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RESUMO

A bioiseng¢do de estudos de bioequivaléncia para faArmacos pertencentes a classe I do sistema
de classificacdo biofarmacéutico (SCB) tem como principal objetivo a reducdo dos custos e
da exposicdo de voluntarios sadios a novas formulas farmacéuticas. O fluconazol ¢ um
agente antifingico importante mas, na literatura, ndo esta claro se ele pertence a classe I ou
IIT do SCB. O objetivo do presente estudo foi determinar qualitativamente a composi¢ao de
formulagdes de fluconazol disponiveis comercialmente sob a forma de céapsulas, realizar
estudos de compatibilidade farmaco/excipiente, desenvolver e validar metodologia por
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) e comparar os perfis de dissolugdo in vitro
de formulagdes referéncia, genéricas e similares para verificar o cumprimento dos critérios
estabelecidos para a bioiseng@o. Na determinacdo qualitativa da composi¢do das capsulas,
em relagdo a presenca de excipientes criticos, uma formulag@o nao continha lauril sulfato de
sodio mas continha manitol, em contraste com a formula de referéncia, o que pode dificultar
a aceitagdo da bioisencdo. Na andlise por Calorimetria Exploratoria Diferencial foi
observada interagao entre o fluconazol e a celulose microcristalina e entre o fluconazol ¢ o
fosfato de calcio dibésico diidratado. No entanto, nenhuma indicagdo de incompatibilidade
foi encontrada na analise das féormulas farmac€uticas comerciais. Essas interagdes também
foram avaliadas por técnicas de espectroscopia no infravermelho com transformada de
Fourier, onde pequenas alteragdes nas bandas foram observadas e por difragdo de raios X de
p6 e microscopia eletronica de varredura, que ndo evidenciaram nenhuma modificagcdo nas
caracteristicas do estado sélido. O método validado por CLAE mostrou-se linear, especifico,
preciso, exato, com robusez e limites de detec¢do e quantificagdo satisfatorios, garantindo
assim a confiabilidade dos resultados. Segundo a RDC 37/2011, para ser candidato a
bioisen¢do, um medicamento deve ser considerado de rapida dissolucdo, isto €, ndo menos
de 85% da quantidade total do farmaco contido no medicamento deve se dissolver dentro de
30 minutos. Todas as formulagdes testadas em meio de fluido géstrico simulado (pH 1,2)
cumpriram a especificacdo. Em tampao acetato (pH 4,5) apenas as formulagdes genéricas e
uma similar cumpriram com o preconizado, ¢ em meio de fluido intestinal simulado (pH
6,8), duas genéricas e uma similar apresentaram porcentagem de dissolugdo acima de 85%.
Desta forma, demonstra-se que nem todas as formulagdes comerciais disponiveis
cumpririam com o estabelecido pela RDC 37/2011, mas isto ndo deve ser uma preocupacao
para o paciente, uma vez que elas foram submetidas a andlises in vivo para aprovagdo pela

ANVISA.



Palavras-chave: bioiseng¢do, fluconazol, compatibilidade, dissolu¢ao.



ABSTRACT

The biowaiver of bioequivalence studies on class I drugs of the biopharmaceutics
classification system (BCS) is aimed mainly at reducing the costs and the exposure of health
volunteers to a new pharmaceutical formulation. Fluconazole is an important antifungal
agent but in the literature it is not clear whether it belongs to BCS class I or III. The aim of
this study was to qualitatively determine the composition of commercially available
fluconazole formulations in the form of capsules, to carry out compatibility studies
drug/excipient, to develop and validate methodology by high performance liquid
chromatography (HPLC) to quantify the drug and compare the in vitro dissolution profiles
of reference, generic and similar formulations, verifing the compliance with the criteria
established for biowaiver. One formulation did not contain sodium lauryl sulfate and
contained mannitol, in contrast to the reference formulation, which could hinder the
acceptance of the biowaiver. The interaction of fluconazole with microcrystalline cellulose
and calcium hydrogen phosphate dihydrate was observed by Differential scanning
calorimetry (DSC); however, no indication of incompatibility was found in the DSC analysis
of the commercial pharmaceutical formulations. These interactions were also studied by
Fourier transform infrared spectroscopy, where small changes in the bands were observed,
and by X-ray Powder diffraction and scanning electron microscopy, that did not evidenced
any modification in the solid state characteristics. The method developed and validated by
HPLC to quantify the fluconazole showed linearity, specificity, precision, accuracy,
satisfactory robustness and limits of quantification and detection, thus ensuring the
reliability of the results. According to RDC 37/2011 to be a biowaiver candidate the
formulation should be considered as rapid dissolution, i.e., not less than 85% of the total
amount of drug contained in the formulation dissolves within 30 minutes. All tested
formulations in simulated gastric fluid (pH1.2) met the specification. With acetate buffer
(pH 4.5), all generic and one similar formulations complied the recommendations, and with
simulated intestinal fluid (pH 6.8) only two generic and one similar showed a percentage of
dissolution above 85%. Thus, it was shown that not all available commercial formulations
met with the creteria established by RDC 37/2011. However, it should not be a concern for

the patient, since they were subjected to in vivo analysis before approval by ANVISA.

Keywords: biowaiver, fluconazole, compatibility, dissolution.
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1. INTRODUCAO

1.1 Sistema de Classificacdo Biofarmacéutico

A via de administracdo de medicamentos mais comum ¢ a oral devido a conveniéncia
e facilidade de ingestdo. Porém, para inimeros farmacos héd limitagdes na absor¢do e,
consequentemente, na biodisponibilidade (DHIRENDRA et al., 2009). A biodisponibilidade
de um produto farmacéutico ¢ definida como a velocidade e extensdo a qual o principio
ativo ¢ absorvido e fica disponivel no sitio da acdo do farmaco (CHOW,; LIU, 2008).
Somente um farmaco dissolvido estd disponivel para absorc¢do, desta forma, a dissolu¢ao do
farmaco e o transporte através da membrana intestinal determinam a velocidade de absorc¢ao
e, portanto, o inicio e extensao do efeito clinico (DROOGE, 2006).

Levando em consideracdo estes aspectos foi criado em 1995 por AMIDON e
colaboradores o Sistema de Classificagao Biofarmacéutico (SCB). Este sistema visa fornecer
uma abordagem cientifica para a classificagdo dos farmacos baseado na sua solubilidade e
permeabilidade intestinal em combinagdo com as propriedades de dissolucdo de
medicamentos orais de liberagao imediata (AMIDON et al., 1995; YU et al., 2002).

O SCB categoriza os farmacos em quatro classes, conforme demonstrado na tabela 1:

Tabela 1: Sistema de Classificagdo Biofarmacéutico.

Classe Solubilidade Permeabilidade
I Alta Alta
II Baixa Alta
I Alta Baixa
v Baixa Baixa

Fonte: (AMIDON et al., 1995)

A classe I contém farmacos que apresentam alta solubilidade e alta permeabilidade.
Considera-se que o farmaco ¢ bem absorvido e que o fator limitante para a absor¢do ¢ a
dissolugdo ou o esvaziamento gastrico. Para formas farmacéuticas de liberagdo imediata que
se dissolvem rapidamente, a absorcdo sera controlada pela velocidade de esvaziamento
gastrico e nenhuma correlagdo com a taxa de dissolugdo ¢ esperada. Sugere-se entdo, uma

especificagdo de dissolug¢do para formas farmacéuticas de liberacdo imediata que, se 85 %



do farmaco se dissolver em menos de 30 minutos, pode-se assegurar a bioequivaléncia
(AMIDON, 1995).

Na classe II estdo contidos os fAirmacos de baixa solubilidade e alta permeabilidade.
A dissolugdo in vivo ¢ o fator limitante da absor¢do, a qual normalmente ¢ inferior a obtida
com o farmaco de classe I. Devido as altera¢des no contetido € na membrana intestinal ao
longo do intestino, o perfil de dissolucdo do farmaco ¢ que determinara sua concentracao
pelo intestino e assim, a absor¢do ocorrera por um periodo maior de tempo. Os farmacos que
pertencem a esta classe devem apresentar absor¢do variavel, em fun¢do da formulagdo e de
parametros in vivo que podem afetar a dissolucdo e, por isso, necessitam que os perfis de
dissolugdo sejam mais definidos e reprodutiveis (AMIDON, 1995).

A classe III contém farmacos de alta solubilidade e baixa permeabilidade. Nesta
classe a permeabilidade ¢ o fator que controla a absor¢do. Como o perfil de dissolug¢do pode
ser bem definido, assim como na classe I, uma simplificagdo na especificagdo da dissolucao
¢ aplicavel para as formas farmacéuticas de liberacdao imediata, ja que a entrada do farmaco
no intestino depende da velocidade de esvaziamento gastrico. Para esta classe de farmacos,
tanto a velocidade como a quantidade de faArmaco absorvida podem ser altamente variaveis,
mas se a dissolugdo for rapida (85% em 15 minutos), por exemplo, essas variagdes serdo
devido ao transito intestinal, permeabilidade da membrana e contetido lumial, e ndo aos
fatores relacionados a formulagao (AMIDON, 1995).

Na classe IV estdo contidos os fadrmacos de baixa solubilidade e baixa
permeabilidade. Os farmacos presentes nesta classe apresentam problemas significativos de
biodisponibilidade quando administrados por via oral. Dificilmente ¢ possivel obter uma
correlagdo in vitro/ in vivo (AMIDON, 1995).

A classificag@o de solubilidade leva em considera¢do a maior dosagem de uma forma
farmac€utica de liberacdo imediata, sendo um farmaco considerado altamente soluvel
quando for soluvel em 250 mL ou menos de meios aquosos na faixa de pH de 1-7,5. A
estimativa de volume de 250 mL ¢ derivada de estudos de bioequivaléncia que prescrevem a
administracdo da forma farmacéutica com um copo de 4gua a voluntarios humanos em jejum
(AMIDON et al., 1995, FDA, 2000).

A classificagdo da permeabilidade estd baseada, indiretamente, na extensdo da
absorcao intestinal do farmaco em humanos, ou diretamente, pela medida da sua velocidade
de transferéncia através da membrana intestinal humana. Como alternativa, podem ser

usados modelos animais ou in vitro para predizer a extensdo da absor¢do como, por



exemplo, métodos de cultura in vitro de células epiteliais. Um farmaco ¢ considerado como
altamente permeével quando a extensdo da absor¢do intestinal de uma dose administrada em
seres humanos for igual ou maior que 90% (AMIDON et al., 1995, FDA, 2000).

Um medicamento de liberagdo imediata ¢ considerado de rapida dissolug¢do, quando
ndo menos do que 85% da quantidade de farmaco se dissolve dentro de 30 minutos, usando
o aparato [ a 100 rpm (ou aparato II a 50 rpm) num volume de 900 mL ou menos em cada
um dos seguintes meios: 0,1 N HCl ou fluido géstrico simulado sem enzimas, tampao pH
4,5 e tampao pH 6,8 ou fluido intestinal simulado sem enzimas (FDA, 2000).

Através do emprego do SCB pode-se conhecer o fator limitante do processo de
absor¢ao implicando-se assim, em predizer possiveis interagdes com alimentos, escolha de
formulagdo, além de possibilitar a correlacdo in vitro/ in vivo nos testes de dissolugdo de
formulacdes solidas (FLEISHER, 1999; POLLI et al., 2004). Sendo assim, os conceitos do
SCB e outros relacionados sdo atualmente amplamente utilizados na descoberta e
desenvolvimento de medicamentos (BUTLER; DRESSMAN, 2010; COOK; ADDICKS;
WU, 2008; WU; BENET, 2005; YAMASHITA; TACHIKI, 2008).

O SCB ganhou aten¢do uma vez que a sua aplicagdo pode reduzir a necessidade de
estudos clinicos e, consequentemente, de custos e tempo necessarios para o desenvolvimento
de produtos farmacéuticos, servindo como uma ferramenta para identificar compostos
elegiveis para bioisengdo de testes de bioequivaléncia in vivo (LENNERNAS;
ABRAHAMSSON, 2005).

Recentemente foi proposta a subclassificagdo dos farmacos pertencentes as classes 11
e IV do SCB de acordo com a constante de ionizagdo (pka) em: (a) acidos, (b) basicos e (c)
neutros. A constante de ioniza¢do do farmaco (pka) ¢ uma propriedade fisica com impacto
significativo na solubilidade aquosa do farmaco (TSUME et al., 2014). Esta subclassificacdo
¢ particularmente importante para o desenvolvimento de metodologia de dissolugdo in vitro
preditiva do comportamento in vivo devido ao complexo e varidvel ambiente no trato
gastrointestinal, com alteragdes de pH, da capacidade tamponante, do volume lumenal, das
condi¢des surfactantes lumenais, do perfil de permeabilidade ao longo do trato

gastrointestinal em estado de jejum ou alimentados.



1.2 Bioisencio

O termo bioisenc¢do ¢ utilizado para descrever a substituicdo de estudos in vivo pela
avaliagdo in vitro. Com base na avaliagdo in vitro, um novo medicamento pode ser
considerado bioequivalente ao seu produto de referéncia, sem a necessidade de executar
estudos farmacocinéticos realizados em voluntarios humanos (BARENDS; SHAH;
DRESSMAN, 2012).

Os principais critérios que devem ser avaliados para determinar a elegibilidade de
um medicamento oral de liberagdo imediata a bioisengdo dizem respeito a sua classificagao
SCB, ou seja, a solubilidade do farmaco em diferentes valores de pH e a sua permeabilidade
intestinal. Outra condicdo esta relacionada com a taxa de dissolucdo. Além disso, devem ser
considerados os efeitos dos excipientes sobre a fisiologia gastrointestinal e as substancias
ativas. Nao sdo elegiveis substancias medicamentosas que tém janela terap€utica estreita e
indicacdo terapéutica critica e/ou se houver relatos na literatura de ndo aprovacdo em
estudos de biodisponibilidade/ bioequivaléncia, bem como, medicamentos absorvidos na
cavidade oral (BARENDS; SHAH; DRESSMAN, 2012; FDA, 2000; LINDENBERG;
KOPP; DRESSMAN, 2004).

Certas agéncias reguladoras, por exemplo, a Food and Drug Administration (FDA),
Agéncia Europeia de Medicamentos (EMA) e da Organizagdo Mundial da Saude (OMS),
aceitam a substituicdo dos estudos de bioequivaléncia por ensaios in vitro, devido a redugao,
ndo somente da exposi¢do de voluntarios sadios a farmacos candidatos em testes de
bioequivaléncia, mas também pelos custos e o tempo necessario para o desenvolvimento de
produtos farmacéuticos (BERGSTROM et al. 2014).

Os regulamentos sobre bioisengdes baseadas no SCB diferem entre a FDA, a EMA e
OMS. As diferencas entre os varios requisitos regulamentares sdao evidentes e
frequentemente criticadas por industrias farmacéuticas (BARENDS; SHAH; DRESSMAN,
2012).

Para a FDA somente a classe I do SCB ¢ elegivel para a bioisengdo. A OMS além da
classe I inclui a III e alguns farmacos da classe II. A EMA inclui a classe 1 e III
(EUROPEAN MEDICINES AGENCY, 2010; FDA, 2000; WHO, 2006). A FDA foi o
primeiro 6rgdo que implementou os requisitos regulamentares para a bioisen¢do baseada no
SCB, em 2000. Para a FDA o fairmaco ¢ considerado altamente solivel quando a quantidade

presente na forma farmacéutica de maior concentra¢do dissolver-se em 250 mL ou menos,



em um intervalo de pH fisioldgico entre pH 1-7,5 a 37+1 ° C. J4 para a OMS e EMA a faixa
de pH no qual o experimento deve ser realizado ¢ de 1-6 (EUROPEAN MEDICINES
AGENCY, 2010; FDA, 2000; WHO, 2006).

A permeabilidade ¢ considerada alta para a FDA se extensdo da absor¢do do farmaco
atinge pelo menos 90% de uma dose administrada por via oral. Para a OMS e EMA a fracdo
da dose absorvida deve atingir pelo menos 85% (EUROPEAN MEDICINES AGENCY,
2010; FDA, 2000; WHO, 2006).

Os estudos de dissolugdo comparativos in vitro para farmacos candidatos a
bioisen¢do da classe I do SCB devem garantir ndo menos do que 85% de farmaco dissolvido
dentro de 30 min em cada um dos meios de dissolucdo: fluido gastrico simulado pH 1,2 -
(FGS), tampao pH 4,5 e fluido intestinal simulado pH 6,8 - (FIS). Perfis resultantes devem
ser comparados utilizando o fator de similaridade (f2), a menos que 85% ou mais da
quantidade rotulada dissolva dentro de 15 minutos a partir de ambos os produtos
(EUROPEAN MEDICINES AGENCY, 2010; FDA, 2000; WHO, 2006). No caso de
farmacos pertencentes a classe III do SCB a dissolu¢do deve ocorrer dentro de 15 minutos
(EUROPEAN MEDICINES AGENCY, 2010; FDA, 2000; WHO, 2006). Para a FDA os
excipientes devem ser empregados em quantidades usuais e consistentes com a funcao
pretendida, a fim de excluir a interferéncia na velocidade e extensdo da absor¢do (FDA,
2000). A OMS e EMA recomendam que a formulacdo teste empregue 0s mesmos
excipientes presentes na formulagdo do medicamento referéncia. Para a EMA em caso de
medicamentos contendo farmacos pertencentes a Classe III do SCB, a diretriz requer
excipientes qualitativamente os mesmos e quantitativamente muito semelhantes. Segundo a
EMA, se os medicamentos teste utilizarem excipientes que comprovadamente afetem a
biodisponibilidade dos fairmacos (como o sorbitol, manitol, lauril sulfato de sodio, dentre
outros) o medicamento teste devera conter qualitativamente e quantitativamente os mesmos
do medicamento referéncia (EUROPEAN MEDICINES AGENCY, 2010).

Atestando a importdncia que o tema assumiu atualmente, a International
Pharmaceutical Federation (FIP) criou em 2004 um programa para elaboragdo de
monografias de bioisencdo com base no SCB. A selecdo de candidatos a farmacos para
futuras monografias de bioisen¢do baseia-se principalmente na "Lista de Medicamentos
Essenciais" da OMS. As monografias sdo revisoes da literatura nas quais as informagdes sao
coletadas, criticamente revistas e publicadas no Journal of Pharmaceutical Sciences. Este

projeto ¢ apoiado pela OMS e leva em consideragdo as orientagdes da OMS, FDA e EMA,



bem como, os avangos cientificos publicados nesta area. Atualmente sdo 43 monografias
publicadas (INTERNATIONAL PHARMACEUTICAL FEDERATION, 2014).

No Brasil, em 2011, a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) publicou
a RDC 37 que dispde sobre o “Guia para isengdo e substituicdo dos estudos de
biodisponibilidade relativa/ bioequivaléncia”. Assim como nas diretrizes da EMA ¢ WHO
para a ANVISA o farmaco sera considerado de alta permeabilidade quando a fragao da dose
absorvida atingir pelo menos 85% e sera considerado de alta solubilidade quando sua maior
dosagem solubiliza-se completamente em até¢ 250 mL de cada uma das solugdes tampao
dentro da faixa de pH fisiologico (FGS, tampéo pH 4,5 e FIS), a 37+1 °C. O farmaco devera
apresentar dissolugdo rapida, isto ¢, ndo menos do que 85% de farmaco devera ser dissolvido
dentro de 30 minutos em cada um dos meios de dissolugdo ( FGS, tampao pH 4,5 e FIS).
Para a ANVISA somente a classe I do SCB ¢ elegivel para a bioiseng¢ao.

A ANVISA recomenda que o candidato a bioisencdo empregue 0s mesmos
excipientes presentes na formulagdo do medicamento referéncia. Caso sejam utilizados
excipientes criticos (como o sorbitol, manitol, lauril sulfato de s6dio, polissorbato 80 dentre
outros) o medicamento teste devera conter qualitativamente os mesmos do medicamento
referéncia e em quantidade compativel com a fun¢do pretendida na forma farmacéutica
(BRASIL, 2011b).

A partir destas diretrizes a ANVISA publicou a INSTRUCAO NORMATIVA — IN
n° 4 em 3 de agosto de 2011, que foi revogada pela INSTRUCAO NORMATIVA — IN n° 2
em 14 de marco de 2013. A lista atual esta contida na INSTRUCAO NORMATIVA — IN n°
7 em 21 de agosto de 2014, a qual aprova uma lista de 20 farmacos candidatos a bioisengao:
acido acetilsalicilico, capecitabina, cloridrato de doxiciclina, cloridrato de memantina,
cloridrato de propranolol, cloridrato de venlafaxina, dicloridrato de pramipexol, dipirona,
estavudina, fluconazol, fumarato de bisoprolol, hemitartarato de rivastigmina, isoniazida,
levofloxacino, metoprolol, metronidazol, paracetamol, pregabalina, sotalol e temozolomida
(BRASIL, 2014a).

Portanto, listas de candidatos a bioisen¢do foram publicados apenas pela ANVISA
(BRASIL, 2014a), a OMS (WHO, 2006) e Federacdo Internacional Farmacéutica (FIP)
(INTERNATIONAL PHARMACEUTICAL FEDERATION, 2014).

Embora seja dificil de calcular os beneficios econdmicos da bioisengdo, o impacto
econdmico ¢ maior na Europa do que nos EUA, devido que a EMA inclui a classe III do

SCB aos compostos bioisentos. Considerando-se ambas as classes I e III do SCB, estima-se



128-147.000.000 dolares poderiam ser salvos por ano em redugdo de custos clinicos. Estes
sd0 numeros baixos, dado que aproximadamente dois ter¢os de compostos comercializados
pertence as classes I e III do SCB (COOK; DAVIT; POLLI, 2010; TAKAGTI et al., 2006).
Assim, ¢ evidente que a industria farmacéutica ndo tira 0 maximo proveito da bioisensao

(COOK; DAVIT; POLLI, 2010).
1.3 Fluconazol

O fluconazol (Figura 1) ¢ quimicamente descrito como a-(2,4-Difluorfenil)-a-(1H-
1,2,4-triazol-1-ilmetil)-1H-1,2,4-triazol-1-etanol, com foérmula empirica C;3sH;2FaNgO e
massa molar de 306,3 g.mol”. E um pé branco ou quase branco, pouco soliivel em agua,
facilmente solivel em metanol, soluvel em etanol e acetona, pouco soluvel em tolueno e
soluvel em solugdes diluidas de 4cidos minerais e hidroxidos alcalinos (FARMACOPEIA
BRASILEIRA, 2010a; FDA, 2014; USP, 2011).

E um antifingico menos lipofilico e mais hidrofilico quando comparado a outros
antifingicos azolicos como, por exemplo, o clotrimazol, miconazol (ndo absorvidos por via
oral), e o cetoconazol (absorvido por via oral) (GRUDZIENA et al., 2009). Foi descoberto
por RICHARDSON e seus colaboradores (1990) nos laboratérios Pfizer em 1981. Devido a
grande necessidade de antifungicos de uso oral este firmaco foi rapidamente aprovado pela

FDA em 1990.

Figura 1: Estrutura quimica do fluconazol
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O fluconazol é um inibidor altamente seletivo da enzima lanosterol 14-o-desmetilase
no citocromo P450 dos fungos. Esta enzima atua na conversao do lanosterol para ergosterol.

A consequente perda de esterdis normais correlaciona-se com a acumulacdo de esterdis 14-
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a-metila nos fungos e perda da integridade da membrana fungica que pode ser responsavel
pela atividade fungistatica do fluconazol.

O seu espectro de atividade abrange um grande numero de espécies de Candida, mas
Candida glabrata e Candida krusei apresentam uma sensibilidade dependente da dose (C.
glabrata) ou resisténcia completa (BRUNTON; CHABNER; KNOLLMANN, 2011;
CASTAGNOLA et al., 2012; FDA, 2014; SPAMPINATO; LEONARDI, 2013). O
fluconazol ¢ recomendado para o tratamento de candidiase vaginal, candidiase orofaringea e
esofagica, infec¢des do trato urinario por Candida sp., peritonite e infecgdes sistémicas por
Candida sp., incluindo candidemia, candidiase disseminada e pneumonia. O fluconazol
também ¢ utilizado para o tratamento de meningite criptococica. E recomendado para a
diminui¢do da incidéncia de candidiase em pacientes submetidos ao transplante de medula
Ossea que receberam quimioterapia citotoxica e/ou terapia de radiagdo. Ele ¢ quase
completamente absorvido a partir do trato gastrointestinal, independentemente de alimentos
ou da acidez géstrica. Apenas 10% do farmaco em circulacdo esta ligado as proteinas. A
excre¢do renal ¢ responsavel por mais de 90% da eliminag¢do, com meia-vida de cerca de 25
horas (BRUNTON; CHABNER; KNOLLMANN, 2011; FDA, 2014).

Em relag¢do ao polimorfismo do fluconazol, sdo conhecidas trés formas polimorficas
de fluconazol anidro, designadas por formas I, II e III. A Pfizer comercializa o medicamento
com o farmaco na forma polimorfica III (DASH; ELMQUIST, 2001). Estudos
demonstraram a identificacdo das formas polimorficas por Calorimetria Exploratéria
Diferencial (DSC) e difragdo de raios X. Medicamentos sdo comercializados em diferentes
formas polimoérficas (ALKHAMIS et al., 2002; DESAI et al., 2003; ZIEMONS et al., 2011;
BOURICHI et al., 2012).

Nos Estados Unidos, o fluconazol encontra-se disponivel na forma de comprimidos
para administragdo oral, na forma de p6 para suspensdo oral, e como solugdo estéril para
administracao intravenosa (BRUNTON; CHABNER; KNOLLMANN, 2011; FDA, 2014).
No Brasil o fluconazol esta disponivel como solucdo estéril para administracdo intravenosa e
em capsulas para administracdo oral (50, 100, 150 e 200 mg). A dosagem de capsula
usualmente indicada ¢ de 150 mg. Trinta e trés laboratorios produzem capsulas de 150 mg
atualmente. Dentre as formulagdes fabricadas por estes laboratorios estd o medicamento
referéncia, 11 medicamentos genéricos e 26 similares (BRASIL, 2014b). O fluconazol
pertence a relagdo nacional de medicamentos essenciais, a RENAME (BRASIL, 2012),

sendo considerado um medicamento basico da assisténcia farmacéutica.



Relatos na literatura quanto a classificacdo do fluconazol pelo SCB estdo confusas
(BERGSTROM et al. 2014), uma vez que ele é atribuido a ambas as classes III
(BERGSTROM et al., 2014; RAMIREZ et al., 2010) ou classe I (BERGSTROM et al.,
2014; LINDENBER; KOPP; DRESSMAN, 2004). A discrepancia entre publicacdes pode
ser um resultado das diferentes orientagdes fornecidas pela EMA e FDA (diferentes
intervalos de pH para avaliacdo da solubilidade, diferentes limites de absor¢do para
permeabilidade e diferentes doses méximas quando indicado para o tratamento de diferentes
doengas) e diferentes métodos utilizados na investigagdo das solubilidades e
permeabilidades (BERGSTROM et al., 2014).

A ANVISA foi o primeiro 6rgdo a incluir o fluconazol em sua lista de farmacos
candidatos a bioisengéo, na Instrugdo Normativa (IN) n° 4 da ANVISA (BRASIL, 2011a).
Atualmente (setembro/2014) o fluconazol foi também incluido na lista da FIP (CHAROO et
al., 2014).

1.4 Caracterizacio e compatibilidade

A caracterizacdo completa e a compreensdo das interagdes fisico-quimicas de um
farmaco ¢ uma parte integrante de estudos de pré-formulagdo, durante o desenvolvimento de
uma nova formulagcdo farmac€utica. Embora excipientes sejam geralmente considerados
farmacologicamente inertes, eles podem interagir com o farmaco e afetar varios aspectos do
produto, tais como as propriedades organolépticas, de dissolu¢do ou degradacgao
(BERNARDI et al., 2009; CHADHA; BHANDARI, 2014; CHAKRABORTY et al., 2013;
McDAID et al.,, 2003), comprometendo a sua estabilidade e/ou biodisponibilidade. A
avaliagdo das interagdes farmaco-excipiente pode ser considerada ainda mais critica para
medicamentos que sdo candidatos a bioisen¢do de testes de bioequivaléncia, uma vez que
ndo serdao submetidos a estudos in vivo.

Diretrizes regulatdrias europeias e norte-americanas sobre bioisencdes de
formulagdes de liberagdo imediata exigem uma compreensdo aprofundada dos efeitos
biofarmacéuticos dos excipientes, a fim de estabelecer a bioequivaléncia entre dois produtos
diferentes que transportam o mesmo principio ativo com base somente em testes de
dissolugao (EMA, 2010; FDA, 2000). Os documentos de orientagdo mencionam alguns

excipientes criticos, tais como adogantes e surfactantes. No entanto, muitos excipientes nao



sdo mencionados e novos mecanismos de potenciais interacdes ainda estdo sendo
descobertos (TAKIZAWA et al., 2013).

Nos estudos de pré-formulagdo tem-se explorado diversas técnicas termoanaliticas
para a previsdo inicial de excipientes apropriados para as formulagdes objetivando-se
minimizar os efeitos indesejaveis que surgem de incompatibilidades farmaco-excipiente
(CHADHA; BHANDARI, 2014).

A DSC ¢ uma das principais técnicas de andlise térmica e tem sido cada vez mais
utilizada para a triagem rapida de incompatibilidades entre ingredientes farmacéuticos
(ROUMELI et al., 2013).

O farmaco e os sistemas bindrios (farmaco-excipiente) sdo aquecidos e os seus
eventos térmicos sdo monitorados em fun¢do do tempo e da temperatura, fornecendo
informagdes sobre possiveis interagdes entre os componentes da formulagdo de acordo com
a aparéncia, mudanga ou desaparecimento de picos endotérmicos ou exotérmicos e/ou
variagdes nos valores de entalpia nas curvas. Consequentemente a temperatura e a energia
associada com eventos como a fusdo, oxidagdo, reagcdes de reducdo, transicdo vitrea,
ebulicdo, sublimagdo, decomposi¢do e cristalizacdo podem ser avaliados (GIRON, 1990;
OLIVEIRA, et al., 2010; TITA, 2011).

A DSC tem varias vantagens, por exemplo, ¢ um método rapido, uma pequena
quantidade de amostra ¢ necessaria e interagdes fisicas sdo facilmente detectadas. No
entanto, ¢ um método destrutivo, eventos térmicos sobrepostos dificilmente sdo resolvidos e
ndo ¢ possivel detectar as incompatibilidades que ocorrem apds o armazenamento em longo
prazo (CHADA; BHANDARI, 2014).

Quando interagdes farmaco-excipiente sdo detectadas por DSC, a incompatibilidade
deve ser confirmada através de outros métodos, como a andlise termogravimétrica (TG),
microscopia em fase aquecida, difragdo raios X de pd (XRPD), Espectroscopia de
infravermelho com transformada de Fourier (FTIR), microscopia eletronica de varredura
(MEV), ressonancia magnética nuclear (RMN) e cromatografia liquida de alta eficiéncia
(CLAE) (CHADHA; BHANDARI, 2014).

A termogravimetria (TG) ¢ uma técnica na qual se avalia a variagdo de massa na
amostra em funcdo da temperatura ou tempo, em uma atmosfera controlada
(FARMACOPEIA BRASILEIRA, 2010a). O uso da termogravimetria é descrito na
caracterizagdo, determinacdo de pureza e de umidade, identificagdo de pseudopolimorfismo,

na avaliagdo de estabilidade de firmacos e medicamentos e em estudos de cinética de
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degradacdo (OLIVEIRA, M.A et al. 2011). O resultado TG pode ser alterado para registrar
uma curva derivada (DTG). As vantagens da termogravimetria derivada sdo: melhor
distingdo da sobreposi¢do de etapas; determinagdo da temperatura na qual a alteracdo de
massa ¢ maxima; a area sobre a curva DTG ¢ proporcional a mudanga de massa (BROWN,
1988).

Andlises térmicas como DSC e TG podem ser utilizadas tanto no controle da
matéria-prima, quanto do produto acabado, possuindo potencial emprego no
desenvolvimento e na caracterizacdo de novos produtos, avaliagdo dos processos produtivos
além de outras aplicacdes (SILVA et al, 2007). A comparacao dos registros dos resultados
da TG e do DSC, obtidas em condigdes idénticas, pode ajudar na interpretacao dos processos
térmicos (BROWN, 1988).

A espectroscopia na regido do infravermelho com transformada de Fourier (FTIR) ¢
utilizada para pesquisa na area farmacéutica para a identificacdo de farmacos, andlise de
pureza de amostras, investigagdo estrutural, cristalinidade, polimorfismos, qualidade da
matéria-prima, interacdes entre fadrmacos e excipientes, entre outras aplicacdes
(KALINKOVA, 1999; WARGO; DRENNER, 1996). O espectro de infravermelho ¢
caracteristico da molécula como um todo, no entanto, certos grupos de atomos dao origem a
bandas que ocorrem mais ou menos na mesma freqiiéncia, o que possibilita ao profissional
elucidar a estrutura da molécula (SILVERSTEIN; WEBSTER; KIEMLE, 2006).

O método de difragdo de raios X de p6 (DRXP) consiste em um método simples e
direto que permite a identificacdo do fdrmaco, sem tratamento prévio, além de fornecer
informagdes de polimorfos, estado de solvatacdo e grau de cristalinidade (PHADNIS, 1997).
As vantagens da difratometria de raios X na caracterizacdo de sélidos policristalinos sdo a
capacidade de caracterizagdo de substancias e indicar o estado de combinagdo quimica dos
elementos presentes no material, aliado a propriedades ndo destrutivas, rapida e de baixo
custo (ARMELIN et al., 1992; CASTRO, 2007).

Para a identificagdo das fases cristalinas o padrao de difracdo de raios X da amostra ¢
comparado com um padrdo de difracdo de determinado polimorfo, o que permite a melhor
identificacdo da composicao e estrutura cristalina apresentadas por este material (CASTRO,
2007).

A combinagdo da espectroscopia na regido do infravermelho (FTIR) e a difracao de
raios X sdo utilizadas com grande éxito para comprovar as interagdes entre farmacos,

excipientes e sistemas bindrios farmaco-excipientes (ALKHAMIS; OBAIDAT;
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NUSEIRAT, 2002; LIMA et al., 2014; OLIVEIRA, et al., 2010; VERONEZ et al., 2014).
Normalmente a espectroscopia na regido do infravermelho antecede a técnica de difragao de
raios X. As alteragdes observadas nos espectros de infravermelho como o surgimento de
novas bandas, ampliacdo ou alteracdes na intensidade ou posi¢cdo das bandas, observadas em
relacdo ao espectro original devem ser associadas com as alteragcdes nos difratogramas
obtidos em condig¢oes semelhantes (KALINKOVA, 1999).

A microscopia eletronica de varredura (MEV) ¢ uma técnica muito util para a
caracterizacdo dos diferentes habitos cristalinos e efeitos superficiais dos polimorfos. Ela se
baseia na irradiacdo de um feixe fino de elétrons sobre a amostra (CUFFINI; JUNIOR;
TOMBARI, 2009). A variacao da morfologia e tamanho das particulas de um farmaco pode
ser relacionada com problemas no processo de desenvolvimento farmacotécnico, pois
possiveis modificagdes da estrutura das particulas podem indicar alteragdes na velocidade de
dissolugdo in vitro e absorcdo in vivo, além de modificagdes polimorficas, caso o farmaco

apresente polimorfismo (ANSEL, POPOVICH; ALLEN, 2013).

1.5 Dissolucio

A dissolucdo pode ser definida de forma simplificada como o processo pelo qual o
farmaco ¢ liberado de sua forma farmacéutica e se torna disponivel para ser absorvido pelo
organismo. A dissolucdo é um pré-requisito para a absorcdo do farmaco. Ela influencia a
velocidade e extensdo na qual a dose administrada de um farmaco atinge a circulagdo
sistétmica (JAMBHEKAR; BREEN, 2013). Sendo assim, o objetivo do teste de dissolu¢ao in
vitro ¢ fornecer, tdo proximo quanto possivel, a previsdo da biodispinibilidade do
medicamento (ALLEN; POPOVICH; ANSEL, 2013).

O ensaio de dissolugdo nada mais ¢ que um teste fisico no qual o firmaco passa para
a forma soluvel a partir da forma farmacéutica intacta ou de seus fragmentos e particulas
formadas durante o teste, no caso de cépsulas e comprimidos (CHOWDARY;
RAJYALAKSHIMI, 1987). O teste de dissolucdo in vitro de formas farmacéuticas solidas ¢
importante por varias razdes: orienta a formulacdo e o desenvolvimento do produto em
direcdo a sua otimizacdo; a fabricacdo pode ser monitorada pelo teste de dissolucdo, que
atua como um componente do programa de garantia de qualidade; assegura a
bioequivaléncia a cada lote; ¢ uma exigéncia para aprovagao de comercializagdo de produtos

aprovados pelas agéncias regulatorias (ALLEN; POPOVICH; ANSEL, 2013).
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Segundo Marcolongo (2003), inimeras variaveis podem modificar os resultados de
um ensaio de dissolucdo. Todas devem ser consideradas e algumas monitoradas a fim de
obter resultados confiaveis. Dentre essas variaveis se encontram: a solubilidade, o tamanho
de particula e a natureza quimica do firmaco; a forma farmacéutica, os excipientes e a
tecnologia de fabricacdo empregada; o aparato utilizado, a vibracdo do sistema, a velocidade
de agitacdo, a posi¢do e o método de amostragem, o emprego de dispositivos para formas
farmacéuticas que flutuam; o volume de meio empregado, a presenca de gases no meio, o
pH, a evaporagdo, a presenca de tensoativos, a temperatura e a viscosidade do meio; o
método de filtragdo e o método analitico; as condigdes de estocagem do produto.

Nos ultimos anos, Agéncias Regulatorias tém utilizado o SCB para permitir que os
testes de dissolucdo in vitro sejam usados para estabelecer bioequivaléncia no caso de

farmacos altamente soluveis e altamente permeaveis (COOK; ADDICKS; WU, 2008).
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

O objetivo deste trabalho foi realizar estudos de compatibilidade farmaco/excipiente
e comparar os perfis de dissolugdo in vitro de formulacdes referéncia, genéricas e similares
contendo fluconazol para verificar o cumprimento dos critérios estabelecidos para a

bioisengao.

2.2 Objetivos especificos

= Avaliar qualitativamente a formulagdo de diferentes fabricantes;

= Caracterizar as propriedades do estado s6lido da matéria-prima do fluconazol;
= Realizar estudos de compatibilidade farmaco-excipiente;

= Desenvolver e validar metodologia por CLAE para quantificar o farmaco;

= Realizar os perfis de dissolugdo em diferentes meios;

= Comparar os perfis de dissolug¢ao.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 MATERIAIS

Materiais, Substancias e Reagentes

* acetato de sodio trihidratado (Vetec, Rio de Janeiro, RJ, Brasil).

* acetonitrila grau cromatografico (Tedia, Fairfield, OH, EUA).

* 4cido acético glacial (Dindmica, Diadema, SP, Brasil).

* 4cido cloridrico (Synth, Diadema SP, Brasil).

* 4cido perclorico (Carlo Erba, Mildo, Italia).

* 4agua ultrapura foi obtida pelo sistema de purificacdo Milli-Q (Merck Millipore,
Darmstadt, HE, Alemanha).

* anidrido acético (Dinamica, Diadema, SP, Brasil).

* amido (Biotec, Pinhais, PR, Brasil).

* biftalato de potéssio (Biotec, Pinhais, PR, Brasil).

* celulose microcristalina PH 101 (Sintética, Capivari, SP, Brasil).

* cloreto de sédio (Biotec, Pinhais, PR, Brasil).

* cloreto de metilrosanilinio - “Cristal Violeta” (Biotec, Pinhais, PR, Brasil).

* croscarmelose de sodio (Adrivan, Diadema, SP, Brasil).

¢ didxido de silicio (Gemini, Anéapolis GO, Brasil).

* estearato de magnésio (Henrifarma, Sdo Paulo, SP, Brasil).

* fosfato de calcio dibasico di-hidratado (Henrifarma, Cambuci, SP, Brasil).

* fosfato de potassio monobdsico (Dindmica, Diadema SP, Brasil).

* fluconazol matéria-prima. Lote: M519841-1 Validade 01/11/2015. (EMS,
Hortolandia, SP, Brasil).

* hidréxido de sodio (Biotec, Pinhais, PR, Brasil).

* lactose anidra (Sigma-Aldrich St . Louis, MO, EUA).

* lactose monoidratada (Pharma Nostra Anapolis, GO, Brasil).

* lauril sulfato de sédio (Viafarma, Sao Paulo, SP, Brasil).

* membrana acetato de celulose de poro 0,45 um (Millipore, Sao Paulo, SP,

Brasil).
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* manitol (Gemini, Anapolis GO, Brasil).

* metanol grau cromatografico (Tedia, Fairfield, OH, EUA).

* papel filtro quantitativo 28um ( J Prolab, Sdo josé dos Pinhais, PR, Brasil).
* polivinilpirrolidona K30 (Biotec, Pinhais, PR, Brasil).

Equipamentos

* Balanga analitica Gehaka AG200 (Sao Paulo, SP, Brasil).

¢ Calorimetro Shimadzu DSC-60 (Kyoto, Japao).

¢ Cromatdgrafo Shimadzu LC 10AVP (Kyoto, Japao).

* Difratdmetro de raios X de p6 D2 Phaser (Bruker, Massachusetts, EUA).
* Dissolutor Vankel VK7000 (Vanker, Carolina do Norte, EUA).

* Espectrofotometro FTIR Frontier (Perkin Elmer, Massachusetts, EUA).
*  Microscopio Eletronico de Varredura TM3000 (Hitachi, Téquio, Japao).
* pHmetro Phtek PHS- 3B (Colombo, PR, Brasil)

* Termobalanca Shimadzu TGA-50 (Kyoto, Japao).

e Sistema de purificacdo Milli-Q Merck Millipore (Darmstadt, HE, Alemanha).
* Estufa de secagem Biopar (Porto Alegre, RS, Brasil).

* Incubadora com agitag@o orbital (Quimis, Diadema, SP, Brasil)

* Espectrofotometro Jasco V-630 Bio (Kyoto, Japao).
3.1.1 Amostras

As formulagdes comerciais de capsulas contendo 150 mg de fluconazol (referéncia,
genérico e similar) foram adquiridas de laboratérios distintos dentro do seu prazo de

validade e foram designadas como R, para o fluconazol referéncia, G1, G2, G3, para as

formulagdes genéricas e S1, S2 e S3 para formulagdes similares.
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3.2 METODOS

3.2.1 Caracteriza¢do da matéria-prima do fluconazol

3.2.1.1 Solubilidade

O teste de solubilidade do fluconazol foi realizado por meio do método de equilibrio,
empregando a técnica do shake-flask, na qual excesso de amostra fica em contato com o
solvente em incubadora com temperatura controlada sob agitacdo orbital constante. O estudo
foi realizado em frascos de vidro (erlenmeyer) com capacidade de 250 mL, cada um
contendo 100 mL de um dos meios de dissolugdo, FGS, solugdo tampao acetato pH 4,5 e
FIS, em triplicata. Foram adicionadas quantidades de fluconazol em concentrag¢do superior
ao ponto de saturacdo de cada meio de dissolugdo. Os experimentos foram realizados a 37
°C, sob agitacdo constante a 150 rpm por 72 h. Para avaliar a saturacdo do meio,
periodicamente, as amostras eram verificadas visualmente quanto a presenga de farmaco nao
dissolvido. Em caso de solubilizagdo total do fluconazol, adicionava-se mais farmaco ao
meio em andlise. Apds este periodo, as amostras foram submetidas a filtragdo em papel filtro
quantitativo. No final do experimento verificou-se os pHs das solugdes. A determinacdo da
concentracdo de fluconazol no filtrado foi feita por método espectrofotométrico, no
comprimento de onda de 260 nm (BRASIL, 2011b; EMEA, 2008; FDA, 2000; PARAISO,
2012; WHO, 2006).

3.2.1.2 Doseamento volumétrico do fluconazol

Foram pesadas cerca de 0,1 g de fluconazol, em triplicata, e dissolvidas em 50 mL de
acido acético glacial (titulagdo em meio ndo-aquoso). As amostras foram tituladas com
solucao volumétrica de acido perclérico 0,1 M. Para determinar o ponto final foi utilizada a
solucao indicadora de cloreto de metilrosanilinio. Foi realizado ensaio em branco. Cada mL
de acido perclorico 0,1 M equivale a 15,314 mg de Ci;3H;2F:2Neo (FARMACOPEIA
BRASILEIRA, 2010d).
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3.2.1.3 Caracterizac¢ao do estado solido

3.2.1.3.1 Calorimetria exploratoria diferencial (DSC)

As curvas DSC foram obtidas utilizando cadinhos de aluminio com cerca de 2 mg de
amostra. A faixa de temperatura foi de 25-300 °C com razio de aquecimento de 10 °C min™
em atmosfera dindmica de N, (50 mL min™). O equipamento de DSC foi calibrado com

padrdo de referéncia de indio (pf 156,6 °C; AHg,s = -28,54 g'1 J) e zinco (pf 419,5 °C).

3.2.1.3.2 Analise termogravimétrica (TG)

Os experimentos de TG foram realizados em faixa de temperatura de 30 a 600 °C,
utilizando cadinhos de platina, com cerca de 4 mg de amostra, sob atmosfera dindmica de N,

(50 mL min™) e razdo de aquecimento de 10 °C min.

3.2.1.3.3 Espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier (FTIR)

Os espectros de FTIR para o fluconazol, celulose microcristalina, fosfato de calcio
dibasico dihidratado e suas misturas binarias, foram obtidos em espectrofotometro FTIR,
dentro de um intervalo de varredura de 4000-600 ¢cm’', com uma média de mais de 32
varreduras e resolugio espectral de 4 cm™. Um espectro de fundo (branco) foi obtido para

cada condicdo experimental.

3.2.1.3.4 Difracao de raios X de po (DRXP)

Padrdes de difracdo de raios X de p6 foram obtidos em difratometro com tubo de
CuKa, na faixa de 5-40° (20) com tempo de passo de 1s e incremento de 0,05 °. As amostras
do fluconazol, celulose microcristalina, fosfato de calcio dibasico diidratado e suas misturas
binarias foram colocadas delicadamente sobre o porta amostras para evitar problemas de

orientagdo preferencial. O suporte da amostra foi mantida a 5 rpm durante a analise.
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3.2.1.3.5 Microscopia eletronica de varredura (MEYV)

Para aquisi¢ao de micrografias foi utilizado microscopio eletronico de varredura com
detector de elétrons retroespalhados acoplado a espectrometro de energia dispersiva (EDS)
(SwiftED3000) com detector de silicio (SDD de 30 mm? ¢ resolugdo de 161 eV, Cu-Ka), e
analisador multicanal (2048 canais, 10 eV/canal). As amostras foram montadas em suporte

de aluminio e fixadas em fita adesiva de dupla face de carbono.

3.2.2 Avaliacdo da composicao de formulac¢des de fluconazol

Baseado nas bulas das formula¢des comerciais de fluconazol utilizadas neste
trabalho, compilou-se uma lista dos excipientes utilizados na producdo das formulagdes e

esta foi entdo considerada para estudos de compatibilidade.

3.2.3 Estudos de compatibilidade

Os estudos de compatibilidade foram realizados com misturas binarias (1:1; m/m) de
fluconazol e cada excipiente presente nas capsulas comerciais. As misturas fisicas foram
preparadas através de agitagdo em vortex por 2 minutos e imediatamente submetidas a
andlise. As formulagdes referéncia, genéricas e similares também foram analisadas. As
analises foram realizadas por DSC (item 3.2.1.3.1), TG (item 3.2.1.3.2), FTIR (item
3.2.1.3.3), DRXP (item 3.2.1.3.4) e MEV (item 3.2.1.3.5) conforme descritas anteriormente.

3.2.4 Desenvolvimento de metodologia analitica para determinacio de fluconazol por

cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE)

O desenvolvimento da metodologia analitica por CLAE foi realizado com o objetivo
de padronizar o método de quantificacdo do fluconazol apds a dissolugdo das formulagdes
descritas no item 3.1.1 nos diferentes meios de dissolu¢do. Foram feitas adaptagdes a partir
dos artigos da literatura com métodos simples e rapidos (CORREA, 2011; PORTA;
CHANG; STORPIRTIS, 2005) e do método de doseamento da Farmacopéia Brasileira
(FARMACOPEIA BRASILEIRA, 2010c).
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3.2.4.1 Condic¢des cromatograficas

* Coluna cromatografica de fase reversa Phenomenex Synergy Fusion C;s (150
mm X 4,60 mm),

* Eluicdo isocratica,

e Vazdo da fase mével: ImL min™,

¢ Composi¢do da fase movel: acetonitrila: agua (25:75),

* Temperatura 30 °C,

¢ Comprimento de onda: 260 nm,

*  Volume de inje¢ao: 20uL,

* Tempo de corrida: 6 minutos,

* Detector espectrofotométrico UV-VIS,

A fase movel e os meios de dissolucdo foram previamente filtrados a véacuo e

degaseificados por membrana acetato de celulose de poro 0,45 um.

3.2.4.2 Validacio do método de quantificacio por CLAE

O desenvolvimento e validagdo do método analitico foram realizados de acordo com
o preconizado na RE n® 899 (BRASIL, 2003), ¢ ICH Q2(R1) (ICH, 2005) nos seguintes
parametros: linearidade, especificidade, precisdo, exatiddo, limite de deteccdo e limite de

quantifica¢do e robustez.

3.2.4.2.1 Linearidade

As solugdes trabalho para avaliacdo da linearidade foram obtidas através de
diferentes dilui¢des a partir de solucdo contendo 2 mg/mL de fluconazol em metanol. A
linearidade foi avaliada utilizando-se oito diferentes concentragdes de fluconazol (1, 5, 20,
50, 100, 150, 200 e 250 pg/mL) em cada um dos trés meios de dissolug¢do (FGS pH 1,2,
tampao pH 4,5 e FIS pH 6,8). Os coeficientes de correlag@o e as inclinagdes foram obtidos
plotando-se as areas do cromatogramas obtidos versus concentragdo teorica do farmaco, e
cada curva de linearidade foi submetida a analise de regressdo. As curvas foram realizadas

em triplicata.
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3.2.4.2.2 Especificidade

Para verificar uma possivel influéncia dos excipientes na area do pico do fluconazol
foi preparada uma mistura com todos os excipientes, na faixa de propor¢do em que
geralmente sdo utilizados nos medicamentos (FERREIRA, 2002; ROWE; SHESKEY;
QUINN, 2009). Os calculos foram realizados levando-se em consideracao o conteudo de
uma cépsula de fluconazol que ¢ de aproximadamente 0,4 g (CORREA, 2011; PORTA,
1999). Os excipientes foram misturados em agitador tipo vortex por 2 minutos e diretamente
colocados nas cubas de dissolugdo contendo os diferentes meios. A mistura de excipientes
foi agitada no dissolutor nas mesmas condi¢des utilizadas no processo de dissolu¢do das
capsulas. Ao final de 30 min de agitacdo foram coletados 5 mL desta solucdo, filtrados e
analisados por CLAE.

Também averiguou-se uma possivel interferéncia dos meios de dissolu¢dao no tempo

de retengdo do fluconazol injetando-se 20 pL de cada um dos destes meios no CLAE.

3.2.4.2.3 Precisao

A precisdo foi determinada através do ensaio de repetibilidade (precisdo intra-
corrida) e precisdo intermedidria (precisao inter-corridas). A repetibilidade foi obtida
analisando-se o coeficiente de variagao das determinagdes de seis amostras na concentragao
de 100 pg mL"', no mesmo dia, sob as mesmas condi¢des experimentais. A precisdo
intermediaria do método foi avaliada pela determinacdo das amostras por 3 analistas

diferentes (BRASIL, 2003; ICH, 2005).
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3.2.4.2.4 Exatidao

A exatidao foi avaliada através da adi¢dao de solugdo de fluconazol (2 mg/mL) em
metanol em solucdo placebo (mistura de todos excipientes) previamente dissolvidos em cada
um dos meios de dissolu¢do. Volumes varidveis de solu¢do padrdo foram adicionados a
estes meios para obter valores de 80%, 100% e 120% da concentragdo de trabalho do
fluconazol, correspondente a 133 pg/mL, 167 ug/mL e 200 pg/mL, respectivamente. Cada
solucdo foi preparada em triplicata. A exatiddo foi expressa em termos de porcentagem de

recuperacdo, segundo a Equagdo 1 (BRASIL, 2003; ICH, 2005):

Exatidao = concentra¢do média experimental x 100  (Equacao 1)

concentragdo tedrica

3.2.4.2.5 Limites de detec¢do e quantificacio

Com a linearidade estabelecida, os limites de detec¢do (LD) e de quantificacao (LQ)
do fluconazol foram calculados conforme as Equagdes 2 e 3, respectivamente (BRASIL,

2003; ICH, 2005):

LD =DP x 3 (Equacao 2) LQ=DP x 10 (Equagdo 3)
IC IC

Em que:
DP = ¢ o desvio padrao médio do intercepto,
IC = ¢ a inclinagdo da curva de calibragao.

3.2.4.2.6 Robustez

A robustez do método analitico foi avaliada por meio da variagdo nas seguintes
condi¢des cromatograficas: fluxo da fase mével (0,9; 1,0 e 1,1 mL min™), composi¢ao da
fase mével (acetonitrila: agua - 23:77; 25:75 e 27:73), temperatura do forno (28, 30 e 32 °C)
e comprimento de onda (258, 260 e 262 nm).
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3.2.4.3 Estudo do perfil de dissolucio

O estudo do perfil de dissolugao do fluconazol foi realizado conforme preconizado

na RDC N°37/2011 e RDC N° 31/ 2010.

Condig¢des experimentais:

Aparatos e velocidade de agitacdo: Aparato I (cesta) a 100 rpm,;

Meios de dissolugao: fluido gastrico simulado sem enzimas (pH 1,2), tampao pH 4,5
e fluido intestinal simulado sem enzimas (pH 6,8);

Temperatura: 37 + 1°C;

Registro do pH no inicio e no final do experimento;

Volume do meio: 900 mL;

A =260 nm.

Foram realizadas dissolugdes de seis capsulas de cada uma das formulagdes citadas

no item 3.1.1. As aliquotas foram coletadas das cubas nos seguintes tempos: 1 min, Imin e

30 s, 2 min, 2 min e 30 s, 3, 4, 5, 6, 8, 10, 15, 20 ¢ 30 min. Nos pH’s 4,5 ¢ 6,8 ndo foi

coletada a aliquota de 1 min e 30 segundos. Estas amostras foram imediatamente filtradas

em papel filtro quantitativo. Apds a realizacdo do perfil de dissolu¢do as amostras foram

quantificadas pelo método cromatografico descrito anteriormente item 3.2.4.1.

23



3.2.4.3.1 Preparo dos meios

Fluido gastrico simulado sem enzimas (pH 1,2):
Dissolveram-se 2,0 g de cloreto de s6dio em 7,0 mL de 4cido cloridrico (37%) e
completou-se 0 volume com agua destilada o suficiente para fazer 1000 mL de solugdo.

Ajustou-se o pH para 1,2 (USP, 2011).

Solugdo tampao pH 4,5:

Dissolveram-se 2,99 g de acetato de sodio tri-hidratado em 500 mL de &gua
destilada, misturou-se e adicionou-se 14 mL da solu¢@o de acido acético a 2N. Completou-se
o volume com 4gua destilada o suficiente para fazer 1000 mL de solugdo. Ajustou-se o pH

para 4,5 (USP, 2011).

Fluido intestinal simulado sem enzimas (pH 6,8):

Dissolveram-se 6,8 g de fosfato de potdssio monobdsico em 250 mL de agua
destilada, misturou-se e adicionou-se 77 mL de hidroxido de sédio 0,2 M. Completou-se o
volume com 4gua destilada o suficiente para fazer 1000 mL de solucdo. Ajustou-se o pH
para 6,8.

Os ajustes de pH foram realizados com solu¢des de hidroxido de sodio 0,2 M ou
acido cloridrico 0,2 M. Todos os meios foram filtrados a vacuo em membrana de acetato de

celulose para desaeragdo e retirada de qualquer impureza insoluvel (USP, 2011).
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3.2.4.3.2 Analise estatistica

A avaliagdo dos perfis de dissolugdo obtidos foi realizada pela analise dos dados por
comparagdo estatistica, através da aplicacdo dos fatores f7 (fator de diferenca) e f2 (fator de

semelhanca), conforme as Equagdes 4 e 5, respectivamente (BRASIL, 2010; MOORE et al.,
1996; OLIVEIRA et al., 2011):

fl1= {2 |Rt — Tt|/ 2 Rt} %100 (Equagio 4)

. -0,5

f2=5010g{1+1/n2(Rt—Tt)2} xlOO} (Equagdio 5)

Em que:
n= ¢ o numero de tempos considerados,

Rt e Tt = representam os valores médios das porcentagens dissolvidas no tempo t para as

formulagdes referéncia e teste, respectivamente.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1.1 Caracterizacio da matéria-prima do fluconazol

Os principais resultados dos estudos de caracterizacdo do fluconazol e compatibilidade

farmaco-excipiente encontram-se publicados na forma de artigo cientifico (Anexo A).

4.1.1.1 Solubilidade

O fluconazol ¢ uma base fraca e possui trés diferentes valores de pKa calculados,
11,01 £0,29, 2,94 + 0,10 e 2,56 £ 0,12, correspondendo ao grupo alcool (doador de prétons)
e dois azotos (aceptores de protons), respectivamente. Desta forma a solubilidade aquosa do
fluconazol ¢ maior em solu¢des com valores de pH acima de 11,01 e abaixo 2,94, situagdes
em que o farmaco seria totalmente ionizado (CORR]:ZA; VIANNA-SOARES; SALGADO,
2012). A literatura também cita o pKa do farmaco como sendo 2,0 (MERCK & COMPANY
INCORPORATED, 2010) .

O teste de solubilidade foi realizado pelo método shake-flask, conforme preconizado
na RDC 37/2011 (BRASIL, 2011b; EMEA, 2008; FDA, 2000; ¢ PARAISO, 2012; WHO,
2006). Os valores das solubilidades do fluconazol nos diferentes meios sdo apresentados na

tabela 2.

Tabela 2: Solubilidade do fluconazol em diferentes meios a 37 °C.

Meios Solubilidade (mg mL™) pH inicial pH final
(+DP)
FGSpH 1,2 54,72+0,77 1,2 1,7
Tampao pH 4,5 8,85+0,03 4,52 4,54
FIS pH 6,8 7,99+0,20 6,8 6,81
Agua destilada 8,68+0,02 5,88 6,8

Conforme demonstrado na tabela acima a solubilidade do fluconazol em agua a 37
°C foi 8,68 mg mL™". Valores proximos foram encontrados 8 mg mL™' (DASH; ELMQUIST,
2001), 8,8 mg mL™' (PARAISO, 2012).
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O meio que apresentou maior solubilidade foi o fluido gastrico simulado, com
solubilidade média de 54,72 mg mL™. Isto pode ser devido ao pH 1,2 do meio ser menor
que o pka (2,56) do farmaco. Sendo o fluconazol uma base fraca, a solubilidade aumenta em
um fator de 10 para cada unidade de pH abaixo do seu pka (MARTINEZ; AMIDON, 2002).
Dash e Elmquist (2001) citam uma solubilidade em torno de 60 mg mL™" para o fluconazol
a 37 °C. Porém Paraiso (2012) encontrou uma solubilidade de apenas 14,40 mg mL .

Os demais meios avaliados tem valores de pH maiores que o menor pKa do farmaco,
assim, as moléculas estdo menos ionizadas e apresentam menor solubilidade.

Paraiso (2012) encontrou o valor de solubilidade de 9,16 mg mL™' para o fluconazol
em meio de dissolugio tampdo pH 4,5, e de 8,34 mg mL™' para o meio de dissolugio pH 6,8.
O valor da solubilidade encontrada em 4gua destilada foi de 8,80 mg mL "'(pH 5,5). Estes
valores sdo proximos aos demonstrados na tabela 2.

A RDC n° 37/2011 (BRASIL, 2011b) cita que o fArmaco sera considerado altamente
soluvel se sua maior dose administrada oralmente solubiliza-se completamente em até 250
mL de cada uma das solugdes tampao utilizadas dentro do pH fisiologico (1,2 a 6,8) a 37 + 1
°C. Observando os resultados mostrados na tabela 2 e levando-se em consideracdo a dose
usual de fluconazol de 150 mg, este farmaco ¢ considerado altamente solivel, j4 que em

todos os meios sua concentragio foi bem superior a 0,6 mg mL™ (150 mg + 250 mL).

4.1.1.2 Doseamento volumétrico do fluconazol

A volumetria em meio ndo aquoso realizada para o doseamento do fluconazol
matéria-prima resultou em teor de 101,35 £+ 1,06%. O valor estd em conformidade com a
monografia da Farmacopia Brasileira 5 edigdo que traz a faixa de 98 a 102 % como limites

de teor para o fluconazol (FARMACOPEIA BRASILEIRA, 2010c).
4.1.1.3 Caracterizacao do estado solido da matéria-prima
4.1.1.3.1 Calorimetria exploratoria diferencial (DSC)
A caracterizacdo termoanalitica do fluconazol ¢ apresentada na Figura 2. A curva

DSC mostra um evento endotérmico (Tpeak = 138,16 °C; Tonser = 135,70 °C; AHpusion = -

114,91 J g™ que corresponde ao ponto de fusio.
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4.1.1.3.2 Analise termogravimétrica (TG)

As curvas de TG/DTG revelam a decomposi¢do do fluconazol em dois eventos
sobrepostos entre 256-295 °C (Am = 99,1%) (Figura 2). Nao foram observados eventos
acima de 300 °C.

Figura 2: Curvas DSC e TG/DTG do fluconazol puro obtidos em atmosfera de nitrogénio

(50 mL min™) e razdo de aquecimento de 10 °C min.
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4.1.1.3.3 Espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier (FTIR)

O espectro de absor¢ao no infravermelho do fluconazol foi registrado no intervalo de

4000 a 500 cm "' (Figura 3).

Figura 3: Espectro de absor¢ao no infravermelho do fluconazol puro.
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O espectro de absor¢ao do fluconazol matéria-prima apresenta uma banda larga na
faixa de 3600-2500 cm™ devido as vibragdes de estiramento O-H. As bandas 1619 e 1514
cm’ sdo atribuidas as vibragdes de estiramento das ligagdes C=C do anel aromatico. As
bandas 1502 e 1420 cm™ estdo relacionadas as vibragdes de estiramento do anel triazélico,
enquanto que a banda 1273 cm’' refere-se ao estiramento C-F . A banda em 1138 cm™ esta
relacionada com a respiragio (breathing) do anel triazdlico. As bandas 1020 cm’
correspondem as ligagdes C-H do anel aromatico e as bandas 967 ¢ 846 cm™ as ligagdes C-
H do anel triazolico. Dados semelhantes foram encontrados por DASH e ELMQUIST
(2001) e CYR et al. (1996).
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4.1.1.3.4 Difracao de raios X de po (DRXP)

O padrdo de difragdo de raios X de po do fluconazol na faixa de 5-40° (20) esta
representado na Figura 4.

Figura 4: Perfil de difragdo de raios X de pd para o fluconazol puro.
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A presenca de picos bem definidos indica que o fluconazol matéria-prima apresenta

estrutura cristalina. Os principais angulos dos picos de difragdo do fluconazol foram 9,27°,

10,13° 16,23°, 16,68°, 20,09°, 21,20°, 25,67° € 29,33° (26).
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4.1.1.3.5 Microscopia eletronica de varredura (MEYV)

Fotomicrografias da matéria-prima de fluconazol foram realizadas em dois
aumentos, conforme Figura 5.

Verifica-se que o fluconazol material-prima apresenta-se com tamanho de particula
variavel e morfologia indicativa de estrutura cristalina, comprovada pelas andlises obtidas

por DRXP.

Figura 5: Micrografias de MEV: fluconazol (500x) (A), fluconazol (1000x) (B).

HL DS54 x500 200um HL D54 x1.0k 100um

4.2 Avaliacao da composi¢cao de formulacoes de fluconazol

Com objetivo de minimizar um possivel impacto dos excipientes sobre a
biodisponibilidade do farmaco, os medicamentos que contenham principio ativo da classe I
do SCB candidatos & bioisencdo devem conter quantidades semelhantes dos mesmos
excipientes nas composi¢des dos produtos de teste e de referéncia. Se uma bioisen¢do ¢
aplicada a um farmaco de classe III do SCB, os excipientes t€ém de ser qualitativamente os
mesmos e quantitativamente muito semelhantes, de modo a excluir diferentes efeitos sobre
os transportadores de membrana. A limitacdo principal relaciona-se com a utilizacdo dos
chamados "excipientes criticos". Estes excipientes (por exemplo, sorbitol, manitol, lauril
sulfato de so6dio ou outros surfactantes) podem afetar a biodisponibilidade e devem ser
identificados, juntamente com o seu possivel impacto sobre a motilidade gastrointestinal, a
suscetibilidade de interagdes com o fairmaco, a permeabilidade de fArmacos e interacdo com

transportadores de membrana. Além disso, os excipientes criticos devem ser
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qualitativamente e quantitativamente os mesmos no produto de teste e o produto de
referéncia tanto para os farmacos de classe I e classe III do SCB (BARENDS; SHAH;
DRESSMAN, 2012; EUROPEAN MEDICINES AGENCY, 2010; FDA, 2000).

A avaliacdo qualitativa dos componentes das formulagdes estd descrita na tabela 3.
Considerando-se a presenca de excipientes criticos, apenas a formulacdo G3 ndo contém
lauril sulfato de s6dio e contém manitol. A formulagdo G3 também contém alcool etilico,
sugerindo que foi a Unica formulag@o na qual foi utilizada granulagdo imida no processo de
fabricacdo. Uma vez que ¢ uma formulagdo genérica, foram realizados estudos de
bioequivaléncia e o produto foi aprovado. No entanto, sendo uma formulagdo distinta,

provavelmente ndo satisfaga os critérios da bioisengao.

Tabela 3: Excipientes utilizados em diferentes formulagdes comerciais de capsulas de 150

mg de fluconazol.

Excipiente Formulagdes*™

R G, G, G; Si S, S;
Alcool etilico X
Amido X X X
Celulose microcristalina X X
Croscarmelose de sodio X X
Dioxido de silicio X X X X X X
Estearato de magnésio X X X X X X X
ngfato de calcio dibasico X
diidratado
Lactose anidra X
Lactose monoidratada X X X X
Lauril sulfato de s6dio X X X X X X
Manitol X
Polivinilpirrolidona X X X

* R: referéncia, G: genérico, S: similar.

O amido ¢ um excipiente versatil utilizado como aglutinante, diluente, desintegrante
e agente espessante. Foi utilizado pelos medicamentos referéncia, G2 e S1. A celulose

microcristalina ¢ amplamente utilizada em produtos farmacéuticos, principalmente como um
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ligante/diluente em formulacdes de comprimidos e de capsulas orais, nas quais ¢ utilizada
em ambos os processos de granulagdo por via imida e de compressdo direta. Em adigdo a
sua utilizagdo como um ligante/diluente, a celulose microcristalina também tem
propriedades lubrificantes e desintegrantes que a tornam util para a producdo de
comprimidos (ROWE; SHESKEY; QUINN, 2009). A celulose microcristalina foi utilizada
em G3 e S2.

A croscarmelose sodica atua como desintegrante e foi utilizada somente por G1 e S2.
O dioxido de silicio esta presente em todas as formulagdes, exceto na G3. Ele ¢ comumente
utilizado para melhorar as propriedades de escoamento dos pds-secos em numerosos
processos, tais como no processo de compressdao e enchimento de capsulas, devido ao seu
tamanho de particula pequeno e grande area superficial.

O estearato de magnésio, que atua principalmente como lubrificante, foi utilizado por
todos os fabricantes. Em S2 pode-se verificar a presenca de fosfato de calcio dibésico
diidratado, que ¢ utilizado como um diluente em comprimidos e capsulas. E também usado
em produtos farmacéuticos devido as suas propriedades de compactacdo e as boas
propriedades de fluxo.

Quanto a lactose ou lactose monoidratada, somente G3 e S2 nao utilizaram este
excipiente, que tem como principal funcdo diluir e preencher as capsulas. Nas formulagdes
em que foi identificada a lactose monoidratada, esta foi avaliada. No entanto, quando a bula
mencionava apenas lactose, foi utilizada lactose anidra. A polivinilpirrolidona estd presente
em G3, S2 e S4. Atua como aglutinante (geralmente em processos de granulagdo por via
umida) e melhora da dissolugdo de firmacos pouco soltiveis. Porém nas formulacdes que
ndo consta dgua e/ou alcool supde-se que nao foi utilizada a granulagdo via umida na
fabricagao.

O lauril sulfato de sddio ¢ um surfactante anidnico utilizado numa grande variedade
de formulagdes farmacéuticas ndo-parenterais. E um surfactante e agente molhante o qual
tem a finalidade de diminuir a repulsdo da 4gua e facilitar o contato do principio ativo com
os liquidos gastrintestinais, favorecendo a dissolucdo e melhorando a absor¢io. E eficaz
tanto em condigdes alcalinas quanto 4cidas. Também ¢ utilizado como agente emulsionante
e lubrificante em comprimidos e capsulas. Uma vez que a utilizagdo de lauril sulfato de
sodio aumenta a taxa de dissolug¢do do farmaco, e assim, pode afetar a biodisponibilidade e a

absorcdo de farmacos, ele também ¢é considerado um excipiente critico para andlise de
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bioisentos (BRASIL, 2011). O laurilsultado de s6dio estd presente na composi¢do do
medicamento Referéncia e na maior parte dos medicamentos avaliados, com excecao de G3.

O manitol faz parte apenas do G3, e ndo faz parte do medicamento de referéncia. Nas
preparacdes farmacéuticas o manitol ¢ utilizado principalmente como diluente (10-90%
m/m). Em formulagdes de comprimidos pode ser usado com substancias ativas sensiveis a
umidade uma vez que ndo ¢ higroscopico. Administrado por via oral, o manitol ndo ¢
absorvido em quantidades significativas a partir do trato gastrointestinal e quando
administrado em doses elevadas, pode causar diarréia osmoética (ROWE; SHESKEY;
QUINN, 2009). Verificou-se que a utilizagdo de manitol levou a uma biodisponibilidade oral
menor de cimetidina em comparacdo com a sacarose (ADKIN et al., 1995) . O manitol
diminui a biodisponibilidade, pois reduz o tempo de transito gastrointestinal e desta forma
acelera a passagem do medicamento limitando sua absor¢do. Devido a este problema
gastrointestinal, considera-se o manitol um excipiente critico (BARENDS; SHAH;
DRESSMAN, 2012; ROWE; SHESKEY; QUINN, 2009; BRASIL, 2011b).

Os medicamentos G2 e S1 sdo as formulagdes que mais se assemelham ao
medicamento de referéncia. G3 foi a que mais diferiu da formula de referéncia, tendo apenas

o estearato de magnésio como excipiente em comum.

34



4.3 Estudos de compatibilidade

O fluxograma (Figura 6) mostra o protocolo utilizado para o estudo de
compatibilidade farmaco-excipiente. Primeiramente realizou-se a caracterizacdo do
fluconazol puro, bem como de todos os excipientes puros e posteriormente foram analisadas
suas misturas binarias. As misturas binarias que apresentaram algum sinal de intera¢do por
DSC foram analisadas por técnicas adicionais (TG, FTIR, DRXP, MEV) para ajudar na

interpretacdo dos resultados.

Figura 6: Fluxograma do estudo de compatibilidade farmaco-excipiente.

Farmaco e Mistura binéria
excipientes puros

Sinais de
interagdo

incompativel I

4.3.1 Calorimetria exploratoria diferencial (DSC) e Analise termogravimétrica (TG)

No estudo de compatibilidade as curvas DSC dos componentes puros sao
comparadas com as curvas obtidas a partir de misturas fisicas 1:1. Supde-se que as
propriedades térmicas (ponto de fusdo, de mudanca de entalpia, etc) das misturas sdo a soma
dos componentes individuais, se 0s componentes sdo compativeis uns com os outros. A
auséncia de um pico, mudanga significativa no pico de fusdo dos componentes, ou o

aparecimento de um novo pico exo/endotérmico na mistura fisica indica incompatibilidade.
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No entanto, pequenas mudancas na forma de pico, altura e largura sdo esperados devido a
possiveis diferencas na geometria mistura (CHADHA et al., 2013). Em geral, quando a
interagdo ¢ observada por DSC, ¢ necessario investigar e empregar outros métodos de
analiticos.

Os perfis térmicos das misturas fluconazol/croscarmelose de sodio,
fluconazol/lactose monoidratada, fluconazol/estearato de magnésio,
fluconazol/polivinilpirrolidona, fluconazol/didxido de silicio, fluconazol/lauril sulfato de
sodio, e fluconazol/amido podem ser considerados como uma sobreposi¢do das curvas do
fluconazol e dos excipientes (Figura 7, Tabela 3), demonstrando a auséncia de interagcdo. As

curvas DSC dos excipientes puros acima citados estdo demonstrados no Anexo B.

Figura 7: Curvas de DSC das misturas do fluconazol e seus excipientes (1:1; m/m). A:
fluconazol puro, B: croscarmelose de sodio, C: lactose monoidratada, D: lactose anidra, E:
estearato de magnésio, F: amido, G: polivinilpirrolidona, H: diéxido de silicio, I: lauril

sulfato de sodio, J: manitol.
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A curva DSC do fluconazol/croscarmelose de sdédio (Figura 7B) demonstra um
evento endotérmico caracteristico do ponto de fusdo do fluconazol a 133,7 °C e um amplo
evento endotérmico na faixa de 75 °C - 125 °C, correspondente a perda de agua adsorvida.
Foi demonstrado por DSC que a croscamelose de sédio ¢ compativel com ceftodoxima

proxetil (BADALKUMAR et al., 2012) e metformina (SANTOS et al., 2008). Interagdes no
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estado solido foram observadas com o citrato de sildenafila (JULIO et al., 2013) ¢ maleato
de enalapril (REZENDE; SANTORO; MATOS, 2008).

A curva do fluconazol/lactose monoidratada (Figura 7C) mostrou pico endotérmico
caracteristico do ponto de fusdo do fluconazol a 135,8 °C, seguido pela fusdo da lactose
monoidratada em 205,4 °C (ROWE; SHESKEY; QUINN, 2009). A desidrata¢do da lactose
monoidratada foi observada como um evento endotérmico a 141,8 °C quando o excipiente
foi analisado puro (Anexo B). Este evento foi provavelmente sobreposto pelo ponto de fusdo
do fluconazol na mistura de 1:1, como também pode ser visto no maior valor de AHg,sz0 (-
115,71 J/g), em comparagdo com as outras misturas bindrias (Tabela 4).

A curva do fluconazol/lactose anidra (Figura 7D) demonstrou o ponto de fusdo do
fluconazol em 136,7 °C. Em contraste, Desai et al. (2003) observaram também picos a 86,1 ¢
136,4 °C em adicdo ao pico correspondente a fusdo do fluconazol puro a 140,2 ° C,
indicando interacdo parcial do farmaco com a lactose. No entanto, os autores ndo
mencionam o tipo de lactose presente. Em outro estudo a lactose foi considerada compativel
com cloridrato de sibutramina monoidratada (OLIVEIRA, P.R., et al., 2010) e norfloxacino
(OLIVEIRA et al., 2009) e incompativel com cloridrato de prometazina (THUMMA;
REPKA, 2009) e o aciclovir (MONAJJEMZADEH et al.,, 2009). Normalmente, as
incompatibilidades relativas a lactose sdo devidas a reacdo de Maillard. Esta reacdo ¢
suscetivel de ocorrer entre lactose (um dissacarideo redutor) e compostos com um grupo
amina primdria e/ou secundaria, geralmente resultando em produtos de cor castanha ou
castanho-amarelada (MONAJJEMZADEH et al., 2009; ROWE; SHESKEY; QUINN,
2009).

Na mistura fluconazol/estearato de magnésio (Figura 7E), foram observados dois
eventos endotérmicos sobrepostos. O primeiro, no intervalo de 75-101 °C, foi atribuido a
desidratagdo do estearato de magnésio e o segundo na faixa de 96-126 °C, foi atribuido a
fusdo do excipiente, que estd dentro da faixa de fusdo de 117-150 °C relatada (ROWE;
SHESKEY; QUINN, 2009). Um terceiro evento foi observado em 136,43 °C correspondente
a fusdo de fluconazol. Estearato de magnésio foi considerado incompativel com nebicapona
(SILVA; LOBO, 2010), aceclofenaco (AIGNER et al., 2011) e acido acetilsalicilico (TITA
etal., 2013).

A curva do fluconazol/amido (Figura 7F) mostra o pico endotérmico do ponto de
fusdo do fluconazol de 137,8 °C. O amido foi considerado incompativel com o

antidepressivo maleato seproxetina (SCHILDCROUT; RISLEY; KLEEMANN, 1993) e

37



com o broncodilatador clenbuterol (SIGNORETTI et al.,1986). E ele foi compativel com
anti-histaminico desloratadina (VERONEZ et al., 2014) e com o antipsicético atipico
risperidona (DANIEL et al., 2013).

Em comprimidos, solu¢des de povidona sdo usadas como aglutinante nos processos
de granulagdo via umida. De modo semelhante ao caso da mistura de amido, a curva
fluconazol/polivinilpirrolidona (Figura 7G) mostra a sobreposicdo das curvas de DSC
individuais (Anexo B), com o ponto de fusio do fluconazol a 137,1 °C. A
polivinilpirrolidona foi incompativel com o anti-inflamatério cetoprofeno (TITA et al.,
2012), com o anti-hipertensivo atenolol (MARINI et al., 2003), e com o antipsicotico
haloperidol (BRUNI et al., 2010), mas compativel com a desloratadina (VERONEZ et al.,
2014) e citrato de dietilcarbamazina (CHAVES et al., 2013).

A curva fluconazol/didxido de silicio (Figura 7H) mostrou o pico endotérmico do
ponto de fusdo do fluconazol a 130,9 °C. Esta reducdo de cerca de 8 °C na fusdo ndo foi
considerado como indicativo de incompatibilidade uma vez que a curva de DSC pode ser
considerada como a soma das curvas individuais, sem a presenca de novos eventos ou a
auséncia de eventos anteriormente presentes. Além disso, o dioxido de silicio ¢ comumente
utilizado em pequenas quantidades, em uma formulacdo farmacéutica e, provavelmente, nao
compromete a estabilidade do produto. O didxido de silicio foi considerado compativel com
a primaquina (BERTOL et al., 2010), o norfloxacino (OLIVEIRA et al.,, 2009) e o
cetoprofeno (TITA et al., 2011), mas incompativel com maleato de enalapril (REZENDE et
al., 2008).

Para a mistura do fluconazol/lauril sulfato de sodio (Figura 7I) o evento de fusdo de
fluconazol foi observado em Tpeax 132 °C. Os dois eventos endotérmicos Tpeak 100 °C € Tpeak
153 °C, juntamente com o evento exotérmico a Tpea 167 °C, também foram observados no
lauril sulfato de sodio sozinho. Ele mostrou intera¢ao com trioxsaleno (LIMA et al., 2014),
penta cloropropamida (FREIRE et al., 2009) e levotiroxina sddica (COLLIER et al., 2010),
mas foi compativel com a risperidona (DANIEL et al., 2013).

Para a mistura fluconazol/manitol (Figura 7J), a curva de DSC foi considerada a
sobreposicdo das curvas individuais, sem indicagdo de incompatibilidade. O ponto de fusdo
do fluconazol foi observado no Tpeax 130,8 °C. O manitol foi compativel com a desloratadina
(VERONE-Z et al., 2014) e trioxsaleno (LIMA et al., 2014) e incompativel com primaquina
(BERTOL et al., 2010) e omeprazol (AGATONOVIC-KUSTRIN et al., 2008).

Foram observadas diferencas nas curvas de DSC para o fluconazol/fosfato de célcio
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dibasico diidratado e fluconazol / celulose microcristalina (Figura 8).

Figura 8: Curvas de DSC para o fluconazol/fosfato de calcio dibasico diidratado e
fluconazol/celulose microcristalina. A: fluconazol puro, B: celulose microcristalina pura, C:
fluconazol/celulose microcristalina, D: fosfato de calcio dibasico diidratado, E:
fluconazol/fosfato de calcio dibasico diidratado.
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A curva DSC do fluconazol/celulose microcristalina (Figura 8C) mostrou o
deslocamento do ponto de fusdo do fluconazol de Tpeak 138,2 °C para Tpeak 125,6 °C. Este
decréscimo de cerca de 13 °C indica uma possivel intera¢dao no estado solido, mas isso nao
corresponde necessariamente a incompatibilidade. A celulose microcristalina apresentou
interagdo com a desloratadina (VERONEZ et al., 2014), maleato de enalapril (REZENDE et
al., 2008), a risperidona (DANIEL et al., 2013), mas foi compativel com cloridrato de
venlafaxina (BERNARDI et al., 2009), cloridrato monoidratado de sibutramina (OLIVEIRA
et al., 2010), norfloxacino (OLIVEIRA et al., 2009) e cetoprofeno (TITA et al., 2011).

Para o fosfato de calcio dibasico di-hidratado puro (Figura 8D), a curva DSC
mostrou dois eventos endotérmicos sobrepostos. O primeiro foi um pico largo na faixa de
109-169 °C e o segundo foi um pico agudo na faixa de 170 — 206 °C (Tpeak 185,4 °C). Estes
eventos podem ser atribuidos ao processo de desidratacdo (dgua ligada).

A curva de DSC para fluconazol/fosfato de calcio dibasico diidratado (Figura 8E)

mostra trés picos endotérmicos agudos e bem definidos: o primeiro evento (Tpeax 129,7 °C),
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o segundo evento (Tpeax 140,7 °C) e o terceiro evento (Tpeak 150 °C). Na andlise DSC da
mistura, ndo foi possivel identificar corretamente os eventos térmicos de cada composto
individual, indicando uma possivel interacdo farmaco-excipiente, alterando os seus perfis
termoanaliticos. Por esta razdo, 0 Tonset, Tpeak € Valores de entalpia (AH) ndo foram atribuidos
para esta mistura (Tabela 4). O fosfato de célcio dibasico diidratado foi compativel com
cloridrato de ciprofloxacino (FATHY; HASSAN; MOHAMED, 2002) e mesilato de
pefloxacicino (MISRA; MISRA; PANPALIA, 2007).

Se o farmaco ¢ compativel com o excipiente a altas temperaturas entdo ¢ também
compativel sob temperatura ambiente. No entanto, se houver incompatibilidade/interagdo a
temperaturas elevadas, esta pode ou ndo ser comprovada em temperatura ambiente. Em tais
casos, estudos adicionais devem ser realizados para investigar a possibilidade de
incompatibilidade utilizando DSC-fotovisual, TG, DRXP, FTIR, MEV, estudos de

compatibilidade de curta e longa duragdo, CLAE, espectrometria de massas, entre outros.

Tabela 4: Temperatura inicial (Tonser), pico endotérmico (Tpear) € variagdo de entalpia (AH)
da fusdo do fluconazol puro e em misturas de fluconazol e excipientes (1:1; m/m).

Tonset/°C Tpeat/°C  AH de fusdo/ J.g"

Fluconazol 135,70 138,16 -11491
Fluconazol + amido 134,88 137,84 -66,08
Fluconazol + celulose microcristalina 115,35 125,55 -57,22
Fluconazol + croscarmelose de sodio 129,04 133,70 -55,58
Fluconazol + dioxido de silicio 126,10 130,93 -34,39
Fluconazol + estearato de magnésio 133,08 136,43 -59,78

Fluconazol + fosfato de célcio - - -

dibasico diidratado

Fluconazol + lactose anidra 134,13 136,75 -45,00
Fluconazol + lactose monoidratada 133,01 135,81 -115,71
Fluconazol + lauril sulfato de sédio 124,85 132,04 -65,84
Fluconazol + manitol 123,55 130,78 -41,81
Fluconazol + polivinilpirrolidona 93,01 137,12 -40,85

As curvas DSC do fluconazol e das diferentes formulagdes comerciais sdo mostradas

na Figura 9. Os perfis das formulacdes diferem, conforme j& esperado, uma vez que as
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composi¢des (excipientes) sdo diferentes, mas isto nao afeta o ponto de fusdo do fluconazol.
Mesmo a formulacdo G3, que aparenta ser fabricada utilizando granulagdo via timida,
apresentou curva DSC semelhante as outras formulagdes. De fato, o comportamento térmico
do fluconazol foi mantido em todas as analises das formulagdes farmacéuticas comerciais

com celulose microcristalina (G3 e S2) e fosfato de calcio dibasico diidratado (S2).

Figura 9: Curvas de DSC para o fluconazol e diferentes formulagdes comerciais. A:
fluconazol puro, B: referéncia, C: genérico 1, D: genérico 2, E: genérico 3, F: similar 1, G:

similar 2, H: similar 3.
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Em todas as formulagdes, eventos térmicos foram observados até 100 °C e foram
considerados como perda de agua superficial (umidade). Eles também podem ser atribuidos
ao estearato de magnésio e/ou lauril sulfato de sddio; no entanto estes excipientes estdo
geralmente presentes em baixas concentracdes nas formulagdes (cerca de 0,5 - 2%),
dificultando a sua identificagcdo. Os perfis de R, G1, G2, e S1 (Fig. 9B, 9C, 9D, e 9F,
respectivamente), mostraram dois picos sobrepostos no intervalo de 125-145 °C, que podem
ser explicados pela fusdo do fluconazol seguida pela desidratagcdo da lactose monoidratada.
Os eventos observados em R, G1, G2, S2 e S3 (9B, 9C, 9D, 9G e 9H, respectivamente)
dentro do intervalo de 185-230 °C podem ter ocorrido devido a fusdo da lactose. O evento

endotérmico observado a 160 °C em G3 ¢é explicado pela presenga de manitol (Figura 9E).
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4.3.2 Espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier (FTIR)

A interagdo do fluconazol com a celulose microcristalina e o fosfato de célcio
dibasico diidratado foi observada em misturas binarias por DSC. Deste modo, os espectros

de FTIR destas misturas foram obtidos a fim de identificar uma possivel interacdo quimica
(Figura 10).

Figura 10: Espectro de absor¢do no infravemelho fluconazol (A), celulose microcristalina

(B), fluconazol/ celulose microcristalina (C), fluconazol/fosfato de calco dibésico diidratado

(D), fosfato de calcio dibasico diidratado (E).
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Na mistura de fluconazol/celulose microcristalina, houve uma mudanca de pico da
banda de 3600-2500 para 3116-3286 cm™', em comparagdo com o espectro de fluconazol
puro. Isto ocorreu possivelmente devido a maior for¢ca de interagdo de ligacdes de
hidrogénio. As outras bandas de absor¢do podem ser consideradas como a sobreposi¢do das
individuais, sem falta, deslocamento ou alargamento das bandas de vibrag¢ao fluconazol.

Na mistura de fluconazol/fosfato de calcio dibésico diidratado foram observadas
algumas alteragdes: o desaparecimento de alguns picos a 1514, 1502, 1420, 1138, 967, ¢ 846
cm™. A maior parte das bandas que desapareceram estio associados ao anel triazélico, que é
responsavel pela atividade antifingica de fluconazol. Desta forma, uma intera¢do ou

incompatibilidade com este excipiente pode prejudicar a eficacia clinica do farmaco.
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4.3.3 Difracao de raios X de po (DRXP)

Os estudos de difragdo de raios X de p6 (DRXP) foram realizados para obtengdo de
informagdes adicionais sobre as caracteristicas cristalinas das misturas binarias de
fluconazol, celulose microcristalina e fosfato de calcio dibasico diidratado. Os valores de 20
dos picos de difragdo para o fluconazol foram: 9,27°, 10,13°, 16,23°, 16,68°, 20,09°, 21,20°,
25,67° € 29,33° (20) (Fig. 11). Para ambas as misturas binarias foram observadas apenas
pequenas alteracdes nas intensidades de picos, o que ndo indica qualquer alteragdo na

estrutura cristalina dos compostos.

Figura 11: Padrdoes de DRXP para o fluconazol (A), fluconazol/celulose microcristalina (B),
celulose microcristalina (C), fluconazol/fosfato de célcio dibasico diidratado (D), fosfato de

calcio dibésico diidratado (E).
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4.3.4 Microscopia eletronica de varredura (MEV)

As micrografias obtidas por MEV ndo evidenciaram qualquer interagdo entre
fluconazol e os excipientes (Figura 12). As imagens de MEV mostraram que ambas as
particulas de fluconazol e dos excipientes mantiveram a sua morfologia e os cristais do
farmaco apareceram dispersos sobre a superficie das particulas de excipientes. Os dados de
MEV estao de acordo com o DRXP e nao foram observadas alteragdes na estrutura e/ou
incompatibilidade.

A capacidade de visualizar a morfologia de firmacos no estado solido através de
MEV ajuda a dar suporte para o desenvolvimento e a producdo de medicamentos,
constituindo uma ferramenta importante na detec¢do de mudangas cristalinas em decorréncia
de variagdes no processo de sintese ou mesmo do processamento farmacéutico, que podem

vir a formar outras formas polimérficas do fArmaco (RIBEIRO et al., 2008).

Figura 12: Micrografias de MEV: fluconazol (500x) (A), fluconazol (1000x) (B), celulose
microcristalina (1000x) (C), fluconazol/celulose microcristalina (1000x) (D), fosfato de
calcio dibasico diidratado (1000x) (E), fluconazol/fosfato de calcio dibasico diidratado

(1000x) (F).
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Técnicas termoanaliticas, principalmente calorimetria exploratoria diferencial, tém
sido cada vez mais utilizadas na caracterizagdo de interagdes de estado sélido e deteccao
precoce de compatibilidade farmaco-excipiente. Estes estudos de pré-formulagdo sdao um
passo importante para a obtencdo de uma formulacdo farmacéutica confidvel e eficaz. No
entanto, para o desenvolvimento de formulagdes que sdo candidatas a bioisencdo dos testes
de bioequivaléncia eles sdo ainda mais criticos, pois estas formula¢des ndo serdo avaliadas
in vivo.

Foi observada interacdo do fluconazol em suas misturas bindrias com a celulose
microcristalina e o fosfato de calcio dibasico diidratado, mas a intera¢do nao foi confirmada
na analise das formula¢des comerciais e por FTIR, DRXP e MEV. O DSC mostrou ser uma
técnica importante no primeiro passo de desenvolvimento do produto. Se forem detectadas

interagdes, futuros problemas na dissolucdo e/ou estabilidade podem ser previstos.

4.4 Desenvolvimento de metodologia analitica para determinac¢io de fluconazol por

cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE)

4.4.1 Desenvolvimento e validacio do método de quantificacio por CLAE

Na etapa de desenvolvimento analitico utilizaram-se artigos da literatura com
métodos simples e rapidos (CORREA, 2011; PORTA; CHANG; STORPIRTIS, 2005) ¢ o
método de doseamento da Farmacopéia Brasileira (FARMACOPEIA BRASILEIRA,
2010c). A proporg¢ao dos constituintes da fase movel foi otimizada para dgua e acetonitrila
(75:25, v/v), resultando em tempo de retengdo de aproximadamente 4,4 minutos para o
fluconazol, sem interferéncia de outros componentes.

A validacdo deve garantir, por meio de estudos experimentais, que o método atenda
as exigéncias das aplicacdes analiticas, assegurando a confiabilidade dos resultados. Para
tanto, deve apresentar especificidade, linearidade, intervalo, precisdo, sensibilidade, limite

de quantificacdo, exatidao e robustez adequadas a analise (BRASIL, 2003).
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4.4.1.1 Linearidade

A linearidade ¢ a capacidade de uma metodologia analitica de demonstrar que os
resultados obtidos sdo diretamente proporcionais a concentracdo do analito na amostra,
dentro de um intervalo especificado (BRASIL, 2003; ICH, 2005). O critério minimo
aceitavel do coeficiente de correlagdo (r) deve ser = 0,99 (BRASIL, 2003). Para definir a
linearidade da resposta do detector do instrumento a concentragdo conhecida do fluconazol,
foram preparadas 3 curvas de linearidade, uma para cada meio de dissolucdo, segundo os
critérios da RDC 37/2011. No intervalo de concentragcdo de 1 pg/mL a 250 pg/mL foram
obtidas as equagdes de reta y= 1.973,4 x - 1.379,3 com r’= 0,9999 para o fluido gastrico
simulado (pH 1,2), y= 1993,6x — 16620 com r’= 0,9911 para o tamp3o acetato (pH 4,5) e
1961,6x - 3998,8 com r’= 0,9999, para o fluido intestinal (pH 6,8), conforme figuras 13, 14

e 15 respectivamente.

Figura 13: Representagdo grafica da curva de calibragdio média do fluconazol em fluido

gastrico simulado (pH 1,2) obtida por CLAE.
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Figura 14: Representagdo gréafica da curva de calibracdo média do fluconazol em tampao

acetato pH 4,5 obtida por CLAE.
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Figura 15: Representagdo grafica da curva de calibragdio média do fluconazol em fluido

intestinal simulado (pH 6,8) obtida por CLAE.
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Diante destes critérios e de acordo com as figuras 13, 14 e 15, podemos concluir que
o método utilizado para determinacdo do perfil de dissolug¢do do fluconazol ¢ linear, uma

vez que o resultado das dissolugdes nos trés meios foram iguais a 1> > 0,99.
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4.4.1.2 Especificidade

E a capacidade que o método possui de medir exatamente um composto em presenga
de outros componentes tais como impurezas, produtos de degradacdo e componentes da
matriz (BRASIL, 2003; ICH, 2005). A interferéncia dos excipientes foi avaliada pela inje¢ao
em CLAE da mistura de excipientes apds agitacdo no dissolutor nas mesmas condi¢des
utilizadas no processo de dissolu¢do das capsulas (Figuras 16 A, C e E). Nas figuras 16 B, D

e F foi acrescentado o fluconazol.

Figura 16: Avaliacdo da especificidade do método analitico nos diferentes meios de
dissolugdo contendo os excipientes. A: FGS pH 1,2, B: FGS pH 1,2 contendo fluconazol, C:
Tampao acetato pH 4,5, D: Tampao acetato pH 4,5 contendo fluconazol, E: FIS pH 6,8, F:
FIS pH 6,8 contendo fluconazol.
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A tabela 5 sumariza os dados dos excipientes utilizados.

Tabela 5: Percentual dos excipientes utilizados no teste de especificidade.

. Percentual Faixa de proporcao
Excipiente . ) Fungao
utilizado  conforme literatura

Amido 15% 3259 @ Aglutinante, diluente,
desintegrante
Celulose 50% 20-90% 2 Aglutinante, diluente,
microcristalina lubrificante e desintegrante
Croscarmelose de sodio 5% 10-25%* Desintegrante
Dioxido de silicio 2% 0,1-1 %" Deslizante
2% 0,25- 5%* Lubrificante

Estearato de magnésio

Fosfato de calcio 259, 50% P Diluente
dibasico diidratado

Lactose anidra 20% 65-85% ° Diluente
Lactose monoidratada 20% 65-85% ° Diluente
. o a Surfactante anionico,
Lauril sulfato de sédio 2% 1-2% detergente, emulsionante,
agente molhante, lubrificante
Manitol 50% 10-90%* Diluente
Polivinilpirrolidona 5% 0,5-5%" Aglutinante

“ROWE ; SHESKEY; QUINN, 2009; ° ABDELKADER; ABDALLA; SALEM, 2008; ¢ FERREIRA, 2002.

Também foi averiguada uma possivel interferéncia dos meios de dissolu¢do no
tempo de reten¢do do fluconazol injetando-se 20 pL de cada um dos destes meios no CLAE.
Tanto a mistura dos excipientes quanto os meios de dissolu¢do ndo apresentaram pico na
regido de retencdo do fluconazol.

A monografia do fluconazol da Farmacopeia Brasileira 5" edi¢do traz a
espectrofotometria por UV como um dos métodos empregados para o doseamento de
capsulas. Contudo, alguns autores verificaram que ha forte interferéncia dos excipientes na
determinagdo por espectrofotdmetro de UV (OLIVEIRA, D.M. et al., 2010; CORREA;
VIANNA-SOARES; SALGADO, 2012). No doseamento por CLAE isto ndo ocorre porque

ha separacdo das substancias presentes na amostra.
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4.4.1.3 Precisao

A precisdao representa o grau de repetibilidade entre os resultados de analises
individuais, quando o procedimento ¢ aplicado diversas vezes numa mesma amostra
homogénea, em idénticas condi¢des de ensaio (BRASIL, 2003; ICH, 2005).

A precisdo foi determinada através do ensaio de repetibilidade (precisdo intra-
corrida) e precisdo intermedidria (precisdo inter-corridas). A repetibilidade foi obtida
analisando-se o coeficiente de variagao das determinagdes de seis amostras na concentragao
de 100 pug mL™', no mesmo dia, sob as mesmas condigdes experimentais. Os resultados sdo

sumarizados na tabela 6.

Tabela 6: Dados do ensaio de repetibilidade do método analitico para quantificagdo do

fluconazol.
Amostra Teor (%)

1 102,49
2 103,24
3 102,45
4 100,98
5 100,22
6 100,60

Média 101,66

CV% 0,36

A precisdo intermedidria do método foi avaliada pela determinag¢do das amostras na
concentragdo de 100 pg mL™', no mesmo dia, por 3 analistas diferentes, e os resultados sdo

demonstrados na tabela 7.
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Tabela 7: Dados da precisdo intermediaria do método analitico para quantificacdo do

fluconazol
Analista Teor (%)
1 100,66
2 100,00
3 101,25
Média 100,63
CV% 0,51

Os resultados indicam que o método ¢ preciso, pois os valores de CV% sumarizados
nas tabelas 6 e 7 foram inferiores ao limite de 5% preconizados pela ANVISA (BRASIL,
2003).

4.4.1.4 Exatidao

A exatidao de um método analitico ¢ a proximidade dos resultados obtidos pelo
método em estudo em relacao ao valor verdadeiro (BRASIL, 2003; ICH, 2005).

Volumes varidveis de solu¢do padrdo foram adicionados aos meios de dissolucdo
com uma mistura de excipientes para obter valores de 80%, 100% e 120% da concentracdo

de trabalho do fluconazol. Os resultados estdo expressos na tabela 8.

Tabela 8: Resultado do ensaio de exatiddo para o método de quantifica¢do do fluconazol

Recuperagdo média % (CV%)

Concentragao tedrica FGS pH 1,2 Tampao pH 4,5 FIS pH 6,8
80% 95,29 (0,49) 95,38 (1,42) 95,17 (0,46)
100% 97,96 (0,45) 98,53 (0,79) 99,14 (0,07)
120% 95,41 (0,51) 100,63 (0,09) 98,29 (0,30)

Os valores foram considerados satisfatorios, pois encontram-se dentro da faixa de

95-105%.
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4.4.1.5 Limites de deteccao e quantificacdo

O limite de detec¢ao (LD) ¢ a menor quantidade de analito numa amostra que pode
ser detectado, mas ndo necessariamente quantificada com um valor exato; j& o limite de
quantifica¢do (LQ) ¢ a menor quantidade de analito numa amostra que pode ser determinada
quantitativamente com precisao e exatiddo adequadas.

Os LD e LQ foram calculados pela curva analitica levando-se em conta o desvio
padrdo do intercepto e a média da inclinagdo das 3 curvas obtidas para cada um dos meios
de dissolugdo, conforme preconizado pela RE n° 899 (BRASIL, 2003), e ICH Q2(R1) (ICH,

2005). Os resultados sao mostrados na tabela 9.

Tabela 9: Limites de deteccdo e quantificagdo para o método de quantificagdo do fluconazol.

Meio de dissolugao Limite de deteccao Limite de quantificagdo
ugmL! pgmL™!
FGS pH 1,2 0,05 0,16
Tampao pH 4,5 0,20 0,65
FIS pH 6,8 0,20 0,66
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4.4.1.6 Robustez

A robustez de um método analitico ¢ a medida de sua capacidade em resistir a
pequenas e deliberadas variagdes dos parametros analiticos. Indica sua confianca durante o
uso normal (BRASIL, 2003; ICH, 2005).

A avaliagdo da robustez foi verificada por meio de pequenas alteracdes nos
parametros do método, como fluxo da fase mdvel, temperatura do forno, propor¢do da fase

movel, e comprimento de onda. Os resultados estdo sumarizados na Tabela 10.

Tabela 10: Parametros da avaliagdo da robustez do método analitico para andlise do

fluconazol por CLAE.

Variavel Faixa Teor (%) CV (%)
investigada

Fluxo da fase movel 0,9 103,30 0,20
(mL min™) 1,0 99,78 0,21
1,1 104,51 1,81
Temperatura do forno (°C) 28 99,12 0,29
30 99,78 0,21
32 100,14 0,51
Proporg¢ao da fase movel 73:27 99,85 0,70
(agua: acetonitrila) 75:25 99,86 0,15
77:23 100,50 0,03
Comprimento de onda (nm) 258 96,19 0,09
260 99,78 0,21
262 99,27 0,18

O método desenvolvido e validado por CLAE para a quantificagdo do fluconazol
teve linearidade, especificidade, precisdo, exatiddo, limite de quantificacio e robustez

satisfatorias, garantindo assim a confiabilidade dos resultados.
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4.5 Estudo do perfil de dissolucio do fluconazol

O objetivo do teste de dissolucdo in vitro ¢ fornecer, tdo préximo quanto possivel, a
previsdao da biodisponibilidade do produto (AULTON, 2005). Para os farmacos da classe I
do SCB que sdo absorvidos rapidamente, o fator limitante ¢ a sua dissolugdo a partir da
forma farmacéutica ou o esvaziamento gastrico. Sugere-se que uma especificacdo de
dissolucdo de 85% em menos de 30 minutos possa assegurar a bioequivaléncia para as
formas farmacéuticas solidas de liberagao imediata (AMIDON, 1995).

Existem trés categorias de ensaios de dissolu¢do para medicamentos de liberagdo
imediata: ensaio de dissolu¢do de um Unico ponto; ensaio de dissolu¢do de dois pontos e
perfis de dissolucdo. Os perfis de dissolug@o, os quais sdo obtidos a partir da porcentagem
dissolvida de farmaco em diferentes tempos de amostragem, permitem uma analise mais
conclusiva (AULTON, 2005; STORPIRTIS; RODRIGUES, 1998; MARCOLONGO, 2003).

Nas dissolugdes realizadas em fluido gastrico simulado pH 1,2 (Figura 17) observa-
se que S3 apresentou o maior percentual de dissolu¢do em menor intervalo de tempo, com
88,4% de fluconazol liberados em 8 min. Em contrapartida, G3 apresentou o menor
percentual de dissolu¢do comparado aos demais medicamentos, com pouco mais de 33%
dissolvidos em 8 min. Nenhum medicamento apresentou quantidade dissolvida inferior a
85% em 30 min, que ¢ a taxa de dissolu¢do minima estabelecida pelas agéncias regulatorias

(BRASIL, 2011b; FDA, 2000).

Figura 17: Perfil de dissolugdo do fluconazol de diferentes fabricantes em fluido gastrico

simulado, pH 1,2 (n = 6).
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Em tampao acetato pH 4,5 (Figura 18) a formulacdo S3 apresentou o maior
percentual de dissolu¢cdo em menor intervalo de tempo, com aproximadamente 87% em 8§
min. Ja a formulagdo R, apresentou a menor porcentagem dissolvida no tempo de 8 min,
bem como ndo atingiu dissolugdo igual ou superior a 85%, em 30 minutos, assim como as

formulagdes S1 e S2.

Figura 18: Perfil de dissolu¢do do fluconazol de diferentes fabricantes em tampao acetato

pH 4,5, n=6.
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As formulacdes testadas em fluido intestinal simulado pH 6,8 (Figura 19)
apresentaram os resultados mais discrepantes comparado aos demais pHs. Somente as
formulagdes G1, G2 e S3 cumpriram com o preconizado pela legislagdo, apresentando
resultados satisfatorios com porcentagem dissolvida acima de 85% em 30 min. A
formulagdo G3 apresentou o menor percentual de dissolu¢do com aproximadamente 11% da
quantidade dissolvida em 8 min. Neste mesmo tempo a formulacdo S3 apresentou o maior

percentual com 94% da quantidade declarada dissolvida.

Figura 19: Perfil de dissolucdo do fluconazol de diferentes fabricantes em fluido intestinal

simulado, pH 6,8 (n = 6).
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Sabendo-se que no minimo 85% do farmaco deverdo dissolver-se em até 30 minutos
dentro das condi¢des estabelecidas (BRASIL, 2011b; FDA, 2000), verificamos que todas as
formulagdes testadas em fluido gastrico simulado (pH 1,2) cumpriram a especificagdo. Em
tampao acetato (pH 4,5) apenas as formulagdes genéricas e S3 cumpriram com o0
preconizado, e em fluido intestinal simulado (pH 6,8) apenas G1, G2 e S3 apresentaram
porcentagem de dissolucdo acima de 85% conforme demonstrado na tabela 11. A
formulacdo G3 apresentou dissolugdo mais lenta em fluido géstrico e intestinal simulados.
Esta formulacdo foi a que mais diferiu do medicamento referéncia, além disso,
possivelmente foi utilizada granulagdo via imida no processo de fabricagdo. Contudo, estas
podem ndo ser as Unicas explicagdes para este comportamento in vitro, uma vez que em

tampao acetato, a formulag@o R apresentou perfil de dissolu¢ao mais lento.
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Observou-se que R ndo cumpriu os critérios de dissolugdo nos meios tampao acetato
e fluido intestinal simulado, o que pode ser considerado um problema para a subsequente
analise estatistica (f1 e f2), uma vez que as demais formulagdes sdo comparadas ao R.

Aparentemente, os comportamentos observados nos perfis de dissolugdo estdo mais
relacionados aos processos de produ¢do industrial (cujos detalhes ndo sdo conhecidos) do
que aos excipientes empregados, dado que G1, G2 e S3 apresentam composi¢des distintas

entre si e cumpriram com os critérios de dissolucao contidos na RDC 37/2011.

Tabela 11: Porcentagem de fluconazol dissolvido em relacdo a quantidade de 150 mg
declarada pelos fabricantes ap6s 30 minutos de dissolugdo.
Meio de Fluconazol dissolvido (%)
dissolugado R Gl G2 G3 S1 S2 S3
FGS pH 1,2 92,07 100,02 96,58 88,52 85,84 95,95 103,31
Tampao pH 4,5 70,66 103,80 96,60 95,71 65,05 84,15 103,42
FIS pH 6,8 64,44 89,14 88,92 74,92 71,34 74,24 103,58

A diferenca observada nos perfis de dissolugdo pode ser devido a diferente
solubilidade do fluconazol em diferentes pHs. O fluconazol ¢ uma base fraca com pKa de
2,0 (MERCK & COMPANY INCORPORATED, 2010). Como o unico pH menor que o
pKa do farmaco foi o do meio de dissolucao do fluido géstrico simulado (pH 1,2), e que as
moléculas ficam mais ionizadas em pH abaixo do pKa do farmaco, este foi 0 meio em que o
fluconazol apresentou maior solubilidade.

Existem diversos fatores capazes de exercer influéncia sobre a velocidade de
dissolug¢do de farmacos em formas farmacéuticas solidas, tais como: caracteristicas fisico-
quimicas do proprio farmaco; excipientes utilizados na formulagdo; processo de fabricagao;
embalagem e armazenamento; aparato de dissolug¢do e parametros do ensaio de dissolucdo
(ABDOU, 1989).

Apesar do ensaio de dissolucdo in vitro ser um ensaio importante na previsdo da
dissolucdo in vivo, deve-se também verificar se o farmaco que foi absorvido esta chegando
no seu alvo e se o efeito do farmaco esta ocorrendo. Corréa (2011) comparou o doseamento
fisico-quimico do fluconazol com sua atividade como antifungico. Tanto o produto
fluconazol capsulas quanto as amostras apos estudos de estabilidade preliminar foram

avaliadas quanto a sua atividade. Os resultados demostraram diferenga entre o teor fisico-
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quimico e sua atividade como antifingico. Como n3o observaram correlacdo entre a
poténcia do fairmaco e seu teor fisico-quimico, possivelmente a atividade do farmaco esta
ligada a sitios moleculares diferentes dos envolvidos na absor¢ao de radiagdo UV. O que
demostra a necessidade de determinagdo de poténcia para os agentes antimicrobianos. A
avaliagdo da atividade das amostras submetidas ao estudo de estabilidade preliminar (estufa:
60 °C, 60 dias; camara climatica: 40 °C, umidade relativa 75%, 90 dias e radiagdo: 254nm,
66 e 180 dias), mostraram que a atividade dessas amostras foi reduzida em mais de 50 % em
relag@o a atividade inicial do produto. Desta forma, talvez o doseamento in vivo ou in vitro
do fluconazol fornega informagdes diretas apenas a cerca concentragao do farmaco, mas nao
a sua resposta terapéutica.

Os ensaios de dissolugdo in vitro constituem importante meio de caracterizacdo da
qualidade biofarmacéutica de uma forma farmacéutica solida oral, possibilitando o controle
da qualidade farmacéutica e o estabelecimento de correlacdes com os dados obtidos in vivo.
O conhecimento e controle das varidveis que podem influenciar a liberacdo da substancia
ativa bem como a padronizacdo e conseqiiente calibracdo e validagdo de equipamentos e
procedimentos fortalecem a importancia destes ensaios, tornando-os mais confidveis,
robustos e exeqliiveis. A selecdo criteriosa das condigdes do ensaio deve ser orientada no
sentido de se obter o maximo poder discriminatério e resultar na capacidade de detecgdo de
eventuais desvios aos padrdes de qualidade inicialmente pretendidos (MANADAS; PINA,
VEIGA, 2002).

4.5.1 Analise Estatistica

Dentre os métodos propostos para a avaliagdo comparativa entre perfis de dissolucdo
destacam-se os fatores de diferenca (f1) e de semelhanca (f2) que comparam diretamente a
diferenga entre a porcentagem de firmaco dissolvida em uma unidade de tempo para os
produtos teste e referéncia (MOORE; FLANNER, 1996). Varios 6rgdos como a FDA,
ANVISA (RDC 31/2010 e RDC 37/2011) e EMA, adotam estes fatores para realizagdo da
comparagdo entre os perfis de dissolu¢do, especialmente o fator de semelhanca (f2)
(BRASIL, 2010; BRASIL, 2011; FDA, 2000; EUROPEAN MEDICINES AGENCY, 2010).

Para ser considerado semelhante, o fator de semelhanca (f2) deve estar
compreendido entre 50 e 100 e os valores de fl compreendidos entre 0 e 15. A comparacao

sempre ¢ feita em relacdo ao perfil de dissolugdo do medicamento Referéncia. De acordo
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com a tabela 12, na qual se analisa o f1, nenhuma amostra apresentou resultado semelhante
ao preconizado pela legislacdo em fluido gastrico simulado (pH 1,2), bem como em fluido
intestinal simulado (pH 6,8). Em tampao acetato (pH 4,5) apenas uma amostra (SI)

apresentou resultados entre 0 e 15.

Tabela 12: Analise do fator de diferenca (fl) em diferentes pHs, comparando com o

medicamento Referéncia.

Meio de Formulagao

dissolugao Gl G2 G3 S1 S2 S3
FGS pH 1,2 37,54 38,82 36,37 21,34 33,17 39,20
Tampao pH 4,5 97,96 69,87 47,73 11,93 51,22 98,62
FIS pH 6,8 56,82 63,24 42,49 15,87 3591 140,85

Em relagdo ao f2 somente a amostra S1 apresentou resultado satisfatérios (entre 50 e

100) em dois pHs (4,5 e 6,8), como mostra a tabela 13.

Tabela 13: Andlise do fator de semelhanga (f2) em diferentes pHs, comparando com o

medicamento Referéncia.

Meios de Formulagao

dissolugao Gl G2 G3 S1 S2 S3
FGS pH 1,2 37,09 35,60 34,34 47,39 37,50 33,75
Tampao pH 4,5 21,98 26,69 33,89 66,02 36,80 20,63
FIS pH 6,8 36,11 31,82 43,31 64,62 46,96 16,72

Diante das seis amostras comparadas, apenas a formulacdo S1 apresentou alguns
resultados condizentes com os parametros de fl e f2. Os perfis das demais formulagdes
podem ser considerados diferentes entre si. O medicamento S1 apresenta os mesmos
excipientes de R e demonstrou, em geral, resultados aceitaveis de f1 e {2, contudo, ambos S1
e R ndo cumprem com os critérios de dissolu¢do minima de 85% em 30 min.

Conforme observado nos perfis de dissolucdo, isto pode ser explicado pela baixa
dissolugdo do R, comprometendo a andlise estatistica de comparacdo com as demais
formulagdes. As formulagdes Gl, G2 e S3 que cumpriram o percentual minimo de
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dissolugdo nos trés meios de dissolugdo, porém apresentaram resultados insatisfatorios de fl1
e f2.

Coelho et al. (2004) realizou perfil de dissolucdo do fluconazol utilizando o aparato
2, com 900 mL de solug¢do de tampao fosfato 0,2 M (pH 7,0) como meio de dissolugdo,
mantido a 37,0 °C, velocidade de agita¢do igual a 100 rpm. Porta (1999) realizou perfil de
dissolugdo em varias condigdes, variando o meio utilizado (900 mL de agua ou &cido
cloridrico 0,1 N), aparato 1 ou 2 e a velocidade de rotacao (50, 75 ou 100 rpm). Ambos nao
encontraram perfis de dissolu¢do homogéneos para todas as capsulas analisadas.

A RDC 37/ 2011, recomenda que se deve demonstrar a semelhanca entre os perfis de
dissolugdo entre os farmacos teste e referéncia. Porém, o farmaco de referéncia do
fluconazol ndo atendeu ao critério de rapida dissolucdo em todos os meios recomendados
(minimo de 85% do farmaco devem dissolver-se em até 30 minutos). Este critério foi
somente atendido para o meio de fluido géstrico simulado (pH 1,2). Quando o medicamento
referéncia ndo atende a todos os critérios estabelecidos pela legislagdo de bioisengdo, a
ANVISA pode aceitar, sob justificativa, outro medicamento como pardmetro de
comparagdo. Os medicamentos de referéncia sdo produtos inovadores, e tiveram sua
eficacia, seguranga e qualidade comprovadas cientificamente, contudo podem ter uma
formulagdo que ndo atenda a todos os critérios da bioisen¢do, mas ainda assim tém garantida

sua eficacia por meios dos testes in vivo.
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5. CONCLUSOES

* As formulagdes Genéricas e Similares apresentam composi¢do diferenciada,
comparada ao medicamento Referéncia.

* Foi observada interacdo do fluconazol em suas misturas binarias com a celulose
microcristalina ¢ o fosfato de calcio dibasico diidratado, mas a interagdo nao foi
confirmada na andlise das formula¢des comerciais e por FTIR, DRXP e MEV.

* O método desenvolvido e validado por CLAE para a quantificacdo do fluconazol
teve linearidade, especificidade, precisdo, exatiddo, robustez e limite de deteccdo e
de quantificagdo satisfatorios, garantindo assim a confiabilidade dos resultados.

* A partir da realiza¢do dos perfis de dissolu¢do, podemos observar que somente em
fluido gastrico simulado (pH 1,2) os resultados foram satisfatérios para todas as
formulagodes.

* Na andlise estatistica por fl e f2 apenas a formulagdo S1 apresentou resultado
parcialmente satisfatorio, para fl1 em tampao acetato (pH 4,5) e para f2 em tampao
acetato (pH 4,5) e FIS, o que pode ser explicado pela baixa dissolu¢do do
medicamento Referéncia.

* Estudos in vitro mostram-se uteis na detec¢do de diferencas entre produtos similares,
além de fornecerem indicagdes importantes sobre o provavel comportamento in vivo
desses produtos. No entanto, conclusdes definitivas sobre biodisponibilidade e

bioequivaléncia somente sdo possiveis apds a realizag¢do de estudos in vivo.
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7.2 Anexo B

Figura 20: Curvas de DSC dos excipientes. A: croscarmelose de soédio B: lactose
monoidratada, C: lactose anidra, D: estearato de magnésio, E: amido, F: polivinilpirrolidona,

G: didxido de silicio, H: lauril sulfato de sodio e I: manitol.
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