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RESUMO

O benznidazol é unico farmaco aprovado no Brasil para o tratamento da doenca de Chagas e
estd disponivel sob a forma de comprimido de uso adulto e pediatrico de liberacdo imediata.
Sabendo-se que as formas de liberagcdo prolongada possuem vantagens como a reducgdo de
efeitos adversos e 0 aumento da adesdo terapéutica, o objetivo deste trabalho foi investigar
por ensaios de liberacdo in vitro formas farmacéuticas de liberacdo prolongada e confronta-las
com resultados dos comprimidos de liberacdo imediata. Para isto, foram obtidos trés lotes de
liberagdo prolongada (LBI, LBII e LBIII) utilizando os polimeros hidroxipropilmetilcelulose
K100LV, K100M e K4M, respectivamente. O estudo de dissolugéo realizado avaliou quatro
tipos de meios de dissolucdo: tampao pH 1,2; tampédo pH 1,2 adicionado de 1% de lauril
sulfato de sddio; fluido biorrelevante gastrico em jejum (FASSGF); FASSGF por 4h e fluido
biorrelevante intestinal em jejum (FASSIF) nas horas seguintes. Modelos cinéticos de ordem
zero, primeira ordem, Higuchi, Korsmeyer-Peppas e Peppas-Sahlin foram utilizados para
avaliar o mecanismo da liberacéo in vitro, enquanto que o teste ANOVA univariada e fatores
fl e f2 foram utilizados para avaliar a similaridade dos perfis. Estudos in vivo foram
realizados por grupo de pesquisa da UNESP, sendo utilizados os dados obtidos para estimar a
correlagéo in vitro/in vivo. Os testes de controle de qualidade descartam o lote LBI por nédo
atender ao critério de uniformidade de contetdo, enquanto que os lotes LBIlI e LBIII
demonstraram atender aos critérios de qualidade. Os estudos de dissolugcdo constataram o
aumento do tempo total de liberacdo de 2 h em comprimidos comerciais para 24-72 h nos
lotes LBII e LBIIl. O ajuste a modelos cinéticos sugeriu a liberacdo do farmaco por
mecanismos de relaxamento polimérico e difusdo fickiana. Os métodos avaliados de
dissolucdo mostraram-se discriminativos em relacdo aos resultados de ANOVA univariada e
fator f1 e f2. Foi possivel estabelecer uma correlacdo de nivel A para os comprimidos
pediatricos e para o lote LBIII de dissolugcdo prolongada, sendo o método Il de dissolucéo o
que refletiu melhor as condi¢cdes in vivo. Dessa forma, o projeto contribuiu com o
desenvolvimento de uma nova forma farmacéutica de liberagcdo prolongada, assim como o

estabelecimento de correlagéo in vitro/in vivo.

Palavras-chave: Doenca de Chagas. Tripanossomicidas. Comprimidos. Estudos de dissolugéo.
Correlagéo in vitro/in vivo



ABSTRACT

The benznidazole is the only drug approved in Brazil for the treatment of Chagas disease and
it is available in the form of immediate release tablet of adult and pediatric use. Whereas the
extended-release forms have advantages such as reducing side effects and increasing
adherence, the aim of this study was to investigate the in vitro release assays of extended-
release dosage forms and compare them with results of immediate release tablets. It were
obtained three lots of extended-release (LBI, LBII and LBIIl) using the polymers
hydroxypropyl methylcellulose K100LV, K100M and K4M, respectively. The dissolution
study evaluated four different dissolution media: pH 1.2 buffer; pH 1.2 buffer plus 1% sodium
lauryl sulfate; Fasted State Simulated Gastric Fluid (FASSGF); FASSGF medium till 4 h and
Fasted State Simulated Instestinal Fluid (FaSSIF) medium in the following hours. Kinetic
models such as zero order, first order, Higuchi, Korsmeyer-Peppas and Peppas-Sahlin were
used to evaluate the mechanism of in vitro release, whereas the univariate ANOVA and f1
and f2 factors were used to evaluate the similarity of the profiles. In vivo studies were
performed by the UNESP research group, the results were used to estimate obtained in
vitro/in vivo correlation. The results showed that LBI batch failed at criteria of uniformity of
content, while lots LBII and LBIII showed meet quality criteria. Dissolution studies have
found an increase in the total time of 2 hours in commercial release tablets to 24-72 h in lots
LBII and LBIII. The kinetic models suggested adjustment to the release of drug per polymer
relaxation mechanisms and Fickian diffusion. The dissolution methods evaluated proved to be
discriminatory in relation to the results of univariate ANOVA and factor f1 and f2. It was
possible to establish a level A correlation for pediatric tablets and the LBIII lot of extended
release tablets and the method Il dissolution which better reflect the conditions in vivo. Thus,
the project contributed to the development of a new pharmaceutical form of extended-release,

as well as the establishment of correlation in vitro/in vivo.

Keywords: Chagas disease. Trypanocidal Agents. Tablets. Dissolution studies. In vitro/in vivo

correlation.
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1 INTRODUCAO

A doenga de Chagas é uma doenca negligenciada endémica da América Latina
que atinge em torno de oito milhdes de pessoas. No entanto, paises ndo endémicos
como Estados Unidos, Canada e Japdo também tém registrado casos da doenca devido
ao movimento migratdrio da populacdo infectada, o que constitui um desafio ao sistema
de satide por ndo existir tratamento e diagndstico adequados (COURA; VINAS, 2010;
WHO, 2013).

O benznidazol (BNZ) é o Unico farmaco disponivel para tratamento da doenca
de Chagas em paises como o Brasil, Argentina, Chile e Uruguai (SOARES-
SOBRINHO, 2009). Apesar da toxicidade e da baixa solubilidade, ¢é utilizado na fase
aguda com chances de cura e na fase cronica da doenca prevenindo a progressao da
doenca. Reduz a quantidade de recursos médicos utilizados pelo paciente durante a vida,
economizando recursos do sistema de salde, quando comparado com a ndo utilizacao
do BNZ (CASTRO, MECCA, BARTEL, 2006; SAGGIA, SANTOS, DIETZE, 2007).

Farmacos como o BNZ possuem classificacdo biofarmacéutica Il (baixa
solubilidade e alta permeabilidade) e tendem a ter baixa absorcdo oral devido a
limitacdo da taxa de dissolugdo (LEHTO et al., 2011). Desta forma, o uso de estratégias
que promovam o aumento da solubilidade, como a vetorizagdo em ciclodextrinas e a
incorporacdo de polimeros, é indicado, sendo necessaria também a realizacdo de estudos
pré-clinicos para as novas formula¢bes com o intuito de constatar a melhoria da
biodisponibilidade.

Neste sentido, tém sido realizadas pesquisas para oferecer novas alternativas
terapéuticas para o tratamento da doenca de Chagas. Ja foram desenvolvidos sistemas
de vetorizacdo, como dispers@es sélidas, comprimido de liberacdo prolongada, além de
formas pediatricas do comprimido e da suspensdo de BNZ (SOARES-SOBRINHO,
2009; LYRA, 2010; MEDEIROS, 2010; SANTOS, 2011). Apesar de todo o acervo de
informagdes encontrado na literatura, apenas os comprimidos pediatricos prosseguiram
nos estagios de desenvolvimento de medicamentos, resultando na disponibilizacéo desta
forma farmacéutica para o mercado em 2012. Foi a primeira mudanca significativa na
forma de apresentagcdo dos comprimidos de BNZ desde a sua introducéo na terapéutica
na década de 70.

Testes de dissolugdo in vitro sdo utilizados na rotina para o controle da

qualidade tanto no setor de producdo industrial quanto no setor de pesquisa e
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desenvolvimento. No entanto, os métodos normalmente utilizados nédo refletem as
condicdes fisiologicas, podendo ndo apresentar correlagdo com os dados observados in
vivo. Como alternativa, o uso de meios biorrelevantes tém sido descrito como capaz de
prever com maior seguranga o comportamento in vivo. Além disso, possui maior carater
discriminativo que pode levar a detec¢do de mudancas na formulacdo e no processo de
fabricacdo, reduzindo custos, 0 nimero e o tamanho de estudos clinicos (MANADAS,
PINA, VEIGA, 2002; MARQUES, LOEBENBERG, ALMUKAINZI, 2011).

Logo, este trabalho aborda o desenvolvimento de novas formulagdes de
comprimidos de liberacdo prolongada, a andlise dos perfis de diferentes métodos de
dissolucéo in vitro e a analise do estabelecimento de uma possivel correlagdo in vitro/in

Vivo.



Objetrvos



20

2 OBJETIVOS

Os objetivos deste trabalho séo apresentados abaixo subdivididos em objetivo
geral e objetivos especificos.

2.1 Objetivo Geral

Desenvolver diferentes comprimidos de liberacdo prolongada contendo

benznidazol para o tratamento da doenca de Chagas e realizar estudos de dissolucdo.

2.2 Objetivos Especificos

o Desenvolver e realizar o controle de qualidade de comprimidos de BNZ de
liberagdo prolongada contendo o polimero hidroximetilcelulose, com diferentes graus de
viscosidade: K100 LV, K100M, K4M, como agente promotor de liberacdo prolongada;
o Estudar a liberacdo in vitro das formas farmacéuticas de liberagdo imediata de
uso adulto e pediatrico e de liberacdo prolongada, utilizando diferentes métodos de
dissolucdo;

o Realizar o estudo da cinética da liberacdo in vitro utilizando os seguintes
modelos cinéticos: zero ordem, primeira ordem, Higuchi, Korsmeyer-Peppas e Peppas-
Sahlin;

o Estabelecer correlacdo in vitro / in vivo para as formas farmacéuticas de BNZ.
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3 REVISAO DA LITERATURA

Para melhor embasamento do trabalho, foi realizada uma revisdo da literatura
sobre a Doenca de Chagas, os tratamentos disponiveis, o farmaco de escolha
(benznidazol) e estudos de dissolucdo utilizados para avaliacdo de formas farmacéuticas

solidas.

3.1 Doenca de Chagas

Em 1909, o médico sanitarista Carlos Chagas, juntamente com o Instituto
Oswaldo Cruz, anunciou trés descobertas: uma nova doenca tropical, que em
homenagem ao descobridor foi denominada doenca de Chagas; o agente etioldgico, o
protozoario Trypanosoma cruzi e o vetor, um inseto hematéfago, o barbeiro (Triatoma
spp.). Por tantas descobertas, este momento foi considerado um momento Unico na
histéria da ciéncia e salde brasileira, destacando o potencial cientifico nacional
(KROPF; SA, 2009).

De modo geral, a doenca de Chagas emerge de um contexto bioecoldgico
intimamente relacionado a forma de viver e a histdria natural do T. cruzi e de seus
reservatorios superiores (mamiferos) e hospedeiros intermediarios (insetos vetores)
(DIAS, 2007). O ciclo da doenga comeca quando inseto hematdfago alimenta-se de
mamiferos contaminados e infecta-se com as formas tripomastigotas. O parasita, entdo
se diferencia em epimastigotas e entram no intestino do inseto onde se reproduzem.
Apos replicagdo, os parasitas se diferenciam na forma tripomastigota metaciclica e sdo
eliminadas nas fezes do inseto no local da picada. Quando as fezes contaminadas do
triatomineo entram em contado com sangue do mamifero transmitem os tripomastigotas
metaciclicos. Estes infectam células hospedeiras, diferenciam-se em amastigotas,
reproduzem-se, diferenciam-se novamente em tripomastigotas e sO, entdo, saem das
celulas contaminadas em busca de outras células sadias (Figura 1).

Na fase aguda da doenca, os parasitas circulam pelo sangue podendo haver os
sintomas especificos, como o sinal de Romafa (edema localizado na péalpebra) e o
chagoma (lesdo ulcerativa no local da picada do inseto), além de outros mais gerais
como fatiga, febre, anorexia, diarreia e vomitos. Na fase indeterminada, os parasitas néo
circulam no sangue, mas vivem como hospedeiros em 6rgdos. Os sintomas ndo sao mais

presentes e ainda ndo ¢ verificada alteragdo morfoldgica dos 6rgéos. Ja na fase cronica,
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ha o aumento do volume de 6rgdos, principalmente do coracdo e 6rgdos do trato
gastrointestinal.

Figura 1 - Ciclo de vida do T. cruzi.

TRENDS P stoogy

Fonte: PEREZ, LYMBERY, THOMPSON, 2014.

A infeccdo humana pode ser muito grave, com mortalidade significativa em
criancas na fase aguda e severo comprometimento cardiaco e/ou digestivo em adultos na
fase cronica da doencga. A doenca em adultos jovens tem sido causa de incapacitacéo
para o trabalho, gerando perdas econémicas significativas (LEE et al., 2013).

Visto que ndo existe vacina para prevenir a infecgdo, 0 modo de diminuir o
aparecimento de novos casos reside, especialmente, no controle dos principais

mecanismos de transmissdo do protozoario T. cruzi. Os mecanismos sdo classificados
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em primarios (transmissdo por vetores, transfusdo de sangue, via oral, vertical e
congénita) e secundarios (acidente de laboratério, manuseamento de animais
contaminados, transplante de 6rgdos e outros meios em que a infeccdo ocorre com
menor frequéncia) (COURA, 2015). Como a imensa maioria dos pacientes chagasicos
existentes é contaminada por meio de vetores infectados, o afastamento destes da
moradia deve ser 0 enfoque preventivo principal (VILLELA et al., 2009).

Ac0es de controle da transmissdo tém sido esbocadas desde a década de 1940 no
Brasil, mas apenas em 2006, o Brasil recebeu a certificacdo internacional de eliminacao
da transmissdo da doenca de Chagas pelo Triatoma infestans, sendo registrada grande
reducdo da prevaléncia da infeccdo (FERREIRA, SILVA, 2006). No entanto, a
transmissao vetorial ainda persiste, principalmente pelo T. brasiliensis, vetor que é
considerado o mais importante em regides semiaridas do Nordeste brasileiro (BATISTA
etal, 2013).

3.2 Tratamento da doenca de Chagas

Infelizmente, os unicos farmacos atualmente disponiveis para o tratamento da
doenca de Chagas sdo 0s mesmos registrados ha décadas: o nifurtimox e o benznidazol
(BNZ), que foram desenvolvidos em 1960 e 1970, respectivamente (CROFT et al.,
2005; COURA, BORGES-PEREIRA, 2012).

O nifurtimox teve seu uso interrompido por apresentar muitos efeitos
secundarios, mas ainda permanece disponivel para uso em alguns paises sob o nome
comercial Lampit®. No Brasil, apenas 0 BNZ esta disponivel, apesar de restricdes
como: baixa eficacia na fase cronica da doenca, significativas variagdes regionais na
eficacia pelo surgimento de resisténcia do T. cruzi e alta taxa de abandono do
tratamento devido aos efeitos colaterais causados (SALOMON, 2012; SANTOS et al.,
2012).

Pesquisas de novos agentes para o tratamento da doenca de Chagas continuam
sendo realizadas. Uma das linhas de pesquisa utiliza substancias inibidoras de enzimas
especificas do parasita T. cruzi, como os inibidores da cruzaina, os bisfosfonatos
(inibidores da farnesil pirofosfato sintase), fosfatases, esterol-14-desmetilase,
diidroorotato desidrogenase, topoisomerases I, tripanotiona redutase e a glicosil-3-
fosfato desidrogenase (GAPDH). Apesar de promissores, muitos estudos pré-clinicos

revelam haver a necessidade de mudancas estruturais dessas substancias, ndo havendo
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ainda nenhuma molécula desse tipo em fase clinica de estudo (GARZONI et al., 2004;
FERREIRA, 2012; RECHER et al., 2013).

Ja o posoconazol, um dos compostos que apresentou a capacidade de induzir a
cura parasitologica nos estagios agudos e cronicos da doenca de Chagas em estudos pré-
clinicos, ndo apresentou a mesma eficacia em estudos clinicos de fase Il. No entanto, da
mesma forma que se podem fazer alteragBes estruturais na molécula, pode haver
também a combinacdo do posoconazol com outras drogas com a finalidade de aumentar
a poténcia (FUGI et al., 2015). Ou seja, o desenvolvimento de medicamentos com novas
moléculas para o tratamento de Chagas é um processo lento. Logo, deve-se investir na
melhoria da veiculagdo do BNZ, molécula padrdo para o tratamento da doenca de
Chagas.

3.3 Benznidazol

O BNZ é um derivado de 2-nitroimidazol (figura 2) com largo espectro de

atividade farmacoldgica, efetivo principalmente na fase aguda da doenca de chagas.

Figura 2 — Estrutura quimica do benznidazol.
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Fonte: Farmacopeia Brasileira 52 edi¢do, 2010.

O

Apesar de ser uma droga conhecida desde a década de 70 ainda ndo possui 0
mecanismo de acdo completamente esclarecido. Na literatura, ha informacdes de que
por ser uma pro-droga depende de ativacao pela nitroredutase tipo I, enzima presente no
T. cruzi, para a formacdo de metabdlitos citotoxicos capazes de destruir o DNA do
parasita (HALL; WILKINSON, 2012). Casos de resisténcia a droga tém sido relatados
por mutacBes genéticas presentes no T. cruzi que evitam a ativacdo do BNZ no
organismo do parasita (CAMPOS et al., 2014).
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Além dos casos de resisténcia do parasita a droga, a toxicidade e a baixa
solubilidade em agua tornam o tratamento do BNZ problematico, contudo ainda assim o
BNZ continua sendo a melhor escolha terapéutica disponivel.

Visando diminuir a incidéncia de efeitos colaterais (muitos deles relacionados a
baixa solubilidade aquosa), pesquisas recentes tém comprovado a eficiéncia do
incremento de solubilidade por meio de técnicas de dispersdes solidas com polimeros
hidrofilicos e complexos de inclusdo com ciclodextrinas (LIMA et al., 2011; LYRA,
2010; SOARES-SOBRINHO et al., 2010; SOARES-SOBRINHO et al., 2012).

Dispersdes solidas de BNZ com PVP foram utilizadas em 2011 por Santos para
desenvolver comprimidos de liberacdo prolongada utilizando o polimero HPMC K4M
na proporcéo de 25 e 35%. A formulagdo proposta conseguiu prolongar a liberagao por
até 12 h.

Mais recentemente, em 2015, Fonseca-Berzal e colaboradores testaram in vivo
capsulas contendo sistemas de dispersdes solidas de BNZ em hidroxiproprilcelulose de
baixa substituicdo e desoxicolato sddico nas propor¢des de 44,44 a 90,90%. As novas
formulacGes apresentaram uma melhor atividade tripanomicida do que as formulacdes
contendo apenas BNZ, sugerindo que o aumento da solubilidade do BNZ melhoraria a
biodisponibilidade do farmaco e a eficécia terapéutica.

Também seguindo essa linha de pesquisa, foi proposto 0 aumento da poténcia e
reducdo da toxicidade do BNZ através da obtencdo do complexo benznidazol-ruténio e
do complexo do BNZ com ruténio e éxido nitrico. A formacdo dos complexos melhora
a hidrossolubilidade, a atividade in vitro e in vivo e diminui a citotoxicidade quando
comparado ao farmaco isolado. Pesquisas ainda devem ser realizadas para a veiculacéo
em uma forma farmacéutica e comparacdo dos resultados com o0s comprimidos
utilizados atualmente (SESTI-COSTA et al., 2014; SILVA et al., 2010).

Em 2006, também foi delineada a forma farmacéutica parenteral de BNZ. Desse
modo, seria possivel aumentar a seletividade e reduzir a toxicidade do farmaco,
entretanto a necessidade da administracdo por via endovenosa representaria um
incbmodo em tratamentos diarios e prolongados. Além disso, ndo teria viabilidade
comercial, uma vez que seu custo é consideravelmente mais elevado. Por se tratar de um
medicamento destinado a uma doenca negligenciada, o custo do produto final € um
importante fator relacionado ao acesso da populacdo a esta alternativa farmacéutica
(LAMAS et al., 2006).
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Abordagens de BNZ veiculados em outras formas farmacéuticas também ja
foram propostas e estdo em desenvolvimento, tendo como exemplo formulagdo de
suspensdo e associagfes de diferentes ativos numa unica preparacdo (DINIZ et al.,
2013; MANARIN et al., 2013; MEDEIROS, 2010).

Outro grande inconveniente do tratamento com 0 BNZ era a inexisténcia de uma
forma farmacéutica pediatrica. As criancas infectadas eram tratadas com fracdes do
comprimido de uso adulto. Com objetivo de tornar essa acdo obsoleta, a organizagéo
Drugs for Neglected Diseases initiative (DNDi), o Laboratorio Farmacéutico do Estado
de Pernambuco (LAFEPE) e o Laboratorio de Tecnologia dos Medicamentos da UFPE
desenvolveram uma formulagdo pediatrica de BNZ, prevenindo possiveis erros no
fracionamento e impactos negativos na eficacia, qualidade e seguranca da medicacao
(MEDEIROS, 2010). O medicamento foi registrado em dezembro de 2011 e hoje, se

encontra disponivel nos postos de salude do pais.

3.4 ESTUDOS DE DISSOLUCAO

Dissolucdo, de forma simplificada, é o processo no qual o farmaco € liberado de
sua forma farmacéutica para poder ser absorvido no organismo. Como ensaio, € um
teste fisico de natureza destrutiva, em que é analisada a liberacdo do farmaco a partir da
forma farmacéutica ou fragmentos destas. Em geral, o conceito é relacionado a
biodisponibilidade, pois para estar biodisponivel o farmaco precisa ser dissolvido
(MARCOLONGO, 2003).

Anteriormente ao desenvolvimento deste conceito, a biodisponibilidade estava
limitada apenas a desintegracdo da forma farmacéutica. A dissolucdo como uma
propriedade intrinseca de substancias comecgou a ser analisada no final do século XIX.
Dois pesquisadores, Noyes e Whitney em 1897 publicaram o primeiro estudo sobre a
dissolucdo de compostos. Como resultados obtiveram que a taxa de dissolucdo seria
proporcional a diferenca entre a solubilidade e a concentragcdo (Cs - C) no tempo t
(equacéo 1).

% =k(Cs—C) (Equacéo 1)
Este estudo influenciou trabalhos posteriores. Em 1900, Brunner e Tolloczko

concluiram que a dissolucdo também dependeria da superficie exposta, velocidade de
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agitacdo, temperatura, estrutura da superficie e do aparato utilizado. Em 1904, Nernst e
Brunner adicionaram o volume do meio como fator, utilizando um modelo de difusao
por camada, onde o processo de dissolugdo seria explicado pela difusdo das moléculas
em um filme liquido.

Apbs anos evoluindo o conceito fisico da dissolucdo, apenas a partir da década
de 50 comecgaram a surgir 0s primeiros estudos praticos relacionando a dissolugéo in
vitro a biodisponibilidade de farmacos. Vérios artigos relacionavam a falta de
eficiéncia farmacoldgica de formas farmacéuticas, muitas vezes devido a baixa taxa de
dissolucdo. De modo que nos anos 70, a Farmacopeia Americana passou a utilizar o
teste em algumas monografias como um requerimento devido ao reconhecimento que
excipientes e processos de obtencdo podem ocasionar diferencas em testes de dissolucéo
e consequentemente na biodisponibilidade de farmacos (DOKOUMETZIDIS;
MACHERAS, 2006).

No Brasil, os primeiros estudos de dissolu¢cdo comecgaram nos anos 80, sendo a
48 edicdo da Farmacopeia Brasileira (1988), a primeira a recomendar este tipo de teste.
Mesmo assim, ainda ndo era obrigatério o uso. Somente, em 1999, com a criacdo da
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (Anvisa), 0 teste se tornou requisito para o
registro de medicamentos (MARCOLONGO, 2003).

3.4.1 Fatores que influenciam a dissolucédo

Como descrito anteriormente, a dissolucdo é uma propriedade diretamente
relacionada a biodisponibilidade. Propriedades intrinsecas da molécula como pKa,
forma cristalina e solubilidade, assim como caracteristicas da propria forma
farmacéutica (excipientes e modo de producdo) e de fatores fisioldgicos como pH, sais
biliares, taxa de esvaziamento gastrico, volume intestinal e motilidade intestinal
influenciam  diretamente na taxa de dissolucdo e, consequentemente na
biodisponibilidade (MUDIE et al., 2012).

Dessa forma, ao realizar melhorias na formulacédo, a forma farmacéutica deve ser
caracterizada para identificacdo de alteracbes de propriedades, sendo o teste de
dissolucdo um dos parametros avaliados por determinar a quantidade de substancia ativa
dissolvida em condicGes especificas (BRASIL, 2010a).

As condicOes ndo necessariamente sdo as mesmas que as encontradas in vivo. O

aparato, a composicdo do meio de dissolugédo, a agitacdo e o tempo de andlise séo
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validados como elementos de método analitico. O método validado é, ent&o, incluso em
monografias especificas da farmacopeia e devem ser seguidos para fins de controle de

qualidade.

3.4.2 Teste de dissolucao farmacopeico

A Farmacopeia Brasileira 5 edicdo (2010) recomenda a utilizacdo de trés
aparatos para o teste de dissolucdo de formas farmacéuticas sélidas.

Os dois primeiros consistem em um sistema de trés componentes: cubas de vidro
de borossilicato; hastes de aco inoxidavel ou de material inerte para promover a
agitacdo do meio de dissolucdo e de motor com ajuste de velocidade de rotacdo. Os
métodos diferenciam no aparato utilizado na extremidade da haste, 0 método 1 se utiliza
de uma cesta, onde a forma farmacéutica é inserida, enquanto que o método 2 utiliza
uma pa. J& o método 3 sdo constituidos de uma série de frascos cilindricos de fundo
plano e uma série de cilindros de vidro com tela acopladas nas partes superior e inferior.
A agitacdo é realizada de forma vertical nos cilindros, com movimentos ascendentes e

descendentes, e também de forma horizontal (Figura 3).

Figura 3 — Aparatos dos métodos 1, 2 e 3, respectivamente, do teste de dissolucao.
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Fonte: Farmacopeia Brasileira 52 edi¢do (2010).
Pelas diferencas dos sistemas de agitacdo, cada método possui uma

hidrodinamica diferente, portanto cada forma farmacéutica deve seguir a monografia

individual indicada ou 0 método de dissolucéao validado.
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Enquanto isso, a Farmacopeia Americana ainda descreve um quarto metodo para
formas farmacéuticas solidas, as células de fluxo continuo. Esse sistema possui um
bombeamento continuo de meio com fluxo de 240 a 960 mL/h, de forma que o meio
que promove a dissolucdo esta sempre limpo, mantendo a condicdo sink (volume
equivalente a trés vezes 0 volume necessario para saturar determinada substancia) em
todo o tempo de teste.

Em geral, os métodos encontrados nas monografias da Farmacopeia Brasileira
apenas descrevem testes de dissolucdo utilizando os aparatos 1 e 2 em diferentes
condic¢des. O meio pode ser composto somente por dgua ou por tampdes com pH acido
ou bésico, incluindo ou ndo tensoativos. Os volumes variam de 500 a 1000 mL,
podendo ser em condicéo sink ou ndo. O tempo total de teste varia na faixa de 20 a 120
minutos e a agitacdo varia de 25 a 150 rpm. A temperatura € o Unico fator comum a
todos os métodos citados cujo valor é de 37 + 0,5°C, em razdo da média da temperatura

corporal.

3.4.3 Métodos de dissolucéo biorrelevantes

O método de dissolucdo é considerado biorrelevante quando as condicGes
utilizadas séo proximas as condic@es fisiologicas. Um dos parametros mimetizados € o
meio de dissolucdo. Na literatura, sdo citados meios biorrelevantes destinados a
diferentes vias: parenteral, oral, bucal, sublingual, pulmonar, vaginal e oftalmica
(MARQUES; LOEBENBERG; ALMUKAINZI, 2011).

Para a via oral, meios biorrelevantes sdo baseados em dados publicados sobre a
composicdo de fluidos gastricos e intestinais aspirados de homens ou mulheres. Os
primeiros meios descritos foram os fluidos intestinais simulados em estado de jejum
(FASSIF) e em estado alimentado (FESSIF) em 1998 (GALIA et al., 1998). Em 2005,
Vertzoni e colaboradores, divulgaram os fluidos gastricos simulados em estado de jejum
(FASSGF). Para o desenvolvimento, os pesquisadores se apoiaram em estudos que
revelavam a quantidade da enzima pepsina e da existéncia do refluxo de uma pequena
concentracdo de sais biliares para o estbmago. Em 2008, Jantratid e colaboradores
atualizaram a composicdo dos meios propostos, devido a publicacdes que indicavam
que o FESSGF representaria mais adequadamente o fluido bioldgico se estivessem
presentes quantidades de alimento liquido, que pela viabilidade dos métodos de

quantificacdo deveria ser representado por fracoes de leite.
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Tabela 1 - Composicdo e propriedades das versbes mais recentes dos meios

biorrelevantes estomacais.

Composigéo FASSGF

Inicial

FESSGF Versao 2

Intermediéario

Final

Taurocolato de
sodio (uM)
Lecitina (uM) 20
Pepsina (mg/mL) 0,1

80

Ac. cloridrico gs. pH 1,6
Cloreto de sddio
(mM)

Acido acético

34,2

Acetato de sodio
Acido ortofosférico
Fosfato
monossodico
Leite/Tampé&o
Acido
cloridrico/Hidroxido

de sodio

1:0

gs pH 6,4

237,02

17,12
29,75

1:1

gspH5

32

1:3

gspH3

Propriedades

pH 1,6
Osmolalidade
(mOsm.kg™)
Capacidade

120,7+2,5

tamponante -
(mmol.L . ApH™)
Tensao superficial

42,6
(mN/m)

6.4

559

21,33

49,7+0,3

400

25

52,3+0,3

300

25

58,1+0,2

Fonte: Jantratid et al., 2009.
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Além disso, a alimentacdo faria com que os fluidos estomacais (Tabela 1) e
intestinais (Tabela 2) possuissem composicGes diferentes ao longo do tempo, sendo

representados por “snapshots” das fases iniciais, intermediarias e finais da digestéo.

Tabela 2- Composicdo e propriedades das versfes mais recentes dos meios
biorrelevantes intestinais.

FESSIF Versao 2

) FASSIF
Composicdo (mMM) }
Versdo 2 Inicial Intermediario Final
Taurocolato de sédio 3 10 75 45
Lecitina 0,2 3 2 0,5
Monooleato de
o - 6,5 5 1
glicerila
Oleato de sodio - 40 30 0,8
Ac. maleico 19,12 28,6 44 58,09
Hidréxido de sodio 34,8 52,5 65,3 72
Cloreto de sédio 68,62 145,2 1228 51
Propriedades
pH 6,5 6,5 5,8 54
Osmolalidade
3 180 + 10 400 + 10 390 + 10 240 + 10
(mOsm.kg™)
Capacidade
tamponante 10 25 25 15
(mmol.L™ . ApH™)
Tensdo superficial
54.3 30,1+0,2 32,7+0,5 46,0+ 0,2

(mN/m)

Fonte: Jantratid et al., 2009

O meio FASSIF também foi alterado resultando em uma segunda versao por
motivos de atualizagdes na literatura sobre a composicdo analisada in vivo. A
concentracéo de lecitina foi de 0,75 para 0,2 mM, havendo a reducdo da osmolalidade,
que antes era de 270 mOsm.kg™. Nas formulagdes FESSIF versdo 2, também foram

incluidos produtos da lipolise, 0 monooleato de glicerila e o oleato de sodio, que sdo
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elementos-chave do aumento da solubilidade de drogas pouco soltveis e s6 ocorrem
como resultado da digestdo de alimentos gordurosos.

Recentemente também sido publicadas alternativas de aparatos de dissolucéo,
com fins de melhor mimetizar as condi¢Ges in vivo. Com finalidade de melhor
representar as condicdes de volume, ja € encontrado o aparato 2 miniatuarizado
(KLEIN, 2006), pois nas condicdes de jejum, o volume do estdmago teoricamente seria
de 300 mL, volume que ndo pode ser utilizado em aparato tradicionais. Sistemas
complexos também foram desenvolvidos tais como o TIM (TNO gastro-Intestinal
Model), um sistema multicompartimental controlado por computador que simula as
condicdes fisioldgicas do estdbmago e intestino tais como: a hidrodinamica, os tempos de
esvaziamento estomacais e intestinais, o pH e os fluidos secretérios em tempo real,
podendo ser ainda acoplado a um sistema de absorcdo que prediz a biodisponibilidade
da forma farmacéutica testada (KOSTEWICZ et al., 2014).
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Material

Algumas matérias-primas foram cedidas pelo Laboratério Farmacéutico do
Estado de Pernambuco (LAFEPE®) para execucdo deste trabalho: BNZ (lote: 15986),
estearato de magnésio (lote: 17285), lactose spray-dried (lote: 17134),
polivinilpirrolidona - PVP K-30 (lote: 17125). O padrdo de trabalho de BNZ, com teor
de 100,8% (Anexo A), (lote: 301026) foi doado pela Nortec Quimica® A
hidroxipropilmetilcelulose (HPMC) K100 LV, K100M e K4M (Colorcon®) foram
doados pelo Lapon®.

Para os meios de dissolucdo foram utilizados: 4cido cloridrico (Vetec®), cloreto
de sédio (Dinamica®), lauril sulfato de sédio — LSS (Dinamica®), hidréxido de sédio
(Dinamica®), fosfato de sédio monobésico anidro (Dindmica®) e SIF® Powder Original
(Lote: 01-1405-04). Todos os outros solventes e substancias utilizadas foram de grau
analitico.

Os comprimidos de liberagcdo imediata de BNZ 100 mg para uso adulto (lote:
13030214) foram doados LAFEPE, enquanto que os comprimidos pediatricos 12,5 mg
(lote: 13030261) foram cedidos pelo Ministério da Saude, por meio da Secretaria

Estadual de Salde de Pernambuco.

4.2  Controle de qualidade fisico-quimico do BNZ

4.2.1 Teor de principio ativo

Para o célculo do teor de BNZ (lote 15986), foi realizado o doseamento segundo
método validado utilizando espectroscopia UV/Vis (espectrofotdmetro UVmini-1240
Shimadzu®) a 324 nm (SOARES-SOBRINHO et al., 2006). O teor foi obtido por meio
da razdo da concentragdo da amostra pela concentracdo do padrdo (15 ug/mL), sendo o

resultado a média de nove amostras.
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4.2.2 Difracao de raios X

A difracéo foi realizada no difratdmetro Shimadzu® (XRD-7000), equipado com
anodo de cobre. As amostras foram analisadas com intervalo de 2 < 26 < 60, tamanho
de fenda 0,02° e tempo de tomada de dois segundos (SOARES-SOBRINHO et al.,
2010).

4.2.3 Calorimetria exploratoria diferencial

Amostras com peso aproximado de 4 mg foram colocadas no porta-amostra de
aluminio e aquecidas entre 20 a 300°C na razdo de 2°C.min™, utilizando o médulo de
temperatura DSC-60 Shimadzu®. O gas de purga foi o nitrogénio com fluxo de 50
mL.min™. A pureza do farmaco foi calculada com o auxilio do software TA60 da

Shimadzu®.

4.2 .4 Estudo de solubilidade

Os estudos foram conduzidos em triplicata utilizando 200 mg de BNZ em 250
mL de diferentes meios utilizados nos testes de dissolugdo (BRASIL, 2013). As
amostras pulverizadas de BNZ foram colocadas sob agitacdo a 37 + 0,5°C no banho
Dubnoff (Nova ética®, modelo 304-TPA) durante 24 h. Em seguida, as amostras foram
filtradas (0,45 pum) e doseadas por metodologia espectrofotométrica previamente
validada a 324 nm (SOARES-SOBRINHO et al., 2006) em sala com temperatura

ambiente.

4.3  Obtencéo dos comprimidos de liberacéo prolongada de BNZ

Foram obtidos trés tipos diferentes de comprimidos por dois métodos de
granulacdo por via imida, os lotes de bancada (LB) I de 250 g e os lotes LB Il e LBIII

de 300 g, contendo a composi¢do descrita na tabela 3.
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Tabela 3 - Lotes de comprimidos de liberacdo prolongada de BNZ.

Composicao LB I LB Il LB 111
(%) (%) (%)
BNZ 40,00 40,00 40,00
PVP K-30 10,00 1,00 1,00
HPMC K100 LV 25,00 - -
HPMC K100M - 25,00 -
HPMC K4M - - 25,00
Lactose spray-dried 24,00 33,00 33,00
Estearato de magnésio 1,00 1,00 1,00

Legenda: LB= Lote de Bancada; BNZ= Benznidazol; PVP= Polivinilpirrolidona; HPMC=
Hidroxipropilmetilcelulose. Fonte: Autoria propria.

O primeiro método de obtencdo dos comprimidos de liberacdo prolongada de

BNZ foi desenvolvido por Santos e colaboradores (2011) e estd esquematizado na

figura 4.

Figura 4 — Esquema do processo de obtencdo dos comprimidos de BNZ lote LB 1.

mistura
malaxagem —> granulacao
(BNZ+PVP)
|
\4
mistura
secagem —> calibragio — (granulos+HPMC+
lactose+estearato
de magnésio)
I
A\
compressao

Legenda: BNZ= Benznidazol; LB= Liberacdo prolongada; PVP= Polivinilpirrolidona; HPMC=

Hidroxipropilmetilcelulose. Fonte: Autoria Propria.
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O processo foi iniciado com a mistura de BNZ e PVP K-30 (4:1) em um gral
com o auxilio do pistilo, posteriormente foi realizada a malaxagem com solucéo
hidroetandlica 1:1 (v/v). A massa Umida obtida foi passada por uma malha de 2,5 mm
para obtencdo dos granulos. Em seguida, estes foram secos em estufa com circulacdo de
ar com temperatura em torno de 60°C por 12 h, sendo posteriormente calibrados em
malha 2 mm. Apds a obtenc¢do do granulado, este foi misturado ao HPMC K100 LV, em
seguida a lactose e, por ultimo, ao estearato de magnésio. A mistura obtida foi
comprimida em compressora rotativa Neuberger, modelo MN2 utilizando puncdo n° 10
(SANTOS, 2011).

O segundo método consistiu no processo esquematizado na figura 5.

Figura 5 - Esquema do processo de obtengdo dos comprimidos de BNZ dos lotes LB 11
e lll.

mistura
malaxagem i
(BNZ+HPMC+ —=> .. > granulagdo
lactose) (PVP em solugio)
I
\4
mistura
secagem —> calibragao —> (granulos+
estearato de
magnésio)
I
\4
compressao

Legenda: BNZ= Benznidazol; LB= Liberacéo prolongada; PVP= Polivinilpirrolidona; HPMC=

Hidroxipropilmetilcelulose. Fonte: Autoria Propria.

No segundo método, o processo foi iniciado com a mistura do BNZ com HPMC
e lactose, sendo, em seguida, realizada a malaxagem utilizando solugédo hidroetandlica
1:1 (v/v) contendo PVP dissolvido. Posteriormente, a mistura umedecida foi passada
através da malha de 3 mm e os granulos obtidos foram secos em estufa estabilizada a
60°C por aproximadamente 19h. Apds secagem, os granulos foram calibrados em malha
de 1,5 mm, sendo depois misturados ao estearato de magnesio. Por fim, o material foi

comprimido utilizando puncéo n° 10 em compressora rotativa Neuberger, modelo MN2.
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4.4  Controle de qualidade fisico-quimico das formas farmacéuticas obtidas

Os procedimentos metodoldgicos empregados para a realizacdo do controle de
qualidade das formas farmacéuticas obtidas seguiram os critérios estabelecidos na
Farmacopeia Brasileira 52 Edic&o.

O peso médio dos comprimidos foi determinado com o auxilio de balanca
analitica Bioprecisa® FA2104N. Para o teste de dureza foi utilizado o durémetro
Varian® VK 200 e para a realizacéo do teste de friabilidade dos comprimidos de BNZ
foi empregado um friabilometro PressTest®.

Para a quantificacdo do farmaco nos comprimidos foi utilizado o método
desenvolvido e validado por Soares-Sobrinho e colaboradores (2006). A andlise foi
realizada em espectrofotdmetro UV-Vis Shimadzu® 1240, comprimento de onda de 324

nm.
4.5 Estudo dos perfis de dissolugéo in vitro

O aparato Il (Varian VK 7010), a 75 rpm e 37 = 0,5°C foi utilizado nos estudos
de dissolucdo. Os experimentos foram realizados com 6 a 8 comprimidos, utilizando

quatro métodos diferentes (Tabela 4).

Tabela 4 — Métodos utilizados para o estudo de dissolu¢do dos comprimidos de BNZ.

_ Volume
Métodos Meio pH
(mL)
I Tampdo HCI / NaCl 1,2 900
I Tampédo HCI / NaCl, 1% de LSS 1,3 1000
i FASSGF 1,6 500
v FASSGF / FASSIF 1,6/6,5 500

Fonte: Autoria propria.

Os tempos de coleta para as formas de liberagdo imediata seguiram a literatura,
possuindo tempo de duracéo total de 2 h (LIMA et al., 2009; MEDEIROS, 2010). Em
relacdo as formas de liberacdo prolongada, as coletas ocorreram, nos tempos 1, 2, 3, 4,
8, 12, 24, 28, 30, 32, 36, 48, 52, 56, 60 e 72 h, até que houvesse uma liberacdo de

farmaco superior a 85%. As aliquotas retiradas (7 mL) foram filtradas em filtro de
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membrana 0,45 um e, posteriormente diluidas para a determinacdo do teor de BNZ em
espectrofotémetro UV/Vis (UVmini -1240 Shimadzu®) pelo método de Soares-
sobrinho e colaboradores (2006).

Os meios contendo FASSGF (Fasted State Simulated Gastric Fluid) e FASSIF
(Fasted State Simulated Intestinal Fluid), considerados biorrelevantes, foram obtidos a
partir da diluicdo do pd SIF (Simulated Intestinal Fluid), um complexo composto por
dois tensoativos enddgenos taurocolato de sodio e lecitina de soja, em uma solucéo
tamponada (Anexo A). O FASSGF é utilizado em tampéao acido (HCI/NaCl) e o
FASSIF em tampéo basico (NaCl/NaOH/Fosfato monossodico anidro) (JANTRATID et
al., 2009). Nos comprimidos de liberacdo imediata, foi testado apenas o FASSGF por 2
h (método IIl), como modo de comparacdo aos métodos considerados néo
biorrelevantes (métodos | e I1). Nos comprimidos de liberacdo prolongada, foi utilizada
0 método IV que consiste no uso do FASSGF nas primeiras 4 h e do FASSIF nas horas
seguintes, com o intuito de simular a transicdo do meio gastrico para 0 meio intestinal
(FERRERO, JIMENEZ-CASTELLANOS, 2014).

4.5.1 Tratamento de dados
Os dados de dissolucdo foram corrigidos quanto a perda de volume e farmaco
durante as coletas, de acordo com calculo similar ao encontrado na literatura

(ARONSON, 1993; SINGH, KAUR, SINGH, 1997). A equacdo 2 representa a correcao

da concentragdo (Ccorr) em teste de dissolucdo em que ha reposicdo, métodos I, 1l e IV.
Ceorr = Cp + %2111_1 C; (Equa(;éo 2)

A equacdo 3 representa a Corr em teste de dissolucdo sem reposicao, calculo que

foi utilizado apenas no metodo 11 de dissolucéo (Singh, 1997).
Ceorr = G + % [( Z? Ci) — (n. Gyl (Equagao 3)

Nas equacOes, C, é a concentracdo no ponto de coleta n, V; é o volume total
inicial, Vs € o volume das coletas e C; € a concentragdo das amostras nos pontos

anteriores a n.
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Foram calculados os desvios padréo relativos a porcentagem de BNZ dissolvido
ao longo do tempo, sendo os valores plotados nos perfis de dissolugdo com os valores
da média * desvio padrdo. A eficiéncia da dissolucdo (ED%) foi calculada nos tempos
correspondentes a 30 e 60 min para formas de liberacdo imediata e para 12 e 24 h em
formas de liberacdo prolongada. A ED% € a area sobre a curva no tempo t da curva de
dissolucéo expressa como porcentagem da area do retangulo em y'%°%
t (KHAN, RHODES, 1972; KHAN, 1975). O calculo foi realizado com auxilio do

software Origin® 8 da Origin Lab Solutions.

Nno mesmo tempo

Foi realizado o teste ANOVA univariada comparando-se os perfis de dissolugédo
obtidos nos métodos I, 1l e 11l para os comprimidos adulto e pediatrico a cada ponto de
coleta, considerando estatisticamente significantes as amostras com um valor de P<0,05.
Outros parametros utilizados para a comparacdo dos perfis de dissolucdo foram os
fatores de diferenca (f1) e de semelhanca (f2) (MOORE, FLANNER, 1996),
representados pelas equagdes 4 e 5, respectivamente. Os célculos foram realizados
utilizando o software Microsoft Excel® 2007 e o add-in DDSolver® (ZHANG et al.,
2010).

fi= {M] x 100 (Equacéo 4)

?=1Rt
f» =50 x log {[1 + (%) X Y1(Rr — T5)?]7%° x 100 (Equacéo 5)

Onde, n € o nimero de intervalos de coleta, R é a quantidade de farmaco
liberado do medicamento referéncia no tempo t, T; é a quantidade de farmaco liberado

do medicamento teste no tempo t.
4.5.2 Modelos cinéticos

Os resultados do perfil de dissolucdo também foram analisados quanto ao ajuste
a modelos cinéticos. A equacdo de regressdo da reta foi determinada para linhas de
tendéncia dos graficos correspondentes, seguindo as formulas gerais (Tabela 5).

A escolha do modelo matematico foi realizada a partir do coeficiente de

determinacgéo (RZ) e do coeficiente de determinacdo ajustado (Rzajustado), o ultimo é
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calculado pela equacdo 6, quanto mais proximo de 1 o valor numérico de Rzajustado,

melhor a amostra se ajusta ao modelo (ZHANG et al., 2010).
Réjustado =1- Z_:; X (1—R?%) (Equagdo 6)

Onde n é o nimero de pontos da amostra, p € o numero de parametros do
modelo e R? é o coeficiente de determinacéo.

Os célculos foram realizados utilizando o software Microsoft Excel® 2007 e o
add-in DDSolver® (ZHANG et al., 2010).

Tabela 5 - Modelos matematicos de cinética de dissolucdo usados na avaliacdo do perfil
de dissolucao de comprimidos de BNZ

Modelo Equacio* Gréficos plotados
Ordem zero Qo= Qi+ Kot Qo Vversus t
Primeira ordem In Q¢= In Qo+ Kyt log Q: versus't

Higuchi Qi Ky t? Q versus t*2
Peppas-Sahlin Mi/M,, = Kp.t™ + Ko t2" M; /M., versus t"
Korsmeyer-Peppas M;/M,, = K.t" M /M versus t

*Q; - quantidade de farmaco liberado no tempo t; Q, — quantidade inicial de farmaco em solucéo; Q.. -
quantidade de farmaco dissolvida no tempo total; M, - quantidade de farmaco dissolvido no tempo t; M, -
quantidade total de farmaco dissolvido quando a forma farmacéutica se desintegra por completo; Ko, K4,
Ky, Ky, constantes caracteristicas de cada modelo; t — tempo. Fonte: Adaptado de SANTOS, 2011.

4.6 Estudos de biodisponibilidade

Os estudos de biodisponibilidade foram realizados em parceria com o grupo de
pesquisa do Laboratorio de Toxicologia do Departamento de Principios Ativos Naturais
e Toxicologia - FCF-UNESP/Araraquara sob coordenacdo da Prof. Dr2 Roséangela G.
Peccini, como dissertacdo de mestrado da FCF/UNESP/Araraquara. O grupo foi
responsavel pela realizagdo dos estudos farmacocinéticos in vivo desde a administragdo
no modelo animal, quantificacdo do BNZ no plasma até o tratamento e discussdo dos
dados. Enquanto que a correlagdo foi trabalhada em conjunto com o Laboratério de

Tecnologia dos Medicamentos da UFPE, como parte dos objetivos do presente trabalho.
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Para os estudos foram utilizados, como modelo animal, coelhos albinos em
jejum, experimento que foi realizado apo6s aprovacdo pelo comité de ética no uso de
animais da FCF/UNESP sob n° 01/2014. Os animais foram separados em grupos de sete
para administracdo das formas farmacéuticas, sendo as coletas realizadas nos tempos de:
- Comprimidos de uso adulto: 0,25; 0,50; 0,75; 1; 2; 4; 6; 8; 12; 18 € 24 h;

- Comprimidos de uso pediéatrico: 0,25; 0,50; 0,75; 1; 1,5; 2; 2,5; 3; 3,5; 4; 5e 6 h,
- Comprimido lote 11I: 1, 2, 3, 4, 6, 8, 12, 24, 30, 36 h.

Para a quantificacdo do BNZ foi utilizado método validado por cromatografia
liquida de ultra eficiéncia com detec¢do por UV/Vis a 324 nm (DAVANCO, CAMPOS,
PECCINI, 2014).

4.6.1 Correlacdo in vitro/in vivo (1VIV)

Os valores das concentragdes plasmaticas ao longo do tempo obtidos pelo grupo
da UNESP foram convertidos em porcentagem de quantidade de farmaco absorvido por
meio da equacdo 7 (WAGNER, NELSON, 1963):

[Ce+(kexAUCo—t)]
ke XA UCo—oo

F (%) =

%X 100 (Equacéo 7)

A quantidade absorvida foi plotada em relacdo a quantidade dissolvida na
tentativa de estabelecer uma correlacdo IVIV nivel A (EMAMI, 2006). Os graficos
foram avaliados em relacdo ao coeficiente de determinacdo (R2) obtido a partir da
regressao linear.

Também foram obtidos os gréaficos da porcentagem absorvida e dissolvida em

relacdo ao tempo para verificacdo da correlacéo I1VIV.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Controle fisico-quimico do insumo farmacéutico ativo BNZ

Analises fisico-quimicas foram realizadas para assegurar a qualidade do

principio ativo. Os resultados estdo expressos a seguir.

5.1.1 Teor do insumo farmacéutico ativo BNZ

O BNZ apresentou teor de 101,5237 + 2,79% em relacdo ao padréo de trabalho
utilizado, valor que foi considerado aceitavel por estar aproximadamente dentro do teor
especificado (99-101%) na Farmacopeia Brasileira 5 edi¢do (2010).

5.1.2 Difracéo de raios X

A difracdo de raios X é uma técnica capaz de determinar a pureza fisica ao
revelar sobre a conformacdo cristalina de amostras, podendo identificar a presenca de
polimorfos.

O difratograma do BNZ apresentou um perfil tipicamente policristalino, com

picos principais bem definidos a 26 posicionados em 10,96°, 16,84°, 21,92° (Figura 6).

Figura 6 — Difratograma do BNZ lote 15986.
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Fonte: Autoria prépria.
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Soares-Sobrinho e colaboradores (2010) obtiveram resultados semelhantes, o
que diferiu foi que o pico no angulo 7,5° foi maior do que o pico no angulo 10,96°.
Estas variagcdes na intensidade podem ser justificadas pela orientacdo preferencial dos
cristais e indicam tratar-se da mesma forma cristalina estabelecida na literatura
(MAXIMIANO et al., 2010).

5.1.3 Analise térmica

A curva DSC da amostra de BNZ apresentou trés eventos: dois sdo
endotérmicos e um exotérmico (Figura 7). O primeiro evento que ocorre de 189,87 a
193,09°C e possui pico em 191,38°C € caracteristico do ponto fusdo, cujo referencial
especificado pelo fabricante é de 189-192°C. O alargamento da faixa do ponto de fuséo
detectado na amostra pode representar a presencga de impurezas. Apesar disso, a pureza
do pico foi de 99,51%. Os demais eventos estdo relacionados a processos de degradacéo
do BNZ (MAXIMIANO et al., 2010).

Figura 7 — Curva DSC do BNZ lote 15986.
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5.1.4 Estudos de solubilidade

A solubilidade de farmacos € considerada um fator importante na absorcao, pois
apenas o farmaco dissolvido é capaz de ser absorvido.

Os resultados demonstraram que o BNZ é praticamente insoltvel de acordo com
a Farmacopeia Brasileira 52 edi¢do (Tabela 6). Enquanto na literatura, é encontrado que
o farmaco é pouco soltvel, possuindo valores de solubilidade maiores do que os
encontrados neste trabalho. No entanto, as condicdes utilizadas foram diferentes.
Maximiano e colaboradores (2010) utilizaram um agitador magnético a 25°C e
quantidade de BNZ suficiente para saturar 10 mL de solucdo, a quantificacdo também
foi realizada por espectroscopia de UV. Enquanto Medeiros (2010) utilizou um volume
de 5,5 mL de uma suspensdo de 1 mg/mL de BNZ em sistema de agitacdo a 37°C +
0,5°C por 24 h, a quantificacdo foi realizada por método validado por cromatografia
liquida de alta eficiéncia (SILVA et al., 2007).

Tabela 6 — Teste de solubilidade de BNZ (lote 15986) a 37 £ 0,5 °C em diferentes metodologias
analiticas.

Solubilidade (mg/mL)

Meios de dissolugéo Resultados MAXIMIANO et al., MEDEIROS,
(mg/mL + DP) 2010 2010
Fluido gastrico 0,0630 + 0,0018 0,2360 ~0,3100
Fluido gastrico +
1% LSS 0,1066 + 0,0028 0,4060 ~0,5900
Fluido Intestinal - 0,2440 -
FASSGF 0,0606 + 0,0025 - -
FASSIF 0,0572 £ 0,0023 - -

Legenda: LSS= Lauril Sulfato de Sodio; FASSGF= Fasted State Simulated Gastric Fluid; FASSIF=
Fasted State Simulated Intestinal Fluid; DP= Desvio padrdo. Fonte: Autoria propria.

A diferenca dos valores de solubilidade, principalmente em relacdo aos dados de
Medeiros (2010), pode ter sido causada pela ndo reprodutibilidade da hidrodinamica do
sistema, devendo o teste ser repetido para volumes menores. Ainda assim, pode ser
observado que 0 BNZ possui maior solubilidade no meio contendo LSS a 1%, devido a
presenca do tensoativo que permite a melhor solubilizacdo de moléculas pouco soluveis.

Embora, o FASSGF e FASSIF também contenham tensoativos, estes ndao
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incrementaram a solubilidade em relacdo ao meio de fluido géastrico (meio do método |

da dissolucdo).

5.2 Obtencao e controle de qualidade fisico-quimico dos comprimidos de liberacdo

prolongada de BNZ

Durante a producdo dos comprimidos, a molhagem foi uma etapa critica devido
a formacdo de uma massa rigida apds secagem, de forma a dificultar a formacao dos
granulos. A compressao resultou em comprimidos brancos, brilhantes, sem fissuras ou
capeamento, medindo aproximadamente 10 mm de diametro por 6,4 mm de largura.

Apo6s a obtencdo dos comprimidos foram realizados os controles de qualidade

mostrados na tabela 7, de acordo com especificacdes da Farmacopeia Brasileira (2010).

Tabela 7 - Controle de qualidade fisico-quimico dos comprimidos de BNZ obtidos.

Parimetros Especificactes LB I LB Il LB IlI
o (500 mg 502,18 501,10 490,35
Peso médio
+ 5%) (0,44%) (0,22%) (1,93%)
Friabilidade (<1,5%) 0,34 0,09 0,19
(>3 Kgf.cm™
Dureza 7,86+ 155 9,71+1,63 6,49 + 1,33
+ DP)
Teor (90-110%) 97,45 94.84 96,47
Uniformidade
(VA< 15) 28,54 7,47 9,54

de dose unitéria

Legenda: DP= Desvio Padrdo; VA= Valor de aceitagdo. Fonte: Autoria propria.

No teste do peso médio, a Farmacopeia Brasileira 5% edi¢do regulamenta que
para comprimido ndo revestidos com valor de massa maior que 250 mg devem variar
até 5% em relagéo ao peso (BRASIL, 2010a). As formulacgdes foram desenvolvidas para
produzir comprimidos com 500 mg, sendo assim a faixa de variagdo de peso permitida
foi de 475 a 525 mg. Como pode ser observado na tabela 7, os trés lotes tiveram valores

de peso médio que variaram dentro da faixa permitida.
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A friabilidade, pardmetro que determina a resisténcia ao rolamento, oferece
informagdes Uteis quanto a resisténcia ao desgaste por atrito dos comprimidos em
operacdes de embalagem, transporte e desgaste durante o revestimento. Os valores de
friabilidade dos lotes testados mostraram-se aceitaveis (BRASIL, 2010a) e demonstram
que o uso do polimero HPMC com viscosidades diferentes ndo interferem no
cumprimento dessa especificacao.

A dureza, parametro que relaciona a resisténcia do comprimido ao esmagamento
ou a ruptura sob presséo radial, com a forca medida em Newton (N). A dureza de um
comprimido é proporcional a forca de compresséo e inversamente proporcional a sua
porosidade. De acordo com a edicdo atual da Farmacopeia Brasileira (2010), ndo ha
uma especificacdo da faixa de aceitacdo para esse parametro, sendo apenas de caréater
informativo. A especificacdo anterior presente na farmacopeia brasileira 42 edicdo
(1988) regulamentava que o valor minimo aceitéavel da dureza era de 3 Kgf.cm?, os
valores de dureza apresentados foram superiores a esse valor minimo.

Em relacdo ao ensaio de teor do farmaco, a farmacopeia brasileira ndo possui
monografia sobre comprimidos de benznidazol, de forma que a faixa de 90 a 110% foi
empregada por ser a especificacdo utilizada para os comprimidos de liberacdo imediata
produzidos pelo Lafepe (MEDEIROS, 2010). Os lotes produzidos tiveram teor dentro
da faixa especificada.

A uniformidade de conteudo foi realizada pelo método de variacdo de peso
como prevé a Farmacopeia Brasileira (2010), devido a proporcdo de BNZ ser acima de
25% nos comprimidos analisados. Neste teste, os comprimidos do lote LBI de BNZ
foram reprovados, pois os valores de aceitacdo foram de 35,67 para os 10 primeiros
comprimidos e de 28,54 para 30 comprimidos testados, valores que sdo superiores a 15,
o limite especificado. Provavelmente, a falta de uniformidade observada é devido ao
modo de produc¢do, pois 0s granulos da dispersdo sélida de BNZ e PVP possuiam 1,5
mm e foram misturados aos demais excipientes (HPMC, lactose, estearato de magnésio)
que séo pos finos. Essa diferenca do tamanho das particulas pode resultar na segregacao
do material, gerando comprimidos com propor¢des desiguais de granulos e excipientes
no decorrer da compressao (LAKIO et al., 2012).

Dessa forma, foi idealizado o modo de producéo dos lotes LBII e LBIII, em que
a granulacdo por via umida foi realizada com todos o0s excipientes sem a etapa de
obtencédo da dispersdo do BNZ em PVP. Este ultimo foi utilizado como aglutinante na

formulacéo, tendo sido reduzida a quantidade de 10% para 1%.
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5.3 Estudos de dissolucéo

O teste de dissolucdo é uma andlise imprescindivel no controle de qualidade de
comprimidos, porque traz informacgdes a respeito da liberacdo do farmaco a partir da

forma farmacéutica e pode predizer o comportamento in vivo.

5.3.1 Comprimidos de liberacéo imediata

Os comprimidos de liberacdo imediata de uso adulto e pediatrico foram
analisados quanto aos diferentes métodos existentes na literatura. Os resultados estdo

representados a seguir.
5.3.1.1 Comprimidos de BNZ de uso adulto

Os perfis de dissolugdo obtidos nestes trés métodos sdo apresentados na figura 8.
Os perfis dos métodos | e 11 tiveram maior semelhanca, atingindo valores acima de 90%
no ultimo ponto. Enquanto que o método Ill atingiu apenas 70% da dissolucéo,
possivelmente devido a falta de condicéo sink, o que dificultou a solubilizacdo do BNZ

mesmo em presenca de tensoativos.

Figura 8 - Perfis de liberacdo imediata do comprimido adulto de BNZ utilizando trés
meios de dissolucdo diferentes.
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Legenda: Tridngulo invertido (V) = perfil no método I, ponto (®) = perfil no método 11, tridngulo (A) =
perfil no método Il1. Fonte: Autoria propria.
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Na tabela 8, pode ser observado que os métodos | e Il possuem parametros
semelhantes, sendo a maior eficiéncia de dissolu¢cdo do método I. No entanto, o teste
ANOVA realizado entre os valores obtidos, identificou semelhanga significativa apenas
no ponto de 30 min (p = 0,897) dos métodos | e Il e nenhuma semelhanca foi

encontrada entre estes e 0 método I11.

Tabela 8 — Parametros obtidos a partir do perfil de dissolucdo dos comprimidos adulto
de BNZ.

X Método | (%) Método I (%) Método 111 (%)
Parametros
(xDP) (xDP) (xDP)
Q30 64,37 £ 0,76 64,50 + 1,80 45,27 + 1,93
Qs0 85,78 £ 0,84 78,65 + 1,30 59,82 + 1,64
ED3o 39,48 40,58 26,82
EDso 57,75 56,24 39,90

Legenda: Q30 = Quantidade de BNZ dissolvida em 30 min; Q60 = Quantidade de BNZ dissolvida em 60
min; ED30 = Eficiéncia de dissolu¢do em 30 min; ED60 = Eficiéncia de dissolu¢cdo em 60 min; DP=

Desvio Padrdo. Fonte: Autoria propria.

A escolha do modelo cinético foi realizada considerando o R? com valor mais
préximo a um. Dessa forma, o modelo cinético que mais se ajustou aos perfis dos
métodos | e Il foi o de primeira ordem, seguido pelo de Higuchi e por fim o de ordem
zero, enquanto o perfil do método Ill teve afinidade na seguinte ordem: modelo de
Higuchi > primeira ordem > zero ordem (Tabela 9). Na liberacdo imediata, apenas estes
modelos foram utilizados, pois os demais modelos representam perfis de liberacao

prolongada.

Tabela 9 — Coeficientes de determinagéo (R?) obtidos a partir do ajuste a modelos
cinéticos utilizando comprimidos de BNZ de uso adulto.

Modelos Método | Método II Método 111
Ordem zero 0,9184 0,8214 0,8809
Primeira ordem 0,9934 0,9713 0,9508
Higuchi 0,9902 0,9649 0,9718

Fonte: Autoria propria.
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5.3.1.2 Comprimidos pediatricos de BNZ

Os perfis de liberacdo dos comprimidos pediatricos de BNZ apresentaram-se
visualmente semelhantes (Figura 9). O teste ANOVA univariada constatou que, nos
pontos de 30 e 90 min, os perfis dos métodos | e 11l sdo estatisticamente semelhantes
com um valor de p igual a 0,092 e 0,261, respectivamente. Pode ser também observado
uma propor¢do maior de farmaco dissolvido (Tabela 10) em relacdo ao comprimido
adulto (tabela 8).

Aparentemente, a maior porcentagem de dissolugdo nos perfis dos comprimidos
pediatricos no método Il1, deve-se a menor quantidade de farmaco presente (12,5 mg)
que € oito vezes menor que a dose do comprimido adulto (100 mg). Inclusive o método
Il estd sob condicdo sink para comprimidos pediatricos (concentracdo tedrica maxima
de 0,025 mg/mL) se considerar a solubilidade do BNZ em FASSGF como 0,061 mg/mL
(valor obtido no ensaio de solubilidade). Porém, o teste ndo ocorre em condic¢do sink

para 0s comprimidos de uso adulto (concentracao tedrica maxima de 0,2 mg/mL).

Figura 9 - Perfis de liberagdo imediata do comprimido pediatrico de BNZ utilizando trés
meios de dissolucgéo diferentes.
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Legenda: Triangulo invertido (V) = perfil obtido no método I, ponto (e) = perfil obtido no método II,
tridingulo (A ) = perfil obtido no método II1. Fonte: Autoria propria.



53

A maior eficiéncia de dissolucao obtida foi com o método |1, seguido do método
Il (tabela 10), ou seja, os meios contendo tensoativos tiveram uma eficiéncia de
dissolugéo.

Em relacdo a cinética dos perfis de dissolu¢do dos comprimidos pediatricos, o
modelo que mais se justou aos metodos Il e 111 foi 0 modelo de primeira ordem (Tabela
11). Enquanto, no método I, houve melhor ajuste ao modelo de Higuchi. Sendo assim, o
modelo de primeira ordem estd vinculado a uma eficiéncia de dissolu¢cdo maior e o
modelo de Higuchi a uma liberagdo mais lenta, caracteristica da baixa solubilizacdo da

droga.

Tabela 10 — Parametros obtidos a partir do perfil de dissolu¢do dos comprimidos
pediatricos de BNZ.

R Método | (%) Método Il (%) Método I11 (%)
Parametros
(xDP) (xDP) (xDP)
Q30 76,53 + 3,20 84,07 £ 0,97 78,50 + 1,59
Qs0 87,05+ 2,20 9481 +1,34 89,27 + 1,02
ED3g 48,91 56,35 51,86
EDsgg 65,35 72,90 67,87

Legenda: Q30 = Quantidade de BNZ dissolvida em 30 min; Q60 = Quantidade de BNZ dissolvida em 60
min; ED30 = Eficiéncia de dissolu¢cdo em 30 min; ED60 = Eficiéncia de dissolu¢do em 60 min; DP=

Desvio Padrdo. Fonte: Autoria propria.

Tabela 11 — Coeficientes de determinacéo (R?) obtidos a partir do ajuste a modelos

cinéticos utilizando comprimidos pediatricos de BNZ.

Modelos Método | Meétodo 11 Método Il
Ordem zero 0,7271 0,8406 0,7871
Primeira ordem 0,7424 0,9771 0,9725
Higuchi 0,9081 0,9687 0,9454

Fonte: Autoria prépria.

Ao comparar por ANOVA univariada, os perfis de dissolucdo dos dois tipos de
comprimido para cada método, foram constatados que ha similaridade significativa

apenas nos pontos 60 e 90 min do método I, com p igual a 0,266 e 0,0782,
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respectivamente. Os demais métodos discriminaram o perfil de dissolugdo dos dois
comprimidos com intervalo de confianca de 95%.

Quanto aos fatores de diferenga (f1) e de semelhancga (f2), apenas o método |
possuiu perfis similares, considerando que o critério de similaridade é de valores de 0 a
15 para f1 e de 50 a 100 para f2 (UNITED STATES, 1997).

Tabela 12 — Valores de f1 e f2 aplicados aos métodos de dissolucdo obtidos dos
comprimidos de uso adulto e pediatrico de BNZ.

Método | Método Il Método 11
f1 9,94 23,83 54,92
f2 50,59 37,50 26,03

Legenda: f1= fator de diferenca; f2= fator de semelhanca. Fonte: Autoria propria.

No desenvolvimento do comprimido pediatrico por Medeiros (2010), foi
utilizado o método Il de dissolucdo e inicialmente foram relatados problemas na
obtencdo de lotes similares aos comprimidos adultos em relacdo ao f1 e ao f2. Apds a
transposicao do lote piloto para a escala industrial o problema havia sido resolvido, mas
diante dos resultados obtidos neste trabalho, pode ser visto que este critério continua a
ndo ser atendido.

Para fins regulatérios o f, € importante, pois a sua aceitacdo isenta de estudos de
biodisponibilidade relativa / bioequivaléncia para medicamentos desenvolvidos com
menor dosagem em relacdo a um medicamento de referéncia ja registrado (BRASIL,
2010b; 2011).

5.3.2 Comprimidos de liberacéo prolongada

Nesta secdo, os métodos de dissolucdo duraram o tempo necessario para
alcancar teor dissolvido acima de 80% (UNITED STATES, 1997), com excecdo do
meio biorrelevante por possuir uso limitado até 24 h a 37°C por questdes de estabilidade
conforme informagdes do fabricante (anexo A). Houve tambeém a troca do método Il
pelo método 1V, pois o ultimo simula a dissolu¢cdo da forma farmacéutica de modo
similar ao que ocorre in vivo, com a dissolucdo do comprimido ocorrendo
primeiramente em estagio &cido (estomacal) e, posteriormente, em estagio basico

(intestinal).
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5.3.2.1 Lote LBII

O perfil de dissolucdo do comprimido de BNZ do lote LBII no método | possuiu
0 tempo mais elevado de dissolucdo em 72 h apenas 85% de BNZ foi dissolvido (figura
10).

Figura 10 — Perfil de dissolugdo no método | do comprimido LBII de BNZ.
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Fonte: Autoria prépria.

Provavelmente, o fato é devido a baixa solubilidade do BNZ, pois a liberacdo da
forma farmacéutica matricial de liberacdo pode acontecer por processos de difuséo e a
droga necessita estar dissolvida para ser difundida (MANADAS, PINA, VEIGA, 2002).
Além disso, o0 HPMC utilizado neste lote é o K100M, que possui alta viscosidade
(100000 mPa.s), podendo este ter uma capacidade maior de reter farmacos
(SIEPMANN, PEPPAS, 2001).

O comportamento de intumescimento do comprimido LBII no método | pode ser
observado em imagens no apéndice A. O intumescimento ocorre devido a formacéo de
gel pela entrada de meio de dissolugcdo no comprimido por processo de difusdo. Apds a
formagéo do gel, ocorrem processos de degradagdo/erosdo que irdo reduzir o tamanho
do comprimido até a completa dissolugdo que ira depender da solubilidade dos
componentes da formulagdo (MANADAS, PINA, VEIGA, 2002). Todos esses
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processos podem ser observados no lote LBII no método | de dissolucdo: de 0 a 12 ho
comprimido intumesce, em 24 h j& é possivel observar um pouco de erosdo e em 48 h,
processos de erosao reduzem boa parte do tamanho do comprimido.

Nas imagens da dissolucdo do método Il, pode ser visto que ocorre
intumescimento na primeira hora, mas apos 4 h o comprimido LBII se desprendeu do
fundo da cuba de dissolucdo e comecou a se mover de acordo com o fluxo produzido
pela pd. Sendo assim, no método I, ndo pdde ser observada a erosdo da mesma forma
que o0 método 1.

A falta de fixacdo do comprimido no fundo da cuba pode ter sido um fator de
contribui¢do para o aumento da velocidade de dissolucdo de BNZ no método Il, mas
principalmente este fato ocorreu pela presenga de LSS a 1% no meio que auxiliou na
solubilizacdo do farmaco.

A dissolucdo completa do comprimido ocorreu em 30 h (Figura 11), resultando,

portanto, em maior eficiéncia de dissolucdo entre os métodos analisados (tabela 13).

Figura 11 — Perfil de dissolu¢do no método 11 do comprimido LBII de BNZ.
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Fonte: Autoria propria.

Em relacdo ao meétodo IV (figura 12), a liberagdo de BNZ ocorreu bem

lentamente, alcancando apenas 26% de dissolugdo em 24 h (tabela 13), podendo apenas
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ser observado o intumescimento do comprimido, por isso imagens do processo de

dissolugdo do método IV ndo foram anexadas.

Tabela 13 — Parametros obtidos a partir do perfil de dissolu¢do do comprimido LBII de
BNZ.

Pardmetros Método | (%) Método 11 (%) Método 111 (%)
Q2 39,08 + 3,02 93,63 + 3,8 26,11+ 224
EDy4 18,17 58,9819 13,75

Legenda: Q= Quantidade de BNZ dissolvida em 24 h; ED,,= Eficiéncia de dissolu¢do do comprimido

LBII em 24 h. Fonte: Autoria prépria.

Figura 12 — Perfil de dissolucéo no metodo 1V do comprimido LBII de BNZ.
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Fonte: Autoria prépria.

A mudanca de FASSGF para FASSIF (ponto de 8 h) ndo pareceu alterar o
mecanismo de dissolugdo, possuindo uma boa correlagdo com os modelos de zero e
primeira ordem (tabela 14).

Os modelos cinéticos testados tiveram numeros de parametros diferentes, o que
pode aumentar o valor de R? devido & sobreajustes que podem ocorrer. Enquanto o
Rzajustado tende a diminuir o sobreajuste e, portanto foi o coeficiente utilizado para a

escolha do melhor modelo (ZHANG et al., 2010). Para a dissolugdo do metodo I, os
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melhores modelos foram: Higuchi > Korsmeyer-Peppas > Peppas-Sahlin > Primeira
ordem > Zero ordem. O método Il ajustou-se melhor a0 modelo de Higuchi com R? de
valor 1. E a condigdo IV obedeceu aos modelos cinéticos na seguinte ordem: Peppas-
Sahlin > Primeira ordem > Higuchi > Ordem zero > Korsmeyer-Peppas. O modelo de
Higuchi foi, entdo, o modelo escolhido pelos métodos | e II, segundo o R?
demonstrando que a liberacdo ocorreu sobre forte influéncia de difuséo fickiana, ou

seja, a difusdo ocorre por gradiente de concentragéo.

Tabela 14 — Coeficientes de determinacdo (R?) obtidos a partir do ajuste a modelos
cinéticos utilizando comprimidos LBII de BNZ.

Método | Método 11 Método 1V
Modelos R? R%just. R R%just. R? R%just.
Ordem zero 0,9869 0,9869 0,938 0,938  0,9983  0,9983
Primeira ordem 0,984 0984 09882 09882 0,999 0,999
Higuchi 0,9972  0,9972 1 1 0,9972  0,9972

Korsmeyer-Peppas  0,9959 0,9953 0,9862 0,9816 0,9972 0,9966
Peppas-Sahlin 0,9956 0,9934 09838 09676 0,9996  0,9994

Fonte: Autoria propria.

Os outros modelos, Korsmeyer-Peppas e Peppas-Sahlin, também podem indicar
a relacdo do mecanismo de relaxamento dos polimeros da matriz de intumescimento.
Nas condicGes de dissolucdo estudadas, o n (obtido da equacdo de regresséo linear) esta
entre 0,5 e 1 (tabela 15). Segundo Korsmeyer e colaboradores (1983), valores dentro
desta faixa representariam um caso de difusdo anémala ndo Fickiana, em que a
liberacdo ocorre por mais de um processo, tanto por mecanismos de difusdo quanto por
erosao, devido ao relaxamento polimérico (PANI, NATH, 2014). Isso ocorre também
no método 11 de dissolucdo, apesar de um ajuste considerado ideal (R? = 1) ao modelo
de Higuchi, comportamento observado por ESCUDERO e colaboradores (2008).

Em relagdo ao modelo Peppas-Sahlin, as constantes K; e K; representam,
respectivamente, a influéncia da difusdo e do relaxamento polimeérico. O valor maior de
K, significaria a maior influéncia do relaxamento polimérico na dissolucdo que a
prépria difusdo (PEPPAS, SAHLIN, 1989), isso ocorre nos métodos | e IV, enguanto

que o método Il possui 0 K, maior, reiterando a maior atuacdo do processo de difuséo
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fickiana, isso pode ser explicado pelo papel do tensoativo LSS solubilizar o BNZ e

favorecer a maior atuacdo de mecanismo de difuséo.

Tabela 15 — Constantes obtidas a partir do ajuste a modelos cinéticos utilizando

comprimidos LBII de BNZ.

Método | Metodo 11 Meétodo IV
Modelos K K K
Ordem zero 1,268 2,9356 1,0521
Primeira ordem 0,011 -0,1094 -0,0118
Higuchi 1,826 1 1,9396
Kk n Kk n Kk n
Korsmeyer-Peppas  0,0179  0,9358  0,1196  0,7205 0,0194  0,7966
K1 K, K1 K> K1 Ks
Peppas-Sahlin* -0,0327 0,0304 0,2564  0,0064 -0,0159 0,0198

* As unidades das constantes K1 e K2 sdo min®* e min?®, respectivamente. A unidade da K, é

unidade das demais constantes é h™. Fonte: Autoria propria.

5.3.2.2 Lote LBIII

hl/2 ea

O estudo de dissolucéo no lote LBIII foi analisado apenas pelos métodos I e Il

(figura 13 e 14).

Figura 13 — Perfil do comprimido Lote LBIII de BNZ no método | de dissolucéo.

120

100

80

60

40

% cumulativa de BNZ dissolvido

20 /

§/E

i

Fonte: Autoria propria.

Tempo (h)



60

Figura 14 — Perfil do comprimido de BNZ Lote LBIII no método Il de dissolucao.
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Fonte: Autoria propria.

Comparando-se os resultados dos lotes LBII e LBIII, pode-se observar também
que a troca do polimero promotor da liberacdo prolongada de HPMC K100M por K4M
aumentou a velocidade de liberacdo do BNZ. O HPMC K4M possui viscosidade de
4000 mPa.s, valor que é 25 vezes menor que a viscosidade encontrada para HPMC
K100M. Isso confirma que a viscosidade da malha polimérica influenciou na velocidade
de dissolucdo de BNZ a partir dos comprimidos obtidos, como pode ser encontrado na
literatura ~ (ESCUDERO, FERRERO, JIMENEZ-CASTELLANOS,  2008;
MADERUELO, ZARZUELO, LANAO, 2012). De forma que, enquanto o lote LBII
demorou 72 h para atingir 85% de dissolu¢cdo de BNZ, nas mesmas condic¢des o lote
LBIII demorou em torno de 25 h. O modo de producdo também influenciou na
velocidade de liberacdo do BNZ, pois 100% de dissolucdo foi obtido em 12 h em
comprimido de liberacdo prolongada contendo dispersdo sélida de BNZ em PVP (4:1)
com a mesma propor¢cdo de HPMC K4M que o lote LBIII por Santos (2010). Isso
ocorreu devido ao aumento da solubilidade ocasionado pela introducdo da disperséo
solida na formulacéo.

As fases de intumescimento e erosdo do ensaio de dissolugdo dos métodos I e 1l
para os comprimidos do lote LBIII podem ser observados nos Apéndices C e D,
respectivamente. No método | é observado o intumescimento em 3 e 9 h, apos o inicio

da dissolucdo, enquanto ap6s 25 h, grande parte do comprimido foi reduzido por
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processos de erosdo. No método 11, em 2 h é observado o intumescimento e a erosao é
observada fortemente em 9 h, enquanto em 25h o comprimido ndo pode ser mais
observado, devido a completa dissolucéo.

Na tabela 16, o método com a maior eficiéncia de dissolucdo também foi o
método Il devido a contribui¢do do tensoativo LSS, levando a 100% de dissolucdo em
24 h.

Tabela 16 — Parametros obtidos a partir do perfil de dissolu¢do do comprimido lote
LBIII de BNZ.

X Método | (%) Método I (%)
Parametros
(xDP) (xDP)
Q1 4556 + 3,22 86,74 + 3,34
Q2 82,77 +4,49 100,63 +£1,43
ED1» 22,32 43,61
EDy4 43,24 68,65

Legenda: Q4 = Quantidade de BNZ dissolvida em 24 h; Q;, = Quantidade de BNZ dissolvida em 12 h;
ED,, = Eficiéncia de dissolu¢do em 12 h; ED,, = Eficiéncia de dissolugdo em 24 h; DP= Desvio Padréo.

Fonte: Autoria propria.

O lote LBIII no método | parece ajustar-se aos modelos na seguinte ordem:
Korsmeyer-Peppas > Higuchi > Zero ordem > Peppas-Sahlin. O método Il ajusta-se
melhor novamente ao modelo de Higuchi, seguido de Korsmeyer-Peppas, ordem zero e
Peppas-Sahlin (tabela 17).

Tabela 17 — Coeficientes de determinacdo (R) obtidos a partir do ajuste a modelos
cinéticos utilizando comprimidos LBIII de BNZ.

Método | Meétodo 11
Modelos R R%sjust. R R%just.
Ordem zero 0,9932 0,9932 09977  0,9977
Primeira ordem 0,9337  0,9337  0,9050  0,9050
Higuchi 0,9969  0,9969 0,9991  0,9991

Korsmeyer-Peppas  0,9986  0,9981  0,9985 0,998
Peppas-Sahlin 0,9932 0,9864  0,9992 0,99484

Fonte: Autoria prépria.
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Em geral, o valor de n foi maior para o lote LBIII. No método I, o expoente n de
Korsmeyer possui valor acima de 1 (tabela 18), significando super caso Il de transporte
(KORSMEYER et al.,, 1983). Enquanto no método Il permanece 0 mecanismo de
difusdo andmala. Em relagdo as constantes de Peppas-Sahlin, a constante K, maior do
que a Kj indicou uma maior influéncia do relaxamento polimérico em ambos 0s
métodos de dissolucao.

Sendo assim, o mecanismo de liberacdo do farmaco sofreu influéncias do grau
de viscosidade do HPMC utilizado, assim como do método de dissolucdo utilizado. O
fendmeno da erosdo polimérica aparece nos dois lotes, sendo mais importante no lote
LBIIIl. Enquanto o mecanismo de difusdo polimérica foi mais relevante no lote LBII, de
maior grau de viscosidade, no método Il de dissolucdo, que mais favorece a
solubilizacdo do BNZ. Esse comportamento tem sido reportado na literatura para a
dissolucdo de farmacos de baixa solubilidade (MADERUELO, ZARZUELO, LANAO,
2012; MANADAS, PINA, VEIGA, 2002).

Tabela 18 — Constantes obtidas a partir do ajuste a modelos cinéticos utilizando
comprimidos LBIII de BNZ.

Método | Meétodo 11
Modelos K K

Ordem zero 3,2058 7,1836
Primeira ordem -0,0997 -0,1094
Higuchi 3,2112 7,4638

K n K n

Korsmeyer-Peppas  0,0263 1,3661 0,074 0,9939
K1 Ks K1 K>

Peppas-Sahlin -0,0105 0,0526  -0,0095 0,103

Legenda: K= constante cinética; n= expoente de liberacdo difusional. Fonte: Autoria prépria.
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5.4 Correlagao IVIV

Segundo a Food and Drug Administration (FDA), a correlacdo IVIV é um
modelo matematico preditivo que descreve a relacdo entre as propriedades in vitro da
forma farmacéutica e a reposta desta in vivo (UNITED STATES, 1997).

Entre os fatores a serem considerados no estabelecimento da correlagdo VIV
esta o sistema de classificacdo biofarmacéutico (SCB). O Sistema classifica drogas em 4
grupos, em funcéo da solubilidade e permeabilidade:

e Classe I: Alta permeabilidade e solubilidade;

e Classe Il: Alta permeabilidade e baixa solubilidade;
e Classe IlI: Alta solubilidade e baixa permeabilidade;
e Classe IV: Baixa solubilidade e permeabilidade.

O sistema serve como base tedrica para correlacionar a dissolucao dos produtos
in vitro e a performance in vivo (AMIDON et al., 1995).

No SCB, o BNZ ¢ caracterizado como classe 2, de baixa solubilidade aquosa e
alta permeabilidade e, por isso tem a biodisponibilidade limitada pela dissolucdo. De
forma que, se 0 método de dissolucdo in vitro conseguir mimetizar bem as condi¢es
fisiologicas é esperado que ocorra a correlagdo IVIV nas formas de liberagdo
prolongada e em formas de liberacdo imediata. No entanto, € relatado que a correlacéo é
dificil de ser alcancada em formas de liberacdo imediata contendo doses altas (EMAMI,
2006).
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5.4.1 Comprimidos de liberacéo imediata

Ao analisar os perfis de liberacdo in vitro e in vivo obtidos para os métodos I, Il
e Il de dissolucdo dos comprimidos de liberacdo imediata de uso adulto (figura 15),
pode se observar que o perfil de dissolucdo in vitro difere muito da quantidade

absorvida de BNZ, podendo significar uma baixa correlacéo 1VIV.

Figura 15 — Perfis de liberacéo in vitro e in vivo dos comprimidos de BNZ de uso
adulto.
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Legenda: Os simbolos representam: ¥ - % de BNZ absorvido; A - % de BNZ dissolvido no método 11l
de dissolugdo; e - % de BNZ dissolvido no método II de dissolugdo; m - % de BNZ dissolvido no método
I de dissolugdo. Fonte: Autoria propria.

Na figura 16, estdo demonstrados os resultados dos perfis de fracdo absorvida
versus quantidade de dissolvida para a estimativa da correlacdo de nivel A. Os valores
R2 obtidos pela regressao linear variaram de 0,81 a 0,87. Teoricamente, quanto maior
esse valor for de 1, maior sera a correlacdo entre os valores experimentais e os valores
previstos pela regressdo linear (KUMAR et al., 2014). Portanto, os valores de R?

obtidos confirmam que ndo houve uma forte correlacdo IVIV de nivel A.



Figura 16 - Correlagéo entre fragdo absorvida e a quantidade dissolvida de BNZ nos
comprimidos de uso adulto para os métodos I, Il e 111 de dissolucao.

Fonte: Autoria propria.
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Em relagdo aos comprimidos pediatricos, a diferenca foi menor entre os valores
dissolvidos e absorvidos (Figura 17). Inclusive o Ultimo ponto de coleta da dissolucéo
tem valor bem préximo ao encontrado para absorcdo, indicando possivelmente o

estabelecimento de uma correlacéo I1VIV.

Figura 17 — Perfis de liberagdo in vitro e in vivo dos comprimidos de BNZ de uso

pediétrico.
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Legenda: Os simbolos representam: ¥ - % de BNZ absorvido; A - % de BNZ dissolvido no método 11l
de dissolugdo; e - % de BNZ dissolvido no método II de dissolugdo; m - % de BNZ dissolvido no método

I de dissolugdo. Fonte: Autoria propria.

A correlacdo IVIV € confirmada ao analisar os graficos de correlacdo (figura

18). A correlacdo mais forte foi obtida para o método Il (R? = 0,9884), seguida dos

métodos | (R2=0,9878) e Ill (R2=0,9442).
O estabelecimento da correlacdo para o comprimido de liberacdo de menor

dosagem em detrimento do comprimido de maior dosagem, como foi mencionado, é
relatado na literatura (EMAMI, 2006) e os dados aqui presentes seguem esta regra. Com
a menor dosagem a velocidade de dissolucdo é maior e, consequentemente a absorgédo

ocorre de forma mais rapida.
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Figura 18 — Correlagéo entre fracdo absorvida e a quantidade dissolvida de BNZ nos
comprimidos pediatricos, respectivamente, para os métodos I, Il e 111 de dissolucéo.

Fonte: Autoria propria.
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5.4.2 Comprimidos de liberacéo prolongada: Lote LBIII

Em relacdo aos comprimidos de liberacdo prolongada, o lote LBIII apresentou
perfis de liberacdo in vitro semelhante a liberagéo in vivo (figura 19). No entanto, pode
ser observado que o método | de dissolucdo ndo prediz a biodisponibilidade, pois a
quantidade de farmaco absorvido é maior que a quantidade de farmaco dissolvido em

um mesmo periodo de tempo.

Figura 19 — Perfis de liberacéo in vitro e in vivo do comprimido de BNZ de liberagéo
prolongada lote LBIII.
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Legenda: Os simbolos representam: A - % de BNZ dissolvido no método Il de dissolucdo; e - % de BNZ
dissolvido no método I de dissolugéo; m - % de BNZ absorvido. Fonte: Autoria propria.

Na figura 20 estdo representados os graficos de correlagdo para os comprimidos
LBIIl. A correlacdo foi considerada satisfatoria para as condicdes analisadas com
valores de R? acima de 0,9 (KUMAR et al., 2014; SIRISUTH; EDDINGTON, 2002)
tendo sido o método Il o que teve uma correlacdo IVIV mais significativa com a
obtencdo do maior valor de R2? (0,9765) na regresséo linear, enquanto que o método |
obteve um R? de 0,9421.



Figura 20 - Correlagéo entre fragdo absorvida e a quantidade dissolvida de BNZ nos
comprimidos do lote LBIII, respectivamente, para os métodos | e Il de dissolucao.

Fonte: Autoria propria.
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CONSIDERACOES FINAIS

o Foram obtidas novas formulacGes de liberagdo prolongada do tipo matricial
utilizando o HPMC em graus diferentes de viscosidade (K4M e K100M), resultando na

liberacdo por tempos de 24 a 72 h a depender do método de dissolucéo utilizado.

o O uso de modelos cinéticos de zero ordem, primeira ordem, Higuchi,
Korsmeyer-Peppas, Peppas-Sahlin demonstrou que os lotes de liberacdo prolongada
possuem mecanismo de liberagdo baseado principalmente no relaxamento polimérico e

erosao, havendo também relativa influencia da difusao fickiana.

o Os métodos de dissolucdo analisados demonstraram ser discriminativos para as

formas farmacéuticas comerciais e novas formulac@es contendo BNZ.

o Foi possivel estabelecer correlacdo IVIV de nivel A para os comprimidos de
BNZ de uso adulto e pediatrico para os métodos I, Il e I11, sendo a correlacdo mais forte

no método Il para os comprimidos pediatricos.

o Para os comprimidos de BNZ lote LBIII, 0 método | ndo resultou em correlagéo
IVIV, enquanto foi possivel obter correlagdo IVIV nivel A para o método Il de
dissolucdo. Em relacdo ao método 111, ainda seré realizado o ensaio.

o O teste In vivo ainda sera realizado para os comprimidos de BNZ do lote LBIl,
pelo grupo de pesquisa da prof. Dr* Rosangela Peccini da UNESP/Araraquara, sendo
possivel avaliar se 0 método Il é, de fato, o método de dissolu¢do que mais representa as

condigdes fisiologicas.

o Apbs a escolha do método de dissolucdo que mais representa as condi¢bes
fisioldgicas, sera possivel estabelecer com maior seguranga a formulacdo que possui a

liberacgdo ideal.

o Serdo realizados outros ensaios para caracterizar 0 intumescimento e a

porosidade dos comprimidos de liberagéo prolongada desenvolvidos.
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o Serd realizada a caracterizacdo da uniformidade dos lotes de comprimido de
liberacdo prolongada pela técnica de espectroscopia por imagem na regido proxima do
infravermelho (analise que estd em andamento, sendo realizada em parceria com o

laboratério de combustiveis do departamento de Engenharia Quimica da UFPE).

o E previsto que haja a publicagdo de trés artigos cientificos:

-Artigo sobre o0 desenvolvimento e caracterizagdo das novas formas
farmacéuticas de liberacédo prolongada;

- Artigo contendo os estudos farmacocinéticos das formas farmacéuticas de
BNZ pelo grupo da UNESP;

- Publicacdo dos resultados da correlacdo VIV para os niveis A, B e C.
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BENZNIDAZOL

Lote n%: 301026

Referéncia: Hoffmann La Roche

Data de Fabricagao:
JANEIRO/2013

Data de Validade:
JANEIRO/2015

TESTES RESULTADOS ESPECIFICACOES
. Aparéncia . De acordo . P6 fino
. Cor . Levemente amarelado . Branco, amarelo esbranquigado ou
levemente amarelo.
. Identificagao

Infravermelho

. Opalescéncia da solugdo a 1%
(p/v) em acetona.

. Cor da solugéo a 1% (p/v) em
acetona

. pH da solugéo 1% (p/v)
suspensao em agua

. Absorbancia no UV em metanol
A méximo

A (1%, 1 cm)

A minimo

. Ponto de fusédo

. Perda por secagem

. Cinzas sulfatadas

. Metais pesados

. Substancias relacionadas
2-nitroimidazol
N-benzil-2-cloroacetamida
Impureza desconhecida
Total de imp. desconhecida
Soma total de impurezas

. Teor (base seca)

. Granulometria
Através da peneira n?120 USP

Particulas estranhas

. De acordo

. Limpido — 1,0 NTU

.<BY6

8,1

.315 nm
. 286,2

. 265 nm
«192°C
.0,1%
.0,0%

. <20 ppm
.<0,1%
.<0.1°/o
<2
.<0,1°/o
<0,1%
.100,8%

.93%
.Ausente

. De acordo com o padréo.

. Limpida (Maximo 3,0 NTU)

. Maximo (EP): GYs, BY; ou Bg.

.5,0-7,0

.313-317 nm

. 286 -304

. 262 -266 nm

. 189°C — 192°C
. Maximo 0,5%

. Maximo 0,1%

. Maximo 20 ppm
. Maximo 0,1%

. Maximo 0,1%

. Maximo 2 impurezas
. Maximo 0,1%

. Maximo 0,3%

.98,5-101,5%

. Minimo 85%

. Ausente

Embalagem: Manter o recipiente hermeticamente fechado e evitar temperatura superior a 30°C.

Aprovado pelo Gerente do Controle de Qualidade conforme especificagao acima e reconciliagao

de todos os documentos do lote na data 18/01/2013 sob n? de analise 01/13-0125
Rua Dezessete, n? 200 - Distrito Industrial de Duque de Caxias — Xerém — D. Caxias-RJ

Cep: 25250-612 Tel.: + 55 21 3651-7300
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ANEXO A - Certificado de analises do padréo de trabalho do BNZ (lote 301026).



ANEXO B — Modo de preparo dos meios biorrelevantes.

SIF Powder Original How To Use

Document Name:

SIF Powder QOriginal How To Use

Document Version: 1.4

This User Guide explains how to make 1 Litre of FaSSIF, FeSSIF or FaSSGF. For any other volume use
the Calculator on our website http://biorelevant.com/fassif-fessif-fassgf/how-to-make.

How to make 1 litre of FaSSIF

Step 1

Preparation of phosphate

buffer for FaSSIF (1 Litre):

Dissolve:

0.42 g NaOH (pellets)

3.95 g of NaH2PO4*H20 (monohydrate)
6.19 g of NaCl

in 0.9 L of purified water

Adjust the pH to 6.5 with either 1 N NaOH or
1 N HCl and make up to volume (1 L) with purified
water

Step 2

To make 1 litre of FaSSIF:

* Add 2.24 g of SIF Powder to about 500 mL of buffer
at room temperature

* Stir until SIF Powder has dissolved

* Make up to volume (1 L) with the buffer

Let FaSSIF stand for 2 hours. FaSSIF will become
slightly opalescent and is ready to use.

How to make 1 litre of FaSSGF

Step 1

Preparation of NaCl/HCl solution for FaSSGF

(1 Litre):

Dissolve:

2.00 g of NaCl

in 0.9 L of purified water

Adjust the pH to 1.6 with HCl and make up to volume
(1 L) with purified water.

Step 2

Add 0.06 g of SIF Powder to approximately 500 mL of
the NaCl/HCl solution at room temperature

Make up to volume (1 L) with the NaCl/HCl solution

FaSSGF will have a clear appearance and is ready to
use.

How to make 1 litre of FeSSIF

Step 1

Preparation of acetate buffer

for FeSSIF (1 Litre):

Dissolve:

4.04 g of NaOH (pellets)

8.65 g of Glacial Acetic Acid

11.87 g of NaCl

in 0.9 L of purified water

Adjust the pH to 5.0 with either 1 N NaOH or
1 N HCl and make up to volume (1 L) with purified
water

Step 2

To make 1 litre of FeSSIF:

» Add 11.2 g of SIF Powder to about 500 mL of buffer
at room temperature

e Stir until SIF Powder has dissolved

* Make up to volume (1 L) with the buffer

FeSSIF will have a clear appearance and is ready to use.

Storage and Handling

+ Refrigerate SIF Powder Original bottle at 2-8°C

» Before opening, equilibrate SIF Powder Original
bottle to room temperature

* Use the FaSSIF, FeSSIF or FaSSGF you have made
within 48 hours at room temperature and 24 hours at
37°C

Drug Analysis
*Use HPLC to measure drug content*

Any questions? Contact us: info@biorelevant.com
Instant Powders for the preparation of biorelevant media are covered by PCT/EP2006/010809.

biorelevant.com, Unit 20, Capital Business Centre, 22 Carlton Rd., CR2 0BS, United Kingdom
Tel: +44 (0)20 7609 3499 E-Mail: info@biorelevant.com Webpage: http://www.biorelevant.com

@ 2013 biorelevant.com
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APENDICE A — Imagens do teste de dissolucdo utilizando o método | para
comprimidos de BNZ do lote LBII.

Legenda: Comprimido LBII no primeiro minuto do teste de dissolugdo; 2 — Comprimido LBII ap6s 12 h

do teste de dissolucdo; 3 - Comprimido LBII apds 24 h do teste de dissolucéo; 4 - Comprimido LBII ap6s

48 h do teste de dissolucao.
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APENDICE B — Imagens do teste de dissolucdo utilizando o método Il para
comprimidos de BNZ do lote LBII.

Legenda: 1 - Comprimido no primeiro minuto do teste de dissolucéo; 2 — Comprimido LBII ap6s 1h do
teste de dissolucédo; 3 - Comprimido LBII ap6s 4h do teste de dissolucéo; 4 - Comprimido LBII ap6s 27h
do teste de dissolucéo.
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APENDICE C - Imagens do teste de dissolucdo utilizando o método | para
comprimidos de BNZ do lote LBIII.

Legenda: 1 - Comprimido no primeiro minuto do teste de dissolucdo; 2 — Comprimido LBIII apds 3h do
teste de dissolucéo; 3 - Comprimido LBIII apds 9h do teste de dissolucdo; 4 - Comprimido LBIII ap6s
25h do teste de dissolucéo.
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APENDICE D - Imagens do teste de dissolucdo utilizando o método Il para
comprimidos de BNZ do lote LBIII.

Legenda: 1 - Comprimido no primeiro minuto do teste de dissolucédo; 2 — Comprimido LBIII apds 2h do
teste de dissolucéo; 3 - Comprimido LBIII apds 9h do teste de dissolucdo; 4 - Comprimido LBIII ap6s
25h do teste de dissolucéo.



