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RESUMO

O Acido Lipdico (AL) trata-se de um antioxidante comercializado em farméacias magistrais na
forma de capsulas, formas farmacéuticas solidas que geralmente apresentam problemas
relacionados a biodisponibilidade. O ensaio de dissolucdo € um ensaio farmacopéico
indispensavel para o controle de qualidade de formas farmacéuticas solidas. Porém, a
Farmacopéia Brasileira ndo apresenta método analitico para quantificar o AL em cépsulas
dissolvidas durante este ensaio, enquanto que a Farmacopéia Americana apresenta como
unico método a Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE). Considerando a auséncia
de metodologia no compéndio oficial brasileiro para quantificacdo do AL em céapsulas, 0
objetivo deste trabalho consistiu no desenvolvimento de metodologia analitica por
espectrofotometria de UV/Vis para sua quantificacdo. A validacdo do método foi realizada
com base nos critérios estabelecidos pela Resolucdo n° 899, de 29 de maio de 2003 da
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), o Official Methods of Analysis of
AOAC International (AOAC INTERNATIONAL, 1995) e a International Conference on
Harmonization (ICH, 1995), através da determinacdo dos parametros de linearidade,
especificidade/seletividade, precisdo, exatiddo e robustez por espectrofotometria UV/Vis.
Além disso, um estudo de dissolucéo foi realizado comparando capsulas de AL desenvolvidas
a partir de estudo de pré-formulacéo realizado por este grupo de pesquisa e capsulas de AL
obtidas no mercado, aplicando-se 0 método de quantificacdo anteriormente validado. Como
resultado, a metodologia para quantificacdo das amostras de dissolugdo por
espectrofotometria UV/Vis se enquadrou em todos os parametros de validacao estabelecidos,
demonstrando-se linear, especifica/seletiva, precisa, exata e robusta. Quanto a comparagéo
dos perfis de dissolucdo, as capsulas de AL provenientes da formulacdo desenvolvida por este
grupo de pesquisa (DP) demonstraram melhor desempenho frente as capsulas de AL
industrializadas e as de farmacias de manipulagdo. As capsulas de melhor desempenho (DP,
M;, M, e Ms) apresentaram percentual de teor dissolvido acima de 70%, estando de acordo
com os compéndios oficiais. Em contrapartida, as amostras I, M3 e My ndo atenderam as
exigéncias. Conclui-se, portanto, que a metodologia analitica desenvolvida é segura e eficaz
para o objetivo pretendido e que a formulacdo desenvolvida contendo AL obteve dissolucao
consideravel do ingrediente farmacéutico ativo.

Palavras-chave: Acido Lipdico. Céapsulas. Ensaio de Dissolucio. Validacio



ABSTRACT

The Lipoic Acid (LA) is an antioxidant sold in pharmacies at capsules form, solid
pharmaceutical form that usually presents bioavailability problems. The dissolution is an
indispensable pharmacopoeic test for the quality control of solid pharmaceutical forms.
However, the Brazilian Pharmacopeia does not present analytical method to quantify the AL
capsule dissolved during this test, while the United States Pharmacopeia presents as the only
method the High Performance Liquid Chromatography (HPLC). Considering the absence of
methodology in the Brazilian official compendium to quantify the AL in capsules, the
objective of this work was the development of an analytical method by UV/Vis for its
quantification. The method validation was based on criteria established from Resolution N°.
899 of 29 May 2003 of the National Health Surveillance Agency (ANVISA), from the
Official Methods of Analysis of AOAC International (AOAC INTERNATIONAL, 1995) and
from the International Conference on Harmonization (ICH 1995) by determining parameters
of linearity, specificity / selectivity, precision, accuracy and robustness by UV/Vis. In
addition, a dissolution study was conducted comparing AL capsules developed from
preformulation study performed by this research group, and AL capsules obtained on the
market, by applying the previously validated method of quantitation. As a result, the
methodology for quantification of the dissolution samples by spectrophotometry UV/Vis was
framed on all established validation parameters, demonstrating itself linear, specific/selective,
precise, accurate and robust. About comparison of the dissolution profiles, the AL capsules
from formulation developed by this research group (DP) showed better performance against
industrialized AL capsules and those from drugstores. The capsules that presented better
performance (SD, M1, M2 and M5) exhibited content of dissolved percentage above 70%,
being in accordance with the official compendia. In contrast, samples I, M3 and M4 did not
meet the requirements. It follows therefore that the developed analytical method is safe and
effective for the intended purpose and that the developed formulation containing LA has
obtained considerable dissolution of the active pharmaceutical ingredient.

Keywords: Lipoic Acid. Capsules. Dissolution Test. Validation
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1 INTRODUCAO

O Acido Lipoéico (4cido 1,2-ditiolano-3-pentanoico), também conhecido como acido
tioctico, € um importante antioxidante que apresenta a propriedade de combater radicais livres
gerados em eventos inflamatdrios, metabdlicos e endoteliais. Exerce sua agdo tanto em meio
lipidico quanto aquoso, o que o diferencia dos demais antioxidantes. E produzido por animais
e humanos, contudo, a rota enzimatica de sua sintese ainda nédo foi elucidada (PORTELA et
al, 2014).

Em condigOes de estresse oxidativo, a dieta ndo fornece quantidade suficiente de AL
para uma ac¢do antioxidante consideravel. Uma vez administrado na forma de suplementacéo,
0 AL tem sua poténcia funcional aumentada, visto que alcanca niveis séricos considerados
terapéuticos (4-8 pug/ml). Para isto, recomenda-se a administragdo de 600 a 1.200 mg/dia de
AL por via oral (BORBA, 2014). No Brasil apresenta-se veiculado a cépsulas gelatinosas
duras produzidas apenas em farméacias magistrais.

Ultimamente, as farmacias de manipulacdo surgem como uma alternativa para a
obtencdo de medicamentos. Consideram-se como equivalentes os medicamentos entre 0s
quais ha comprovacdo de que sob mesma apresentacdo farmacéutica, ambos contenham o
mesmo farmaco na mesma dosagem. Em outra perspectiva, formas farmacéuticas sélidas
tendem a apresentar maiores problemas em relacdo a biodisponibilidade. Por estes motivos, a
realizacdo de testes in vitro, como dissolucdo e quantificacdo do farmaco, se faz necessaria no
intuito de avaliar parametros de qualidade a partir da forma farmacéutica (NUNES et al,
2009).

A Farmacopéia Brasileira (2010) ndo fornece monografia inerente a determinacéo da
percentagem de cedéncia no ensaio de dissolucdo para capsulas de AL (BRASIL, 2010a).
Qualquer método desenvolvido que ndo esteja especificado em farmacopéia ou formularios
oficiais deve ser validado (GOMES et al, 2012).

O teor dissolvido de um farmaco é um aspecto imprescindivel da garantia da qualidade
de medicamentos. A USP 32 (2012) preconiza o uso da cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE) como técnica oficial na determinacdo do teor da dissolu¢cdo do AL em
capsulas. Entretanto, trata-se de uma técnica que requer muito tempo de execucao e exige
grande quantidade de reagentes e materiais. Como alternativa, a espectrofotometria UV/Vis
pode ser empregada, considerando-se 0s menores custos envolvidos e rdpida execucdo da
técnica (MALDANER; JARDIM, 2009; USP 32, 2012).
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O ensaio de dissolugcdo compreende um teste fisico que caracteriza a passagem do
farmaco para a forma sollvel a partir da forma farmacéutica intacta ou de seus fragmentos.
Diante disto, um perfil de dissolucdo pode ser construido relacionando o percentual de
farmaco dissolvido em funcdo do tempo. Além da obtencdo de parametros cinéticos
indispensaveis para determinar a velocidade e eficiéncia do processo, o ensaio permite avaliar
0 tempo necessario para que determinadas porcentagens do farmaco se dissolvam
(CHORILLI et al., 2010; FIGER; RICCI-JUNIOR, 2012).

Portanto, o presente trabalho teve por objetivo desenvolver e validar método de
doseamento do AL em meio de dissolugédo por espectrofotometria UV/VIS, bem como
realizar um estudo comparativo dos perfis de dissolucdo de cépsulas de AL aplicando o

método analitico previamente validado.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Desenvolver e validar metodologia analitica para quantificagdo do AL em cépsulas no
estudo de dissolucéo.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Desenvolver e validar método espectrofotométrico UV/Vis para analise guantitativa
do teor dissolvido do AL em capsulas;

¢ Realizar estudo de dissolucdo para capsulas de AL desenvolvidas e aquelas obtidas
comercialmente;

¢ Realizar um estudo estatistico e comparativo dos perfis de dissolucdo das capsulas de
AL;

e Efetuar um estudo de cinética e eficiéncia de dissolucdo das capsulas de AL.
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3 REFERENCIAL TEORICO

3.1 ACIDO LIPOICO

Denominado de acido lipdico, acido alfa lipdico, acido tioctico ou 1,2-ditiolano-3-
pentanoico, foi isolado pela primeira vez a partir de figado bovino em 1951 por L. Reed. As
primeiras pesquisas acerca da atividade antioxidante do AL foram guiadas por Lester Packer,
em 1991 na Universidade da Califérnia (PACKER; KRAEMER; RIMBACH, 2001; SHAY,
etal., 2009; MORAES, J.D.D., 2011).

O AL é derivado do &cido octandico e corresponde a um acido graxo de cadeia linear,
de oito carbonos, contendo um grupamento carboxila em uma extremidade, e em outra, um
anel ditiolano com uma ponte dissulfeto, o que o classifica como um organossulfurado
(Figura 1) (MANTA; BATISTAVIEIRA; CARLSSON, 2009; BILLGREN, et al., 2010). A
presenca de um atomo de carbono assimétrico na molécula implica atividade Optica e reflete a
existéncia de dois enantibmeros: R-(+)-acido lipdico e S-(+)- &cido lipdico. Dentre os quais,
somente a forma R-(+)- acido lipoico apresenta atividade bioldgica significativa, apesar de

ser comercializada a mistura racémica R/S-acido lipoico (CARLSON et al., 2007).

FIGURA 1- Estrutura quimica do AL e sua forma reduzida.

0 0
5—38 SH SH
Acido a-lipéico Acido a-lipdico reduzido

Fonte: SCOTTI et.al., 2007.

O AL é sintetizado endogenamente pelas mitocéndrias e liga-se a complexos de alfa-
cetodesidrogenase presentes nesta organela, agindo como cofator enzimatico. Sua forma
reduzida, o &cido dihidrolipdico (DHLA), exerce atividade antioxidante ainda mais acentuada
(SANTOS et al., 2010; MORAES, 2011). Uma pequena quantidade de AL é produzida no
organismo humano, entretanto, com capacidade de reagir com ERO’s (espécies reativas do

oxigénio) tais como radicais superoxido, radicais hidroxila, &cido hipocloroso, radicais
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peroxila, oxigénio singleto. Além do mais, apresenta a propriedade de regenerar outros
antioxidantes como &cido ascoérbico, vitamina E e glutationa (WOLLIN & JONES 2003).

E uma molécula sintetizada no figado e nos rins da maioria das espécies animais,
podendo ser encontrada também em vegetais. E obtida exogenamente através da carne
vermelha, germe de trigo e levedo de cerveja (MORIKAWA et al. 2001; TEICHERT et
al.,2005). A atividade antioxidante do AL é atribuida a presenca do anel ditiolano que atua
diretamente nos radicais oxidantes. O anel ditiolano confere também a coloracdo amarelada
do po6, bem como absorbancia maxima a 333 nm no espectro (PEREZ & CASTANEDA,
2006; PACKER; CADENAS, 2010; BILLGREN, et al., 2010).

Em circunstancias do aumento do estresse oxidativo, a dieta ndo fornece quantidades
suficientes de AL para que desempenhe atividade antioxidante satisfatoria. A suplementacéo
de 600 a 1.200 mg/dia de AL por via oral permite alcancar, no intervalo de 3 a 5 dias, niveis
séricos considerados terapéuticos (4-8 pg.mL™) (MORIKAWA et. al., 2001; GONZALEZ;
MOY; GUZAMAN et. al., 2008).

Devido seu comportamento anfipatico, o AL é facilmente absorvido e transportado por
meio das membranas celulares. Grande parte da dose administrada por via oral, cerca de 93%,
é absorvida pelo intestino, entretanto, apenas 20 a 30% escapa da metabolizacdo hepatica.
Uma vez no interior da célula, o AL é reduzido a DHLA, forma qual é carreada para o espago
instersticial onde desempenha seu efeito protetor. E excretado predominantemente pela urina
na forma de 4,6-bismetilmercapto-hexanoico, correspondente ao metabdlito majoritario
(CREMER et. al., 2006; GONZALEZ; MOY; GUZAMAN et. al., 2008).

Em relacdo a outros antioxidantes, 0 AL se destaca com algumas particularidades:
apresenta muito baixo potencial redox, sendo por esse motivo capaz de reciclar outros
antioxidantes; ampla distribuicdo pela mitocéndria; regeneracdo proporcional ao aumento
glicémico e por influencia dos acidos graxos plasmaticos nao esterificados, o que aponta uma
relacdo entre o grau de aumento do fluxo metabdlico e a atividade antioxidante (SENA;
NUNES; LOURO, 2007).

As principais comprovacdes terapéuticas do AL, verificadas através de testes clinicos
em humanos, revelam seu efeito sistémico ao provar sua capacidade na diminui¢do dos niveis
glicémicos e colesterolémicos; na melhoria da vasodilatacdo endotelial em pacientes com
diabetes melitus tipo 2, reduzindo o risco vascular; e efeito topico ao diminuir linhas faciais,
melhorando a cor e textura da pele (HEINISCH et al., 2010; ANSAR et al.,, 2011,
PORASUPHATANA et al.,, 2012; ZHAO; HU, 2014; SHERIF; BENDAS; BADAWY,
2014).
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A acdo hipoglicemiante do AL se d& por sua acdo em aumentar a sensibilidade dos
musculos e adipocitos a insulina, resultando no aumento da absorcdo de glicose nesses
tecidos. O efeito no antienvelhecimento cutaneo pode ser explicado por sua capacidade em
induzir o aumento da producéo de colageno por saturacao de fibroblastos (AlI-ATTAR, 2010;
SHERIF; BENDAS; BADAWY, 2014).

De acordo com Ansar et al. (2011), ao tratar pacientes acometidos com diabetes tipo 2,
durante 4 semanas, com AL em diferentes doses resultou em um aumento da sensibilidade a
insulina em 15% com 600 mg, 14% com 1200 mg e 22% com 1800 mg. A Figura 2

esquematiza algumas outras atuagdes do AL apresentadas na literatura.

FIGURA 2 - Atuacdes do AL segundo a literatura.
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Fonte: Adaptado de www.drbayma.com, 2014.

Segundo Koufaki (2014), o AL se degrada na presenca de luz e em temperaturas
acima de 40 °C, ocorrendo uma mudanca fisica no composto e no seu comportamento frente
ao espectro de absorcdo. Se funde a 62 °C e, além disso, é capaz de se polimerizar através da

abertura do anel ditiolano seguido da formacdo de ligagbes dissulfureto intermoleculares.
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Essas caracteristicas dificultam a utilizagdo do AL, pois influenciam negativamente em sua
estabilidade fisico-quimica.

Consequentemente, grupos de pesquisa concentram-se em melhorar a estabilidade do
AL, tendo como objetivo sua veiculacdo em novas formas farmacéuticas como emulsdes
maltiplas, micelas, lipossomas, microparticulas, nanoparticulas e particulas poliméricas
(MITRI et.al., 2011; MENDOZA et.al., 2012).

O controle de qualidade consiste em uma ferramenta indispensavel, pois através dele
pode-se garantir um medicamento seguro e eficaz (BARBOZA; 2010). A realizacdo de
estudos de dissolugdo é imprescindivel durante as etapas de desenvolvimento de formulagdes,
na constatacdo de variaveis criticas, no processo de producdo e controle de qualidade de
medicamentos, além de estabelecer as correlagbes in vivo/in vitro (ALLEN JR; POPOVICH,;
ANSEL, 2013).

3.2 DISSOLUCAO

Segundo a Farmacopéia Brasileira (2010) o teste de dissolugdo determina a quantidade
de substancia ativa dissolvida no meio de dissolucdo a partir da forma farmacéutica, quando
submetida a aparelhagem especifica. Representa um aspecto de avaliacdo de formas
farmacéuticas sélidas, consistindo em uma etapa vital para prever o desempenho in vivo de
farmacos, pois indica, in vitro, o comportamento de liberacdo e solubilizacdo da substancia
ativa. Estes dados sdo importantes para auxiliar na determinagdo da absor¢do do farmaco em
testes de biodisponibilidade (OLIVEIRA et.al, 2009; MARTIS; PAIM; STEPPE, 2010; LU
et.al., 2011; MARQUES-MARINHO, 2012; KASSAYE; GENETE, 2013; SANTOS et.al.;
2013).

O teste de dissolugdo mostra-se rapido, viavel, simples e acessivel. E comumente
realizado para constatar a qualidade lote a lote de um medicamento, guiar o desenvolvimento
de novas formulagdes, certificar-se da qualidade do produto acabado, tal como seu
desempenho depois de modificagdes na formulagéo, no processo de fabrico, mudanca no local
de fabrico ou aumento da escala de fabricacdo (LEE; RAW; YU, 2008; USP 32, 2012; DIAS
et.al., 2011).

A dissolucédo deve ser discriminativa, ou seja, ter capacidade de constatar alteraces
na formulag&o que podem estar presentes desde o fabrico as caracteristicas fisico-quimicas do

farmaco (polimorfismo, higroscopicidade, tamanho de particula), as quais podem interferir na
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solubilidade e, consequentemente, na a¢do do produto no organismo (PHARM. FORUM,
2004).

O ensaio de dissolugcdo pode ser alterado por inumeros fatores que interferem nos
resultados. Todos sdo pertinentes, mas alguns devem ser minunciosamente inspecionados para
obtenc&o de resultados acreditados (MARCOLONGO, 2003).

e Farmaco e Formulacao

As velocidades de dissolucédo e liberacdo da substancia ativa podem ser afetadas por
diversos fatores, dentre os quais se destacam as propriedades fisico—quimicas do farmaco
(solubilidade, dimensdo das particulas e o estado de cristalinizagdo), assim como 0s
componentes da formulacdo (FARINHA; PAIS; BICA, 1997).

Conforme os aspectos de solubilidade dos farmacos, o Sistema de Classificacdo
Biofarmacéutica os distribui em quatro classes: classe | com alta solubilidade e
permeabilidade; classe Il com baixa solubilidade e alta permeabilidade; classe Il com alta
solubilidade e baixa permeabilidade e classe 1V com baixa solubilidade e permeabilidade.
Deste modo, se torna possivel pressupor o comportamento do ativo e, com isto, atribuir as
melhores condicdes para inseri-lo em uma forma farmacéutica de maneira tal a melhorar sua
biodisponibilidade (MARCOLONGO, 2003).

O tamanho da particula influencia diretamente sobre a velocidade de dissolu¢do, posto
que particulas de tamanhos reduzidos dispersam-se mais rapidamente nos solventes. Em
contrapartida, uma reducdo demasiada do tamanho das particulas do farmaco pode acarretar
formacdo de agregados que afetam na dissolucdo (VILA JATO, 2001). Acerca da
cristalinidade, geralmente as formas amorfas e anidras s&o mais solUveis que as cristalinas e
hidratadas do mesmo farmaco, respectivamente (GIBALDI, 1991).

A formulacdo bem como o processo de obtencdo do medicamento pode alterar a
liberacdo de farmacos, promovendo problemas de biodisponibilidade. Cada um dos
excipientes que compdem a formulagdo exerce, de forma direta ou néo, alguma influencia no
processo de dissolucéo, seja negativa ou positiva (MARCOLONGO, 2003). Como exemplo, o
estearato de magnésio pode ser citado como um lubrificante insollvel capaz de retardar a
dissolucdo de modo proporcional a sua concentracdo. Por outro lado, altas concentracgdes de

amido, um diluente/desintegrante, favorece a dissolugdao (ABDOU, 1989).
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e Meio de dissolucgéo

Os fatores mais relevantes ligados ao meio de dissolucdo referem-se ao volume,
desgaseificacédo, pH e temperatura. Os meios de dissolugdo mais utilizados séo solugdo HCL
entre 0,01 e 0,05 N, solugdes tampéo fosfato ou acetato de pH entre 1,2 e 6,8 e, por ultimo, a
agua. A utilizacdo da agua como meio de dissolucdo se explica por sua a¢do ndo corrosiva no
equipamento e por apresentar resultados satisfatoriamente comparaveis aqueles obtidos em
meio acido (ABDOU, 1989). O volume do meio a ser utilizado deve seguir a condicao sink de
5 a 10 vezes o0 necessario para saturacdo (MARQUES; BROWN, 2002).

A desgaseificacdo do meio favorece o ensaio de modo a evitar a formacdo de bolhas
que venham a interferir na velocidade de dissolu¢gdo (FARMACOPEIA BRASILEIRA, 2010).
O valor de pH do meio deve ser estabelecido tendo base, especialmente, em que tipo de
liberacdo o farmaco se enquadra (liberacdo imediata ou liberacdo controlada) e o sitio de
melhor absorcdo que o farmaco apresenta in vivo (STORPIRTIS, 1999). E permitida uma
variacdo de pH de + 0,05 em relacdo ao valor estabelecido. Quanto & temperatura, 0 meio deve
ser controlado em razédo de ndo haver grandes variagdes, uma vez que temperaturas elevadas
favorecem a solubilidade do farmaco e, em consequéncia, a dissolucdo (MARCOLONGO,
2003).

e Aparato e Rotacdo

O aparato é selecionado dependendo do tipo de forma farmacéutica solida a ser
testada. Geralmente, emprega-se 0 aparato pa para avaliar dissolucdo de comprimidos e a
cesta para capsulas. Este ultimo é comumente usado utilizado para formas ndo desintegrantes,
empregando-se velocidade de agitacdo entre 50 a 150 rpm (USP 32, 2012). A aplicacdo destes
aparatos é baseada em ampla experimentacdo que a denomina como simples, robusta e
padronizada, sendo utilizada mundialmente. Motivo pelo qual é indicada como primeira
escolha nos testes de dissolugdo in vitro, pelos compéndios oficiais (MOLLER; SIEWERT;
1995; FARINHA et al., 1997).

A velocidade de rotacdo deve possibilitar a liberacdo apropriada do farmaco, de modo
a ndo acelerar ou atrasar o processo de dissolucdo. Desta forma, considera-se uma oscilagdo
entre 4 a 5% na velocidade de agitacdo estabelecida para o ensaio (MARQUES; BROWN,
2002; USP 32, 2012).
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De acordo com o especificado na monografia do AL, o ensaio deve-se proceder em
volume variante entre 500 a 900 mL de meio, preservando a temperatura de 37°C + 0,5 °C,
utilizando uma haste de aco rotatéria com extremidade reguldvel (cesta ou pa) para

proporcionar agitacdo do meio a uma velocidade estabelecida (USP 32, 2012).

3.3 PERFIL DE DISSOLUCAO

Avalia-se a cinética e eficiéncia de dissolucdo de um produto através de trés
categorias possiveis de ensaios de dissolucdo: ensaio de dissolucdo com um unico ponto de
coleta; ensaio de dissolucdo com dois pontos de amostragem e perfil de dissolucdo (> 5
pontos de amostragem). O perfil de dissolugéo propicia avaliar mais detalhadamente como a
dissolucao ocorre em funcdo do tempo, 0 que a torna mais discriminativa em comparagdo aos
outros tipos de dissolucdo (PHARM. FORUM, 2004; CHORILLI et. al., 2010).

Os métodos empregados na comparacdo dos perfis de dissolucdo sao classificados em:
andlise de variancia (ANOVA); método modelo dependente; método modelo independente e
modelo dependente (SERRA; STORPIRTIS, 2007). Os métodos apoiados em ANOVA
estimam o grau de variancia entre os perfis, certificando se ha ou ndo diferenca
estatisticamente expressiva. Por sua vez, o modelo independente analisa os fatores de
diferenca (f1) e de similaridade (f2) da porcentagem de farmaco dissolvido comparada entre
um produto teste e um de referéncia. De outro modo, o modelo dependente aborda modelos
matematicos aplicados a comparacdo de perfis. Geralmente, os modelos mais empregados séo
0 de cinética de ordem zero e de primeira ordem, Hixson-Crowell, Higushi, quadrético,
Weibull, Gompertz, Baker-lonsdale e Korsmeyer-Peppas (POLLI; REKHI; SHAH, 1996).

3.4 ESPECTROFOTOMETRIA DE ABSORCAO UV/VIS

As técnicas espectrofotométricas baseiam-se na absor¢cdo molecular da energia
eletromagnética. Tal processo € influenciado pela concentracdo e estrutura das moléculas. A
espectrofotometria de absorcdo pode ser classificada, de acordo com o comprimento de onda
eletromagnético aplicado, em ultravioleta, visivel e infravermelho, as quais sdo utilizadas
como técnicas de identificagdo e quantificacdo de substancias (FARMACOPEIA
BRASILEIRA, 2010).
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TABELA 1 - Faixas de comprimento de onda utilizados na espectrofotometria.

Espectrofotometria Faixa de comprimento de onda
Ultravioleta (UV) 190 — 380 nm
Visivel (VIS) 380 — 780 nm
Infravermelho préximo (NIR) 780 — 2500 nm
Infravermelho médio (MIR) 4—25um
Infravermelho distante 25 — 300 um

Fonte: FARMACOPEIA BRASILEIRA, 2010.

E uma das técnicas mais utilizadas na rotina laboratorial, tendo em vista o baixo custo
e 0 grande numero de aplicacbes empregadas, comparada a outros tipos de técnicas.
Fundamentalmente, obedece a lei de Lambert-Beer em que a luz incide, sob determinado
comprimento de onda, através de uma solucdo da amostra, pela qual sera absorvida. Esta lei
relaciona a luz na forma de absorbancia (A) ou transmitancia (T) com a concentracdo da
amostra e a espessura do caminho Optico, representado pela espessura da cubeta, mostrado na
equacdo (ROCHA; TEIXEIRA, 2004; SKOOG; HOLLE; NIEMAN, 2006).

A =¢ecL

Onde:

A: absorbancia;
&: absortividade molar (M™ L™ cm™), préprio de cada substancia a ser analisada;
c: concentracdo (M);

L: caminho Optico, espessura da cubeta (cm), geralmente 1 cm.

A espectroscopia UV-Vis baseia-se em transi¢Oes eletronicas causadas por radiacao
luminosa na regido ultravioleta e no visivel (HARRIS, 2006). A energia aplicada excita os
elétrons presentes na amostra, ocorrendo a emissdo de luz por meio de transi¢oes eletrénicas.
Geralmente, 0s instrumentos espectroscopicos UV-Vis sdo compostos por cinco partes
fundamentais: (1) fonte de luz; (2) monocromador responsavel por selecionar 0 comprimento

de onda desejado; (3) cubeta para acondicionar a amostra; (4) detector que converte a energia
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radiante transmitida em um sinal elétrico mensuravel; (5) unidade para decodificagdo do sinal

elétrico (Figura 3).

FIGURA 3 - Representacdo esquematica do funcionamento de um

espectrofotdmetro
i-:|' . MU"DCromadm‘H » ) Detector
Fonte de Luz Cubeta [Amplificador) ILeitura |

Fonte: adaptado de
https://www.lookfordiagnosis.com/mesh_info.php?term=espectrofotometria%20ultravioleta&lang=3

O espectro de absor¢do pode sofrer influéncia de varidveis tais como o tipo de
solvente, a temperatura, o pH da solucdo, a concentracdo e a natureza dos constituintes da
amostra. A técnica se limita a analise de amostra contendo um Unico componente, a maioria
dos métodos espectrofotométricos UV-vis se dispdem desta forma uma vez que apresentam
maior seguranca, o contrario se aplica a sistemas multicomponentes (SKOOG; HOLLE;
NIEMAN, 2006).

A confiabilidade dos resultados do controle de qualidade de medicamentos é

assegurada através da validacdo dos métodos analiticos (BARBOZA; 2010).

3.5 VALIDACAO

Validar significa demonstrar que a metodologia em estudo é adequada para a
finalidade desejada e capaz de reproduzir resultados confiaveis em analises qualitativas, semi-
quantitativas e quantitativas de farmacos e substancias. As instrucBes necessarias para
proceder a uma validacdo estdo estabelecidas em farmacopeias, resolucfes e guias e podem
ser aplicadas a técnicas analiticas, métodos ndo-cromatogréaficos, testes imunolédgicos ou
microbioldgicos (BRASIL, 2003; RIBANI et.al., 2004).

E necessario realizar a validagdo: em casos de modificacdo no processo de fabricaco;
quando o produto final apresentar qualidade duvidosa; na implantacdo de um processo ou
método analitico novo; e em equipamentos novos (EMANUELLI; SCANDIUZZI, 2000;
INMETRO, 2010).
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Os tipos de validacdo séo classificados em quatro categorias (I, 11, 111, 1) que variam
de acordo com a sua finalidade. A categoria | se limita a testes quantitativos empregados na
determinacdo do componente majoritario, a categoria Il envolve andlises de elementos
menores e tracos, a categoria 111 abrange testes de performance (dissolugéo, taxa de liberacao)
e, por fim, a categoria IV engloba os testes de identificacdo (INMETRO, 2010).

Durante a validagdo sdo avaliados parametros que variam com a necessidade de cada
categoria (BRASIL, 2003; ICH, 2005; MATIOLI; VALENTINI; SOMMER, 2007;
INMETRO, 2010).

e Especificidade

Avalia a capacidade do método em medir, de forma inequivoca, o analito de interesse
em presenca de interferentes tais como impurezas, produtos de degradacdo e componentes da
matriz. Quando ndo se conhecem os interferentes, a especificidade pode ser analisada

comparando os resultados com outros métodos independentes.

e Linearidade

A linearidade de um método expressa sua habilidade em produzir um sinal analitico,
denominado variavel dependente y, diretamente proporcional a sua concentracdo, denominada
variavel independente x. O modelo matematico que representa essa relagdo € conhecido como
curva analitica ou curva de calibragdo (Ribeiro et.al., 2008).

Deve ser determinada pela analise de, no minimo, 5 pontos de uma faixa de
concentracdo predeterminada teoricamente. Uma expressdo matematica € usada para calcular
a concentracdo real do analito na amostra a partir do sinal analitico. A concentracdo calculada
de cada ponto deve obedecer a uma variacao de 80% a 120 % da concentracdo tedrica. A

equacdo da reta que relaciona as duas variaveis é:

y =a+ bx
Onde:
y = sinal analitico (absorbéancia, altura ou area do pico, etc.);
X = concentracao;
a = intersecdo com o eixo Yy, quando x = 0;

b = inclinacdo da curva analitica.
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e Precisdo/ Repetibilidade

A precisdo analisa a proximidade dos resultados obtidos apds uma série de medidas de
uma mesma amostra. Geralmente, € expressa pela precisdo intra-dia (repetitividade) e a
precisdo inter-dia (precisdo intermediaria). A precisdo intra-dia avalia a concordancia entre 0s
resultados obtidos em um curto espaco de tempo, com 0 mesmo analista e mesma
instrumentacdo. A precisdo inter-dia, por sua vez, busca investigar a proximidade dos
resultados adquiridos no mesmo laboratério, porém, com analistas diferentes e dias distintos.

O desvio-padrdo e o desvio padréo relativo sdo calculados para interpretar este parametro.

e Exatiddo

A exatiddo se expressa quando um método analitico apresenta os resultados em
concordancia com valores tomados como verdadeiros. Este pardmetro é estabelecido ao
comparar os resultados obtidos com os do material considerado como referencia ou com outro

método validado, do qual o erro sistematico seja indicado como nao significativo.

e Limite de Quantificagdo

Também conhecido como Limite de Determinacédo, refere-se a menor concentracao
estabelecida de um analito, em niveis aceitaveis de preciséo e exatiddo. Pode ser expresso em
termos de concentracdo, cujo valor corresponde a média do branco somado a 5, 6 ou 10
desvios padrdo. Outra forma de calculo baseia-se em determinar o Limite de Detec¢do e
Quantificacado, utilizando o desvio padrdo da resposta relacionado a inclinacdo da curva de

calibracdo construida.

e Limite de Deteccao

Corresponde a menor concentracdo do analito que pode ser detectada, porém, nédo
obrigatoriamente quantificada. Este parametro é adequado para a abordagem de amostras na
quais 0s niveis do analito sejam baixos, por exemplo, em analise de tracos onde se faz
necessario estimar o menor valor de concentragdo do analito capaz de ser detectado pelo

método.
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e Robustez

Este parametro traduz a capacidade do método em resistir a pequenas variacoes das
condicBes analiticas, averiguando-se experimentalmente a influéncia de determinados fatores
sobre o resultado do método analitico. Uma vez reconhecida a robustez de um método, o
mesmo podera ser empregado por outros laboratorios e estard habil a fornecer resultados de

seguranca.



26

4 MATERIAL E METODOS

4.1 INSUMO FARMACEUTICO ATIVO E EXCIPIENTES

e Acido Lipoico; Lote 15042088B; Grau de pureza a 99%;
e Amido de milho: Henrifarma®/JK1023;

e Celulose microcristalina 101: Galeno®/6610103419;

« Dibxido de silicio coloidal: Henrifarma® 3150091614;
e Talco: Sintetica® 43405143,

4.2 EQUIPAMENTOS

Foi utilizado um Dissolutor Mod. 299 Nova Etica® para a dissolugdo das amostras e

as andlises foram lidas em Espectrofotdbmetro Shimadzu® UVmini — 1240.

4.3 OBTENCAO DAS AMOSTRAS

Cépsulas de AL foram produzidas em uma farmacia de manipulacdo da cidade de Jodo
Pessoa — PB de acordo com estudo de compatibilidade farmaco-excipiente realizado por Silva
(2014), do presente grupo de pesquisa. Os componentes utilizados na producdo das capsulas
estdo dispostos na Tabela 2.
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TABELA 2 - Componentes utilizados na formulagéo de AL em capsulas

Componentes Concentracéo % (p/p) Funcao
Acido lipoico 75,00 IFA
Amido de milho 18,25 Desintegrante
Celulose microcristalina 101 6,00 Diluente
Dioxido de silicio coloidal 0,25 Deslizante
Talco 0,50 Lubrificante

Fonte: SILVA, 2014.

Foram adquiridas capsulas de liberacdo imediata contendo 300 mg de AL provenientes
de cinco farmécias de manipulacdo, conforme a Tabela 3, localizadas nas cidades de Campina
Grande e Jodo Pessoa no Estado da Paraiba. Também foram obtidas capsulas de AL
industrializadas comercializadas nos Estados Unidos, considerando que no Brasil o AL ndo é
produzido em escala industrial. Nao foram concedidas informagbes quantitativas e
qualitativas dos excipientes que compunham a formulacéo das capsulas de AL adquiridas no

mercado.

TABELA 3 - Descricdo das capsulas de AL 300 mg adquiridas para realizacdo dos perfis de
dissolucdo.

Produto/Cépsulas Sigla Data de Fabricacéo Data de Validade

Desenvolvidas na Pesquisa DP 18-04-2015 15-10-2105
Industrializadas I 15-07-2015 28-02-2018
Magistral 1 M1 11-09-2015 09-04-2016
Magistral 2 M2 11-09-2015 09-03-2016
Magistral 3 M3 11-09-2015 09-03-2016
Magistral 4 M4 11-09-2015 09-01-2016
Magistral 5 M5 11-09-2015 09-03-2016

Fonte: Dados da pesquisa.
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4.4 ESPECTROFOTOMETRIA UV/VIS

Tendo em vista que ndo existe método para andlise do AL ou suas formulacbes
farmacéuticas na Farmacopeia Brasileira e apesar da Farmacopeia Americana utilizar a HPLC
para a quantificagdo deste farmaco, este grupo escolheu desenvolver o método para a
Espectrofotometria UV/VIS devido sua utilizagdo ser de baixo custo e de ampla aplicacédo na

rotina laboratorial.

4.4.1 PREPARO DA SOLUCAO ESTOQUE

Inicialmente, preparou-se a solucdo padrdo contendo AL e excipientes: em baldo
volumétrico de 500 mL solubilizou-se em agua ultrapurificada o equivalente a 300 mg de AL
juntamente com 100 mg da mistura de excipientes (aerosil, celulose microcristalina 101, talco
farmacéutico e amido de milho) que compdem a formulacéo, resultando em solucdo final de
contragéo corresponde a 600 pg. mL™ de AL.

A partir da solucdo estoque de AL, na concentragdo 600 pg. mL™, foi obtida a solucéo
teste através de diluicdo em agua ultrapurificada, que resultou na concentracdo de 300 ug.
mL™ de AL. A solugdo teste foi empregada na avaliacdo da precisdo, exatiddo e robustez do
método.

4.4.2 DESENVOLVIMENTO DO METODO ESPECTROFOTOMETRICO

Submeteu-se a solucdo teste a analise em espectrofotdmetro a fim de obter espectros
de absorcéo na regido do UV, mais especificamente em uma faixa correspondente entre 200 e
400 nm, no intuito de investigar em qual comprimento de onda verifica-se maior pico de

absorcéo espectral.
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4.4.2.1 VALIDACAO

A validacdo foi realizada no Laboratorio de Desenvolvimento e Ensaios em
Medicamentos (LABDEM) localizado na UEPB, tendo como referéncia a Resolucdo RE n°
899, de 29 de maio de 2003 da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), o
Official Methods of Analysis of AOAC International (AOAC INTERNATIONAL, 2012) e a
International Conference on Harmonization (ICH, 1995), por meio da analise dos parametros
de linearidade, precisdo, especificidade/seletividade, exatiddo e robustez aplicados a

espectrofotometria UV/VIS.

44211 LINEARIDADE

A linearidade do método foi verificada atraves da elaboracdo de uma curva analitica
contendo 6 pontos correspondentes as concentracdes de 30, 75, 150, 300, 450 e 600 pg.mL™,
obtidas a partir de diluicdes da solucéo estoque de AL a 600 pg.mL™. Tais concentragdes
obedeceram ao intervalo de 80 e 120% da concentracdo tedrica do teste (300 pg.mL™). Para
cada ponto de concentracao, trés réplicas foram obtidas.

Apos leitura integral das amostras em espectrofotdmetro na regido UV, a 333 nm, trés
curvas analiticas foram elaboradas plotando-se os valores da concentracdo em funcdo da
absorbancia. A partir de valores médios entre tais curvas, uma curva analitica principal foi
construida.

Por conseguinte, procederam-se os calculos do coeficiente angular da reta, o seu ponto
de interseccdo e o coeficiente de correlagdo (R?) através do método dos minimos quadrados,
além do desvio padrdo relativo, avaliado para cada ponto de concentracdo. Considera-se

aceitavel o valor de R2 maior ou igual a 0,99.

4.42.1.2 PRECISAO

A precisdo foi admitida de duas formas, Precisdo Intra-dia e Inter-dia, a partir de
solugdes teste calculando-se o DPR (desvio padrédo relativo) das absorbancias encontradas e
pelo teste estatistico ANOVA. As solucdes teste equivaliam a 100% da concentracao teorica

(300 pg.mL™) estabelecida para a realizacdo destes experimentos..
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4.4.2.1.2.1 PRECISAO INTRA-DIA (REPETIBILIDADE)

Foram preparadas 7 (sete) soluces de AL na concentracdo 300 pg. mL™, as quais
foram avaliadas duas vezes com o intervalo de 8 horas entre a primeira leitura, realizada logo
apo0s o preparo, e a segunda, somando 14 quantificacdes ao total. Todo o experimento foi
efetuado por um Uanico analista, manuseando o mesmo equipamento durante dois dias

consecutivos.

4.4.2.1.2.2 PRECISAO INTER-DIA (PRECISAO INTERMEDIARIA)

Este pardmetro foi analisado ao comparar os resultados conseguidos no mesmo
laboratério, porém, em dias e analistas diferentes. Assim como na precisdo intra-dia,
realizadas um total de 14 (quatorze) quantificagdes de uma solucdo a 300 pg.mL™*de AL

durante 2 (dois) dias diferentes.
4.42.1.3 EXATIDAO

O parametro de exatiddo foi averiguado apds a linearidade e a especificidade serem
estipuladas, visto que foram utilizadas 3 concentragdes integrantes na curva de calibracdo
estabelecida anteriormente. Desta forma, analisou-se solucdes de concentracdo baixa (75
ng.mL™?), média (300 pg.mL™?) e alta (600 pg.mL™) com 3 réplicas cada, totalizando 9
quantificaces.

A exatiddao foi calculada através da relacdo entre a concentracdo média definida

experimentalmente e a concentragdo tedrica correspondente:

E (%) = CME x 100
CMT

Onde:
E (%): exatiddo em porcentagem;
CME: concentragdo média experimental;

CMT: concentragdo média tedrica.
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4.4.2.1.4 LIMITE DE DETECCAO (LD) E QUANTIFICACAO (LQ)

Os resultados dos limites de quantificacdo (LQ) e de deteccao (LD) foram obtidos em
trés niveis de confianca (95, 99 e 99,9%) aplicando-se uma planilha fornecida on line por
Ribeiro et.al. (2008) a partir do desvio padrdo da resposta e o coeficiente angular da curva de
calibracdo desenvolvida.

44215 ESPECIFICIDADE

Procederam-se duas leituras na faixa entre 200 - 400 nm em aparelhagem especifica
(espectrofotémetro), ocorrendo uma varredura utilizando uma solucdo constituida apenas
pelos excipientes empregados na producdo das capsulas, e outra com uma solucdo de AL na
concentracdo de 300 pg. mL™.

44216 ROBUSTEZ

A robustez do método foi avaliada com solugdes triplicadas de concentragdo na ordem
de 300 pug.mL™, alterando-se a temperatura e o potencial hidrogénionico (pH,), na margem de
+ 5%, de cada solucdo testada. Foi avaliado o nivel de significancia de tais oscilagcdes por

meio de tratamento de dados em ANOVA.

4.5 ENSAIO DE DISSOLUCAO

As capsulas foram submetidas a dissolucdo com base nas especificagdes (Tabela 4)
contidas na monografia do AL na USP 32 (2012).
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TABELA 4 - EspecificacOes para 0 método de dissolucao do AL.

Parametros
Temperatura 37+0,5°C
Sistema de agitagéo 1 (cesta - 40 mesh)
Velocidade 100 rpm
Meio de dissolucdo Agua ultrapurificada
Volume do meio 900 mL

Fonte: USP 32 (2012)

O perfil de dissolucdo foi desenvolvido utilizando-se 12 unidades de cada amostra de
AL, submetidas as condic¢des supracitadas. Aliquotas de 10 ml foram colhidas nos intervalos
de 10, 20, 30, 50, 60 e 90 minutos. Posteriormente, filtradas em filtros de seringa e analisadas

em espectrofotébmetro UV/Vis a 333 nm, utilizando-se 4gua como branco.

45.1 ANALISE DOS PERFIS DE DISSOLUCAO

4.5.1.1 EFICIENCIA DE DISSOLUCAO

A eficiéncia de dissolucao (ED%) foi estimada conforme Khan (1975), por meio da
relagdo entre a area sob a curva do tempo 0 a 90 min (ASCy.q0) € a area total do retangulo
(ASC+r). A ASCy.g foi determinada pelo método dos trapézios e a ASC+r pelo célculo da
area considerando-se 100% de dissolucdo no tempo de 90 min. A equacdo utilizada € descrita

a sequir:

ED % = ASCy.g0 X 100%
ASCr

Os resultados atingidos foram entdo aplicados em teste estatistico ANOVA para
verificar se ocorreram diferencas relevantes entre os perfis de dissolugcdo das amostras. Em
seguida, o teste de Tukey foi empregado a fim de mostrar em quais amostras especificas se

estabelecem essas diferencas, caso acontegam.
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4.5.1.2 CINETICA DE DISSOLUCAO

Para definir a cinética de dissolucdo das capsulas de AL, aplicaram-se os perfis de

dissolugdo a quatro modelos cinéticos: ordem zero, primeira ordem, Higuchi e Hixson-

Crowell, cujas equacdes estdo descritas na Tabela 5.

TABELA 5 - Ordem/modelos de cinética de dissolucao usados na avaliacéo
do perfil de dissolucao de capsulas de AL.

Ordem/modelo Equacdo*
Ordem Zero Qi = Qo — Kot
Primeira Ordem In Q¢ =1In Qg — Kit
Higuchi Q= Kpt?
Hixson-Crowell Q= Qo * - Kt

*Qt - quantidade de farmaco liberado no tempo t; Qo — quantidade inicial
de farmaco em solugdo; KO, K1, KH, KC, - constantes de liberacdo de zero
ordem, de primeira ordem, de Higuchi e de Hixson-Crowell,
respectivamente; t - tempo.

Fonte: MAHLE et.al., 2007.

Para determinar o modelo matematico que melhor se enquadra cada perfil de

dissolucdo, realizaram-se estudos de regressdo linear para cada modelo tendo em vista obter

equacdo da reta e, por conseguinte, o coeficiente de correlacdo de Pearson (r). Logo, foi

determinado como o modelo mais adequado aquele cujo valor do coeficiente de correlacéo de

Pearson (r) fosse mais proximo de um.

Uma vez definido o modelo cinético para cada amostra, calcularam-se através da reta

de regressao as seguintes constantes:

Constante de velocidade de dissolugéo (Kk): corresponde ao coeficiente angular da reta
de regressao;

Tempo de meia-vida de dissolucdo (tsos): tempo necessario para que 50% do AL seja
dissolvido;

Quantidade de farmaco dissolvido apds 60 min do teste de dissolucdo (Qso): segundo a
USP 32 (2012), o Qg para capsulas deve corresponder a, no minimo, 70% da

guantidade total declarada.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 ESPECTROFOTOMETRIA UV/VIS

O método desenvolvido para analise do AL e suas formulagdes foi realizado utilizando
varredura nos comprimentos de onda de 200 a 400 nm, apresentando-se adequado para a

quantificacdo do AL.

Foi investigado em qual comprimento de onda o AL apresentava o pico maximo de
absorcéo de energia, através de leituras ao longo do espectro. Deste modo, foi detectado um

pico de absorcédo por volta de 333 nm de comprimento de onda (Figura 4).

FIGURA 4 - Espectro de absorc¢ao do AL na regido UV.
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Fonte: Dados da pesquisa.

Os dados encontrados corroboram com Billgren et.al., 2010, que atribui este fendbmeno

ao anel ditiolano presente na molécula.
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5.1.1 VALIDACAO DO METODO DE QUANTIFICACAO

A validagcdo é um instrumento através do qual € possivel apontar se determinado
método € totalmente seguro e adequado para atender determinadas finalidades. Desta forma, €
fundamental que apresente resultados representativos, sem grandes variabilidades (RIBANI
et.al., 2004; BORBA et.al.,, 2013). Logo, o processo de validacdo foi conduzido para a
quantificacdo do percentual de dissolugdo do AL por meio do espectrofotometro UV/Vis,
tendo como base avaliar os critérios de especificidade, linearidade, exatiddo, precisdo, limite

de deteccdo, limite de quantificacédo e robustez.

5.1.1.1 ESPECIFICIDADE

A partir do gréafico de absorcdo analisado, observado na figura 5, foi realizada a
comparacéo entre a solucéo teste contendo AL e a solucdo contendo apenas 0s excipientes.

FIGURA 5 - Espectro de absor¢do do AL e dos excipientes na
regido UV.
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Fonte: Dados da pesquisa.

Foi observado que o método analitico apresenta especificidade frente ao AL, pois ndo

se observou pico de absor¢do quanto aos excipientes no comprimento de onda atribuido ao
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AL, assegurando-se assim que o método se mostra seletivo e especifico para a analise de
formulagGes contendo AL.

5.1.1.2 LINEARIDADE

Obedecendo as orientacGes da resolucdo e guias citados anteriormente, uma curva
analitica foi elaborada com seis pontos de concentragéo, respeitando o intervalo de 80 a 120%
da concentrago tedrica do teste (300 pg. mL™). Os valores médios de absorbancias obtidos

para cada concentracdo estdo exibidos na Tabela 6, além de seus desvios padroes relativos.

TABELA 6 - Valores de absorbancia obtidos na construcdo da curva analitica

de AL.
Concentracéao
(ng.mL™) 30 75 150 300 450 600
Concentracses 0,0192 0,0437 0,0922 10,1811 0,2732 0,3638
Médiasg 0,0196 0,0432 0,0897 10,1815 0,2790 0,3620
0,0199 0,0428 0,0925 10,1834 0,2748 0,3610
Média 0,0196 0,0432 0,0915 0,182 0,2757 0,3623
DPR (%) 1,03 1,04 1,68 0,55 1,09 0,39

Fonte: Dados da pesquisa.

Pode-se observar que o menor valor de desvio padrdo corresponde a concentracdo
tedrica definida para o desenvolvimento dos testes de validagdo (300 pg. mL™), demonstrando
menor possibilidade de ocorrer resultados com valores consideravelmente afastados.

A Figura 6 representa a curva de calibracéo e a equacdo da reta obtida pelo método dos
minimos quadrados. Este método estabelece pardmetros da relacdo entre duas ou mais
grandezas de um fendmeno ou o valor mais provavel de uma grandeza mensurada varias

VEZES.
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FIGURA 6 - Curva analitica do AL nas concentracdes de 30, 75, 150, 300,
450, 600 pg.mL ™ obtida por espectrofotometro UV/Vis.
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Fonte: Dados da pesquisa.

De acordo com a RDC 899/03, o coeficiente de correlacdo expressou-se dentro do
especificado, tendo R2 = 0,99, ou seja, pode-se assegurar que ha correlacdo linear entre as
concentrag0es e as absorbancias correspondentes, dentro de uma limitada faixa de

concentracéo.

5.1.1.3EXATIDAO

Foram quantificadas trés concentracfes diferentes, declaradas com valores de baixa,

média e alta concentracdo, de acordo com a tabela 7.

TABELA 7 - Valores da exatidao em trés niveis de concentragdo de AL.

Concentracéao Média da Concentragéo
Te(’)ric% Real . Exatiddo (%) + DPR
(Hg.mL ™) (Hg-mL ™)
75 76,72 102,33 £1,00
300 308,00 102,66 +0,68
600 608,44 101,40 £0,39

Fonte: Dados da pesquisa.
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Obtiveram-se exatiddes que variaram de 102,33 a 101,40%, quando comparadas aos
valores verdadeiros. O intervalo aceitavel é 95-105% (BRASIL, 2003). Portanto, os valores

apresentados mostram-se dentro do que a legislacdo recomenda.
5.1.1.4 PRECISAO

Os valores obtidos de absorbancias e desvios padrdes estdo juntamente exibidos nas
Tabelas 8 e 9, correspondentes a precisdo intra-dia e inter-dia, respectivamente. As precisées
foram analisadas por meio do desvio padrdo e pelo método estatistico Anova, dos quais 0s

resultados estdo dispostos na Tabela 10.

TABELA 8 - Valores obtidos do ensaio de precisdo intra-dia em solucdes de 300
pg.mL ™ de AL.

Periodo Manha Tarde
310,83 310,00
312,00 312,50
Concentragoes 311,33 311,50
311,66 309,16
325,33 309,50
321,50 310,83
DPR médio (%) 1,48

Fonte: Dados da pesquisa.
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TABELA 9 - Valores obtidos no ensaio de precisdo inter-dia em solucdes de 300
pg.mL™ de AL.

Analista Analista 1 Analista 2
310,50 319,33
312,16 320,66
Concentracdes 311,50 319,00
Meédias (ug.mL™?) 313,50 318,66
310,50 316,00
317,50 310,33
316,16 307,16
DPR médio (%) 1,34

Fonte: Dados da pesquisa.

A RDC 899/03 determina para produtos farmacéuticos um desvio padrdo relativo
inferior a 5%. A vista disto, declara-se 0 método como preciso tendo DPR= 1,34 %, ndo

sofrendo influéncia da mudanca de analista e/ou do periodo em que é realizado.

TABELA 10 - Valores estatisticos do teste Anova do ensaio de precisdo intra-dia e
inter-dia.

Parametros estatisticos Precisdo intra-dia Precisdo inter-dia
F tabelado 4,75 4,75
F calculado 3,06 1,56
Valor-p 0,11 0,23

Fonte: Dados da pesquisa.

Utilizou-se também o teste Anova, para resultados mais fidedignos. Este teste é capaz
de indicar diferencas estatisticamente relevantes entre os resultados obtidos em diferentes
periodos e analistas. Desta forma, pode-se observar que para ambas as precisdes os valores de
Fealculado MoStraram-se inferiores aos de F tapelado (F calculado< F tabelado), 8SSim como o valor-p
maior que o nivel de significancia (p >0,05). Logo, afirma-se que ndo ha diferencas

significativas nas precisdes e isto certifica a precisdo do método.
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5.1.1.5 LIMITE DE DETECCAO (LD) E QUANTIFICACAO (LQ)

Os limites de deteccdo e quantificacdo foram determinados por meio de planilha
eletronica disponibilizada por Ribeiro et.al. (2008), a qual possibilita estimar os limites em
trés niveis de confianca a partir de dados da curva analitica. Os valores achados estdo
expostos na Tabela 11 e evidenciam as menores concentra¢fes que 0 método desenvolvido é

capaz de detectar e quantificar.

TABELA 11 - Limites de deteccdo e quantificacdo, em trés niveis de confianca, para

0 método desenvolvido.

Nivel de confianca (%) LD (ug.mL™) LQ (ug.mL™
95 14,25 21,16
99 19,21 23,65
99,9 25,18 26,82

Fonte: Dados da pesquisa.

5.1.1.6 ROBUSTEZ

Para avaliacdo da robustez, os experimentos foram realizados alterando-se em * 5% do
dos valores de pH e temperatura da solucdo teste de concentracdo 300 pg.mL™ de AL. Na

Tabela 12 estdo descritos os valores das absorbancias e do tratamento estatistico por Anova.

TABELA 12 - Valores de absorbancias e estatisticos do teste Anova para

robustez.
AlteracOes DPR (%) Valor-p F calculado F tabelado
4.3
pH 4.1 1,79 0,33 1,32 5,14
3.9
20
Temperatura o5 0,71 0,79 0,23 5,14
30

Fonte: Dados da pesquisa.
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Observou-se que para as modificacGes submetidas os valores de Fcajcutado (F = 1,32; F
= 0,23) mostraram-se menores que 0S de F tpelado (F = 5,14), bem como o valor-p maior que o
nivel de significancia selecionado (p > 0,05). Portanto, é possivel afirmar que ndo héa
diferencas significativas diante das alteracdes realizadas, indicando o método como robusto.

A USP 32 (2009) recomenda o uso da CLAE para a determinagdo do teor da
dissolucdo do AL em capsulas. Entretanto, trata-se de uma técnica onerosa que exige grande
quantidade de reagentes e materiais, além de um maior tempo de execucao.

De acordo com os resultados obtidos no presente estudo, a espectrofotometria UV/VIS
se mostrou uma técnica linear, precisa, exata, especifica e robusta de acordo com o0s
parametros de validacdo, além de apresentar baixo custo e rapida execucdo. Nesse sentido,
pode-se assegurar 0 uso da espectrofotometria UV/VIS como técnica alternativa a CLAE na

analise de capsulas de AL em teste de dissolucéo.

5.2 PERFIS DE DISSOLUCAO

Os perfis de dissolucdo adquiridos permitiram a determinacdo de indmeros
pardmetros, possibilitando uma analise mais discriminativa em relagdo ao comportamento in
vitro dos medicamentos. A figura 7 dispde sobre os perfis de dissolucdo das amostras

quantificadas por espectrofotometria UV/Vis.

FIGURA 7 - Perfis de dissolucdo a partir das capsulas de AL (300 mg) por
espectrofotometria UV/Vis.
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Fonte: Dados da pesquisa.
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As formas farmacéuticas sélidas de administracdo oral conferem maiores problemas
guanto a biodisponibilidade, o que torna essencial avaliar a ocorréncia de tal problema através
de teste in vitro. Este teste permite observar como ocorre a dissolugdo do medicamento em
funcdo do tempo (MAHLE et.al., 2007).

5.3 AVALIACAO DOS PERFIS DE DISSOLUCAO

Apoiando-se nos perfis de dissolucéo (figura 7) foi possivel definir a velocidade do
processo de dissolucédo (k), a meia vida de dissolucdo (tsoe), @ quantidade maxima dissolvida
em 60 minutos do inicio do teste (Qgo), 0s fatores de diferenca e similaridade e a eficiéncia de
dissolucao (ED%)

Primeiramente, determinou-se como qual modelo matematico se comporta o processo de
dissolucdo de cada amostra avaliada. Para isto, foi obtida a reta de regressdo linear dos
resultados dos perfis aplicando-se quatro modelos cinéticos (Tabela 5). Para averiguar o
melhor modelo cinético foi considerado o coeficiente de correlacdo de Pearson (r) proveniente
da reta de regressao.

A tabela 13 descreve os valores de r de cada amostra. Enquadrou-se naquele modelo o
perfil de dissolucdo cujo valor de r mais se aproximou de 1. Logo, apenas a dissolucdo da
amostra | se assimilou a cinética de Higuchi, enquanto que as demais se caracterizaram como

de primeira ordem.

TABELA 13 - Coeficiente de Correlacdo de Pearson (r), aplicando cinética de ordem zero,
primeira ordem, Higuchi e Hixson-Crowell nos perfis de dissolucdo por
espectrofotometria UV/Vis.

Ordem/modelo matematico

Amostra
Ordem zero Primeira Ordem Higuchi Hixson-Crowell

DP 0,8151 0,9783 0,8902 0,9567

I 0,7120 0,8410 0,8902 0,8125
M3 0,8837 0,9939 0,9845 0,9837
M, 0,7872 0,9422 0,9347 0,9142
M 0,9677 0,9871 0,9556 0,9850
My 0,9744 0,9861 0,9865 0,9830
Ms 0,8438 0,9927 0,9674 0,9771

Fonte: Dados da pesquisa
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A cinética de primeira ordem relaciona a velocidade de liberacdo do farmaco com a
quantidade de farmaco remanescente na formulagdo, este modelo é aplicado as formulacdes
de liberacdo imediata (PINHO etal., 2001; MANADAS; PINA; VEIGA, 2002;
SCHESHOWITSCH et.al.,, 2007). O modelo de Higuchi, por sua vez, atribui que a
porcentagem de farmaco dissolvida é dependente da raiz quadrada do tempo. Tal modelo é
proprio de formulag6es de liberagdo prolongada (SCHESHOWITSCH et al., 2007). Todavia,
mesmo caracterizando-se como uma formulacao de liberacdo imediata, a amostra I, por meio
da dissolucdo, mostrou lenta liberacdo do farmaco. Isto justifica sua relacdo proxima ao
modelo cinético de Higuchi. Segundo Manadas; Pina; Veiga (2002) e Costa; Lobo; Lopes
(2005) faz-se necessario destacar que os modelos matematicos aplicados s&o direcionados
principalmente para comprimidos, tendo limitacGes quando atribuidos para capsulas.

A tabela 14 apresenta os parametros cinéticos (K, tsoe, € Qgo) de cada amostra por

UV/vis, definidos segundo o modelo cinético apropriado.

TABELA 14 - Parametros cinéticos obtidos a partir do modelo cinético selecionado.

Amostras

K tso9 (MIN) Qeo (%)

DP 0,04 min™ 17,11 78,40

, 0,008 mg/ L min* 38,07 62,76
M, 0,04 min™ 16,49 77,99
M, 0,04 min™ 17,42 76,48
M 0,01 min 55,21 52,91
M. 0,006 min™ 113,98 30,57
Ms 0,04 min™ 15,78 80,92

Fonte: Dados da pesquisa

A partir dos valores de cinética obtidos, observou-se que grande parte das amostras
expressam velocidades de dissolugdo semelhantes, com excec¢do das amostras | e My que
manifestaram os menores valores de K. Isto pode estar relacionado ao fato de que a amostra
Mg, ao final da maioria dos testes de dissolugéo, apresentou-se aparentemente intacta (Figura
8), ou seja, ndo ocorreu a desintegracdo do seu involucro, impossibilitando a liberacdo efetiva

do farmaco nele inserido.
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FIGURA 8 - Cépsula M4 néo dissolvida ao término do teste de dissolucéo.

Fonte: Dados da pesquisa.

De acordo com Abdou (1989), as caracteristicas fisico-quimicas do farmaco,
excipientes empregados na formulacdo, método de fabricacdo, armazenamento e a embalagem
podem interferir na liberacdo do farmaco, alterando de forma expressiva sua velocidade de
dissolugéo.

As amostras que exibiram melhor desempenho quanto a velocidade de dissolugéo,
também demonstraram melhores tempos de meia vida (tso%). Quanto ao percentual de farmaco
dissolvido em 60 minutos (Qsp), @ USP 32 (2012) estabelece que neste limite de tempo o
percentual dissolvido para o AL deve corresponder a no minimo 70% da dose total submetida
ao teste. Portanto, comprovou-se que as amostras DP, My, M, e Ms apresentaram resultados
aceitaveis, com destaque para o desempenho da amostra Ms que apresentou menor tempo de
meia vida e maior percentual de dissolucdo em 60 minutos apés o inicio do teste.

A ED% constitui-se na avaliacdo integral comparativa da area sob a curva (ASC) do
perfil de dissolucdo em razdo da area representada pelo tempo total do ensaio. A tabela 15

dispde dos valores de ED% das amostras analisadas.
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TABELA 15 - Eficiéncia de Dissolucdo (ED%) das capsulas

de AL (300 mg).
ED%=+ DPR
Amostra i
UV/Vis
DP 2 73,43+ 3,75
|° 53,50+ 5,90
M, 2P° 67,23+ 1,59
M, &6 69,47+ 5,03
M3 e 39,23+ 7,89
M, ¢ 24,15+ 9,87
M >¢ 70,30+ 6,76

*As amostras que apresentam letras iguais ndo apresentam diferenca
estatistica quanto a ED%

Fonte: Dados da pesquisa.

A Eficiéncia de Dissolucdo (ED%) é designada por muitos como sendo o pardmetro
mais seguro para a determinacao da equivaléncia farmacéutica, tendo em vista sua capacidade
de detectar diferencas, entre formula¢bes (SERRA; STORPIRTIS, 2007).

Depois de obtidos os valores de ED%, aplicaram-se estes resultados a interpretacao
estatistica utilizando-se ANOVA e, posteriormente, foram submetidos ao teste de Tukey a fim
de observar as amostras que apresentavam diferencas, levando em consideracdo nivel de
significancia a 0,05. Os grupos constatados como equivalentes foram: (I, M1 e M3); (M3 e
M,); (Ms e M,).

O elevado desvio padrdo apresentado pela amostra M, pode estar relacionado a nao
uniformidade de dose, citada anteriormente, como também pode estar associado a
desintegracdo incompleta do involucro, fato semelhantemente reportado por Pinho et al.
(2011) ao realizar testes de dissolucdo em capsulas de carbamazepina.

A ED% de dissolucdo mais satisfatoria ocorreu para as capsulas de AL desenvolvidas
pelo presente grupo de pesquisa (SILVA, 2014). Este parametro uma vez determinado pode
vir a subsidiar o comportamento de dissolu¢do do AL in vivo apds estudo de correlacdo in
vivo — in vitro (OFOEFULE; UDEOGARANYA; OKONTA, 2001). Logo, é possivel predizer
0 comportamento do medicamento in vivo considerando que o processo de absorcéo depende
diretamente da concentra¢do do farmaco dissolvido no meio bioldgico e do tempo em que
permanece em contato com as regides de absor¢do gastrintestinal (KHAN, 1975; FARINHA;
PAIS; BICA, 1997).
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Portanto, apds anélise envolvendo os perfis de dissolucdo foi possivel inferir que as
amostras DP, M;, M, e Ms mostraram-se semelhantes na totalidade dos parametros
investigados, embora, faz-se necessaria a realizacdo de estudos in vivo para afirmar a

bioequivaléncia entre estas formulagdes.



47

6 CONSIDERACOES FINAIS

A metodologia de espectrofotometria UV/VIS desenvolvida para a determinagéo do
teor de AL em capsulas no ensaio de dissolucdo apresentou-se linear, precisa, exata,
especifica e robusta, demonstrando-se assim eficaz na quantificacdo do AL nas formulacdes
analisadas.

O método de dissolu¢do mostrou-se discriminativo para a avaliagdo do AL veiculado
em cépsulas, sendo a formulacdo desenvolvida por este grupo de pesquisa a de melhor
comportamento diante dos critérios de dissolucao.

O teste de dissolucdo in vitro é considerado de grande importancia para o controle de
qualidade de formas farmacéuticas soélidas, pois avalia a liberagdo e solubilidade do
ingrediente ativo, parametros estes que influenciam diretamente no processo de absorgédo e
acao do farmaco in vivo.

E relevante a realizacio de estudos de pré-formulagfo, pois através dos quais é
possivel obter informacdes sobre interacBes fisico-quimicas entre componentes de uma
formulacdo, conduzindo, desta forma, para a elaboracdo de uma melhor forma farmacéutica

que, associada as Boas Praticas de Fabricacdo, assegure estabilidade, seguranca e eficacia.
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