842 081 9277 3,30
60 6943 546 101,94 143 9972 039 101,33 117 9854 217

%DISS: % dissolvida, DP: desvio padréo

Figura 39. Porcentagem de ACZ dissolvida para Diamox® e formulagdes a base de ACZ MP
e ACZ- M em meio tampao fosfato pH 6,8 (n=3).
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A eficiéncia de dissolugcdo (ED%) € um parémetro utilizado para avaliar a

equivaléncia farmacéutica entre formulacdes, sendo uma estimativa da cinética de

liberagdo ao longo do tempo do ensaio. Os resultados obtidos de ED% para as

formulagdes foram avaliadas usando um estudo ANOVA one way para cada meio de
dissolucao (SERRA; STORPIRTIS, 2007).

A Tabela 28 apresenta os resultados de eficiéncia de dissolu¢do (ED%) das

formulagdes em meio HCI 0,01 N e tampao fosfato pH 6,8.
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Tabela 28. Valores de eficiéncia de dissolugao (ED%), das formulagbes de ACZ (n=3).

HCI0,1 N TF pH 6,8
ED % DP ED% DP
Diamox® 71,19 561 64,42 4,87
ACZ-F1 71,02 1,65 8235 1,97
ACZ-F2 70,08 7,57 89,55 1,21
ACZ-F3 76,61 3,69 8292 0,59
ACZ-F4 7810 3,75 79,74 2,39

Amostra

DP: desvio padrao

3.5.3.1.1. Estudo ANOVA one way para meio HCI 0,01 N

A analise de variancia (Tabela 29) e o grafico de Pareto (Figura 40) indicaram
que, dentre os fatores independentes a porcentagem de Aquateric™ demostrou

impacto significativo na eficiéncia de dissolugcéo (% ED) da ACZ quando o meio
utilizado foi HCI 0,01N.

Tabela 29. Analise de variancia (ANOVA) dos resultados obtidos de ED (%) em meio HCI 0,01
N, os resultados em vermelho sdo considerados significativos (p< 0,05).

Efeito GL SQ MQ Valor -F  p-Valor
T-ACZ 1 4,4408 4,4408 0,204102 0,663427
DISS %-ACZ 1 0,2352 0,2352 0,010810 0,919752
HCI 0,01 AQ (%m/m) 1 138,9921 138,9921 6,388115 0,035394
N Error 8 174,0634 21,7579
Total 11 317,7316

T-ACZ: Tamanho de particula de ACZ, ACZ: acetazolamida, AQ: Aquateric™, SQ: soma dos quadrados; GL:
graus de liberdade; MQ: média quadratica, Valor-p: nivel de significancia.

Figura 40. Grafico de Pareto para os efeitos das variaveis sobre a ED (%) em meio HCI 0,01
N, os resultados a direita da linha vermelha sdo considerados significativos.

Pareto Chart of Standardized Effects; Variable: ED % HCI 0,01N
2**(3-1) design; MS Residual=21,75792
DV: ED % HCI 0,01N

(3)AQ (%plp) 2,52747

(T-ACZ | 4517764

(2)% ACZ -,10397

p=,05
Standardized Effect Estimate (Absolute Value)
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Os graficos de superficie de resposta (Figura 41), permitem a comparagao da
influéncia de dois fatores sobre a variavel dependente (ED %) em meio HCI 0,01 N.

Figura 41. Superficies de resposta para a ED % em fungéo dos fatores estudados

Fitted Surface; Variable: ED % HCI 0,01N
2**(3-1) design; MS Residual=21,75792
DV: ED % HCI 0,01N

Fitted Surface; Variable: ED % HCI 0,01N
27°(3-1) design; MS Residual=21,75792
DV: ED % HCI0,01N

I ->78
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Fitted Surface: Variable: ED % HCI 0,01N
2**(3-1) design; MS Residual=21,75792
DV: ED % HCI0,01N
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Cl<74
<72
<70

TR SR

3.5.3.1.2. Estudo ANOVA one way para meio tampao fosfato pH 6,8

O estudo ANOVA (Tabela 30 e Figura 42) quando o meio de dissolugéo foi o
tampéao fosfato pH 6,8 indicou que dentre os fatores independentes o tamanho de
particula da ACZ demostrou impacto significativo na eficiéncia de dissolugdo (%ED)
do farmaco. Este resultado corrobora com os dados ja obtidos no ensaio de
solubilidade de saturagdo (item 3.4.6.), no qual determinou se um aumento da
solubilidade do farmaco neste meio devido ao processo de micronizag&o, o qual seria
a principal causa da maior liberagao do farmaco.
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Tabela 30. Analise de variancia (ANOVA) dos resultados obtidos de ED (%) em meio tampao
fosfato pH 6,8, os resultados em vermelho sdo considerados significativos (p< 0,05).

Efeito GL SQ MQ Valor -F  p-Valor
T-ACZ 1 140,9045 140,9045 11,92966 0,008645
%-ACZ 1 0,3468 0,3468 0,02936 0,868201
TFD;ﬁSG,S AQ (%m/m) 1 26,2256 26,2256  2,22039 0,174530
Error 8 94,4902 11,8113
Total 11 261,9672

T-ACZ: Tamanho de particula de ACZ, ACZ: acetazolamida, AQ: Aquateric™, SQ: soma dos quadrados; GL:
graus de liberdade; MQ: média quadratica, Valor-p: nivel de significancia.

Figura 42. Grafico de Pareto para os efeitos das variaveis sobre a ED (%) em meio tampéao
fosfato pH 6,8, os resultados a direita da linha vermelha sdo considerados significativos.
Pareto Chart of Standardized Effects; Variable: ED % TP pH 6,8

2**(3-1) design; MS Residual=11,81128
DV: ED % TP pH 6,8

(1)T-ACZ -3,45393

(3)AQ (%p/p) 1,490097

(2)% ACZ - 171353

p=,05
Standardized Effect Estimate (Absolute Value)

Os graficos de superficie de resposta (Figura 43), permitem a comparagao da
influéncia de dois fatores sobre a variavel dependente (ED %) em meio tampéao fosfato

pH 6,8.
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Figura 43. Superficies de resposta para a ED % em fungéo dos fatores estudados.

Fitted Surface: Variable: ED % TP pH 6.8 Fitted Surface; Variable: ED % TP pH 5,3
2**(3-1) design; MS Residual=11,81128 27*(3-1) design; MS Residual=11,81128
DV:ED % TP pH 6,8 DV:ED % TP pH 6,8
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3. Conclusao

O processo de micronizagdo aumentou de forma significativa a solubilidade de
saturacao do farmaco e posterior velocidade de dissolu¢gao da ACZ em meio tampao
fosfato pH 6,8. O trabalho demostro a viabilidade da producédo de comprimidos de ACZ
micronizada, quando as formulacbes foram submetidas a caracterizagcio
apresentaram qualidade adequada e satisfatéria. A analise estatistica sobre a
eficiéncia de dissolucado das formulacdes demostrou que o tamanho de particula foi o

principal fator que influenciou nos resultados de liberagéo do farmaco em meio tampao
fosfato pH 6,8.
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Apéndice

Dissolucgao bifasica: Uma estratégia inovadora que pode ser utilizada para a
bioisengao de farmacos classe | de acordo com o Sistema de Classificagao

Biofarmacéutica
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1. Introducao

A bioisengao pode ser definida como a nao exigéncia dos estudos de
biodisponibilidade relativa ou bioequivaléncia para certos farmacos (Brasil, 2011). O
Sistema de Classificagao Biofarmacéutica € uma ferramenta regulatéria que permite
classificar os farmacos em funcao da sua solubilidade e permeabilidade (AMIDON et
al., 1995). Adicionalmente, tem como finalidade conseguir substituir determinados
estudos de bioequivaléncia por estudos in vitro com o objetivo de evitar ou reduzir a
exposicao de pacientes sadios a certos farmacos além de permitir reduzir os elevados
custos durante o desenvolvimento de diversos produtos farmacéuticos (LENNERNAS;
ABRAHAMSSON, 2005).

O teste de dissolugao € uma das metodologias mais utilizadas no estudo do
comportamento de liberacdo de um farmaco da sua forma farmacéutica, este permite
determinar se dois produtos sdo equivalentes considerando como padrao de estudo o
produto inovador ou de referéncia. Uma vez corroborado que um produto possui o
mesmo comportamento de liberagcdo do medicamento de referéncia pode ser

considerado intercambiavel ou equivalente com este (PHILLIPS et al., 2012).

Diversos estudos buscam avaliar uma relacao entre o comportamento in vitro
e in vivo dos farmacos. A dissolucdo bifasica tem-se demonstrado potencial adequada
devido a capacidade de simular a dissolugdo e absor¢cao de farmacos no trato
gastrointestinal por causa da implementacdo de uma fase organica imiscivel que
permite manter as condi¢gbes sink na fase aquosa. Esta metodologia & simples,
econdmica e é possivel detectar a liberacao e particdo do farmaco simultaneamente
em um mesmo ensaio (DENG; STAUFENBIEL; BODMEIER, 2017) (PESTIEAU;
EVRARD, 2017) (SILVA et al., 2020). A dissolugdo bifasica consiste em um sistema
com uma fase aquosa (solugdo ou tampao) e uma fase organica (n-octanol), sendo
que o farmaco comeca a dissolugdo na camada aquosa e posteriormente se particiona
e passa para a fase orgéanica, mantendo assim as condigdes sink, o qual seria uma
das principais vantagens quando comparado com a metodologia de dissolugéo

convencional.

Uma das principais caracteristicas inovadoras deste sistema €& que a fase
organica pode simular a membrana gastrointestinal e o processo de dissolugao-

particdo entre as duas fases que na sua vez simula o processo de dissolugao e
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absorcdao do farmaco que ocorre in vivo nos pacientes apdés a administracdo do

medicamento.

Estudos demostram que esta metodologia adicionalmente possui a capacidade
de discriminar parametros importantes na formulagdo, dosagem, efeitos de alguns
excipientes, polimorfos, assim como o tamanho da particula do farmaco (PESTIEAU
et al, 2016) (AL DURDUNJI; ALKHATIB; AL-GHAZAWI, 2016) (DENG;
STAUFENBIEL; BODMEIER, 2017) (XU et al., 2018). O teste de dissolugao bifasica
para farmacos Classe | possui a capacidade de substituir os estudos de
bioequivaléncia tradicionais, os quais s&o caros e demorados (LOBENBERG et al.,
2012).

O objetivo do presente trabalho foi demostrar que a dissolugéo bifasica € uma
abordagem in vitro inovadora e que apresenta maior relevancia fisiolégica para prever

o desempenho in vivo e posterior bioisengao do farmaco metronidazol.

2. Material e métodos

2.1. Material

Metronidazol (MTZ) foi obtido da Medisca (Quebec, Canada), comprimidos de
metronidazol de liberagado imediata e comerciais foram adquiridos como Flagyl (Pfizer
USA Inc, lote C071094), Flagyl (Sanofi Aventis Mexico Inc, lote 888575), Flagenase
(Laboratorios Liomont, SA Mexico Inc, lote 7009), Colpofilina (Laboratorio Lazar
Argentina Inc) e Metral (Laboratorio Pablo Cassara Inc, lote 77). Os solventes
organicos acetonitrila (grau HPLC) e 1-octanol 99% foram adquiridos da Acros
Organics (New Jersey, EUA). Finalmente solu¢cdes tampéo foram preparadas com
agua purificada (Elgastat Maxima UF e um purificador de agua Elgastat Option 3B da
ELGA Laboratories Ltd. (Mississauga, ON, Canada).

2.2. Métodos de quantificagcao de MTZ

2.2.1. Metodologia analitica por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE)
O método de cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) foi desenvolvido
em cromatografo liquido Shimadzu LC-10AS (Toquio, Jap&o) e detector de matriz de
diodo Shimadzu SPD-M10AVP (Toquio, Japao). Utilizou-se coluna LiChrospher® 60
RP-Select B 5um (25 cm x 4,0 mm) Merck (Darmstadt, Alemanha). A fase moével foi

constituida por acetonitrila: agua (34:66), filtradas e desgaseificadas. O fluxo utilizado
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foi de 1,0 mL/min, a temperatura de 30°C e com volume de inje¢céo de 20 yL. O tempo
de retencao foi de 6,83 min e a deteccao foi realizada no comprimento de onda 254

nm.

2.2.1.1. Preparacgao da solugao padrao de metronidazol (MTZ)

Solucédo padrao de metronidazol 1,00 mg/mL foi preparada a partir da pesagem
de 25 mg do farmaco, o qual foi transferida para baldo volumétrico de 25 mL,
adicionando aproximadamente 20 mL de metanol e deixando em agitagdo em
ultrassom por 10 minutos até a completa solubilizagdo do farmaco, em seguida o

volume foi completado com 0 mesmo solvente.

2.2.1.2. Linearidade

A partir da solugdo padréao de metronidazol foram transferidas aliquotas para
baldes volumétricos de 5 mL, os volumes foram completados com tampao fosfato pH
6,8 conforme a Tabela 1, obtendo-se solucbes com concentracdes definidas do
farmaco. A curva analitica foi preparada em triplicata em sete niveis de concentragcdes
diferentes. As areas medias correspondentes a trés determinagdes para cada diluicao,
foram plotadas no eixo das ordenadas e as concentragdes (ug/mL) no eixo das

abscissas.

Tabela 1- Concentracdo das amostras obtidas a partir de uma solug¢ao padrao de MTZ 1,00
mg/mL empregadas para determinagao da linearidade.

Concentragao Aliquotada SP  Volume final

final (ug/mL) (mL) (mL)
20,0 0,100 5,0
50,0 0,250 5,0
150,0 0,750 5,0
350,0 1,750 5,0
450,0 2,250 5,0
500,0 2,500 5,0
650,0 3,250 5,0

2.2.2. Metodologia analitica por espectrofotometria UV-Visivel (UV-Vis) para
quantificagcao de MTZ em n-octanol
O espectro de absorgao do MTZ foi obtido na regiao de 200-400 nm. As leituras
foram realizadas em espectrofotométrico Shimadzu UV-1800, utilizando cubeta de
quartzo de 10 mm de comprimento e n-octanol como branco. O comprimento de onda

utilizando foi 312 nm.
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2.2.21. Linearidade

A partir da solucédo padrao de metronidazol preparada no item 2.1.1.1. foram
transferidas aliquotas para balées volumétricos de 5 mL e os volumes foram
completados com n-octanol conforme a Tabela 2, obtendo-se solugbes com
concentracdes definidas do farmaco. A curva analitica foi preparada em triplicata em
cinco niveis de concentragdes diferentes. As absorbancias médias correspondentes a
trés determinacdes para cada diluicao permitiram a determinagcdo da curva de

calibragao.

Tabela 2- Concentragdo das amostras de MTZ obtidas a partir de uma solugédo padrdo do
farmaco a 1,00 mg/mL e empregadas para determinagao da linearidade.

Concentragao Aliquota da SP Volume final

final (ug/mL) (uL) (mL)
5,0 25 5,0
7,5 38 50
10,0 50 50
12,5 63 50
15,0 75 5,0
20,0 100 5,0

2.2.3. Caracterizagao fisica dos comprimidos comerciais de MTZ

2.2.3.1. Peso médio

Foram pesadas individualmente 6 unidades dos comprimidos na balanca
analitica. Posteriormente foram calculados o peso médio, desvio padrdo e o
coeficiente de variagdo (CV%) de acordo com a Farmacopeia Brasileira 62 edigéo
(Brasil,2019).

2.2.3.2. Teor de MTZ nos comprimidos

Para determinagao do teor de MTZ foi transferida uma quantidade de
aproximadamente 50 mg do pd dos comprimidos comerciais de MTZ triturados
previamente em um baldo volumétrico de 25 mL. Posteriormente foi adicionado 15 mL
de metanol levando ao ultrassom por 15 minutos visando garantir a solubilizag&o
completa do ativo. Apds este tempo, o volume do bal&o foi completado com o mesmo
solvente procedendo-se a homogeneizacgéo final. O ensaio foi efetuado utilizando seis
comprimidos. A quantidade de metronidazol foi determinada por cromatografia liquida
utilizando comprimento de onda 254 nm.
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2.2.3.3. Tempo de desintegragao

O teste foi realizado de acordo com o capitulo geral da USP <701> (USP,
2019). O tempo de desintegragao foi medido em um aparato de desintegragéo
(Eureka, Alemanha) usando 900 mL de tampé&o fosfato pH 6,8 como meio a 37 + 2 °C.

Seis comprimidos de cada produto comercial foram testados.

2.2.1.4. Perfil de dissolucgao

Para determinar os perfis de dissolugdo foram avaliados 3 comprimidos por
produto comercial utilizando aparato 2 (pa) (ERWEKA, GmbH), com velocidade de
rotacdo de 75 rpm e a 37 °C. O método de dissolucdo compendiado para metronidazol
foi utilizado empregando dois diferentes tipos de meios de dissolugdo: o meio
Simulated Intestinal Fluid (SIF) (tampé&o fosfato 50 mM a pH 6,8, 900mL) sem enzima
e em tampao fosfato de baixa capacidade tamponante (tampao fosfato 5 mM a pH 6,8,

900mL), ambos filtrados por vacuo e desgaseificados em banho ultrassénico.

Adicionalmente os mesmos comprimidos foram testados em um sistema de
dissolugao bifasica constituido por uma fase aquosa (200 mL de tampé&o fosfato 5 mM
a pH 6,8) e uma fase organica (100 mL de n-octanol). O equipamento de dissolugéo
bifasica consiste em um aparato 2 (pa) (submergida na fase aquosa) na qual uma
minipa (doada pela Sotax AG) € montada (submergida na fase organica) permitindo
obter a hidrodinamica suficiente para esta fase. O resultado da utilizacdo de ambas
pas € uma adequada hidrodindmica no sistema. O volume de 200 mL de meio aquoso
foi escolhido na tentativa de se aproximar melhor as condi¢cdes dos fluidos intestinais
(77 +/- 15 mL).

Para os testes de dissolugao compendiais e bifasicos, aliquotas da fase aquosa
e da fase orgénica foram coletadas em pontos de tempo especificos (5, 10, 15, 20,
30, 45, 60 min). Finalmente, o MTZ foi quantificado por CLAE a 254 nm para a fase

aquosa e a 321 nm por espectrofotometria para a fase organica.
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3. Resultados e discussao

3.1. Desenvolvimento de metodologia analitica por cromatografia liquida de
alta eficiéncia (CLAE)

A metodologia analitica se mostrou simples e rapida, e a fase mével composta
de solventes que ndo apresentam risco para o equipamento e coluna. A partir da curva
analitica foi determinado o coeficiente de correlagao (r?) e a equacgéo da reta. O valor
de r?foi 0,9999 (Figura 1), valor considerado adequado segundo a norma vigente RDC
166/2017 (BRASIL, 2017) e que comprova a boa linearidade do método. Assim
também foram determinados o desvio padréao (DP) e o coeficiente de variagao dos
pontos das absorbancias para cada nivel de concentracdo da curva de calibragéo
sendo considerado aceitaveis todos aqueles que apresentem um valor abaixo de 5%

(Tabela 3) como descrito na norma vigente.

Tabela 3. Areas obtidas na curva analitica para quantificacdo da MTZ em tampao fosfato pH
6,8 (n=3).

CON Absorbancia

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

20,0 279727 279354 260101 273061 11225 4,1
50,0 683711 625126 675461 661433 31712 4,8
150,0 2098955 2006714 2029594 2045088 48033 2,3
350,0 4767227 4762419 4771217 4766954 4405 0,1
450,0 6133504 6257667 6170932 6187368 63692 1,0
500,0 6788924 6733192 6773148 6765088 28727 0,4
650,0 8800978 8934554 9005976 8913836 104058 1,2

CON: concentragéo, DP= Desvio padréo da média (n=3), CV%= Coeficiente de variacdo (n=3).
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Figura 1. Curva analitica de MTZ em tampao fosfato pH 6,8.
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3.2. Metodologia analitica por espectrofotometria UV-Visivel (UV-Vis) para
quantificagao de MTZ

O valor de r? para a curva de calibragdo de MTZ foi 0,9998 (Figura 2), valor

considerado adequado segundo a norma vigente RDC 166/2017 (BRASIL, 2017) e

que comprova a adequada linearidade do método. O desvio padrédo (DP) e o

coeficiente de variagdo (CV%) dos pontos das absorbancias para cada nivel de

concentracdo da curva foram avaliadas e consideradas aceitaveis devido a que

apresentaram valor abaixo de 5% (Tabela 4).

Tabela 4. Absorbancias obtidas na curva analitica para quantificacdo da MTZ em n-octanol
(n=3).

CON Absorbancia
(mg/mL)  1°rep  2°rep  3°rep
5,0 0259 0252 0265 0,245 0,007 2515
7,5 0,373 0,391 0,396 0,387 0,012 3,128
10,0 0,516 0,503 0,531 0,517 0,014 2,712
12,5 0,651 0,683 0,650 0,661 0,019 2,838
15,0 0,775 0,787 0,775 0,779 0,007 0,889
20,0 1,030 1,030 1,029 1,030 0,001 0,056

Média DP CV%

CON: concentragdo, DP= Desvio padrdo da média (n=3), CV%= Coeficiente de variagao
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Figura 2. Curva analitica de MTZ em n-octanol.
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3.3. Caracterizacao fisica dos comprimidos comerciais de MTZ

3.3.1. Peso médio

22

Os valores dos pesos médios das seis unidades de todos os produtos

comerciais apresentaram valor de coeficiente de variagéo (CV%) menor de 5%, valor

que esta conforme as especificagdes estabelecidas pela Farmacopeia Brasileira e

Americana para comprimidos com peso médio maior de 300 mg (Brasil, 2019)

(USP,2019). Os resultados séo apresentados na Tabela 5.

Tabela 5. Peso médio dos comprimidos comerciais de MTZ (n=6).

Amostra Peso médio (mg) CV%
FLAGYL -USP 395,65+ 1,78 0,45
FLAGYL -MEXICO 745,16 + 10,22 1,37
FLAGENASE 745,55 + 2,53 0,34
COLPOFILIN 704,12 £ 0,58 0,08
METRAL 745,52 + 2,50 0,33

CV%-= Coeficiente de variagao
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3.3.2. Teor de MTZ nos comprimidos

Os resultados do teor de MTZ nos comprimidos comerciais (Tabela 6)
apresentaram valores superiores a 98%, os quais estdo dentro das especificacbes
dadas pela Farmacopeia Americana 42 (USP, 2019) (conteudo de ndo menos de 90%

e nao mais de 110 %).

Tabela 6. Teor de MTZ nos comprimidos comerciais (n=6).

Amostra Teor (%)
FLAGYL -USP 104,88 + 7,61
FLAGYL -MEXICO 103,98 + 31,48
FLAGENASE 104,68 + 7,56
COLPOFILIN 102,02 + 62,61

METRAL 98,02 + 29,89

3.3.3. Tempo de desintegragao
Esta é uma caracteristica importante no momento de avaliar comprimidos de
liberagdo imediata ja que estes comprimidos devem ser desintegrados de forma
rapida. O teste foi realizado de acordo com o capitulo geral da USP <701> (USP, 42).

Os resultados sao observados na Tabela 7.

Tabela 7. Tempo de desintegragcao dos comprimidos comerciais (n=3).

Amostra Tempo (min)
FLAGYL -USP 5.32+0,43
FLAGYL -MEXICO  18.27+0,58
FLAGENASE 10.16 £ 0,07
COLPOFILIN 0.60 0,22
METRAL 13.32+0,78

3.3.4. Perfil de dissolugao
Os resultados dos perfis de dissolugdo utilizando o método compendial e dois
diferentes meios de dissolugdo (meio SIF (50 mM) e tampéao fosfato de baixa
capacidade (5mM)) sdo apresentados na Figura 3. Podemos observar que todos os
comprimidos comerciais apresentaram desempenho similar em ambos tipos de
tampao. No entanto podemos observar que quanto mais rapido é o tempo de

desintegragdo maior sera a porcentagem de liberagdo do farmaco. Este resultado é
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importante devido a que a alta solubilidade do MTZ deveria permitir uma completa e

rapida dissolugdo em ambos meios sem diferencga significativas entres estes.

Figura 3. Perfis de dissolugao dos comprimidos de MTZ em meio SIF (linhas sdlidas) e
tampéao fosfato de baixa capacidade tampao (5mM - linhas tracejadas).
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Os resultados do teste de dissolugao bifasica sdo apresentados na Figura 4.
Um padréo de liberagdo semelhante ao teste de dissolu¢ado monofasico foi observado,
no entanto, os comprimidos da marca Colpofilin apresentaram maior porcentagem de
liberagao do farmaco o que corrobora a teoria que quanto mais rapida a desintegragao
mais rapida a dissolugdo. O passo do farmaco da fase aquosa a fase orgénica foi
avaliada mediante a determinagao da porcentagem dissolvida de farmaco na fase
organica (n-octanol). Os resultados permitiram observar que a porcentagem dissolvida
na fase organica nem sempre tem relagao direta com a porcentagem dissolvida na
fase aquosa. Desta forma por exemplo o Colpofilin e Metral aos 60 minutos
dissolveram 71% e 52%, respectivamente na fase aquosa, mas na fase organica neste
mesmo tempo a porcentagem determinada foi semelhante nos dois produtos (cerca
de 27%).
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Figura 4. Perfis de dissolugéo bifasica de formulagbes de metronidazol nas fases

aquosa (linhas tracejadas) e organica (linhas continuas).
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4. Conclusao

Podemos concluir que nenhum dos produtos comerciais de metronidazol
demostraram equivaléncia farmacéutica in vitro ao produto de referéncia Flagyl-USP
para ambos métodos de dissolugdo monobasicos (utilizando meio SIF e tampao
fosfato de baixa capacidade tampé&o). No entanto, um comportamento similar na
liberagdo do MTZ em todos os comprimidos foi observado na fase organica (n-octanol)
do sistema bifasico. Este resultado permite inferir que esta metodologia poderia
estimar o comportamento in vivo dos produtos a base de farmacos de alta solubilidade.
Futuros ensaios complementares com outros farmacos da Classe | se fazem
necessarios para corroborar esta teoria e demostrar os diversos beneficios que a

dissolucéao bifasica proporciona para a bioisengao.
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