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RESUMO

O estudo de dissolugdo aplicado a suspensdes merece atencdo, devido a
necessidade de se averiguar a velocidade de dissolugcido de farmacos, a partir desta forma
farmacéutica. Para farmacos de classe Il, ou seja, de baixa solubilidade e alta
permeabilidade, como a nimesulida (NMS), esse estudo se torna indispensavel, pois
problemas tecnolégicos e formulativos podem resultar num comprometimento da
biodisponibilidade. Até o momento, para suspensoes, este ensaio somente se encontra
presente em menos de 6 monografias nas principais farmacopéias internacionais,
mostrando uma caréncia do estudo para esta forma farmacéutica. O teste de dissolugao é
um ensaio relativamente simples de ser realizado em laboratério, entretanto é importante
que as condigdes empregadas sejam adequadas as formulagdes, de modo a apresentar
relevancia para o controle de qualidade dos produtos e, quica, predizer o desempenho in
vivo destes. No presente trabalho, foram testadas diferentes condicbes para estudar a
dissolugao de quatro suspensodes distintas de nimesulida (RA, TS, TB e TC) existentes no
mercado nacional. Esse medicamento n&do possui monografia constante em nenhum
codigo oficial até o momento. As suspensdes foram caracterizadas quanto a viscosidade,
ao tamanho de particula, ao potencial zeta, pH e a densidade, além da determinagao do
teor total de nimesulida e teor do farmaco dissolvido nas formulacdes. Na selegdo dos
meios de dissolugdo a serem empregados no estudo, foram escolhidos suco entérico
simulado (SES) pH 6,8 contendo polissorbato 80 ou laurilsulfato de sodio, tampao fosfato
pH 7,4 com polissorbato 80 e solugdo aquosa de laurilsulfato de sddio. A concentragao de
tensoativo empregada variou na faixa de 0,5 a 1,5% (p/V). Para os perfis de dissolugdo,
foi empregado aparelho de dissolu¢cdo de cubas com pas rotatorias, onde foram testadas
as velocidades de 25 e 50 rpm. A adicdo das amostras as cubas foi feita com auxilio de
seringa, por diferenga de peso, sendo a dose adicionada calculada frente a densidade de
cada produto. A espectrofotometria UV-Vis p6de ser empregada na analise quantitativa na
dissolugdo, em substituicio a CLAE, uma vez que a metodologia foi prévia e
adequadamente validada, pois a grande quantidade de excipientes constituia uma
barreira a ser superada. As formulagcdes RA e TS apresentaram distribuicdo
granulométrica semelhante (diametro médio, d,, de 3,4 [Im), enquanto TC foi a que
apresentou maior tamanho de particula (d,, = 27,6 [Im) e TB um tamanho intermediario
(dm=7,2 [Um). TB e TC apresentaram-se como suspensdes de menor viscosidade, sendo

também as de menor densidade. A quantidade de NMS efetivamente dissolvida presente



em todas as suspensdes foi infima (< 5 [1g/mL ou seja inferior a 0,05% do declarado). Foi
observada uma forte correlagao entre o tamanho de particula e o perfil de dissolugao dos
produtos em algumas condi¢des de ensaio. A velocidade de agitacdo de 50 rpm indica ser
mais adequada, pois ndo proporcionou estagnagao do processo como ocorreu com 25
rpm. O meio mais promissor para avaliar a dissolu¢ao de suspensdes de NMS foi SES pH
6,8 com 1,0% (p/V) de polissorbato 80, uma vez que se mostrou discriminativo para os
diferentes produtos estudados, apresentou valor de pH na faixa recomendada e baixa

concentragao de tensoativo ndo-idnico.



ABSTRACT

The study of dissolution suspensions dissolution deserves attention due of the need to
estimate drug dissolution rate, in pharmaceuticals used in this dosage form. The drugs
Class Il, such as nimesulide (NMS), which presents low solubility and high permeability,
this study is very important because technological and formulation problems may cause a
compromise on their bioavailability. Up to this moment, very few works on suspension
dissolution test were reported, evidencing a lack of information on that pharmaceutical
dosage form. The dissolution tests are simple and can be performed in a laboratory, since
the conditions used are adequate for the formulations, in a way that the quality of the
products can be controlled and in vivo performance could be probably predicted. In the
present work, tests with four types of nimesulide commercially available (RA, TS, TB and
TC) were performed in order to study their dissolution at different conditions. Until now,
that drug has not been given a official monograph in any official code. So, the suspensions
were characterized relatively to viscosity, particle size, zeta potential, pH and specific
gravity, besides NMS assay and total amount of nimesulide present in the suspensions.
The dissolution test studies were performed using the following media: simulated intestinal
fluid (pH=6.8), containing polysorbate 80 or sodium lauryl sulfate, buffer phosphate
(pH=7.4) with polysorbate 80 and aqueous solution of sodium lauryl sulfate. The
surfactants concentration ranged between 0.5 and 1.5% (w/V). For the dissolution profile,
the rotating paddle method used, in which the agitation rate tested was either 25 or 50
rom. The samples were added to the dissolution vessel using a syringe and the amount
introduced was calculated by weight difference and to ensure accuracy of the experiment,
the added dose was also compared to the density value of each product. The UV-Vis
spectrophotometer could be used in the quantitative analysis, in substitution to HPLC for
the methodology had been previously and adequately validated, because the amount of
excipients had been the greatest challenge to be overcome. The products RA and TS
have presented similar size distribution (average diameter dm=3.4um), while TC had
shown the greatest particle size (average diameter dm= 27.6um) and TB had an
intermediate size (average diameter dm= 7.2um). In addition, TB and TC had presented
the lowest viscosity and less dense suspension. The present amount of NMS effectively
dissolved in all the suspensions was insignificant (less than 5 mg/mL or either inferior to
0.05% of the declared one). A strong correlation between particle size and the dissolution

profile of the products has been observed. The agitation speed of 50 rpm was the most



adequate, because it had not caused the process stagnation, as occurring with 25 rpm.
The most promising dissolution media for NMS suspensions was simulated intestinal fluid
pH=6.8, containing polysorbate 80 1.0% (w/V), since it was distinguishable for the different
formulations investigated, its pH value was in the recommended range and had also

presented low concentration of non-ionic surfactant.
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1 INTRODUGAO

1.1 SUSPENSOES

As suspensdes sao sistemas heterogéneos em que a fase externa ou continua é
liquida ou semi-sélida e a interna ou dispersa é formada por particulas sodlidas
praticamente insoluveis no veiculo (PRISTA, ALVES, MORGADO, 1981).

As suspensbes podem ser de uso oral, intramuscular, subcutaneo e topico, além das
preparacbes oftalmicas. A suspensdo oral € uma forma farmacéutica utilizada para
farmacos insollveis nos veiculos habitualmente utilizados, farmacos de sabor
desagradavel e para prolongar acbes medicamentosas. Nesse tipo de formulagéo, o
tamanho das particulas dispersas pode condicionar a facilidade de absorcdo ou a
predominancia de uma acao local no intestino (PRISTA, ALVES, MORGADO, 1981;
MARTIN, 1993a; FLORENCE & ATTWOOD, 2003 ).

Sao sistemas termodinamicamente instaveis, uma vez que as particulas dispersas, em
razdo de sua grande superficie e energia livre, tendem a agrupar-se por agdo da
gravidade, reduzindo a éarea inicial, originando agregados firmes que sedimentam e que
podem nao ser susceptiveis de serem novamente suspensos (formagao de “caking”).
Assim, ao se preparar uma suspensio, devem-se levar em conta as propriedades fisicas,
quimicas e farmacoldgicas das fases dispersa e dispersante. Fatores como viscosidade,
densidade da fase dispersante, tamanho das particulas, temperatura de armazenagem,
inibicdo de crescimento de cristais e mudancgas polimdrficas sdo de especial significancia,
pois qualquer alteracdo nesses parametros, durante o tempo de armazenagem do
produto, pode afetar a performance da suspenséo (PRISTA, ALVES, MORGADO, 1981,
LACHMANN, LIEBERMAN, KANING, 1986; MARTIN, 1993a; FLORENCE & ATTWOOD,

2003).
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Do ponto de vista galénico, € importante que as suspensdes tenham estabilidade
fisica, ou seja, que nao decantem rapidamente, que possam ser faciimente
homogeneizadas por agitagado e que nao se observe presenca de quaisquer aglomerados
de particulas. Tais caracteristicas dependem da natureza da fase dispersa, do meio
dispersante e dos excipientes. Resumindo, existem trés objetivos a serem alcangados na
formulagao de suspensobes:

e Garantir adequada disperséao das particulas no veiculo;
e Minimizar a consolidacéo das particulas dispersas;

e Evitar a sedimentagcdo com a finalidade de prevenir o “caking”.

1.1.1 Sedimentacgao

A estabilidade fisica de uma suspensao farmacéutica se concentra na manutencao
das particulas uniformemente distribuidas na dispersao, pois é notério que um sélido
incorporado em um liquido no qual é insoluvel, podera sedimentar ou flutuar dependendo
da diferenga entre as densidades (MARTIN, 1993a; NETZ & ORTEGA, 2002). Quanto
menor for o tamanho e a densidade das particulas e maior for a viscosidade da fase
dispersante, mais lenta sera a sedimentagcdao. Geralmente a densidade das particulas é
maior do que a da fase liquida (PRISTA, ALVES, MORGADO, 1981).

Um aumento na viscosidade é a estratégia empregada para evitar a
sedimentacao, como pode ser verificado pela Lei de Stokes, apresentada na
equacgao a seguir, onde esta demonstrada a viscosidade cinematica (PRISTA,

ALVES, MORGADO, 1981). Esta mostra a relacdo entre a velocidade de

sedimentacao (v) e o tamanho das particulas expressa pelo seu raio (r), a
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viscosidade do meio (n), as densidades do sélido (pso,) € da fase dispersante

(piq) € a influéncia da constante de acelerag&o gravitacional (g).

2r? (psol ~ Piig )g

9 (Equagao 1)

VvV =

De acordo com a equagao acima, podemos ver também que a velocidade de
sedimentacdo de uma particula em suspensdo € maior quanto maior for a particula,

mantendo-se todos os outros fatores constantes.

1.1.2 Viscosidade

A viscosidade de um fluido é descrita como sendo sua resisténcia ao fluxo ou
movimento. Na area farmacéutica é apenas um método de caracterizagao e classificacao
de fluidos e semi-sélidos. Atualmente, devido a crescente confiabilidade nos testes de
dissolucdo de formas farmacéuticas, estes aumentaram a importancia do conhecimento
das propriedades de fluxo (AULTON, 2005).

Suspensodes sao sistemas nao newtonianos onde as propriedades reoldgicas sao
acentuadamente afetadas pelo grau de floculagdo, uma vez que a quantidade de fase
continua livre diminui @ medida que se torna presa aos flocos dispersos, ou seja, a
viscosidade ndo é constante e depende de diversos fatores: do grau de floculagdo, da
distribuicdo do tamanho de particula, da tensao de cisalhamento e da temperatura (NETZ
& ORTEGA, 2002; AULTON, 2005; BROOKFIELD, 2005).

Nesses sistemas, o grau de agregacéo é a caracteristica mais importante, como ja
citado, pois sistemas dispersos altamente floculados possuem a possibilidade de

interacdo entre os flocos resultando em sistemas estruturados. Assim, suspensdes
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floculadas irao apresentar comportamento plastico ou pseudoplastico. Se a ruptura e a
formagao de ligagdes entre os flocos forem dependentes do tempo, sera observado
também um comportamento tixotropico. A formacdo de estruturas ndo acontece em
suspensao defloculada, portanto, a avaliagdo reologica sera determinada pelo
comportamento da fase continua junto com o efeito da distor¢do das linhas de fluxo ao
redor das particulas.

A medicdo de viscosidade em sistemas dispersos € realizada em viscosimetros
rotatérios, e estes se baseiam na resisténcia ao fluxo observado, quando um corpo

rotatorio gira imerso no liquido ou semi-sélido (NETZ & ORTEGA, 2002).

1.1.3 Tamanho das Particulas

Apds a administragdo de um medicamento, a forma farmacéutica deve liberar o
farmaco dissolvido a uma velocidade ideal. Esse evento depende de muitos fatores entre
0s quais o tamanho de particula. Nas suspensdes a grande area superficial do farmaco
disperso assegura a alta disponibilidade para dissolugéo e, portanto absor¢édo. Contudo &
importante conhecer e controlar o tamanho de particula, tanto no que tange a produgao
de medicamentos contendo sdlidos particulados como em relagdo a eficacia do
medicamento administrado (AULTON, 2005).

A determinagédo do tamanho de particulas €, por conseguinte, de grande importancia
no estudo de dissolugdo, e a equagado de Noyes-Whitney (equagéao 3, item 1.2) evidencia
a relacdo, mostrando que a area superficial inicial de uma particula é diretamente
proporcional a sua velocidade de dissolugdo (SIMOES et al., 1996; FLORENCE &
ATTWOOQOD, 2003; JINNO et al., 2005). Isso ocorre porque o processo de dissolugao é

limitado pela cinética de difusdo, através da camada aquosa presente entre a superficie
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das particulas do farmaco e o meio de dissolu¢ao, o que pode ser observado em alguns
trabalhos encontrados na literatura, onde farmacos fracamente hidrossoluveis como a
préopria NMS apds a micronizagao tiveram sua velocidade de solubilizacdo aumentada
(CARCAMO, 1981; ABDOU,1995; MOSHARRAF & NYSTROM,1995; SHARGEL &
YU,1999; HORTER & DRESSMAN, 2001; CASTELLI et al., 2003). Além disso, farmacos
insoluveis sao administrados frequientemente sob a forma de suspensoes, rotineiramente,
sem o controle do tamanho de particula, desse modo os testes farmacolbgicos e
toxicoldgicos podem ser incertos. Em alguns casos o tamanho de particula influi,
inclusive, nos efeitos colaterais, como sangramento gastrico, que é um efeito comum
entre os antiinflamatérios (FLORENCE & ATTWOOD, 2003).

Diante da influéncia da granulometria no processo de dissolugao, torna-se de grande
importancia a qualificacdo de fornecedores da matéria prima, pois a variabilidade no
tamanho das particulas depende do fabricante, fato que pode implicar no comportamento
da suspensao no que tange a resposta terapéutica (ANSEL, 2000).

Uma das técnicas mais indicadas para a determinagao da distribuicdo granulométrica
em suspensdes € a de difracdo a laser, que possui como base a premissa de que o
angulo de difracédo do laser é inversamente proporcional ao tamanho da particula por ele
incidida. Este método também permite que as particulas em suspensdo recirculem em
frente ao feixe do laser, garantindo que todas as particulas sejam medidas, refletindo em

elevada reprodutibilidade dos resultados (RAWLE, 2004; AZEMA, 2006).

1.1.4 Sistemas floculados e defloculados - Potencial zeta

1.1.4.1 Potencial zeta
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Para entender as caracteristicas de uma suspensdo, devem-se compreender as
interagbes que ocorrem entre as particulas. De um modo geral, busca-se maximizar as
forcas repulsivas entre as particulas para obterem-se suspensdes estaveis, uma vez que
as forgas de repulsdo (FR) mutuas entre particulas adjacentes impedem a unido de
particulas, evitando grandes e rapidas sedimentacgdes.

O tamanho e as forgcas de atragdo (FA) na superficie das particulas e no meio de
dispersao sado os responsaveis pelo comportamento geral da suspensdo. Cada particula
possui uma carga elétrica que pode ser de natureza positiva ou negativa. Estas cargas
produzem forcas de repulsdo eletrostatica entre as particulas, isto é, se esta for
suficientemente alta as particulas permanecem dispersas, caso contrario, elas
sedimentam na formulagdo (GREENWOOD, 2003).

O modelo utilizado para explicar como atuam as forgcas elétricas na superficie das

particulas é o Modelo da Camada Dupla (Figura 1).
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Figura 1 — Modelo da Camada Dupla
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De acordo com a figura acima, pressupde-se que se a particula for negativa, ao redor
dela coexistirdo contra-ions, ions de carga oposta, no caso, positiva. Inicialmente, ocorre
uma atragao eletrostatica fazendo com que alguns ions positivos formem uma rigida
camada ao redor da particula, conhecida como camada de Stern. Todavia, outros contra-
ions sdo atraidos para a camada de Stern, gerando um equilibrio dindmico e dando
origem a uma segunda camada chamada de difusa, que vai ficando mais dispersa, a
medida que se distancia da camada de Stern, até entrar em equilibrio com os demais ions
presentes no seio da suspensao.

A camada difusa possui um déficit de ions negativos, estes tém sua concentragao
aumentada a medida que se distanciam da camada de Stern; portanto, esta camada é
vista como uma atmosfera carregada rodeando a particula. A qualquer distancia da
superficie, a densidade das cargas sera igual a diferenga de concentragio entre os ions
positivos e negativos, sendo maior a densidade quanto mais proxima as particulas.

A particula negativa e sua atmosfera positiva produzem um potencial elétrico na
solugao, este tem um valor maximo na superficie e diminui gradualmente a medida que se
distancia da camada difusa. A queda do potencial e as distancias entre as particulas sao
indicadores da FR entre as particulas.

Um ponto particular € o potencial na juncdo entre as duas camadas (de Stern e
difusa), conhecido como potencial zeta, e que pode ser determinado pela velocidade de
migracao da particula em um aparelho de microeletroforese (NETZ & ORTEGA, 2002;
FLORENCE & ATTWOOD, 2003). Trata-se de uma maneira efetiva de controlar o
comportamento das particulas, pois indica a interagdo entre o potencial de superficie e as

forcas de repulsao entre estas (REMINGTON, 1995; GREENWOOD, 2003).
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1.1.4.2 Floculagéo e defloculagéo

O potencial zeta esta relacionado as particulas e suas forgas de atragao e repulsao, ja
mencionado. Logo quando o potencial zeta é alto (maior que 25 mV) as FR entre 2
particulas excedem as FA, nesse caso temos um sistema defloculado, pois as particulas
nao se agregam, continuam preservando seu carater individual. A adigdo de ions de carga
oposta a das particulas, ocasiona uma diminui¢gao do potencial zeta e, se a concentracao
de ions de carga oposta for suficiente para reduzir as forgas elétricas de repulséo, a ponto
de as FA predominarem, nestas condicbes havera a formacado de agregados frouxos,
sendo o sistema chamado de floculado. A floculacdo pode ser controlada pelo uso de
espécies idnicas com cargas opostas a carga das particulas dispersas no meio

(REMINGTON, 1995; FLORENCE & ATTWOOD, 2003).

Resumindo, nos sistemas defloculados:

e As particulas presentes na suspensao sao entidades separadas.

e A velocidade de sedimentagdo € lenta, desde que cada particula exista
separadamente, e o tamanho de particula seja minimo.

e A sedimentacao é demorada e ocorre de cima para baixo, formando-se na
superficie uma fase limpida.

e Quando em repouso, o sedimento formado normalmente sofre compactacéo
progressiva; com isso, a FR entre as particulas é superada, e o resultado é a
formacao de “caking”, o qual € muito dificil ou até impossivel de ressuspender.

e As suspensdes possuem uma aparéncia agradavel, desde que o material
particulado se mantenha suspenso por um longo periodo de tempo

(REMINGTON, 1995; NETZ & ORTEGA, 2002).
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E nos sistemas floculados:

e As particulas formam agregados frouxos.

¢ O raio da sedimentacéo ¢ alto.

e Nesse sistema, as particulas sedimentam rapidamente, e de modo associado
impedindo o calculo da velocidade de sedimentagao pela equagao de Stokes.

e O sedimento é fracamente compactado, ndo havendo formagédo de caking,
sendo o agregado de facil redisperséao, refazendo a suspensio original.

e As suspensdes ndo apresentam uma aparéncia agradavel devido a rapida

sedimentacdo (REMINGTON, 1995; NETZ & ORTEGA, 2002).

1.1.5 Molhabilidade

Um passo importante no preparo de uma suspensao é a incorporagao das particulas
sblidas num veiculo liquido onde estas sao praticamente insoluveis. O termo
molhabilidade define a afinidade que a fase dispersante tem pela superficie do sélido
disperso e que esta fortemente vinculada com a tenséao interfacial do sistema. Ela pode
ser facilmente observada pelo angulo de contato formado entre o p6 e a superficie do

liquido, demonstrado na seguinte equagado (NETZ & ORTEGA, 2002):

cos B =vysy . YsiL/ Yuv , onde y € a tenséo interfacial (Equacéo 2)

Vale lembrar que a penetracdo da agua nos comprimidos ou granulos precede a
dissolugao e que farmacos hidrofébicos, como a nimesulida, possuem 2 problemas: nao
sdo facilmente molhados e, quando molhados, apresentam baixa solubilidade

(FLORENCE & ATTWOOD, 2003).
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Uma baixa molhabilidade é ocasionada devido ao ar aprisionado a superficie
hidrofébica do sélido, fazendo com que as particulas flutuem na superficie, mesmo
possuindo alta densidade. Para um liquido molhar um pé completamente deve haver um
decréscimo de energia livre da superficie como resultado de um processo de imerséao.

Para facilitar a molhabilidade sao adicionados as suspensdes agentes molhantes
que nada mais sdo que tensoativos. Estes atuam diminuindo a tenséo interfacial entre as
particulas e o veiculo, reduzindo o angulo de contato, deslocando o ar para fora das
particulas, promovendo a molhabilidade e defloculagdo, aumentando com isso a

dispersibilidade do sistema (MARTIN, 1993a; AULTON, 2005).

1.2 DISSOLUCAO DE FORMAS FARMACEUTICAS SOLIDAS

A dissolugao de um medicamento é o fendmeno pelo qual um farmaco no estado
sélido liberado da forma farmacéutica (FF) se solubiliza para que seja absorvido (ABDOU,
1995). Sendo assim, apés a administragao, por via oral, de uma forma farmacéutica (FF)
sélida, ocorre o processo de desintegracdo, onde o farmaco é liberado da sua FF e passa
a se apresentar em particulas menores, seguido pela etapa de desagregacgao, onde ha
reducao das particulas e, por fim, a dissolugdo, que nada mais é do que a solubilizagao
do farmaco no meio.

Na industria farmacéutica, o teste de dissolucido tem se tornado cada vez mais
importante no desenvolvimento de FF sdlidas e semi-sdlidas, porque prevé o
comportamento de liberagdo do ativo, além de ser uma ferramenta no controle de
qualidade de produtos, pois testes como identificacdo, pureza, teor e estabilidade ndo sao
suficientes para assegurar a eficacia clinica do medicamento, dentre outras aplicagdes.

Todas as aplicagdes do estudo de dissolugdo encontram-se na Figura 2.
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Figura 2 — Aplicagdes do estudo de dissolugéao in vitro (JAMZAD & FASSIHI, 20086).

Em geral, a dissolugcdo de farmacos pode ser definida por 2 etapas: liberagdo do
farmaco, a partir da sua FF, e o transporte do mesmo para o seio do meio de dissolugao.
Varios fatores influenciam a dissolugao de ativos, sao eles:

e Propriedades fisico-quimicas do farmaco como solubilidade, forma cristalina,
tamanho de particula, estrutura molecular e as caracteristicas de difusdo no
meio de dissolucao;

e Caracteristicas da formulagao, excipientes e processos tecnoldgicos;

¢ Método de dissolugdo (FORTUNATO, 2005; JAMZAD & FASSIHI, 2006).

A grande atencado dispensada a cinética de dissolugdo de formas farmacéuticas
solidas deve-se, principalmente, a relacdo deste fenbmeno com a biodisponibilidade de
farmacos no organismo (STORPIRTIS & CONSIGLIERI, 1995; SIEWERT et al., 2003;

BROWN et al., 2004), sobremaneira para aqueles pertencentes a classe Il do sistema de
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classificacdo biofarmacéutica, ou seja, os que possuem baixa solubilidade em agua e alta
permeabilidade, de modo que a absorcdo é limitada pela velocidade de dissolugao
(AMIDON et al., 1995). Esses farmacos, a partir da sua FF de liberacdo, podem possuir
potenciais problemas formulativos e tecnolégicos resultando em relevante alteragdo da
biodisponibilidade. Dessa forma, a dissolugao para esses ativos torna-se um grande
desafio, necessitando do desenvolvimento e validagdo de metodologias que sejam
discriminativas e que possuam potencial correlagéo in vivo-in vitro (BROWN et al, 2004;

JAMZAD & FASSIHI, 2006).

1.2.1 Teste de dissolugao

O teste de dissolucao tem sido utilizado como uma excelente ferramenta no controle
de qualidade lote a lote de formas sélidas, pois permite detectar alteragdes entre as
formulagbes que poderiam ocasionar uma mudanca na liberagcdo do farmaco
comprometendo assim o desempenho do medicamento. A meta primordial do ensaio de
dissolugdo in vitro seria indicar potenciais problemas de biodisponibilidade numa
determinada formulagéo (BRASIL, 2004).

As metodologias descritas nos compéndios oficiais indicam especificagbes de
dissolugdo em um unico ponto de coleta, ou seja, a partir de um tempo estabelecido na
monografia, por exemplo 30 minutos, faz-se uma amostragem e quantifica-se o quanto foi
dissolvido, conferindo se esta dentro da especificacdo ou ndo. As andlises de rotina
dentro de um laboratério de controle de qualidade sao realizadas desta maneira. Para
uma analise mais detalhada, de desempenho do produto, onde se avalia um perfil de
liberacdo do ativo em funcdo do tempo, com uma possivel correlagao in vivo / in vitro é

necessaria a realizacéo de varias tomadas de amostras do meio de dissolucéo.
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O perfil de dissolugao, por demonstrar a liberacdo do farmaco em funcao do tempo é
utilizado no estudo comparativo entre medicamentos genéricos e similares contra o
referéncia, para fins de registro frente a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
(ANVISA). Para comparacéo do perfil de dissolugao entre produtos, empregando os
fatores de diferenca e semelhanga, deve-se selecionar no minimo 5 pontos de coleta
sendo apenas 1 ponto acima de 85%. O coeficiente de variagao entre os seis aparatos
deve ser inferior a 20% nos primeiros tempos, e inferior a 10% nos ultimos tempos; o

ensaio deve ser feito com 12 unidades do medicamento (BRASIL, 2004).

1.2.2 Teoria da dissolugéao

A cinética de dissolugéo foi descrita pela primeira vez em 1987 pela equagio de

Noyes e Whitney, baseada na segunda lei de Fick, conforme se expde a seguir:

a© =K x(Cs-Ct)
dT (Equacéo 3)

Onde:

dC/ dT = gradiente de dissolugédo do farmaco em fungao do tempo
K = constante de dissolucéo

Cs = concentragao de saturacdo do farmaco na solugao

Ct = concentracao do farmaco em solugao no tempo t

Cs — Ct = gradiente de concentragao

Em 1900, Brunner e Tolloczko modificaram a Equagéao 3, inserindo a area superficial

do farmaco, A, uma vez que esta pode néo ser constante:
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d—C: K x Ax (Cs —Ct)
dT

(Equacgao 4)

Em 1904, Nerst propbs a teoria da difusdo em camada que consiste nas etapas de
dissolugcdo do farmaco na superficie da particula soélida e a formacdo de uma solugcao
saturada ao nivel de interface solido-liquido. O farmaco dissolvido a nivel de interface,
forma uma camada conhecida como camada estagnante, que se difunde para o seio do
solvente, sempre da regido de maior concentragdo do farmaco para a de menor. Essa

etapa é considerada como fator limitante, pois a difusdo € um processo lento.

Particula sdlida

> Camada de difuséo

~~

Meio de dissolucao

Figura 3 — Modelo de difusdo em camada

Dessa forma, Brunner ampliou a Equacao 4, incluindo o coeficiente de difusdo, D, a
espessura da camada estagnante, h, e o volume do meio de dissolug¢édo, V, dando origem
a equacao abaixo:

ac =K x DXSX(CS—Ct)

dt xh (Equagao 5)

Existem varios fatores que influenciam o ensaio de dissolu¢do, preponderando o
meio dissolvente, a velocidade de agitacdo e o tipo do equipamento, os quais devem ser

atenciosamente observados e investigados, com o intuito de que o0 mesmo possa ser
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considerado uma estimativa da dissolugdo do farmaco in vivo (SKOUG et al.,1997; USP
29, 2006a).

Um outro fator relevante é se o medicamento deve ser administrado em jejum ou no
estado alimentado (HORTER & DRESSMAN, 2001). Medicamentos de baixa solubilidade,
como a nimesulida, normalmente sao administrados apds as refeigdes, pois a ingestao
concomitante de alimentos com o medicamento faz com que varios fluidos sejam
secretados pelo trato gastrintestinal, facilitando a dissolugédo e absor¢édo do ativo. A maior
concentracao de tensoativos enddgenos (sais biliares), no estado alimentado, favorece a

dissolucéo e absorgéo de farmacos de baixa solubilidade (MITHANI et al., 1996).

1.2.3 Fatores que interferem na dissolucao e absorcao de farmacos

1.2.3.1 Fatores fisiolégicos

A fisiologia e anatomia do trato gastrintestinal (TGI) devem ser conhecidas, pois um
teste de dissolugdo deveria simular ao maximo as condigdes fisiolégicas (BONLOKKE et

al., 1997; DRESSMAN et al., 1998; JAMZAD & FASSIHI, 2006).

O trato gastrintestinal € composto pelo estdmago, intestino delgado, intestino grosso
e célon. O intestino delgado é o maior dos érgaos citados (2 a 6 m), possuindo vilosidades
e microvilosidades, que o tornam responsavel por grande parte da absorcdo (AIRES,
1999).

A velocidade de dissolucdo e a extensdao da absorgdo sao influenciados por
diferentes parametros encontrados na fisiologia do TGI, s&o eles: motilidade
gastrintestinal, fluxo sanguineo, pH, capacidade tamponante, presenca de tensoativos e

volume luminal. Esses fatores podem ser alterados de acordo com o estado alimentado
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ou em jejum do individuo (MITHANI et al., 1996; DRESSMAN et al., 1998; BROWN et al.,
2004).

O pH é um parametro de grande importancia na absorcdo de farmacos, uma vez
que estes s6 sao absorvidos na forma nao ionizada, a fragdo de cada forma depende do
pH do meio de solubilizagdo e do pKa do ativo. Assim o pH do estdbmago pode facilitar a
absorcdo de farmacos acidos. Os segmentos do trato gastrintestinal diferem entre si em
relagdo a valores de pH, o que permite uma maior ou menor absor¢ao do farmaco,
dependendo das caracteristicas deste e do local onde ele se encontre (ANSEL et al.,
2000).

Um outro fator que pode facilitar a absor¢do é a agdo de tensoativos enddgenos,
representados pelos sais biliares presentes no intestino delgado. Estes sdo encontrados
no estado de jejum na faixa de 0,1 a 13,3 mM e no estado alimentado na faixa de 3,0 a
35,0 mM. Os tensoativos facilitam principalmente a absorgao de farmacos pouco solluveis
(MITHANI et al., 1996; DRESSMAN et al., 1998).

O fluxo e o tempo total de residéncia de um medicamento no TGl dependeréo da
sua FF. Um medicamento, ao ser ingerido, atinge rapidamente o estdbmago, passando em
seguida ao intestino delgado, contudo o tempo de esvaziamento gastrico pode acelerar ou
retardar a velocidade e extensdo da absorcdo do farmaco que ocorre no intestino
delgado. O tempo total de transito no TGI vai depender de fatores inerentes ao farmaco,
do volume gastrico, da temperatura corporea, entre outros, e da diversidade do individuo,
como estado alimentado ou em jejum, idade e integridade do TGIl. A motilidade
gastrintestinal também ¢é relevante, pois é responsavel pelo deslocamento do alimento e
do medicamento ao longo do TGl com velocidade compativel com sua digestdo e

absorcdo (BONLOKKE et al., 1997; DRESSMAN et al., 1998).
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1.2.3.2 Fatores relacionados ao farmaco

1.2.3.2.1 Solubilidade

Um dos fatores mais importantes é a solubilidade, pois somente o farmaco
dissolvido nos liquidos do TGI sera absorvido. A solubilidade pode ser influenciada por
fatores fisiolégicos como o pH, o qual interfere no grau de ionizagdo da molécula.
Entretanto, € importante destacar que o farmaco, para ser absorvido precisa atravessar as
membranas celulares e que estas possuem carater lipofilico, assim a forma nao ionizada

sera praticamente a absorvida (SHARGEL & YU, 1999).

1.2.3.2.2 Polimorfismo

Muitas substancias podem existir na forma amorfa, cristalina, anidra, com varios
graus de hidratacdo ou solvatada, com variedade na dureza, na forma e no tamanho do
cristal, essa propriedade é chamada de polimofismo. Sob condicbes de temperatura e
pressao definidas, apenas uma das possiveis formas polimérficas de uma substancia pura
é estavel, sendo as demais denominadas metastaveis. Estas ultimas, por sua vez, sao
formas que se transformam em diferentes velocidades na forma estavel. Em geral, a
forma mais estavel é a que apresenta menor energia livre, enquanto a mais soluvel é a
amorfa (SHARGEL & YU, 1999; AULTON, 2005).

Polimorfos diferentes podem variar quanto as suas propriedades fisicas, como a
dissolucao, a estabilidade do estado solido e o comportamento tecnolégico. Face a isto, o
formulador deve estar atento a potenciais problemas que podem resultar em modificagbes
nado desejadas ao produto, ainda que as analises quimicas de rotina ndo revelem
qualquer alteragdo. A reversao de formas metastaveis pode ocorrer durante o tempo de

existéncia do produto (SINGHAL & CURATOLO, 2004). No caso de suspensoes, esse
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evento pode vir acompanhado por alteragdes na consisténcia da preparagao, afetando a
estabilidade do produto. Estas alteracdes podem ser prevenidas mediante incorporagao
de adjuvantes como hidrocoldides e tensoativos, deve-se também utilizar sempre a forma
mais estavel. Geralmente, é facil selecionar o polimorfo mais estavel, este sera o que
possuir maior ponto de fusio, contudo é possivel estabelecer uma correlagdo entre ponto
de fusdo e a velocidade de dissolu¢do. Por conseguinte, o polimorfo com ponto de fuséo
menor cedera mais facilmente uma molécula durante a dissolucéo, ao contrario da forma
mais estavel. Portanto, o impacto do polimorfismo sobre a taxa de dissolugdo esta,
principalmente, ligado a solubilidade entre as formas, o que pode afetar diretamente a
biodisponibilidade, refletindo em concentragcdes plasmaticas maximas diferentes.
Normalmente a determinagao do perfil de dissolu¢do dos produtos consegue distinguir as
diferencas fisico-quimicas entre os polimorfos, tornando-se entdo, uma ferramenta

importante no controle de qualidade (SINGHAL & CURATOLO, 2004; AULTON, 2005).

1.2.4 Fatores inerentes a formulagao

Os excipientes sao selecionados para compor as formulagdes devido as suas
propriedades funcionais, como melhorar a conservagcao da formulagao, diminuir a irritacao
gastrica e facilitar o processo formulativo, dentre outras. Podem também afetar as
caracteristicas fisico-quimicas do medicamento, como a velocidade de dissolugao
(SHARGEL & YU, 1999). De acordo com a Resolugéo n° 893 de 2003, toda alteragao feita
numa determinada formulagao, apds o registro, deve ser avaliada pelo ensaio de perfil de
dissolugdo comparativo entre a formulagdo pré-registro e a nova poés-registro (BRASIL,
2003a). Tudo isso se faz necessario devido a mudangas na biodisponibilidade que podem

ocorrer.
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A interagao dos excipientes com o farmaco pode resultar tanto em um produto mais
soluvel, quanto em um menos soluvel. Para farmacos de baixa solubilidade, a adigdo de
desintegrantes pode acelerar a desintegracdo da formulacdo, promovendo um aumento
da liberagdo das particulas. Tensoativos também podem ser utilizados, pois eles
diminuem a tensao interfacial aumentando a dissolugdo. A quantidade adicionada deve
ser controlada, porque em altas concentracdes, eles podem interagir com o farmaco,
gerando micelas, reduzindo a area superficial, diminuindo assim a tensao superficial do
sélido disperso, aumentando a interface, levando a uma dissolu¢gdo mais lenta (SHARGEL

& YU, 1999).

De acordo com as caracteristicas fisico-quimicas dos ativos, os excipientes podem
atuar de maneira diferenciada. Alguns excipientes podem modificar o pH do meio, onde o
farmaco sera dissolvido, resultando em um aumento ou diminuicdo da solubilidade deste.
Portanto, fica claro que os excipientes t¢m um importante papel na liberagao do farmaco,
a partir de sua FF, e na eficacia da formulacdo, devendo entdo ser criteriosamente
selecionados para serem incorporados nas formulagbes, uma vez que podem afetar a

taxa e a extensdo da absorgédo de um farmaco (SHARGEL & YU, 1999).

1.2.5 Fatores relacionados ao sistema e ao meio de dissolugao

No desenvolvimento de um teste de dissolucdo, é fundamental que as condigbes
sejam as mais relevantes possiveis, ou seja, proximas a situagao fisioldgica, de modo
que os dados obtidos com o teste de dissolugdo in vitro sejam similares ao
desempenho do medicamento in vivo (CDER/FDA, 1997a; GALIA et al., 1998;

AULTON, 2005).
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A selecdo do meio de dissolugcido baseia-se na solubilidade do farmaco em relagao a
dose do produto, e é requerido que este proporcione, dentro do possivel, a condi¢ao sink,
sem necessariamente envolver um grande volume de meio ou um mecanismo de
substituicdo constante. A condigdo sink, ou seja, o distanciamento da condi¢gdo de
saturacdo do meio com o farmaco, é alcangada quando o volume de meio utilizado é
superior a 3 vezes a concentragcdo de saturagdo do farmaco; portanto, seu objetivo é
garantir que a velocidade de dissolugdo ndo seja diminuida por causa da aproximagao
com a concentracdo de saturacdo. O volume do meio de dissolugcido é geralmente 500,
900 e 1000 mL, e a condigdo sink é recomendada, porém nao obrigatéria
(CARCAMO,1981; ABDOU, 1995; CDER/FDA, 1997a; ROHRS, 2001; BROWN, 2004).

Para FF de uso oral, o meio de dissolugao deve estar dentro da faixa fisiolégica de
pH, que vai de 1,2 a 6,8, podendo ser estendida até pH 7,5 para FF de liberagao
modificada. Os meios habituais sdo: agua, suco gastrico simulado, suco entérico

simulado e ou tamp&o com pH na faixa de 4,5 a 7,5.

Para selegao adequada do meio de dissolugao, é necessaria a avaliacéo de alguns
pardmetros como: poder discriminatorio entre produtos com diferentes processos de
fabricacdo, robustez, estabilidade do analito no meio proposto e uma possivel
mimetizacdo da performance in vivo. Farmacos de baixa solubilidade n&o apresentam
dissolugdo adequada em meio aquoso, na faixa fisiolégica de pH, e podem requerer o
uso de tensoativos (HE et al., 2004). Estes compostos tém como funcgao diminuir a
tenséo interfacial entre o soluto e o solvente em que esta contido. Um dos mecanismos
de acdo esta relacionado com a molhabilidade da particula, ou seja, o tensoativo
favorece o contato entre a particula e o solvente. Outro mecanismo é a solubilizagéo

micelar, na qual os tensoativos podem aumentar a solubilidade de farmacos insoluveis
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por este mecanismo (SHAH et al., 1995; CDER/FDA,1997a; DRESSMAN et al., 1998;

NOORY et al., 2000; HORTER & DRESSMAN, 2001; BROWN, 2004; AULTON, 2005).

A quantidade de tensoativo necessaria, para adequada solubilizacdo do farmaco,
depende da concentragado micelar critica (CMC) do tensoativo e do coeficiente de partigao
do ativo entre o meio e as micelas. A CMC é a concentragdo onde o tensoativo ndo estara
mais numa solugcdo verdadeira, e sim se encontrara disperso em forma micelar. Quando
se alcanga este estagio, o poder solvente dessas solu¢gdes aumenta frente a substancias
hidrofébicas e, na verdade, o que acontece é que o farmaco insollUvel se dissolve na parte
apolar da micela do tensoativo, ocasionando uma falsa dissolugdo (CARCAMO, 1981;
MARTIN, 1993a; SHAH et al., 1995). Os tensoativos mais usuais sio laurilsulfato de
sodio, polissorbato 80 e brometo de cetiltrimetilaménio. Suas estruturas estao

apresentadas na Figura 4 (BROWN, 2004; PARK & CHOI, 2006).

HO(CH2CH20)20 . (OCH2CH2)200H

(OCH2CH2)200H j)\
(OCH2CH2)20

—O0

C17H33

CieHaz— N'— CHs Br’

CHs

Figura 4 — Estruturas quimicas dos tensoativos polissorbato 80 (A), laurilsulfato de sddio (B) e brometo de
cetilmetilaménio (C).
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Outro fator a considerar no preparo dos meios € a remogado dos gases dissolvidos
no mesmo (F. Bras. IV, 1988a; BP, 2004; FLISZAR et al., 2005; USP 29, 2006a).
Pequenas bolhas de ar ou gases dissolvidos alteram o ensaio de dissolugido, por
poderem se associar com particulas agregadas, impedir o contato na interface sdlido-
liquido e alterar o processo de desintegragédo e desagregacao pela reducéo da area de
superficie exposta ao solvente. Além disso, podem aderir a malha da cesta, alterando

sua porosidade, com consequéncias no fluxo do meio de dissolugdo (HANSON, 1991).

Por fim, o ultimo quesito é a intensidade de agitagcdo, que varia com o tipo de aparato
usado. Os mais empregados sdo o aparato 1, que é a cesta, e 0 2, que é a pa. Para o
primeiro, a velocidade usual é de 50, 75 ou 100 rpm e, para o segundo, normalmente é de
50 ou 75 rpm (F. Bras. IV, 1988a; USP 29, 2006a). A velocidade de agitagdo sera
determinada pela avaliagdo do grau de fluxo laminar e da turbuléncia no sistema, além do

tipo de aparato utilizado.

1.2.6 Teste de dissolugcao — desafio para formas farmacéuticas novas ou especiais

O estudo de dissolugao em formulacdes de liberagdo controlada ou modificada vem
sendo expandido devido a variedade de novas formas farmacéuticas como comprimidos
desintegrantes, adesivos transdérmicos, comprimidos mastigaveis, implantes,
formulagdes injetaveis de microparticulas e lipossomas. Para produtos de administragao
oral e liberagao imediata, o teste costumeiro é o de dissolucido, desde que o farmaco se
dissolva no meio. Para formas de administracdo ndo oral como as tdpicas e
transdérmicas, o teste exigido denomina-se “liberacéo in vitro”, uma vez que devido as

caracteristicas do produto, ndo ocorre desagregacao da formulagdo. Diferentes
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procedimentos, aparatos e técnicas sao empregados, caso a caso (SIEWERT et al,

2003).

Entretanto, os principios que norteiam o teste de dissolugao para formas sélidas orais
também podem ser aplicados no desenvolvimento de um ensaio de liberagao in vitro de
formas farmacéuticas especiais, como em suspensdes, supositorios e semi-soélidos.
Nestes casos, recomenda-se a padronizagdo dos ensaios de liberagdo do farmaco, ja que
as diferentes propriedades entre as formas de dosagens, seus sitios e modelos de
aplicacdo serdo essenciais para a selecdo do aparato, composicdo do meio, agitacao
(fluxo) e temperatura. A validagdo do estudo tera como objetivo demonstrar que o novo
método garanta exatiddo, precisao, reprodutibilidade e, de preferéncia, que permita uma

correlagdo com o desempenho in vivo do medicamento (SIEWERT et al., 2003).

1.2.6.1 Dissolugao de Suspensbées

A aplicagdo dos ensaios de dissolugao na avaliagdo da qualidade de suspensbes é
recente e recomendada em apenas quatro monografias farmacopeicas americanas:

indometacina, ibuprofeno, megestrol e fenitoina (USP 28, 2005).

Apesar das suspensdes constituirem um sistema disperso, a absorcao do farmaco, a
partir desta FF, estara também condicionada pela velocidade de dissolugao. Os fatores

associados a essa formulacdo que podem interferir nesse processo sdo (AULTON, 2005):

e Tamanho de particula;
e Forma cristalina do farmaco;
o Complexagao (exemplo: entre o farmaco e o agente suspensor);

o Adicdo de tensoativos;



Introdugéao 49

e Viscosidade da suspensao.

Em geral, a metodologia empregada para suspensdes faz uso do aparato 2, pa
rotatéria, em um meio de dissolugdo aquoso. As demais condicbes do método sao
estabelecidas de acordo com a viscosidade e com a composi¢ao das suspensodes.

Suspensodes de baixa viscosidade podem ser adicionadas a cuba com a ajuda de uma
pipeta volumétrica ou com uma seringa, desde que o volume seja conhecido, além disso a
suspenséo deve ter sido previamente agitada e estar livre de bolhas de ar. A velocidade
de agitacao recomendada é 25 rpm. Para suspensoes de alta viscosidade, a transferéncia
para a cuba também pode ser por meio de seringa, todavia por diferenca de peso. A
velocidade de rotagdo para este ultimo caso pode ser maior, variando de 50 a 75 rpm
(SIEWERT et al., 2003; USP 27, 2004).

A amostragem pode ser equivalente a dose ou a uma fragéo desta, caso a condigao
sink nao esteja contemplada (SIEWERT et al., 2003).

A preocupacdo em caracterizar a dissolugdo de suspensbes em codigos oficiais
somente esta descrita na farmacopéia americana (USP 28, 2005), até o presente

momento, e carece ainda de maior aplicagao (SIEWERT et al., 2003).

1.3 NIMESULIDA (NMS)

A nimesulida é um farmaco antiinflamatério nao esteroidal (AINE) que pertence a
classe das sulfonanilidas, possuindo assim propriedades analgésicas, antitérmicas e
antiinflamatérias, com o beneficio de ter boa tolerabilidade gastrica. Age inibindo a sintese
de prostaglandinas via inibicdo da ciclooxigenase-2 (COX-2), sendo geralmente utilizada

no tratamento em curto prazo de doencas inflamatérias (RANG, DALE, RITTER, 2000). E
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utilizada na Europa e Asia ha mais de 15 anos e, na década de 90, foi introduzida na india

e no Brasil (KULKARNI, 2002).

1.3.1 Propriedades fisico-quimicas

A nimesulida é um derivado da sulfonanilida cuja formula estrutural estda mostrada na

figura 5.

- SO2CHs

NO,

PM = 308,31 g/mol Formula molecular: C13H12N2O5S
Figura 5 — Estrutura quimica da nimesulida

O nome quimico da NMS é N-(4-nitro-2-fenoxifenil) metanosulfonamida. Esse farmaco
apresenta-se sob a forma de cristais, levemente amarelados, com ponto de fusdo de
149,4 °C (THE MERCK INDEX, 2001).

A NMS apresenta pKa em torno de 6,5 (FALLAVENA & SCHAPOVAL, 1997; SINGH,
SHARDA, MAHAJAN, 1999) podendo se comportar como acido ou base fraca em fungao
do solvente, e é praticamente insoluvel em agua (10 pg/mL). Esta propriedade, associada
a sua baixa molhabilidade, aumenta as dificuldades na formulagdo farmacéutica de
solugdes orais, suspensdes, granulados e injetaveis. Porém, é bem soluvel em solventes
organicos como metanol, etanol, acetona e dimetilformamida (THE MERCK INDEX,

2001).
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1.3.2 Propriedades farmacodinamicas e mecanismo de agao

A nimesulida é quimicamente diferente dos demais farmacos da sua classe devido ao
grupamento sulfonanilida. Assim como os AINEs, a NMS age inibindo a sintese de
prostaglandinas como conseqiiéncia da inibicdo da enzima COX. Duas isoformas dessa
enzima sao conhecidas, a COX 1 e a COX 2. A primeira é constitutiva, expressa em
varias células e estd envolvida em muitos processos fisioldgicos; a segunda é induzida
em processos inflamatoérios (RANG, DALE, RITTER, 2000).

A NMS possui potente acdo analgésica, antitérmica e antiinflamatéria por via oral e
retal. A acado dela sobre a COX 1 é muito pequena, diminuindo o risco de lesdes
gastroduodenais quando comparada aos demais AINES. E bem comprovada a
preferéncia da NMS pela COX 2, garantindo a sua eficacia e perfil de seguranca frente a
outros AINEs, como o diclofenaco. A NMS tem sido amplamente utilizada no tratamento
de processos inflamatérios, osteoartrite, febre, dor aguda, disminorréia e em afecgbes do
aparelho locomotor (DAVIS & BROGDEN, 1994; MARCZYK, 1997; RANG, DALE,

RITTER, 2000; KULKARNI, 2002).

1.3.3 Propriedades farmacocinéticas

1.3.3.1 Absorg¢éo e distribuigéo

A NMS é absorvida rapidamente pelo TGI, em um tempo maximo de 2 a 3 horas apos
a administracao de uma dose de 100 mg. A concentragédo plasmatica maxima é de 3 a 4
Mg/mL. A absorcdao do farmaco, por via oral, € quase que completa, e a administragao
concomitante com alimentos pode diminuir a velocidade, mas n&o o volume de absorgéo

(BERNAREGGI, 1993).



Introdugéao 52

Apés a administragcdo de 100 mg de NMS em voluntarios sadios e em jejum, os
valores de area sob a curva situaram-se na faixa de 14,65 a 54,09 mg/L.h. Concentragbes
apreciaveis de NMS, na faixa de 0,12 a 1,31 mg/L, foram encontradas 12 horas apds a
administracdo, tempo em que a dose sucessiva é recomendada no esquema de dose
multipla (BERNAREGGI, 1993).

A NMS, assim como outros AINEs, liga-se amplamente a proteinas plasmaticas
(95,0%), principalmente a albumina, e tem volume de distribuicdo aparente estimado de
0,19 a 1,35 L/Kg. A NMS se concentra principalmente no plasma sanguineo (DAVIS &

BROGDEN, 1994).

1.3.3.2 Metabolismo e excregao

A NMS é extensivamente metabolizada, apenas 1 a 3% da dose é excretada
inalterada na urina, apés a administragdo de uma dose oral de 200 mg de NMS a 8
voluntarios sadios. Os metabdlitos da NMS s&o excretados principalmente na urina (70%)
e nas fezes (20%), nas formas livres e conjugadas (BERNAREGGI, 1993; NISULID®,
ACHE, 2004, BULA). O farmaco é quase que completamente biotransformado a 4-hidroxi-
nimesulida, tanto na forma conjugada ou livre, e este metabdlito parece contribuir para a
atividade antiinflamatéria do composto. Picos de concentragdo de 4-hidroxi-nimesulida,
variando de 0,84 a 3,03 mg/mL, sdo atingidos dentro de 2,61 a 5,33 horas apds
administracéo oral de 50 a 200 mg de NMS em individuos sadios adultos. A meia vida de
eliminacao varia de 2,89 a 4,78 horas, sendo semelhante a do composto original (DAVIS

& BROGDEN, 1994).
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1.3.3.3 Classificacao biofarmacéutica

A nimesulida pertence a classe biofarmacéutica Il, ou seja, apresenta baixa
solubilidade aquosa (10 yg/mL) e alta permeabilidade. A solubilidade de um farmaco é
determinada pela dissolugdo da dosagem mais alta de um medicamento em 250 mL de
uma solucdo tampao de pH entre 1,0 e 8,0. O farmaco sera considerado altamente
soluvel se a dose deste for soluvel num volume de tamp&o menor ou igual a 250 mL. Ja
uma alta permeabilidade é quando a biodisponibilidade absoluta € maior que 90% para
farmacos estaveis no trato gastrointestinal (AMIDON et al., 1995). Esses fatores sao
fundamentais no processo de absor¢ao e, consequentemente, na biodisponibilidade de
farmacos, uma vez que a velocidade de dissolucdo é diretamente proporcional a
solubilidade. Portanto, a velocidade de dissolugdo é etapa limitante da absorgdo para
farmacos de classe Il (GALIA et al., 1998; ANSEL et al., 2000). Ja a permeabilidade ¢é
fundamental nos processos de absorgdo, distribuicdo, metabolismo e excrecao do

farmaco.

1.3.3.4 Formas farmacéuticas

No mercado brasileiro, a nimesulida €& encontrada nas seguintes formas
farmacéuticas: comprimidos (100 mg), comprimidos dispersiveis (100 mg), granulados
(100 mg / 2 g), gotas (na forma de solugdes orais e suspensdes 50 mg/mL) e suspensdes
(10 mg/mL). Atualmente, existem 4 formulagdes de nimesulida sob a forma de suspensao
oral no comércio nacional (DEF 2005/2006).

Vale observar que monografias oficiais para este farmaco s6 sdo encontradas na
Farmacopéia Brasileira IV, sob a forma de matéria prima e comprimidos, sendo que para

este ultimo ndo consta a metodologia para o ensaio de dissolugao.
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Dessa forma a finalidade e relevancia do trabalho é o desenvolvimento de uma
metodologia de dissolu¢cdo adequada as suspensdes de NMS, que talvez possa vir a ser

aplicado a outras formas farmacéuticas desse farmaco.



OBJETIVOS
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVOS GERAIS

Desenvolver e avaliar a aplicabilidade de um método de dissolucdo para
suspensdes de nimesulida que possa ser utilizado no controle de qualidade do

produto.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Avaliar a qualidade de suspensdes de nimesulida presentes no mercado nacional
quanto aos aspectos de distribuicdo granulométrica do farmaco, viscosidade,
densidade, teor, pH e potencial zeta.

Validar método cromatografico e método espectrofotométrico alternativo para
analise quantitativa de NMS a ser utilizado nos ensaios de dissolugio.

Determinar se as suspensdes de NMS apresentam parte do farmaco dissolvido no
veiculo dos produtos.

Relacionar as caracteristicas determinadas para as suspensdes com o0

comportamento observado nos ensaios de dissolugao.



MATERIALS E METODOS
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 MATERIAIS

3.1.1 Equipamentos e acessoérios

Agitador de baldes (Shaker) ENDOLAB,;

Analisador do tamanho de particulas por difragcao a laser SHIMADZU — modelo
SALD 2101;

Balanca analitica METTLER TOLEDO — modelo AG204;

Centrifuga HERMLE — modelo Z200A

Coluna SHIM-PACK® CLC-ODS (M), 5 um e 25 cm, n° de série 4256969;
Cromatégrafo liquido de alta eficiéncia WATERS — bomba modelo 510, detector de
UV modelo 486 e integrador modelo 746;

Cromatégrafo liquido de alta eficiéncia SHIMADZU — bomba modelo LC-10AD VP,
auto injetor modelo SIL-10AD VP, detector de arranjo de fotodiodos modelo SPD-
M10A VP e sistema de dados (software) modelo CLASS —VP verséo 6.1;
Destilador QUIMIS;

Dissolutor VANKEL, modelo VK7010;

Eletrodo DIGIMED, tipo DME-CV1,;

Espectrofotdmetro SHIMADZU UV, modelo 2401PC;

Espectrofotdmetro VARIAN UV-VIS, modelo CARRY 50;

Placa aquecedora com agitagdo CORNING;

Ponto de Fusao BUCHI, modelo B-540

Potenciometro METTLER TOLEDO, modelo MPC 227;

Titulador automatico METTLER, modelo DL 25;
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e Ultra-som THORNTON, modelo T14;
e Unidade Filtrante descartavel, 0,45 um de poro, MILLIPORE;

e Viscosimetro BROOKFIELD, modelo DV-II, agulha 2 série LV;

3.1.2 Reagentes
e Acetona (VETEC) p.a.;
e Acetonitrila para CLAE (TEDIA);
e Acido acético glacial para CLAE (TEDIA);
e Acido cloridrico (VETEC) p.a.;
¢ Biftalato de potassio (MERCK);
o Brometo de potassio (REAGEN);
¢ Diidrogeno fosfato dissédico (MERCK) p.a.;
o Diidrogeno fosfato de potassio (VETEC) p.a.;
¢ Diidrogeno fosfato de sddio monoidratado (VETEC) p.a;
o Hidréxido de sodio (VETEC) p.a.;
e Lauril sulfato de sédio (SYNTH);
e Monoidrogeno fosfato dissédico (PROQUIMIOS) p.a.;

e Polissorbato 80 (VETEC);

3.1.3 Produtos farmacéuticos e substancia quimica de referéncia (SQR)
e Produto RA (Nisulid®): suspensado de nimesulida 10mg/mL, fornecida pela Industria
Aché Laboratérios Farmacéuticos S.A., lote 41133, fabricada em novembro de

2004 e valida por 2 anos.
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e Produto TS: suspensdo de nimesulida 10mg/mL, fornecido por industria
farmacéutica da Regido Sudeste, lote 501, fabricada em margo de 2005 e valida
por 2 anos. Divulgacdo de marca néo autorizada.

e Produto TC (Nimesulin®): suspensdo de nimesulida 50mg/mL, fornecida pela
Industria Cifarma Cientifica Farmacéutica Ltda., lote 013, fabricada em fevereiro
de 2005 e valida por 2 anos.

e Produto TB (Fasulid®): suspensdo de nimesulida 10mg/mL, adquirida no mercado
nacional, fabricada pela Bunker Industria Farmacéutica Ltda., lote 2213, fabricada

em outubro de 2004 e valida por 2 anos.

e Nimesulida substancia quimica de referéncia (SQR), fornecida pela mesma
industria doadora do produto TS, marca SIGMA-ALDRICH , teor de 100,6%, lote
012K1278 e validade até 31/12/2006.

¢ Nimesulida matéria-prima (padréo de trabalho), fornecida pela mesma industria

doadora do produto TS e da SQR, lote 0500001018 e validade até 30/11/2009.

3.1.3.1 Composicdo qualitativa das suspensbes

Produto RA: acido citrico, metilparabeno, propilparabeno, citrato de sddio,
laurilsulfato de sédio, sorbitol, agua purificada, aroma de morango, corante vermelho 40,
goma xantana e sacarose.

Produto TS: acido citrico anidro, metilparabeno, propilparabeno, citrato de sddio,
laurilsulfato de sddio, sorbitol, agua purificada, aroma de morango, goma xantana e

sacarose.
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Produto TB: excipientes ndo indicados na bula onde consta a seguinte informacao:
“Atencao, este produto € um medicamento de recente desenvolvimento e embora as
pesquisas realizadas tenham indicado eficacia e seguranga quando corretamente
indicado, pode causar reacbes adversas imprevisiveis ainda ndo descritas ou conhecidas,
em caso de suspeita de reagao adversa, o médico responsavel deve ser notificado.”

Produto TC: metilparabeno, propilparabeno, citrato de sdédio, polissorbato 80, sorbitol

70%, agua purificada, alcool etilico, goma xantana, sacarina, ciclamato, sacarose e

esséncia de baunilha.

3.1.3.2 Observagbes Complementares

A formulagdo TC se apresenta sob a forma farmacéutica de suspensao oral para
administracdo em gotas, por isso sua concentragdo é diferente das demais. A empresa
fabricante de TC informou que a fabricagdo da suspensao oral de nimesulida 10 mg/mL
(Nimesulin®) havia sido suspensa por falta de interesse da indUstria e que o produto
Nimesulin®, na forma de gotas, possuia formulagdo semelhante, sendo apenas alterada a

concentragao do ativo.
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3.2 METODOS

3.2.1 Analise da Matéria-Prima Nimesulida

A analise da matéria-prima nimesulida (NMS) foi feita com o objetivo da mesma ser
utilizada como padrdo de trabalho, uma vez que nao havia padrao farmacopeico
disponivel no inicio do projeto. Os testes realizados para assegurar a qualidade da
matéria-prima foram: identificacdo por espectrofotometria no infravermelho, perda por

dessecagao, ponto de fusao e doseamento (F. Bras. IV, 2002a).

3.2.1.1 Identificagdo por espectrofotometria no infravermelho (IR)

Foram preparadas pastilhas de NMS em brometo de potassio (KBr), na proporgao
de 1% (p/p), sendo 3 unidades com a matéria-prima em questao e 3 unidades com a NMS
SQR, as quais foram levadas ao espectrofotdbmetro de infravermelho, realizando-se

varredura do espectro entre 400 e 3800 cm™.

3.2.1.2 Perda por dessecacéao
Foi seguido o procedimento geral descrito na Farmacopéia Brasileira IV (1988b). As

analises foram realizadas em triplicata.

3.2.1.3 Ponto de fusdo
A amostra foi introduzida em capilar de vidro e levada ao equipamento BUCHI B-540

para determinacao da faixa de fusao pelo método capilar (F. Bras. IV, 1988c).
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3.2.1.4 Analise quantitativa (doseamento) por titulagdo de neutralizagao

O doseamento de NMS matéria-prima foi realizado por titulacdo de neutralizacao
com determinagdo potenciométrica do ponto final, como descrito na Farmacopéia
Brasileira 1V, com o objetivo de se determinar o teor da mesma para emprego como
padrao de trabalho.

Foi preparada uma solucédo titulante de hidroxido de sédio 0,1 N, sendo aferida
antes da titulagdo das amostras. A aferi¢ao foi feita com biftalato de potassio previamente
dessecado a 105 °C, por 4 horas, obtendo assim o fator de corregdo da solugao titulante.
A titulacdo das amostras era entdo iniciada, sendo o ponto final determinado
potenciometricamente com eletrodo de membrana de vidro (Digimed DME-CV1).

Foram pesadas, analiticamente, cerca de 240 mg de NMS matéria-prima no copo do
titulador automatico, onde foram adicionados 30 mL de acetona p.a.. Realizou-se a
agitacdo prévia da amostra, no proprio equipamento, até completa solubilizagdo da

mesma. Foram feitas 5 pesadas da matéria-prima de NMS em dois dias diferentes.

3.2.2 Analise quantitativa de NMS nas suspensées por cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE)

A realizagdo desta analise foi baseada no método proposto por Silva (2001) e no
método descrito na Farmacopéia Brasileira IV, com a finalidade de determinar o teor das

suspensodes em estudo.

3.2.2.1 Estabelecimento das condi¢cbées cromatograficas
A anadlise procedeu-se em cromatoégrafo Waters, com injetor manual e em

cromatografo Shimadzu, ambos providos de detector ultravioleta, sendo o segundo com



Materiais e Métodos 62

arranjo de diodos (PDA). A coluna empacotada com silica quimicamente ligada a grupo
octadecilsilano (C4g) foi mantida a temperatura ambiente.
Testes preliminares foram realizados para que os parametros cromatograficos

fossem bem definidos.

3.2.2.1.1 Fase Movel e Vazéo

Trés fases moéveis foram testadas: H,O:CH;CN (50:50) (F. Bras. IV, 2002b),
H,0O:CH3;CN:HOAC (54:45:1) (SILVA, 2001) e H,O:CH3;CN:HOACc (45:55:1), observando-se
os tempos de retengdo da substancia, numero de pratos tedricos e assimetria do pico,
além da pressao resultante no sistema. Com o intuito de se obter um sinal cromatografico
adequado, foram testadas duas velocidades de fluxo, 1,2 mL/minuto e 1,5 mL/minuto,

levando em conta o tempo de retencgéo e a pressao no sistema.

3.2.2.1.2 Volume de Injecéo e Detecgao

O volume de injecao testado foi de 20 uL, observando-se a integracédo do pico de
NMS e o limite de quantificacao.

Foi realizada uma varredura, entre 200 e 400 nm, no cromatégrafo Shimadzu que
possui o detector ultravioleta/PDA, com o objetivo de verificar as caracteristicas de
absorgao do farmaco no UV, para selecionar o comprimento de onda (A) mais adequado,
além de garantir que nenhum excipiente da formulagao iria interferir na absorgdo do

farmaco. O diluente das amostras foi a propria fase mével.

3.2.2.2 Validacao do Método
Para validacdo da metodologia de quantificacdo de NMS por CLAE, foram
realizados os testes que comprovassem a especificidade do método, a linearidade de

resposta e a precisao intra e inter-dia.
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A validacdo foi baseada no Guia para Validacdo de Métodos Analiticos e
Bioanaliticos, anexo da RE n° 899, de 29 de maio de 2003, da Agéncia Nacional de

Vigilancia Sanitaria (BRASIL, 2003b).

3.2.2.2.1 Especificidade

E a capacidade que o método possui de medir exatamente o composto desejado na
presenga de outros compostos (BRASIL, 2003b, RIBANI et al., 2004).

Foi necessario comprovar a capacidade do método em quantificar a NMS, na
presenca dos demais componentes inerentes a formulacido das suspensoes.

A especificidade foi medida utilizando o teste de pureza de pico com o auxilio do
detector de arranjo de fotodiiodos, que tem a capacidade de provar que o pico

cromatografico é atribuido a um s6 componente.

3.2.2.2.2 Linearidade

E a capacidade de uma metodologia analitica de demonstrar que os resultados
obtidos s&o diretamente proporcionais a concentracdo do analito na amostra (BRASIL,
2003b; RIBANI et al., 2004).

Para linearidade, foram preparadas duas curvas padrdo de NMS padrao de trabalho
com faixa de concentragdo de 50 a 400 pg/mL. Em dias diferentes, foram feitas 5
pesadas, cada uma correspondente a um ponto da curva de calibracdo. Cada ponto foi
injetado 5 vezes. A linearidade do método foi determinada pela analise de regressao

linear com auxilio do software Excel® (Microsoft, 2002).
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3.2.2.2.3 Precisao do volume de injegado
A precisao de injecao foi avaliada em 5 niveis de concentragao: 50, 100, 200, 300 e
400 pg/mL, com cinco réplicas cada. Foi calculado o desvio padrdo e o DPR para cada

ponto, a partir das areas obtidas.

3.2.2.2.4 Preciséo intra e inter-dia

Para precisdo intra e inter-dia foram preparadas solugcbes com 3 niveis de
concentragao: baixo (100 pg/mL), médio (200 pg/mL) e alto (300 pg/mL). Tal
procedimento foi realizado em dois dias diferentes.

A andlise de precisao foi realizada através do desvio padrao (s) e desvio padrao

relativo (DPR) dos valores de areas encontrados (RIBANI et al., 2004).

3.2.2.3 Preparo das amostras das suspensoes

O conteudo de 6 frascos da suspensdo em analise foi transferido para um becher
com magneto, mantendo agitagéo constante da amostra com o objetivo de homogeneiza-
la para a tomada da aliquota.

Para as formulagdes RA, TS e TB, eram retirados 5,0 mL das suspensfes, com a
ajuda de uma pipeta volumétrica, sendo essa aliquota transferida para baldo volumétrico
de 50 mL, ao qual era adicionado o diluente (fase maével), as pipetas eram rinsadas com a
FM devido a viscosidade das suspensodes. O baldo era levado ao banho ultrassom por 15
minutos e, em seguida, ao agitador por mais 30 minutos, apdés o qual era avolumado.
Uma segunda diluigéo era realizada de modo a obter concentragao final de 0,20 mg/mL.

Para a amostra TC, com concentragdao de NMS diferente das demais, foi retirada

uma aliquota de 3,0 mL, também com pipeta volumétrica, que foi vertida em balao
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volumétrico de 100 mL. O processo de agitagdo da suspensao foi o mesmo ja citado. A
concentracao final dessa amostra foi de 0,15 mg/mL.
Foram realizadas 3 tomadas de amostra diferentes para cada formulagdo em estudo

e todas foram injetadas no cromatografo em duplicata.

3.2.2.4 Preparo do padrao

Para o preparo da solugédo estoque padrao de nimesulida, pesou-se, com precisao
analitica, quantidade equivalente a 25,0 mg de NMS padrao de trabalho, que foi
transferido para baldo volumétrico de 25 mL, cujo volume foi completado com a fase
movel, resultando em uma solugéo a 1,0 mg/mL. Dessa solucao foram retiradas aliquotas
de 1,0; 5,0 e 3,0 mL para baldes volumétricos de 10, 25 e 10 mL respectivamente, a fim
de obter uma curva padrdo com as seguintes concentracées: 0,10; 0,20 e 0,30 mg/mL.
Em todos os dias de analise, uma nova curva padrao de 3 pontos era realizada; cada

concentracao era injetada 5 vezes no cromatografo.

3.2.2.5 Determinagéao da quantidade de NMS dissolvida nas suspensées

Esta analise foi feita apdés o estabelecimento das condigdes avaliadas no item
3.2.21 e teve como objetivo verificar a quantidade de NMS que se encontrava
efetivamente dissolvida nas suspensoes.

Também foi preparado um “pool” como o descrito no item 3.2.2.3, empregando-se
entretanto, somente 3 frascos.

Amostras de cerca de 10 mL de cada suspensao foram centrifugadas por 10
minutos a 6000 rpm, o sobrenadante foi filtrado em papel de filtro a vacuo, empregando

funil de Buchner, seguido de uma segunda filtragao, através de unidade filtrante de 0,45
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Mm com auxilio de seringa. ApGs esse processo, retirou-se uma aliquota de 1,0 mL para
baldo volumétrico de 10 mL que foi avolumado com fase mével. O nimero de amostras foi

o mesmo do item 3.2.2.3.

3.2.3 Caracterizacao Geral das Suspensoées

Os produtos utilizados no presente trabalho foram caracterizados quanto aos
ensaios classicos para suspensdes orais, como determinagdo de volume, tamanho de
particula, densidade, pH, avaliacdo reolégica e medi¢do do potencial zeta. Como a
formulagcdo TC se apresenta para administracdo em gotas, foi realizado o teste de

gotejamento para a mesma.

3.2.3.1 Tamanho de Particula

A avaliacdo do tamanho de particula foi realizada utilizando a técnica de difragédo a
laser. Esse método parte do principio de que o angulo de difracdo do laser é
inversamente proporcional ao tamanho da particula por ele incidida, sendo assim, o
tamanho de particula é calculado com base na intensidade de luz recebida pelo detector.
Essa técnica € indicada para suspensdes, por permitir a recirculacdo da amostra em
frente ao feixe do laser, possuindo a vantagem de ser rapida e ter boa reprodutibilidade
(RAWLE, 2004). Nesse calculo foi empregada a aproximagao de Fraunhofer, que assume
que todos os tamanhos de particula espalham a luz com a mesma eficiéncia e que as
particulas analisadas s&o opacas, nao transmitindo assim a luz incidida (MARTIN, 1993b;
RAWLE, 2004; AZEMA, 2006).

O equipamento empregado foi Laser Diffraction Particle Size Analyzer — Shimadzu,

modelo SALD 2101. Este consiste em uma fonte de raio laser, um conjunto de detecgao
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(formado por 81 fotosensores e um tubo multiplicador) e um amostrador (célula de

recirculagao). A faixa de leitura do equipamento & de 0,03 ym a 1000 pm.

3.2.3.1.1 Preparo do meio de dispersao

O meio de dispersao ideal para suspensdes € a propria fase externa (RAWLE,
2004). Como isso nao foi possivel nesse trabalho, o meio empregado para as amostras foi
agua acidificada (HCI 0,01 N) com adigao de polissorbato 80 (poli 80) na concentracao de
0,01%. Ao volume de meio preparado, foi adicionada massa de NMS equivalente a 10
vezes a concentragado de saturagao do farmaco (x 10 pg/mL) com a finalidade de saturar
0 meio, evitando assim a solubilizacdo de algumas particulas da suspensdo. Apos
agitacado em placa por 6 horas, o meio foi filtrado através de papel de filtro, sendo logo em
seguida submetido a uma segunda filtragdo em membrana de 0,45 um. Foram preparados
15 litros de meio de dispersdo para analise das 4 suspensdes e da matéria-prima. A
escolha do meio foi feita de acordo com a solubilidade da NMS, por ser necessario um
solvente onde o farmaco fosse praticamente insolivel. O uso do tensoativo foi para
facilitar a molhabilidade das particulas. O manual do equipamento indica que, quando

necessario, sejam adicionados tensoativos até uma concentracdo de 0,2% (p/V).

3.2.3.1.2 Procedimento

Foram transferidos 4 L do meio de dispersdo para o amostrador de liquidos do
equipamento. A primeira etapa consistia na leitura do meio, com a finalidade de zerar o
equipamento, sendo portanto, utilizado como branco. Foram adicionados em torno de 1,2
a 1,5 mL da suspensao ao meio de dispersdo sob agitagdo e, em seguida, era ligado o
ultrassom para dispersao das particulas.

As suspensdes eram adicionadas gota a gota, com o auxilio de uma pipeta de 2 mL

graduada, até ser obtida uma absorvancia entre 0,1 e 0,2. A partir desse ponto, iniciava-
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se a leitura automatica da difracdo do laser, sendo cada leitura finalizada apds 5 minutos.
O gréfico fornecido pelo equipamento apresenta a distribuicdo granulométrica

normatizada pelo didmetro das particulas em pm.

3.2.3.2 Densidade
Esse ensaio foi realizado empregando-se o método do picnémetro (F. Bras. IV,

1988d).

3.2.3.3 pH
O pH das suspensdes foi determinado através de potencidmetro (Mettler Toledo,
modelo MPC 227), previamente calibrado com solug¢des tampao pH 7,0 e pH 4,0 (Merck

reagentes), a temperatura ambiente.

3.2.3.4 Avaliagdo Reologica

As suspensbes tiveram suas caracteristicas reoldgicas avaliadas com auxilio de
viscosimetro rotacional da marca Brookfield, modelo DV-Il. A agulha (spindle) empregada
foi a de numero 2 da série LV por se mostrar a mais eficaz para as suspensdes em
estudo. Os viscosimetros rotatérios baseiam-se na resisténcia ao fluxo observado quando
um corpo rotatdrio gira imerso em um liquido ou semi-sélido. A grande vantagem desses
instrumentos é a ampla faixa de velocidade de cisalhamento, que permite a obtencéo de

forma direta da curva de cisalhamento (AULTON, 2005; BROOKFIELD, 2005).
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A temperatura ambiente do laboratério se manteve constante durante toda a analise,
em torno de 23,0 °C, e as amostras apresentaram temperatura de 24,0 °C durante toda a
analise.

Foram feitas dez leituras em cada velocidade (0,3; 0,6; 1,5; 3,0; 6,0; 12,0; 30,0 e
60,0 rpm), com intervalo de 30 segundos entre as mesmas. Realizaram-se essas leituras
tanto no sentido crescente das velocidades quanto no decrescente. A cada mudancga de
velocidade, foi esperado um minuto para estabilizacdo do sistema. As medidas de

viscosidade fornecidas pelo equipamento foram obtidas em centipoise (cps).

3.2.3.5 Potencial Zeta

O potencial zeta tem como objetivo avaliar a estabilidade das suspensées, e pode
ser medido pela técnica de microeletroforese. Esta teoria envolve a medida da velocidade
do deslocamento de particulas individuais em suspensdo (MARTIN, 1993a; NETZ &

ORTEGA, 2002).

3.2.3.5.1 Preparo das amostras

As amostras para leitura, no equipamento Zetasizer 3000 Hs Malvern Instrument,
foram preparadas da seguinte maneira: 5 mL das suspensdes RA, TS e TB foram
retiradas com seringas e transferidas para baldes de 50, 100 e 200 mL. Para a formulagao
TC, foi retirado 1 mL, também com seringa. Os baldes foram avolumados com agua
destilada, pois o diluente deve ser o mais proximo possivel da fase continua da amostra.
Essas diluigdes foram escolhidas, uma vez que proporcionavam um Kcps (medida de

concentracao do equipamento em counts per second) adequado entre 10 e 500.
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3.2.3.5.2 Procedimento

As medicdes foram feitas na célula microeletroforética do equipamento. As amostras
foram injetadas no circuito do equipamento com seringas de 5 mL. Este era previamente
acondicionado com a prépria amostra. Entre cada medida, o circuito era lavado com agua

destilada por 5 vezes, com auxilio de seringa.

3.2.3.6 Teste de gotejamento para suspensdo administrada em gotas

Este teste somente foi realizado para a formulagao TC, com o objetivo de verificar
quantas gotas equivalem a 1 mL da suspensao, qual a quantidade de farmaco por gota
para o produto e a uniformidade de gotejamento.

Em primeiro lugar, determinou-se a densidade da suspensio e, em seguida, o peso
de 20 gotas da formulagdo, com dez replicatas obtidas a partir de 10 frascos. O
gotejamento foi realizado com o frasco invertido, na posi¢cao vertical, ou conforme o
angulo de gotejamento indicado pelo fabricante. Esses dados permitem calcular a

quantidade de gotas/mL (Gr ), através da equagéo abaixo:

20xd

Gr(gotas/mL) = (Equaco 6)

Onde: d é densidade (g/mL)
P é o peso, em gramas, das 20 gotas

O segundo passo é calcular o teor real do farmaco em mg/gota (ti ), em cada réplica
de pesagem das 20 gotas, de acordo com a férmula:

. Tr 3
tl= m (Equacao 7)

Onde: Tr é o teor obtido no doseamento (mg/mL)
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Por fim, é calculado o valor percentual do teor real por gota sobre o declarado pelo
fabricante, empregando a equagao 8:

o ti x100

0= m (Equacao 8)

Onde: Td é o teor declarado em mg/mL
Gd é o numero de gotas que equivalem a 1 mL da suspensao declarado pelo
fabricante.
A uniformidade e conformidade do gotejamento estdo de acordo, quando os

resultados obtidos se encontram dentro da faixa de 85,0 a 115,0%, com DPR menor que

6% (F. Bras. IV, 20086).

3.2.4 Dissolugao das Suspensodes de NMS

A cinética de dissolucdo das suspensdes de NMS foi realizada em dissolutor de
cubas Vankel, empregando as pas, com os seguintes meios: suco entérico simulado pH
6,8, tampao fosfato pH 7,4 e agua, acrescidos dos tensoativos sintéticos, polissorbato 80
ou laurilssulfato de sdédio. A escolha dos meios levou em conta trabalhos anteriores
(SILVA, 2001; OLIVEIRA, 2003), onde se considerou o pKa da NMS, sua solubilidade nos
meios e seu local de absorgdo no organismo. Os tensoativos e suas concentragdes,
também se basearam nos mesmos estudos mencionados, e em um levantamento
realizado nas Farmacopéias Brasileira, Americana e Britdnica quanto ao tipo de

tensoativo mais usual nas monografias.

3.2.4.1 Meios de Dissolugéo

Os meios de dissolugdo empregados foram:
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e Suco entérico simulado sem enzimas (SES) pH 6,8 com poli 80 a 1,0 e 1,5%;
e Suco entérico simulado sem enzimas (SES) pH 6,8 com LSS a 0,5%;
e Tampao fosfato pH 7,4 com poli 80 a 1,0%;

e Solugdo aquosa de LSS a 1,0% (pH 7,38).

O meio SES pH 6,8 e 0 meio tampao fosfato pH 7,4 foram preparados de acordo
com a Farmacopéia Americana (USP 29, 2006b). A quantidade de tensoativo necessaria
para se obter a concentracdo desejada era adicionada ao meio apés o ajuste do pH, o
qual era conferido apés a adigao do aditivo e ndo mostrou alteragao.

O meio SES pH 6,8 com LSS foi preparado, dissolvendo-se 49,0 g de diidrogeno
fosfato de sédio monoidratado e 42,0 g de monoidrogeno fosfato dissédico em 6000 mL
de agua destilada. O pH era entado ajustado com NaOH 1 N ou HCI 1 N para6,8 £0,1,e 0
volume completado a 7000 mL com agua destilada (MORITA, 2001). A quantidade de
LSS necessaria para obter a concentracao de 0,5% p/v foi incorporada a solugédo apds o
ajuste do pH e antes de completar o volume final. O preparo do SES foi modificado pela
substituicdo de sal de potassio por sais de sddio, devido a incompatibilidade do LSS com

o ion potassio, que causava turvacao da solucao (OLIVEIRA, 2003).

3.2.4.2 Velocidade de agitagéo e tipo de agitador
As velocidades empregadas no estudo foram 25 e 50 rpm O tipo de agitador
utilizado foi a pa ou aparato 2. Essas condicbes sdo as recomendadas para o estudo de

dissolucao para suspensdes (SIEWERT et al., 2003; USP 27, 2004).
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3.2.4.3 Tempo de ensaio e coleta das amostras

Para formulagdes de liberagao imediata, recomenda-se um tempo de dissolucéo de
até 60 minutos (FORTUNATO, 2005). Neste estudo, foi considerado um tempo superior
com o objetivo de se fazer uma anadlise mais detalhada da liberagcdo de NMS das
suspensodes. O ensaio de dissolugdo para as formulacées RA, TS e TB teve duragao
maxima de 3 horas na velocidade de agitacdo de 25 rpm e de 1:30 horas em 50 rpm. As
aliquotas foram retiradas nos seguintes periodos de tempo: 5, 15, 20, 30, 45, 60, 90, 120,
150 e 180 minutos. Para a formulagao TC a duragdo maxima foi de 5 horas na velocidade
de 25 rpm e de 3 horas em 50 rpm, sendo as aliquotas retiradas nos seguintes tempos: 5,
15, 20, 30, 45, 60, 90, 120, 150, 180, 210, 240, 270 e 300 minutos, para analise

quantitativa da NMS dissolvida.

3.2.4.4 Realizacao do ensaio

O meio de dissolugado pronto era pré-aquecido em placas de aquecimento até 38 °C,
uma vez que sempre ha perda de calor na transferéncia para as cubas, e esse
procedimento agilizava o tempo de analise. Apds a transferéncia do meio para as cubas,
com auxilio de uma proveta de 1000 mL, o mesmo era submetido ao ultra-som, por cerca
de 15 minutos, com o intuito de desaeracgao, visto que meios contendo tensoativos nao
sao filtrados a vacuo devido a quantidade excessiva de espuma formada (FLISZAR et al.,
2005). O estudo era iniciado apos a estabilizagdo da temperatura em 37 °C + 0,5 °C.

As suspensdes eram adicionadas com seringa, sendo as mesmas pesadas antes e
depois da adicao da suspensao, sendo a diferengca de peso relacionada com densidade,
para calculo da dose adicionada a cada cuba. As amostras de meio eram coletadas
através de canulas de amostragem manual, nos tempos estabelecidos, o volume coletado

era de 5 mL e n&o houve reposicdo do meio. O processo de filtracdo foi realizado
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empregando-se os filtros cilindricos de polietileno de 10 um acoplados as canulas e, logo
apos a coleta era conectado na seringa um filtro de membrana Millex® de 0,45 pm. Foi
adotado esse sistema devido ao reduzido tamanho de particula de algumas amostras

(Figura 6).

Figura 6 — llustracdo do procedimento de adicdo das suspensdes e coleta das amostras do meio no
ensaio de dissolugdo. (A) seringas numeradas com a suspensdo a ser adicionada; (B)
adigdo da suspensdo a cuba; canula, filtros e seringas para coleta manual do meio de
dissolugéo; (C) seringas numeradas acopladas as canulas com os filtros cilindricos para a
coleta; (D) coleta do meio e (E) filtragdo imediata do meio através de membrana 0,45 ym.
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3.2.4.5 Analise quantitativa da NMS por espectrofotometria no UV-Vis

A quantificacdo de NMS nos meios empregados no ensaio de dissolugao foi
realizada por espectrofotometria de absor¢gdo no UV-Vis, tomando por base as condi¢des
descritas na Farmacopéia Brasileira (2002), por Silva (2001) e por Yakabe (1998). Para
verificar o comprimento de onda de maxima absorgcao (Amax ), foram feitas varreduras na

regiao do UV e do visivel para a NMS em cada meio utilizado.

3.2.4.5.1 Preparo das amostras
Apods a coleta das amostras, foram retiradas aliquotas de 1,0 mL e diluidas a 10 mL
em baldao volumétrico, onde foi adicionado 1 mL de hidréxido de s6dio 1 N; o volume

entdo era completado com o meio de dissolugéo.

3.2.4.5.2 Curva Padréo

A cada dia de analise, realizava-se uma curva padrdo para boa execugao dos
procedimentos, além da avaliagdo da qualidade do sistema.

Em primeiro lugar, era preparada solucao estoque de nimesulida. Eram pesados,
com precisao analitica, cerca de 25,0 mg de NMS padrao de trabalho com teor de 99,58%
e transferidos para baldo volumétrico de 50,0 mL, cujo volume era completado com
metanol, resultando em uma solugdo com concentragao de 0,50 mg/mL.

A partir desta solugdo estoque eram retiradas 5 aliquotas, a fim de se obter uma
curva com 5 pontos com as seguintes concentragdes: 5, 10, 15, 20 e 30 pg/ml. Hidréxido
de sbédio 1 N era adicionado de modo a resultar em concentracao final de 0,1 N e o

volume de cada baldo completado com o meio de dissolugdo em analise.
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3.2.4.6 Validagao do método espectrofotométrico

A validacado tem o intuito de demonstrar que o método é apropriado a finalidade
pretendida. Para a validagcdo de um método de dissolugao & importante validar ndo so a
parte da analise quantitativa quanto a parte inerente ao processo de dissolugdo em si.
Essa andlise envolve o0s seguintes critérios: amostragem, selecdo de filtros,
especificidade, linearidade, precisao, limite de deteccdo e quantificacdo e exatidao /

recuperacgao.

3.2.4.6.1 Especificidade / Seletividade

Devido a auséncia do placebo das suspensoées, a especificidade foi comprovada por
2 maneiras distintas (RIBANI et al., 2004). Primeiro, realizou-se o doseamento das
suspensodes por espectrofotometria, utilizando como diluente das amostras os meios de
dissolucao. O resultado foi comparado com o obtido no doseamento por CLAE, descrito
no item 3.2.2 (BRASIL, 2003b). Segundo, pelo ensaio de adigdo padrao, descrito no item

3.2.4.6.3 abaixo, foi confirmada a especificidade do método (RIBANI et al., 2004).

3.2.4.6.2 Linearidade

A linearidade foi avaliada pela analise de 5 concentragdes diferentes de NMS, na
faixa de concentracdo de 5 a 30 ug/mL. Foram preparadas 4 curvas padrdo para cada
meio, em 4 dias diferentes. A linearidade do método foi determinada pela analise de

regressao linear, com o auxilio do software Excel® (Microsoft, 2002).

3.2.4.6.3 Exatidao / Recuperacao
A estimativa da exatidao foi realizada pelo método de adigdo padrdo, onde se

adicionam quantidades conhecidas da substancia de referéncia do analito a preparagoes
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dos produtos, realizando-se a analise quantitativa do analito (BRASIL, 2003b). Esse
método foi selecionado, uma vez que ndo se possuiam todos os componentes das
formulacgdes.

A metodologia foi aplicada aos meios SES com poli 80 a 1,5% e solugao aquosa de

LSS a 1%.

3.2.4.6.3.1 Procedimento

Primeiramente, preparou-se uma solugdo padrdo, onde foram pesados, com
exatidao, cerca de 25 mg de NMS padrdao de trabalho e transferidos para balédo
volumétrico de 50 mL contendo metanol. A partir dessa solugao, retirou-se uma aliquota
de 10,0 mL para baldo volumétrico de 100 mL onde foi adicionado 10 mL de NaOH 1 N, e
o volume restante completado com o meio de dissolugdo, obtendo assim uma solugao
padrao (SP) final de 50 yg/mL.

O preparo das amostras seguiu o protocolo (vide figura 5); para as formulacdes RA,
TB e TS foram retiradas aliquotas de 3,0 mL de um homogeneizado das suspensbes que
foram transferidas para baldo volumétrico de 100 mL, onde se adicionou 50 mL de
metanol e se completou o volume com o meio de dissolugédo. Para TC, a aliquota retirada
de 3,0 mL foi levada para balao volumétrico de 250 mL com 120 mL de metanol, e o
volume restante completado com o meio de dissolugdo. A partir dessas preparacoes,
foram retiradas aliquotas de 2,0 mL para balbes volumétricos de 50 mL que continham 5
mL de NaOH 1 N. O primeiro baldao s6 possuia a amostra, os restantes receberam a
adicao de padrao em trés niveis: 3,0, 5,0 e 10,0 mL da solugédo padrao descrita acima.
Essas preparagdes foram feitas em triplicata para as 4 formulagdes estudadas. Todas as

amostras foram avolumadas com o meio de dissolugdo em questéo.
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Homogeneizado de 3 frascos das suspensodes

RA,TBeTS | @ ﬁ> TC
ﬂ 3.0 mL ﬂ 3,0 mL

bv de 100 mL (50 mL bv de 250 mL (120 mL
MetOH + meio) @ @ MetOH + meio)

Solugdes
Estoque RA, TS,

TBeTC

ﬂ 2.0 mL

|| 12 bv de 50 mL com 5 mL de NaOH 1 N ||

: 1° série : 2° série ;o 3° série .o 4° série
: Amostrapura : : Amostra+3,0 : : Amostra+50 : : Amostra+ 10,0
"""""""""""" : mLdaSPab0 : : mLdaSPa50 : : mLdaSPab50

pg/mL (3x) : pug/mL (3x) : pg/mL (3x)

Figura 7 — Esquema do preparo das amostras para determinagdo da exatiddo. Onde: bv = baldo
volumétrico; SP = solugdo padrao; 3x = triplicata de preparo.

As amostras foram analisadas em espectrofotdmetro VANKEL 50 UV-VIS, VK750D,
onde foram lidas no A . de cada meio selecionado. Nesse estudo, foi preparada uma

curva padrao com 5 pontos (5, 10,15, 20 e 30 ug/mL), que foi utilizada nos calculos.

3.2.4.6.4 Precisao
E a avaliagdo da proximidade dos resultados obtidos em uma série de medidas de
uma amostragem multipla de uma mesma amostra. A preciséo foi calculada realizando-se

o doseamento das suspensoes, em friplicata, nos meios SES com pH 6,8 com poli 80
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1,5%, solugdo aquosa com LSS a 1,0% e tampao fosfato pH 7,4 com poli 80 1,0%, e

calculando-se o desvio padrao relativo.

3.2.4.6.5 Limite de deteccao (LD) e quantificagéo (LQ)
O calculo desses limites pode ser feito pelo método baseado em parametros da
curva analitica (BRASIL, 2003b; RIBANI et al., 2004).

O limite de deteccgao foi expresso como:
3 N
LD = DPax E (Equacao 10)

Onde: DPa é a estimativa do desvio padrao do intercepto com o eixo Y
IC é ainclinacao (“slope”) ou coeficiente angular da curva analitica.
Os mesmos critérios de LD podem ser adotados para o limite de quantificacao,
utilizando uma relagao 10:1, a partir da equagao 11:

LQ = DPaX% (Equacgao 11)

Os limites foram calculados para todos os meios de dissolugado estudados.

3.2.4.6.6 Adsorcao aos filtros

A validagao desse sistema tem a finalidade de garantir que nao vai ocorrer adsorgao
apreciavel do farmaco ao material polimérico do filtro.

O procedimento empregado foi a preparagao de duas solugdes padrdo de NMS nas
concentracdes de 5 e 15 pg/mL, nos meios solugdo aquosa de LSS a 1% e SES pH 6,8
com poli 80 1,5%. Foram filtradas 3 aliquotas de 5 mL de cada concentragdo em cada
meio. O processo de filtragao foi exatamente o mesmo empregado na dissolugdo, ou seja,
as amostras foram submetidas a um filtro cilindrico de polietileno com porosidade de 10

um seguida de uma segunda filtragdo em filtro de membrana Millex® de 0,45 pm.
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As amostras foram lidas no espectrofotdmetro UV-Vis, e a avaliacdo da possivel
perda do soluto por adsor¢ao ao filtro foi calculada conforme a equacao 9 abaixo:

LNF - LF

NF x100 < 5% (Equacgao 9)

Onde: LNF é a leitura de absorbancia da amostra nio filtrada
LF é a leitura de absorbancia da amostra filtrada
O critério de aceitacdo para a perda por adsorcdo € de no maximo 5,0%

(LINDENBERG et al., 2005).

3.2.5 Tratamento dos resultados do perfil de dissolugao
A Resolucdo 310 da ANVISA preconiza que a comparagao entre os perfis de
dissolugao seja realizada com base nos fatores f1 e f2 (BRASIL, 2004). O fator f1 é a

medida da diferenca que é calculado pela Equagao 12 abaixo:

o _
> |Rt—Tt|
t=1

fl1= x100 (Equacgéo 12)

n
D Rt
i=1

Onde: n é o numero total de pontos de coleta;
Rt é o valor de percentual dissolvido em cada tempo para o medicamento
referéncia;
Tt € o valor de percentual dissolvido em cada tempo para o medicamento
teste.

E o fator f2 é a medida da semelhancga calculada pela Equagao 13, descrita a seguir.
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f2=50xlog 100 (Equacso 13)
n

3 (Rt-Tt)?

1+t
n

Onde a escala logaritmica é utilizada para normalizar a distribuico.

A comparagao entre dois produtos considerados similares deve possuir f1 menor
que 15 e f2 maior que 50, lembrando que os dois medicamentos devem ser submetidos
as mesmas condicdes de ensaio e com os mesmos tempos de coleta. A sensibilidade do
teste diminui fortemente no caso de varios resultados quando comparados na zona de
convergéncia, ou seja, no platd da curva, por isso € necessario que as amostragens

sejam feitas entre 30 e 65% do percentual dissolvido (BRASIL, 2004).

3.2.5.1 Modelo de Weibull

A liberacao de farmacos, a partir de sistemas de liberacdo imediata e modificada,
tem sido descrita por diversos modelos matematicos. Nesse estudo, foi aplicado o modelo
de Weibull. A equagao de Weibull foi adaptada ao processo de dissolugdo, em 1972, por
Langenbucher, podendo entdo ser aplicada com sucesso a quase todos os tipos de
curvas de dissolucao (COSTA, 2002).

A regulamentagcdo dos modelos matematicos empregados no processo de
dissolugao foi feita pelo FDA que limitou os modelos a um numero maximo de 3

parametros, citando entre eles o de Weibull, descrito a seguir na equacéo 14.

Qt = Qmax X (1— e_xﬂ) (Equagao 14)
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Onde: Qt é a quantidade dissolvida num determinado tempo
Qmax € a quantidade maxima a dissolver
B é o pardmetro da forma da curva
X, vide equacéo 15

X= (t —flag )/ Td (Equagéo 15)
Onde: t é o tempo amostrado;

fiag € 0 tempo de laténcia
Td é o parametro de escala, tempo necessario para alcancar 63,2% de

dissolugao do farmaco.

Os célculos desses parametros de regressao nao linear do modelo de Weibull foram
realizados com auxilio do programa COMSTAT®, desenvolvido pelo Professor Jean
Cumps, na Universidade Catodlica de Louvain em Bruxelas na Bélgica. Esse programa

teve sua robustez demonstrada por Labastie e Cumps (1992) na estimacdo de modelos

em 2 expoentes, sendo eficiente no tratamento de curvas de dissolugao.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 ANALISE DA MATERIA-PRIMA NIMESULIDA

A matéria-prima foi aprovada em todos os testes a que foi submetida. Os resultados
encontram-se apresentados nas Tabelas 1 e 2. O espectro de infra-vermelho encontra-se

inserido no anexo 1.

Tabela 1 — Caracteriza¢ao da matéria-prima de NMS de acordo com a F. Bras. IV (2002a)

Testes Realizados Resultados Especificagao
Identificagcéo por IR Positiva De acordo com NMS SQR
Ponto de Fusao 149,3 - 150,7°C cerca de 149 °C
Perda por Dessecagéao 0,1299% maximo 0,50%
Cinzas Sulfatadas 0,0002% maximo 0,10%

Tabela 2 — Analise quantitativa (doseamento) da matéria-prima de NMS por titulagao de
neutralizacao.

Dia % média £ dp DPR
99,42
99,01
1° 98,84 99,11+ 0,246 0,25%
n=5 98,96
99,30
100,00
100,11
2° 100,19 100,05 £ 0,097 0,10%
n=5 100,00
99,95
Geral 99,58 + 0,527 0,53%
n=10

A Figura 8 mostra a curva obtida durante a titulagdo alcalimétrica da NMS com a
solugao titulante de hidroxido de sodio 0,1 N, onde pode ser observado o ponto

estequiométrico.
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Figura 8 — Curva de titulagdo potenciométrica do doseamento de NMS matéria-prima com NaOH 0,1 N.

Tendo em vista os resultados satisfatorios na analise da matéria-prima de NMS, esta
foi utilizada como padrao de trabalho no decorrido estudo, com pureza estabelecida de

99,58%.

4.1.2 Andlise quantitativa de NMS nas suspensodes por cromatografia liquida de alta

eficiéncia (CLAE)

4.1.2.1 Estabelecimento das condi¢cdes cromatograficas

4.1.2.1.1 Fase Modvel e Vazéo

A fase movel selecionada foi H,O:CH3;CN:HOAc (45:55:1), por permitir uma boa
seletividade, com um tempo de retengao razoavel aos propdsitos do presente trabalho. A
fase movel H,O:CH;CN (50:50), proposta pela Farmacopéia Brasileira 1V, ndo se mostrou
eficaz, fazendo com que a NMS interagisse pouco e com dispersdao, com a fase
estacionaria C4g e seu padrao de eluicao resultou em assimetria do pico. Esses resultados

estdo apresentados nas Figuras 9 e 10 a seguir.
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Figura 9 — Cromatograma obtido para NMS empregando as condigdes da F. Bras. IV (Método para
comprimidos) Fase mével H,O:CH3CN (50:50); fluxo 1,2 mL/minuto, coluna C1s (25 cm) e
concentragao da amostra de 200 pg/mL.
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Figura 10 — Cromatograma obtido para NMS empregando as seguintes condigbes: fase movel
H20:CH3CN:HOAC (45:55:1); fluxo 1,2 mL/minuto, coluna C+g (25 cm) e concentragdo da
amostra de 200 uyg/mL.

De acordo com as figuras acima, conclui-se que a fase mével acidificada promove
uma manutencado da NMS sob a forma de acido livre, ou seja, protonada, de modo que ha
maior interagdo da molécula com a fase estacionaria e, por conseguinte, maior retengao,
situacdo que requereu um aumento na proporcao de acetonitrila, para que a NMS nao

tivesse sua retencao superior a 10 minutos.

O fluxo de escolha para a fase mével foi 1,5 mL/minuto, o que resultou em um
decréscimo do tempo de retengdo da NMS para 7,3 minutos (Figura 11) e uma pressao

do sistema controlada em torno de 2000 psi.
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Figura 11 — Cromatograma obtido com a fase mével H,O:CH3CN:HOAc (45:55:1) e fluxo 1,5 mL/minuto.

4.1.2.1.2 Detecgao

De acordo com o espectro de absor¢gdo no UV-Vis realizado no cromatografo
provido com detector UV-PDA (Figura 12), selecionou-se o comprimento de onda de 300
nm para obtengcao dos cromatogramas para analise quantitativa. Nesse comprimento de
onda, nao foi observada interferéncia dos excipientes contidos nas suspensoes, além de

ser uma regiao de elevada absortividade do farmaco.

Figura 12 — Cromatograma tridimensional obtido através do detector UV/PDA para uma amostra de
NMS suspenséao (TS) na concentragédo de 0,2 mg/mL.
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4.1.2.2 Validagdo do Método Cromatografico

4.1.2.2.1 Especificidade / Seletividade

Por se tratar de um método cromatografico, a especificidade foi comprovada com

auxilio do software Classe VP do detector de arranjo de fotodiodos do cromatografo

Shimadzu, que permitiu fazer a analise de pureza do pico de NMS por duas maneiras. A

primeira foi por similaridade do pico, ou seja, analisou-se o comego, meio e fim do pico,

avaliando o espectro de absorgéo no UV em cada tempo, o resultado esta apresentado na

Figura 13. A segunda avaliagdo da pureza cromatografica foi feita pela construgao de

“ratiograms”, onde € plotada a razao entre as absorbancias (que deve ser menor que 1)

em 2 comprimentos de onda, em fungéo do tempo de corrida. Este tipo de grafico deve ter

a forma retangular, mostrando que a razdo € uma constante e evidenciando, assim, a

pureza do pico como apresentado na Figura 14 (SNYDER et al., 1997). Esses recursos

foram empregados em virtude da indisponibilidade dos placebos das suspensées.
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Figura 13 — Pureza Cromatografica obtida por similaridade.
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Purity Curve (Nimesulida)
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Peak Purity Index: 0.998997
Single Point Threshold: 0.999868
Minimum Peak Purity Index: 129

Figura 14 — Pureza Cromatografica obtida pela razdo cromatografica.

De acordo com as Figuras 13 e 14, pode ser observado que a seletividade /
especificidade foi comprovada. Na Figura 13 pode ser visto que o espectro obtido em 7,2
minutos nao apresenta diferencas significativas dos espectros obtidos em 7,35 e 7,50
minutos, mostrando a auséncia de interferentes. Ja na Figura 14, é visto um grafico do
tipo “ratiogram” retangular, mostrando que a raz&o foi constante e menor que 1, mas
maior que o ruido (threshold) comprovando, mais uma vez, a seletividade do método para
a NMS.

Por se tratar de uma suspensao com muitos excipientes, foi de grande importancia a

comprovagao da especificidade / seletividade.

4.1.2.2.2 Linearidade

As curvas padrdao médias estdo representadas na Figura 15.
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Figura 15 — Curvas Padrao médias do 1° e 2° dia de testes.

Os dados apresentados na Figura 15 estdo destacados na Tabela 3, de forma mais

detalhada, com o intuito de demonstrar a analise estatistica da regresséo linear.

Tabela 3 — Analise estatistica da regresséao linear das curvas padrao.

Dia 1 Dia 2
a 66153,53 65122,71
b 19515170,76 19517776,49
r? 0,9996 0,9998
EP regresséao 51248,41 45853,85
EP intercepto 19775,61 17693,97
IC intercepto 25244,62 - 107062,44 28519,99 - 101725,42
Valor P - intercepto 0,0028 0,0012
EP inclinagéo 79369,67 71014,98
IC inclinagdo 19350982,32 - 19679359,21 19370871,01 - 19664681,97
Valor P - inclinagdo 7,72.10" 5,97.10*

EP = Erro padrao
IC = Intervalo de confianga de 95%

A linearidade foi comprovada, pois apesar da analise estatistica do intercepto ter

resultado em valor significativo, seu valor representa menos de 1,64% da concentragao

de trabalho. Os valores de inclinagao foram significativos e o coeficiente de correlacéo

superior a 0,999, mostrando uma baixa dispersdo dos dados (RIBANI et al., 2004; Brasil,

2003).

0,5
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4.1.2.2.3 Precisao do volume de injegao

Os resultados estdo descritos na Tabela 4, tendo sido estabelecidos para 5

diferentes concentragbes de NMS.

Tabela 4 — Resultados do teste de precisao de injecéo.

Concentragao

] , . . - o
(mg/mL) Area sob o pico Area sob o pico médiatdp DPR (%)

2079061
2081003
0,0504 2078099 2080426,2 + 1765,7 0,09
2082034
2081934
4137579
4153285
0,1004 4153742 4141621,6 = 11306,5 0,27
4128818
4134684
8203215
8238534
0,2048 8273287 8223931,0 £ 31767,9 0,39
8198888
8205731
12075119
12109154
0,3000 12130170 12091866,6 + 31303,4 0,26
12048795
12096095
16186978
16200987
0,4016 16272334 16219146 + 37874,0 0,23
16189965
16245466

De acordo com a tabela acima, a precisdo do volume de injecao foi demonstrada,
uma vez que nenhum dos valores de DPR encontrados foi superior a 2% (USP 29,

2006c¢). Conclui-se assim que os resultados obtidos foram bem adequados.
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4.1.2.2.4 Precisdo Intermediaria
A precisdo foi avaliada segundo os valores do DPR apresentados na Tabela 5.

Tabela 5 — Resultados do teste de precisao intra e inter-dia.

Preciséo Precisao
intra-dia inter-dia
DPR (%) DPR (%)

Concentragdo Dia Area sob o Area sob o pico
(ng/mL) pico média + dp

1 1028746
1039158 1034221,67 + 5226,91 0,5054

1034761
50,0 0,4064

2 1032553
1040098 1035812,67 + 3875,66 0,3742
1034787

1 2047341
2085935 2084430,67 + 36360,85 1,744

2120016

100,0 1,2919

2 2057334
2085113 2080987,67 + 21884,58 1052
2100516

1 3999427
4016274 4016276,33 £ 16850,50 0,4196
4033128

200,0 0,2229

2 3993521
4009456 4005281,33 + 10326,56 0.2578
4012867

1 6087201
6086606 6098865,33 + 20720,64 0,3397

6122789

300,0 0,2302

2 6089834
6089643 6093421,33 + 6379,56 0.1047
6100787

1 7819860
7822888 7871632,67 + 87063,73 1,1060

7972150

400,0 0,7993

2 7869870
7832878 7876934,0 £ 47979,61 0,6091
7928054

Os resultados mostraram que a precisao intra e inter-dia foi satisfatéria, uma vez

que nenhum dos valores de DPR encontrado foi maior que 2% (RIBANI et al., 2004).
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Os resultados da validacdo da metodologia por CLAE foram bastante satisfatérios.
Dessa forma, o método se mostrou eficaz para ser empregado na analise quantitativa de

NMS na forma de suspensoes.
4.1.2.3 Teor de NMS total e quantidade dissolvida nas suspensbes

Os resultados da determinagéo da quantidade total (teor) de NMS nas suspensoes e
da quantidade de NMS dissolvida estdo expostos na Tabela 6, expressos em porcentual

em relacao ao declarado.

Tabela 6 — Quantidade de NMS contida e dissolvida nas suspensées.

Produto Quantidade total (Teor) Quantidade dissolvida*®
o Conc. Média .
Média* (%) DPR (%) (Hg/mL) Média (%) DPR (%)
RA 100,19 1,09 3,80 0,038 10,14
TS 99,38 1,08 4,50 0,045 2,65
TB 107,53 0,39 4,90 0,049 6,54
TC 102,84 1,07 1,30 0,013 5,80

*n = 3 para cada teste.

A quantidade de NMS, dissolvida nos diferentes produtos, fornece resultados em
pa/mL inferiores a concentragdo de saturagcdo do farmaco em agua (em torno de 10
Mg/mL), de modo que se pode inferir a auséncia de veiculo que favorece a solubilizagao
do ativo nas suspensdes em estudo. Logo, mais de 99,0% do farmaco presente nos
produtos encontra-se de fato na forma de particulas suspensas.

Como nao existe metodologia oficial para NMS suspensdes, poder-se-ia considerar
a faixa de 90,0% a 110,0% da quantidade declarada de ativo como especificacdo usual

para o teor, de modo que todas as formulagdes estariam de acordo para este teste.
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4.2 CARACTERIZACAO GERAL DAS SUSPENSOES

4.2.1 Tamanho de particula

Um dos aspectos que pode alterar a eficacia de uma forma farmacéutica de um
determinado farmaco, é o tamanho de particula do ativo (WANG & FLANAGAN, 1999;
WANG & FLANAGAN, 2002; TINKE et al., 2005). Por isso, esse dado é fundamental para
a dissolugdo, uma vez que a area superficial aumenta com a diminuigcdo do tamanho de
particula, e uma maior velocidade de dissolucdo pode ser obtida, reduzindo-se a
granulometria do farmaco. Esse fato € notério quando farmacos, fracamente
hidrossoluveis, sdo administrados na forma micronizada (ABDOU, 1995; CASTELLI,

2003; JINNO et al., 2005).

A técnica empregada para o ensaio do tamanho de particula foi a de difracédo a
laser, e os resultados obtidos para todas as formulagdes e a matéria-prima de NMS estao
apresentados na Figura 16, através da distribuicdo de freqliéncia e da curva sigmoidal,
tracada com o percentual cumulativo dos tamanhos de particula. Os resultados
apresentados na Figura 16 foram sumarizados na Tabela 7, onde também estdo
indicados os didmetros limites superiores para a populagédo porcentual (10, 50 e 90% das

particulas) indicado na tabela.
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Figura 16 — Distribuicdo granulométrica normalizada pela quantidade de particulas em funcdo do
didmetro em ym das amostras RA, TS, TB, TC e da matéria-prima.

Tabela 7 — Resumo da distribuicao granulométrica das formulagdées em estudo e da matéria-

prima.
Diametro (um)
Amostras —  imtdp __ Mediana __ Moda 10% 50% 90%
Matéria-
prima  2,732+034 3,305 4.935 0751 3305 6,356
RA 3402+032 4179 4.935 0940 4179  6.879
TS 3353+032 4,001 4.935 0948 4091 6793
B 7192+042 8692 17,222 1876 8692 21130

TC 27,569 + 0,36 33,205 48,794 10,322 33,205 61,710

Pode ser observado que as formulacbes RA e TS apresentaram distribuicdo
granulométrica semelhante, enquanto TC foi a que apresentou maior tamanho de
particula e a TB possui um tamanho intermediario. Esse fato foi importante, por tornar a
formulagcdo uma ferramenta fina que permitird selecionar métodos de dissolugdo que se
mostrem discriminativos para as suspensoes, com diferentes tamanhos de particula. A
matéria-prima apresentou distribuicdo assemelhada aos produtos RA e TS.

O meio de dispersdo empregado nessa analise continha 0,01% de polissorbato 80,
mas foi, primeiramente, testado sem a presenca do tensoativo, gerando os mesmos

resultados expostos acima para as suspensoées. Contudo, a matéria-prima de NMS nao
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apresentou leitura adequada quando dispersa no meio sem tensoativo, uma vez que nao
apresentava boa molhabilidade, ficando na superficie do liquido, sem recircular para
dentro da célula. Optou-se, entdo, por adotar meio de dispersdo com tensoativo para
todas as amostras, mesmo para as suspensdes que nao apresentaram flotabilidade
durante o teste. Esse fato ocorreu porque as suspensbes RA, TS e TC continham
tensoativos na formulagao, o que permitia uma adequada molhabilidade das particulas de
NMS. Quanto a TB, n&o havia nenhuma informacado na bula do produto a respeito dos
excipientes, no entanto, pelos resultados obtidos, ficou evidente que esta formulagao

também deveria possuir tensoativo.

4.2.2 Determinacgao de densidade e pH

Os resultados da densidade e dos valores de pH estdo expostos na Tabela 8 e
foram calculados com o objetivo de serem mais um fator na caracterizagdo dos produtos.
Além disso, os valores de densidade foram empregados nos calculos do teste de

gotejamento e no ensaio de dissolugdo das suspensdes.

Tabela 8 — Resultados das medidas de pH e densidade.

Formulagéo Densidade pH
(g/mL)
RA 1,1742 577
TS 1,1441 5,76
B 1,0782 5,11
TC 1,1143 4,81

Conforme demonstracido, as formulagdes apresentaram valores semelhantes de
densidade. Quanto as medidas de pH, mais uma vez RA e TS forneceram resultados bem

préximos, e a formulagao TC se distinguiu das demais.
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4.2.3 Avaliagdo Reolodgica

A avaliagdo reoldgica foi mais um recurso empregado com o objetivo de caracterizar
as diferentes formulagdes. O “spindle” utilizado no estudo foi do tipo “disc spindle”, que
nao permite o calculo direto dos valores de velocidade e tensdo de cisalhamento. Assim,
as curvas de fluxo, que podem ser visualizadas nos graficos da Figura 17, foram
apresentadas plotando-se os valores de viscosidade (cps) versus velocidade (rpm)

utilizada, enquanto os resultados médios individuais completos estdo inseridos no anexo

2.
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Figura 17 — Reogramas das medidas de viscosidade das suspensdes em fungéo da velocidade empregada no
cilindro (“spindle”).
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As propriedades reoldgicas das suspensbes sdo acentuadamente afetadas pelo
grau de floculagéo, pois a quantidade de fase continua livre diminui @ medida que se torna
presa aos flocos dispersos. Consequentemente, a viscosidade aparente de uma
suspenséo floculada é, em geral, maior do que uma suspenséo similar porém defloculada.

Em paralelo, foi feita uma analise visual com a finalidade de verificar a sedimentagao
das suspensbes em estudo, o que permitiu as seguintes observacoes: os produtos TS e
RA possuem uma sedimentacdo extremamente lenta, imperceptivel a olho nu, apoés trés
meses em repouso. TC ja se apresentou sedimentada depois de 24 horas de repouso,
enquanto TB apresentou sedimento apos 3 dias (Figura 18). Esses dados sdo resultantes
de um efeito sinérgico entre o tamanho de particula e a viscosidade como mostra a lei de
Stokes (Equacéo 1 — Introducéo).

De acordo com o descrito, pode ser observado que TB e TC sao as suspensodes de
menor viscosidade, sendo também as de menor densidade e, ao mesmo tempo, as que
apresentam maior tamanho de particula, o que explica a velocidade de sedimentagao
mais acelerada dessas formulagbes frente a RA e TS. Esses aspectos sao relevantes

uma vez que essas suspensoes foram submetidas ao ensaio de dissolugao.

Figura 18 — Aparéncia das suspensdes apds 3 meses de repouso.
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4.2.4 Potencial Zeta

Os valores do potencial zeta medido nas suspensbdes, determinados em 2 diluicbes
distintas, empregando agua como solvente, estdo expostos na Tabela 9. O potencial zeta

€ a medida que indica o potencial existente na superficie das particulas (REMINGTON,

1995).

Tabela 9 — Potencial zeta (média (mV) * dp) obtido para as suspensdes de NMS em diferentes
diluicdes em agua.

Produto Diluicdes empregadas para leitura
5:100 (1:100)* 5:200 (1:200)*
RA -64,27 + 3,03 -63,85 + 2,33
TS -69,17 + 4,30 -74,97 + 9,88
B -50,00 £ 0,44 -54,13 + 3,93
TC* -54,63 + 8,11 -41,80 + 11,31

De acordo com os resultados observa-se que todas as suspensdes apresentaram
valores negativos, mostrando que as forcas de repulsao estdo predominando frente as de
atracdo. Isso é desejado para suspensbes farmacéuticas, por evitar a formagdo de
agregados, além de demonstrar a estabilidade das formulagdes. O potencial zeta é uma
ferramenta efetiva no controle do comportamento das particulas, ja que indica a interacao

entre o potencial de superficie e as forgas de repulsao entre estas (REMINGTON, 1995;

GREENWOOD, 2003).

4.2.5 Teste de Gotejamento

Este teste foi realizado somente para a formulagao TC, por ser a Unica apresentada
sob a forma de gotas, com o objetivo de verificar quantas gotas equivalem a 1 mL da
suspensao e, por sua vez, comparar o teor real por gota frente ao declarado pelo

fabricante. Os resultados obtidos encontram-se apresentados na tabela abaixo.
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Tabela 10 — Resultados do teste de gotejamento (média + dp)

Peso de 20 Quantidade de Teorrealem % frente ao

Replica gotas (9) gotas /mL (Gr) mg/gota (ti) declarado * Especificagao
1 0,9408 23,69 2,17 86,82
2 0,9513 23,43 2,19 87,79
3 0,9327 23,89 2,15 86,08
4 0,9366 23,79 2,16 86,44
5 0,9528 23,39 2,20 87,93 De 85,0 a
6 0,9455 23,57 2,18 87,26 115.0% com
7 0,9415 23,67 2,17 86,89
8 0,9398 23,71 2,17 86,73 DPR < 6%
9 0,9371 23,78 2,16 86,48
10 0,9502 23,45 2,19 87,69

87,01 £0,63

Média + dp 0,9428 £ 0,01 23,64 £ 0,17 2,17 £ 0,02
DPR =0,73%
" calculado de acordo com item 3.2.3.6 (materiais e métodos) onde Gr = nimero de gotas que equivalem a 1
mL da suspenséo declarado pelo fabricante, no caso 20 gotas. O fabricante deste medicamento declara que 1
gota equivale a 2,5 mg de NMS.

De acordo com os resultados, observou-se que o teste foi satisfatorio,

apresentando-se o produto TC dentro de especificacao.

4.3 DISSOLUCAO DAS SUSPENSOES DE NMS
4.3.1 Validagdo do método espectrofotométrico aplicado a dissolugao

No processo de dissolucdo é fundamental que o método empregado seja
discriminativo para formulagdes com caracteristicas diferentes (HE et al., 2004; BROWN,
2004; JAMZAD & FASSIHI, 2006).

A NMS é por possuir pka 6,5 se encontra parcialmente ionizada nos meios
propostos devido ao pH dos mesmos. Em todos os meios testados, a absor¢gdo da NMS
no UV fornece um espectro com banda de absorgdo assimétrica, observando-se a
intersecdo entre as curvas de absorgéo atribuidas as espécies ionizada e nao ionizada.
Por outro lado, em meio alcalino (pH de £ 12,0), a NMS encontra-se totalmente ionizada e

a banda de absorcdo é simétrica e bem definida, permitindo uma maior seguranca nas
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analises. A alcalinizagdo das amostras nos meios selecionados promove o deslocamento
do Anax. da regido do UV, em torno de 300 nm, para a regidao préxima do visivel,
aproximadamente 400 nm, pela formagao de um produto colorido (YAKABE, 1998; F.
Bras. 1V, 2002b). A reacdo que ocorre em meio alcalino e os espectros de absor¢ao

encontram-se apresentados nas Figuras 19 e 20.

®
H - SOLCH Na GN/SOzCHa - S0CHs
0 NaOH o 0
_— <>
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®
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Figura 19 — Mecanismo de formagéo do produto colorido (amarelo) da nimesulida em meio alcalino
(YAKABE, 1998).
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) _B50

Figura 20 — Espectro de absor¢gédo da NMS (20 pg/mL) em meio SES pH 6,8 com poli 80 a 1,5%; (A)
sem NaOH (pH 6,8) e (B) com NaOH ( pH 12,0).

De acordo com a Figura 20, pode-se observar, além de um deslocamento
batocrdbmico em funcdo do aumento do comprimento de onda, um deslocamento

hipercrdbmico devido ao aumento da intensidade de absor¢ao.

A Tabela 11 apresenta 0s An.x. empregados em cada meio de dissolugdo apos

alcalinizagao das amostras.
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Tabela 11 — Comprimentos de onda de maxima absorg¢ao, obtidos para a NMS, nos meios
empregados na dissolugédo apds tratamento das amostras com NaOH 1N.

Meios de dissolugio Amax.(nm)
Solugéo aquosa de LSS a 1% 395
SES pH 6,8 com LSS a 0,5% 395
SES pH 6,8 com poli 80 a 1,0% 397
SES pH 6,8 com poli 80 a 1,5% 398
Tampéo fosfato pH 7,4 com poli 80 a 1,0% 397

4.3.1.1 Especificidade

A especificidade foi obtida pela comparagdo entre os resultados obtidos no
doseamento da NMS nas suspensodes por CLAE e os obtidos por espectrofotometria,
onde foram utilizados os meios de dissolugdo como diluentes das amostras dos produtos

(RIBANI et al., 2004). Os resultados estdo apresentados na tabela abaixo.

Tabela 12 — Resultados comparativos para o doseamento de NMS nas suspensdes por dois
métodos diferentes (n=3).

Teor (%) por espectrofotometria

= T1€or (%) por Solugao Tampao fosfato
Formulagges CLAE SES pH 6.8 cOM  5quosa ge LSS pH 7?4 com poli
poli 80 1,5% 1.0% 80 1.0%
RA 100,19 101,10* 100,58" 100,26
TS 99,38 99,89" 99,75 99,46"°
B 107,53 107,21 106,99"° 107,09"
TC 102,84 101,99* 101,76* 101,55*

NS — néo difere da média por CLAE
* - difere significativamente da média por CLAE (p<0,05)

De acordo com a Tabela 12, observa-se predomindncia de resultados que nao
diferem estatisticamente entre si, quando utilizados diferentes solventes no doseamento
de NMS por espectrofotometria, quando comparados com os valores obtidos pelo método

referéncia (CLAE), com excegcao da formulagdo TC, onde os resultados foram
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considerados significativamente diferentes (p < 0,05) do método controle. A diferenca
observada, entretanto, é inferior a 1%, e os valores fornecidos por espectrofotometria
inferiores ao obtido por CLAE, de modo que nao se obteve erro positivo na analise
espectrofotométrica por possivel interferente e os resultados foram interpretados como

satisfatorios quanto a especificidade.

A especificidade foi verificada também quando se avaliou a exatidao, pelo teste de
adicao padrao. Os resultados deste ensaio estao apresentados nas Tabelas 14 e 15, no
item 4.3.1.3. De acordo com eles pode-se observar que ha uma recuperagao de
aproximadamente 100% para todas as formulagbes alvo do estudo, ajudando a
comprovar a especificidade do método, por mostrar a nao interferéncia dos excipientes na
absorcao da NMS presentes nas suspensoes.

O deslocamento do comprimento de onda de maxima absorg¢ao pela alcalinizagao
das amostras promoveu a especificidade adequada para utilizacdo da espectrofotometria
UV - Vis na dissolugado, sem ter que recorrer a cromatografia liquida, o que facilitou o
andamento do trabalho. Esse deslocamento também foi interessante para os meios que
continham poli 80, pois, de acordo com Wauelfing e colaboradores (2006), esse tensoativo
absorve nos comprimentos de onda de 195, 234, 270, 280 e 310 nm, sendo que a cauda
de absorcao pode se estender até a regido do visivel, se a concentracao do poli 80 for

superior a 3%, o que nao foi o caso em nenhuma das condigbes testadas.



Resultados e Discussao 104

4.3.1.2. Linearidade

A linearidade de um método analitico € a habilidade do mesmo de produzir

resultados que sdo diretamente proporcionais a concentragdo do analito, dentro de uma

dada faixa (USP 29, 2006d). Na determinacao desse parametro, foram utilizadas curvas

padrao em 5 niveis preparadas em dias diferentes. Os dados relacionados a linearidade

estao expostos na Tabela 13 e na Figura 21.

2,00 2,00
(A) (B)
1,50 P 1,50 -
s 3
2 S
2 / g /
2 1,00 £ 1,00
s 3
2 3
< <
0,50 0,50 -
/ y = 52,725x - 0,0023 y = 46,435x - 0,0076
R? = 0,9999 R? = 0,9999
0,00 . . 0,00 T T T T T T
0,000 0,005 0,010 0,015 0,020 0,025 0,030 0,035 0,000 0,005 0,010 0,015 0,020 0,025 0,030 0,035
Concentragdo (mg/mL) Concentragdo (mg/mL)
2,00
(€)
1,50 4
©
©
&
£ 1,00 -
o
[7]
o
<
0,50
/ y = 52,0040 + 0,0059
R? = 1,0000
0,00 T T T T T T
0,000 0,005 0,010 0,015 0,020 0,025 0,030 0,035

Concentragao (mg/mL)

Figura 21 — Curvas Padréo dos diferentes meios, (A) meio SES pH 6,8 com poli 80 a 1,5%; (B) meio
solugdo aquosa de LSS a 1,0% e (C) meio tampao fosfato pH 7,4 com poli 80 a 1,0%.
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Tabela 13 — Parametros médios provenientes das curvas padrdo (5 niveis) utilizadas no
doseameno por espectrofotometria das suspensodes para os diferentes meios

(n=2).
Coeficiente de
Meio Intercepto Inclinagéo correlagao
SESpHB.8com 4106400079 50,80 + 0,0137 0,0999 + 0,0001
poli 80 1,5%
Solugéo aquosa
de LSS 1,0% 0,0028 £ 0,0030 46,22 + 0,0082 0,9999 + 0,0001
Tampéo fosfato pH
7,4compoli80 0,0134 +£0,0103 53,05+ 0,0796 1,0000 + 0,0001

1,0%

De acordo com os resultados obtidos, verificou-se adequada correlagéo linear uma
vez que os coeficientes de correlacdo obtidos possuem valores superiores a 0,99 como

preconizado pela Resolugao 899 da ANVISA (BRASIL, 2003).

4.3.1.3 Exatiddo / Recuperacéo

A exatidao foi calculada pelo procedimento de adicdo padrédo como o descrito em
3.2.4.6.3, porque nao se possuia o placebo das suspensbes analisadas. Este ensaio foi
realizado em 2 meios representativos para cada tensoativo empregado nos estudos de
dissolugdo. Os resultados estdo apresentados nas Tabelas 14 e 15 e referem-se a massa
de NMS presente nos baldes volumétricos das quatro séries apresentadas em 3.2.4.6.3.1,
preparadas a partir das suspensdes sem e com adi¢gdo de padrao em trés niveis: 25%,
42% e 83% da quantidade esperada do farmaco.

O percentual recuperado refere-se a diferenga entre a massa total de farmaco
determinada pela analise subtraido da quantidade de NMS presente na amostra sem

adicdo de padrao em relacéo as quantidades adicionadas, indicadas na primeira coluna.
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Tabela 14 — Ensaio de Recuperagdo em meio SES, pH 6,8, com poli 80 1,5%.

Quantidade Quantidade Recuperada Total
Adicionada Massa média (ug)
de Padrao % recuperado + dp
(ug) RA TB TS TC
Amostra
sem Adicado @~ - 585,2 631,37 595,5 620,4
Padr&o®
Nivel 1 da . 5‘85/0+ 1 07538/1 . 750,0 7748
Adigéob 154,8 0 (’)10};‘ 0 (’)002‘ 99,9% + 0,09% 99,8% + 0,11%
Padrao DPR = 0.01% DPR = 0,00% DPR = 0,09% DPR=0,11%
N|’ve_I 2 da 842,5 889,1 852,8 878,0
Adicao 257,9 99,8% + 0,12% 99,9% + 0,05% 99,8% + 0,10% 99,9% + 0,06%
Padrao® DPR =0,12% DPR = 0,05% DPR =0,10% DPR = 0,06%
N|’ve_I 3da 1100,2 1146,5 1111,0 1136,2
Adigao 515,8 99,9% +0,08%  99,9% +0,08%  100,0% +0,05%  100,0% * 0,09%
Padrao® DPR = 0,08% DPR = 0,08% DPR = 0,05% DPR = 0,09%
a = sem réplica
b = triplicata
Tabela 15 — Ensaio de Recuperagédo em meio Sol. Aq. LSS 1,0%.
Quantidade Quantidade Recuperada Total
Adicionada Massa média (ug)
de Padrao % recuperado + dp
(ug) RA B TS TC
Amostra
sem Adigdo @~ - 557,0 642,8 566,9 485,8
Padrao®
Nivel 1 da 705,9 794,5 718,5 665,7
Adicéo 150,6 98,9% £0,11%  100,5% +0,45%  100,7% +0,21%  100,0% + 0,06%
Padrao® DPR=0,11% DPR =0,44% DPR =0,21% DPR =0,07%
Nivel 2 da 807.,8 896,1 820,0 753,5
Adigao 250,9 99,9% + 0,05% 100,9% + 0,04% 100,9% £ 0,04% 100,0% + 0,30%
Padrao® DPR =0,05% DPR =0,04% DPR =0,03% DPR =0,31%
Nivel 3 da 1060,0 1146,3 1068,7 982,8
Adigao 501,9 100,2% £ 0,00% 100,3% + 0,03% 100,0% £ 0,02% 99,0% + 0,05%
Padrao® DPR =0,00% DPR =0,03% DPR =0,02% DPR =0,05%

a = sem réplica
b = triplicata



Resultados e Discussao 107

De acordo com as Tabelas acima, pode-se verificar que a metodologia aplicada é
exata vistos que os resultados obtidos na recuperacido estdao dentro da faixa de 98,0 a

102,0% (JENKE, 1996; BRITO et al., 2003).

4.3.1.4 Precisao

A precisao nada mais € do que o grau de concordancia entre resultados de medidas
independentes, em torno de um valor central, efetuadas varias vezes em uma amostra
homogénea. A precisdo foi demonstrada com a finalidade de garantir que a analise
quantitativa do estudo de dissolucao é precisa. Ela foi calculada baseando-se nos valores
obtidos no doseamento das suspensdes (em ftriplicata), em alguns meios de dissolucao.

Os resultados estdo apresentados na Tabela 16.

Tabela 16 — Resultados da precisdo obtidos no doseamento das suspensdes nos meios de
dissolugdo empregando a espectrofotometria no UV-Vis.

. SES pH_6,8 Solugéo f;-:fgga;H
Formulagbes com p((:))ll 80 DPR (%) aquosade DPR (%) 7.4 com poli DPR (%)
1,5% LSS 1,0% 80 1,0%
100,97 100,35 100,19
RA 101,20 0,118 100,70 0,1842 100,33 0,071
101,14 100,63 100,28
100,03 99,66 99,52
TS 99,76 0,137 99,96 0,163 99,39 0,066
99,86 99,70 99,44
107,32 107,13 107,21
B 107,16 0,099 106,91 0,114 107,09 0,085
107,12 106,93 107,03
101,88 101,94 101,43
TC 102,20 0,193 101,68 0,137 101,64 0,101

101,84 101,72 101,57
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A precisdo do ensaio de dissolugdo, propriamente dita, engloba a dispersao
fornecida pela variabilidade de adicdo da amostra, do volume do meio de dissolugao e da
amostragem realizada acrescidos da dispersdo do método de analise quantitativa. Estes
valores podem ser visualizados nas tabelas constantes no anexo 3.

O método para analise quantitativa das suspensdes nos meios de dissolugao
mostrou-se bastante preciso para as formulagdes em estudo, uma vez que o desvio

padrao relativo foi inferior a 1,0% em todos os casos.

4.3.1.5 Limite inferior de detecgao e limite inferior de quantificagcdo
Os resultados para os limites inferiores de quantificacdo e de deteccdo estdo
apresentados na Tabela 17 e foram calculados com base em todas as curvas padrao

preparadas para os ensaios de perfil de dissolugao.

Tabela 17 — Resultado dos limites de quantificacdo e detecgéo obtidos a partir das curvas
analiticas. Valores médios de 4 a 8 curvas.

LQ Abs tedrica LD Abs tedrica

Meios de dissolugao (mg/mL) LQ (mg/mL) LD

Sol. Aquosa com
LSS 1,0%

SES com LSS 0,5% 0,0024 0,1278 0,0008 0,0136

SES com Poli 80
1,0%

SES com Poli 80
1,5%

0,0017 0,0784 0,0005 0,0080

0,0015 0,0817 0,0005 0,0078
0,0016 0,0890 0,0005 0,0082

Tampéao Fosfato

com Poli 80 1.0% 0,0028 0,1619 0,0009 0,0162
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4.3.2. Adsorcao aos filtros

Os filtros utilizados na dissolucdo foram: filtros de polietiieno de 10 um de
porosidade e filtros de membrana Millex® PVDF com 0,45 ym de poro. A especificagdo
para esse teste é de que se tenha um maximo de 2%, segundo Fortunato (2005), e 5%
segundo Lindenberg e colaboradores (2005), de perda do soluto por adsorgdo ao material

filtrante. Os resultados estdo expostos a seguir na Tabela 18.

Tabela 18 — Medidas da perda de soluto por adsorg¢ao no filtro.

Sol. Aq. LSS 1% SES Poli 80 1,5%

5ug/mL 15 ug/mL 5ug/mL 15 pug/mL
Média 0,13% 0,07% 0,13% 0,25%
DP 0,04% 0,09% 0,05% 0,02%

Como foi demonstrado, os resultados estao todos abaixo do maximo recomendado,
mostrando que os filtros empregados no estudo ndo implicam em perda do farmaco em

analise.

4.3.3 Determinacao do perfil de dissolugcao das suspensoes de NMS

Os calculos do perfil de dissolucao foram feitos em fungdo da massa de suspensao
adicionada por cuba. A dose de nimesulida foi calculada entdo para cada cuba, em funcao
da diferenca de peso, entre as seringas cheias e vazias relacionada com a densidade da
formulagdo em estudo. Este procedimento foi adotado uma vez que a adigcdo das
amostras, feita por meio de seringa, pode apresentar uma consideravel fonte de variagao,
assim como a prépria amostra em suspensado pode nado se apresentar perfeitamente
homogénea. Acrescente-se uma observacdo importante: nos calculos da dissolugao

usualmente emprega-se a dose declarada, mas no caso do produto TB que apresentou
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teor de 107,5%, a utilizagao do valor declarado para o calculo do porcentual dissolvido
implicaria em uma supra-estimacdo da quantidade dissolvida, ao contrario das demais
formulagdes, assim os calculos para este produto foram feitos em relagdo ao teor real
obtido no doseamento. A Tabela 19 exemplifica estas consideracgdes; na ultima coluna
estd em evidéncia a diferengca de dose que resultaria entre a utilizagdo da concentragao
declarada e o teor determinado no doseamento. Para o produto TB, a diferenca seria
superior a 5%, de modo que se optou por considerar a dose adicionada calculada pelo

teor.

Figura 22 — suspens&o de NMS no fundo da cuba

Partindo do principio de que a dose a ser ensaiada, a qual corresponde a
administrada, deveria ser introduzida na cuba da forma mais conjunta possivel, isto €, em
bloco (introdugdo imediata), assim padronizou-se uma velocidade de adi¢do rapida e
constante com o objetivo de minimizar qualquer variagdo decorrente desse processo. As
formulagdes RA e TS por possuirem maior viscosidade atingiam o fundo da cuba mais

rapidamente quando comparadas a TC e TB.
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Tabela 19 — Quantidade média de amostra adicionada as cubas do dissolutor e respectiva dose
de nimesulida adicionada, em fungéo da densidade, da concentragdo declarada e
do teor determinado (n = 30)

Volume Dose add

Massa de . Conc Dose add .
~ Densidade add pelo Teor Diferenca
Produtos  suspensao declarada o pelo teor
média(g) (g/mL) calculado (mg/mL) declarado %o (mg) - B A-B
(mL) (mg)-A

RA 11,83 £ 0,31 1,1742 10,07 10 100,75 100,19 100,94 -0,19
TS 11,78 £ 0,44 1,1441 10,30 10 102,96 99,38 102,32 0,64
B 10,82 £ 0,27 1,0782 10,04 10 100,35 107,53 107,91 -7,56
TC 2,30 £ 0,06 1,1143 2,06 50 103,20 102,84 106,13 -2,93

Na determinacdo do perfil de dissolugdo foram utilizadas duas velocidades de
agitacao, 25 e 50 rpm, que estdo sendo recomendadas para suspensdes (SIEWERT et
al., 2003; USP 27, 2004). Os resultados da acdo das duas velocidades nos meios
descritos na dissolugdo das suspensodes estudadas estdo expostos nas Figuras 23, 24, 25

e 26.
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Figura 23 — Perfis de dissolugdo das suspensdes em estudo em meio SES pH 6,8 com poli 80 a 1,0%. (A)
25 rpm e (B) 50 rpm (valores médios + dp).
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Figura 24 — Perfis de dissolugdo das suspensdes em estudo em meio SES pH 6,8 com poli 80 a 1,5%. (A)
25 rpm e (B) 50 rpm (valores médios + dp).
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Figura 25 — Perfis de dissolugdo das suspensdes em estudo em meio solugdo aquosa de LSS a 1,0% (pH
7,38). (A) 25 rpm e (B) 50 rpm (valores médios * dp).
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Figura 26 — Perfis de dissolugdo das suspensdes em estudo em meio tampao fosfato pH 7,4 com poli 80 a
1,0%. (A) 25 rpm e (B) 50 rpm (valores médios + dp).
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De acordo com as Figuras acima, observaram-se em todas as condigcbes, o
comportamento similar de dissolugcdo entre RA, TS e TB e uma grande distingdo na

dissolucao para o produto TC.

A velocidade de 50 rpm teve efeito pronunciado na cinética de dissolucido do produto
TC, evitando a estagnacdo do processo, como ocorre com 25 rpm, onde um platd é
alcangado entre 20 e 40% do farmaco dissolvido. Entretanto, mesmo em pH 7,4 a 50 rpm

(Figura 26), somente ap6s 3 horas obtém-se teor dissolvido superior a 85%.

A NMS possui baixa hidrosolubilidade (Tabela 20) e € um acido fraco, de modo que
meios de pH muito baixos foram descartados e avaliaram-se meios com pH 6,8 (suco
entérico simulado) e pH 7,4, ainda que este Ultimo estivesse sendo desestimulado. Vale
lembrar que a selecdo dos meios foi baseada em trabalhos anteriores (SILVA, 2001;

OLIVEIRA, 2003).

Tabela 20 — Tabela da solubilidade da NMS em diferentes meios (SILVA, 2001; OLIVEIRA,

2003).
Meios [NMS] (ug/mL)
Agua 10,1
Sol. Ag. LSS 1% 103,6
SES Puro 30,1
SES com Poli 80 1,0% 147,7
SES com Poli 80 1,5% 230,5
SES com LSS 0,5% 111,3
SES com LSS 1,0% 170,7
Tampéo pH 7,4 62,6
Tampao pH 7,4 com Poli 80 1,0% 229,6
Tampao pH 7,4 com Poli 80 1,5% 300,0

Tampao pH 7,4 com LSS 1,0% 163,4
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A condicdo sink nao foi contemplada em nenhum dos meios testados, porém,
mesmo assim, a completa dissolugao da NMS pbde ser obtida para as formulacées RA e
TS. TB n&o apresentou uma dissolugédo completa, todavia teve pelo menos 80% da dose
solubilizada. Ja a formulagdo TC nao possuiu 0 mesmo desempenho, como pode ser visto
nas Figuras 23, 24, 25, 26 e 27, onde essa suspensao apresentou uma baixa taxa de
dissolugdo. Esses fatos estariam diretamente relacionados ao tamanho de particula
conforme apresentado na Figura 16 no item 4.2.1, onde se visualiza, para a suspensao
TC, tamanho médio de particula em torno de 30 um, enquanto as demais formulagées se

situam na faixa entre 4 ym (RA e TS) e 7 uym (TB).

100
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20

O T T T T T
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Tempo (mim)

——RA —8—TS —A&—TB —e—TC

Figura 27 — Perfis de dissolugdo das suspensdes em estudo em meio SES pH 6,8 com LSS a 0,5%,
25 rpm (valores médios + dp).

Ao comparar-se o comportamento de dissolucdo dos produtos obtidos nos meios
SES pH 6,8 com poli 80 nas concentracoes de 1,0 e 1,5%, observa-se que houve
pequenas mudangas nos perfis de dissolugdo, mesmo sabendo-se do acréscimo na
solubilidade da NMS de 147 ug/mL para 230 pg/mL (1,5 vezes), com o aumento na

concentracao do tensoativo (ver Tabela 20 e Figura 28).
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Figura 28 — Perfis de dissolugéo das 4 suspensbes de NMS a 25 rpm nos meios SES pH 6,8 com poli
80 a 1% (*) e SES pH 6,8 com poli 80 a 1,5% (valores médios + dp).

Observa-se que as curvas de dissolugdao das mesmas formulagdes sdo quase
sobreponiveis, mostrando que um aumento da quantidade de tensoativo ndo proporciona
um correspondente aumento da dissolugdo do farmaco, mesmo aumentando a
solubilidade deste. Desta forma, nao seria necessario concentragao de poli 80 superior a

1%. Vale observar que este fato se aplica tanto para 25 quanto para 50 rpm.

Diferencas na velocidade de dissolugdo em relacdo ao tensoativo empregado
também foram observadas. Como ¢é de conhecimento geral, as concentragbes
percentuais (p/V) dos tensoativos n&o correspondem as concentracbes molares, por
possuir cada tensoativo um peso molecular (Figura 29), assim sendo o LSS a 0,5%
apresenta concentracdo de 17,34 mM, enquanto o poli 80 possui concentracdo de 7,63
mM. Silva e Volpato (2002) mostraram que concentragcdes percentuais podem gerar uma
interpretacao inadequada de que a NMS é mais solluvel em meio com LSS do que com

poli 80, como é visto em muitos trabalhos na literatura. No entanto, observa-se que na
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verdade solugdes aquosas contendo poli 80 tem maior poder de solubilizagdo da NMS.
Isso é mais facilmente compreendido quando se avalia a classificagdo HLB (hydrophilic-
lipophilic balance) O LSS é um tensoativo aniénico de HLB em torno de 40, sendo
considerado hidrofilico. Ja o poli 80, que € um tensoativo nao iénico, apresenta um valor
de HLB de 15, portanto, menos hidrofilico (MARTIN, 1993). A NMS apresenta um
coeficiente de particdo (log K) de 1,3 mostrando um carater hidrofébico e lipofilico, o que
ajuda a explicar sua maior afinidade pelas micelas de poli 80 e, como conseqiiéncia, uma

maior solubilidade nos meios que o contém (SILVA & VOLPATO, 2002).

HO(CH2CH20)20 . (OCH2CHz)200H
(A)
(OCH2CH2)200H i
(OCH2CH2)20 — O Ci7Hs3
CHa\/\/\/\/\/\O/SO3Na ®)

Figura 29 — Estruturas quimicas do Polissorbato 80 (A) e LSS (B)

De acordo com as Figuras 22, 23, 24, 25 e 26, verificou-se que o meio tampao
fosfato pH 7,4 contendo poli 80 a 1,0% foi o que forneceu o mais alto percentual de
dissolugao da NMS, uma vez que, além do tensoativo, € o meio que possui o pH mais
elevado. Por outro lado, o meio solugcdo aquosa de LSS a 1% apresentou pH semelhante
- em torno de 7,38 - entretanto ndo demonstrou 0 mesmo desempenho na dissolugao das
suspensoes. Esse fato é facilmente compreendido quando se observa que o LSS é um
tensoativo anidénico e, como em pH 7,4 temos a NMS sob a forma ionizada, ou seja,
dissociada, esta tera uma menor afinidade pelas micelas de LSS, ao contrario das micelas

de poli 80 que possuem natureza nao ibnica. Assim, embora o meio pH 7,4 possua um pH



Resultados e Discussao 120

fora da faixa atualmente recomendada (1,2 a 6,8) para dissolugcdo de medicamentos
contendo &cidos fracos, foi empregado neste trabalho, apresentando baixo poder
discriminativo para as formulagées, mostrando n&o ser um meio adequado

(CDER/FDA,1997b; BROWN, 2004).

4.3.3.1 Tratamento dos resultados dos perfis de dissolugdo

Um modelo matematico foi aplicado a fim de avaliarem-se melhor as curvas de
dissolugao. O modelo matematico empregado foi o de Weibull, realizado pelo programa
COMSTAT® (materiais e métodos item 3.2.5.1 ). As formulagdes submetidas ao modelo
foram RA, TS e TB, por apresentarem semelhancas entre os perfis de dissolugado. TC foi
excluida devido a sua enorme discrepancia frente as demais, como ja se observou. Os
resultados encontram-se inseridos nas Tabelas 21, 22 e 23 a seguir.

Tabela 21 — Resultados obtidos para a formulagdo RA nas diversas condi¢des testadas
(meios e velocidade de dissolugao).

Meios de Velocidade Analise sobre o modelo | Parametros Estimados

Dissolucdo de agitacdo F R2 Td (minutos) B
SES pH 6,8 25 rpm 82,12 0,9554 8,38** 0,51*
com poli 80
a1,0% 50 rpm 6214,43 0,9997 5,87** 0,63**
SES pH 6,8 25 rpm 51,44 0,9311 4,85** 0,38**
com poli 80
a1,5% 50 rpm 134,91 0,9789 3,26** 0,62**
SES pH 6,8
com LSS a 25 rpm # # # #
0,5%
Tampao 25 rpm 37,78 0,8676 13,95** 0,44
fosfato pH
7,4 com poli
80a 1.0% 50 rpm 556,8 0,9965 4,54 0,59**
Solugéo 25 rpm 71,85 0,9375 10,65** 0,47**
aquosa de
LSS a 1,0% 50 rpm 419,56 0,9907 8,18** 0,66**

*Significativo; ** Muito significativo

# Regressao impossivel devido a poucos graus de liberdade
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Tabela 22 — Resultados obtidos para a formulacdo TS nas diversas condi¢des testadas
(meios e velocidade de dissolugao).

Meios de Velocidade Analise sobre o modelo | Parametros Estimados

Dissolucdo de agitacao F R2 Td (minutos) B
SES pH 6,8 25 rpm 41,03 0,9336 4,88* 0,31**
com poli 80 a
1,0% 50 rpm 180,33 0,9844 4,03* 0,47**
SES pH 6,8 25 rpm 301,02 0,9900 1,43* 0,22**
com poli 80 a
1,5% 50 rpm Ensaio nao realizado
SES pH 6,8
comLSS a 25 rpm 129,84 0,9770 1,79* 0,19**
0,5%
Tampéo 2
fosfato pH > rpm # # # #
7,4 com poli
80 a 1,0% 50 rpm 12,25 0,8701 NS 0,21-
Solugéo 25 rpm 1007,15 0,9980 17,13** 0,53**
aquosa de
LSS a1,0% 50 rpm 180,33 0,9843 4,03** 0,47*

*Significativo; ** Muito significativo; NS néo significativo

# Regressao impossivel devido a poucos graus de liberdade

Tabela 23 — Resultados obtidos para a formulacdo TB nas diversas condi¢des testadas
(meios e velocidade de dissolugéo).

Meios de Velocidade Analise sobre o modelo | Parametros Estimados

Dissolugcdo de agitagcao F R2 Td (minutos) 8
SESpH6,8  25rpm 70 0,9375 11,49* 0,51**
com poli 80

a1,0% 50 rpm 2262 0,9991 5,22** 0,39**
SES pH 6,8 25 rpm 273,14 0,9893 8,02** 0,53**
com poli 80

a1,5% 50 rpm 1960,05 0,999 6,49** 0,67**
SES pH 6,8
comLSS a 25 rpm 83,9 0,9656 34,73** 0,29**

0,5%

Tampao ) *
fosfato pH 25 rpm 58,8 0,9617 NS 0,38
7,4 com poli . .
80a 1.0% 50 rpm 244,43 0.9914 3,52 0,59
Solugéo 25 rpm 25,38 0,8813 7,82* 0,34*

aquosa de
LSS a 1,0% 50 rpm 933,38 0,9958 6,77** 0,54**

*Significativo; ** Muito significativo; NS nao significativo



Resultados e Discussao 122

A primeira analise dos resultados esta relacionada ao ajuste do modelo aos dados
experimentais, por isso os primeiros dados a serem analisados foram os valores de F de
Snedecor e R? que estdo diretamente relacionados (COSTA, 2002). Para um ajuste
adequado deve-se ter um valor de F superior a 50, com isso observou-se que em alguns
casos o modelo ndo funcionou. Provavelmente isso aconteceu devido ao baixo numero de
graus de liberdade ocorrido em alguns casos, possivelmente devido a cinética de
dissolugao relativamente rapida para as formulacées RA, TS e TB (DOKOUMETZIDIS et
al., 2006). Depois comparou-se a adequacao do modelo frente as velocidades de agitagao
e constatou-se que o modelo se aplicou melhor a 50 rpm do que a 25 rpm como pode ser
visto nas figuras dos perfis de dissolu¢do. A 50 rpm o platé demorou um pouco mais para
ser alcancado devido ao maior percentual de dissolugdo atingido pelas formulagoes
estudadas frente a 25 rpm, por isso apresentou maior numero de graus de liberdade.

Nesse modelo, um outro pardmetro a ser observado € o Td, tempo necessario para
dissolucdo de 63,2% da substancia ativa, que permite classificar as condigdes de
dissolugdo empregadas segundo a eficiéncia de cada uma (LANGENBUCHER, 1972).
Esse parametro possibilitou algumas comparagdes, a primeira foi entre as concentragbes
de poli 80 no meio SES, quando se constatou que de 1% para 1,5% houve uma pequena
aceleragao da dissolugdo, em torno de 3 minutos, sendo mais acentuada a 25 rpm para
RA e TB.

A correlagdo entre os meios SES pH 6,8 e tampao fosfato pH 7,4 com o0 mesmo
tensoativo, poli 80 a 1%, s6 pdde ser feita para os produtos RA e TB e mostrou um
aumento da quantidade dissolvida em pH 7,4. Ja para os meios tampao fosfato pH 7,4
com poli 80 e solugdo aquosa de LSS a 1% (pH = 7,38) foi detectado um processo de
dissolugdo mais rapido para o primeiro meio, acredita-se que isso aconteceu devido a
uma maior afinidade da NMS pelo poli 80, ja discutida, como também por um efeito de

forga ibnica do tampao.
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O ultimo fator a ser avaliado é B que tem como obijetivo ajudar a discernir o tipo de
dissolucdo, e € um pardmetro de forma da curva (COSTA, 2002) . Em todos os casos os
valores de B foram bem inferiores a 1, caracterizando curvas achatadas encontradas
quase sempre no caso de suspensdes, quando a presenga do tensoativo acelera
fortemente a dissolugdo do farmaco numa primeira fase, até atingir as vizinhangas da
concentracao de saturagcdo onde a curva sofre uma brusca inflexao (ELKOSHI, 1997).
Esse fato € comum nas cinéticas de dissolugao e ocorre devido ao efeito de saturagao do

meio sempre presente devido a baixa solubilidade da NMS.

Além dos resultados ja apresentados, foram calculados os valores de f1 (fator da
diferenca) e f2 (fator da semelhanca), como preconizado na Resolugao 310 da ANVISA,
para as formulagcbées TS, TB e TC frente ao referéncia nacional (RA).

As Tabelas 24 e 25 mostram os resultados de f1 e f2 para os meios empregados na
comparacao das formulagdes nos 5 meios estudados, nas duas velocidades. O tempo

selecionado para finalizar o calculo dos fatores foi 0 de 60 minutos de dissolugéo.

Tabela 24 — Calculos de f1 e f2 para todas as formulagdes frente ao referéncia nacional (RA)
para todos os meios no tempo de 60 minutos a 25 rpm.

Meios de Dissolugdo

Tampao

SES pH 6,8 SES pH 6,8 Solugéo
Suspensdes com goli 80 com ;F))oli 80 SES pH 6’80 fosfato pl_-l 7.4 aquosa ge LSS
1.0% 15% com LSS 0,5%  com poli 80 a10%
’ ’ 1,0% ’
f1 f2 f1 f2 f1 f2 f1 f2 f1 f2
TS 48 6494 463 67,74 6,06 66,06 17,68 42,72 8,75 58,02
B 12,50 48,39 9,01 53,81 26,35 34,62 10,61 5263 7,28 57,90

TC 70,29 12,34 72,66 1098 78,08 11,35 52,53 21,61 81,55 10,61
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Tabela 25 — Calculos de f1 e f2 para todas as formulagdes frente ao referéncia nacional (RA)
para todos os meios no tempo de 60 minutos a 50 rpm.

Meios de Dissolu¢ao

Tampéao ~

i SES pH_6,8 SES pH_6,8 fosfato pH 7.4 Solugao
Suspensbes  com poli 80 com poli 80 com poli 8o @auosa de LSS

1,0% 1,5% PO a 1,0%

1,0%
f1 f2 f1 f2 f1 f2 f1 f2

TS 3,53 69,88 - - 7,40 50,81* 6,75 56,27
B 16,10 41,78 11,60 45,09 6,32 56,08 6,63 59,19
TC 69,88 10,30 -- -- 33,14 26,05 56,75 16,24

* Mais de 80% dissolvido em 15 minutos.

O medicamento teste sera equivalente ao medicamento referéncia, quando f1 se
apresentar na faixa de 0 a 15% e f2 na faixa de 50 a 100%, lembrando que quando as
duas formulagdes possuem percentual de dissolugdo superior a 80%, em 15 minutos, f1 e
f2 perdem seu poder discriminativo (Brasil, 2004).

Por conseguinte, de acordo com os resultados obtidos, pdde-se observar
inicialmente que a formulagdo TC nao foi equivalente ao referéncia em nenhuma das
condicoes testadas, conforme era esperado em funcéo das curvas de dissolugao obtidas.

A 25 rpm TS s6 nao foi equivalente ao referéncia no meio tampao pH 7,4 com poli
80 1,0%, ja em 50 rpm TS foi equivalente a RA em todos os meios testados. Esse
resultado, de certa forma, ja era esperado por apresentarem essas suspensdes
caracteristicas bem semelhantes entre si.

TB a 25 rpm nao foi equivalente a RA nos meios SES pH 6,8 com poli 80 a 1,0% e
com LSS a 0,5%. Em 50 rpm, esta formulagdo n&o foi equivalente ao referéncia nos
meios SES com poli 80 a 1,0 e 1,5%. O meio SES pH 6,8 com poli 80 a 1,0% evidenciou

diferencgas para a suspensao TB tanto a 25 quanto a 50 rpm.

O meio mais indicado para ser aplicado no estudo de dissolugao de suspensodes de

NMS é o SES pH 6,8 com poli 80 a 1,0%. Esse meio demonstrou bom poder
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discriminatério entre as formulagbes e estd dentro da faixa de pH (1,0 a 6,8)
recomendavel, além de ser composto por um tensoativo nao ibnico que € de maior
relevancia biolégica (BROWN et al., 2004).
Assim sendo, as especificacdes propostas para o teste de dissolugdo de
suspensoes de NMS seriam:
e Meio: SES pH 6,8 com polissorbato 80 1,0% (p/v)
o Aparato: 2 (pa) a 50 rpm

o Qusminutos = 80% do total declarado em 45 minutos

4.4 DISCUSSAO GERAL

A analise e caracterizagdo das suspensdes foram os primeiros ensaios a serem
realizados para se ter conhecimento das diferencas entre as formulagcbes, com a
finalidade de tentar, dentro do possivel, tragar uma correlagdo com os resultados do perfil
de dissolucdo e permitir uma adequada sele¢dao das condicbes do ensaio, de modo a
apresentar relevancia para o controle de qualidade dos produtos. As formulagcdes RA e TS
apresentaram distribuicao granulométrica semelhante (diametro médio, d,, de 3,4 um),
enquanto TC foi a que apresentou maior tamanho de particula (d,, = 27,6 um) e TB uma
tamanho intermediario (d,, = 7,2 ym). TB e TC apresentaram-se como suspensobes de

menor viscosidade, sendo também as de menor densidade.

A validacdo do método por CLAE para o doseamento da NMS nas formulacbes foi
importante, uma vez que este poderia ser empregado nos estudo de dissolugado, caso a
espectrofotometria ndo se aplicasse em virtude da quantidade de excipientes das
suspensodes, como se acreditava no inicio do projeto. Entretanto foi demonstrado que a

espectrofotometria UV-Vis foi adequada a analise quantitativa do farmaco na dissolugéo,
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tendo sido a metodologia de escolha em funcdo da rapidez de analise levando-se em

conta a grande quantidade de amostras que o perfil de dissolu¢ao proporcionava.

Em todas as formulagdes estudadas, a quantidade de NMS dissolvida nas
suspensodes foi infima (<0,05% do declarado), fato que em situacao contraria levaria a
uma aparente dissolugao acelerada no inicio do ensaio, em virtude de parte da dose ja se

encontra solubilizada no veiculo.

A diferente distribuicdo granulométrica do anti-inflamatério nas suspensodes pdde ser
evidenciada no ensaio de dissolucdo em diversas condigdes utilizadas, embora em
algumas situagdes houve estagnagao do processo, principalmente quando a agitagao das
pas era 25 rpm (Figuras 22 a 26). As formulagbes TB e TC, em todos os casos,
apresentaram uma quantidade de po6 residual no fundo das cubas, ao final do ensaio de
perfil de dissolugao, tanto a 25 quanto a 50 rpm, sendo mais acentuado a 25 rpm.
Acredita-se que a agitacdo nao foi suficiente para dispersar/suspender as particulas de
maior didmetro (Tabela 7), impossibilitando a solubilizacdo destas no meio. Esta

observacao foi reforcada pela aplicagcido do modelo de Weibull.

A Figura 30 ilustra a correlagdo obtida entre o tamanho das particulas de NMS nas
suspensdes comerciais e a quantidade porcentual de farmaco dissolvido apés 45 minutos
de ensaio em 3 diferentes meios com agitacao de 50 rpm. Quanto menos inclinada a reta,
mais favoravel a dissolucdo é a condicdo de ensaio e, consequientemente, menos
discriminativo € o método. Isto se observa com o emprego do tampao fosfato pH 7,4 com
poli 80 a 1%. Ao se associar os porcentuais dissolvidos em 45 minutos ao tamanho modal
das particulas, isto &, ao valor de didmetro apresentado pelo maior niumero de particulas

(ver Tabela 7), em vez do didmetro médio, obtém-se uma relagdo mais linear (Figura
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30B). Como a distribuigdo granulométrica das suspensdes ndo se apresentou de forma

normal, a moda, neste caso, caracteriza melhor as suspensoes de NMS.

100 1
100
8 g (B)
3 £ 801
£ 80 £
s s
T 60] E 60
e o
2 40 —+ R*=0,9877 T 4] ,
o —_
s _a R*=0,9429 [ —~+~ R’=0,9986
8 R? = 0,9948 & 2] s R?=0,9766
S 2 e ’ ® R?=0,9926
E —t— ’
0 . . , . . 0+— . . . . :
0,0 50 10,0 15,0 20,0 25,0 30,0 0 10 20 30 40 50

Tamanho Médio das Particulas Tamanho modal das particulas

SES pH 6,8 poli 80 10% Tampao fosfato pH 7.4 poli 80 10% Sol. Aq. LSS 10% —&— SES pH 6,8 poli80 10% —#— Tampéo fosfato pH 7.4 poli 80 10% —A— Sol. Aq.LSS 10%
— i o —l— g b —A— Sol.Aq. o

Figura 30 — Correlagéo entre o porcentual de NMS dissolvido apds 45 minutos de ensaio em 3 diferentes
meios a 50 rpm e o tamanho de particula do farmaco expresso como (A) diametro médio e
(B) didametro modal.

Nao se observou influéncia da viscosidade e da densidade das formulagdes
diretamente no perfil de dissolugao, e sim uma relagao direta destas caracteristicas com a
velocidade de decantagao da amostra adicionada para o fundo da cuba. Os produtos RA
e TS decantavam rapidamente quando comparados a TB e TC. O potencial zeta também
nao afetou a questdao da dissolugao, mas serviu para caracterizar a estabilidade das

formulagdes.

De todos os meios testados, o SES pH 6,8 com poli 80 a 1,0% foi o mais adequado,
pois apresentou um bom poder discriminatério entre as formulagdes estudadas, apresenta
valor de pH dentro da faixa recomendada e possui uma concentracao de tensoativo nao
ibnico relativamente baixa, que embora nao obedeca a condicdo sink, ao solubilizar
completamente a dose de NMS adicionada (100 mg) a concentragédo alcangcada equivale

a 60% da saturagéo.

60



CONCLUSOES



Conclusodes 128

5 CONCLUSOES

De acordo com os resultados obtidos, pdde-se concluir que:
> O método cromatografico (CLAE) utilizado para o doseamento das suspensobes
demonstrou especificidade / seletividade, linearidade e precisdao adequados a analise de

nimesulida na presencga de excipientes usuais em suspensoes.

> O método espectrofotométrico aplicado a analise quantitativa da NMS nos meios
de dissolugao se mostrou bastante satisfatério, uma vez que demonstrou especificidade,
linearidade, exatidao, precisdo, limites de deteccdo e de quantificacdo adequados ao

estudo de dissolugao das suspensdes deste farmaco.

> O tamanho de particula foi determinante nos perfis de dissolugao obtidos para as
suspensdes de NMS, mostrando-se fundamental na liberagdo do farmaco e tornando-se
assim, uma importante caracteristica a ser levada em conta no desenvolvimento de

suspensodes de uso oral do anti-inflamatorio.

> O meio tampao fosfato pH 7,4 com poli 80 a 1,0% foi o que forneceu o mais alto
percentual de dissolucao da NMS, em funcdo do tensoativo e do pH mais elevado,

entretanto apresentou menor poder discriminatdrio para as formulagoes.

> Os perfis de dissolugao obtidos com os meios SES pH 6,8 com poli 80 a 1,0 e
1,5% (p/V), sao quase sobreponiveis, mostrando que um aumento na concentracado do
tensoativo ndo proporciona um correspondente aumento na dissolugao do farmaco, fato

que dispensa a utilizagdo de concentragdes de poli 80 superiores a 1,0%.
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> O meio de dissolugao SES pH 6,8 com poli 80 a 1,0%, foi o meio mais adequado
as suspensoes de NMS, por apresentar um bom poder discriminatério entre produtos com
caracteristicas diferentes, além de utilizar um tensoativo ndo ibnico numa concentracao

adequada.

> A velocidade de agitacdo de 50 rpm se mostrou mais adequada, pois nao
proporcionou estagnacdo do processo como ocorreu com 25 rpm, sem, entretanto,

acelerar demais a velocidade de dissolugéao.

> O modelo de Weibull foi uma boa ferramenta no tratamento de dados dos perfis de
dissolugao, auxiliando na selecdo do meio de dissolugdo e da velocidade de agitagao,

mesmo tendo merecido uma melhor estimacao de Td.

> O medicamento TS foi o Unico equivalente ao medicamento referéncia RA, em

todos os meios testados, quanto ao perfil de dissolugao.
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ANEXO Il

Resultados médios individuais das viscosidades das suspensdes

Velocidade RA (cps) TB (cps) TS (cps) TC (cps)
(RPM) média * dp média * dp média * dp média * dp
0,3 12630 + 724,26 2815 + 699,42 14440 + 899,63 2787 + 105,94
0,6 8563 + 496,14 1620 + 431,53 9058 £ 471,05 2245 + 28,38
1,5 4706 + 203,15 1079 £ 245,78 4796 + 200,51 1470 + 17,00
3 2802 + 90,04 802 + 17,64 2785 + 38,08 1040 + 0,00
6 1645 + 46,96 460,8 + 21,35 1550 + 13,33 716 + 0,00
12 1025 £ 9,72 315,50 £ 11,98 930,3 + 5,85 471 + 0,00
30 519,1 + 2,33 178,9 £ 3,60 474,8 £ 1,69 263,2+1,03
60 318,6 + 1,78 113,8 £ 2,35 294 + 1,63 167 £ 0,00
60 318,6 +1,78 113,8 £ 2,35 294 + 1,63 167 £ 0,00
30 517,7 £ 3,20 179,7 £ 4,08 477,3 + 3,09 261+ 0,00
12 991,8 + 12,68 306,7 £ 1,70 939,7 £ 11,75 466 + 0,00
6 1661 + 23,31 490,8 + 22,04 1616 + 9,66 701 £ 0,00
3 2789 + 88,75 708,2 + 46,31 2603 + 85,90 1025 £ 5,27
1,5 4414 + 123,22 1068,4 + 117,20 4375 + 196,03 1432 £ 13,98
0,6 8196 + 441,34 1681 + 408,31 8126 + 442,90 2145 + 28,38
2362 + 912,99 12800 + 1002,22 2848 + 88,04

0,3

13400 + 2512,63
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ANEXO Il

Resultados dos valores médios individuais do % dissolvido e seus respectivos

MEIO: SES pH 6,8 c/ poli 80 a 1,0%.

desvios

- 25 rpm
RA
Tempo (min) %diss med dp DPR %
0 0 0 0

5 56,08 9,69 17,27
15 71,98 12,21 16,96
20 76,47 13,10 | 17,13
30 83,41 11,22 | 13,45
45 91,02 9,53 10,47

60 99,05 7,79 7,87

90 102,30 3,72 3,64

120 103,07 0,99 0,96

150 103,47 0,72 0,70

180 102,70 0,63 0,62

B
Tempo (min) %diss med dp DPR %
0 0 0 0

5 44,72 1,51 3,38

15 70,32 0,72 1,02

20 76,03 1,00 1,31

30 80,36 0,92 1,15

45 87,46 1,08 1,24

60 88,68 1,51 1,71

90 88,87 1,38 1,56

120 89,17 0,83 0,93

150 89,73 1,37 1,53

180 89,53 0,72 0,80

TS
Tempo (min) %diss med dp DPR %
0 0 0 0
5 64,98 4,60 7,08
15 72,65 2,68 3,69
20 76,38 2,58 3,38
30 81,10 2,54 3,13
45 86,05 2,35 2,73
60 93,06 1,17 1,26
90 94,54 0,45 0,48
120 94,23 0,63 0,67
150 96,81 0,48 0,49
180 95,80 0,71 0,74
TC
Tempo (min) %diss med dp DPR %
0 0 0 0
5 12,14 1,82 14,99
15 21,23 2,73 12,86
20 24,30 2,62 10,79
30 26,80 2,59 9,68
45 28,44 2,24 7,89
60 29,11 2,12 7,27
90 30,35 2,09 6,90
120 30,66 2,21 7,21
150 31,15 2,14 6,88
180 31,64 1,92 6,06
210 32,06 1,89 5,91
240 33,71 2,13 6,33
270 35,40 2,01 5,69
300 35,56 2,08 5,85
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ANEXO Ill - Continuagao

- 50 rpm
RA
Tempo (min) | %diss med dp DPR %
0 0 0 0
5| 59,59 8,01 13,44
15| 83,26 8,17 9,81
20| 88,47 7,03 7,95
30| 94,23 2,25 2,38
45| 102,69 0,75 0,73
60| 103,20 1,03 1,00
90| 102,48 0,79 0,77
B
Tempo (min) | %diss med dp DPR %
0 0 0 0
5| 58,72 0,92 1,71
15| 76,02 1,23 1,61
20| 80,18 0,92 1,14
30| 84,52 0,97 1,15
45| 89,95 0,71 0,79
60| 92,72 0,96 1,04
90| 95,06 0,72 0,75

MEIO: SES pH 6,8 c/ poli 80 a 1,5%.

- 25 rpm
RA
Tempo (min) %diss med dp DPR %
0 0 0 0

5 65,73 11,68 17,77
15 77,20 12,85 16,64
20 79,70 12,53 15,73
30 83,61 11,48 13,73

45 92,93 9,12 9,82

60 96,76 6,27 6,48

90 100,27 2,72 2,71

120 101,94 1,60 1,57

150 106,59 1,03 0,96

180 104,82 0,73 0,70

TS
Tempo (min) %diss med dp DPR %
0 0 0 0
5 67,30 7,95 11,81
15 84,12 5,98 7,11
20 87,50 3,76 4,30
30 90,93 0,75 0,82
45 100,26 1,07 1,06
60 99,69 1,28 1,29
90 101,60 0,35 0,34
TC
Tempo (min) %diss med dp DPR %
0 0 0 0
5 11,10 2,59 23,34
15 21,39 3,54 16,54
20 25,54 4,37 17,09
30 29,42 5,88 19,97
45 34,45 6,36 18,46
60 38,15 7,12 18,67
90 46,11 8,67 18,80
120 50,90 8,57 16,83
150 58,47 5,98 10,23
180 60,02 10,36 17,26
TS
Tempo (min) %diss med dp DPR %
0 0 0 0
5 73,32 14,21 19,38
15 79,84 13,74 17,21
20 82,25 12,56 15,27
30 85,57 10,66 12,45
45 89,91 7,66 8,52
60 91,55 4,30 4,70
90 92,96 1,19 1,28
120 93,36 1,03 1,10
150 93,70 0,76 0,82
180 94,23 1,10 1,17
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ANEXO Ill - Continuagao

B
Tempo (min) %diss med dp DPR %
0 0 0 0

5 54,30 1,35 2,49

15 75,27 0,65 0,87

20 80,47 0,75 0,93

30 84,74 1,03 1,22

45 94,18 0,81 0,86

60 93,90 1,18 1,26

90 94,40 1,10 1,17

120 94,14 0,86 0,91

150 96,04 1,72 1,79

180 94,70 0,58 0,61

- 50 rpm
RA
Tempo (min) %diss med dp DPR %
0 0 0 0

5 73,23 7,29 9,95

15 90,04 6,24 6,93

20 97,12 4,06 4,18

30 99,48 0,97 0,97

45 100,77 1,31 1,30

60 99,91 0,52 0,52

90 103,85 0,91 0,87

TC

Tempo (min) %diss med dp DPR %

0 0 0 0
5 12,69 3,39 | 26,69
15 20,12 530 | 26,37
20 22,73 6,03 26,53
30 2515 588 | 23,40
45 26,89 5,26 19,56
60 28,00 5,00 17,84
90 28,72 4,51 15,69
120 29,09 4,63 15,91
150 30,50 4,81 15,78
180 29,83 5,32 17,84
210 32,10 4,91 15,29
240 32,76 4,74 14,48
270 32,97 4,81 14,59
300 33,48 4,61 13,77

B

Tempo (min) %diss med dp DPR %

0 0 0 0
5 56,83 1,85 3,25
15 82,21 0,59 0,72
20 88,87 0,61 0,69
30 93,80 1,08 1,15
45 103,23 0,85 0,83
60 105,28 1,35 1,28
90 106,91 1,21 1,13
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ANEXO Ill - Continuagao

MEIO: SES pH 6,8 ¢/ LSS a 0,5%.

- 25 rpm
RA
Tempo (min) %diss med dp DPR %
0 0 0 0
5 63,39 2,07 3,26
15 74,12 1,71 2,31
20 77,81 1,60 2,06
30 79,19 1,28 1,62
45 80,27 0,98 1,22
60 80,46 1,15 1,43
90 82,25 1,13 1,37
120 82,41 0,89 1,08
150 80,58 1,76 2,19
180 80,60 0,64 0,79
B
Tempo (min) %diss med dp DPR %
0 0 0 0
5 40,91 0,79 1,94
15 55,92 0,94 1,69
20 60,23 0,62 1,03
30 64,11 0,79 1,23
45 66,94 0,44 0,65
60 70,65 0,76 1,07
90 70,81 1,26 1,78
120 74,91 2,19 2,93
150 73,56 0,34 0,47
180 73,21 0,39 0,53

TS
Tempo (min) %diss med dp DPR %
0 0 0 0
5 69,49 3,02 4,34
15 78,47 2,37 3,02
20 81,35 2,23 2,74
30 83,40 2,00 2,40
45 84,60 1,42 1,68
60 85,52 1,52 1,78
90 88,94 1,61 1,81
120 88,59 2,23 2,52
150 89,78 3,04 3,39
180 88,87 2,75 3,10
TC
Tempo (min) %diss med dp DPR %
0 0 0 0
5 9,23 1,16 12,61
15 14,45 1,97 13,62
20 16,51 1,91 11,60
30 18,63 1,97 10,56
45 20,32 1,86 9,15
60 20,66 1,98 9,58
90 21,52 1,78 8,29
120 21,66 1,55 7,15
150 21,87 1,62 7,43
180 22,28 1,69 7,60
210 22,42 1,61 7,17
240 22,98 1,70 7,40
270 23,78 1,84 7,73
300 23,76 1,60 6,73
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MEIO: Tampao fosfato pH 7,4 c/ poli 80 a 1,0%.

ANEXO Ill - Continuagao

- 25 rpm
RA
Tempo (min) | %diss med dp DPR %
0 0 0 0

5 55,86 20,89 | 37,39

15 60,30 2239 | 37,13

20 63,82 22,52 | 35,29

30 68,99 20,99 | 30,43

45 79,43 19,69 | 24,78

60 86,55 1547 | 17,87

90 96,01 10,36 | 10,79

120 99,21 4,78 4,82

150 101,07 2,07 2,04

180 101,27 1,27 1,25

B
Tempo (min) | %diss med dp DPR %
0 0 0 0

5 70,84 1,45 2,05

15 86,94 0,96 1,10

20 90,46 1,32 1,46

30 91,70 0,87 0,95

45 92,28 0,69 0,75

60 92,33 0,70 0,75

90 97,76 0,68 0,69

120 96,18 0,60 0,63

150 95,79 1,37 1,43

180 95,19 0,75 0,79

TS
Tempo (min) %diss med dp DPR %
0 0 0 0
5 72,00 3,54 4,91
15 80,05 4,88 6,09
20 80,91 3,56 4,40
30 82,72 2,86 3,46
45 85,36 1,21 1,42
60 85,84 0,61 0,71
90 84,85 0,60 0,70
120 84,93 0,81 0,95
150 87,18 0,57 0,65
180 85,83 0,79 0,92
TC
Tempo (min) %diss med dp DPR %
0 0 0 0

5 21,88 8,77 40,06
15 31,27 11,93 | 38,15
20 32,92 1245 | 37,81
30 35,25 11,84 | 33,58
45 37,42 10,39 | 27,75
60 38,21 9,72 25,42
90 41,04 9,83 23,95
120 41,59 9,51 22,86
150 42,18 9,48 22,47
180 42,28 9,20 21,76
210 41,72 9,40 22,53
240 44,93 9,15 20,37
270 45,63 9,17 20,10
300 45,63 9,03 19,79
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ANEXO Ill - Continuagao

- 50 rpm
RA
Tempo (min) | %diss med dp DPR %
0 0 0 0
5 65,57 15,70 23,95
15 85,79 12,23 14,26
20| 90,99 8,33 9,15
30| 96,16 0,82 0,85
45| 103,41 1,52 1,47
60| 102,31 2,07 2,03
90| 102,97 1,19 1,15
B
Tempo (min) | %diss med dp DPR %
0 0 0 0
5| 70,53 1,20 1,70
15| 90,77 0,90 0,99
20| 94,27 1,45 1,54
30 96,20 1,05 1,09
45| 97,04 0,98 1,01
60| 97,76 1,12 1,15
90| 100,82 1,41 1,40

TS
Tempo (min) %diss med dp DPR %
0 0 0 0
5 87,36 10,29 11,78
15 91,05 1,61 1,77
20 92,83 0,25 0,27
30 93,17 0,63 0,68
45 98,67 0,51 0,52
60 98,94 0,76 0,77
90 98,22 0,67 0,68
TC
Tempo (min) %diss med dp DPR %
0 0 0 0
5 36,07 1,13 3,12
15 54,84 1,26 2,29
20 60,38 3,80 6,29
30 66,32 4,04 6,09
45 71,19 3,53 4,95
60 75,27 3,64 4,84
90 84,54 3,35 3,96
120 88,65 3,08 3,48
150 92,43 2,42 2,62
180 94,24 1,99 2,11




Anexos 150

MEIO: Solugao aquosa com LSS a 1,0%.

ANEXO Ill - Continuagao

- 25 rpm
RA
Tempo (min) | %diss med dp DPR %
0 0 0 0

5 54,57 15,14 | 27,75
15 67,48 20,64 | 30,59
20 69,27 19,05 | 27,50
30 77,61 16,96 | 21,85
45 85,87 14,39 | 16,75
60 92,94 10,58 | 11,38

90 98,82 4,25 4,30

120 103,97 1,01 0,97

150 103,25 1,55 1,50

180 102,40 0,85 0,83

B
Tempo (min) | %diss med dp DPR %
0 0 0 0

5 53,28 0,55 1,02

15 73,39 1,07 1,46

20 78,56 1,02 1,30

30 81,51 0,45 0,55

45 83,77 0,75 0,90

60 84,97 0,88 1,04

90 85,39 0,89 1,05

120 85,25 0,61 0,71

150 87,29 1,32 1,51

180 86,94 0,46 0,53

TS

Tempo (min) %diss med dp DPR %

0 0 0 0
5 51,64 11,55 | 22,37
15 60,05 11,87 19,76
20 64,24 12,41 19,32
30 71,00 10,80 15,21
45 7766% 8,08 10,41
60 83,97 6,01 7,16
90 91,04 1,97 2,16
120 92,47 0,61 0,66
150 95,44 0,42 0,44
180 93,88 0,46 0,48

TC

Tempo (min) %diss med dp DPR %

0 0 0 0
5 5,73 3,91 68,20
15 10,96 6,50 59,34
20 12,38 7,08 57,21
30 14,29 7,09 49,65
45 18,27 5,90 32,31
60 20,98 4,04 19,26
90 23,06 3,25 14,08
120 23,77 2,86 12,01
150 25,05 3,09 12,32
180 25,57 3,06 11,99
210 26,07 3,04 11,68
240 26,45 2,94 11,13
270 27,31 2,98 10,92
300 27,62 2,74 9,93




Anexos 151

ANEXO Ill - Continuagao

- 50 rpm
RA
Tempo (min) | %diss med dp DPR %
0 0 0 0
5 52,75 11,87 | 22,51
15 74,75 10,77 14,41
20 83,19 9,30 11,17
30 91,46 5,12 5,60
45 97,25 0,69 0,71
60 97,93 1,15 1,18
90 97,71 0,77 0,78
B
Tempo (min) | %diss med dp DPR %
0 0 0 0
5 57,45 0,68 1,19
15 78,49 1,60 2,04
20 83,28 1,19 1,42
30 88,39 1,56 1,77
45 93,35 2,57 2,75
60 97,92 1,59 1,62
90 104,08 2,35 2,25

TS
Tempo (min) %diss med dp DPR %
0 0 0 0
5 67,30 7,95 11,81
15 84,12 5,98 7,11
20 87,50 3,76 4,30
30 90,93 0,75 0,82
45 100,26 1,07 1,06
60 99,69 1,28 1,29
90 101,60 0,35 0,34
TC
Tempo (min) %diss med dp DPR %
0 0 0 0
5 15,00 0,74 4,94
15 31,70 1,16 3,65
20 36,04 1,38 3,82
30 40,19 1,78 4,44
45 44,28 2,73 6,17
60 47,88 3,51 7,32
90 55,73 3,73 6,69
120 63,99 3,84 6,00
150 69,42 4,36 6,28
180 75,57 3,98 5,27




