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RESUMO

GUIMARAES, A.S, Dispersdes solidas de nifedipino em Eudragit® L-100:
caracterizacdo e comparacdo de parametros farmacocinéticos. 2016.134f.
Dissertacdo (Mestrado). Programa de Pdés-Graduacdo em Ciéncias dos Materiais-
UNIVASF (Juazeiro-BA), 2016.

O nifedipino (NFD) € um dos principais farmacos de escolha para o tratamento
de patologias cardiacas, sendo um bloqueador do canal de calcio altamente potente,
pertencente ao grupo das dihidropiridinas. Porém, este farmaco é praticamente
insolivel em &gua exibindo assim uma baixa biodisponibilidade depois da
administracdo oral, fato que vem alterar sua eficiéncia terapéutica. A industria
farmacéutica tem demonstrado grande interesse no desenvolvimento de novos
sistemas farmacéuticos, visando a melhoria do perfil farmacocinético de varios
farmacos. Vem sendo observado uma utilizagdo crescente de sistemas poliméricos,
utilizando a técnica de dispersdes solidas (DS) a qual tem varios mecanismos
envolvidos no incremento da solubilidade de farmacos, reduzindo a estrutura cristalina
de farmacos e o tamanho de particula. O Eudragit® L-100 (L-100) é um copolimero
entérico e vem sendo bem utilizado por ter solubilidade dependente do pH. Diante
disto, objetivou-se realizar a caracterizacdo e comparacdo de parametros
farmacocinéticos, como perfil de dissolucdo e taxa de absorcao intestinal de DS de
NFD em L-100. A obtencéo das DS foi através do método de coprecipitacdo. A fim de
evidenciar o comportamento térmico foi utilizada a andlise termogravimétrica (TG)
acoplada a analise térmica diferencial (DTA). O estudo das caracteristicas fisicas e
morfolégicas foi realizado, por meio das técnicas de granulometria a laser,
microscopia eletronica de varredura (MEV) e Difragcédo de raios-x (DRX). As interagdes
intermoleculares entre o farmaco e o L-100 foram analisadas através da
espectroscopia de infravermelho (FTIR). Paralelamente foi adequada e co-validada
uma metodologia de quantificacdo do nifedipino por CLAE-DAD, seguindo a RE n°
899/03 (ANVISA). O perfil de dissolucéo e estudo de permeabilidade foi avaliado por
meio de testes in vitro utilizando trés dosagens distintas (20, 30 e 60 mg) tendo como
meio de dissolucdo e encubacao solucao nutritiva de Krebs (ileo isolado de cobaias)
pH 7,4. A permeabilidade intestinal foi medida utilizando a técnica do saco intestinal
invertido, em segmentos (8,00 + 0,20 cm?) de ileo isolado de cobaia. A caracterizacao
fisica e morfolégica demostrou o aumento da porosidade e uniformidade das DS, com
a diminuicdo dos cristais de nifedipino que foi comprovada por DRX. O perfil de
liberacao in vitro as DS, resultaram em um aumento na taxa de dissolucéo em relacao
ao farmaco puro, levando em consideracdo a massa de NFD (30 mg), a taxa de
liberacdo foi mais rapida para as DS (8,85 + 1,7% aos 15 minutos) em relacdo ao
farmaco puro (0,53 + 0,01% ao 15 minutos) evidenciando uma liberacdo modificada,
nos estudos de permeabilidade obteve-se valores para a permeabilidade relativa
(Papp) para as DS (1,55 + 0,91 x106; 3,11 + 1,57 x10% e 12,24 + 5,60 x10® cm/s) e
para o NFD puro (1,04 + 0,51 x10°; 1,26 + 0,53 x10° e 3,76 + 0,56 x10® cm/s) nas
dosagens de 20, 30 e 60 mg respectivamente. Os dados foram comparados atraves
de teste t de ANOVA, com significancia p < 0,05. Portanto, o método de obtencao das
DS demonstra ser promissor no incremento de solubilidade do NFD, melhorando sua
dissolucéo e permeabilidade.

Palavras chave: Nifedipino. Eudragit L-100. Dispersdes Soélidas. Dissolucgéo.
Permeabilidade



ABSTRACT

GUIMARAES, A.S, Solid dispersion of nifedipine in Eudragit® L-100:
characteristics and comparasion pharmacokinetic parameters. 2016.134f.
Dissertacdo (Mestrado). Programa de Pés-Graduacdo em Ciéncias dos Materiais-
UNIVASF (Juazeiro-BA), 2016.

Nifedipine (NFD) is a major drug of choice for treating heart failure, being a highly
potent calcium channel blocker belonging to the group of dihydropyridines. However,
this drug is practically insoluble in water, thus showing a low bioavailability after oral
administration, a fact which affects its therapeutic efficacy. The pharmaceutical
industry has shown great interest in the development of new drug formulations aimed
at improving the pharmacokinetic profile. Has been observed increased use of
polymeric systems because of the versatility of its properties such as solid dispersions
technique (SD) which has various mechanisms involved in increasing solubility of
drugs, converting the crystalline structure of pharmaceuticals in amorphous in structure
and reducing the particle size. Eudragit® L-100 (L-100) is an enteric copolymer has
been well used by having pH dependent solubility. In view of this, aimed to perform the
characterization and comparison of pharmacokinetic parameters such as dissolution
profile and intestinal absorption rate of SD of NFD in L-100. Obtaining SD is by
coprecipitation method. In order to show the thermal behavior was used thermal
gravimetric analysis (TG) coupled to differential thermal analysis (DTA). The study of
the physical and morphological characteristics was performed by means of laser
granulometry techniques, scanning electron microscopy (SEM) and X-ray Diffraction
(XRD). The intermolecular interactions between the drug and L-100 were analyzed by
infrared spectroscopy (FTIR). It was adequate in parallel and co-validated
methodology for quantifying by HPLC-DAD nifedipine following the SR N° 899/03
(ANVISA). The profile of dissolution and permeability study was evaluated by in vitro
tests using three different dosages (20, 30 and 60 mg) having as dissolution medium
and incubating the nutrient solution of Krebs (guinea pig ileum) pH 7,4. Intestinal
permeability was measured using the technique of reversed intestinal bag, segments
(8.00 + 0.20 cm?) of isolated guinea pig ileum. The physical and morphological
characterization demonstrated increased porosity and uniformity of DS with decreasing
nifedipino crystals which was confirmed by XRD. The in vitro release profile of the DS
resulted in an increase in dissolution rate compared to the pure drug, taking into
account the mass of NFD (30 mg), the release rate was faster for the SD (£ 8.85 1.7%
at 15 minutes) compared to pure drug (0.53 + 0.01% at 15 minutes) indicating a
modified release in the permeability studies was obtained values for the relative
permeability (Papp) to DS (1,55 + 0,91 x10%; 3,11 + 1,57 x10° and 12,24 + 5,60 x10°
cm/s) and pure NFD (1,04 + 0,51 x10%; 1,26 + 0,53 x10® and 3,76 + 0,56 x106 cm/s)
at doses of 20, 30 and 60 mg respectively. Data were compared by t test ANOVA with
p <0.05. Therefore, the method of obtaining the SD proves to be promising in
increasing the solubility of the NFD, improving its dissolution and permeability.

Keywords: nifedipine. Eudragit L-100. Dispersions Solid. Dissolution. Permeability
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1 INTRODUCAO

A hipertensdo arterial sistémica (HAS) é o principal fator de risco para
mortalidade das Doencas Cardiovasculares (DVC) (APPEL et al.,, 2002; SAITO,
SARUDA et al., 2006; SAITO et al., 2008). Contribui para 9,4 milhées de mortes anuais
por DCV no mundo, segundo a Organizacdo Mundial de Saude (OMS). Sendo que,
no Brasil, a HSA afeta de 22,3 a 43,9% da populacao adulta (BRASIL, 2006).

O nifedipino (NFD) é um antagonista do canal de calcio altamente potente
pertencente ao grupo das dihidropiridinas, tem sido muito utilizado para tratar angina
de peito e hipertensdo (SAKURAI e NARUTO, 2008; GARBCZ et al., 2009; HUANG
et al., 2011). No entanto pertence a classe de farmacos fracamente solUveis em agua
(~ 10pug / mL em agua a 37°C), oferecendo problemas desafiadores em sua
formulacéo, estando sua pouca solubilidade associada a baixa dissolucédo, levando a
sua baixa biodisponibilidade (HUANG et al., 2007; CHOI et al., 20011; BEIG et al.,
2013).

Dentre as técnicas as quais visam melhorar a solubilidade e taxa de dissolucéo
de farmaco pouco solliveis em agua, estdo a formulagdo de farmacos utilizando
sistemas poliméricos, para a obtencdo de nanoparticulas, microparticulas,
microesferas, coprecipitados e Dispersdes Solidas (DS) (JOSUE et al., 2000).

AS DS visam alterar as propriedades do estado sélido mecanismos envolvidos
no incremento da solubilidade de farmacos nos fluidos gastrointestinais, convertendo
a estrutura cristalina de farmacos em estrutura amorfa e reduzindo o tamanho de
particula (SERAJUDDIN, 1999; LEUNER e DRESSMAN, 2000; CRAIG, 2002;
BIKIARIS et al., 2005; VASCONCELOS et al., 2007; TRAN et al., 2011), podendo
promover um sistema de liberacdo modificada, a depender do tipo de carreador
utilizado (SETHIA e SQUILLANTE, 2003). Tornando-se uma estratégia promissora
para melhorar a dissolugcdo, permeabilidade/ absorcdo, biodisponibilidade oral e
eficacia terapéutica de farmacos pouco sollveis em agua (CHIOU e RIEGELMANT,
1971).

Porém, existem poucos relatos da aplicacdo das DS em produtos acabados,
principalmente na influéncia das DS na permeabilidade e eventual absor¢ao intestinal
de farmacos demonstrando a necessidade de um conhecimento aprofundado desta
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técnica na aplicacdo e comportamento do farmaco neste sistema (LEONARDI et al.,
2007).

O sistema na forma DS sao obtidos por dois principais métodos, o de fusédo e
evaporacao de solvente (LEUNER e DRESSMAN, 2000).

A maior parte dos carreadores utilizados para formulagcbes de DS sao
compostos poliméricos hidrofilos (VASCONCELOS et al., 2007), no entanto, o
emprego de polimeros entérico pertencente a classe Eudragit®, vem sendo descrito
na literatura para aplicagdo em DS por ter solubilidade dependente do pH (OTH e
MOES, 1989; HUANG et al., 2007; OVERHOFF et al., 2007; QI et al., 2008). Podendo
controlar liberacdo até que a formulacdo alcance a regido do TGl, evitando uma
possivel precipitacdo prematura do farmaco e beneficiando, consequentemente, sua
absorcdo (OVERHOFF et al., 2007).

O L-100 é um copolimero entérico e vem sendo bem utilizado por ter
solubilidade dependente do pH, uma vez que € insolivel em solucdes acidas e
liberando lentamente o componente bioativo em solucdes neutras ou alcalinas (6 < pH
< 8) (de OLIVEIRA; TAVARES et al., 2009).

Para explicar parametros morfol6gicos, estruturais e de estabilidade, diferentes
técnicas de caracterizacdo do estado soélidas vém sendo empregadas para a
caracterizacéo de formulacfes farmacéuticas em desenvolvimento como no caso das
DS (LEUNER; DRESSMAN, 2000).

Torna-se também primordial avaliar, através de testes de dissolucéo a taxa de
liberacdo do farmaco, por ser um parametro essencial no estudo de formulacdes
farmacéuticas, prevendo de forma eficaz o comportamento in vivo das mesmas (BABU
et al., 2002; MANADAS et al., 2002; SOUZA et al., 2007).

Podendo também ser interessante predizer a permeacao do ativo na membrana
intestinal, através de varios modelos de permeabilidade in vitro, para avaliar a
potencial absor¢do de novos farmacos em fases de descobrimento e desenvolvimento
(BALIMANE et al., 2000). O técnica do saco intestinal invertido vem sendo utilizada
para este propoésito por ser uma técnica relativamente simples e reprodutivel
(MAHMOND et al., 2002; ROZEHNAL et al., 2012). Normalmente, a permeabilidade
do ativo é expressa pelo coeficiente de permeabilidade aparente (Papp), que
representa a permeabilidade do farmaco da parte apical para a regido basolateral da
membrana (LENNERNAS, 1998; VOLPE, 2010).
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Realizar a caracterizacdo e comparacdo de parametros farmacocinéticos,
como perfil de dissolucdo e taxa de absorcéo intestinal de dispersdes sdlidas de

nifedipino em Eudragit® L-100.

2.2 Objetivos especificos

e Obter dispersdes soélidas de nifedipino com o copolimero entérico Eudragit® L-
100, através do método de coprecipitacao;

e Realizar a caracterizacao morfolégica, fisica e quimica do farmaco, polimero e
das dispersdes sélidas;

e Determinar através da covalidacado as condi¢cfes analiticas apropriadas para a
confiabilidade do método analitico;

e Comparar o perfil de dissolucéo in vitro do farmaco, quantificando a liberacao
do farmaco na sua forma isolada e nas dispersées soélidas;

e Comparar a taxa de absorcéo, através de estudos de permeacéo, do nifedipino
na sua forma isolada e nas dispersdes sélidas em segmentos de ileo isolado

de cobaias.
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3 REVISAO DA LITERATURA

3.1 Propriedades dos sélidos

Usualmente levando em consideracao as condicdes de temperatura e pressao,
a maioria dos farmacos se encontram no estado solido. Em consequéncia de tais
caracteristicas, formas farmacéuticas no estado solido assumem grande importancia
na area da farmacia (AULTON, 2005). As principais propriedades fisico-quimicas dos
farmacos irdo influenciar diretamente na sua maior biodisponibilidade com acé&o
farmacoldgica desejada com o minimo de efeitos colaterais.

Estas propriedades serdo descritas com maiores detalhes nas sec¢des a seguir,
devido ao seu grande impacto no desenvolvimento das DS.

3.2 Solubilidade

A extensdo na qual a dissolugcdo ocorre sob um dado de conjuntos
experimentais é denominada solubilidade. Podendo ser expressa através de
quaisquer unidades de concentragdo, as quais relacionam massa de soluto por
volume de solvente, ambos nas condicdes maximas de um determinado sélido
(MARTINEZ e AMIDON, 2002; AULTON, 2005).

A solubilidade é uma propriedade fisico-quimica importante, principalmente se
tratando da solubilidade em sistemas aquosos, para que se possa ter um efeito
terapeuticamente eficaz, todo farmaco independente da via de administracéo deve ter
uma solubilidade em agua, mesmo que limitada (AULTON, 2005; ANSEL et al., 2013).

Para que penetre na circulacdo sistémica, ele deve esta primeiramente em
solucdo ndo vindo a ter uma absorcdo incompleta ou erratica alterando sua
biodisponibilidade. (LEUNER e DRESSMAN, 200; AULTON, 2005; SOUZA et al,
2007).

Outro parametro importante é o coeficiente entre dose e solubilidade, que pode
ser definido como o volume de fluidos gastrintestinais necessario para dissolver
determinada dose farmacéutica (DRESSMAN, 2001). No caso de farmacos
“fracamente soluveis”, a solubilidade normalmente é menor que 10 pg/mL. A Tabela
1 apresenta a nomenclatura utilizada para descrever a solubilidade de substancias
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oficiais em termos do numero de partes de volume de solvente necessério para
solubilizar uma parte de massa do sélido o equivalente a 1 g de um sélido no nimero
de mL do solvente (FARMACOPEIA BRASILEIRA, 2010).

Tabela 1. Solubilidade descritiva por partes de soluto.

Massa aproximada de solvente (g) necessaria

Descricao para dissolver 1g de soluto
Muito soltvel Menos de 1
Livremente sollvel Delal0
Soluavel De 10 a 30
Fracamente
soluvel De 30 a 100
Levemente solavel De 100 a 1.000
Muito levemente
soluvel Del1.000 a 10.000
Praticamente Mais de 10.000
insolavel

Fonte: FARMACOPEIA BRASILEIRA, 2010.

Sempre houve no mercado alguns medicamentos para a qual a solubilidade
apresentou um desafio no desenvolvimento de uma adequada formulacdo para
administracdo oral. Medicamentos como a fenitoina, griseofulvina, digoxina,
sulfatiazol e clorafenicol sdo imediatamente lembrados (LEUNER e DRESSMAN,
2000).

Segundo Florence e Atwood (2013), diversas sdo as causas que explicam a
importancia fundamental em se conhecer como os farmacos se dissolvem para formar
uma solucédo e os fatores que mantém a solubilidade ou que causam a precipitagéo
dos farmacos. Entre eles, ressalta-se que a condicdo minima para que um farmaco
seja absorvido levando em consideracdo que este esteja molecularmente disperso (ou
seja, em solucdo) em qualquer que seja a forma farmacéutica, uma vez que, antes da
absorcdo, através das membranas biolégicas, o farmaco precisa encontrar-se
solubilizado (FLORENCE; ATTWOOD, 2003).

Por conseguinte, um dos principais desafios atuais da industria farmacéutica
esta relacionado com estratégias que melhorem a solubilidade de farmacos em agua
(LEUNER e DRESSMAN, 2000; OHARA et al, 2005; VASCONCELOS et al., 2007).
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Além das propriedades moleculares como hidrossolubilidade e/ ou lipofilicidade
gque uma farmaco apresenta, diversos outros fatores sdo capazes de afetar a
solubilidade para maior dissolu¢do dos farmacos no trato gastrintestinal, dentre os
quais podem ser citados o solvente, pKa do farmaco, pH do meio, a temperatura, o
tamanho de particula, forma do farmaco (isto €, sal, forma livre, estado amorfo ou
cristalino), excipientes e adjuvantes, processo de fabricacdo do medicamento, volume
e composicao dos liquidos no TGI, motilidade e transito intestinal. Particularmente,
para as DS, o aumento da solubilidade pode ser decorrente da reducdo do tamanho
de particula e conversao do farmaco para o estado amorfo (CHIOU e RIEGELMAN,
1971; SERAJUDDIN, 1999; BIKIARIS et al., 2005; VASCONCELOS et al., 2007).

Segundo Leuner e Dressman (2000), as principais possibilidades de melhorar
a dissolucdo é aumentar a area de superficie disponivel para dissolu¢do, diminuindo
o tamanho de particula e / ou através da otimizacdo das caracteristicas de molhagem
da superficie do composto, para diminuir a espessura da camada limite e aumentar a
solubilidade do farmaco através da camada de difusdo, garantindo condicbes de
imersdo para a dissolucéo e, por ultimo melhorar a solubilidade aparente do farmaco
sob condic0es fisiologicamente relevantes.

Como pode ser demostrado na Tabela 2 a op¢do mais atraente para aumentar
a taxa de liberacdo é a melhoria da solubilidade sdo através das formulacfes nas

seguintes abordagens.
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Tabela 2. Abordagens para ampliar a solubilidade de farmacos ou aumentar sua

area superficial disponivel para dissolucéo.

I— Modificagdes fisicas
Tamanho de particulas
Micronizacao
Nanossuspensdes
Modificagdo da estrutura cristalina
Polimorfos
Pseudopolimorfos (incluindo solvatos)
Complexacio / solubilizagdo
Uso de surfactantes
Uso de ciclodextrinas
Dispersoes de drogas em transportadores
Misturas eutéticas
Dispersdes solidas (ndo molecular)
Solucgdes solidas

II— Modificagées quimicas
Pro-farmacos
Sais

Fonte: LEUNER; DRESSMAN, 2000.

3.1.2 Tamanho de particula

O tamanho de particula ira influenciar nas caracteristicas fisicas e quimicas do
medicamento, incluindo a velocidade de dissolucdo, a biodisponibilidade, a
uniformidade do contetdo e a estabilidade, assim como pode afetar a formulacao e
na eficicia terapéutica. Principalmente quando se trata da influéncia significativa do
efeito de tamanho de particula nos perfis de absorcdo oral de certos farmacos
(AULTON, 2005; ANSEL et al., 2013).

Interferindo também no perfil de dissolucéo, a reducéo do tamanho de particula
conduz a um aumento de superficie especifica do pod, ou seja, da relacdo da area de
superficie por unidade de peso. Tanto as velocidades de dissolu¢éo e de absorcéo do
farmaco como a uniformidade de conteudo e estabilidade da forma farmacéutica séo
dependentes do grau de variacdo do tamanho da particula, da distribuicdo de tamanho
e das interacdes entre as superficies solidas (LEUNER e DRESSMAN, 2000).

No caso de farmacos pouco sollaveis a influéncia do controle do tamanho de
particula tem sua influéncia aumentada na sua biodisponibilidade (VASCONCELOS
et al., 2007). Quanto mais reduzido o didametro da particula, maior a superficie de

contato entre o sdlido e o solvente, varios farmacos hidrofébicos, os quais sdo muito



25

ativos quando administrados pela via parenteral, sdo praticamente ineficazes quando
administrados por via oral, devido a sua baixa velocidade de dissolucao e a sua baixa
absorcédo (FLORENCE; ATTWOOD, 2003; ASHFORD, 2005).

Reducéo de tamanho de particulas € geralmente obtida por: (a) trituragéo e
moagem convencional; (b) moagem de esferas; (c) micronizagao por energia fluida;
(d) precipitacéo controlada pela mudanca de solventes ou temperatura, aplicacédo das
ondas de ultrassons, e secagem por pulverizacdo e (e) administracdo de solucdes
liquidas a partir do qual, mediante diluicdo com fluidos géastricos, o farmaco dissolvido
precipita em particulas muito finas (CHIOU e RIEGELMAN, 1971).

Segundo Huang et al. (2007), normalmente h& dois passos para a formulacao
de uma forma de farmacéutica de liberacéo controlada de farmacos pouco soltvel em
agua. No caso do desenvolvimento de FSO de liberag&o controlada para o nifedipino
foram utilizadas tecnologias diferentes, tal como reducéo de tamanho de particula ou
disperséo solida de farmacos com polimeros para melhorar a sua taxa de dissolucao
(CHIOU e RIEGELMAN, 1971).

3.1.3 Cristalinidade: sélidos cristalinos versus sélidos amorfos

As substancias no estado solido podem se apresentar cristalina ou amorfa ou
uma combinacgao de ambas.

As caracteristicas cristalinas de um farmaco sao consideradas importantes para
sua formulacdo e manipulacdo, estabilidade quimica e vem sendo demostrado
recentemente a sua interferéncia na atividade biolégica, ja que afetam sua
solubilidade influenciando em diferencas na extensdo da absor¢cdo do farmaco
(AULTON, 2005; ANSEL et al., 2013).

Os sélidos cristalinos sdo aqueles que atomos, ions ou moléculas apresentam
um arranjo periodico e caracterizado pela repeticdo de atomos ou moléculas em uma
estrutura tridimensional regular. Cada um representa uma vizinhanca idéntica no
cristal denominadas de células unitarias, as quais constituem por repeticées, 0s
diferentes reticulos cristalinos denominados como triclinico, monoclinico,

ortorrémbico, trigonal, tetragonal, hexagonal e cubico (Figura 1).
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As dimensdes da célula unitaria sdo caracterizadas por parametros de rede

compostos por trés eixos cristalograficos, a, b e ¢, e pelos angulos entre eles, a, e y
(BROWN et al., 2005).

Figura 1. Representacdo esquematica dos sistemas cristalinos fundamentais.
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Hexagonal Monoclinico Triclinico Trigonal

Fonte: adaptado de KUMINEK, 2014.

Diferente dos sélidos cristalinos os solidos amorfos ndo apresentam ordem
tridimensional de longo alcance, apresentando suas moléculas constituintes
aleatoriamente distribuidas no espaco e suas interacbes com moléculas vizinhas, nao
sao repetidas com nenhuma regularidade, por toda a amostra (AULTON, 2005).

Geralmente amostras amorfas e com baixa cristalinidade exibem maiores
valores de solubilidade o que ira resultar em uma maior taxa de dissolucéo do que as
amostras cristalinas devido a sua alta mobilidade molecular e elevadas energias
metaestaveis do estado amorfo, influenciando assim a biodisponibilidade de farmacos
no organismo (MARKOVICKL et al, 2000; AULTON, 2005; QIAN et al., 2010).

Diversas tentativas tém sido feitas na investigacéo do arranjo molecular em DS,
diferenciando o material amorfo do cristalino (SHARMA; JAIN, 2011; CHIOU e
RIEGELMAN, 1971).

A quantidade de material amorfo ndo é medida diretamente, mas €

principalmente derivada da quantidade de material cristalino na amostra (KAUSHAL
et al., 2004).
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3.2 Permeabilidade de farmacos

A permeabilidade € um processo dinamico e complexo que envolve a
permeacdo de farmacos através das membranas biologicas (BALIMANE et al., 2000;
FDA, 2000). Baseia-se indiretamente na medida da fracdo da dose absorvida do
farmaco em humanos e diretamente sobre a medida da taxa de transferéncia de
massa através da membrana intestinais (GRASS,1997).

A chegada do farmaco até a circulacdo sanguinea feita pelos processos de
absorcao farmacocinética ocorre em maior parte no intestino delgado, envolve muitos
mecanismos (Figura 2), tais como difuséo passiva atraveés de enterdécitos (transcelular)
e a juncdo entre os enterécitos (paracelulares), bem como processo mediado por
transportadores (facilitada e ativa), e endositose (BALIMANE et al., 2000; GOODMAN
& GILMAN, 2005; KWON, 2002).

Os enterdcitos ou células absortivas sdo as células responsaveis pela maior
parte da absorcdo seja de nutrientes ou farmacos no intestino delgado, séo
polarizadas distintamente com membrana apical (luminal) para os lados basais
(sangue), as quais sdo separadas por juncdes apertadas (KWON, 2002; ROZEHNAL
et al., 2012).

Figura 2. Varios caminhos paralelos envolvidos na absorcéo intestinal através das

membranas.
Transporte tl'anscelular Lado apical
Portador - \
Difusdo transporte Transporte
Vilosidades da passiva imediato Endocitose paracelular  Efluxo

membrana

Basolateral
Lado basal

Fonte: Adaptado de BALIMANE et al., 2000.

Normalmente, a permeabilidade de um composto de teste é expressa pelo

coeficiente de permeabilidade aparente (Papp), a qual é definida como a taxa de
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acumulacdo do farmaco da parte apical para a regido basolateral da membrana
(LENNERNAS et al.,, 1997; KWON, 2002; TAKAHASHI et al., 2008). Sendo
determinada apenas por meio de métodos ex vivo e in vitro (VOLPE, 2010).

Existe diretrizes para relacionar a relacao entre os valores de permeabilidade
aparente (Papp) de compostos determinada a partir de estudos em células Caco-2 e
a extensdo da absorcdo desses compostos em humanos, compostos com
permeabilidade aparente menor que 1 x 10® cm/s sdo classificados como pouco
absorvidos (Papp < 20%), entre 1 a 10 x 10°® cm/s como moderadamente absorvidos
(20%<Papp>70%) e muito absorvidos com Papp maior que 10 x 10¢ cm/s (Papp >
70%) (YEE, 1997; KWON, 2002).

Para a FDA (2000), um farmaco so € considerado altamente permeavel se sua
taxa de absorcdo em humanos for igual ou superior a 90%, no entanto segundo a
ANVISA um farmaco j& pode ser considerado altamente permeével quando sua
extensdo de absor¢cdo em humanos chega a 85% ou mais, com base na determinacéo
do balanco de massas ou comparando com uma dose intravenosa (BRASIL, 2011;
OMS).

Juntamente com a solubilidade a permeabilidade de um farmaco é um fator
determinante para a melhoria da sua biodisponibilidade oral, em formulacdes
administracao por via oral (LIPKA; AMIDON, 1999; LEUNNER e DRESSMAN, 2000).

Essa relacdo da influéncia da solubilidade, associada a permeabilidade, no
desempenho in vivo de um farmaco formulado, levou Amidon e seus colaboradores a
propor em 1995, o sistema de classificacdo biofarmacéutica (SCB). Assim, o SBC
divide o farmaco em quatro classes distintas de acordo com as propriedades acima
citadas, conforme apresentado no Quadro 1 (AMIDON et al.,1995; FDA, 2000).

Quadro 1.Classificacao dos farmacos de acordo com o SCB.

Classe| solubilidade Permeabilidade Fator limitante
I Alta Alta Dissolucéo e/ou o0 esvaziamento gastrico
Il Baixa Alta Solubilidade do farmaco no TGI
1 Alta Baixa Permeabilidade através da membrana
intestinal
v Baixa Baixa Apresentam problemas quando
administrados por via oral

Fonte: Adaptado de AMIDON et al., 1995.



29

3.2.1. Principais ensaios de permeabilidade

Para a caracterizacdo da permeabilidade de farmacos em diferentes fases de
seu descobrimento, visando prever a fracdo do farmaco absorvida (Fa) em humanos,
diversos modelo vem sendo empregado. Os mais utilizados sdo: 1) métodos in vitro
baseados em sistemas celulares, tais como segmentos de tecidos de animais, cultura
de células de adenocarcinoma humano (Caco-2) ou de rim canino (MDCK); 2)
métodos in situ, que consistem na perfusdo do farmaco; 3) métodos in vitro baseados
em sistemas artificiais com tecidos animais isolados (intestino invertido, segmentos
intestinais) ou pelo ensaio de permeabilidade em membrana artificial paralela
(PAMPA); 4) métodos in vivo que contemplem os estudos farmacocinéticos direto em
animais ou seres humanos; e 5) meétodos in silico que empregam programas
computacionais para a previsao da permeabilidade dos farmacos (SOUZA et al.,
2007; FDA, 2000; ROZEHNAL et al., 2012).

Os Modelos experimentais in vitro para calcular a permeabilidade utilizando
animais, sdo importantes durante a descoberta e desenvolvimento de farmacos,
como a permeabilidade é um dos varios fatores que pode afetar a absorcéo intestinal
dos medicamentos orais.

A utilidade destes modelos é demonstrada pela sua capacidade de prever in
vivo a absorc¢dao intestinal de um farmaco. Devido a diferenca de desempenho destes
modelos, levou a uma necessidade de normalizacdo desses ensaios nos laboratérios
para assegurar a aplicabilidade no processo de desenvolvimento dos medicamentos
(VOLPE, 2010).

Os estudos in vitro vém tendo grande aplicagédo nas bioisen¢cées ou em ensaio
de bioequivaléncia, para alguns tipos de farmacos, assim, evitando a exposicéo de
voluntarios sadios a estes estudos (BALIMANE et al., 2000). No entanto, sua maior
desvantagem € que os resultados obtidos sdo extremamente dependentes do
método utilizado (GRASS, 1997).

Dentre as técnicas citadas acima para se prever a permeabilidade, o modelo
do saco intestinal invertido vem sendo usado com este propésito, por ser

relativamente uma técnica simples e reprodutivel (BARTHE et al., 1998).
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3.2.1.1 Técnica do saco intestinal invertido

A técnica do saco intestinal invertido foi relatada pela primeira vez por Wilson e
Wiseman (1953), em estudos de transporte de glicose e aminoacidos. No método
original, e em todos os subsequentes relatos do uso da técnica, 0s sacos eram
encubados em sacos contendo solugcdo salina simples, as vezes com a adicdo de
glicose, tornando a viabilidade do tecido intestinal muito pobre em tais condi¢cdes
(BARTHE et al., 1998; BOUER et al., 1999).

O sistema de sacos intestinais de ratos evertidos basicos, vem melhorando em
diversos relatos, modificando o meio de cultura para cultura de tecido, utilizando como
meio biolégicos TC 199 e solucdo de Krebs, no lugar do tampéo de sal simples
(BARTHE, 1998; MAHMOND,2002; MAHESHWARI, 2010 e OKWARI et al., 2010;
ROZEHNAL et al., 2012).

Este uso de tecido em meio de cultura aumenta significativamente a viabilidade
dos tecidos e a técnica tem sido utilizado com sucesso para quantificar a absor¢cao
intestinal pela via paracelular (BARTHE, 1998; BALIMANE et al, 2000).

Estudos recentes demonstraram que o método do saco intestinal invertido
intestino, tem se tornado uma ferramenta simples e eficiente para avaliar o papel da
glicoproteina-p (P-gp) na absorcéo intestinal de farmacos. A funcdo destas esta
relacionada ao mecanismo de efluxo de substancias, inclusive alguns farmacos,
atuando como uma bomba que transporta farmacos de volta para o lumen intestinal a
medida que sdo absorvidos pelos enterdcitos (BARTHE, 1998; BOUER et al.,1999;
BALIMANE et al., 2000). Acreditando-se que a p-gp, podem influenciar a absorcao de

muitos medicamentos administrado por via oral, influenciando sua biodisponibilidade.

3.3 Formas farmacéuticas solidas (FFS) administradas por via oral

Especialmente para o tratamento de doencas crénicas como as hipertensivas,
a via oral é o meio mais simples e flexivel de administracdo de medicamentos, em
virtude de sua conveniéncia, baixo custo e alto comprimento dos pacientes em
comparacao com outras vias alternativas (BALIMANE et al., 2000; ROZEHNAL et
al.,2012).
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Os compostos que se destina a administragao por via oral devem ter adequada
solubilidade aquosa e permeabilidade intestinal a fim de atingir concentracdes
terapéuticas desejaveis (BALIMANE et al., 2000).

As vantagens das FFS administradas por via oral em comparacgdo a outras
formas de administracdo de farmacos compreendem sua maior estabilidade, dosagem
precisa e sua producao relativamente facil. Diante de tal circunstancia, a maioria dos
novos farmacos lancados no mercado sédo utilizados como formas farmacéuticas
sélidas, que originem concentracdo plasmatica efetiva in vivo apos a administracéo
oral (VASCONCELOS et al, 2007).

O tipo de forma farmacéutica e o seu método de preparacao podem influenciar
na biodisponibilidade de um farmaco. Influenciando o nimero de possiveis etapas que
participam desde o momento da administracéo até o surgimento do farmaco dissolvido
nos fluidos gastrintestinais (AULTON, 2005).

As FFS administradas por via oral podem ser classificadas, de acordo com o
tipo de liberacdo do farmaco, em produtos com liberacédo convencional ou modificada
(PEZZINI et al., 2007; ANSEL, 20013).

Formas de dosagem soélidas orais geralmente disparam com uma série de
exigéncias e desafios no desenvolvimento do sistema de distribuicdo do farmaco,
comprometendo farmacos instaveis frente as alteracdes do pH, baixa concentracao
do farmaco no local de acédo devido a falta de modulacdo do tempo no trato
gastrintestinal (TGI) com o aumento da eliminagdo de primeira passagem
(GUIMARAES et al., 2008 e THI et al., 2009).

Devido a sua baixa disponibilidade biolégica em virtude das propriedades
intrinsecas do estado solido, como a solubilidade, ou devido a permeabilidade falha
das membranas bioldgicas nota-se que aproximadamente 40% dos novos principios
ativos sdo recusados pela industria farmacéutica ndo beneficiando nunca um
paciente. Adicionalmente, cerca de 70% desses farmacos comercializados
apresentam desempenho subutilizado pelas mesmas razées (SVENSON, 2009).

Este contexto tem sido considerado como verdadeiro desafio para a industria
farmacéutica nas Ultimas décadas, motivando o investimento em inovadas
formulagbes de novos sistemas de liberagdo modificada de farmacos para a
administracdo oral. Tornando-se uma estratégia terapéutica, pois permite a

manutencdo do efeito farmacolégico a ser mantido pela sua liberacdo em alvos
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desejados a uma velocidade controlada para um tempo prolongado adequado.
(LEUNNER; DRESSMAN, 2000; TRAN et al., 2011; ANSEL et al., 2013).

3.4 Absorcéo de farmacos

A absorcdo é um processo ativo e complexo que envolve a permeacdo do
farmaco através das membranas biologicas (AMIDON et al., 1995).

Para que absorcdo do farmaco ocorra, € necessario que ele esteja
adequadamente solubilizado no meio de dissolucéo e, além disso, que seja capaz de
permear a membrana gastrintestinal (AMIDON et al., 1995; BALIMANE et al., 2000).
Se tornando um mecanismo fundamental para a biodisponibilidade em in vivo (THI et
al., 2009).

Ap6s administracdo de uma FFS administrada oralmente, o farmaco deve ser
liberado e dissolver nos fluidos gastrintestinais para que seja absorvido e exerca a
acao farmacolégica (Figura 3) (PEZZINI et al., 2007).

Figura 3. Etapas no processo de absorcao de farmacos.
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Fonte: Adaptado de AMIDON, 2009.

Devido a sua anatomia (microvilosidades) e mucosa permeavel, o intestino
delgado é a principal regido de absorcdo no trato gastrointestinal, devido a

especificidade de transportadores, assim como devido a reducdo da area de superficie
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a medida que a substancia vai descendo no TGl (DRESSMAN et al., 1998; BALIMANE
et al., 2000).

O intestino delgado humano € de aproximadamente de 2-6 m, dividido em trés
secdes: duodeno, jejuno e ileo, que correspondem compreendem 5%, 50%, e 45% de
seu comprimento (BALIMANE et al., 2000). Podendo apresentar diferentes pH nos
serem humanos nos estados alimentados e em jejum (DRESSMAN et al., 1997).

O processo de absorcdo de farmacos no TGl pode ser afetado por diversos
fatores de forma complexa. Dentre estes fatores estdo as propriedades fisico-
quimicas das moléculas, tais como: pKa, solubilidade, lipofilicidade, massa molecular
e area superficial polar-apolar. Como também por fatores fisioldgicos, que
correspondem ao pH do TGI, transito intestinal, fluxo sanguineo, esvaziamento
gastrico, dentre outros mecanismos de absorcdo (AMIDON et al.,1995; BALIMANE et
al., 2000).

3.5 Hipertenséo arterial e os bloqueadores dos canais de calcio

Considerada um disturbio comum, porém silencioso, a hipertenséo trata-se na
maioria das vezes de uma condicdo assintomatica, que produz alteracdes estruturais
progressivas em 6érgaos vitais, sobretudo no coracao, cérebro e rins, que predispdem
o0 paciente a complicacdes clinicas como acidentes vascular encefalicos, arterial
coronariana e insuficiéncia renal e cardiaca (BRASIL, 2010; LEWINGTON et al.,
2002).

A hipertenséo arterial sistémica € uma doenca de alta prevaléncia no mundo,
sendo considerada um dos principais fatores para o desenvolvimento de DCV, no
Brasil a faixa de prevaléncia vem aumentado progressivamente, afetando cerca de
25% da populacdo, considerada um dos problemas de saude publica do pais
(BRASIL, 2006 , 2010).

Até o inicio dos anos 50, ndo existia nenhum tratamento eficaz para HAS, e o
desenvolvimento dos agentes anti-hipertensivos, que aumentam a expectativa de vida
do individuo, representou um grande sucesso terapéutico (RANG et al., 2003).

Nos tratamentos com medicamentos anti-hipertensivos, devem seguir
principios gerais, tais como: ser eficaz por via oral; ser bem tolerado e permitir a

administracdo em menor doses diarias, com preferéncia para posologia de uma
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administrac@o diaria do medicamento. Deve-se levar em conta que quanto maior a
dose, maiores serao as possibilidades de efeitos colaterais (BRASIL, 2006).

Dentre estes anti-hipertensivos destaca-se 0s bloqueadores dos canais de
calcio. Estes também chamados comumente de antagonistas de célcio tém exercido
um importante papel ha mais de 20 anos, no tratamento da hipertensdo (RIBEIRO;
MUSCARA, 2001).

Os bloqueadores dos canais de calcio sdo substancias que bloqueiam a
entrada celular do Ca?* através dos canais de calcio, sdo terapéuticos cardiovascular
que atuam nos canais do tipo L, por bloqueio competitivo com o calcio (Ca*) que entra
pelos canais lentos de voltagem-dependentes (RANG et al. 2003; TRIGGLE, 2007).
Portanto, reduzem a excitabilidade do coracédo e a frequéncia cardiaca, causando
vasodilatag&o arterial generalizada (BOMBIG; POVOA, 2009).

Os antagonistas do calcio de tipo L compreendem trés classes quimicamente
distintas: as fenilalquilaminas (por exemplo, verapamil) afeta preferencialmente o
coracédo, as dihidropiridinas (por exemplo, nifedipino, amlodipina) exerce maior
efeito sobre os mudsculos lisos vasculares do que sobre o coracdo e as
benzotiazepinas (por exemplo, diltiazem) possui uma posicao intermediaria quanto a
sua especificidade.

Certas substancias, como o verapamil e o nifedipino (Figura 4), impedem o
influxo de ions-célcio através da membrana celular (RANG et al.,2003; GOODMAN;
GILMAN, 2005).
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Figura 4. Nifedipino atuando no bloqueio dos canais de calcio através da membrana
celular.
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Fonte: Adaptado de <http://[pharmacologycorner.com>

Todas os farmacos pertencentes a classe dos antagonistas de célcio séo
ligados fortemente as proteinas plasmaticas (entre 70 a 99 %) e suas meia-vidas de
eliminacdo variam em torno de 1 a 5 horas (GOODMAN; GILMAN, 2005). Por
conseguinte, as dihidropiridinas de acéo rapida geralmente produzem taquicardia
reflexa em consequéncia da reducéo da presséao arterial (RANG et al., 2013).

Atualmente, o crescente numero de antagonistas de célcio (sejam novas
formulagBes ou novas estruturas quimicas) tem colaborado para uma mudanca no
cenario, permitindo uma aplicabilidade mais apropriado quando comparado com
outros agentes anti-hipertensivos.(RIBEIRO; MUSCARA, 2001).

3.6Nifedipino

3.6.1 Propriedades farmacol6gicas

O NFD foi lancado no Japdo, em 1976 (SAKURAI; NARUTO; 2008).
Quimicamente nomeado de éster 3,5-dimetilico do acido 1,4-diidro-2,6-dimetil-4-(2-
nitrofenil)-3,5-piridinadicarboxilico) (HECQ et al., 2005).

E um blogueador do canal de célcio altamente potente pertencente ao grupo

das dihidropiridinas, sendo um bom relaxante muscular utilizado principalmente no
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tratamento de uma variedade de desordens cardiovasculares tais como angina
pectoris, hipertensdo e fendmeno Raynaud por proporcionar um grande efeito
vasodilatador, agindo particularmente nas células do miocardio e nos musculos lisos
vascular (MAGGI et al., 1996; GARBACZ et al., 2009).

Por ser uma antagonista do célcio (bloqueadores da entrada de célcio), seu
mecanismo de ac¢do farmacolégico dificultam a entrada de Ca?* de tipos L regulados
por voltagem e, recentemente, de tipo T. Os antagonistas do céalcio também dilatam
0S vasos coronarianos, o que é importante na angina variante (RANG et al., 2013).
Exercendo efeito maior sobre o musculo liso do que sobre o coracdo (HECQ et
al.,2005; RIBEIRO; MUSCARA, 2011).

O NFD gquando administrado na forma oral € quase completamente absorvido
a partir do trato gastrointestinal (TGI), predominantemente a partir do jejuno, mas
possui uma baixa biodisponibilidade principalmente devido ao metabolismo hepético
de primeira passagem, resultado na reducao da biodisponibilidade sistémica (ABOU-
AUDA et al, 2000; NIOPAS; DAFTSIOS, 2003; HUANG et al.,2007), que normalmente
estd em torno de 46% e 56%, independente da formulacao utilizada.

Devido ao seu elevado carater lipofilico, ele liga-se fortemente, as
biomenbranas, cerca de 92 a 98% (GOODMAN; GILMAN 2005; RIBEIRO;
MUSCARA, 20011). No entanto, apresenta pouca solubilidade em agua, exibindo uma
baixa taxa de dissolucéo, o que é apontado como sendo umas das principais causas
de sua baixa biodisponibilidade (VIPPAGUNTA et al., 2002; HUANG et al., 2006).

Pertencendo entdo a classe Il no sistema de classificacdo biofarmacéutica
(SCB), onde possui baixa solubilidade e alta permeabilidade, tendo como fator
limitante do processo de absor¢éo a solubilidade do farmaco no TGI, dessa forma, as
diferencas de formulacdes e variaveis fisioloégicas podem interferir na absorcdo do
farmaco classe Il (AMIDON et al.,1995).

A farmacocinética e farmacodindmica deste farmaco tem sido caracterizada
usando varias formulacdes de NFD designadas para administracdo oral, bem como
administragdo por via parentérica. Foi evidenciado que um rapido aumento na
concentragdo plasmatica do nifedipino resulta no aumento do ritmo cardiaco e
implicagbes colaterais secundarias especificos deste farmaco (SOONS et al., 1992;
TOAL, 2004; WALLEY et al., 1987).

Além disso, devido a sua meia-vida bioldgica curta (2-5 h), seu efeito anti-
hipertensivo dura apenas algumas horas (NIOPAS; DAFTSIOS; 2003). Sendo
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ministradas dosagens de libertacdo imediata para o NFD, o que requer um regime de
administracdo do medicamento trés vezes ao dia, resultando numa variacao
significativa da concentracéo plasmatica do farmaco acarretando efeitos secundarios
toxicos (HUANG et al., 2006).

Consequentemente, as formas de dosagem de libertagdo modificada do NFD
como sendo a primeira escolha terapéutica, tornaram-se uma abordagem pratica para
alcancar sua eficacia terapéutica por meio de reduzir os efeitos colaterais e melhorar
a adesao do paciente (GARBACZ et al., 2009; TOAL et al., 2012).

Por esse motivo, justifica-se o desenvolvimento de formulagdes de liberagcao
controlada, como as apresentadas no mercado para o NFD, incluindo sistemas
monoliticos osmoético de liberacdo controlada, como por exemplo, o Adalat® Oros, e
sistemas multiparticulados, com o Adalat® Retard, ambos do laboratério Bayer. O
desenvolvimento dessas formas de liberacdo controlada € dificultado pela baixa
solubilidade da molécula, que afeta sua taxa de absorcdo, medidas como reducao de
tamanho de particula e as DS com polimeros tém sido propostas como maneira de
aumentar a biodisponibilidade do ativo (EMARA et al., 2002; HUANG et al., 2006).

3.5.2 Propriedades fisico-quimicas

O nifedipino de estrutura quimica (Ci7HisN20s) (Figura 5) possui peso
molecular 346,34 g/mol, existe sob a forma de p6é amarelo, inodoros e insipidos,
praticamente insoluvel na agua (~ 10ug / mL em agua a 37°C), facilmente soluvel em
acetato de etila, ligeiramente soluvel no etanol e muito pouco soltvel em cloroférmio
e acetona (FARMACOPEIA BRASILEIRA, 2010; USP XXXII, 2009).

O nifedipino € um acido fraco (pKa = 3,93), apresenta ponto de fuséo entre 172-
174 °C e logP = 2,20 (DRUGBANK, 2015).
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Figura 5. Estrutura quimica do nifedipino (C17H1sN20).

Fonte: FARMACOPEIA BRASILEIRA, 2010.

O nifedipino deve ser sempre armazenado em recipientes bem fechados,
protegidos da luz (FARMACOPEIA BRASILEIRA, 2010). Quando exposto a luz visivel
ou comprimentos de onda de luz artificial é convertido a derivados de
nitrosofenilpiridina, enquanto que exposto a luz ultravioleta leva a formacédo de
derivado dnitrofenilpiridina (BECHARD et al., 1992).

3.6 Dispersao sélida

Sekiguchi e Obi (1961) desenvolveram um método préatico o qual envolveu a
formacdo de misturas eutéticas de farmacos com transportadores sollveis em agua
reforcando como poderia ser ultrapassada as limitacbes da biodisponibilidade de
farmacos fracamente solUveis em agua. Sekiguchi e Obi sugeriu que a droga que
estaria presente na mistura eutética ficaria no estado microcristalino. Este método foi
mais tarde denominado “dispersao soélida” por Chiou (1971) referindo-se ao termo a
dispersdo de um ou mais ingredientes ativos num carreador inerte ou uma matriz no
estado sdlido preparado pelo método de fusdo ou evaporacao de solvente.

Foi demonstrado que todo o farmaco em uma DS néo pode necessariamente
estar presente em um estado microcristalino, ou seja, certa fragdo do farmaco pode
ser disperso molecularmente na matriz, formando assim uma solucdo soélida
(GOLDBERG et al., 1966).
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As DS geralmente sdo caracterizadas por seus estados fisicos, tais como forma
amorfa, cristalina, ou no estado intermediario entre parcialmente amorfo e cristalino.
Elas também séo classificadas com base no seu arranjo molecular, incluindo
eutéticos, precipitacdes amorfas na matriz cristalina em solucgdes solidas (TRAN et al.,
2011).

As propriedades de uma disperséo séo altamente afetadas pela uniformidade
da organizacdo do farmaco na matriz (Figura 6). O comportamento de dissolucéo e
de estabilidade podem ser diferentes para DS que n&do contém qualquer particula
cristalina do farmaco (SETHIA; SQUILLANTE, 2003; DHIRENDRA et al., 2009)

Figura 6. Representacdo esquematica da distribuicdo molecular de farmacos em
dispersdes sélidas, particula cristalina (A), particula amorfa (B) e particula dispersa
molecularmente (C).

Fonte. Fonte: Adaptado de DHIRENDRA et al., 2009.

As dispersodes sdlidas foram também categorizadas em trés geracdes distintas
levando em consideracdo a inovacéo utilizada para sua obtencdo (VASCONCELOS
etal.,, 2007; TRAN etal., 2011; ALVES et al., 2012).

Os eutéticos e DS preparadas utilizando veiculos cristalinos séo referidos como
primeira geracdo de dispersdes solidas. Esses carreadores incluiam ureia por ter alta
solubilidade em agua, mas possuem como desvantagens a formacdo de DS
cristalinas, que, por serem mais estaveis termodinamicamente, nao liberam o farmaco
com a rapidez esperada (VASCONCELOS et al,2007).

As DS de segunda geracao, foram classificadas como aquelas que utilizam
transportadores amorfos em vez de cristalinos, diminuindo as limitacoes da primeira
geracdo (VASCOCELOS et al., 2007).

Observou-se que DS onde o farmaco € mantido no estado cristalino, ndo pode

ser tdo eficaz como a amorfa, porque as primeiras eram mais termodinamicamente
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estaveis, diminuindo assim sua dissolu¢cdo (GOLDBERG et al., 1966). Funcionando
como um sistema em que o farmaco se encontra molecularmente disperso de forma
irregular em um carreador amorfo, que sao geralmente polimeros (VILHELMSEN,
2005).

Ultimamente, tem sido evidenciado que o perfil de dissolucdo pode ser
melhorado se o carreador tiver propriedades auto- emulsionante ou com a adicdo de
surfactantes. Surgindo assim a terceira geracdo DS, a qual tem como transportador
um agente tensoativos, ou uma mistura destes com polimeros amorfos
(VASCONCELOS et al., 2007).

Como as DS compreendem uma grande variedade de sistemas, estas podem
ser produzidas com diferentes finalidades, tais como, alterar as propriedades do
estado sélido, acelerar a velocidade de dissolucao, retardar a liberacdo de farmacos,
aumentar o coeficiente de solubilidade e melhorar a estabilidade do farmaco. E
imprescindivel a sele¢cdo adequada de um carreador e do método de obtencdo das
dispersbes mais apropriado, uma vez que o tipo e comportamento das DS vao
depender tanto das propriedades dos carreadores e farmacos como também do
método de preparacdo utilizado (CHIOU; RIEDELMAN, 1971; WEUTS et al., 2005).

Como foi mencionado anteriormente, ainda que as dispersdes sélidas possam
ser utilizadas para uma vasta aplicacdo, ocasionando potenciais vantagens, 0 uso e
estudo destes sistemas tem sido atraente para aumentar a taxa de dissolucédo e
solubilidade de farmacos pouco soluveis (CRAIG, 2012).

S&o varios 0s mecanismos responsaveis pelo aumento da solubilidade e taxa
de dissolucdo ocasionada pelas DS de farmacos pouco hidrossolUveis. Dentre estes
se encontram: I) redug&o do tamanho das particulas e aumento da area superficial; 1)
diminuicao da cristalinidade (formacéao de amorfos ou de uma forma metaestavel); Ill)
reducdo da aglomeracdo e agregacao; IV) efeito solubilizantes ou co-solvente do
carreador sobre o farmaco; V) aumento da molhabilidade e solubilidade e solubilidade
aquosa do farmaco; VI) pH do meio de dissolugdo (BHATNAGAR et al., 2013; CHIOU;
RIEGELMAN, 1971; LEUNER; DRESSMAN, 2000; BROMAN et al., 2001; CRAIG,
2002; QIAN et al., 2010; SHARMA;JAIN, 2011).

Na pratica, formas de dosagem relacionadas 4s DS tém tido suas vantagens
tradicionalmente consideradas, levando em consideracdo que a liberacéo in vitro de
farmacos é expressivo em comparacdo com formulagdes convencionais de capsulas

e comprimidos. Como esta representado esquematicamente na Figura 7, a formulacéo
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é desintegrada na forma de particulas de tamanho inferior a 1 ym, em decorréncia
disso sera naturalmente mais dissolvida, a medida que, formulacdes convencionais, o
tamanho de particula é superior a 5 um (SERAJUDDIN, 1999; BIKIARIS et al., 2005).

Mais recentemente as dispersfes soélidas vém sendo utilizada para a melhoria
da solubilidade e velocidade de dissolugéo de diversos farmacos como paracetamol
(QI et al., 2008), praziquantel (CHAUD et al., 2010), sinvastatina (RAO et al., 2010),
piroxicam (WU et al.,, 2009), etravirina (BHATNAGAR et al., 2013), ibuprofeno
(DABBGH; TAGHIPOUR, 2007), fluconazol (FERNANDA; SOUTO, 2003), entre eles
esta o nifedipino (CILURZO et al., 2002; VIPPAGUNTA et al., 2002, HUANG et al.,
2006; HUANG et al.,2007).

Figura 7. Representacdo esquematica do aumento da biodisponibilidade de um
farmaco com pouca solubilidade em agua através das DS em comparagédo com formas
farmacéuticas tradicionais.

FARMACOS POUCO SOLUVEIS EM AGUA

- N\

| FORMA DE DOSAGEM |

COMPRIMIDOS/CAPSULASs DISPERSOES SOLIDAS
DESINTEGRAGAO DESINTEGRACAO
PARTICULAS SOLIDAS GRANDE FARMACO NO TGl PARTICULAS SOLIDAS FINAS

(usualmente 5-100 pm) (usualmente < 1 um)

l

BAIXA TAXA DE DISSOLUCAO ALTA TAIXA DE DISSOLUCAO

\‘ ABSORGAO SISTEMICA /

MENOCR BIODISPONIBILIDADE MAIOR BIODISPONIBILIDADE

Fonte: Adaptado de SERAJUDDIN, 1999.

Dentre as diferentes praticas para favorecer a solubilidade dos farmacos
hidrofébicos, a técnica de DS tem tido grande interesse na tecnologia farmacéutica.
Considerada uma estratégia de grande relevancia no intuito de melhorar e aperfeicoar

a libertacdo de farmacos pouco sollveis resultando na melhoria da sua
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biodisponibilidade e eficacia terapéutica (SERAJUDDIN,1999; LEUNER ;
DRESSMAN, 2000; CRAIG, 2002; VASCONCELOS et al., 2007; QIAN et al., 2009;
LIMA et al., 2011).

Apesar da ampla pesquisa com DS, tem como desvantagem a sua pouca
utilizacdo em larga escala em produtos comerciais, devido a algumas limitacdes
associadas a meétodos, tais como fabricacdo e aumento da escala no processo de
producdo (VASCONCELOS et al.,2007).

Durante o processamento de fabricacdo ha a possibilidade de estresse
mecanico ou armazenamento (estresse por temperatura e umidade) ocorrer
separacao de fases, crescimento de cristais e a recristalizacao do farmaco, devido ao
fato de a forma amorfa das DS serem menos estavel que o estado cristalino
(CHAUHAN et al., 2005; MOOTER et al., 2006).

A recristalizacao das DS em DS amorfas pode levar a uma reducéo significativa
na taxa de solubilidade e dissolucéo e, consequentemente reduzir a biodisponibilidade
(MOOTER et al ., 2000 ; SHARMA; JAIN, 2011).

No inicio do programa de desenvolvimento de uma DS, os riscos de uma
formulacdo amorfa devem ser avaliados, para que possa orientar estratégias em sua
formulacdo, j& que a exploracdo do potencial de soélidos amorfos requer sua
estabilizacdo em estado sélido, bem como ao longo de seu desempenho in vivo
(SHARMA; JAIN, 2011).

3.7 Técnicas para obtencédo de dispersdes soélidas

E imprescindivel a selecdo adequada de um método de obtencdo das
dispersdes mais apropriado, visando aquele que seja mais eficiente no processo de
dissolucéo e estabilidade das formulacdes obtidas nas condicdes de armazenamento
(BIKIARIS et al., 2005).

A maioria das DS sao obtidas basicamente pela técnica de fusédo e evaporacao
do solvente (SERAJUDDIN, 1999; YUSUKE et al., 2008).

3.7.1 Técnica de fusédo

No método de fusdo, o carreador é fundido a uma temperatura ligeiramente

superior & do seu ponto de fusdo e o farmaco € incorporado ao carreador. O
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resfriamento da mistura ocorre sob agitagdo constante, de modo a obter a
supersaturacdo do farmaco (SHARMA; JAIN, 2011).

O uso de altas temperaturas, pode ser um fator limitante para esse método, o
farmaco pode ser degradado (LEUNER; DRESSMAN, 2000; SHARMA,; JAIN, 2000).
A miscibilidade incompleta entre o farmaco e o carreador pode ocorrer devido a alta
viscosidade de um carreador polimérico no estado fundido, € outra limitacdo deste
processo (VASCONCELOS et al., 2007).

Para evitar as limitacdes do método de fusdo, varias modificacdes, como a fase
de extrusdo a quente, Meltrex™ ou aglomeracdo foram introduzidas ao método

original.

3.7.2 Técnica de Evaporacao de solvente

O primeiro passo para o método de evaporacdo de solvente é o preparo da
solucdo contendo o material matricial e o farmaco. O segundo passo envolve a
remocao do solvente (s), resultando na formacédo das DS (VASCONCELOS et al.,
2007).

Neste método a decomposi¢cdo do farmaco pode ser evitada, a evaporacao do
solvente organico ocorre em baixa temperatura (LEUNER; DRESSMAN, 2000;
VASCONCELOS et al., 2007). Nao tendo que se utilizar temperaturas elevadas como
as descritas no método de fuséo.

Dentre as técnicas que podem ser utilizadas a evaporacao de solvente incluem
coprecipitacdo (LEUNER; DRESSMAN, 2000; CHAUD et al.,2010), secagem por
pulverizacao, liofilizagcdo, spray drying, o uso de rotaevaporador, o fluxo de nitrogénio
e a utilizagéo de fluido supercritico (VASCONCELOS et al., 2007).

Na técnica de coprecipitacdo o farmaco e o polimero sdo dissolvidos, e
posteriormente induz-se a precipitacdo pela adicdo de um co-solvente mantendo
agitacdo constante. A dificuldade deste método esta em encontrar um solvente que
dissolva tanto o farmaco como o carreador (SETHIA; SQUILLANTE, 2003).

No presente trabalho a coprecipitacdo da solucdo farmaco/polimero foi
proporcionada pelo pH do meio. Especificamente, existem poucos relatos na literatura
da obtencéo de dispersdes soélidas de nifedipino em Eudragit® L100 pelo método de
coprecipitacdo induzido pela variagao do pH, seguida da evaporacéo de solvente.
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Simonelli e colaboradores (1969) usou o termo coprecipitados mais
corretamente para descrever dispersdes solidas de PVP com o farmaco, precipitada

a partir de uma solucao de cloreto de sédio com a adi¢ao de acido cloridrico.

3.8 Carreadores

A escolha do carreador € uma questéo determinante e criteriosa no incremento
de solubilidade das DS. Uma vez que suas propriedades, associadas a natureza do
farmaco, exercem grande influéncia nas caracteristicas de dissolu¢cdo do composto
farmacéutico ativo disperso, existindo a necessidade de carreadores serem
farmacologicamente inertes e ndo téxicos (SETHIA; SQUILLANTE, 2003).

A maior parte dos carreadores utilizados no sistema de DS sdo compostos
poliméricos hidroéfilos, os mais utilizados na literatura sao (PEG, PVP e HPMC).
Servindo como inibidor da cristalizacao através da diminuicdo da mobilidade molecular
da forma amorfa do farmaco disperso na matriz ( QUIAN et al., 2009).

No entanto, o emprego de polimeros sensiveis ao pH os quais sdo pH
dependentes vem sendo descrito na literatura para aplicagdo em DS (LEUNER;
DRESSMAN, 2000; OVERHOFF et al, 2007), superando a limitacdes de farmacos de
caréater acido com baixo pKa, os quais séo dissolvidos no esttmago (AULTON, 2005).

Podendo retardar a liberacdo até que a formulacao alcance a regido intestinal,
evitando uma possivel precipitacdo prematura do farmaco e beneficiando,
consequentemente, sua absorcdo (de OLIVEIRA et al.,, 2009; OVERHOFF et al.,
2007).

3.8.1 Polimeros sensiveis ao pH

Por ser uma das classes de materiais mais versateis e de grande aplicabilidade
na area farmacéutica os polimeros sintéticos devem ter suas caracteristicas
amplamente investigadas, para sua vasta aplicacédo (VILLANOVA et al., 2010).

Entre estes polimeros encontram-se 0s polimeros entéricos, 0s quais
apresentam um perfil de solubilidade diferenciado, devido a presenca de grupamentos
acido carboxilicos livres e grupos ésteres, presente na sua rede polimérica
(CHOURASIA; JAIN, 2004; MOUSTAFINE; et al., 2005; de OLIVEIRA et al., 2009).
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Sdo quase sempre insoluveis em pH aquoso &cido, aumentando sua
solubilidade a medida que o pH aumenta, tornando o pH do meio de dissolucéo o fator
critico para sua performance (CHOURASIA; JAIN, 2004).

Dependendo mecanismo de liberagdo, o pH do polimero também pode ser
importante quando se deseja a liberacdo do farmaco em um pH especifico, durante
sua passagem no TGI, que apresenta valores de pH distintos ou em entregas de célon
especificas (AKHGARI et al., 2005; DEGUSSA, 2007).

Os polimeros mais usados como gratrorresistente sédo os copolimeros do acido
metacrilico conhecidos comercialmente como Eudragit® que dependendo da sua
composicdo, apresentam diferentes caracteristicas de solubilidade, comecam a
dissolver-se em valores de pH 5,5 e 7,0 (CHOURASIA; JAIN, 2004).

Dentre os polimetacrilatos destacam-se Eudragit® E, L, S, NE, RL e RS , com
liberacdo em pH especifico, servindo como moduladores da libertagdo de farmacos
(Figura 8).

Figura 8. Diferentes Eudragit®, e seus pH especificos no TGI.

EUDRAGIT® L 30 D-55 EUDRAGIT® E 100
Estomago pH 1 - 1,5 EUDRAGIT® E PO
EUDRAGITE L 100-55 LU0deno pH =53 go p :

EUDRAGITE 5 100 Jejuno pH 6 —?\

EUDRAGIT® § 100 |
EUDRAGITE F5 30D [leo pH até 7.5

Fonte: Adaptado de ROEHM PHARMA POLYMERS.

<http://www.iptonline.com/articles/public/DequssaRohmPharmaPolymers.pdf>

O uso desses copolimeros poderia prevenir a toxicidade do NFD, provenientes

das elevadas dosagens deste farmaco administrada diariamente, estendendo seu


http://www.iptonline.com/articles/public/DegussaRohmPharmaPolymers.pdf
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tempo de meia vida no plasma. Afim de superar seu extenso metabolismo de primeira

passagem e melhorar a adesao do paciente (PHADKE et al., 2015).

3.8.1.1 Eudragit® L-100

O Eudragit® L-100 (p6 branco de odor caracteristico), possui formula molecular
(CoH1404)n (Figura 9). E um copolimero do acido metacrilico e metacrilato de metila,
mais utilizados como revestimento entérico dependente do pH (AKHGARI et al., 2005;
DEGUSSA, 2007).

E utilizado para administracdo oral e liberacdo controlada, uma vez que é
insolavel em solugdes acidas (pH < 3) e solavel em soluc¢des neutras ou alcalinas (6
< pH < 8) (de OLIVEIRA; TAVARES et al., 2009).

A solubilidade do copolimero Eudragit® L-100 em funcéo do pH esta associada
aos grupos de &acido metacrilato presentes na cadeia. Esses grupos sofrem
protonacédo em pH elevado (pH acima de 7), o que acontece pouco com a forma nao
protonada (pH acido), que ndo afeta na ionizacdo dos metacrilatos, mantendo-se a
conformacao nessa faixa de pH de forma fechada, favorecendo a precipitacdo do
polimero (de OLIVEIRA et al.,2009).

O processo de mudanca de conformacdo com alteracdo do pH, permite na
passagem do farmaco do estbmago para o intestino a permanéncia de moléculas mais
intactas, até a chega na circulacdo sistémica (LECOMTE et al. 2005; OVERHOFF et
al, 2007; de OLIVEIRA et al., 2009). Ocasionando uma maior recuperacao terapéutica

do ativo através deste carreador pH dependente.
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Figura 9. Estrutura molecular do Eudragit® L-100.

; CH3 CH3 ~

Fonte: MOUSTAFINE et al., 2005.

3.7 Técnicas para a Caracterizacao das dispersdes sdlidas

Usualmente diferentes técnicas de caracterizacao do estado sélidas vém sendo
empregadas para a caracterizacdo de formulacbes farmacéuticas em
desenvolvimento como no caso das DS. Como ferramentas analiticas utilizadas no
intuito de oferecer informacdes acerca de possiveis mudancas estruturais,
(determinando se o sistema se encontra cristalino, semicristalino ou amorfo),
interacdes intra e intermoleculares entre farmacos e carreador, avaliagdo morfoldgica,
tamanho médio das particulas e estabilidade dos sistemas obtidos (LEUNER;
DRESSMAN, 2000).

Além dos métodos espectrofotométricos, diversas modalidades de analises
térmicas também constitui um instrumento fundamental no estudo dos aspectos
estruturais, apresentando vantagens nos estudos das interacdes entre o principio
ativo e seus excipientes desses sistemas (CHIOU; RIEGELMAN, 1971).

Estas técnicas de caracterizacao tém um papel importante do desenvolvimento
de um produto farmacéutico e seu comportamento em meio aquoso, que é encontrar
caracteristicas in vitro de formulagdes que venham refletir o seu possivel desempenho
in vivo, o teste que é mais frequentemente associada com a avaliagcdo do desempenho
in vivo € o ensaio de dissolu¢cdo (DRESSMAN et al., 1998).

Ambas as abordagens tém restricbes, no presente trabalho o enfoque sera
sobre o método in vitro que visa fundamentalmente abordar as acdes

farmacocinéticas.
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Frequentemente esses métodos inclui uma etapa analitica, necessitando da
aplicacdo de algumas das diferentes técnicas cromatograficas ou
espectrofotométricas (DECONINCK et al., 2007).

Dentre as técnicas utilizadas neste presente trabalho para as finalidades
descritas acima, citam-se espectroscopia de absor¢cdo no infravermelho por
Transformada de Fourier (FTIR), difracdo de raios-X (DRX), analise termogravimétrica
(TG) acoplada a anélise térmica diferencial (DTA), microscopia eletrénica de varredura
(MEV), distribuicdo de tamanho de particula por granulometria a laser, e a
aplicabilidade em ensaio in vitro de dissolucdo e permeabilidade. No entanto se
tratando das DS o emprego de apenas uma técnica é insuficiente para a

caracterizacdo completa das mesmas.

3.7.1 Anélise térmica

Analise térmica € definida como um conjunto de técnicas que permite monitorar
as mudancas de uma propriedade fisica ou quimica de um material, ou de seus
produtos de degradacao, em funcdo do tempo ou temperatura, quando esses séo
submetidos a um ciclo térmico (ARAUJO; MOTHE, 2003).

Dentre as propriedades fisicas dos materiais incluem temperatura, massa,
entalpia, dimensdes e outras.

A andlise térmica vem sendo muito utilizada como uma técnica rapida e
confiavel no desenvolvimento de novas formulag8es farmacéuticas, principalmente no
controle de qualidade. Permitindo a que as propriedades fisicas ou quimicas sejam
caracterizadas como funcdes de temperatura ou tempo. Oferecendo resultados que
permitem caracterizar a compatibilidade farmaco-farmaco, farmaco-excipiente,
podendo avaliar a presenca polimorfismo, determinacdo de pureza quimica,
compostos de inclusao e dispersdes soélidas, bem como avaliar também a estabilidade
de possiveis formulados (CORDELLA et al., 2002 e GLASS et a., 2004).

A anélise térmica se apresenta como um conjunto de técnicas termoanaliticas,
cada uma com a habilidade de monitorar uma propriedade fisica especifica em funcao
da temperatura, entre essas técnicas mais utilizadas pode ser citada as analises por
TG e DTA.

A analise por TG fornece dados importantes sobre a avaliacdo da estabilidade

de uma formulacdo farmacéutica (FILHO et al.,2008).
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A mudanca de peso da amostra (ganho ou perda de massa) € mudada em
funcdo da temperatura e tempo, enquanto a amostra € submetida a temperatura
controlada de forma programada (ARAUJO; MOTHE, 2003). Esses experimentos S0
avaliados através da termobalanca, podendo ser expressa, que deve conceder o
trabalho sob as diversas condigbes experimentais.

A andlise por DTA determina continuamente as diferencas das temperaturas
da amostra e de um material de referéncia termicamente inerte, a medida que ambos
sdo sujeitos a mesmo ciclo térmico, assim sdo registradas a diferenca entre a
temperatura da referéncia e da amostra, em fungéo da temperatura ou do tempo, de
forma linear (SKOOG et al., 2006).

3.7.2 Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

O MEV é uma das microscopias mais utilizada, sendo um dos mais versateis
instrumentos disponiveis para a observacdo morfologica, atuando na andlise das
caracteristicas microestruturais de materiais soélidos, uma vez que ela abrange um
conjunto de técnicas que possibilitam a caracterizagcdo da morfologia, composi¢cao
quimica e determinacédo da estrutura atbmica, tanto de metais, ceramicas e polimeros,
assim como de novos materiais em desenvolvimento.

Utilizada para estudo da morfologia de farmacos e do carreador, essa técnica
permite visualizar como as particulas do farmaco estdo dispersas no carreador e,
eventualmente, a organizagéo estrutural do farmaco como o polimorfismo (SETHIA;
SQUILLANTE, 1971).

O MEV consiste em utilizar um feixe de elétrons de pequeno diametro para
explorar a superficie da amostra, e transmitir o sinal do detector a uma tela catodica
com varredura perfeitamente sincronizada com aquela do feixe incidente, o feixe &
acelerado pela alta tensao criada entre o filamento e o anodo (DEDAVID et al., 2007).
Ele é, em seguida, focalizado sobre a amostra por uma série de trés lentes
eletromagnéticas com um spot menor que 4 nm, o feixe interagindo com a amostra
produz elétrons e fétons que podem ser coletadas por detectores adequados e
convertidas em um sinal de video (Figura 10).

Diferentes sinais podem ser emitidos pela amostra. Dentre os sinais emitidos,
0s mais utilizados para obtencao da imagem sao originarios dos elétrons secundarios

gue oferecem imagem de topografia da area superficial da particula, e dos elétrons
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retroespalhados que fornecem imagens caracteristica da modificacdo de composi¢cao
(DEDAVID et al., 2007).

Figura 10. Desenho esquematico dos componentes basicos do MEV.
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Fonte: DEDAVID et al., 2007.

Algumas amostras analisadas por MEV devem passar por um processo de
recobrimento, para que as camadas depositadas possam melhorar o nivel de emissao
de elétrons, emitindo mais elétrons que o material da amostra, facilitando a construcéo
da imagem. Geralmente o mais utilizado € o recobrimento por deposicdo de ions
metélicos de ouro (Au), liga de ouro-paladio (Au-Pd) ou platina (Pt), entre outros
(DEDAVID et al., 2007).

3.7.3 Analise Granulométrica

A técnica de analise de tamanho de particulas por difracdo de laser é muito
utilizada por diversas aplicagdes na industria devido a sua facilidade de operagéo,
rapidez e amplitude de leitura.

Através deste método, as particulas séo dispersas num fluido em movimento
causando descontinuidades no fluxo do fluido, que sdo detectadas por uma luz
incidente e, correlacionadas com o tamanho de particula (PAPINI; LEAL NETO.,
2006).
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A distribuicdo granulométrica € uma caracteristica importante para formas
farmacéuticas sélidos, interferindo significativamente na absorcéo de farmacos, como
um dos fatores responsaveis pela uniformidade ideal dessas formulacées (AULTON,
2005).

3.7.4 Difracdo de Raios- X (DRX)

Os raios-x se apresentam na forma de radiacdo eletromagnética com altas
energias e pequenos comprimentos de onda, equivalente a espagamento atdbmico de
materiais sélidos (CALLISTER., 2002).

O DRX tem se mostrado uma ferramenta indispensavel na elucidacao de
estrutura de produtos com estrutura complexa, fornecendo um meio pratico para a
identificagdo qualitativa e quantitativa de materiais cristalinos, sendo capaz de
fornecer informacdes de compostos presente no estado solido (SKOOG et al., 2006).

Tornando-se uma ferramenta analitica importante empregada no campo
farmacéutico, a caracterizacao farmacologica de substancias ativas por DRX é uma
técnica segura para a identificacao de farmacos, além disso, diferentes sais ou formas
polimérficas do mesmo composto sdo diferenciados (KOUNTOURELLS;
MARKOPOULO.,1992; SHARMA,; JAIN, 2011).

Em produtos farmacéuticos isto € particularmente importante porque eles
podem ter diferentes tamanhos de particula, podendo também interferir na diferenca
de biodisponibilidade e estabilidade do farmaco.

Nos trabalhos que envolvem a caracterizagédo das DS, o DRX tem se mostrado
indispensavel na caracterizacao do grau de cristalinidade dos sélidos (CORRIGAN et
al., 1984).

Para investigar o efeito das DS na melhora da solubilidade de NFD, Emara et
al. (2002) prepararam DS de NFD, utilizando como carreador (PEG) 600 e (PEG) 500
MME, através de método de fuséo e liofilizagdo, comprovando no DRX que o NFD em
DS é homogeneamente distribuido, e que o farmaco nao foi cristalizado a partir do

sistema desenvolvido.
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3.7.5 Infravermelho por Transformada de Fourier (FTIR)

A utilizacdo desse método de caracterizacéo parte da ideia que a mistura entre
dois componentes em nivel molecular devera ocasionar mudancas nas oscilagées do
dipolo da molécula, essas interacbes se expressam nos espectros na forma de
deslocamento de picos devido alteracdes na frequéncia e na largura das bandas dos
grupos interagentes (SANTOS, 2008).

Pelo fato de frequéncia de vibracdes dentro de uma estrutura quimica ser muito
sensivel a forma como os atomos estédo dispostos, e como estes interagem com seus
grupos funcionais vizinhos, tornando FTIR ndo sé capaz fornecer uma impressao
digital detalhada dos produtos farmacéuticos de diferentes formas fisicas, como
também capaz de detectar mudancas no padrdo de ligacdes de hidrogénio dos
materiais amorfos que néo pode ser monitorado por DSC e DRX (HUANG et al, 2007).

A espectroscopia na regido do infravermelho torna possivel avaliar mudancas
gue possam ocorrer nas ligacdes entre grupos funcionais e carreador durante a
obtencdo das DS (LEUNER; DRESSMAN, 2000; SETHIA; SQUILLANTE, 2003).
Portanto, a espectroscopia no infravermelho € uma técnica que tem sido muito
utilizada para detectar a natureza e a extensao das interacées quimicas que ocorrem
em DS (LEUNER; DRESSMAN, 2000).

Em trabalho desenvolvido por Huang et al. (2007) com o interesse de
caracterizar completamente DS de NFD formadas no interior de microparticulas de
uma mistura binaria de Eudragit® (RL) e etilcelulose (EC), o FTIR demostrou ser capaz
de detectar alteracBes nas interacdes das ligacdes de hidrogénio entre 0s grupos
funcionais, resultando em modificacdes especificas da matriz farmaco-polimero,
assim como avaliar a estabilidade fisica das dispersbes amorfas de NFD com os

polimeros RL e EC.

3.7.6 Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE-DAD)

A CLAE consiste em uma técnica de separacdo relativamente recente,
entretanto, passou a ser um dos meétodos analiticos mais utlizados para fins

qualitativos e quantitativos.
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Possui como principio de separacéo a distribuicdo dos componentes de uma
mistura entre duas fases imisciveis, a fase movel, liquida, e a fase estacionaria,
contida em uma coluna. As separacfes sao alcancadas por particdo, adsorgao, troca
ibnica, exclusdo por tamanho ou intera¢gfes estereoquimicas, dependendo do tipo de
fase estacionéria utilizada (BRASIL, 2010).

A escolha de uma metodologia analitica adequada € de fundamental
importancia para se proceder ao controle de qualidade de uma substancia ativa, como
tal, ou sob um determinado produto farmacéutico em criagdo ou desenvolvido
garantindo sua qualidade terapéutica. Fornecendo confianga aos resultados obtidos
em uma andlise (SKOOG et al., 2006; SILVA-JUNIOR et al., 2006).

O interesse crescente em métodos rapidos por CLAE para quantificacdo de
farmacos vem crescendo devido a sua versatilidade, principalmente em estudos de
dissolucéo, uma vez que a dissolucao in vitro do ativo € um importante parametro para
a producado de medicamentos (ANSEL et al., 2013).

E relatado métodos para a quantificacéo do nifedipino em fluidos biolégicos por
HPLC com detector de UV (ABOU-AUDA et al., 2000; NIOPAS e DAFTSIO, 2003;
WANG et al., 2007).

3.7.8 Estudo da dissolucéo in vitro

De forma abrangente a dissolu¢céo é o modo pelo o qual um sdélido, parcialmente
soluvel, se dissolve em um liquido (MANADAS et al, 2002).

O estudo de dissolucdo pode ser mais corretamente descrito como um teste
gue possibilita determinar a quantidade de substancia ativa dissolvida para uma
determinada area numa determinada quantidade e no tempo correto, sendo
controlado pela afinidade entre substancias liquidas e sélidas e pelo modo como
sistemas farmacéuticos o libera tornando-o disponivel para ser absorvido pelo
organismo (MANADAS et al., 2002; SOUZA et al.,2007). Gerando assim uma melhor
definicdo baseado em aplicacbes dos ensaios de dissolucdo em estudos
farmacocinéticos e biofarmacéuticas, como método de caracterizagdo importante no
desenvolvimento farmacotécnico de medicamentos (DRESSMAN et al., 1998).

O teste de dissolugéo utilizado no monitoramento dos farmacos durante o seu
desenvolvimento e controle de qualidade, € definido sob condicbes constantes como

area de superficie, temperatura, tipo de agitacédo, volume, caracteristicas do meio de
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dissolucéo (pH do meio baseado no local do TGI onde ir4 ocorrer sua absorcao) e
valor de cedéncia do farmaco em funcédo do objetivo terapéutico do medicamento
(SOUZA et al.,2007).

Oficialmente os testes de perfil de dissolucdo foram incorporados a
Farmacopeia dos estados unidos (USP) na década de 60, para avaliar os perfis de
liberacdo de farmacos em formas farmacéuticas e predizer a qualidade destas
posteriormente na velocidade de absorcao sistémica do farmaco, podendo afetar em
uma maior biodisponibilidade do mesmo (KHAN,1996).

O teste de dissolucdo € também empregue para auxiliar na escolha entre
formulacdes candidatas, com o objetivo de selecao da forma de dosagem com o perfil
de liberacdo mais adequado e reprodutivel, tornando-se um perfil comparativo para
andlise do perfil de dissolugcdo de uma determinada substancia ativa comparando
duas formulagbes (DRESSMAN et al., 1998; BRASIL, 2003).

Para melhor simulacao in vitro das condi¢des in vivo, é de total importancia
conhecer fatores que venham retardar ou reduzir a dissolucdo e a permeacao de
farmacos, Como: maior retencdo do farmaco na forma farmacéutica; Espessura da
camada limite; decomposicdo do mesmo pelo liquido do TGI; ineficacia no transporte
do farmaco através das membranas biolégicas ou eliminacdo do mesmo antes de
atingir a corrente sanguinea (DRESSMAN et al., 1998).

Frequentemente a taxa de absorcéo e biodisponibilidade de farmacos pouco
sollveis em agua sao controladas pela taxa de dissolu¢ao do principio ativo no trato
gastrintestinal (VASCONCELOS et al., 2007).

Em um artigo classico em 1897, Noyes e Whitney sugeriram que a dissolucao
de um sdlido é determinada pela taxa de difusdo de uma camada extremamente fina
de solucdo saturada formadas nas adjacéncias da superficie do soélido. Assim, a
dissolucéo de um farmaco pode ser descrita pela equacdo modificada de Noyes e
Whitney (Equacgéo 1) (LEUNER e DRESSMAN, 2000; AULTON, 2005).

dC = DA(Cs-C)
dt h

(Equacéo 1)
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Onde dC/dt é velocidade de dissolucdo das particulas de farmacos, D, o
coeficiente de difusdo nos fluidos gastrintestinais, A, a superficie efetiva das particulas
de farmaco em contato com gastrintestinais, Cs, a solubilidade de saturacdo do
farmaco em solucdo na camada difusional, h, a espessura da camada difusional ao
redor de cada particula de farmaco e, C, a concentracdo de farmacos nos fluidos
intestinais.

A fim de melhorar a previsibilidade e a adequabilidade dos testes de dissolucao,
novos aparatos tém sido propostos, para imitar as condi¢cdes hidrodinamicas do trato
gastrointestinal (GARBAZC et al, 2009).

As caracteristicas de libertacdo de farmacos nas formas de dosagem sao
frequentemente testadas através de metodologias baseadas em ensaios
farmacopeicos sob condi¢des altamente padronizadas (MANADAS et al.,, 2002;
GARBAZC et al, 2009).

O Quadro 2 referéncia aos sistemas de dissolu¢céo adotados por 4 das principais
farmacopeias entre elas a Farmacopeia Americana (The United States Pharmacopeia-
USP).

Entre as configuracdes dispostas pela USP, o aparelho 2 (conjunto de pas), é de
simples producdo, além de permitir uma metodologia operacional e interpretativa

muito simples, elevada robustez e versatilidade para inUmeros tipos de formulacées.
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Quadro 2. Representacdo dos principais tipos de dissolutores adotado pelas

principais farmacopeias.

Aparato 1 (Cesto rotatorio) Aparato 2 (Conjunto de pas
agitadoras)

P o

S~

Aparato 3 (Cilindros Alternantes) | Aparato 4 (célula de fluxo
continuo)

Tablet cell Tablet cell
12 mm 22.6 mm

Fonte: Adaptado de MANADAS et al., 2002.

Portanto os estudos do perfil de dissolucdo tém sido utilizados como o principal
parametro de avaliac&o in vitro que reflitam e controlem no desempenho in vivo na
melhorada biodisponibilidade de farmacos. Servindo como método capaz de simular
as inumeras condicdes do trato gastrointestinal (TGI) antes da administracdo destes
produtos por seres humanos (MANADAS et al, 2002; SOUZA et al.,2007;
RODRIGUES et al., 2008; GARBAZC et al, 2009).

Apesar da complexidade, existem alguns modelos que sdo bastante usados
com o intuito de se analisar os mecanismos de liberacdo de substancias ativas. Se
tratando de processos cinéticos na liberacdo empregamos modelos matematicos no
intuito de estabelecer a ordem do processo e analisar qual modelo se adequa melhor
ao perfil de liberacdo do ativo (MANADAS et al, 2002).

A Tabela 3 apresenta alguns modelos matematicos utilizados para estudos da

cinética de liberacao de formas farmacéuticas. Os principais modelos abordados neste
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trabalho foram os modelos de primeira ordem, segunda ordem (modelo de Schott),

modelo de Higuchi e o modelo proposto por Korsmeyer-Peppas.

Tabela 3. Modelos matematicos que descrevem a curva de dissolucgéo.

Ordem zero Q, =0, + Kpt

Ordem um nQ,=nQ, +K,t

Ordem dois Q1/Qux (Quw - Q¢ ) = Kyt
Hixson Crowell ;/ - i = Kt

Weibull log[— 171(1 -(Q./0. ))] =bxlogt—loga
Higuchi Q, = Kyt

Baker-Lonsdale (3/.’[1 -(1-(0,/@: )):/3]‘(@/0«. )= Kt

Korsmeyer-Peppas ©O: /O = K;xt"
Makoid-Banakar Q,/0, =ct"e™
Quadratico Q, =100(Kt* + K1)
Logistico Q = -4/ [1 Ui |]
Gompertz Q, = de™* Y
Hopfenberg Q,/Q, =1-[1-kyt/Cya,]'

Fonte: MANADAS et al, 2002.
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4 MATERIAIS E METODOS

Nesta secdo serdo relatados os procedimentos experimentais utilizados no
desenvolvimento das DS de Eudragit® L-100 contendo NFD de acordo com o
organograma esquematizado na Figura 11. Inicialmente as DS foram obtidas pelo
meétodo de coprecipitacdo (SANTO, 2013). Foi descrita a metodologia empregada na
adequabilidade e convalidacdo do método espectrofotométrico por CLAE-DAD, a qual
serviu para a quantificacdo do NFD. E as técnicas de caracterizacao empregadas para
as analises morfologicas, estruturais e térmicas, como: MEV e EDS, DRX,
granulometria a laser, FTIR, TG e DTA. Posteriormente foram realizados 0s ensaios
in vitro, como: testes de dissolucao para o estudo de perfil e cinética de liberacéo do
NFD, e as técnicas de perfuséo intestinal e do saco intestinal invertido para avaliar a
absorcdo do NFD através dos estudos de permeabilidade.

Figura 11. Organograma do procedimento experimental usado no desenvolvimento

de dispersdes sélidas de Eudragit® L-100 contendo nifedipino.

(Obtengﬁo das dispersdes Caracterizagao das ﬁ Ensaios in vitro ]
/1. dispersdes solidas
solidas contendo
o 1. contendo nifedipino l«
L nifedipino s
\L Ensaios de
dissolucao e perfil
Co-validagio do Estudos morfologicos de lilberfiglﬁo do
método (CLAE-DAD) (MEV, DRX e k nlfedlpmo
\ granulometria a laser) J,
Perfusio intestinal
Doseamento (CLAE-DAD) e saco intestinal
Avaliagdo por espectroscopia invertido
| no infravermelho (FTIR)

|

Estudo da
[ Andlises térmicas ] permeabilidade

(DTA,TG)
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4.10btencéo das dispersdes soélidas de nifedipino em Eudragit® L-100

4.1.2 Matéria-prima e reagentes

e Nifedipino micronizado (Suchem Laboratories®)
e Eudragit® L-100 (Rohm Pharma® - Alemanha)

e Agua ultrapura (Milli-Q)

e Acido cloridrico 36,5 % (Dinamica®)

e Metanol — J.T.Baker®

4.1.3 Equipamentos

e Equipamento Milli-Q® Gradient® (Smart, Healforce, USA)
e Balanca analitica (Even®)

e Agitador em pas

e pHmetro (PHS-3E)

e Sistema para acomodar a solugéo para o gotejamento

e Estufa com circulacao de ar

e Vidrarias foram utilizadas como acessoérios

4.1.4 Procedimento experimental

Iniciou-se a obtencédo das DS de Eudragit® L-100 carregadas com NFD através
do método de coprecipitacdo e posterior evaporacdo de solvente (HUANG et al., 2006;
HUANG et al., 2007).

A obtengéo das DS foi realizada na CAFMA (Central Analitica de Farmacos,
Medicamentos e Alimentos) - UNIVASF. Pelo o fato do NFD ser fotossensivel, sempre
qgue praticavel os experimentos eram desenvolvidos em ambiente com pouca
presenca de luz, para que interferéncias ndo viessem afetar em resultados
posteriores.

Nos trabalhos desenvolvido por SANTOS (2013) e OLIVEIRA - JUNIOR (2014),

foi possivel identificar que a proporcdo farmaco: polimero 1:3 possui a melhor
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liberacdo nos ensaios de dissolucdo, portanto estas foram escolhidas na producéo
das DS.

Inicialmente, foram obtidas 2 solucdes: solucdo A (nifedipino 80 mg em 10 mL
de metanol) e solucéo B (Eudragit® L-100 200 mg em 10 mL de metanol). As solucdes
A e B foram entdo transferidas para um mesmo recipiente e agitadas, para a
homogeneizac¢éao, obtendo a solug¢éo C. Em paralelo, 50 mL de HCI (36,5%) foi diluido
em baldo de 100 mL, obtendo-se uma solucéo (0,5 M), a qual em seguida foi gotejada
em um béquer contendo 1L de &gua Milli-Q para o ajuste do pH, verificado através de
pHmetro, resultando em uma solugéo acidificada com pH 2,0.

Posteriormente a solugdo C foi transferida gota a gota para um recipiente
contendo aproximadamente 40 mL da solucédo acidificada, com o auxilio de um equipo
de gotejamento para dispersar 44 gotas por minuto. A mistura entao ficou sob agitacao
de 200 RPM, a temperatura ambiente, durante 3 horas, para que ocorresse a
coprecipitacdo interfacial proporcionada pelo pH do meio e formacéo do precipitado
(de LIMA; de OLIVEIRA, 2012).

ApOs o periodo de agitacdo, as particulas passam por um tempo de
envelhecimento de 24 horas sob abrigo da luz, o sobrenadante é retirado e, em
seguida, seguem para secagem em estufa com circulacdo de ar a 50°C durante o
periodo de cerca de 5 horas até peso constante. Apdés a secagem estas foram
pulverizadas com gral e almofariz, para a obten¢édo do p6 com tamanho mais uniforme
(Figura 12).

O metanol foi escolhido para compor a fase organica pelo fato de o NFD e o

copolimero Eudragit® L-100, exibirem uma boa solubilidade no mesmo.
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Figura 12. Esquema representativo da producéo das DS de Eudragit® L-100 contendo
nifedipino.

Fase organica (metanol) +
T —  polimero (L-100) + farmaco (NFD)

Coprecipitagdo

Agitagdo (200 RPM)

Fonte: Arquivo pessoal.

Apébs a secagem das DS, estas foram armazenadas a temperatura ambiente
(25 £ 2 °C), protegidas da luz e umidade até que fossem caracterizadas e aplicadas
nos ensaios in vitro. Como pode ser visto no procedimento experimental (Figura 13),

que detalha as etapas do ensaio.

Figura 13. Procedimento experimental no preparo das DS de Eudragit® L-100
contendo nifedipino por coprecipitacao.

Fase organica sendo gotejada

na solugdo acidificada Soluclio coprecipitada Ap6s decantar 24 horas

Estufa a 50°C

Caracterizagao

Ensaios in vitro das DS

Fonte: Arquivo pessoal.
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Houve também a tentativa da producéo de DS utilizando o surfactante Tween®
80, porém a producdo da mesma em larga escala para os testes foi inviavel, devido a

falta de agitador adequado disponivel.

4.2 Adequabilidade do método cromatografico por CLAE-DAD para a
guantificacao do nifedipino

No desenvolvimento da adequabilidade da metodologia analitica por CLAE-
DAD, para determinacéo da concentragdo do farmaco em sua forma livre e no sistema
desenvolvido, foram realizadas analises cromatogréficas de acordo com a
Farmacopeia Americana (USP) e Brasileira FB 52 ed, utilizando algumas adaptacdes
cromatograficas (Tabela 3). Foram realizadas adequacfes, como, mudanca do
comprimento de onda, passando de 235 nm para 336 nm e na propor¢cao da fase
movel. Além do uso do metanol grau HPLC a excecao da utilizacdo de fluido biolégico
simulado intestinal (Krebs modificado), descrito na se¢ao 4.4.6, como diluente no
preparo das solu¢cdes amostra, sendo recomendado o uso de metanol: acetonitrila:
agua (25:25:50).

Tabela 4. CondicBes para a analise cromatografica do nifedipino a partir da
adequabilidade de métodos farmacopeicos.

Condi¢des cromatograficas

Coluna e suas dimensdes Supelco®C-18 (5cm x 4,6 mm, 5 um)
Fase movel Metanol: acetonitrila: agua (20:20:60)
Fluxo da fase mével 1 mL/min

Volume de injecdo da amostra 10 uL

Comprimento de onda 336 nm

Tempo de analise 10 minutos

Temperatura de forno 30°C

Modo de eluicdo Isocratico

As analises foram realizadas sempre que possivel ao abrigo direto da luz,
devido ao NFD ser fotossensivel.

Empregou- se o sistema CLAE -DAD (SHIMADZU®) equipado com injetor
automatico modelo SIL- 20ADVP e um detector de diodos UV / VIS (SPDM20A)

(Figura 14). O equipamento foi controlado por software LC-Solution® 1.0.
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O NFD analisado foi o de padréo analitico para CLAE, com pureza superior a
99%, Sigma Aldrich®. Todas as andlises cromatograficas foram realizadas na CAFMA

(Central Analitica de Farmacos, Medicamentos e Alimentos) - UNIVASF.

Figura 14. Sistema CLAE-DAD utilizado na adequabilidade método cromatogréfico.

Fonte: Arquivo pessoal.

Para a construcdo da curva analitica, uma solugdo de NFD matéria prima foi
preparada, objetivando utilizd-lo como padrdo secundario. Foram pesados 0,025 g de
NFD, a massa foi transferida quantitativamente para baldo volumétrico de 50 mL. Ao
baldo foi adicionado metanol para a homogeneizacdo do NFD, e posteriormente o
baldo foi aferido, completando seu volume final com metanol, chegando-se a uma
concentracéo de 500 ug/mL (solugéo estoque).

Apbs o preparo da solucao padrao em triplicata foram retiradas aliquotas de
1,2,3,5 e 7 mL para baldes de 100 mL, e estes completados com Krebs modificado, a
fim de ser obtida uma curva analitica com cinco pontos. Obtendo-se solugbes de
concentracdes tedricas de 5 pg/mL, 10 pyg/mL, 15 pg/mL, 25 pg/mL e 35 pg/mL. As
solucdes foram coletadas com auxilio de seringa de 30 mL, e foram filtradas com
membranas filtrantes com 0,45 ym de diametro de poro (Millipore®), recolhidas em

vials e analisadas por CLAE-DAD.
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Para o doseamento das DS de Eudragit® L-100 contendo NFD utilizou como
método de partida o método descrito para quantificacdo de NFD matéria prima,
utilizando as mesmas condicbes cromatograficas. Planos cromatograficos foram
identificados por comparacdo do tempo de retencdo com o padrdo, e para a analise
guantitativa foi realizada uma curva de calibracdo padrao nas concentracoes de 5, 10,
15, 25 e 35 pug/mL em triplicata. Para a co-validacdo da adequabilidade do método
foram realizados os parametros de seletividade, linearidade, limite de deteccéo (LD)
e quantificacdo (LQ), precisdo e exatiddo. Estes parametros estdo descritos na
Resolucdo RE n° 899, de 29 de maio de 2003 da ANVISA (Guia para a Validagéo de
Métodos Analiticos e Bioanaliticos), para a validacdo ou revalidacdo de métodos
analiticos, em ensaios que pretendem quantificar farmacos em produtos
farmacéuticos ou matérias primas.

Para maior confiabilidade e comprovacdo da adequabilidade do método
cromatografico foi realizado o doseamento com o comprimido referéncia no mercado
(Adalat® Oros - 60 mg), do laboratério Bayer®, seguindo a mesma padronizacdo na
preparacdo das amostras de dispersfes soélidas de Eudragit® L-100 contendo

nifedipino.

4.2.1 Parametros de validacéao utilizados na convalidacdo do método analitico

4.2.1.1 Especificidade

Especificidade define a capacidade do método em medir exatamente um analito
de interesse na presenca de outros componentes da matriz, assim como impurezas e
produtos de degradacao (BRASIL, 2003; USP, 2010).

A especificidade ou seletividade foi verificada por meio da comparacdo dos
cromatogramas do padréo de NFD, das amostras contendo NFD e de uma amostra
isenta de NFD (branco), para que se pudesse observar que nenhum interferente tenha
saido no mesmo tempo de retencdo do nifedipino, de modo que este tenha picos

separados dos demais compostos presentes na amostra.
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4.2.1.2 Linearidade

E a capacidade de uma metodologia analitica de demonstrar que os resultados
obtidos s&o diretamente proporcionais a concentracdo do analito na amostra, dentro
de um intervalo especificado. A Resolugao n° 899 emitida pela ANVISA em 29 de maio
de 2013 recomenda que a linearidade seja determinada a partir de, no minimo, 5
concentracdes distintas. E que o critério minimo aceitavel do coeficiente de correlacéo
linear (r) deve ser igual a 0,99.

Foram preparadas e injetadas solucbes do farmaco nifedipino nas
concentracfes de 5, 10, 15, 25 e 35 pg/mL. Essas solu¢des foram analisadas, em
triplicata, por CLAE-DAD e a partir dos resultados encontrados foi construida a curva
de calibracdo relacionando as areas dos picos versus a concentracdo do analito,
empregando-se regressao linear pelo método dos minimos quadrados com auxilio do
software Origin® 8.0. Para que se pudesse determinar o coeficiente de correlacéo (r?),
interseccao com eixo “y”, coeficiente angular, soma residual dos quadrados minimos

da regresséo linear e desvio padrao relativo.
4.2.1.3 Limite de Deteccéo (LD) e Limite de Quantificacdo (LQ)

Limite de deteccdo (LD) consiste na determinacdo de menor quantidade do
analito presente em uma amostra que pode ser detectado, porém, sob as condi¢cdes

experimentais estabelecidas, ndo é necessariamente quantificado (BRASIL, 2003).

Pode ser representado, conforme a Equacéo 2.

LD=DPax3

(Equacéo 2)

Onde:

DPa: desvio padrdo do intercepto com o eixo Y

IC: inclinacdo da curva analitica
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O limite de quantificacdo (LQ) refere-se & menor quantidade do analito em uma
amostra que pode ser determinada com precisdo e exatiddo aceitaveis, sendo
estabelecido por meio da analise de solucdes contendo concentracdes decrescentes
do farmaco até o menor nivel determinavel sob as condigbes experimentais

estabelecidas (BRASIL, 2003). Pode ser expresso pela Equagéo 3.

LQ=DPax10
IC

(Equacéo 3)

Onde:

DPa: desvio padrédo do intercepto com o eixo Y

IC: inclinacdo da curva analitica

Os valores dos parametros DPa e IC para os calculos do limite de deteccéo e
limite de quantificacdo foram obtidos na construcdo da curva de calibracao citada na

secao anterior.

4.2.1.4 Precisao

A precisdo é a avaliacao do grau de proximidade entre os resultados de cada
teste quando aplicado repetidamente a varias amostragens de uma mesma amostra.

A partir dos valores obtidos, sdo calculados a média e o Desvio Padrao (DP),
determinando-se o Desvio Padrédo Relativo (DPR) ou Coeficiente de Variagao (CV),
expresso em termos de percentagem de uma série de medidas, as quais sao
consideradas em trés niveis, como: repetibilidade (precisédo intra-corrida), precisdo
intermediaria (precisao inter—corridas) e reprodutibilidade (preciséo inter- laboratorial),
todas em condi¢des normais de operacao do método analitico (BRASIL,2003; RIBANI
et al., 2004).

A precisao do método foi avaliada através da repetibilidade (precisdo intra-dia)
e precisdo intermediaria (preciséo inter-dias). Ambas foram calculadas utilizando trés

amostras nas concentracdes baixa (5 pg/mL), média (15 pg/mL) e alta (35 pg/mL),
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injetadas em triplicata em um mesmo dia para a precisao intra-dia, e em dias
consecutivos para a precisao inter-dias. O resultado da precisdo do método foi obtido

com o calculo do coeficiente de variacdo (CV), com a utilizacdo da Equacao 4.

Precisdo (CV%)= DP X 100%
C media

(Equacéo 4)

Onde:

DP: desvio padréo

C média: concentracdo média determinada
4.2.1.5 Exatidao

A exatiddo de um método analitico é definida como a concordancia dos
resultados obtidos pelo método em estudo em relacdo ao valor real do analito
(BRASIL, 2003).

Para a avaliacdo da exatiddo do método, solu¢cbes da matéria prima nas
concentracdes de 5,15 e 35 pg/mL, foram injetadas em triplicata em um mesmo dia
(exatiddo intra-dia). Os resultados das concentracbes médias determinadas
experimentalmente foram comparados com os valores tedricos, obtendo-se assim a

exatiddo do método (%), através da Equacao 5.

Exatiddio (E%)= CME X 100%
CT (Equacéao 5)
Onde:

CME: concentracdo média experimental
CT: concentracao teorica
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4.3 Caracterizacao fisica e fisico-quimica do nifedipino em sua forma livre e

vinculado as dispersdes s6lidas em Eudragit® L-100
4.3.1 Microscopia eletronica de varredura (MEV)

A morfologia das amostras foi analisada através de imagens reproduzidas
MEV, de marca TESCAN, modelo VEJA 3 (Figura 15), com voltagem de trabalho entre
4,5 e 5kV.

Antes das analises as amostras na forma de pé foram colocadas em uma fita de
carbono dupla face, e levadas para recobrimento em banho de ouro durante um tempo
de exposicdo de 40 segundos, utilizando a metalizadora Quorum (Q1SORES)
trabalhando com corrente de 15 mA (Figura 16). Além disso, foram realizadas analises
semi-quantitativas dos elementos por espectroscopia de energia dispersiva (EDS)
acoplado ao microscépio eletrdnico de varredura VEJA 3. A aquisicdo das
micrografias e espectros de EDS foi realizada em equipamentos do Laboratério de
Microscopia Eletronica do IPCM — UNIVASF.

Figura 15. Microscopio eletrénico de varredura TESCAN (VEJA 3), utilizado para a
obtencéo das micrografias.

E

Fonte: Arquivo pessoal.

[l T




69

Figura 16. Metalizadora Quorum (Q1SOREYS).

Fonte: Arquivo pessoal.

4.3.2 Difracéo de raios-X

O estudo estrutural por meio do DRX foi realizado em um difratbmetro marca
INEL®, modelo EQUINOX 1000 (Figura 17), com voltagem de experimentacéo de 40
kV, corrente de 30 mA, passo de scan fixo, taxa de exposi¢ao de 1000 s. As amostras
foram dispostas em uma porta amostra de aluminio, executadas varrendo-se sobre o

intervalo de 5° a 70° na escala de 20.
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Figura 17. Difratbmetro INEL (EQUINOX 100) do Laboratorio de Microscopia
Eletronica do IPCM — UNIVASF.

Fonte: Arquivo pessoal.

4.3.3 Granulometria a laser em via tmida

Para a determinacédo do tamanho das particulas do farmaco e das dispersdes
sélidas foram realizadas andlises de distribuicdo de tamanho de particula por
granulometria a laser em via Umida, utilizando um analisador de distribuicdo de
tamanho de particula Microtrac®, modelo S3500. Equipamento em acordo com a
norma ISO 13320-1 para Andlise de Tamanho de Particula por Métodos de Difracéo
de Laser. As andlises foram realizadas em triplicata, sendo as amostras dispersas em
solucdes aquosas a 3% de surfactante (Tween®80). A andlise do tamanho de particula
foi realizada em equipamentos do CETENE (Centro de Tecnologias Estratégicas do

Nordeste).

4.3.4 Espectroscopiade absorcéao naregido do infravermelho com transformada

de Fourier

A presenca de grupos funcionais quimicos foi analisada através do espectro de
absorcdo no infravermelho por transformada de Fourier (FTIR) utilizando o
equipamento PerkinElmer® (Spectrum 400) com dispositivo de reflectancia total

atenuada (ATR) com cristal de seleneto de zinco. As amostras a serem analisadas
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foram transferidas diretamente para o compartimento do dispositivo de ATR, sendo o
resultado obtido da média de 16 varreduras entre 4000 e 650 cm™ com resolucéo de

4 cml,

4.3.5 Termogravimetria (TG) acoplada a analise térmica diferencial (DTA)

A fim de evidenciar o comportamento térmico das amostras obtidas, as analises
por TG acoplada a DTA foram realizadas por meio de termobalanca Shimadzu®,
modelo TGA Q60, em atmosfera de nitrogénio em fluxo de 100 mL/min, sendo a
massa da amostra cerca de 5 mg (x 0,05) para o NFD isolado e massa equivalente
nas dispersdes solidas, acondicionadas em cadinho de platina na faixa de temperatura
de 25 a 600°C na razdo de aquecimento de 10 °C/min. Antes dos ensaios, a termo
balanca foi verificada com oxalato de zinco para calibrar as temperaturas e perda de

massa.

4.4 Ensaios in vitro

4.4.1 Substancias e sais utilizados
¢ Nifedipino micronizado (Suchem Laboratories®)
e Dispersdes solidas (NFD com L100)
e Cloreto de sédio ( Merck®)
e Cloreto de potéassio (Sigma-aldrich®)
e Sulfato de magnésio hepta-hidratado (Sigma-aldrich®)
e Cloreto de célcio di-hidratado ( Merck®)
e Glicose anidra ( Merck®)

e Fosfato de s6dio mono-hidratado (Proquimios®)Acido cloridrico (1N)

4.4.2 Equipamentos utilizados

e Balanca analitica FA2104N (Celtac®, Brasil)
e Balanca comum modelo 9094C/4 (Toledo®, Brasil)
e pHmetro digital de bancada modelo pH250 (Policontrol®, Brasil)

e Dissolutor (homemade)
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e CLAE-DAD (Shimadzu®)

e Banho de 6rgéo isolados (Insight® Instruments, Brasil)

e Bomba Dosadora (MS Tecnopon®instrumentacéo, Brasil)
e Banho Maria (Novatecnica®)

e Termostato calibrado (Marconi®)

4.4.3 Acessorios utilizados

e Capsulas gelatinosas vazias

e Ancoras

e Hastes plasticas flexiveis

e Capilares

e Membranas filtrantes (Cromafil®)

e Mangueiras com 3,65 mm de diametro
e Vidrarias de laboratorio

e Seringas de volumes variados

4.4.4 Animais

Nos ensaios de permeabilidade foram utilizadas cobaias (Cavia porcellus), de
ambos o0s sexos, pesando entre 300 e 500 g com 12 semanas de idade, todas
provenientes do biotério central da UNIVASF (Figura 18).

Os animais foram mantidos com ventilagao e temperatura controlada (23 + 3°C),
com livre acesso a agua e alimentados ad libitum com rag&o padrédo até 12 h antes
dos experimentos, seguindo posteriormente em jejum. Submetidos a um ciclo
claro/escuro de 12/12 h, sendo o periodo claro das 06 as 18h. Todos os experimentos

ocorreram no periodo de 07 as 20h.
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Figura 18. Cobaia (Cavia porcellus).

Fonte: Arquivo pessoal.

4.4.5 Aspectos éticos

Os experimentos foram executados de acordo com 0s principios éticos de
experimentacdo animal, com aprovacio pelo Comité de Etica no uso de animais
(CEUA) da UNIVASF e do Colégio Brasileiro de Experimentagdo Animal (COBEA),
protocolo CEUA UNIVASF n° 0002/021014 (Anexo A).

Para os experimentos, todos os animais foram eutanasiados de modo rapido e
indolor, sempre por profissional treinado em bioterismo ou pelo préprio médico
veterinario responsavel pelo biotério, respeitando a resolucdo do conselho federal de
medicina veterinaria (CFMV) n°® 1000 do ano 2012 que estabelece normas para a
pratica didatico-cientifica da eutanasia de animais. Apés eutanasiados, 0s animais
foram colocados em recipientes especificos para a empresa responsavel recolher.

Alguns materiais de consumo utilizados nos procedimentos experimentais assim
como outros materiais (restos viscerais) receberam o mesmo tratamento do lixo
hospitalar do municipio de Petrolina-PE, segundo a RDC n° 306 de 07 de dezembro
de 2004 da ANVISA que dispde sobre o regulamento técnico para o gerenciamento

de residuos de servigos de saude.
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4.4.6 Procedimento experimental

Os ensaios in vitro foram realizados no LAFEX (Laboratorio de Farmacologia
Experimental- UNIVASF). Sendo empregado o NFD em sua forma livre e vinculado as
DS com Eudragit® L-100, utilizando trés dosagens distintas de NFD (20,30 e 60 mg)
nas amostras do farmaco livre e em suas dispersdes equivalentes.

Primeiramente para a realizacdo dos ensaios de liberacdo e permeabilidade foi
preparada a solucdo nutritiva de Krebs modificado (ileo isolado de cobaias) sendo
utilizada como meio de dissolucdo e para a encubacdo de segmentos intestinais,
empregados na avaliacdo da absorcdo intestinal do NFD. A solucdo de Krebs
modificado teve seu pH ajustado para 7,4 com HCI (1N) (GRASS, 1997; LENNERNAS,
1998, ROZEHNAL et al., 2012).

As composicdes e concentracao dos reagentes esta descrita no Quadro 3. Os

sais foram solubilizados em agua destilada.

Quadro 3. Concentracéo dos reagentes para o preparo da solucéo nutritiva de Krebs
(ileo isolado de cobaias).

Concentragdo (mM)

Reagente

Cloreto de sddio (NaCl) 117,0

Cloreto de potassio (KCI) 4,7

Sulfato de magnésio heptahidratado (MgSO4. 7H20) 13

Cloreto de calcio di-hidratado (CaCl,.2H,0) 2,5
Glicose anidra (CsH1206) 11,0

Bicarbonato de Sodio (NaHCO3) 25,0

Fosfato de s6dio mono-hidratado (NaH2PO4.H20) 1,2

Fonte: SUN et al.,1994.
4.4.6.1 Ensaios de dissolucéo
Os estudos de dissolucédo in vitro foram baseados em parametros

preconizados pela Farmacopeia Americana e Brasileira, sendo controlados em um

aparelho de dissolucdo (homemade), evidenciado na Figura 19, projetado por
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Nascimento Filho (2014), o qual utiliza o método de pa semelhante ao aparato tipo 2
da USP. Pelo o fato da universidade n&o dispor do dissolutor disponivel
comercialmente, especifico para estes estudos, o dissolutor homemade (conjunto de
pas) foi construido seguindo as especificacbes da (USP) relatada para estes
aparelhos.

O aparato USP 2 (conjunto de pas), deve simular, de maneira satisfatoria
condicbes similares ao organismo humano, como sais tamponados, agitacdo e
temperatura constante. O dissolutor homemade € de simples producado, além de
permitir uma metodologia operacional e interpretativa muito simples, elevada robustez
e versatilidade para inimeros tipos de formulacées (NASCIMENTO FILHO, 2014).

O meio de dissolucéo consistiu de solucdo nutritiva de Krebs modificado (sem
enzimas), com temperatura do meio de dissolucéo igual a 37°C (+/- 0,5 °C), velocidade
de agitacéo de 50 rpm, volume do meio de dissolucédo de 500 mL (LAW et al., 1992).
O volume do meio de dissolucéao foi pré-aquecido com auxilio do termostato, infundido
para o0 meio de cada amostra, que ao longo do experimento mantiveram sua
temperatura e volumes constantes.

O NFD e as DS foram acondicionadas em cépsulas gelatinosas vazias e estas
inseridas nas cubas de dissolu¢cdo com o auxilio de uma ancora (um em cada cuba).
As ancoras foram utilizadas para evitar a flutuacdo do produto farmacéutico, cujo o
interior possua ar, como as capsulas gelatinosas vazias utilizadas neste estudo para
melhor imersao das amostras no meio de dissolucao.

Seguidamente o sistema de rotacdo foi ligado estabelecendo 50 rpm. Ao
mesmo tempo o ambiente foi protegido da luz, para ndo haver interferéncia pela
degradacgéo do NFD.

Em intervalos de 15, 30, 45 e 60 minutos foram retiradas aliquotas de 2 mL e
imediatamente reposto o0 mesmo volume, empregando-se 0 mesmo meio, na mesma
temperatura, ao longo de um periodo de 1h. As mesmas foram filtradas em
membranas de 0,20 um de didmetro de poro, a quantidade de nifedipino dissolvido foi
determinado por CLAE-DAD em comprimento de onda (Amax.) de 336 nm, utilizando-
se adaptacdoes de métodos cromatograficos da Farmacopeia Americana (USP) e
Brasileira FB 52 ed citados na secéo 4.2.

Todos os testes foram realizados em triplicata, e a partir dos resultados curvas
de dissolucéo em percentagem de nifedipino liberado (%) em func&o do tempo foram

construidas com os valores médio das trés experiéncias. A barra de erro representa o
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desvio padrédo (DP), assim como, também foi aplicados modelos matematicos para

estudos da cinética de liberacdo, ambos empregando o programa OriginLab® 8.0.

Figura 19. Dissolutor homemade utilizado no ensaio de liberagao in vitro. (A projeto
com o detalhamento dos componentes e dimensoes, (B) dissolutor homemade sendo
utilizado experimentalmente.

Fonte: (a) NASCIMENTO FILHO, 2014; (B) arquivo pessoal.

4.4.6.2 Obtencédo dos segmentos intestinais

As cobaias foram sacrificadas por contuséo cerebral seguida por sec¢cao dos
vasos cervicais. Apos o sacrificio o abdémen foi imediatamente aberto e dessecado,
o intestino delgado foi seccionado nos segmentos proximal, medial e distal (em
relacdo ao estdbmago) para a identificacdo do segmento do ileo. Apés a retirada do
animal, cerca de 10 cm do segmento intestinal foi transferido para um recipiente
contendo solucao nutritiva de Krebs modificado, com temperatura entre 5 e 10°C e
aerado com mistura carbogénica (95% de O2 + 5% de COz2) (Figura 20), para a retirada
de todo o tecido conectivo e adiposo junto a borda mesentérica do tecido, e limpeza
do conteudo intestinal com Krebs modificado refrigerado (LENNERNAS, 1998).
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Figura 20. Segmentos intestinais de ileo em solugdo de Krebs modificado.

Fonte: Arquivo pessoal.

4.4.6.2.1 Perfusédo intestinal em segmentos intestinais isolados

O método de perfusdo em segmentos intestinais isolados consistiu em incubar
esses segmentos a um sistema (Figura 21), que foi adequado para similar as
condicdes in vivo desse 6rgdo. Acoplado ao sistema, existia uma bomba dosadora
(Figura 22), responsavel em perfundir as solu¢gées de NFD e DS com concentracdes

ja conhecidas, nos segmentos de ileo isolados e incubados.

Figura 21. Sistema utilizado para a perfusado de segmentos intestinais isolados.

Fonte: Arquivo pessoal.
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Figura 22. Bomba dosadora (MS Tecnopon®).

Fonte: Arquivo pessoal.

Inicialmente para a encubacdo dos segmentos intestinais, capilares foram
colocados dentro de hastes plasticas, simulando cénulase, estes foram entdo
inseridos em cada extremidade dos segmentos com o auxilio de fio de algodao para
que cada segmento fosse suspenso individualmente em cubas de vidro (40 mL),
contendo a solucdo de perfuséo isenta de farmaco, preparada conforme descrito no
item 4.4.6, mantida a 37 Cx 1,0°C e aerado com mistura carbogénica (95% de O: e
5% de CO2).

Os segmentos foram deixados no meio de incubacédo por um periodo de 30 min
com suave agitacdo até a estabilizacdo, para que o 6rgdo se adequasse ao meio,
posteriormente a solugéo nutritiva foi renovada, para prevenir a interferéncia devido
ao acumulo de metabdlitos (ALTURA., 1970).

Seguidamente um dos capilares foi interligado a mangueira de 3,65 de
diametro, conectada a bomba dosadora trabalhando com fluxo de 10,05 mL/min, para
a perfuséo da solucao de perfusdo. Outra mangueira foi interligada ao outro capilar, a
fim de permitir a circulacdo da solucdo de perfusdo através dos seguimentos
intestinais (Figura 23)

Apés essa etapa, foram retiradas aliquotas de 1 mL das cubas durante

intervalos del5 minutos por um tempo total de coleta de 90 minutos, e a mesma
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guantidade imediatamente reposta, empregando-se 0 mesmo meio, ha mesma
temperatura.

ApoOs a coleta, as amostras foram filtradas através de membranas de 0,45 ym
de didmetro de poro e de imediato levada a andlise em CLAE-DAD, para que se
pudesse verificar a quantidade de farmaco que teria permeado através dos segmentos
intestinais ao fim do experimento.

A determinagao da permeabilidade utilizando a perfuséo intestinal in vitro para
avaliar a absorcdo do NFD foi realizada em triplicata para cada concentracdo. E as
cobaias divididas em grupo de 3 animais (n=3). Este método foi adaptado com base
na literatura (SCHREIBER et al., 2014).

Figura 23. Segmentos intestinais no compartimento receptor, interligado a
mangueiras.

Fonte: Arquivo pessoal.

4.4.6.2.2 Técnica do saco intestinal invertido

Os ensaios realizados pela técnica do saco intestinal invertido, foram
adaptados com base na literatura (LALA; NANDGAONKAR., 2010; SHARMA; JAIN,
2011). Cada segmento individual teve sua parte luminal externada (posta pelo avesso)
com o auxilio de uma haste plastica flexivel com aproximadamente 2,5 mm de
didmetro e uma das extremidades do segmento amarrada com fio de algodao,
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formando assim um saco, seguidamente foi preenchido com 4,0 mL de solugéo de
Krebs modificado, e, logo apds, a outra extremidade do segmento também foi fechada,
ficando com 8,0 cm de comprimento (Figura 24).

Figura 24. Sacos intestinais invertidos.

Fonte: Arquivo pessoal.

Os sacos foram entdo pesados individualmente e imersos em 50 mL de solugéo
de Krebs modificado para ileo isolado de cobaias a 37°C, aerado com mistura
carbogénica (95% de Oz + 5% de CO2) sob agitacdo suave. ApGs isso, adicionou-se
diferentes quantidades de NFD ou das suas DS de Eudragit® L-100 ja pré-
estabelecidas na se¢éo 4.4.6, em diferentes recipientes contendo solucao de nutritiva
de Krebs e os sacos confeccionados com cada um dos segmentos intestinais do ileo,
permitindo assim variar as concentragdes de nifedipino ou de suas DS na solugdo em
contato com a face epitelial desses segmentos intestinais.

Apos 60 minutos os sacos foram entdo removidos dos recipientes, pesados,
abertos e os seus conteudos removidos e filtrados através de membranas de 0,20 ym
de diametro de poro e de imediato levada a analise em CLAE-DAD, para que se
pudesse verificar a quantidade de farmaco que estaria presente no fluido incubado no

lado da mucosa serosa até o fim do experimento.
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A determinacdo da permeabilidade utilizando o método do saco intestinal
invertido para avaliar a absorcdo do NFD foi realizada em triplicata para cada

concentracdo. E as cobaias divididas em grupos de 3 animais (n=3).

4.5 Estudos de permeacgéao

ApoOs analises das aliquotas do farmaco permeadas, as quais foram
quantificadas utilizando adaptacdes dos métodos cromatograficos, descrito na secédo
4.2, calculou-se a permeacgdo cumulativa do NFD livre e em dispersdes solidas de
Eudragit® L-100. Baseando-se nos dados obtidos foi calculado os valores de
permeabilidade aparente (Papp) em cm/s (LENNERNAS,1998; BALIMANE, 2000;
ROZEHNAL et al., 2012; BEIG et al., 2013). Conforme a Equacao 6.

Vg dc

P.,,=——X
aPP — (Axcy) ~ at

(Equagéo 6)
Onde:
Papp= permeabilidade aparente
VR= volume do compartimento receptor (basolateral) em (4,0) cm?3
A= area do segmento intestinal (8,00 cm?)
Co= concentrac¢do inicial adicionada no compartimento doador (apical)

dC/dt= diferencial da concentracdo em relacéo ao tempo do experimento.

Os valores da permeabilidade aparente obtidos foram comparados com os de
Papp da literatura. Para todos os experimentos, os dados foram representados como

média = DP.

4.6 Andlise estatistica

Todos os dados encontrados foram expressos como média + erro padrdo da

média e “n” se refere ao numero de animais utilizados em cada experimento, em um

dado protocolo.
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Foi realizado o teste Shapiro-Wilk para assegurar a normalidade dos dados.
Diferencas entre as médias foram comparadas estatisticamente usando Analise de
variancia (ANOVA) “one-way” seguido do pds-teste de Tukey, onde essas diferencas
foram consideradas significantes quando o valor calculado de “p” foi menor que 0,05.
As andlises estatisticas foram realizadas usando o programa Graph-Pad Prism® 6.0

(GraphPad Software Inc., San Diego, CA, EUA).
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5 RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1 Doseamento do nifedipino

Os resultados para o doseamento do NFD presente nas DS foram satisfatorios,
obtendo-se 49,22% (£ 3,23) como valor meédio do teor do farmaco presente no sistema
de DS. No entanto, no doseamento do NFD no comprimido de referéncia (Adalat®
Oros), utilizado para fornecer maior confiabilidade ao método cromatogréfico, o teor
do farmaco foi cerca de 126% (+ 4,25).

A reducdo do teor de NFD nas amostras de DS é evidenciada devido a
metodologia empregada na obtencdo das DS, e por ser um sistema ainda em
desenvolvimento. Sugerindo que o método analitico realmente é eficaz, na
quantificacdo de diferentes concentracfes de NFD, e que o doseamento do farmaco

ird depender do sistema farmacéutico analisado.

5.2 Parametros de validacéao utilizados na co-validagcdo do método analitico para

a quantificacao do nifedipino

5.2.1 Linearidade

A curva de calibracdo gerada na covalidacdo do método cromatografico por
cromatografia liquida de alta eficiéncia para o NFD, utilizando como diluente a solucao
nutritiva de Krebs modificado, demonstraram boa linearidade, estando representada
na Figura 25, e os valores de area dos pontos estudados na Tabela 5.

A analise de regressao linear dos minimos quadrados evidenciou um
coeficiente de correlacdo de r> = 0,996, comprovando a linearidade nos limites de
concentracéo estudada, com equacao da reta (y = 6816,37. x — 8508,45). Estando o
“r” de acordo com o especificado pela RE n° 899 da ANVISA. As andlises de todas as
concentragdes obtiveram um coeficiente de variagéo entre 0,042 e 0,152. Podendo,
de acordo com Resolugdo ANVISA 899/ 2003, o coeficiente de variagdo percentual

(CV%) chegar até 15%, quando se trata de fluidos bioldgicos.
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Figura 25. Curva analitica referente a adequabilidade do método desenvolvido para a
quantificacdo do nifedipino em Krebs modificado empregando-se CLAE-DAD nas
concentracfes de 5, 10, 15, 25 e 35 pg/mL. Cada ponto representa a média de trés
determinacdes.
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Fonte: elaboracéo propria.

Tabela 5. Valores de area obtidas na curva analitica do método para quantificacéo do
nifedipino em meio Krebs modificado pH 7,4.

Concentragéo Areas
(ng/mL) 1°rep 2°rep 3°rep Média DP CV%
5 26446 24431 26180 25662 1079 4,2%
10 65181 50067 48760 55851 8534 15,0%
15 9675 80400 94157 90477 8832 9,7%
25 173668 144950 171603 163407 16018 9,8%
35 257925 214240 251229 241131 23528 9,7%

DP= Desvio-padrao da média (n=3), CV% = Coeficiente de variacdo (n=3)
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5.2.3 Seletividade

O método analitico covalidado demostrou ser especifico para o farmaco
analisado, apresentando picos sem sobreposicdo de interferentes no tempo de
retencdo 6,5 durante 10 minutos de analise. O NFD foi avaliado no comprimento de
onda apropriado, 336 nm.

As Figuras 26, 27 e 28 representam os cromatogramas de injecfes de solucéo
de Krebs modificado (branco), da amostra padréo de NFD e de dispersdes solidas em

solucéo de Krebs modificado, respectivamente.

Figura 26. Cromatogramas (CLAE-DAD) de injecdes de solucao de Krebs modificado
(branco) pH 7,4.
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Fonte: arquivo pessoal.
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Figura 27. Cromatogramas (CLAE-DAD) da solucéo de nifedipino padréo 1,2 mg/mL

em solucéo de Krebs modificado pH 7,4.
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Fonte: arquivo pessoal.

Figura 28. Cromatogramas (CLAE-DAD) da solugdo contendo dispersfes solidas de
nifedipino em Eudragit® L-100 1,2 mg/mL em solucdo de Krebs modificado pH 7,4.
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Fonte: Arquivo pessoal.
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5.2.4 Limite de Deteccao (LD) e Limite de Quantificagcao (LQ)

Apés a construcdo da curva de linearidade com as 5 concentracfes
determinadas, foi possivel detectar, e quantificar a menor quantidade de analito na
amostra estabelecendo um limite de deteccdo (LD) de 0,56 ug/mL e limite de
quantificacdo (LQ) de 1,87 ug/mL, sendo que a concentracdo minima utilizada neste
trabalho 5 pg/mL pode ser perfeitamente quantificavel. Esses valores demonstram boa
adequacao do método para detectar e quantificar o analito por CLAE-DAD.

O limite de deteccdo e quantificacdo foi adequado para as quantidades do

farmaco, demostrando boa sensibilidade do método analitico (BRASIL,2003).

5.2.5 Preciséao

Os valores de precisdo obtidos para o NFD, foram calculados com o CV (%)
com seus respectivos desvios padroes (DP), a partir da determinagédo de trés
diferentes concentragfes, consideradas em dois niveis, em um mesmo dia (intra-dia)

e em dois dias consecutivos (inter- dias) mostrados na Tabela 5.

Tabela 6. Precisdo Intra-dia e Inter-dias calculada a partir de 3 niveis de
concentracdes diferentes para a quantificacdo de nifedipino por CLAE-DAD.

Concentracéo 0
(ng/mL) cv oo
Intra-dia Inter-dias

5 ug/mL

3,13+0,63 9,12+1,73
15 pg/mL

8,92 +5,18 7,62 + 4,32
35 ug/mL

9,42 +13.80 7.89+11.39

* Os valores representam a média + o desvio padrdo; CV%= coeficiente de variagao

Os resultados de precisdo atendem os limites estabelecidos pela Resolugéao
Anvisa 899/2003, todos os valores obtidos apresentam desvio e coeficiente de
variacdo percentual em até 15%, valores aceitaveis quando se trata de fluidos
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biologicos. Portanto, os resultados da preciséo intra-dia e inter-dias calculada a partir
de 3 niveis de concentracbes diferentes para a quantificacdo de nifedipino
demonstram que o método é preciso.

A precisdo intermediaria (precisdo inter-dias), é reconhecida como a mais
representativa, sendo um critério que interessa em métodos analiticos oficiais. A
variabilidade dos resultados em um unico laboratério € a mais aconselhavel de ser
adotada, objetivando verificar que no mesmo laboratério o método fornecera os

mesmos resultados (USP, 2000; RIBANI et al., 2004).

5.2.6 Exatidao

A exatiddo do método analitico descreveu as relagbes entre os valores
nominais e obtidos, com os seus valores nominais médios determinados. Esta foi
medida usando trés determinacfes para cada uma das concentracdes, baixa, média
e alta, as quais foram 5, 15 e 35 ug/mL, respectivamente. Os valores de exatidao

obtidos variaram de 94,44% a 110,6%, demostrado na Tabela 6.

Tabela 7. Exatidao calculada a partir de 3 niveis de concentracdes diferentes em um
mesmo dia (Intra-dia) para a quantificagcdo de nifedipino utilizando a técnica
cromatografica CLAE-DAD.

' E%
Concentragéo (ug/mL) —
Intra-dia
5 ug/mL 100,2 + 3,16
15 pgimL 92,44 + 6,39
35 ug/mL 110,6 + 16,84

* Os valores representam a média * o desvio padrédo; E% = exatiddo percentual

Todos os valores de exatiddo determinados encontraram-se dentro dos limites
especificados pela ANVISA através da RE n° 899 de 29 de maio de 2013, os quais

estiveram no intervalo de 80 a 120% para determinacdes intra-dias (BRASIL, 2003).
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Portanto os valores de exatidao obtidos estdo de acordo com a resolucéo vigente,

mostrando-se exato para o método desenvolvido.

5.3 Caracterizacao fisica e fisico-quimica do nifedipino em sua forma livre e

vinculado as dispersdes sélidas em Eudragit® L-100

5.3.1 Dados Termogravimétricos (TG)

Os dados termogravimétricos das amostras estdo representados como um
grafico da massa em funcdo da temperatura (Figura 29). As regibes horizontais
sinalizam as temperaturas, enquanto as partes curvas indicam perdas de massa,
sugerindo um comportamento térmico distinto entres os materiais analisados. A
temperatura pode acelerar a maioria dos processos que resultam na degradacao de

sistemas farmacéuticos (FILHO et al., 2008).

Figura 29. Curva de TG do nifedipino, Eudragit® L100 e das dispersdes sélidas de
nifedipino em Eudragit® L100.
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Fonte: Arquivo pessoal.

Inicialmente é perceptivel que a DS exibe uma perda de massa em torno de
50°C, devido a presenca do metanol durante seu processo de obtencéo.
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As curvas de TG mostraram que o NFD permanece estavel quimicamente até
aproximadamente 280°C, passando a sofrer perda de massa a partir desta
temperatura até 296°C onde certamente ocorre sua degradacdo. Enquanto as DS
apresentaram uma etapa de perda de massa inicial na faixa aproximada de 270°C
referente a degradacao do NFD, no entanto sua degradacéo total s6 ocorreu a 455°C
aproximadamente, apresentando estagio de degradacdo em temperatura superior a
do farmaco cristalino. Sendo observado que as DS no estagio principal de
decomposicao térmica estavam alteradas tanto no nivel da faixa de decomposicéo
como em percentuais de perda de massa (Tabela 8).

Tabela 8. Representacdo dos dados termogravimétricos do nifedipino, Eudragit® L-
100 e das DS de NFD em L-100.

Amostra Faixa de Perda de massa (%)
decomposic¢éo (°C)

Nifedipino 281,61 - 296,61 -94,61
Eudragit® L-100 194,57 - 227,51 -8,78
DS (NFD + L-100) 268,96 - 298,79 -28,94

O estudo termogravimétrico do nifedipino e das dispersdes solidas mostrou
diferentes comportamentos térmicos em consideracéo as etapas de perda de massa.
Observando-se uma significativa diferenca nos percentuais de perda de massa do
NFD cristalino (-94,61%) em comparacdo as DS (-28,94%). Isso mostra que a
obtencéo das dispersdes pela técnica de coprecipitacdo é adequada para a producao

destas DS, uma vez que garantiu maior estabilidade térmica ao NFD.

5.3.2 Andlise Térmica Diferencial (DTA)

A Figura 30 mostra a regidao da razao de aquecimento de 10°C até 600°C das
curvas de DTA dos materiais em estudo, que € a regido onde podemos encontrar 0
pico de fusdo do nifedipino. Observando o comportamento térmico do NFD e L-100
isolados, bem como, das dispersdes sélidas, o nifedipino cristalino apresentou 2 picos

de fusdo com maior intensidade em 174,42°C, semelhantes ao obtido por HUANG et
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al (2006) em analise de DSC para microparticulas deste farmaco. O Eudragit® L-100

apresentou pico endotérmico em 212,42°C e as DS pico endotérmico em 172,4°C.

Figura 30. Curvas térmicas diferenciais do pico de fusdo do NFD, L-100 e das DS na
razdo de aquecimento de 10°C.min! até 600°C.
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Fonte: Arquivo pessoal.

A partir das analises das curvas de DTA foi evidenciada a diminuicdo da
entalpia e temperatura inicial referente ao processo de fusdo das DS (Tabela 9).
Correlacionando a diminuicdo da entalpia com a reducéo da organizacdao do habito
cristalino. Mostrando a possivel relacdo entre a diminuicdo da entalpia de fusdo com
o grau de cristalinidade do NFD, reduzindo a energia total do sistema, contribuindo

para o aumento da estabilidade do sistema formado.

Tabela 9. Dados das curvas térmicas diferenciais do pico de fusdo do NFD, L-100 e
das DS na razao de aquecimento de 10°C/min até 600°C.

Amostra T (°C) onset T (°C) endset T (°C) peak Eudragit (AH
J/g)
Nifedipino 171,44 181,76 174,42 -145,56
Eudragit 195,02 226,80 212,48 -154,17
DS (NFD + L-100) 167,21 179,36 172,43 -20,12




92

Pode-se observar na Tabela 9 que o polimero ndo apresentou processos
endotérmicos ou exotérmicos na faixa de fusdo do NFD. Sabe-se que a interacdo
molecular entre farmaco-carreador é caracterizada por meio do deslocamento ou
desaparecimento do ponto de fusdo do farmaco, bem como, da diminuigéo da entalpia
de fuséo (OLIVEIRA; YOSHIDA et al., 2010).

Essas alteracbes observadas indicam interacdes intermoleculares entre o
farmaco e o polimero, por meio da analise das curvas de DTA, sendo possivel
constatar uma variagdo no ponto de fusdo das dispersdes sélidas (OLIVEIRA et al.,
2010).

5.3.3 Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

Antes da caracterizagdo estrutural dos materiais, ions de ouro (Au) foram
depositados nas amostras, facilitando a construcdo da imagem. As camadas
depositadas podem melhorar o nivel de emissado de elétrons, emitindo mais elétrons
gue o material das amostras (DEDAVID et al., 2007).

A analise morfoldgica das amostras foi realizada por MEV, permitindo avaliar a
superficie do farmaco e polimero isolado e na forma de sistemas binérios,
possibilitando uma provavel correlacéo entre a estrutura morfolégica e o tamanho de
particula com o aumento da solubilidade do farmaco. As eletromicrografias dos
materiais isolados (NFD e L-100) e do sistema binéario (DS) estéo ilustradas na Figura
31.
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Figura 31. Microscopia eletrénica de varredura (MEV) (a,b) NFD isolado com aumento
de 2500 e 280 vezes, (c,d) Eudragit® L-100 isolado com aumento 200 e 2160 vezes e
(e,f) dispersdes sélidas de NFD em Eudragit® L-1000 com aumento de 240 e 1800
vezes.
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A andlise morfologica do farmaco, demostrou a presenca de perfil cristalino
para o NFD (Figura 31 a e 31 b), no entanto a micrografia realizada no MEV mostra
que as particulas do farmaco nédo possuem padrdo cristalino definido, além de
algumas delas apresentarem-se aglomeradas.

O MEV das particulas de Eudragit® L-100 demostrou que o copolimero em
condi¢cBes normais possui uma conformacéao fechada esférica (Figura 31 c e 31 b d),
provavelmente devido a forte atracdo intermolecular entre os grupos hidroxido e
carboxila do L-100, comprovada na literatura (LECOMTE et al., 2005). Tal fenémeno
causa uma diminuicdo da porosidade e consequentemente da permeabilidade do
solvente (de OLIVEIRA et al., 2009).

Para a analise morfolégica das DS realizada no MEV (Figura 31 e e 31 f), foi
possivel observar nas imagens a presenca de porosidade nas DS de NFD em
Eudragit® L-100, o que poderia caracterizar uma liberagdo baseada na difusdo do
farmaco através da matriz polimérica, verificando que existe uma dispersdo amorfa do
NFD na matriz polimérica do L-100, modificando a conformacdo das interacdes
intermoleculares e logo as forcas de ligacéo.

Tal caracteristicas citadas acima é de total interesse, visto que, quando o NFD
atinge a forma amorfa existe uma maior dispersao na matriz polimérica, apresentando
uma taxa de dissolu¢cdo mais elevada do que as formulacdes preparadas com o
farmaco em sua forma cristalina (FORSTER et al., 2001). No entanto, o nao
aparecimento de cristais do farmaco nas imagens observadas das DS néo significa
que o NFD esteja presente apenas na forma amorfa, podendo haver resquicios do
farmaco livre, uma vez que nas eletromicrografias o farmaco pode néo ter aparecido
devido a seu recobrimento total pelo polimero.

Através do MEV foi possivel caracterizar morfologicamente as dispersdes
solidas obtidas, evidenciando uma diminui¢gdo no tamanho das particulas, bem como,
a desestruturacdo da rede cristalina original do nifedipino isolado.

Apesar das microparticulas de nifedipino em Eudragit® L-100, utilizando
surfactante Tween® 80, ter sua producao inviabilizada, foi possivel caracteriza-la
através do MEV, resultando em microparticulas esféricas de tamanho entre 2 e 5 um,

como pode ser visto na Figura 32 (a,b).
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Figura 32. Microscopia eletrénica de varredura microparticulas de nifedipino em
Eudragit® L-100 com aumento de 5000 e 20000 vezes (a, b).
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Fonte: Arquivo pessoal.

A caracterizacdo quantitativa e qualitativa por Espectroscopia de Energia
Dispersiva (EDS) confirmou os principais atomos presentes na estrutura das DS
(Figura 33). Este é um dos dados que indicam mais uma prova real, da disperséo do
farmaco na matriz polimérica. Observando na composic¢ao organica das DS os atomos
de carbono (C), oxigénio (O) e nitrogénio (N), visto que, o (N) é proveniente do
nifedipino (Figura 5), ndo fazendo parte da composicédo quimica do Eudragit® L-100

isolado (Figura 9).

Figura 33. EDS das dispersdes soélidas de nifedipino em Eudragit® L-100.
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5.3.4 Anélise Granulométrica

Inicialmente foi realizada a analise granulométrica para o farmaco (Figura 34).

Figura 34. Distribuicdo do tamanho de particula para o nifedipino (d10=98,48 um,
d50=175,2 um e d90=317,5 um, analisada por difracéo a laser por via Uumida.
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Fonte: Arquivo pessoal

De acordo com os resultados adquiridos no referido ensaio, verificou-se que o
farmaco apresentou distribuicdo granulométrica irregular para os tamanhos de
particula. Obteve diametro médio da distribuicdo em volume de 195,5 um e diametro
meédio da distribuicdo em area de 144,5 um.

Apoés andlise do farmaco realizou-se a analise das DS (Figura 35).
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Figura 35. Distribuicdo do tamanho de particula para as dispersbes solidas
(d10=3,32um, d50=34,38um e d90=114,2um, analisada por difracdo a laser por via
umida.
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Fonte: Arquivo pessoal.

As DS apresentaram diametro médio da distribuicdo em volume de 54,21 um e
didmetro médio da distribuicdo em area de 9,40 um. Considerando o diametro médio
(d50), foi possivel verificar a reducado de até 6 vezes mais, no tamanho das particulas
das DS em relacéo ao farmaco analisado.

A faixa de tamanho de particula obtida no estudo foi considerada apropriada,
pelo fato de que particulas muito pequenas tendem a aglomeracédo. A utilizacdo de
pos muito finos em formas de dosagem pode ser problematica devido as dificuldades
de manuseio e pobre molhabilidade prejudicando a liberac&o do ativo.

No estudo de Huang e Colaboradores (2006), na preparacao de microparticulas
de nifedipino com uma mistura de etilcelulose e Eudragit RL pelo o método de
coprecipitacdo, observou-se particulas com diametro médio de até 32,6 um, sendo
pertinente com os valores apresentados neste trabalho.

Frizon (2011) obtive dispersdes solidas de loratadina em polivinilpirrolinona
pela a técnica de spray-drying com diametro médio de particula entre 5,63 e 6,13 um,
esses valores sao inferiores aos observados no presente trabalho, o que pode ser
atribuido as diferentes técnicas utilizadas na obtencéo das DS.

O mecanismo de reducdo de tamanho da particula do farmaco é considerado
um dos responsaveis pela melhora na solubilidade aquosa / dissolugéo, podendo ser

evidenciado na Figura 35 e estando de acordo com os observados no MEV.
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5.3.5 Difragdo Raios X (DRX)

O difratograma correspondente ao farmaco NFD cristalino revelou a presenca de
planos caracteristicos da cristalinidade do NFD (Figura 36), observados 26 em 8,2°,
11,9°, 19,25°, 23,46°, 36,79°, 42,91° e 62,95°. Os planos caracteristicos do NFD
cristalino aparecem em 19,25° e 23,46° (VIPPAGUNTA, 2002).

Figura 36.Difratograma correspondente ao farmaco (NFD) cristalino.
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Fonte: Arquivo pessoal.

O copolimero Eudragit® L-100 foi caracterizado por completa auséncia de

planos cristalinos, caracteristico de um material amorfo representado na Figura 37.
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Figura 37. Difratograma correspondente ao copolimero (Eudragit® L-100).

1500

1200 ~
000 {

600

Intensidade (u.a.)

300

26 (°)

Fonte: Arquivo pessoal.

Os resultados da difracdo de raios-x para as DS (Figura 38) demostraram
planos de reflectancia proeminentes do NFD em 37,01°, 43,1° e 63,14°, 0s quais sao
resquicios da estrutura cristalina no NFD. Esses resquicios de cristalinidade nas DS
obtidas por coprecipitacdo pode ter sido desencadeado pela propor¢cdo de farmaco
utilizado na preparacdo das mesmas. Os planos caracteristicos do NFD podem
aumentar gradualmente com o aumento da concentracédo do mesmo nas DS.

Vippagunta e Colaboradores (2002) observaram que dispersdes sélidas de
nifedipino indicavam propor¢gdes consideraveis do farmaco cristalino, no entanto,
apontaram que o NFD né&o sofreu qualquer alteracao polimaorfica durante a preparacao

das dispersdes solidas.
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Figura 38. Difratograma correspondente as dispersdes sélidas de nifedipino em
Eudragit® L-100.
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Fonte: Arquivo pessoal.

No entanto, houve uma reducdo significativa nas intensidades dos planos
caracteristicos do NFD, sugerindo constatar a modificacdo no padréo de difratograma
das dispersdes sdlidas (Figura 38) sendo indicativo de diminui¢cdo da cristalinidade
das mesmas. Influenciando no aumento da liberacdo do NFD, sendo necessaria
pouca ou nenhuma energia para quebrar o pico cristalino durante o processo de
dissolugéo.

Os resultados do DRX mostraram diferentes padrdes de difracdo do NFD puro
e do Eudragit® L-100 isolado, com a confirmacgédo da quase total desestruturacdo da
rede cristalina do NFD que ja havia sido observada nas eletromicrografias, sugerindo
a formacdo de uma nova forma solida na obtencdo das DS. Destacando uma
confiabilidade dos resultados obtidos através da técnica de DRX, ja que o perfil de

difracdo obtido € caracteristico para cada fase cristalina.

5.3.6 Infravermelho por Transformada de Fourier (FTIR)

O FTIR foi utilizado para investigar as ligacdes existentes no NFD e Eudragit®

L-100 de forma isolada, assim como, as intera¢cdes farmaco-polimero nas DS de NFD
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em Eudragit® L-100 por meio da observacdo do deslocamento de seus picos. Quando
0s grupos funcionais do farmaco e polimero interagem, o espectro de infravermelho
dos grupos devera apresentar as bandas achatadas e deslocadas quando
comparados com 0s espectros individuais das amostras isoladas, componentes da
mistura (SANTOS, 2008).

Em busca na literatura para fins de comparacéao, foi encontrado a posicédo dos
picos da vibracdo de alongamento para a carboxila e amina do nifedipino em sua

forma cristalina e amorfa, apresentado na Tabela 9.

Tabela 10. Vibragéo de alongamento da NH e C = O em nifedipino na forma cristalina
e amorfa.

Amostra Carboxila,-C=0 Amina, -N-H
(cm™) (cm™)
Nifedipino 1689-16802 33282
cristalino 1679-1689° 3331°
Nifedipino amorfo 1703-16842 33422
1701° 3346°

Fonte: (a) HUANG et al., 2007 e (b) TANG, 2002.
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Figura 39. Espectro FTIR (a) nifedipino puro, (b) copolimero Eudragit® L-100 e (c)
dispersdes solidas de nifedipino em Eudragit® L-100.
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Fonte: Arquivo pessoal.

De acordo com os infravermelhos (Figura 39) foi possivel observar que o
nifedipino na forma de pé exibe picos agudos intensos no espectro de FTIR indicando
sua natureza cristalina (Figura 39 a). J4 o copolimero Eudragit® L-100 apresentou
picos de baixa intensidade indicando sua natureza amorfa (Figura. 39 b).

As bandas mais caracteristicas dos picos caracteristicos de NFD sdao
identificadas em 3328 cm* (grupo amina) - bandas U (-NH) e 1689 cm™ (grupo
carboxila) — bandas U (C = O) proveniente do grupo funcional éster.

De acordo com o espectro, o Eudragit?® L-100 apresenta pico mais
caracteristico em 1736 cm-1, presenca da ligacdo (C=0), e em 3000 cm™ presenca da
ligacdo (O-H). No caso das dispersdes solidas de NFD em L-100 (Figura. 39 c), em
gue o NFD encontra-se na forma amorfa, foram observados deslocamentos e
alongamentos das bandas de vibracdo em 3342 cm*- U (-NH), em 1684 cm™ e em
1705 cm*- U (-C = O), evidenciando a mudanca morfolégica dessas bandas, fato que
pode ser atribuido a ruptura das ligagcdes intermoleculares de hidrogénio entre os dois
grupos funcionais evidenciado na estrutura cristalina do NFD (TANG et al., 2002;
HUANG et al., 2007).
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Como ilustrado na Figura 40, o nifedipino pode atuar como potencial receptor
de protons através do grupo carbonila (C = O) ou doador de prétons através do grupo
amina (N-H), indicando que as ligacbes de hidrogénio sédo formadas através do grupo
amina do NFD e um dos grupos carboxila do L-100 ou, através do grupo carboxila do
nifedipino com o grupo hidroxila (-OH) do L-100, funcionando como um doador ou
receptor de protons. O estiramento de N-O do grupo nitro ndo esta envolvido nas

interacOes de hidrogénio entre o farmaco e seus carreadores.

Figura 40. Estrutura quimica e sitios de ligacdo de hidrogénio entre o nifedipino e o
Eudragit®L-100; --- representa as ligacdes de hidrogénio entre os grupos funcionais.
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Fonte: Elaboracéo propria.

A presenca simultanea de grupos carboxilicos e ésteres no copolimero torna o
sinal um pouco mais complexo do que quando comparado com moléculas que
apresentam apenas um destes devido a possibilidade de interacdes desses grupos
dentro e fora da cadeia. De forma geral, os copolimeros de Eudragit tem sua
solubilidade afetada pelo pH, se dissolvendo em meios com pH acima de 5,5.
Solubilidade esta que é influenciada pela propor¢do entre os grupos carboxila e
grupos ésteres livres (CHOURASIA; JAIN, 2004).

Através dos infravermelhos obtidos por FTIR, pode-se concluir que as amostras
de NFD nas DS nédo sofreram modificagdes em sua estrutura. O fato das bandas
caracteristicas do NFD manter suas posi¢des, indica que o farmaco esta disperso na

matriz polimérica de Eudragit® L-100, ndo sendo detectado pelo infravermelho,
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provando assim, uma estabilidade quimica do farmaco na matriz Eudragit®

L100/Nifedipino, fato que contribui para manter suas caracteristicas farmacoldgicas.

5.4 Estudo de dissolugéo in vitro

Os estudos de dissolucao in vitro para o NFD puro e vinculado as DS de
Eudragit® L-100, foram realizados para a previsdo da liberagdo do NFD por unidade
de tempo em uma quantidade de solvente pré-estabelecida na secéao 4.4.6.1.

Os perfis de dissolugdo do NFD puro e DS sao mostrados nas Figura 41, 42 e
43 para as dosagens de 20,30 e 60 mg respectivamente e resumidos na Tabela 11.

Observou-se que as DS de NFD em L-100 obtidas pelo método de
coprecipitacdo com posterior evaporacdo de solvente apresentaram um perfil de
dissolugcéo maior que o farmaco puro, no meio de dissolucdo. Ressaltando que as DS
apresentaram taxa de dissolucdo do NFD no periodo de uma hora com um percentual
de 17,03% para a concentracao de 20 mg, 14,23% para a concentracédo de 30 mg e
8,89% para a concentracdo de 60 mg, todas dissolvidas em solucdo modificada de

Krebs (ileo isolado de cobaias) pH 7,4 sem o acréscimo de lauril sulfato de sédio.

Figura 41. Perfil de dissolu¢do em solugéo nutritiva de Krebs (ileo isolado de cobaias)
pH 7,4 com 20 mg de nifedipino puro e na forma de dispersées de Eudragit® L-100
contendo nifedipino, comprimento de onda de 336nm (n=3).
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Fonte: Elaboracéo proépria.
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Figura 42. Perfil de dissolu¢cdo em solucao nutritiva de Krebs (ileo isolado de cobaias)
pH 7,4 com 30 mg de nifedipino puro e na forma de dispersdes de Eudragit® L-100
contendo nifedipino, comprimento de onda de 336nm (n=3).
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Fonte: Elaboracéo propria.

Figura 43. Perfil de dissolu¢cdo em solucao nutritiva de Krebs (ileo isolado de cobaias)
pH 7,4 com 60 mg de nifedipino puro e na forma de dispersées de Eudragit® L-100
contendo nifedipino, comprimento de onda de 336nm (n=3).
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Fonte: Elaboracao prépria.



Tabela 11. Avaliacdo do percentual de nifedipino liberado em dissolugéo utilizando

como meio solugédo nutritiva de Krebs modificado pH 7,4.

106

Tempo (min)
Amostra 15 min 30 min 45 min 60 min
% de NFD liberado
NFD (20 mg) 0% +0 1,80% + 0,64 3,39% + 1,08 6,92% + 0,35
DS (20 mg) 10,53% +1,18 | 13,79% = 0,57 | 14,54% + 0,58 | 17,03% + 0,54
NFD (30 mg) 0,53% + 1,70 1,16% +1,18 1,54% £ 0,82 2,73% + 1,66
DS (30mg) 8,85% +0,01 | 10,51% +0,93 | 12,90% + 0,91 | 14,23% + 0,93
NFD (60 mg) 0% =0 1,13% +0,31 3,02% + 0,19 4,06% =+ 0,15
DS (60mg) 5,53% + 0,02 7,49% =+ 1,07 8,64% + 0,58 8,89% =+ 0,20

* Os valores representam a média + desvio padréo (n=3)

O estudo de dissolucédo do farmaco teve como base sua solubilidade descrita
na literatura farmacopeia da USP, confirmando que o NFD é praticamente insolavel
em meio aquoso (~ 10ug / mL em agua a 37°C) (USP XXXII, 2009). Evidenciando que
a concentracdo de saturacdo do meio, foi menor para as DS de 20 mg, a qual obteve
maior perfil de liberacdo de acordo com a condi¢éo sink para o NFD. No entanto, para
a trés dosagens estudadas os resultados demostraram um aumento significativo no
incremento de solubilidade das dispersdes sélidas de NFD e L-100 em funcdo do
tempo, 0 que mostra uma maior vantagem levando em consideracao a solubilidade
do NFD puro.

O aumento do perfil de dissolugcédo nas DS ocorreu provavelmente devido as
alteracdes das caracteristicas fisicas do NFD relacionadas com o aumento da area da
superficie das particulas e mudancgas no estado sélido de cristalino para amorfo,
observadas no difratograma, com a reducao da cristalinidade em relacédo ao farmaco
puro. Ocasionando auséncia de agregacao e aglomeracao e aumento de porosidade,
e com isto, melhor molhabilidade para a solubilizagdo do farmaco através da camada
de difusdo. Desse modo, observou-se que as DS apresentaram um perfil de
dissolugdo maior que o farmaco, o que justifica a baixa taxa de dissolugdo do NFD.
Acarretando em baixa biodisponibilidade do farmaco quando administrado por via oral,
fato que interfere em sua eficiéncia terapéutica, oferecendo problemas desafiadores
na formulagdo deste farmaco (CILURZO et al., 2002; HECQ et al., 2005; HUANG et
al., 2007; BEIG et al., 2013).
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Outro fator de extrema importéncia para o melhor incremento de solubilidade
das dispersdes de NFD no fluido intestinal simulado (Krebs modificado para ileo de
cobaia pH 7,4) foi a utilizacdo do Eudragit® L-100 como componente da matriz
polimérica, visto que se trata de um polimero pH-dependente de grande utilizacdo na
indastria farmacéutica.

De forma geral, os polimeros Eudragit® se dissolvem em meios com pH acima
de 5,5 sendo essencialmente insolUveis no suco gastrico, cujo pH é bastante baixo,
podendo ser utilizados para conferir liberacao especifica no TGI. Sua solubilidade em
agua é influenciada pela propor¢éo entre grupos carboxilicos livres e grupos ésteres,
sendo as condicfes de pH do meio um fator critico para sua dissolu¢cdo (CHOURASIA
e JAIN, 2003; DE OLIVEIRA et al., 2009).

Em pH &cido, abaixo de 2, os grupos de acido metacrilato presentes no L-100
nado sofrem ionizacdo, e a conformacéo do polimero nessa faixa de pH apresenta-se
de maneira fechada, favorecendo a precipitacdo do polimero.

Além disso, é comprovado na literatura que na zona de transicdo entre o
estbmago e o intestino, a variacdo de pH pode precipitar farmacos de carater acido
de baixo pKa, dissolvidos no estdbmago, retardando o processo de absorcao.
Particulas de farmacos de baixo pKa néo dissolvidas no estbmago permaneceriam
insoltveis com um pH acima do pKa (OVEHOFF et al, 2007).

Huang et al. (2006) observou durante a preparacdo de DS de nifedipino em
microparticulas de Eudragit RL e mistura binaria de etilcelulose pelo método de
coprecipitacdo para liberacédo controlada do farmaco, que o nifedipino micronizado
produziu o seguinte perfil de liberacdo: 30% depois de 1 hora e 60% depois de 6 horas
(meio dissolugéo agua e 0,05% lauril sulfato de sddio). Resultados ndo tédo distantes
dos realizados neste estudo, ja que o perfil de liberacéo do ativo foi analisado apenas
durante o periodo de uma hora.

Ja Tavares (2011), observou em seu estudo que aumentando o pH do meio
para 12, microcapsulas de metronidazol em Eudragit® L-100, exibiam uma rapida
liberacdo do farmaco, em torno de 100% no tempo de apenas 15 minutos, sendo
justificado pelo fato de que em pH acima de 7, como ja mencionado, o L-100 encontra-
se em sua forma protonada. Sugerindo entdo que além das alteracdes das
caracteristicas fisicas do NFD ja citadas acima, dispersdes sélidas amorfas que
contenham polimeros pH dependentes como o L-100, poderd aumentar sua

solubilidade em pH mais elevado.
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Para prever a cinética de liberacdo das DS através dos testes de dissolucgao,
empregamos modelos matematicos no intuito de estabelecer a ordem do processo e
analisar qual modelo se adequa melhor ao perfil de liberacdo analisado. Antes as
areas obtidas nos ensaios de dissolucdo foram convertidas em concentracao através
de uma curva de calibracdo, tendo como base os valores da curva da liberacdo das
dispersdes contendo 30 mg de NFD.

Alguns trabalhos associam a liberacdo de microparticulas utilizando
Eudragit®L-100 como carreador ao modelo proposto por Higuchi (1961), o qual define
a difusdo do farmaco baseado na lei de Fick. Contudo as DS desenvolvidas neste
trabalho obedeceram mais fielmente ao modelo de segunda ordem (Figura 44)
proposto por SCHOOT (2012), obtendo (r?) préximo de 1, com valor de (0,9999) e
assegurando todos os pontos contidos na curva. Podendo ser justificado tal cinética
de liberacao pelo relaxamento da matriz polimérica do L-100, j& que os testes de
dissolucéo foram realizados em pH alcalino, obtendo- se um maior intumecimento da

matriz.

Figura 44. Determinacdo do coeficiente de correlacdo do perfil de liberacdo do
nifedipino adequado ao modelo cinético de primeira ordem.
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Fonte: Elaboracéo propria.



109

Figura 45. Determinacdo do coeficiente de correlacdo do perfil de liberacdo do
nifedipino adequado ao modelo cinético de segunda ordem.
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Fonte: Elaboracéao prépria

Figura 46. Determinacdo do coeficiente de correlacdo do perfil de liberacdo do
nifedipino adequado ao modelo de Higuchi.
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Figura 47. Determinacdo do coeficiente de correlacdo do perfil de liberacdo do
nifedipino adequado ao modelo de Korsmeyer- Peppas.
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Fonte: Elaboracéo propria.

5.5 Estudo de permeabilidade in vitro

Na analise dos resultados de permeabilidade intestinal, através do modelo de
perfusdo in vitro em seguimentos de ileo de Cavia Porcellus, o NFD néo foi detectado
de forma reprodutivel, durante a quantificacdo, portanto, ndo houve estimativa de

permeacdo do farmaco através desta técnica.

A técnica do saco intestinal invertido utilizando seguimentos de ileo de cobaias
foi melhorada em nosso laboratério com a utiliza¢éo da utilizagédo da solugéo nutritiva
de Krebs modificado especifica para ileo isolado de cobaias, sendo um meio de
incubacgéo importante capaz de manter a integridade dos tecidos e viabilidade das

células.

A influéncia da oxigenacdo constante dos segmentos intestinais durante a
incubacdo e suaves agitacbes também corroboraram para melhor resisténcia dos

fragmentos intestinais durante toda a experimentacao.

Apesar da técnica do saco intestinal ter uma adicional vantagem analitica em
relacdo a outros modelos in vitro, mantendo o volume da amostra no lado seroso

relativamente menor fazendo com que a droga se acumule mais rapido, a mesma
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ainda carreta na auséncia de algumas condi¢cdes que representam impacto na
absorcao in vivo (BALIMANE et al., 2000).

Os resultados apresentados nas Figura 48 e 49 mostram valores (média £ DP)
da permeabilidade cumulativa de NFD através da membrana intestinal do ileo, em
diferentes concentra¢cdes de nifedipino e de suas respectivas DS. Como os testes em
triplicata para cada concentracdo foram feitos em mais de um experimento, foram
obtidas determinacgdes (n) distintas (Tabela 12), devido a fatores experimentais, no
entanto, essas alteracdes nas determinacdes ndo afetaram a eficacia dos resultados.
Todos os valores apresentaram significancia (p<0,05).

Figura 48.Comparacao da permeacao cumulativa (ug/mL) do nifedipino puro (H) e
complexado na forma de disperséo sélida com Eudragit® L-100 () em segmento
(8,00+0,20 cm?) de ileo isolado de cobaia. Expressos como a média das

determinacdes (n), os simbolos e as barras representam (média + DP),
respectivamente.
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Fonte: Elaboracéo prépria.
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Figura 49.Comparacéo da permeacao cumulativa (ug/mL) do NFD puro e complexado
na forma de disperséo solida com L-100 em segmento (8,00+0,20 cm?) de ileo isolado
de cobaia. Expressos como a média das determinacdes (n), as colunas e as barras
representam (média +DP), respectivamente. *p<0,05 (ANOVA one-way, seguido de
pos-teste de Tukey: Nifedipino puro vs. Dispersdes solidas (NFD + L-100).
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Fonte: Elaboracéo propria.

Os resultados mostram um melhor perfil de permeabilidade nas DS, sugerindo
um resultado ja esperado, pelo fato de ter sido evidenciado anteriormente que as DS
teriam uma maior solubilidade em comparacdo ao farmaco puro, ja que para que
absorcado do farmaco ocorra, € necessario que ele esteja adequadamente solubilizado
no meio de dissolugédo (AMIDON et al., 1995; GRASS, 1997; BALIMANE et al., 2000;
TRAN et al, 2009; ROZEHNAL et al., 2012). Enquanto o farmaco néo se encontra em
solucdo, o0 mesmo ndo consegue permear o epitélio intestinal e, diante de uma
permeabilidade limitada, a absor¢cao também sera.

Outro fator para o aumento da permeabilidade do nifedipino vinculado as DS
de Eudragit®L-100 foi utilizar o L-100 como carreador, devido aos copolimeros
Eudragit® apresentarem um baixo nivel de grupos quaternarios em sua estrutura. Tais
grupos aumentariam a frequéncia de interacéo eletrostatica com o muco intestinal que
€ composto principalmente de mucopolissacarideos carregados negativamente. Este

pode aumentar a absor¢édo do farmaco e/ou do transportador (KIM et al., 1997).
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5.5.1 Avaliacéo da permeabilidade Aparente (Papp)

Com técnica do saco intestinal invertido também foi possivel calcular a
permeabilidade aparente (Papp), a qual € responsavel em avaliar a absor¢do de
farmaco no intestino (TAKAHASHI et al., 2008).

Apesar de existir os métodos in vitro, in situ e in silico, os valores da Papp
podem variar em dados obtidos a partir de diferentes modelos, ou até de um mesmo
modelo, para um mesmo farmaco. Diferentes sexos ou linhagem de animais,
mudanc¢as no uso de materiais e equipamentos pode variar significantemente entre
laboratorios, embora tenham sido estabelecidas correlacbes semelhantes com a
fracdo absorvida em seres humanos (HASLAM et al., 2011).

Na Tabela 12 e Figura 50, pode-se notar as médias dos perfis de
permeabilidade aparente (Paap) do NFD e de suas DS em diferentes dosagens.
Todos os valores obtidos foi significativamente (p<0,05) eficaz para o farmaco puro e

na presenca da matriz polimérica de L-100.

Tabela 12. Valores (média £ DP) encontrados para a permeabilidade aparente (Papp)
nos ensaios de permeabilidade em saco intestinal invertido com o nifedipino puro e na
forma de DS.

Amostras Determinacgfes (n) Papp (x10° cm/s)
NFD (20 mg) 10 1,04 £+ 0,51
DS (20 mg) 6 1,55+ 0,91
NFD (30 mg) 1,26 + 0,53
DS (30 mg) 3,11+1,57
NFD (60 mg) 10 3,76 £ 0,56
DS (60 mg) 7 12,24 + 5,60

* DP= desvio padrdo da média
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Figura 50.Perfis de permeabilidade aparente obtidas através de ensaios de
permeabidade em diferentes concentragBes do farmaco nifedipino puro e vinculado
as DS.*p<0,05 (ANOVA one-way, seguido de pos-teste de Tukey: Nifedipino puro vs.
Dispersdes sélidas (nifedipino + Eudragit L-100).
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Fonte: Elaboracéao prépria.

O sistema de classificacdo biofarmacéutica (SCB) classificou o NFD como
farmaco de classe II, possuindo alta permeabilidade (AMIDON et al., 1995). Porém
os valores de Papp (Tabela 1) para este trabalho foi caracteristico de farmaco de
baixa permeabilidade. No entanto, os valores de Papp para o nifedipino foram bem
mais significantes nas DS do que no farmaco puro, principalmente levando em
consideracao as DS de 60 mg onde existia uma carga maior do farmaco.

Em ensaio com células Caco-2, Doehmer e Colaboradores (2008) verificaram
gue o nifedipino sozinho era altamente permeavel com uma permeabilidade
aparente (Paap) de cerca de 60x10°cm/s.

A néo correlacdo da Papp apresentado neste trabalho com os apresentados na
literatura pode ser em decorréncia da auséncia de algumas condigbes que
representam impacto na absorcao in vivo do método proposto para o estudo de
permeabilidade, tais como: falta de sangue ativo e suprimento nervoso, fatos que

podem levar a uma rapida perda de viabilidade. Além disso, a aversao do tecido
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intestinal pode conduzir a danos morfologicos causando resultados duvidosos
(BALIMANE et al., 2000).

Outro fator neste estudo que pode ter proporcionado a limitagdo da absorcao
do nifedipino através dos valores de Papp das amostras, pode ter sido agravada
devido a falta de inibidores de P-glicoproteinas (p-gp). O NFD é transportado pelo
mecanismo de difusdo transcelular, no entanto, se liga fortemente as p-gp presentes
nas biomenbranas, sendo sujeito ao efluxo pelas mesmas, fato que pode limitar sua
absorcao (CAVET et al.,1996; AULTON, 2005).

Acredita-se que as p-gp podem influenciar a absor¢céo, atuando como uma
bomba que transporta farmacos de volta para o limen intestinal a medida que séo
absorvidos pelos enterdcitos (BARTHE et al., 1998; BOUER et al., 1999; BALIMANE
et al., 2000).

E possivel citar alguns fatores in vivo que podem ter impacto importante na
absorcdo de farmacos, tais como: solubilidade, pKa, lipofilicidade, massa molecular,
expressdo de transportadores, camada estacionaria (caso haja reduzida agitacao)
(BALIMANE et al., 2000; BEIG et al., 2013; LENNERNAS, 2014). Fatores fisioldgicos
que podem ser citados também correspondem ao pH do TGI, fluxo sanguineo,
esvaziamento gastrico, ligacdo dos farmacos as proteinas plasmaticas, presenca de
muco entre outros fatores (AMIDON et al.,1995).

Em parte dos casos, os processos de absorcdo de farmacos ainda sao
incompreendidos, ja que geralmente os medicamentos sdo administrados por via oral
e as amostras do plasma sdo tomadas como modelo para medir o processo de
absorcdo. Em razado disso os mecanismos reais do desempenho em in vivo ainda néo
sao bem definidos e quantificados (GRASS, 1997). Dessa forma, os resultados de
Papp encontrados para o NFD, no presente estudo, necessitam ser avaliados frente
aos possiveis fatores que podem ter interferido significativamente em sua
permeabilidade e, consequentemente, na correlagcdo desses dados in vitro com 0s

dados reais apresentados para este farmaco.
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6 CONCLUSAO

Os resultados apontados e discutidos mostraram que a técnica de disperséo
sblida é vantajosa para o aumento do perfil de dissolucdo e da taxa de
permeabilidade/absorcao do nifedipino na regido intestinal, utilizando como carreador
o polimero Eudragit®L-100, demostrando ser uma tecnologia farmacéutica
promissora, para fins de incremento de solubilidade. Os ensaios de dissolugéao e
permeabilidade do NFD incorporado nas DS foi um passo indispensavel no processo
de desenvolvimento das dispersfes sélidas, sugerindo prever 0 seu comportamento
in vivo. Apesar de néo ter sido possivel comparar os parametros de permeabilidade
relativa (Papp) de forma efetiva, possivelmente devido as condi¢cdes experimentais.

Destaca-se que o método de obtencédo das DS foi adequado, comprovando
através das técnicas de caracterizacdo a reducao do tamanho de particula, a queda
do pico de fuséo e o decaimento da degradacéo do farmaco. E, apesar das DS terem
apresentado resquicios do farmaco cristalino, o0 método de obtencdo permitiu a
conversdo do farmaco em maior quantidade para o estado amorfo, ndo sofrendo
alteracdes polimorficas, apenas existindo ligacdes intermoleculares por ligacdes de
hidrogénio com o carreador.

O método covalidado para o doseamento e quantificacdo do NFD em amostras
provenientes dos estudos de dissolugédo e permeabilidade apresentou parametros
adequados, mostrando ser um método sensivel capaz de detectar as fracdes
permeadas considerando o0s baixos niveis de farmaco quantificados neste
experimento, fato que corrobora para a reducao de custos e tempo, além de agregar

uma maior confiabilidade relacionada a qualidade do produto em desenvolvimento.
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7 PERSPECTIVAS

O presente trabalho mostra-se promissor em termos de incremento de
solubilidade. Para tanto, alguns testes ainda sdo necessarios, devido a algumas
limitacdes associadas a métodos, tais como a fabricacdo e o aumento da escala no
processo de producdo para fins comerciais. Um deles diz respeito a um estudo de
estabilidade eficiente e de longa duracéao.

Outra alternativa para o desenvolvimento das DS é realizar os estudos de
caracterizacdo e testes in vitro com adicdo de surfactante em sua formulacdo ou
empregar na sua obtencéo carreadores com propriedades auto emulsionante. Pode
também ser feito a utilizacdo de mistura de diferentes tipos de Eudragit® na obtencéo
das DS visando um perfil de liberagéo especifica.

Com relacdo aos ensaios de permeabilidade, pode ser incorporado outros
modelos para predizé-la de forma mais efetiva, além da técnica do saco intestinal
invertido. Como também, a comparacdo de parametros farmacodinamicos com o

farmaco em sua forma livre e incorporado nas DS.
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