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RESUMO

A dapsona (diaminodifenilsulfona) é uma sulfona antimicrobiana sintética que tem sido usada
no tratamento da lepra e outras doengas dermatolégicas. O mecanismo de acdo da dapsona é a
inibicdo da biossintese de proteinas pelo antagonismo competitivo com o &cido para-
aminobenzdico. Os objetivos desta pesquisa foram padronizar formulagdes para capsulas de
dapsona 50 e 100 mg, utilizando planejamento fatorial de misturas, validar um método analitico
para quantificacdo do farmaco e sua liberacdo a partir da forma farmacéutica capsula além de
realizar estudo de polimorfismo em formas cristalinas. A validacdo foi realizada por
espectrofotometria na regido do UV utilizando método rapido, de facil e baixo custo, além de
envolver solventes menos agressivos ao meio ambiente. Tal método apresentou linearidade,
precisdo, exatidao, robustez, limite de quantificacdo e detec¢do atendendo aos novos requisitos
estabelecidos pela RDC 166/2017. As formulacdes propostas a partir do planejamento fatorial
foram analisadas quanto ao peso médio, desintegracdo, doseamento e uniformidade de doses
unitarias, e foram entdo selecionadas a partir de analise estatistica para o estudo de liberacdo do
farmaco. O perfil de dissolugdo mostrou que para dapsona 100 mg as formulacbes F4, F10 e
F14, apresentaram quantidade de dapsona dissolvida superior a 85% em 30 minutos,
caracterizando formulacdes de liberacdo imediata. A comparacdo dos perfis obtidos pelo
calculo da eficiéncia de dissolucdo (ED) mostrou que as trés formulacdes selecionadas
apresentaram Q30% acima de 85% em 30 minutos (F4 Q30% = 93,98; F10 Q30% = 85,96; F14
Q30% = 86,20), além de resultados satisfatorios para teor e uniformidade de doses unitérias, e
podem ser sugeridas como formulacdes padronizadas para dapsona 100 mg na forma
farmacéutica em capsula. As formulagdes F1, F9, F15, selecionadas para dapsona 50 mg,
apresentaram bons resultados para teor de farmaco e uniformidade de doses unitarias com um
valor de aceitacdo (VA) inferior a 15. As amostras de dapsona (insumo farmacéutico ativo)
recristalizadas, utilizando diversos solventes, apresentaram padrdo de difracdo com
predominancia da forma Ill que é a forma comercializada. A analise de variancia mostrou que
a forma Il foi estatisticamente mais sollvel em acido cloridrico, tampédo acetato, tampao

fosfato e 4gua em relacdo ao hidrato no tempo necessario para atingir o equilibrio.

Palavras-chave: Dapsona. Formulagbes. Validagcdo. Polimorfismo. Solubilidade. Perfil de

Dissolucéo. Espectrofotometria de absor¢éo no UV.



ABSTRACT

Dapsone (diaminodiphenylsulfone) is a synthetic antimicrobial sulfone that has been used in
the treatment of leprosy and other dermatological diseases. The mechanism of action of dapsone
is the inhibition of protein biosynthesis by competitive antagonism with para-aminobenzoic
acid. The objectives of this research have been standardizedformulations for capsules of
dapsone 50 and 100 mg using factorial design of mixtures, validation of an analytical method
for quantification of the drug and its release from the pharmaceutical form capsule in addition
to performing polymorphism study in crystalline forms. The validation has been performed by
spectrophotometry in the UV region using fast, easy and low cost method, besides involving
solvents less aggressive to the environment. This method presented linearity, precision,
accuracy, robustness, limit of quantification and detection in compliance with the new
requirements established by RDC 166/2017. The formulations proposed from the factorial
design have been analyzed for mean weight, disintegration, dosage and uniformity of unit doses,
and have been selected from statistical analysis for the study of drug release. The dissolution
profile showed that for dapsone 100 mg the formulations F4, F10 and F14, presented dissolved
dapsone content greater than 85% in 30 minutes, characterizing immediate release
formulations. The comparison of the profiles obtained by the calculation of the dissolution
efficiency (DE) showed that the three formulations selected presented Q30% above 85% in 30
minutes (F4 Q30% = 93.98, F10 Q30% = 85.96, F14 Q30% = 86.20), as well as satisfactory
results for unit dose content and uniformity, and may be suggested as standard formulations for
dapsone 100 mg in capsule pharmaceutical form. Formulations F1, F9, F15, selected for
dapsone 50 mg, have been showed good results for drug content and uniformity of unit doses
with an acceptance value (AV) of less than 15. The dapsone (active pharmaceutical ingredient)
samples recrystallized using several solvents, showed diffraction pattern with predominance of
form 111 that is the commercialized form. Analysis of variance showed that form Il was
statistically more soluble in hydrochloric acid, acetate buffer, phosphate buffer and water

relative to the hydrate in the time required to reach equilibrium.

Keywords: Dapsone. Formulations. Validation. Polymorphism. Solubility. Dissolution Profile.

UV absorption spectrophotometry.
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1 INTRODUCAO

As formas farmacéuticas foram desenvolvidas no sentido de facilitar a administracéo do
medicamento aos pacientes das mais variadas faixas etarias ou condicBes especiais, e para
permitir seu melhor aproveitamento. Além disso, a forma farmacéutica se relaciona a via de
administracdo a ser utilizada, ou seja, via oral, retal, intravenosa, tdpica, vaginal, nasal, entre
outras (DUTRA, 2012).

Do ponto de vista farmacéutico, as formas farmacéuticas solidas (comprimidos,
capsulas e granulados) sdo consideradas as mais estaveis e prescritas, motivo pelo qual sdo
muito utilizadas na fabricagdo do medicamento considerando desde o desenvolvimento da
formulacdo, avancando para as etapas de processo, avaliagdo da qualidade, armazenagem,
transporte e utilizacdo pelo paciente. O que facilita a portabilidade, dosagem precisa por
unidade, menor sensacdo de gosto em comparagdo as preparacoes liquidas (DUTRA, 2012,
SILVA, 2013).

A forma farmacéutica capsula tem-se tornado bastante atrativa em comparacdo as
demais formas farmacéuticas, pois oferece boa adeséo ao tratamento por mascarar o sabor e ser
de facil degluticdo. Além disso, permite a mistura de varios ativos farmacéuticos e excipientes
no mesmo involucro, com redugdo nas etapas de processo. Podem ser gastro resistentes,
admitindo uma fabricacdo mais facil, rapida e economicamente viavel, abrindo a possibilidade
para ser manipulada em farmacias magistrais (BABU; NANGIA, 2011, DUTRA, 2012,
DUCONSEILLE et al., 2015).

No Brasil, as farmacias de manipulacdo apresentam caracteristicas diferentes das de
outros paises, uma delas € a oferta de variados tipos de medicamentos, mesmo aqueles ja
disponibilizados pela industria farmacéutica, porém a precos mais baixos (FERREIRA, 2006,
BERTOLLO, 2008, PINHEIRO, 2008, DUTRA, 2012).

Por outro lado, na preparacdo do medicamento, é preciso monitorar as caracteristicas
cristalinas de alguns farmacos no estado sélido, pois as moléculas podem existir em diferentes
formas cristalinas, expressando assim diferentes propriedades fisico-quimicas, como a
solubilidade aquosa e a taxa de dissolucdo. Ambas, sdo cruciais, uma vez que podem provocar
impacto direto sobre a biodisponibilidade de um farmaco ap6s administracdo oral (LUST et.
al., 2013). Esta capacidade de uma substancia no estado sélido assumir dois ou mais arranjos
arquitetonicos de suas estruturas cristalinas ¢ chamada polimorfismo (HILFIKER, 2006,
BRANDAO, 2006).
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A Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitéria, através da Geréncia Geral de Inspecédo de
Medicamentos e Controle de Produtos, vem observando a inexisténcia no pais de literatura
técnica que sistematize ensaios, processos, e materiais utilizados por Laboratérios de Controle
da Qualidade e Controle da Produg&o, no sentido de monitorar os ativos farmacéuticos quanto
a presenca de polimorfos, padronizar as formulagGes magistrais do mesmo ativo farmacéutico
e desenvolver metodologias de andlises validadas para controle da qualidade dos medicamentos
manipulados (BRASIL, 2005, BRASIL, 2007).

Apesar das inimeras vantagens que o medicamento manipulado oferece em relacdo ao
industrializado, que vao desde a facilidade posolégica até a econémica, sdo inimeros 0s
obstaculos que dificultam a evolucdo do setor. O maior desses obstaculos € a falta de
credibilidade do produto manipulado pela suposta auséncia de controle de qualidade efetivo das
matérias-primas e produtos acabados, auséncia de controle do processo na manipulagéo e sua
reprodutibilidade, e a ndo comprovagdo da liberacdo do farmaco da forma farmacéutica
(FERREIRA, 2002, GASPAROTTO, 2005, BRITTES, 2006, PINHEIRO et al., 2008b, SILVA,
2008).

Um dos muitos medicamentos manipulados e comercializados nas farméacias magistrais
é a dapsona. A dapsona (diaminodifenilsufona), € uma sulfona sintética antimicrobiana que tem
sido utilizada no tratamento da hanseniase e outras doencas dermatoldgicas. Contra o
Mycobacterium leprae exerce agdo tanto bactericida quanto bacteriostatica, por mecanismo de
acdo semelhante ao das sulfonamidas. O farmaco inibe a biossintese proteica por antagonismo
competitivo com o &cido para-aminobenzdico. Também pode atuar como inibidor da
diidrofolato redutase. A meia vida da dapsona é de 10 a 50 horas (média de 28 horas), porém o
farmaco tende a ser retido na pele, no masculo, no figado e nos rins por periodos maiores. A
dose posologica maxima usual é de 100 mg (SAGO; HALL, 2002, KATZUNG, 2014,
BARREIRO, 2015, KOROLKOVAS, 2015, BAUM et al, 2016).

Neste contexto, o setor magistral pode contribuir positivamente para prevencdo e
tratamento de doencas, pois permite a individualizacdo e flexibilizacdo de dose com
manipulacdo personalizada. Até o momento, ndo se tem disponivel nos codigos oficiais uma
formulacdo padronizada para dapsona na forma farmacéutica capsula. E também ndo existem
registros sobre métodos analiticos para quantificacdo do ativo e estudos de liberacdo in vitro
para a forma farmacéutica capsula.

Devido a essa auséncia de padronizacdo e métodos analiticos para a forma farmacéutica

capsula, a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria, através da Geréncia Geral de Inspe¢éo de
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Medicamentos e Controle de Produtos, vem constatando a inexisténcia no pais de literatura
técnica que sistematize ensaios, processos, e materiais utilizados por Laboratorios de Controle
da Qualidade e Controle da Produg&o. Através do Edital/Chamada CNPg/ANVISA N° 12/2015
- Monografias da Farmacopeia Brasileira, fomos contemplados com o projeto “Estudos para
desenvolvimento de formulagdes padronizadas de capsulas para uso magistral e os respectivos
métodos de obtencdo (Linha 3)”, que busca a contribuir para o desenvolvimento cientifico e
tecnoldgico do Pais, com Cédigo Oficial Brasileiro (Farmacopéia Brasileira) no ambito da
Vigilancia Sanitéria. Dentre os farmacos listados na Chamada CNPg/ANVISA N° 12/2015,
encontra-se a dapsona 50 e 100 mg, forma farmacéutica capsula, que foi selecionada para esse

projeto.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 ANTIMICROBIANOS

Os antimicrobianos estdo entre os medicamentos mais prescritos e, também, entre os
mais utilizados, muitas vezes, de modo incorreto. Como consequéncia do uso indiscriminado
dos antimicrobianos tem-se 0 aparecimento de patdgenos resistentes aos antibioticos, levando
a uma necessidade cada vez maior de novos farmacos (GOODMAN & GILMAN, 2012,
BARREIRO, 2015, KOROLKOVAS, 2015).

As micobactérias sdo intrinsicamente resistentes a maioria dos antibioticos. Como
crescem mais devagar do que outras bactérias, os antibioticos mais ativos contra as células de
crescimento rapido se mostram relativamente ineficazes. As micobactérias séo notorias por sua
capacidade de desenvolver resisténcia. As combinac6es de dois ou mais farmacos podem ser
necessarias para que se evite o surgimento de resisténcia durante a terapia (KATZUNG, 2014).
A resisténcia pode surgir em grandes populacdes de Mycobacterium leprae, como na

hanseniase lepromatosa, quando sdo administradas doses muito baixas.

2.2 DAPSONA

As sulfonamidas clinicamente utilizadas s@o derivadas da dapsona e apesar do estudo e
do desenvolvimento de uma grande variedade de sulfonas, este farmaco continua sendo o agente
de maior utilidade clinica da hanseniase (GOODMAN & GILMAN, 2012, OLIVEIRA et al.,
2014, WOZEL et al., 2014). A dapsona tem um papel estabelecido na terapia sistémica. Suas
propriedades farmacologicas e toxicoldgicas sdao bem conhecidas (WOHLRAB; MICHAEL,
2018).

A dapsona também pode ser utilizada no tratamento de doencas dermatoldgicas, alem
de ser utilizada para evitar e tratar doencas como tuberculose, maléria, pneumonia por
Pneumocystis carini e encefalites por Toxoplasma gondii em pacientes com sindrome da
imunodeficiéncia adquirida (AIDS) (KATZUNG, 2014, OLIVEIRA et al, 2014).

Algumas manifesta¢6es cutaneas de dermatomiosite (DM) podem persistir apos terapia
com corticosteroides, imunossupressores, antimaldricos ou combinacdo deles, porém foi
observada uma boa resposta ao uso deste farmaco. Este farmaco pode ser também uma

alternativa no tratamento de urticaria cronica, quando o tratamento classico com anti-
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histaminicos € ineficaz. Neste caso ela é uma op¢édo segura, eficaz, de baixo custo e muito Util
no manejo de pacientes com quadros de dificil controle (SAGO; HALL, 2002, GALRAO, 20086,
PIRES, 2008, OLIVEIRA et al., 2014, BAUM et al, 2016).

Estudos recentes mostram que a dapsona apresenta perfil para candidato a farmaco
neuroprotetor em disfuncdo cognitiva pos-operatoria, se os resultados forem confirmados em
humanos, ela poderia ser Gtil no tratamento dessa disfuncdo (YANG et al., 2017). Outros
estudos recentes sugerem que a dapsona é eficaz e segura no tratamento do Penfigdide Bolhoso,
doenca dermatoldgica tratada com uso ao longo prazo de corticosterdides topicos e/ou
sisttmicos (STICHERLING et al., 2017).

A dapsona pode ser uma alternativa para o tratamento de Pdrpura de Henoch-Schonlein
(Purpura Aleérgica), € a vasculite mais frequente nos adolescentes e criancas. Alguns efeitos
colaterais podem ser notados no tratamento, porém, a maioria dos pacientes sem doenca
predisponente, nem a suscetibilidade a esses efeitos, pode utilizar dapsona quando indicado
(LEE et al., 2017).

O mecanismo de acdo das sulfonas é idéntico ao das sulfonamidas: sdo inibidores
competitivos da diidropteroato sintase e impedem a utilizagdo bacteriana normal do acido para-
aminobenzdico. Ambas possuem aproximadamente a mesma faixa de atividade antibacteriana
e sdo antagonizadas pelo &cido para-aminobenzdico (GOODMAN & GILMAN, 2012,
BARREIRO, 2015, KOROLKOVAS, 2015, CHAVES et al., 2015).

As sulfonas sdo bem absorvidas a partir do intestino e se distribuem por todos os tecidos
e liquidos organicos. A dapsona sofre absorcdo rapida e quase completa pelo trato
gastrintestinal. As concentracdes plasmaticas maximas de dapsona séo alcangadas de 2 a 8 horas
apos sua administracdo (GOODMAN & GILMAN, 2012, KOROLKOVAS, 2015).

A meia vida da dapsona é de 10 a 50 horas (média de 28 horas), porém o farmaco tende
a ser retido na pele, no musculo, no figado e nos rins por periodos maiores. A pele intensamente
infectada pelo Mycobacterium leprae pode conter varias vezes mais farmaco do que a pele
normal. Ela atravessa a barreira placentaria e é excretada no leite em grandes quantidades. E
excretada principalmente pela urina (70 a 85%), na forma inalterada e de metabdlitos; uma
pequena fracdo é excretada pela bile, mas ela entra na circulacdo éntero-hepatica, o que explica
a permanéncia da dapsona no plasma durante varias semanas apds a suspensdo do tratamento.
Para adultos, a dose utilizada é de 100 mg diérias. Para criancas, a dose € proporcionalmente
menor, de acordo com o peso (KATZUNG, 2014, BARREIRO, 2015, KOROLKOVAS, 2015,
ABEELE et al.,2016).
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Dapsona é um IFA (insumo farmacéutico ativo), sensivel a luz, caracterizada como um
pé branco ou branco cremoso, sem odor e sabor ligeiramente amargo, de formula quimica
C12H12N202S e massa molecular 248,29 g mol™* (Figura 1). E praticamente insoldvel em agua,
moderadamente soltvel em etanol e metanol, mas é livremente soliivel em acetona e em &cidos
minerais diluidos (LEMMER, 2012a, LEMMER, 2012b, O’NEIL, 2013). O farmaco recebe a
classificagdo como classe 11 no sistema de classificagdo biofarmacéutica (SCB) (CHAVES et
al., 2015).

N

HoN NH>

Figura 1 - Estrutura quimica da dapsona.

Fonte: da autora.

Este farmaco possui constante de dissociacao (pka) igual a 2,41 e seu pkb igual a 11,59,
0 que indica que em um meio com pH fisiologico ele tende a ficar ionizado, ou seja, ele tem
comportamento basico. Outra informacdo importante é o coeficiente de particdo (log P), que é
de 0,97, e tem relacdo com a permeabilidade do farmaco, que sera explicada no topico 2.4
(DRUGBANK, 2019).

2.3 METODOS ANALITICOS PARA QUANTIFICACAO DE DAPSONA

Alguns métodos para quantificacdo de dapsona estdo descritos na literatura. Como 0s
das farmacopéias British Pharmacopeia 2017, volume | paginas 690 e 691; United States
Pharmacopeia 40, volume 2, 2017, paginas 3636 a 3639; European Pharmacopoeia 6.0, volume
2, 2008 paginas 1646 €1647 que apresentam monografias para matéria-prima, suspensao oral e
forma farmacéutica comprimido de dapsona, ndo sendo disponibilizada monografia para forma
farmacéutica capsula.

Além dos métodos citados anteriormente, existem métodos descritos em publicacfes em

perioddicos, como o utilizado como parametro para quantificacdo de matéria prima e polimorfo
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validado para este trabalho (SALAMA et al., 2012). Estudos recentes incluem um método
cromatogréfico para a quantificacdo simultanea de dapsona e clofazimina em nanoformulagdes
(MACHADO et al., 2018).

2.4 SISTEMA DE CLASSIFICACAO BIOFARMACEUTICA (SCB)

Desde meados da década de 1990, cientistas vém trabalhando numa proposta para evitar
a necessidade de estudos de bioequivaléncia em humanos. Apos extensa pesquisa, o trabalho
foi publicado, sugerindo um sistema de classificagdo de substancias farmacéuticas em quatro
grupos de acordo com as propriedades de solubilidade e permeabilidade do ativo farmacéutico
(AMIDON et al.,, 1995, MEHTA et al.,, 2017). A Classificacdo Biofarmacéutica busca
correlacionar a dissolugéo in vitro e a biodisponibilidade in vivo. (WU; BENET, 2005).

Uma ferramenta importante para a determinacdo da solubilidade e permeabilidade do
farmaco é o coeficiente de particao (log P). Este € um parametro informativo de uma substancia,
gue uma vez no organismo humano, distribuir-se entre as estruturas apolares e as solucées
aquosas. Se log P =0, entdo P = 1 e a substancia tem a mesma afinidade por ambas as fases. Se
log P <0, entdo P < 1 e a tendéncia da substancia € de se dissolver preferencialmente na fase
aquosa. Se log P > 0, entdo P > 1 e a substancia tem maior afinidade pelas estruturas apolares.
Uma substancia apresenta uma boa permeabilidade, quando log P tem valores entre 0 e 3
(ANDRICOPULO, 2019).

Compostos de Classe I, ou seja, com alta solubilidade e alta permeabilidade, devem ser
rapidamente solubilizados quando incluidos em formas farmacéuticas de liberagcdo imediata e,
também, ser rapidamente transportados através da parede do trato gastrintestinal. Espera-se,
portanto, que estes farmacos sejam bem absorvidos a menos que sejam instaveis, formem
complexos insollveis, sejam segregados diretamente a partir da parede do trato gastrintestinal,
ou sofram metabolismo de primeira passagem. Os ensaios de dissolucao para formulac6es de
liberacdo imediata de farmacos pertencentes a Classe | necessitam apenas da verificacdo de que
o farmaco é de fato rapidamente liberado da sua forma farmacéutica num meio aquoso
(AMIDON et al., 1995, BRASIL, 2003, BRASIL, 2010).

Farmacos de Classe Il sdo considerados de alta permeabilidade e baixa solubilidade e,
nesta classe, o perfil de dissolucéo deve estar muito bem definido e ser altamente reprodutivel.
A dissolucdo dos farmacos da Classe Il é o passo limitante para absorcéo, desta forma, as

condigcdes em que o ensaio de dissolugdo serd realizado devem estar muito bem definidas. A
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adequada comparacdo das formulagBes contendo farmacos desta classe requer ensaios de
dissolugcdo com multiplas amostragens de modo a caracterizar o perfil de liberag&o.

Para esta classe devem ainda ser considerados meios que reflitam a situagéo in vivo,
como a adigéo de surfactantes. Para obter boas correlagdes in vitro/in vivo, sdo particularmente
importantes o estudo do meio de dissolugcdo e o emprego de metodologias que reflitam o
controle do processo in vivo. O estabelecimento de correlagdo in vitro/in vivo e o resultado da
habilidade em discriminar formulagcdes com diferentes biodisponibilidades ird depender de
qudo bem os ensaios in vitro foram estabelecidos (AMIDON et al., 1995, BRASIL, 2010,
BRASIL, 2011). A dapsona esté incluida na Classe 11 do SCB, ou seja, possui baixa solubilidade
e alta permeabilidade (LINDENBERG; KOPP; DRESSMAN, 2004, WU; BENET, 2005,
GREBOGI et al. 2012, BERGSTROM et al., 2014, CHAVES et al., 2015).

A Classe 11l abrange farmacos de alta solubilidade e baixa permeabilidade onde a
permeabilidade € o passo que controla a velocidade de absorcéo do farmaco. Tanto a extensao
quanto a velocidade de absorcdo podem ser altamente varidveis para esta classe de farmacos,
mas se a dissolucdo é rapida, por exemplo, 85% dissolvido em menos de 15 minutos, esta
consideracdo se torna mais susceptivel as variacdes do trato gastrintestinal do que aos fatores
da forma farmacéutica (AMIDON et al., 1995, BRASIL, 2003b, BRASIL, 2010).

Na Classe 1V, estdo agrupados os farmacos de baixa solubilidade e baixa
permeabilidade, e s@o 0s que potencialmente podem apresentar problemas de absor¢do quando
administradas por via oral. O estabelecimento de correlacGes para esta classe de farmacos é
muito restrito. Estes farmacos tém uma fraca absorcdo em geral, mas considera-se que, tal como
no caso dos farmacos de Classe 11, uma pobre ou ma formulacdo pode ter uma influéncia
adicional negativa tanto na taxa como na extensao da absorcao do farmaco (AMIDON et al.,
1995, BRASIL, 2010, BRASIL, 20011).

Portanto, para as quatro categorias considera-se que ensaios de dissolucdo bem
concebidos podem ser considerados a chave para o progndstico na determinacdo da absorcéo
oral e da bioequivaléncia dos farmacos a partir da sua forma farmacéutica (SACCONE, 2004).

Além disto, outros fatores interferem na dissolucdo como aqueles relacionados ao
farmaco e a formulacdo (solubilidade, tamanho de particula, natureza quimica, forma
farmacéutica, excipientes e tecnologia de fabricacdo); relacionados ao equipamento (aparato,
geometria e vibracdo do sistema, velocidade de agitacdo, posicdo da haste, posicdo e método
de amostragem e dispositivo para formas farmacéuticas que flutuam); relacionados ao meio de

dissolucdo (volume, presenca de gases/ar, presenca de bolhas de ar, pH, temperatura,
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viscosidade, evaporacdo do meio, forca ibnica/pressdo osmética, tensoativo); relacionados ao
meio ambiente (condi¢cGes de estocagem); relacionados ao método analitico (método de
filtracdo e método de analise), sendo que o teste a ser realizado deve considerar todas as
variaveis do sistema (CULEN et al., 2013, DUCONSEILLE et al., 2015, ANGELO, 2016,
UNITED, 2017).

2.5 EXCIPIENTES PARA FARMACOS DE CLASSE II

Os estudos relatados na literatura sobre excipientes para agregar farmacos que possuem
baixa solubilidade e alta permeabilidade (Classe 1) embasam-se no Sistema de Classificacao
Biofarmacéutica. A Tabela 1 apresenta os excipientes utilizados para essa classe de farmaco
(FERREIRA, 2008, AMIDON et al., 1995, BERGSTROM et al., 2014).

Os excipientes séo substancias sem atividade farmacologica, que possuem a funcéo de
auxiliar na obtencdo mais eficiente da forma farmacéutica desejada, agindo como diluentes,
estabilizantes, conservantes, corantes, flavorizantes, entre outras fungdes (ALLEN;
POPOVICH; ANSEL, 2011).

Embora os excipientes sejam farmacologicamente inertes, eles podem interagir com o
farmaco, podendo afetar a estabilidade do medicamento em aspectos fisicos, tais como
propriedades organolépticas e dissolucdo ou quimicamente por causar a degradacdo do
farmaco. A selecdo cuidadosa de excipientes € necessaria para uma formulacao robusta e eficaz
de forma que facilite a administracdo, aumente a adesdo do paciente, promova a liberagéo e
biodisponibilidade do farmaco e aumente a sua vida de prateleira (MACHADO et al., 2012;
PATEL et al., 2015).

Além dos excipientes sugeridos na tabela, também se levou em consideracdo as funcées
de cada excipiente. Como O dioxido de silicio coloidal, que atua como agente deslizante, a fim
de otimizar a fluidez de p6s. E o lauril sulfato de sédio, que atua como agente molhante, que
tem por finalidade diminuir a tensdo superficial na interface sélido/liquido, auxiliando na
desintegracdo das capsulas. Além da Lactose e Celulose, utilizadas como diluente nas
formulagdes (MACHADO et al., 2012; PATEL et al., 2015).
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Tabela 1 - Excipientes para farmacos de baixa solubilidade e alta permeabilidade do Sistema de

Classificacdo Biofarmacéutica.

Sugestéo 1
Agente Excipiente | Concentragio (%)
Molhante Lauril sulfato de sddio 1,0
Desintegrante Glicolato sodico de amido 4,0
Deslizante Dioxido de silicio Coloidal 0,2
Diluente e Lactose monoidratada malha 200 75,0% / qsp 100
desintegrante Celulose microcristalina 25,0%
Sugestéo 2
Molhante Lauril sulfato de sddio 1,0
Desintegrante Croscarmelose sddica 10,0
Deslizante Dioxido de silicio Coloidal 0,2
Diluente e Lactose monoidratada malha 200 75,0% / qgsp 100
desintegrante Celulose microcristalina 25,0%
Sugestéo 3
Molhante Lauril sulfato de sodio 1,0
Desintegrante Glicolato sodico de amido 4,0
Deslizante Dioxido de silicio Coloidal 0,2
Diluente e Manitol 75,0% /celulose microcristalina qsp 100
desintegrante 25,0%
Sugestao 4
Molhante Lauril sulfato de sodio 1,0
Desintegrante Glicolato sodico de amido 4,0
Deslizante Dioxido de silicio Coloidal 0,2
Diluente e Amido pre gelatinizado 75,0% /celulose qsp 100
desintegrante microcristalina 25,0%
Sugestao 5
Molhante Ducosato de sodio 0,5
Desintegrante Glicolato sodico de amido 4,0
Deslizante Dioxido de silicio Coloidal 0,2
Diluente e Amido preé gelatinizado 75,0% /celulose qgsp 100
desintegrante microcristalina 25,0%
Sugestao 6
Molhante Lauril sulfato de sodio 1,0
Desintegrante Glicolato sodico de amido 4,0
Diluente e Amido preé gelatinizado 75,0% /celulose qsp 100
desintegrante microcristalina 25,0%
Sugestao 7
Molhante Polissorbato 80 (tween 80) 3,0
Desintegrante Glicolato sodico de amido 4,0
Deslizante Dioxido de silicio Coloidal 0,2
Diluente e Lactose monoidratada malha 200 75,0% / qsp 100

desintegrante

Celulose microcristalina 25,0%

Fonte: FERREIRA, 2008.
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2.6 VALIDACAO

Alguns 6rgaos reguladores como International Conference on Harmonization (ICH),
International Satandart Organization (ISO), Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
(ANVISA), Instituto Internacional de Metrologia (INMETRO), dentre outros, exigem a
validacdo de métodos analiticos como requisito no credenciamento para qualidade assegurada
e demonstracdo de competéncia técnica (BRASIL, 2017, ICH, 2005, INMETRO, 2010,
ISO/IEC, 1999).

No Brasil, a resolucdo RDC n° 166, de 24 de julho de 2017 determina que a validacéo
deva garantir, por meio de estudos experimentais, que o método atenda as exigéncias das
aplicagdes analiticas, assegurando a confiabilidade dos resultados. O método deve apresentar
seletividade, linearidade, intervalo, precisdo, sensibilidade, exatiddo, robustez, limite de
quantificacdo e deteccdo adequadas a andlise (BRASIL, 2017). Os parametros sdo definidos
abaixo:

a) Especificidade e Seletividade: Capacidade do método em medir exatamente, um
composto em presenca de outros componentes tais como impurezas, produtos de
degradacédo e componentes da matriz;

b) Linearidade: Capacidade de metodologia analitica demonstrar que os resultados obtidos
sdo diretamente proporcionais a concentracao do analito no intervalo especificado;

c) Intervalo: Corresponde a faixa entre os limites de quantificacdo superior e inferior do
método analitico. Normalmente é derivado do estudo de linearidade e depende da
aplicacdo pretendida do método. E estabelecido pela confirmacdo de que o método
apresenta exatidao, precisdo e linearidade adequadas quando aplicados a amostras
contendo quantidades de substancias dentro do intervalo especificado;

d) Precisdo: Avalia a proximidade dos resultados obtidos em uma série de medidas de
amostragem multipla da mesma amostra.

Esta é considerada em trés niveis:

- repetitividade (precisdo intra-corrida): Concordancia entre resultados dentro de curto

periodo de tempo, com 0 mesmo analista e mesma instrumentacdo. Deve ser verificada

por, no minimo, 9 (nove) determinacgdes, contemplando o intervalo linear do método,
ou seja, 3 (trés) concentragdes, baixa, media e alta, com 3 (trés) réplicas cada ou minimo

de 6 determinagOes a 100% da concentracdo do teste;
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- precisdo intermediaria (precisdo inter-corridas): Concordancia entre resultados do
mesmo laboratério, mas obtidos em dias diferentes, com analistas diferentes e/ou
equipamentos diferentes. Para determinacdo da precisdo intermediaria recomenda-se
um minimo de 2 dias diferentes com analistas diferentes;

- reprodutibilidade (preciséo inter-laboratorial): Concordancia entre resultados obtidos
por laboratorios diferentes com estudos colaborativos, geralmente aplicados a
padronizacdo de metodologia analitica, por exemplo, para inclusdo de metodologia em
farmacopeias. Estes dados ndo precisam ser apresentados para a concessao de registro.
A precisdo se expressa como desvio padrdo ou desvio padrdo relativo (DPR).

Exatiddo: Define-se pela proximidade dos resultados obtidos pelo método em estudo
em relacdo ao valor verdadeiro. Deve ser verificada por, no minimo, 9 (nove)
determinagdes, contemplando o intervalo linear do método, ou seja, 3 (trés)
concentragdes, baixa, média e alta, com 3 (trés) réplicas em cada nivel,

Robustez: Mede a sensibilidade que este apresenta frente a pequenas variagdes. Um
método diz-se robusto se revelar praticamente insensivel a pequenas variagcdes que
possam ocorrer quando esse esta sendo executado. Durante o desenvolvimento da
metodologia, deve-se considerar a avaliagdo da robustez. Constatando-se a
susceptibilidade do método as variacbes nas condicGes analiticas, estas deverdo ser
controladas e precaucbes devem ser incluidas no procedimento. Os pardmetros
analiticos devem ser baseados na intenc¢do do uso do método. Se um método sera usado
na analise quantitativa em nivel de teor, por exemplo, ha necessidade de testar e validar
parametros de linearidade, intervalo, precisao, exatiddo e robustez do método;

Limite de Quantificacdo: E a menor quantidade do analito em uma amostra que pode
ser determinada com precisdo e exatiddo aceitaveis sob as condigdes experimentais
estabelecidas. O limite de quantificacdo € um parametro determinado, principalmente,
para ensaios quantitativos de impurezas, produtos de degradacdo em farmacos e
produtos de degradacdo em formas farmacéuticas e é expresso como concentracdo do
analito (por exemplo, percentagem p/p ou p/v, parte por milhdo) na amostra;

Limite de Deteccdo: E a menor quantidade do analito em uma amostra que pode ser

detectada e ndo quantificada sob as condicdes experimentais estabelecidas.
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2.7 DISSOLUCAO DE FORMAS FARMACEUTICAS SOLIDAS

A dissolucdo em sistemas biolégicos consiste no fenémeno em que um farmaco, no
estado solido, é liberado da forma farmacéutica de administracdo e se solubiliza. Portanto, a
dissolucdo € uma importante condicdo para absorcao sistémica do farmaco, podendo afetar a
biodisponibilidade do mesmo. O ensaio de dissolugéo in vitro mede a velocidade e a extenséo
de liberagdo do ativo no meio avaliado (AMIDON et al., 1995, ANGELO, 2016). A absorcéo
de farmacos a partir de formas farmacéuticas sélidas administradas por via oral depende de sua
liberacdo, da dissolucdo ou solubilizagdo do mesmo em condicBes fisiologicas e de sua
permeabilidade por meio das membranas do trato gastrintestinal (TGI). Devido a natureza
critica dos dois primeiros, a dissolugéo in vitro pode ser relevante para prever o desempenho in
vivo (ANSEL et al., 2000, AULTON, 2005).

No desenvolvimento de novos produtos farmacéuticos o ensaio de dissolucao in vitro se
constitui uma ferramenta cada vez mais importante de forma a simular o comportamento do
farmaco no trato gastrintestinal e para criar essas condicdes, faz-se necessario utilizacdo de
equipamento de dissolucéo adequado e dados sobre a fisiologia humana (CULLEN et al., 2013).
O comportamento de absorcdo do farmaco apds a administracdo oral é influenciado por suas
propriedades fisico-quimicas, como solubilidade, forma cristalina, fatores fisioldgicos e forma
farmacéutica, como capsulas e comprimidos (FUJIOKA et al., 2008).

A taxa na qual os farmacos com baixa solubilidade em agua se dissolve a partir da forma
farmacéutica, intacta ou desintegrada, no trato gastrintestinal, geralmente é limitante para a
absorcdo sistémica dos mesmos. Deste modo, a dissolucdo de ativos pouco solveis a partir de
formas farmacéuticas de liberacdo imediata possui muitos desafios. Incluindo o
desenvolvimento e a validacdo da metodologia de teste, garantindo que o mesmo seja
apropriadamente discriminatério e que possui potencial correlacdo in vivo/in vitro (BRASIL,
2003, ANGELO, 2016, ANSEL et al., 2000).

Pode-se estabelecer uma relacéo direta entre a dissolucao e a eficacia clinica do produto
farmacéutico, dado que o farmaco deve encontrar-se dissolvido para difundir-se em liquidos do
TGI e atravessar as membranas bioldgicas. Os compostos para serem administrados oralmente
devem ter adequada solubilidade aquosa e permeabilidade intestinal, de forma a atingir sua
concentracio terapéutica na circulagdo sistémica (AMIDON et al., 1995, ANGELO, 2016,
BRASIL, 2011).
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Atualmente, o ensaio de dissolugdo é um requisito considerado fundamental na industria
farmacéutica para assegurar a qualidade das formas farmacéuticas sélidas de uso oral. E
utilizado para garantir a qualidade lote-a-lote, orientar o desenvolvimento de novas formulagdes
e assegurar a uniformidade da qualidade e do desempenho do medicamento mesmo apo6s
determinadas modificacdes. Além disso, 0 ensaio permite otimizacao de formulacGes durante a
fase de desenvolvimento, estudos de estabilidade, monitoramento dos processos de fabricacao,
assim como o estabelecimento de correlagdes in vivo/ in vitro. A biodisponibilidade de farmacos
da classe Il é limitada pela taxa de dissolucdo, assim, com 0 seu aumento, pode haver um
incremento da biodisponibilidade desta classe de farmacos (BRASIL, 2003, SACCONE, et al.,
2004, BRASIL, 2010, BRASIL, 2011, GOMES et al., 2015, GNIADO et al., 2016).

2.7.1 Caracteristicas do ensaio de dissolu¢do

O teste de dissolucao in vitro avalia a liberacdo do farmaco de formas farmacéuticas
solidas e semi-solidas e tem como principal foco, no controle de qualidade, a deteccdo de
desvios de fabricacdo para garantir desempenho in vivo consistente (GAO et al., 2018). O teste
de dissolucéo in vitro se propde a quantificar e a avaliar a taxa e a extenséo da dissolucdo, sendo
seu resultado expresso em percentagem do farmaco declarada dissolvida, num certo periodo de
tempo. Quando existe uma correlacdo com a biodisponibilidade in vivo, esta poderia ser
acessada atraves do ensaio de dissolucdo in vitro avaliado (BRASIL, 2003, BRASIL, 2010,
BRASIL, 2011, CULLEN et al, 2013, GOMES et al., 2015, ANGELO, 2016).

Com intuito de obter esta correlagédo, o desenvolvimento do ensaio de dissolucéo e da
metodologia de quantificacdo do farmaco envolve a selecdo de parametros, como caracteristica
e volume do meio de dissolucdo, pH do meio simulado ao trato gastrintestinal, velocidade de
agitacdo do ensaio e utilizacdo de equipamento especifico e sensivel para a quantificacdo
(BRASIL, 2003, BRASIL, 2010).

O volume do meio de dissolucdo deve ser capaz de manter as condi¢des sink, que
preconiza a utilizacdo de um volume ndo inferior a 3 vezes o necessario para formar uma
solucdo saturada do farmaco. Isto se faz necessario, visto que, um excesso de meio permite que
o farmaco se dissolva continuamente (BRASIL, 2003, BRASIL, 2010).
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2.8 POLIMORFISMO

Os materiais sélidos podem apresentar-se estruturados e espacialmente organizados.
Esta regularidade estrutural é denominada cristal e € comum em substancias e compostos
solidos. A cristalizagdo é o processo de formacédo do cristal, caracterizada pelo agrupamento de
aproximadamente 1020 moléculas ou fons em um arranjo regular (BRANDAO, 2006, FDA,
2017). Dentro deste contexto alguns termos possuem significados diferentes, sdo eles:
polimorfo, solvato e sélido amorfo. Entretanto, os guias da Food and Drug Administration
(FDA) e do International Conference on Harmonisation (ICH) direcionados ao tema
consideram, de modo geral, o termo polimorfismo como “a ocorréncia de diferentes formas
cristalinas de um mesmo farmaco” ¢ abrangem, dentro do termo polimorfo, os solvatos/hidratos
(EMEA, 2006, BRITTAIN, 2010).

A compreensdo da natureza polimorfa de um farmaco ou excipiente € de fundamental
importancia para o delineamento das formulagdes farmacéuticas. O farmaco pode sofrer
alteracdes da forma cristalina durante processos como, por exemplo, secagem do granulado,
moagem ou compactacdo. A mudanca da forma cristalina pode acarretar alteracdes na
temperatura de fusdo, densidade, solubilidade, estabilidade fisica ou quimica, dissolucéo e
biodisponibilidade de um farmaco e de sua formulacdo (BRANDAO, 2006, BRITTAIN, 2010,
HILFIKER, 2006).

Nesse contexto, torna-se de fundamental importancia a caracterizacao fisico-quimica do
farmaco por técnicas diversas tais como difracdo de raios X, analises térmica, espectromeétricas
(UV e IV) visando a melhoria da liberacdo do farmaco da forma farmacéutica in vitro
(AMIDON et al., 1995, BABU, 2011).

2.9 FORMAS CRISTALINAS DA DAPSONA

As transformacdes de fase em sélido-sélido ou as inter-relacGes entre os polimorfos da
dapsona foram publicadas por Kuhnert-Brandstéatter e Moser (1979). De acordo com 0s autores
a dapsona anidra, que existe a temperatura ambiente é chamada DDS forma I11. A forma DDS
I11 pode mudar por meio de um mecanismo baseado em enantiotropia para a forma DDS Il
aproximadamente a 82°C e reverter para a forma Ill a 70°C. Por esta razéo, o ponto de fusdo
da forma DDS Il ndo pode ser obtido. A forma DDS Il funde a 177 °C. Diz-se que a forma |
funde a 179 °C, mas é recristalizada a partir do fundido da forma Il e existe uma relagdo

enantiotrépica entre a forma | e a forma Il e adicionalmente entre a forma | e Ill. A forma
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hidratada de DDS foi denominada forma DDS IV e a sua forma desidratada funde a 170°C
(KUHNERT-BRANDSTATTER, MOSER, 1979). Ainda segundo os autores, a forma usual

encontrada como insumo farmacéutico ativo é forma IlI.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

O objetivo deste trabalho foi padronizar formulag¢6es para capsulas de dapsona 50 e 100

mg, validar método analitico para quantificar do farmaco e sua liberagdo a partir da forma

farmacéutica capsula.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

b)

d)

9)

Os objetivos especificos do trabalho foram:

Propor formulagdes para dapsona na forma farmacéutica capsula, por planejamento
fatorial de misturas, e selecionar as formulagdes mais promissoras que produzam as
melhores respostas.

Manipular as formulagdes propostas, a partir de pesagens do farmaco e excipientes,
processos de moagem e/ou tamizacao dos pos, mistura dos ingredientes, granulometria,
volume aparente, utilizando procedimentos para encapsulacéo.

Validar metodologia analitica para quantificacdo do ativo farmacéutico (doseamento)

e uniformidade de doses unitarias;

Avaliar a qualidade da forma farmacéutica manipulada quanto ao peso médio,

desintegracéo, doseamento e uniformidade de doses unitérias;

Padronizar as condi¢des para realizacdo do ensaio de dissolucdo para dapsona 100 mg,
na forma farmacéutica capsula, considerando o meio de dissolucdo, tipos de aparato,
velocidade de rotacdo, tempos de coletas e 0 método de quantificacéo.

Analisar estatisticamente os resultados.

Obter cristais a partir da matéria-prima dapsona por técnicas de recristalizacéo,

caracterizar e realizar estudo de solubilidade.
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4 MATERIAIS E METODOS

Os materiais e métodos que foram utilizados nesse projeto estdo descritos nos

proximos topicos.

4.1 MATERIAIS E EQUIPAMENTOS

4.1.1 Materiais

Os materiais utilizados estdo listados a seguir:

a) Acido cloridrico, Synth, lote 197257

b) Agua de osmose reversa Gehaka

c) Capsula gelationosa incolor-n°4

d) Celulose microcristalina Fagron, lote 15116198-002057A

e) Dapsona Insumo Farmacéutico Ativo (IFA), fabricante: SUZHOU YINSHENG
CHEMICAL CO. LTD/China; lote: 2016-01-16; validade: 08/01/2019

f) Dioxido de Silicio Coloidal, Henrifarma, lote 156012014-039377/16

g) Etanol (alcool etilico) grau HPLC/UV, Dinamica®, lote 64812,
h) Lactose monohidratada Fagron, lote 16F21-B011-007051
i) Lauril Sulfato de Sddio, Henrifarma, lote 0015282126-039353/16

j) Substancia Quimica de Referéncia, dapsona USP, lote R0O20A0, catalogo n° 1164008.
Teor declarado 99,60%.

4.1.2 Equipamentos

Os equipamentos utilizados estéo listados a seguir:

a) Aparelho de ultrassom Unique, modelo USC 1400.

b) Balanca analitica Bel Ultra Mark, modelo 210

c) Desintegrador Nova ética, modelo 3013.

d) Dissolutor Electrolab ® modelo TDT-08 L (n=8).

e) Encapsulador semi-automatico Color Plus 240 Ideal®.

f) Espectrofotdmetros UV/Vis Shimadzu®, modelos 1601PC e 2001PC.
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g) Sistema de purificacdo de dgua Millipore®, modelo Direct-Q® 5; sistema purificador
de 4gua Gehaka®, modelo osmose reversa.

h) Software Design Expert 5

i) Balanca analitica Sartorius CP225D.

j) Balanca analitica Sartorius— ALC.

k) Difratdmetro de raios X de pd Rigaku® modelo Ultima IV (tipo I1).

I) Espectrofotdmetro de infravermelho por transformada de Fourier Shimadzu ®, modelo
Affinity-1 (Shimadzu ®) acoplado a acessorio de amostragem por refletancia total
atenuada PikeMiracle ® com cristais de ZnSePike Technologies ®.

m) Medidor de pH digital Del lab, modelo DLA-PH.

n) Bomba de vacuo Nova Técnica.

0) Estufa de secagem de pds e granulos com circulacao e renovagédo de ar CIENLAB mod.
CE035/150.

p) Aparelho de ultrassom Unique®, modelo USC 28002

q) Cromatografo liquido alta eficiéncia(Class-VP) - Shimadzu

r) Cromatdgrafo liquido UFLC - (LC solution) — Shimadzu

4.2 METODOS

4.2.1 Processos tecnoldgicos para capsulas

4.2.1.1 Desenvolvimento das formulagdes

Para estudo das formulacdes de dapsona 50 e 100 mg em céapsula, inicialmente foi
utilizada ferramenta de planejamento fatorial de misturas, de forma a gerar 16 formulacGes
(ativo + dosagens + excipientes). Para selecionar as formulacbes de dapsona, na forma
farmacéutica capsula, foram manipulados 2 lotes de cada formulacdo. Apos a manipulacdo foi
feita uma andlise de teor unificada de dapsona dos dois lotes, assim como a uniformidade de
doses unitarias, que foi feita para os dois lotes.

Com as informac6es obtidas, utilizou-se a ferramenta Design of Experiments (DOE),
projeto de mistura (Software Design Expert 5) de forma a gerar diferentes composicoes e avaliar
as caracteristicas fisico quimicas das formulagdes para obter dados sobre os experimentos. A

partir dos resultados obtidos, foram selecionadas as composi¢cBes que apresentaram as
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caracteristicas desejadas e estudadas as influéncias das variaveis nas caracteristicas fisico-
quimicas das capsulas (DUQUE et al, 2013, MARTINELLO et al., 2006). Para as formula¢fes
de 100 mg, foi avaliado o perfil de dissolucdo das trés formulagdes que apresentaram oS
melhores resultados em peso médio, teor e valor de aceitagdo menor que 15 para os dois lotes

na uniformidade de doses unitarias.

4.2.1.2 Determinacdo da granulometria dos pos

A granulometria de p6s € expressa, pela referéncia, a abertura nominal da malha do
tamis utilizado. Os tamises empregados sdo de aco inoxidavel, sendo que ndo é permitido o
revestimento dos fios (F. BRAS, 2010).

De acordo com o procedimento descrito na Farmacopeia Brasileira (F. BRAS, 2010),
foi realizada a determinacdo granulométrica dos pés (determinacdo do tamanho das particulas)
com o auxilio de tamises operados por dispositivo mecanico. Este tipo de dispositivo reproduz
0s movimentos horizontais e verticais da operacdo manual, através da agdo mecanica uniforme.
O procedimento foi realizado com o insumo farmacéutico e os placebos 1 e 2. Placebos
utilizados no teste estdo descritos na Tabela 2. Esses placebos foram escolhidos porque tem a

maior concentragdo de todos os excipientes selecionados para compor as formulagédoes.

Tabela 2 - Composicéo dos placebos utilizados.

Excipiente Placebo 1 (%) Placebo 2 (%)
Dioxido de silicio coloidal 0,50 0,50

Lauril sulfato de sodio 2,00 2,00

Celulose - 97,5

Lactose 97,5 -

Fonte: da autora.

v Procedimento:
Montou-se um conjunto com 4 tamises (Bertel®) para os placebos e 5 para o farmaco,
0 tamis de maior abertura sobre o de abertura menor. Colocou-se 0 conjunto sobre o receptor
de tamises. Para os excipientes (placebo 1 e 2) foram utilizados os tamises de niUmeros: 65,
125, 150 e 200 e para o farmaco (dapsona) foram utilizados os tamises nimeros: 250, 212, 106,
75 e 45.

Foram pesados 5 g de cada amostra e estes foram transferidos para o tamis superior,
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distribuindo o p6 de maneira uniforme. O conjunto de tamises foi fechado e o aparelho
acionado, por cerca de 30 minutos, com vibracdo adequada. Ap6s o tempo determinado,
calculou-se a percentagem das porc¢des de principio farmaco e placebos presentes nas malhas
dos tamises.

O percentual retido em cada tamis foi calculado atraves da seguinte equagao:

% Retida pelo tamis = (P1/P2).100 (1)

Onde:
P1 = Peso da amostra retida em cada tamis (em gramas);
P2 = Soma dos pesos retidos em cada tamis e no coletor (em gramas);

100 = Fator de porcentagem.

4.2.1.3 Determinacéo do Volume Aparente e Escolha do Involucro

Para escolha correta do tamanho da cépsula a ser utilizada, foi necessario realizar,
previamente, a determinacdo do volume aparente do pd, através da conversdo da unidade de
massa, grama para volume, mililitro. O volume aparente do po foi verificado utilizando uma
proveta graduada através do seguinte procedimento (PRISTA, 2002, FERREIRA, 2008,
PINHEIRO, 2008a, BENETTI, 2010, DUTRA, 2012):

a) Pesou-se quantidade de matéria-prima, correspondente a dosagem em proveta graduada.
Utilizou-se proveta de pequeno didmetro, como de dez mililitros;

b) Elevou-se a proveta a uma altura de 2 cm que foi solta, deixando bater na bancada
algumas vezes. Verificou-se 0 volume e calculou-se a densidade do farmaco para a
escolha do tamanho da capsula correspondente a sua dosagem;

c) A densidade aparente foi obtida ao se dividir a massa correspondente do p6 pelo seu
volume aparente e é expressa em g/mL. A escolha do tamanho da capsula foi feita pela

soma das densidades aparentes de todos os componentes da formulacgéo.

4.2.1.4 Manipulacao das Capsulas

Foram manipuladas 50 capsulas de dapsona 50 e 100 mg, a partir do planejamento de
misturas, ou seja, 16 formulagdes manipuladas em dois lotes de 25 cépsulas cada, procedendo-

se as etapas de pesagem, moagem, mistura e enchimento de acordo com o0s principios de Boas
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Préticas de Manipulacdo, e utilizando encapsulador semiautoméatico Color Plus 240 Ideal®
(BRASIL, 2008).
As etapas envolvidas no processo sdo descritas a seguir (DUTRA, 2012):

a) Pesagem: realizou-se pesagem individual dos componentes da formula a ser manipulada
em balanca analitica levando em consideracdo as conversdes, como fator de correcgdo e
diluicéo, e 0 numero de cépsulas.

b) Moagem (ou trituracédo): as ferramentas utilizadas foram o gral (almofariz) e o pistilo.
O almofariz deve ser profundo o suficiente para que ndo haja projecdo do material
durante a operacéo.

c) Mistura: utilizou-se também gral e pistilo para esta operacdo, sendo o tempo escolhido
de acordo com cada formulacéo, 2 ou 5 minutos.

d) Enchimento das capsulas: a placa de encapsular foi preenchida manualmente com as
capsulas fechadas, na quantidade total da formula e depois abertas manualmente. O pd
foi colocado gradualmente e espalhado com o auxilio de uma palheta. A placa foi batida
no balcdo para os pds se acomodarem mais facilmente. Apds o enchimento, as hastes

foram abaixadas e foi colocada a parte superior das capsulas.
4.2.2 Validacao do método analitico por espectrofotometria na regido do ultravioleta

4.2.2.1 Escolha do comprimento de onda e solvente adequado

Na escolha do comprimento de onda realizou-se varredura espectral de 200 a 400 nm
de solucéo de dapsona SQR na concentragdo de 5 pg/mL, utilizando mistura de etanol e agua
(50:50) como solvente. A escolha do solvente foi baseada na solubilidade da dapsona descrita
nas Farmacopéias Americana, Britdnica e Europeia (UNITED, 2017, BRISTH, 2017,
EUROPEAN, 2008).

4.2.2.2 Seletividade

O ensaio de seletividade foi realizado por varredura espectral, separadamente, de
solucdes de padrdo primario, diluente, placebo e placebo com padréo, na faixa de 200 a 400
nm, conforme procedimento operacional abaixo:

a) Preparo da solucdo padréo (SQR):
- Foram pesados exatamente 5 mg de dapsona SQR e estes foram transferidos para baldo

volumétrico de 100 mL e o solvente foi adicionado (mistura de etanol e 4gua 50:50). A
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solucgéo foi levada ao ultrassom por 5 minutos e completou-se o baldo com solvente,
obtendo-se solucdo estoque na concentracdo de 50 pg/mL. Ap6s homogeneizacdo e
filtrag&o foi retirada uma aliquota de 1 mL e esta foi transferida para baldo volumétrico
de 10 mL, completando-se o volume do baldo com solvente. A solugéo final continha 5
ug/mL.

b) Preparo do placebo:
- O placebo para avaliacdo da seletividade das capsulas foi obtido pela mistura dos
excipientes das formulagdes propostas, conforme Tabela 2.
- As misturas de placebos foram pesadas de acordo com o peso médio da forma
farmacéutica, 10 mg para placebo 1 e 8,5 mg para placebo 2. Essas massas foram
transferidas para respectivos baldes volumétricos de 100 mL, o solvente foi adicionado
(mistura de etanol e agua (50:50) e levados ao banho de ultrassom por 5 min.
Completou-se os volumes dos bales com o mesmo solvente. Apds homogeneizacéo e
filtracdo foram retiradas aliquotas de 1 e 0,5 mL, dessa solucéo e transferidos para balbes
volumétricos de 10 mL, obtendo equivaléncia da quantidade de excipiente presente em
cada dose.

c) Preparo de padrdo com excipiente:
- As solugbes foram preparadas da mesma forma que as anteriores, considerando 0s
pesos de excipientes e de padrao definido para os preparos.

d) Preparo do solvente:
- O solvente foi preparado transferindo aliquota de 0,5 mL de etanol e completando o

volume de baldo de 10 mL com agua.

4.2.2.3 Linearidade

A linearidade foi avaliada a partir da preparacao de uma solucdo de dapsona SQR com
concentragdes de 2,50 a 7,50 pg/mL (50% a 150%) conforme procedimento abaixo:

Foram pesados exatamente 12,5 mg de dapsona em papel manteiga e transferidos para
baldo volumétrico de 1000 mL, e adicionados 500 mL de solvente (mistura de etanol e 4gua
(50:50). A solucdo foi levada ao ultrassom para completa solubilizacdo e avolumada até o
menisco com solvente. Apds homogeneizacdo, obteve-se solucdo com concentracdo de 12,5
png/mL de dapsona SQR. Com o auxilio de uma bureta de 10 mL foram feitas diluicbes da
solucdo SQR, conforme Tabela abaixo, transferindo para baldes volumétricos de 10 mL e

completando o volume com solvente. As leituras das solugGes foram realizadas em
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espectrofotobmetro no comprimento de onda de 291 nm. Cada concentragdo foi feita em
quintuplicata.

Para a avaliagdo da linearidade utilizou-se o método dos minimos quadrados, onde
obteve-se a equacdo da reta, além do coeficiente de correlacdo que demonstra uma boa
correlacdo linear entre o fator dependente e o fator independente. A avaliacdo da igualdade de
variancias foi feita pelo método de Cochran. E também a anélise de variancia (ANOVA) foi
feita para observar se a equacdo da reta explica satisfatoriamente a relagdo entre concentragéo

e sinal.

Tabela 3 - Preparo das solucgGes para construcdo da curva analitica para dapsona, utilizando a

espectrofotometria UV.

Volume de SQR Solvente q.s.p. Concentracao
Amostras
(mL) (mL) (ng/mL)
1 2,00 10,0 2,50
2 3,00 10,0 3,75
3 4,00 10,0 5,00
4 5,00 10,0 6,25
5 6,00 10,0 7,50

Fonte: da autora.

4.2.2.4 Precisdo

O teste de preciséo foi realizado pela repetitividade (intradia) e precisdo intermediaria
(interdias). A repetitividade foi avaliada por anélise no mesmo dia de SQR contendo 2,5, 5,0 e
7,5 ng/mL de dapsona em triplicatas, preparadas individualmente, e a preciséo interdias foi
avaliada por repeticdo dos ensaios em dois dias diferentes, por analistas diferentes. As solucées
foram preparadas em triplicata, conforme descrito abaixo e, posteriormente, analisadas por
espectrofotometria UV em 291 nm.

a) Preparo de padréo:

Pesou-se exatamente 5,0 mg de SQR, em triplicata, que foram transferidos para baldes
volumétricos de 100 mL. Em cada baldo foi adicionado o solvente (mistura de etanol e agua
(50:50)) e estes foram levados ao banho de ultrassom por 5 minutos. Completou-se o volume
dos baldes com 0 mesmo solvente. Apds homogeneizagdo e filtragdo, com o auxilio de uma

micropipeta, foi retirado de cada baldo uma aliquota de 1 mL, que foi transferida para balbes
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volumétricos de 10 mL. A concentragdo final foi de 5,0 pg/mL de SQR. As leituras das solucées
foram realizadas em espectrofotdmetro em 291 nm.
b) Preparo de amostra de dapsona adicionadas de placebo

Foram pesados exatamente 2,5 mg, 5,0 mg e 7,5 mg de SQR, em triplicata; e como ha
dois placebos de densidades diferentes, as pesagens foram realizadas da seguinte forma:

Placebo 1 (lauril sulfato de sodio, aerosil e lactose): 5; 10 e 15 mg para cada
concentracdo, contendo o equivalente a 2,5, 5,0 e 7,5 mg de dapsona respectivamente.

Placebo 2 (lauril sulfato de sddio, aerosil e celulose): 4,25; 8,5 e 12,75 mg para cada
concentracédo, contendo o equivalente a 2,5, 5,0 e 7,5 mg de dapsona respectivamente.

As amostras foram transferidas para baldes de 100 mL aos quais foi adicionado o
solvente (mistura de etanol e agua (50:50)) em cada baldo. Os baldes foram levados ao banho
de ultrassom por 5 minutos. O menisco foi entdo acertado com solvente. Ap6s homogeneizacéo
e filtracdo, com o auxilio de uma micropipeta, aliquotas de 1 mL de cada filtrado foram
transferidas para baldes volumétricos de 10 mL. As leituras das solugdes foram realizadas em
espectrofotébmetro em 291 nm. Os resultados foram expressos como desvios padrdes relativos
(DPR).

4.2.2.5 Exatidao

A exatiddo foi verificada contemplando o intervalo linear do método analitico, ou seja,
trés concentracdes: baixa, média e alta, com trés réplicas cada. As amostras foram preparadas
de maneira independente, desde a pesagem de padrao e excipientes. O preparo das solucdes foi
feito da mesma maneira do item anterior, tanto para padréo, como para amostra. A exatidao foi

avaliada pelo célculo da porcentagem de recuperacdo para cada concentracao.

4.2.2.6 Limite de Quantificacdo (LQ) e Limite de Detecc¢do (LD)

O limite de quantificacdo foi estabelecido através da seguinte formula:

LQ=10c
IC (2)

E o limite de deteccdo foi estabelecido através da seguinte formula:

ID=33.c
c @

Onde, o corresponde ao desvio padrao residual da linha de regressao e IC corresponde
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a inclinacéo da curva de calibracéo.

4.2.2.7 Robustez

A robustez foi avaliada pela variagdo dos seguintes parametros: estabilidade da solugéo
apos 6 e 24 horas; tempo de extracdo, 3 e 7 minutos; proporcéo de etanol na solucéo, 45 e 55
% e marca diferente de etanol. O tempo de extracdo utilizado no método foi de 5 minutos e a

proporcao de etanol no solvente foi de 50%.

a) Preparo de padréo:

Concentragdes: 5,00 pg/mL (100%).

Foram pesados exatamente 5 mg, em triplicata cujas massas foram transferidas para
balbes volumétricos de 100 mL e adicionou-se o solvente (mistura de etanol e agua (50:50)).
As solugdes foram levadas ao ultrassom por 5 minutos, e os baldes foram avolumados até o
menisco com solvente. Apos homogeneizacéo e filtracdo, com o auxilio de uma micropipeta,
aliquota de 1 mL de cada filtrado foram transferidas para baldes volumétricos de 10 mL. As
leituras das solucdes foram realizadas em espectrofotdmetro a 291 nm.

b) Preparo de amostra de dapsona adicionada de placebos

Para o preparo da amostra a quantidade de padrdo é a mesma utilizada no preparo do
padrdo. Pesou-se exatamente 5 mg de SQR para cada concentracao, em triplicata. Como ha dois
placebos, de densidades diferentes, a pesagem foi feita da seguinte forma:

- Placebo 1: (lauril sulfato de sodio, aerosil e lactose): o equivalente a 5 mg de dapsona.

- Placebo 2: (lauril sulfato de sodio, aerosil e celulose): o equivalente a 5 mg de dapsona.

As amostras foram transferidas para bal6es volumétricos de 100 mL e adicionou-se o

solvente (mistura de etanol e 4gua (50:50)). As solu¢des foram levadas ao ultrassom por

5 minutos, e os balbes foram avolumados até o menisco com solvente. Apds

homogeneizacao e filtracdo, com o auxilio de uma micropipeta, aliquotas de 1 mL de

cada filtrado foram transferidas para respectivos balbes volumétricos de 10 mL. As
leituras das solugdes foram realizadas em espectrofotdmetro a 291 nm. Concentracao
final de 5,0 pg/mL.

Para avaliar a estabilidade, as solu¢6es em condi¢Ges normais do método foram deixadas
em baldo volumétrico e a leitura feita apds 6 e 24 horas em espectrofotdmetro a 291 nm.

Para avaliar o tempo de extracdo, variou-se 0 tempo em 2 minutos para mais e para
menos, em trés solucbes de cada, preparadas de forma independente e a leitura foi feita em

espectrofotbmetro a 291 nm.
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Para avaliar a proporcdo de etanol, variou-se a propor¢do em 5% para mais e para
menos, em trés solugdes de cada, preparadas de forma independente e a leitura foi feita em
espectrofotometro a 291 nm.

Para avaliar a marca de etanol, alterou-se a marca utilizada normalmente, em trés
solugdes preparadas de forma independente e a leitura feita em espectrofotdmetro a 291 nm.

Realizou-se analise de variancia para comparar o teor de dapsona e verificar a robustez

do método.
4.2.3 Analise de qualidade das formulacdes

4.2.3.1 Peso Médio

A determinagdo do peso médio verifica a uniformidade de peso das unidades de um
mesmo lote, sendo realizado através da pesagem individual de 20 unidades de capsulas do
produto manipulado a ser avaliado e, deverd obedecer aos critérios estabelecidos pela
Farmacopéia Brasileira V, que preconiza um limite de variagdo de 10,0 % para forma
farmacéutica capsula com peso menor que 300,0 mg (F. BRAS, 2010). Aceita-se ndo mais que

duas fora do intervalo e desvio padréo relativo menor que 4,0%

4.2.3.2 Teste de Desintegracéo

O teste de desintegracéo foi realizado com as capsulas manipuladas, de acordo com 0s
critérios estabelecidos pela Farmacopeia Brasileira. O procedimento consiste em colocar uma
capsula em cada um dos seis tubos da cesta, adicionar um disco a cada tubo e acionar o aparelho,
utilizando agua mantida a 37 £ 1 °C como liquido de imersdo. Ao final do intervalo de tempo
especificado (45 minutos), cessar o movimento da cesta e observar o material em cada um dos

tubos. Todos as capsulas devem estar completamente desintegrados (F. BRAS, 2010).

4.2.3.3 Doseamento e Uniformidade de Doses Unitarias

Para quantificacdo do principio ativo na analise de teor de dapsona 50 e 100 mg, sera
considerada a Resolugcdo RDC n° 166, de 24/07/2017, que estabelece que o método analitico
deve apresentar seletividade, linearidade, preciséo, exatidao e robustez (BRASIL, 2017).

As analises do teor das formulacBes manipuladas foram executadas, de acordo com o

método validado, nas seguintes condices:
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e Solvente: 50% etanol e 50% agua

e Branco: agua

e Tempo de ultrassom: 5 minutos

e Comprimento de onda: 291 nm

e Concentracdo das solucdes: 5pg/mL

e Padrdo secundario caracterizado: Teor: 100,0%; Lote: 16E02-B011-006147; Validade:
01/20109.

Doseamento:

e Preparo das amostras:

Preparo de padréo: Foram pesados exatamente 5 mg de padrdo secundario, que foram
transferidos para baldo de 100 mL, adicionou-se o solvente, e este foi levado ao banho de
ultrassom por 5 minutos. Completou-se o volume do baldo com o mesmo solvente. Apos
homogeneizacéo e filtragdo, com o auxilio de uma micropipeta, foi retirado dessa solu¢gdo uma
aliquota de 1 mL e esta foi transferida para bal6es volumétricos de 10 mL. O procedimento foi
realizado em triplicata. A concentracdo final foi de 5 pg/mL. As leituras das solugfes foram
realizadas em espectrofotometro em 291 nm.

Preparo de amostra: fez-se um pool de 20 capsulas e pesou-se o equivalente a 5,0 mg de
amostra que foram transferidos para baldo de 100 mL, adicionou-se 0 solvente e levou-se ao
banho de ultrassom por 5 minutos. Completou-se o volume do baldo com o mesmo solvente.
Apo6s homogeneizacdo e filtracdo, com o auxilio de uma micropipeta, retirou-se dessa solucéo
uma aliquota de 1 mL, que foi transferida para balGes volumétricos de 10 mL. O procedimento
foi realizado em quintuplicata. A concentracdo final foi de 5 ug/mL. As leituras das solucbes
foram realizadas em espectrofotémetro em 291 nm.

Para a determinacdo da uniformidade de doses unitarias pelo método de variacdo de
peso separou-se 10 unidades de cada lote para andlise. A quantidade de farmaco por unidade é
estimada a partir do resultado do doseamento e dos pesos individuais, assumindo-se distribuicao
homogénea do componente ativo (F. BRAS, 2010).

As quantidades individuais estimadas (xi) sdo calculadas segundo a equacao 4:

Xi = pix AP 4)

em que,
pi = pesos individuais das unidades ou dos contetidos das unidades testadas;
A = quantidade de componente ativo, expressa em porcentagem da quantidade declarada,

determinada no doseamento;
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P = peso médio das unidades utilizadas no doseamento.
Para célculo do valor de aceitacdo, foi utilizada a formula abaixo:
VA=|M-X|+Ks (5)
Onde,
M = valor de referéncia
X = média dos contetdos individuais expressos em porcentagem da quantidade
declarada
K = constante de aceitabilidade
S = desvio padrdo da amostra
Se n (nimero de unidades testadas) = 10, K = 2,4.
M = 98,5% (quando X é menor que 98,5%)
O valor méximo do valor de aceitagéo ¢ 15,0.

4.2.4 Analise Estatistica

O planejamento fatorial foi realizado para avaliar os fatores significativos envolvidos nas
formulacdes de capsulas de dapsona. A resposta analitica utilizada neste projeto experimental
baseou-se na abordagem da funcdo desejavel, que foi aplicada para otimizar simultaneamente
as variaveis em estudo (BONFILIO et al., 2013). A analise foi realizada com base no valor de
aceitacdo do teste de uniformidade de doses unitarias das capsulas de dapsona. Estas foram
submetidas ao doseamento e uniformidade de doses unitarias por variacao de peso, de maneira
aleatoria, utilizando metodologia validada por espectrofotometria UV para o doseamento.

Os resultados obtidos na determinacdo da variacdo de peso das capsulas de dapsona e 0s
valores das respostas foram utilizados para calcular a média dos valores das respostas analiticas

e variancia de cada ensaio. A variancia de cada experimento foi obtida usando a equacéo 6:

s2= LN —x) (6)

Onde n é o numero de vezes que cada ensaio foi repetido, xi representa as respostas
analiticas de cada ensaio (D) e x representa o valor médio de cada ensaio.

As respostas analiticas também foram usadas para calcular os efeitos, que foram obtidos
pela média de todas as respostas obtidas (D) quando os fatores sdo positivos menos a média dos
valores correspondentes as linhas onde os fatores foram considerados negativo.

Para determinar a significancia estatistica dos fatores e suas interacées, a variancia padrdo

(Sp?) foi calculado via Equagéo 7:
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2 _ (nA _1)52A + (nB _1)328
Sp N (nA _1) + (nB _1) 0

Onde n € o nimero de vezes que o ensaio foi repetido e s? é a variancia obtida em cada

ensaio. Além disso, a variancia estimada dos efeitos foi obtida da Equacgéo 8:

2 2

s% s
V(estimated) = £+ -2 ()
n o n

Onde Sp?é a variancia padrdo e n é o nimero de ensaios com niveis baixos e altos (n = 8).
O erro das estimativas de contraste foi entdo obtido pela raiz quadrada da variancia
estimada. Multiplicando o erro por um valor t tabelado (2,12), com 16 graus de liberdade ao

nivel de significncia de 5 %, foi obtido o erro estimado.

4.2.5 Validagdo do ensaio de dissolugéo

As condicoes para desenvolvimento do perfil de dissolugdo dos medicamentos contendo
dapsona 50 e 100 mg, na forma farmacéutica capsula, foram estabelecidas pelo Sistema de
Classificacdo Biofarmacéutica (SCB) considerando as caracteristicas de solubilidade e
permeabilidade do farmaco (BRASIL, 2011). A validacéo do ensaio de dissolucéo e do método
de quantificacdo envolveu os parametros de linearidade, precisdo, exatiddo e robustez
(BRASIL, 2010, BRASIL, 2017):

Para definicdo dos parametros do perfil de dissolucdo, 6 capsulas de dapsona 100 mg,
foram introduzidas uma em cada cuba do dissolutor contendo HCI 2% como meio de dissolucéo
(1000mL) e analisadas nas rotacbes de 50 e 100 rpm e com 0S aparatos pa e cesta,
respectivamente. Foram utilizados sinkers (com o aparato pa), visando evitar a flutuacao das
capsulas. Em cada cuba do dissolutor, foram coletados 5 mL do meio de dissolugdo nos tempos
de 5, 15, 30 e 60 minutos, com reposi¢do do meio. Os volumes coletados foram filtrados em
filtro tipo PTFE 0,45um. Em seguida, foram transferidos 2 mL de cada solucéo para balGes
volumétricos de 10 mL e estes foram avolumados com o meio (HCI 2%) e, posteriormente,
analisados por espectrofotometria. A temperatura do banho foi estabelecida em 37,5°C + 1°C.
As absorvancias obtidas foram usadas como parametro para defini¢do da rotagdo e do aparato

a ser empregado no método.
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4.2.5.1 Seletividade

O ensaio de seletividade foi realizado por meio de uma nova varredura espectral de
solucBes de padrdo secundario, solvente, placebo e placebo com padrdo na faixa de 200 a 400
nm, devido a mudanca do solvente utilizado. O procedimento operacional est& descrito abaixo:

c) Preparo da solucdo padréo (SQR):

Foram pesados exatamente 20 mg de dapsona SQR e transferidos para baldo
volumétrico de 100 mL ao qual foi adicionado o solvente (HCI 2%). A solucdo foi levada ao
ultrassom por 5 minutos e completou-se o baldo com solvente. A solucéo foi filtrada e do
filtrado uma aliquota de 1 mL foi transferida para baldo de 10 mL, que foi completado com HCI
2% obtendo-se solu¢do com 20 pug/mL.

d) Preparo do placebo:

Os placebos para avaliacdo da seletividade das capsulas foram obtido pela mistura dos
excipientes das formulagdes propostas, conforme Tabela 2.

Os placebos foram pesados de acordo com o peso médio da forma farmacéutica, 16,33
mg para placebo 1 e 9,48 mg para placebo 2, equivalente a 20 mg de dapsona. Essas massas
foram transferidas para balbes volumétricos de 100 mL aos quais foi adicionado o solvente
(HCI12%). Em seguida, foram levados ao banho de ultrassom por 5 min. Completou-se volumes
dos bal6es com o mesmo solvente. A solucdo foi filtrada e do filtrado foi transferida uma
aliquota de 1 mL para baldo de 10 mL. O volume foi completado com HCI 2%. A varredura
espectral foi realizada em espectrofotdmetro na regido do UV de 200 a 400 nm.

e) Preparo de padrdo com excipiente:
Preparado da mesma forma que as solucdes anteriores, considerando 0s pesos de

excipientes e de padrao definido para os preparos.

4.2.5.2 Linearidade

Para avaliacdo de linearidade foi construida uma curva analitica com diluicdes do
padrao primario, com concentragdes de 10 a 30 pg/mL conforme procedimento abaixo:

Pesaram-se exatamente 10 mg de padrdo SQR de dapsona em papel manteiga que foram
transferidos para baldo volumétrico de 100 mL,ao qual acrescentou-se 80 mL de HCI 2 %. A
solucdo foi levada ao ultrassom por 5 minutos para completa solubilizacdo e, apds, 0 menisco
foi avolumado com o solvente. Ap6s homogeneizacéo e filtragcdo, obteve-se solugdo com 100
pg/mL de dapsona SQR em HCI 2 %.
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Com o auxilio de bureta de 10 mL, as diluicbes foram realizadas conforme Tabela 6,
transferindo o volume de SQR para baldes volumétricos de 10 mL e completando o volume
com solvente. Foram preparadas trés réplicas para cada concentracdo. As leituras das solugdes
de dapsona (n=15) foram realizadas em espectrofotdmetro no comprimento de onda de 290 nm.

Tabela 4 - Preparo de solucGes para obtencdo da curva analitica para dapsona, por espectrofotometria no UV.

Amostras Volume de SQR HCI 2 % q.s.p. Concentracao
(mL) (mL) (ng/mL)
1 1,00 10 10,0
2 1,50 10 15,0
3 2,00 10 20,0
4 2,50 10 25,0
5 3,00 10 30,0

Fonte: da autora.

Para a avaliacdo da linearidade foram utilizados os mesmos critérios do método para

quantificacdo do farmaco.

4.2.5.3 Precisao

A precisdo do ensaio de dissolucdo foi avaliada, pelo desvio padrdo relativo, entre as
leituras de solucdes de dapsona (50%, 100% e 150% do valor tedrico), utilizando &cido
cloridrico 2% como meio e quantificacdo por espectrofotometria a 290 nm. A repetitividade foi
avaliada pela analise de nove solucdes de dapsona SQR, com concentracdes tedricas de 10, 20
e 30 pg/mL, preparadas no mesmo dia e sob as mesmas condigdes experimentais. A partir da
pesagem exata de dapsona SQR e placebos conforme descrito na Tabela 5, os pds foram
adicionados as cubas do dissolutor, contendo 1000 mL de &cido cloridrico cada cuba. As
pesagens foram independentes e as analises foram executadas no mesmo dia, em triplicata. O
padrdo foi preparado em baldo volumétrico de 100 mL, pesando 20 mg de dapsona padréo, e
retirando uma aliquota de 2 mL, que foi transferida para baldo de 10 mL, chegando a
concentracdo final de 20 pg/mL. Apos tempo de andlise de 1 hora uma aliquota foi retirada e
filtrada, 2 mL do filtrado foi transferido para o baldo de 10 mL e completado com solvente,

chegando também a concentracao final de 20 pg/mL.
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Tabela 5 — Quantidade de placebos e padréo utilizados no ensaio de precisdo e exatiddo.

Dapsona SQR (g) Placebo 1 Placebo 2 Concentracao
(9) (9) (Hg/mL)
0,050 0,0408 - 10
0,050 - 0,0237 10
0,100 0,0817 - 20
0,100 - 0,0474 20
0,150 0,1225 - 30
0,150 - 0,0711 30

Fonte: da autora.

4.2.5.4 Exatidao

A exatiddo para o ensaio de dissolucdo foi avaliada com 3 concentracdes de dapsona 10,
20 e 30 ug/mL em triplicata, individualmente preparadas, na presenca dos placebos 1 e 2, na
cuba de dissolucao contendo 1000 mL de acido cloridrico 2%, na devida propor¢éo com relagao
ao peso medio da capsula contendo 100 mg de dapsona, conforme a Tabela 7. Essas
concentracdes correspondem a 50, 100 e 150% da dose do IFA em relacdo ao peso médio da
capsula de 100 mg. O preparo da amostra foi feito como no procedimento anterior. Para a

avaliacdo da exatiddo foi calculado o percentual de recuperacéo.

4.2 5.5 Robustez

Para avaliar a robustez do ensaio de dissolucdo para a dapsona foram considerados 0s
parametros: rotacdo (50 e 100 rpm) e aparato (cesta e pa). Todos os ensaios foram realizados
para o placebo 1 e 2, em triplicata na concentragdo de 20 ug/mL de dapsona. Primeiramente foi

feita uma analise das condi¢cdes normais do método e variou-se aparato e rotacao.

4.2.6 Perfis de dissolucdo

O ensaio de dissolucdo validado foi aplicado na avaliagdo das formulacdes de
dapsona 100 mg através da realizacdo dos perfis de dissolucdo. As formulagdes 4, 10 e 14
(Tabela 7) foram escolhidas de acordo com o doseamento e uniformidade de doses unitarias.
As condicdes estabelecidas para avaliacdo do perfil de dissolucéo de dapsona foram:

f) Rotagéo 50 rpm;

g) Aparato cesta;
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h) Temperatura do banho de 37,5 °C;

i) Meio de dissolugdo: acido cloridrico 2%;

J) Volume de 1000 mL de meio de dissolucéo por cuba;
k) Tempos de coleta em 5,10, 15, 20, 30, 60 minutos;

1) Volume de coleta e reposicéo de 5 mL

4.2.7 Obtencédo de diferentes formas sélidas de dapsona

As formas soélidas cristalinas de dapsona foram obtidas por meio de técnicas de
cristalizacdo baseadas na evaporacdo lenta de um ou mais solventes, variando as suas
respectivas proporgdes. Foram preparadas solucdes saturadas do insumo farmacéutico ativo
(IFA) com diferentes solventes e proporcdes entre eles conforme apresentado abaixo. As
solugdes permaneceram em repouso a temperatura ambiente até secagem dos solventes.

Para obtencéo de diferentes formas solidas de dapsona o preparo de cada amostra seguiu
as condicOes descritas abaixo:

DDS1: 8mL de agua destilada aquecida 60°C.

DDS2: 8 mL de agua destilada temperatura ambiente (25° C).

DDS3: 8 mL de acetonitrila, temperatura ambiente.

DDS4: 5 mL de acetonitrila e agua na proporc¢éo 4:1 (v/v), temperatura ambiente.
DDS5: 6 mL de acetona, temperatura ambiente.

DDS6: 5 mL de acetona e agua na proporcao 3:2 (v/v), temperatura ambiente.
DDS7: 5 mL de etanol e agua na proporcdo 3:2 (v/v), temperatura ambiente.
DDS8: 2 mL de acetona e etanol na proporcao 1:1 (v/v), temperatura ambiente.
DDS9: 8 mL de metanol, temperatura ambiente.

DDS10: 2 mL de metanol e agua na proporcdo 1:1 (v/v), temperatura ambiente.
DDS11: 8 mL de cloroférmio, temperatura ambiente.

DDS12: 2 mL de cloroférmio e dgua proporcdo 1:1 (v/v), temperatura ambiente.

4.2.8 Caracterizacao das formas cristalinas

As formas obtidas e o IFA foram analisadas e caracterizadas utilizando as técnicas de

difracdo de Raios-X por p6 (DRXP), infravermelho e andlises térmicas.
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4.2.8.1 Andlise da matéria-prima por difracéo de Raios-X por p6 (DRXP)

As anélises foram realizadas nas seguintes condi¢des: radiagdo monocromatica em tubo
selado de grafite por filtro de Cu (CuK, 1= 1,54187A), varreduras no intervalo de 3 a 40° 20, a
temperatura ambiente, com passo optico de 0,02 em 26, corrente de 30 mA, tensao de 40 kV,
velocidade de varredura de 1°/min e fenda 10mm. As amostras foram caracterizadas com base
nos difratogramas dos polimorfos padrdes de dapsona, depositados na base de dados de
estruturas cristalinas da Cambridge, o CSD (Cambridge StructuralDatabase).

4.2.8.2 Analise da matéria-prima por espectrofotometria na regido do infravermelho

As analises foram realizadas utilizando espectrofotdometro de infravermelho por
transformada de Fourier da marca Shimadzu, modelo Affinity-1, acoplado a um acessorio de
reflectancia total atenuada da marca PikeMiracle. Os dados foram coletados a temperatura
ambiente, na regido do infravermelho entre 4000-600 cm?, sendo que as amostras n&o

necessitaram de preparo inicial.

4.2.8.3 Analise térmica por Calorimetria Exploratoria Diferencial (DSC)

Para execucao destas analises, pequenas quantidades (3 a 5 mg) das matérias-primas
pré-selecionadas foram utilizadas nos experimentos. A anélise foi realizada em cadinhos de
aluminio fechados. As amostras foram analisadas utilizando razdo de aquecimento de 10
°C/min, no intervalo de aquecimento entre 25-280 °C, sob uma atmosfera de nitrogénio e com
vazdo de 50 mL/min. As analises foram realizadas em parceria com o Instituto de Quimica da
UNIFAL-MG.

4.2.9 Validacao do método analitico por cromatografia liquida de alta eficiéncia para
estudo de solubilidade

4.2.9.1 Parametros cromatogréaficos

O método validado por cromatografia liquida de alta eficiéncia foi baseado em um

trabalho encontrado na literatura (SALAMA et al., 2012). Os parametros que foram utilizados
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na condugdo do método por cromatografia liquida de alta eficiénca (CLAE) estdo descritas a
sequir:

Fase movel: tampéo fosfato pH 5,5: metanol (75:25)

Fase estacionaria: C18 — 150 mm x 4,6 mm x 0,5 um (marca: Waters-Symmetry)
Comprimento de onda: 289nm

Temperatura: 25°C

Volume de injecao: 20ul

Desvio padréo relativo: ndo mais que 5,0%

Resultados satisfatorios foram obtidos com o fluxo de 1,0mL/min, quando o tempo de retencdo

foi em torno de 4,0 minutos.

4.2.9.2 Seletividade

A seletividade foi avaliada pela pureza de pico do IFA e também pelo estudo de
degradacéo forcada da mesma, que foi realizado sob as seguintes condicdes:
Hidrolise 1: HCI 0,1M, NaOH 0,1M, e H>0> 35%. Solu¢des mantidas em estufa a 60°C por 6
dias.
Hidrdlise 11: Amostra preparada em solucdo HCI 0,01M e leitura imediata.
Fotolise: Amostra sélida em placa de petri sob fonte de luz ultravioleta por 23h.
Térmica: Estufa a 60°C e umidade relativa de aproximadamente 75%.
Apos o periodo estimado em cada caso, foram preparadas solu¢es na concentracdo de 30

ug/mL de dapsona em fase mével e em seguida foram quantificadas por CLAE.

4.2.9.3 Linearidade

A avaliacdo da linearidade foi realizada a partir da construcdo da curva analitica com 6
concentragdes em triplicata no intervalo de 10 a 60pg/mL (10, 20, 30, 40, 50 e 60ug/mL),
preparadas a partir da diluicdo de uma solu¢do-mae com concentragao de 100pug/mL.

As solucbes recém-preparadas foram quantificadas por CLAE, utilizando os parametros
determinados no ensaio de seletividade. Para a avaliacdo da linearidade foram utilizados os

mesmos critérios do método para quantificagdo do farmaco.
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4.2.9.4 Precisao

A precisdo do método foi avaliada pelo desvio padrdo relativo entre as leituras das
solucBes de dapsona. A repetitividade foi avaliada pela analise de nove solucGes de dapsona
padréo, com concentragdes teoricas de 20, 30 e 40pug/mL preparadas no mesmo dia e sob as
mesmas condigcdes experimentais. As solugbes de cada concentracdo foram preparadas em
triplicata e de maneira independente. A precisdo intermediéria (intradias) foi avaliada pela
repeticdo do procedimento em dois diferentes dias, por dois diferentes analistas.

4.2.9.5 Exatidao

A exatidao foi avaliada pelas porcentagens de recuperacdo de dapsona em solucdes
padrédo, em triplicata e de maneira independente e em trés niveis de concentracdo: 80%, 100%
e 120%, correspondendo a concentragdes de 20, 30 e 40 pg/mL.

As solucbes recém-preparadas foram quantificadas por CLAE, utilizando os parametros

determinados no ensaio de seletividade.

4.2.9.6 Robustez

Foram realizadas variagdes nos fatores que potencialmente afetariam as condicdes
analiticas normais, sendo elas: fluxo de fase movel 0,8mL/min e 1,2 mL/min, temperatura 27°C,

troca da marca da coluna, de coluna Waters®, para Phenomenex®.

4.2.10 Estudo de solubilidade

Para o ensaio solubilizaram-se quantidades adequadas (até que fosse observada
saturacdo) de dapsona e do hidrato obtido em quatro diferentes solventes aquosos: HCI 0,01 pH
= 2,0; tampd&o acetato pH 4,5; tampéo fosfato pH 6,8 e agua. Posteriormente, as solu¢bes foram
mantidas no shak flask sob temperatura controlada (37°C) e rotacdo de 150 rpm por 48 horas.
Nos intervalos de 12, 24 e 48 horas as soluc@es foram amostradas, diluidas em fase movel, e

quantificadas por CLAE, utilizando método descrito na se¢éo 3.5.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 PROCESSOS TECNOLOGICOS PARA CAPSULAS

5.1.1 Desenvolvimento das formulagdes

Para todas as formulagdes foram produzidos dois lotes, com uma anélise de teor
unificado. Nas Tabelas 6 e 7 estdo apresentadas as propostas de formulacdes a partir do

planejamento fatorial.

Tabela 6 - ParAmetros do experimento fatorial

Experimento Fatorial 2(5-1)

Fatores Nivel dos Fatores usados na formulacéo
- +
X1: Dose de IFA A (50 mg) B (100 mg)
X2: Concentracdo de Aerosil 0,1% 0,5%
X3: Concentracdo Lauril Sulfatode 1,0 % 2,0 %
Saodio
X4: Diluente C (lactose) D (celulose
microcristalina)
X5: Tempo de Mistura 2 minutos 5 minutos

Fonte: da autora.



Tabela 7 - Planejamento fatorial para obtencdo de formulagdes diferentes de capsulas que foram testadas.

Planejamento Fatorial 2°(5-1)

FormulagGes | IFA Dioxido | Lauril sulfato]  Diluente Tempo de
silicio de s6dio (%) (gsp) Mistura

coloidal (%) (minutos)
1 A 0,1 1 C 5
2 B 0,1 1 C 2
3 A 0,5 1 C 2
4 B 0,5 1 C 5
5 A 0,1 2 C 2
6 B 0,1 2 C 5
7 A 0,5 2 C 5
8 B 0,5 2 C 2
9 A 0,1 1 D 2
10 B 0,1 1 D 5
11 A 0,5 1 D 5
12 B 0,5 1 D 2
13 A 0,1 2 D 5
14 B 0,1 2 D 2
15 A 0,5 2 D 2
16 B 0,5 2 D 5

Fonte: da autora.

5.1.2 Deteminacdo granulométrica dos pos
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Para os placebos 1 e 2, apresentados na Tabela 2, foram utilizados os tamises de

nameros: 65, 125, 150 e 200 na determinacdo granulométrica. Foi observado que a maioria das

particulas dos pos permaneceu retida no coletor (receptor de tamises), portanto, seu diametro

encontra-se abaixo de 75 pm conforme demonstrado nas tabelas 8 e 9, respectivamente.
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Tabela 8 - Composicdo granulométrica do placebo 1.

Peneiras Determinagdo ap6s 30 minutos
Numero do tamis Orificio do Peso retido %
(ABNT/ ASTM) tamis (um) (9) Retida

65 212 0,0015 0,003
125 115 0,0039 0,078
150 106 0,0556 1.112
200 75 2,0170 40,340
Fundo - 2,9220 58,440

Fonte: da autora.

Tabela 9 - Composicdo granulométrica do placebo 2.

Peneiras Determinacgéo apds 30 minutos

Numero do tamis Orificio do tamis Peso retido %
(ABNT/ ASTM) (um) (0) Retida
65 212 0,002 0,040
125 115 0,005 0,100
150 106 0,219 4,380
200 75 1,988 39,760
Fundo - 2,786 55,720

Fonte: da autora.

Para a classificacdo granulométrica do farmaco (dapsona) foram utilizados os tamises
de niumeros: 60, 70, 140, 200 e 325. Foi observado que a maioria das particulas do ativo ficou
retida no tamis de numero 140, sugerindo um tamanho de particula entre 212 e 106 pm

conforme apresentado na Tabela 10.
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Tabela 10 - Composicao granulométrica do farmaco.

Peneiras Determinagdo ap6s 30 minutos
NUmero do tamis Orificio do Peso retido (g) % Retida
(ABNT/ ASTM) tamis (um)
60 250 1,097 21,58
70 212 0,702 13,81
140 106 3,034 59,69
200 75 0,241 4,74
325 45 0,008 0,16
Fundo - 0,001 0,02

Fonte: da autora.

O tamis escolhido para os placebos foi o de malha 200, tamanho de particula 75 pm. No
entanto, para o farmaco, foi escolhido o de malha 120, tamanho de particula 115 pum. As
matérias primas foram trituradas e transferidas para as malhas e ndo apresentaram problemas
no processo de mistura. De acordo com a literatura, os componentes da formulacdo devem ser
tamisados para obtencdo de mistura homogénea e distribuicdo adequada do farmaco em todas
as misturas dos pos, de forma a obter densidade e tamanho das particulas de pos similares
(ALLEN; POPOVICH; ANSEL, 2011).

5.1.3 Determinacédo do volume aparente e escolha do invélucro

Os resultados para densidade do farmaco e dos placebos foram os seguintes:
Dapsona: 0,88 g/mL.
Placebo 1: 0,91 g/mL.
Placebo 2: 0,53 g/mL.

Considerando as doses de dapsona, 50 e 100 mg, o tamanho da capsula escolhido foi a
namero 4, com volume de 0,21 mL, permitindo acomodacdo de toda mistura para o
encapsulamento (PINHEIRO, 2008a).
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5.1.4 Manipulacao das cépsulas

As cépsulas foram manipuladas de acordo com as boas praticas de manipulagéo,
recomendado pela Resolugcdo RDC n° 67, apresentando bom aspecto, forma, sem
extravasamento de contetido e foram utilizadas nos experimentos posteriores (BRASIL, 2007).

5.2 VALIDACAO DO METODO ANALITICO POR ESPECTROFOTOMETRIA NA
REGIAO DO ULTRAVIOLETA

5.2.1 Escolha do comprimento de onda e solvente adequado

A dapsona apresenta baixa solubilidade em agua e alta solubilidade em etanol e &cidos
minerais diluidos, porém, a mistura de etanol e 4gua (50:50) foi escolhida como solvente em
virtude da baixa interferéncia dos placebos 1 e 2, e por trazer menos danos ao meio ambiente.
O pico de maxima absorcdo da dapsona, utilizando a mistura etanol e agua (50:50) como
solvente, ocorreu no comprimento de onda de 291 nm, que foi utilizado para as analises

posteriores.

5.2.2 Seletividade

A Figura 2 apresenta a varredura espectral das solu¢des analisadas e demonstra que 0s
excipientes empregados nédo interferem de maneira significativa na quantificacdo do farmaco,
sendo o método considerado seletivo para estes excipientes. Também foi possivel observar que
a substancia analisada foi identificada como dapsona, uma vez que ela apresentou o maximo de

absorvancia no mesmo comprimento de onda da solucdo SQR, em 291 nm.
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Figura 2 - Varredura espectral das solucdes analisadas na seletividade do método,
na concentragdo de 5 pg/mL e utilizando mistura de etanol e agua
(50:50) como solvente.

Fonte: da autora.

5.2.3 Linearidade

Para o0 estudo de linearidade, evidenciou-se que existe boa correlacdo linear entre o fator
independente (concentracao da SQR) e os fatores dependentes (absorvancias das concentragdes
de dapsona) através da equacdo y = 0,1058 x — 0,0077, e com coeficiente de determinacéo
(0,9998) foi possivel averiguar o grau de explicacdo do modelo (BRASIL, 2017).

A partir das leituras das absorvancias das solugbes, construiu-se a curva analitica
plotando-se os valores das absorvancias em funcdo das concentragdes. Determinou-se a
equacdo da reta e o coeficiente de correlacdo pelo método dos minimos quadrados, bem como
o desvio padréo relativo (DPR) para cada ponto da curva, conforme demonstrado na Tabela 11

e Figura 3.
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Tabela 11 - Valores de absorvancias obtidos na construcéo da curva analitica para dapsona com

as respectivas médias e desvios padrao relativos (DPR%) por espectrofotometria

naregido do ultravioleta.

N A Média das
Concentragdo (ug/mL) | Absorvancia abSOrVANCias DPR(%)
2,50 0,26543 0,272 1,41
2,50 0,27200
2,50 0,27248
2,50 0,27254
2,50 0,27596
3,75 0,40279 0,404 0,45
3,75 0,40331
3,75 0,40355
3,75 0,40491
3,75 0,40733
5,00 0,53282 0,536 0,53
5,00 0,53435
5,00 0,53674
5,00 0,53799
5,00 0,53992
6,25 0,66953 0,671 0,27
6,25 0,67030
6,25 0,67062
6,25 0,67116
6,25 0,67427
7,50 0,79645 0,799 0,31
7,50 0,79855
7,50 0,79912
7,50 0,79932
7,50 0,80338

Fonte: da autora.
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Figura 3 - Representacéo gréafica da curva analitica do ensaio de linearidade do método
para dapsona por espectrofotometria UV a 291 nm.

Fonte: da autora.

Coeficiente de correlacdo (r): 0,9999
Faixa de avaliagao: 2,5 a 7,5 pg/mL
Sensibilidade (inclinacdo): 0,1058
Intersecédo: 0,0077

Equacdo da reta: y = 0,1058x — 0,0077
Coeficiente de Determinacédo (R?): 0,9998

Pelos parametros apresentados na Tabela 11 e Figura 3, é possivel observar que a
linearidade do método, obtida na faixa de concentracdo de 2,5 a 7,5 pg/mL, apresenta
coeficiente de correlacdo de 0,9999, com desvio padrdo relativo médio menor que 2 %,
demonstrando boa correlacdo linear entre o fator independente (concentracdo do padrao
primario) e o fator dependente (absorvancia das concentrac@es de dapsona). Os valores obtidos
de variancias de acordo com as concentracdes utilizadas na linearidade estdo apresentados na
Tabela 12.

A qualidade do ajuste da curva analitica e sua linearidade também foram avaliadas por
meio da inspecdo visual do grafico de residuos gerados pela regressao. A avaliacao da igualdade
das variancias foi realizada utilizando o método de Cochran (BRASIL, 2017), conforme Tabela
13, onde C cal < C critico, e com essa condicdo aceita a hipotese nula, ou seja, as variancias

sdo iguais.
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O teste F na andlise de variancia tem o objetivo de testar a significAncia da estimativa do
coeficiente associado a variavel independente x (concentragdo); se F calculado for maior ou
igual a F de significacdo, conclui-se que o modelo é adequado (Tabela 14). O valor de F
calculado > F tabelado, rejeita a hipotese nula, ou seja, a reta de regressdao explica
satisfatoriamente a relagdo entre concentragao e sinal.

O coeficiente de determinagéo (R?) é determinado com o objetivo de averiguar o grau
de explicagdo do modelo (BRASIL, 2017).

Os residuos gerados pela regressdo aplicada aos dados do ensaio de linearidade estdo
apresentados na Tabela 15 e Figura 4, respectivamente. Os pontos no gréafico de residuos
deverdo estar aleatoriamente distribuidos ao redor do eixo X, ndo apresentando nenhum

comportamento ou tendéncia funcional, o que pode ser observado na Figura 4 (BRASIL, 2017).

Tabela 12 - Valores obtidos de variancias de acordo com as concentracdes utilizadas na linearidade

para dapsona por espectrofotometria UV.

Concentragdes (pug/mL) Variancias
2,50 1,47157E-05
3,75 3,33632E-06
5,00 8,01163E-06
6,25 3,33973E-06
7,50 6,33593E-06

Soma: 3,57393E-05

Fonte: da autora.

Tabela 13 - Valores obtidos no Teste de Cochran, ao nivel de 5 % de significancia, aplicado aos

dados ponderados do ensaio de linearidade para dapsona por espectrofotometria UV.

C critico C calculado
0,5441 0,4118

Fonte: da autora.



Tabela 14 - Valores obtidos na analise de variancia.
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ANOVA
F de
gl SQ MQ F significacdo F tabelado
Regressédo 1 0,8741 0,8741 107980,7 9,8112E-44 4,28
8,0946E-
Residuo 23 0,0002 06
Total 24 0,8742
Erro 95%
Coeficientes| padréo Stat t valor-P | 95% inferiores | superiores
Intersecdo 0,0077 0,0017 4,5271  0,00015 0,0042 0,0113
Concentracdo  0,1058 0,0003 328,60 9,81E-44 0,1051 0,1064
Inferior Superior
95,0% 95,0%
0,0042 0,0113
0,1051 0,1064
Fonte: da autora.
Residuos
0,008 -
0,006 -
0,004 -
g 0,002 -
g 70‘0020,_30 1,00 2,00 3,00 4,00 5,00 6,00 7,00 8,00
-0,004 -+
-0,006 +
-0,008 -
Concentragdo

Figura 4 - Plotagem dos residuos gerados pela regresséo aplicada aos dados

ponderados do ensaio de linearidade.

Fonte: da autora.
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Tabela 15 - Valores obtidos de residuos gerados pela regressao aplicada aos
dados ponderados do ensaio de linearidade por espectrofotometria UV.

Observacao Y previsto Residuos
1 0,2721604 -0,0067304
2 0,2721604 -0,0001604
3 0,2721604 0,0003196
4 0,2721604 0,0003796
5 0,2721604 0,0037996
6 0,4043766 -0,0015866
7 0,4043766 -0,0010666
8 0,4043766 -0,0008266
9 0,4043766 0,0005334
10 0,4043766 0,0029534
11 0,5365928 -0,0037728
12 0,5365928 -0,0022428
13 0,5365928 0,0001472
14 0,5365928 0,0013972
15 0,5365928 0,0033272
16 0,668809 0,000721
17 0,668809 0,001491
18 0,668809 0,001811
19 0,668809 0,002351
20 0,668809 0,005461
21 0,8010252 -0,0045752
22 0,8010252 -0,0024752
23 0,8010252 -0,0019052
24 0,8010252 -0,0017052
25 0,8010252 0,0023548

Fonte: da autora.

5.2.4 Precisao

Segundo ANVISA, (BRASIL, 2017), o desvio padrdo relativo permitido é de até 5,0%.

As capsulas testadas pelo método proposto possuem 50 mg e 100 mg de dapsona por capsula,
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portanto devem obedecer aos limites de recuperacdo e desvio padréo relativo citados
anteriormente.

Os valores de precisdo foram expressos pelos desvios padréo relativos (DPR%). Os
resultados obtidos nos ensaios intradias estdo demonstrados nas Tabelas 16 e 17 para os
placebos 1 e 2, respectivamente. De modo semelhante foram demonstrados nas Tabelas 18 e 19

os valores obtidos nos ensaios interdias para placebos 1 e 2, respectivamente.

Tabela 16 - Valores obtidos na determinacéo da precisao intradia para

dapsona e placebo 1, por espectrofotometria UV.

Concentracéo Absorvancia DRP

(Hg/mL) (%)
0,276

2,5 0,270 1,06
0,271
0,530

5,0 0,537 0,67
0,537
0,817

7,5 0,816 0,37
0,811

Padréo: média das absorvancias = 0,539
Fonte: da autora.
Tabela 17 - Valores obtidos na determinacdo da precisdo intradia para

dapsona e placebo 2, por espectrofotometria UV.

Concentracéo Absorvancia DRP

(Mg/mL) (%)
0,283

2,5 0,275 1,72
0,274
0,536

5,0 0,535 0,20
0,534
0,803

7,5 0,808 0,32

0.807




Padrdo: média das absorvancias = 0,543

Fonte: da autora.

Tabela 18 - Valores obtidos na determinacéo da precisdo interdias para

dapsona e placebo 1, por espectrofotometria UV.

Concentracéo Absorvancia dia 1 Absorvancia dia 2 DRP
ug/mL (%)
0,276 0,273
2,5 0,270 0,278 191
0,271 0,288
0,530 0,541
50 0,537 0,553 1,27
0,537 0,536
0,817 0,819
7,5 0,816 0,834 0,98
0,811 0.831
Padréo dia 2: média das absorvéncias = 0,555
Fonte: da autora.
Tabela 19 - Valores obtidos na determinaco da precisdo interdias para
dapsona e placebo 2, por espectrofotometria UV.
Concentracéo Absorvancia dia 1 Absorvancia dia 2 DRP
Hg/mL (%)
0,283 0,279
2,5 0,275 0,267 2,35
0,274 0,266
0,536 0,517
5,0 0,535 0,537 2,22
0,534 0,531
0,803 0,797
7,5 0,808 0,803 2,23
0.807 0,807

Padrdo dia 2: média das absorvancias = 0,519

Fonte: da autora.
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Todos os valores de desvio padrdo relativo estdo dentro da especificacdo de no maximo

de 5%, demonstrando que o método apresenta precisdo adequada (BRASIL, 2017).

5.2.5 Exatidao

O calculo da percentagem de recuperagdo foi realizado por meio da razdo da
concentracdo experimental pela concentracdo tedrica das solugdes e os resultados estdo
expressos nas Tabelas 20 e 21. Os valores entre 98 a 102 % indicam boa recuperacao para 0

método.

Tabela 20 - Valores obtidos na determinacéo da recuperagao para dapsona e

placebo 1 por espectrofotometria UV.

ConcentracOes 2,5 pg/mL 5,0 pg/mL 7,5 ng/mL
Média das 0,2769 0,5456 0,8060
absorvancias
DPR (%) 0,32 1,86 0,52
% de recuperacgéo 98,4 100,4 98,2

Fonte: da autora.

Tabela 21 - Valores obtidos na determinacdo da recuperagéo para dapsona e
placebo 2 por espectrofotometria UV.

Concentragoes 2,5 ng/mL 5,0 ug/mL 7,5 ng/mL
Média das 0,2775 0,5349 0,8065
absorvancias
DPR(%) 1,75 0,15 0,32
% de recuperacgéo 98,8 98,5 98,3

Fonte: da autora.

5.2.6 Limite de Quantificacdo (LQ) e Limite de Deteccdo (LD)

Os limites de quantificacdo e deteccdo foram obtidos a partir da curva analitica, com
valores de 0,263 pg/mL e 0,087 pg/mL, respectivamente. Concluindo-Se que o intervalo de
trabalho do método (2,5 a 7,5 pug/mL) estd acima do limite de quantificacdo e de deteccéo,

demonstrando que o método € adequado para o objetivo proposto.
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5.2.7 Robustez

A robustez foi avaliada pela variagdo dos seguintes parametros: estabilidade da solugéo
apos 6 e 24 horas; tempo de extracdo, 3 e 7 minutos; proporcdo de etanol na solucédo, 45 e 55
% e marca diferente de etanol. Os resultados de robustez estdo apresentados nas Tabelas 22 e

24, para placebos 1 e 2.

Tabela 22 - Valores obtidos na robustez do método para solucdes de dapsona e placebo 1, na concentracédo

de 5 pg/mL, por espectrofotometria UV.

Teor (%)
Solvente | Estabilidade |[Estabilidade us us Etanol Etanol Solvente
Marca A 6h 24 h 3 7' 45 % 55 % Marca B
99,8 98,4 99,8 101,3 101,0 100,6  100,6 101,2
100,6 98,4 99,3 101,3 100,8 99,4 100,4 100,3
98,4 98,3 99,3 101,0 1005 100,4 102,22 101,3
DPR
% 1,12 0,06 0,29 0,17 0,25 0,64 0,98 0,55

Fonte: da autora.

Tabela 23 - Analise de variancia aplicada ao ensaio de robustez para dapsona e placebo 1.

Fonte da

variacao SQ gl MQ F valor-P F critico
Entre

grupos 14,869375 7 2,124196429 3,309361525 0,05763952 3,500463855
Dentro dos

grupos 5,135 8 0,641875

Total 20,004375 15

OBS: gl = graus de liberdade; SQ = soma dos quadrados; MQ = Quadrado médio.

Fonte: da autora.

Como o valor de F € menor que F critico, (Tabela 23) significa que as variancias sdo
estatisticamente iguais, entdo, o método é robusto, nas condicdes testadas para quantificacdo de
dapsona na presenca dos excipientes do placebo 1, ou seja, as pequenas variacdes nao

interferem no método.
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Tabela 24 - Valores obtidos na robustez do método para solucdes de dapsona e placebo 2,
na concentracdo de 5 pg/mL, por espectrofotometria UV.

Teor (%)

Solvente [Estabilidade | Estabilidade us us Etanol Etanol Solvente

Marca A 6h 24 h 3 7' 45 % 55 % Marca B
101,5 99,1 98,0 100,4 100,0 99,2 101,1 100,3
100,2 99,1 97,3 98,9 998 99,2 100,7 99,5
99,8 101,4 97,3 996 99,6 1005 99,4 100,2

DPR% 0,88 1,33 0,41 0,75 0,42 0,75 0,88 0,44

Fonte: da autora.

Tabela 25 - Analise de variancia aplicada ao ensaio de robustez para dapsona e

placebo 2, por espectrofotometria UV.

Fonte da

variacao SQ gl MQ F valor-P F critico
Entre

grupos 12,589375 7 1,798482143 2,921392313 0,078087673 3,500463855
Dentro dos

grupos 4,925 8 0,615625

Total 17,514375 15

OBS: gl = graus de liberdade; SQ = soma dos quadrados; MQ = Quadrado médio.

Fonte: da autora.

Como o valor de F € menor que F critico, (Tabela 25) significa que as variancias sdo
iguais, entdo, o método é robusto, nas condicGes testadas para quantificacdo de dapsona na
presenca dos excipientes do placebo 2, ou seja, as pequenas variacbes ndo interferem no

método.
5.3 ANALISE DE QUALIDADE DAS FORMULACOES

5.3.1 Peso Médio

A anélise de peso médio foi executada de acordo com a legislacéo e encontra-se dentro
da especificagdo de 90-110%, para variagdo de conteudo, para as capsulas com peso inferior a
300 mg (F. BRAS., 2010). Os valores aceitos de desvio padrédo relativo sdo inferiores a 4%,

onde ndo mais que duas cépsulas estejam fora do intervalo de variacdo de contetdo. Os
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resultados do teste de peso médio estdo apresentados na Tabela 26, onde é observado que 3
formulacGes apresentaram resultados de DPR ndo satisfatorios. Essas trés formulages foram
analisadas quanto a teor e uniformidade de doses unitérias, porém elas foram excluidas das que

poderiam ser propostas para padronizacao.

Tabela 26 — Valores obtidos de peso médio das formulacoes de dapsona 50 e 100 mg.

Formulacédo Valor Médio DPR(%) Proporgao do Farmaco

(mg) (%)
1 165,9 2,97 30,1
2 169,1 3,13 59,1
3 163,4 3,65 30,6
4 168,4 3,20 59,4
5 165,3 3,80 30,2
6 170,5 3,60 58,6
7 167,6 3,86 29,8
8 168,8 3,11 59,2
9 118,5 3,82 42,2
10 143,8 3,25 69,5
11 117,6 5,03 42,5
12 140,2 4,65 71,3
13 117,4 6,35 42,6
14 141,0 3,11 70,9
15 119,6 3,94 41,8
16 139,6 2,57 71,6

Fonte: da autora.

5.3.2 Teste de Desintegracao

O teste de desintegracdo foi realizado com as capsulas manipuladas, de acordo com 0s
critérios estabelecidos pela Farmacopeia Brasileira. Todas as formulacdes atenderam as
especificacdes estabelecidas, em que as capsulas foram completamente desintegradas ao final

de 45 minutos. A desintegracdo das capsulas das formulacdes ocorreu de 1 a 2 minutos.

5.3.3 Doseamento e Uniformidade de Doses Unitarias

As analises do teor das formulacdes manipuladas foram executadas, de acordo com o

método validado. Os resultados estdo apresentados na Tabela 27.
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Tabela 27 — Valores de teor obtidos para as formulagdes de dapsona 50 e 100 mg,
por espectrofotometria em 291nm.

FormulacGes Teor (%) Desvio Padréo Desvio Padréo
Relativo (%)
1 97,6 0,8405 0,86
2 93,1 0,1941 0,21
3 94,8 0,9830 1,04
4 97,3 0,7159 0,74
5 93,3 0,7999 0,86
6 93,0 0,7990 0,86
7 93,9 0,7556 0,80
8 92,6 0,6239 0,67
9 95,7 1,0898 1,14
10 94,5 0,8210 0,87
11 93,5 0,0533 0,06
12 95,5 0,5356 0,56
13 92,5 0,0772 0,08
14 96,7 0,7614 0,79
15 96,3 0,6551 0,68
16 93,6 0,4351 0,46

Fonte: da autora.

Todas as formulacGes apresentaram teor de acordo com a farmacopeia americana de
2017, entre 92,5 a 107,5% (UNITED, 2017), intervalo este utilizado para analise da forma
farmacéutica comprimido.

Para as analises de uniformidade de doses unitarias foi utilizado o método de variacdo
de peso, de acordo com a Farmacopeia Brasileira e calculou-se o valor de aceitacdo. Foram
analisadas 10 capsulas de cada lote de cada formulacdo. Os resultados estdo apresentados na
Tabela 28. Foi observado que algumas formulacdes apresentaram VA maior que 15, as quais
foram excluidas das formulacdes que poderiam ser propostas para padronizacdo. Esses valores
de aceitacdo foram utilizados na analise estatistica, para avaliar quais foram as melhores

formulagdes propostas.
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Tabela 28 — Valores de aceitacdo obtidos na determinacao da uniformidade de doses unitarias para

formulagBes de dapsona nas doses de 50 mg e 100 mg.

Formulagéo Teor (%) Valor de Aceitacdo Valor de Aceitagédo
Lote 01 Lote 02
1 97,6 7,34 7,25
2 93,1 14,20 10,30
3 94,8 9,08 12,07
4 97,3 9,83 7,67
5 93,3 12,16 14,10
6 93,0 15,79 8,45
7 93,9 13,71 13,37
8 92,6 9,96 13,72
9 95,7 14,70 7,81
10 94,5 12,39 14,60
11 93,5 19,05 12,84
12 95,5 11,39 15,85
13 92,5 17,47 20,49
14 96,7 10,10 13,34
15 96,3 13,81 12,24
16 936 14,90 13,77

Fonte: da autora.

5.4 ANALISE ESTATISTICA

Os valores de aceitacdo calculados na uniformidade de doses unitarias foram utilizados

para o calculo das respostas do teste e assim, calcular através das equacdes 6,7 e 8 a variancia

padrdo (sp?) 0,0242 e variancia estimada dos efeitos (0,00302), além do erro do experimento

(0,117) Todos os resultados estdo apresentados na Tabela 29. Quando valores de estimativa de

contraste maiores, em modulo, do que o erro estimado, sdo obtidos, significa que esses valores

influenciam na resposta analitica. Além disso, estimativas de contraste positivas indicam que o

aumento nos seus niveis produz o aumento na resposta analitica e estimativas de contraste

negativas indicam que a resposta analitica tende a diminuir com o aumento nos seus niveis.



Tabela 29 - Valores de aceitacdo (VA) obtidos nos ensaios de variacdo de peso realizados

em dois lotes e respostas calculadas.
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Ensaio VA Lote 01 VA Lote 02 | Resposta | Resposta Média Variancia
1 (%) 2 (%) das
respostas

1 7,34 7,25 0,511 0,517 0,514 1,80E-05
2 14,2 10,3 0,053 0,313 0,183 3,38E-02
3 9,08 12,07 0,395 0,195 0,295 1,99E-02
4 9,83 7,67 0,345 0,489 0,417 1,04E-02
5 12,16 14,1 0,189 0,060 0,125 8,36E-03
6 15,79 8,45 0,000 0,437 0,218 9,53E-02
7 13,71 13,37 0,086 0,109 0,097 2,57E-04
8 9,96 13,72 0,336 0,085 0,211 3,14E-02
9 14,7 7,81 0,020 0,479 0,250 1,05E-01
10 12,39 14,6 0,174 0,027 0,100 1,09E-02
11 19,05 12,84 0,000 0,144 0,072 1,04E-02
12 11,39 15,85 0,241 0,000 0,120 2,90E-02
13 17,47 20,49 0,000 0,000 0,000 0,00E+00
14 10,1 13,34 0,327 0,111 0,219 2,33E-02
15 13,81 12,24 0,079 0,184 0,132 5,48E-03
16 14,9 13,77 0,007 0,082 0,044 2,84E-03

Fonte: da autora.

Sp? = 2,42E-02

V estimativa de contrastes = 3,02E-03
S estimativa de contrastes = 0,054967857

Erro=0,117

A analise das variaveis em estudo foi calculada por meio da média de cada nivel (Tabela

30), onde os efeitos sdo referentes a subtracdo do menor nivel pelo maior. O efeito calculado

foi analisado através do erro estimado (0,117), observando que a variavel diluente se apresentou

maior (em mddulo) do que o erro. Assim, pode-se concluir que o valor -0,140 significa que o

nivel (-) que, no caso, ¢ diluente lactose, seria melhor do que diluente celulose. Porém, foram

escolhidas formulacBes preparadas com os dois tipos de diluente, pois o efeito foi observado

devido a falta de experiéncia do manipulador das capsulas. Chegou-se a esta conclusao porque

o teor de todas as formulagdes esta dentro do especificado pela farmacopeia americana, mesmo

que a uniformidade ndo possua valor de aceitacdo dentro do esperado para todas as formulacoes.
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74

Variaveis Nivel (+) Nivel (-) Efeitos
Dose 0,1891 0,1855 0,0036
Aerosil 0,1735 0,2011 -0,0276
Lauril 0,1310 0,2439 -0,1130
Diluente 0,1171 0,2575 -0,1403
Tempo 0,1828 0,1917 -0,0089

Fonte: da autora.

Dessa forma, para escolha das melhores formulacdes foi levado em consideracdo as

formulagdes que passaram em todos os testes anteriores (peso médio, doseamento e

uniformidade de doses unitarias por variacdo de peso). O critério de escolha das formulacGes

foi as que obtiveram valores de teor satisfatorios e que possuiram valor de aceitacdo dos dois

lotes menor que 15. Foram propostas trés formulacdes de cada dose, conforme demonstrado
nas Tabelas 31 e 32.

Tabela 31 - Formulagdes propostas para dapsona na dose de 50 mg.

Formulagdes | Dioxido silicio Lauril Lactose Celulose Tempo de
Coloidal (%) Sulfato de (%) (%) mistura
Sodio (%) (minutos)
1 0,1 1,0 98,9 - 5
9 0,1 1,0 - 98,9 2
15 0,5 2,0 - 97,5 2
Fonte: da autora.
Tabela 32 - Formulacdes propostas para dapsona na dose de 100 mg.
Formulagdes | Dioxido silicio Lauril Lactose Celulose | Tempo de mistura
Coloidal (%) Sulfato de (%) (%) (minutos)
Sodio (%)
4 0,5 1,0 98,5 - 5
10 0,1 1,0 - 98,9 5
14 0,1 2,0 - 97,9 2

Fonte: da autora.
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5.5 VALIDAGCAO DO ENSAIO DE DISSOLUGAO

Para definicdo dos parametros do perfil de dissolugdo para dapsona, primeiramente
foram testados os aparatos (pa e cesta) a 50 rpm, e posteriormente a 100 rpm. Observou-se que
0 aparato cesta e a rotacdo de 50 rpm apresentaram melhor desempenho para o ensaio pois

forneceu um perfil discriminatorio com maior liberagéo do farmaco.
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Figura 5 - Gréafico do perfil de dissolucdo de dapsona 100 mg capsulas utilizando aparato pa
e rotacdo 50 rpm. Tempos de coleta 1 (5 min), 2 (15min), 3 (30 min) e 4 (60 min).
Fonte: da autora.
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Figura 6 - Gréfico do perfil de dissolucdo de dapsona 100 mg capsulas utilizando aparato
cesta e rotacdo 50 rpm. Tempos de coleta 1 (5 min), 2 (15min), 3 (30 min) e 4 (60 min).
Fonte: da autora.
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Figura 7 - Grafico do perfil de dissolucdo de dapsona 100 mg capsulas utilizando aparato
cesta e rotacdo 100 rpm. Tempos de coleta 1 (5 min), 2 (15min), 3 (30 min) e 4 (60 min).
Fonte: da autora.

5.5.1 Seletividade

O solvente utilizado para quantificacdo do farmaco foi acido cloridrico 2%, utilizado
como meio de dissolucdo e o pico de maxima absorcao ocorreu no comprimento de onda de
290 nm, que foi utilizado para as analises posteriores.

A Figura 8 demonstra a seletividade do método espectrofotométrico para quantificacao
de dapsona frente o0s excipientes testados. Observa-se ndo haver interferéncia significativa dos

excipientes no pico maximo absorcéo da dapsona que foi em 290 nm.
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Figura 8 - Varredura espectral de solucdo de dapsona SQR, na concentracdo de 20 ug/mL,
utilizando HCI 2% como solvente, placebo mais padrdo e excipientes.
Fonte: da autora.

5.5.2 Linearidade

Para o estudo de linearidade, evidenciou-se que existe boa correlacédo linear entre o fator
independente (concentracdo da SQR) e os fatores dependentes (absorvancia das concentracoes
de dapsona) através da equacgdo y = 0,0206 x + 0,0407, e com coeficiente de determinacéo
(0,9946) foi possivel averiguar o grau de explicacdo do modelo (BRASIL, 2017).A curva
analitica foi plotada de acordo com os valores das absorvancias em funcao das concentracdes.
Determinou-se a equacdo da reta e o coeficiente de correlacdo pelo método dos minimos
quadrados, bem como o desvio padréo relativo (DPR) para cada ponto da curva, os resultados

estdo apresentados na Tabela 33 e Figura 9, respectivamente.
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Figura 9 - Representacéo grafica da curva analitica do ensaio de linearidade do método
para quantificacdo de dapsona por espectrofotometria UV.

Fonte: da autora.



Tabela 33 - Valores de absorvancias obtidos na construcdo da curva analitica para dapsona

com as respectivas médias e desvios padréo relativos (DPR%) por espectrofotometria no UV.

Concentragéo Absorvancia Média das DPR (%)
(ug/mL) absorvancias

10 0,26195 0,261323 0,23
10 0,26074

10 0,26128

15 0,33595 0,334157 0,54
15 0,33232

15 0,3342

20 0,45053 0,446523 0,78
20 0,44489

20 0,44415

25 0,55475 0,554303 0,71
25 0,558

25 0,55016

30 0,66336 0,665963 0,58
30 0,67038

30 0,66415

Fonte: da autora.

Coeficiente de correlacao (r): 0,9973
Faixa de avaliag¢ao: 10,0 a 30,0 pug/mL
Sensibilidade (inclinacdo): 0,0206
Intersecédo: 0,0407

Equacdo da reta: y = 0,0206x — 0,0407
Coeficiente de Determinagédo (R?): 0,9946
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Os valores de variancias de acordo com as concentracgdes utilizadas na linearidade foram

determinados e expressos na Tabela 34.

Tabela 34 - Valores de variancias de acordo com as concentra¢@es utilizadas na linearidade.

Concentrac6es (pug/mL) Variancias
10,0 3,67433E-07
15,0 3,29563E-06
20,0 1,21769E-05
25,0 1,55160E-05
30,0 1,47862E-05

Soma: 4,61423E-05

Fonte: da autora.
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Tabela 35 - Valores obtidos no Teste de Cochran, ao nivel de 5 % de significancia, aplicado aos dados ponderados
do ensaio de linearidade para dapsona por espectrofotometria.

C calculado
0,336

C critico
0,684

Fonte: da autora.

A qualidade do ajuste da curva de calibragdo e a sua linearidade também devem ser
avaliadas por meio da inspecdo visual do grafico de residuos gerados pela regressdao. A
avaliacdo da igualdade das variancias foi realizada utilizando o método de Cochran (Brasil,
2017), conforme Tabela 35, onde C cal < C critico, e com essa condicdo aceita a hipotese nula,
Ou seja, as variancias sao iguais.

O teste F na anélise de variancia tem o objetivo de testar a significAncia da estimativa do
coeficiente associado a variavel independente x (concentracdo); se F calculado for maior ou
igual a F de significacdo, conclui-se que o modelo é adequado (Tabela 36). O valor de F
calculado > F tabelado, rejeita a hipdtese nula, ou seja, a reta de regressdo explica
satisfatoriamente a relacdo entre concentracao e sinal.

O coeficiente de determinacéo (R?) é determinado com o objetivo de averiguar o grau
de adequacdo do modelo (BRASIL, 2017).

Os residuos gerados pela regressao aplicada aos dados do ensaio de linearidade estédo
apresentados na Tabela 37 e Figura 10. Os pontos no grafico de residuos deverdo estar
aleatoriamente distribuidos ao redor do eixo X, ndo apresentando nenhum comportamento ou

tendéncia funcional (Brasil, 2017).

Tabela 36 - Resultados obtidos pela analise de variancia.

F de
gl SQ MQ F significacéo
Regressao 1 0,279327467 0,279327 2327,032 4,1223E-15
Residuo 12 0,001440431 0,00012
Total 13 0,280767898

F tabelado: 4,28

Coeficientes

| Erro padréol Stat t \ valor-P

Intersecdo 0,034274444 0,009417708 3,639361 0,003392
10 0,020844889 0,000432114 48,23932 4,12E-15
95%
95% inferiores superiores Inferior 95,0% Superior 95,0%
0,013755021 0,054793868  0,013755021 0,054793868
0,019903393 0,021786385  0,019903393 0,021786385

Fonte: da autora.



Tabela 37 - Valores correspondentes a analise de residuos.

Observacéo Y Previsto (a) Residuos
1 0,242723333 -0,01922667
2 0,242723333 0,018016667
3 0,242723333 0,018556667
4 0,346947778 -0,01099778
5 0,346947778 -0,01462778
6 0,346947778 -0,01274778
7 0,451172222 -0,00064222
8 0,451172222 -0,00628222
9 0,451172222 -0,00702222
10 0,555396667 -0,00064667
11 0,555396667 0,002603333
12 0,555396667 -0,00523667
13 0,659621111 0,003738889
14 0,659621111 0,010758889
15 0,659621111 0,004528889
Fonte: da autora.
Residuos
0,03
0,02 -
g 0,01
i 001 ¢ 5 1|0 1|5 20 75 3|0 3I5
002 Concentracédo (pg/mL)

Figura 10 - Plotagem dos residuos gerados pela regressao aplicada aos dados

ponderados do ensaio de linearidade.

Fonte: da autora.
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Pelos parametros apresentados é possivel observar que a linearidade do método obtida

na faixa de concentracdo de 10 a 30 pug/mL, apresenta coeficiente de correlacdo de 0,9973, com

desvio padrao relativo médio menor que 2 %, demonstrando haver boa correlacdo linear entre

o fator independente (concentracdo do padrdo) e o fator dependente (absorvancia das

concentragdes de dapsona).
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5.5.3 Precisao

A precisdo do método foi demonstrada pelos valores de desvios padrdo relativos inferiores
a5,0% (BRASIL, 2017). Os resultados estdo apresentados nas Tabelas 38 e 39.

Tabela 38 - Valores obtidos no ensaio de precisdo por repetitividade para dapsona com placebo 1 por

espectrofotometria UV.

Concentracéo (%) Absorvancias DPR (%)

0,220

50 0,223 0,71
0,223
0,461

100 0,454 1,84
0,445
0,666

0,644

Fonte: da autora.

Tabela 39 - Valores obtidos no ensaio de precisdo por repetitividade para dapsona com placebo 2 por

espectrofotometria UV.

Concentracéo Absorvancias DPR (%)

(%)
0,234

50 0,226 1,76
0,228
0,446

100 0,447 1,40
0,436
0,659

150 0.655 0,38
0,659

Fonte: da autora.
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5.5.4 Exatidao

O célculo da percentagem de recuperacdo foi realizado por meio da razdo da concentracao
experimental pela concentragdo tedrica das solucdes e os resultados estdo expressos nas Tabelas
40 e 41 para placebo 1 e placebo 2, respectivamente.

Tabela 40 - Valores obtidos no ensaio de exatiddo para dapsona adicionado de placebo 1

e Desvio Padréo Relativo (DPR%) por espectrofotometria UV.

Concentragéo (%) Absorvancias Meédia das Recuperacdo Média (%)
Absorvancias

0,220

50 0,223 0,229 98,6
0,223
0,461

100 0,454 0,453 101,7
0,445
0,666

150 0,653 0,655 99,5

0,644

Fonte: da autora.

Tabela 41 - Valores obtidos no ensaio de exatiddo para dapsona adicionado de placebo 2

e Desvio Padrdo Relativo (DPR %) por espectrofotometria UV.

Concentracéo Absorvancias Média das Recuperacdo Média

(%) Absorvancias (%)
0,234

50 0,226 0,229 101,94
0,228
0,446

100 0,447 0,443 99,39
0,436
0,659

150 0,655 0,658 100,0
0,659

Fonte: da autora.

Segundo a legislacdo vigente (BRASIL, 2017), os resultados obtidos de recuperagdo

entre 98% e 102%, sdo bons resultados para exatiddo. As capsulas que contém dapsona nas
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doses de 50 e 100 mg, obedeceram aos limites de recuperacdo e desvio padréo relativo citados

anteriormente.

5.5.5 Robustez

Para avaliar a robustez do ensaio de dissolucdo para a dapsona foram considerados 0s
parametros: rotacdo (50 e 100 rpm) e aparato (cesta e pa). Os resultados de robustez estdo

apresentados nas Tabelas 42 e 43, respectivamente.

Tabela 42 - Valores obtidos no teste de robustez para dapsona com placebo 1 aplicado ao ensaio de dissolucao.

Condigdes normais do Aparato Rotacéo
método pa 100 rpm
96,66887 81,9755 82,62136
96,28685 87,13188 87,43024
93,88114 87,98133 86,03321

Fonte: da autora.

Tabela 43 - Valores obtidos no teste de robustez dapsona com placebo 2 aplicado ao ensaio de dissolucéo.

Condic¢des normais do Aparato Rotacéo
método pa 100rpm
96,07919 90,45948 99,80694
91,7955 95,9107 96,38808
96,41074 89,28007 96,4302

Fonte: da autora.

O teste de andlise de variancias (ANOVA) evidenciou um F calculado de 16,07 para as
solucgdes adicionadas de placebo 1 e 3,78 para as solugdes adicionadas de placebo 2 com o F
critico de 5,14. O F calculado para placebo 1 foi maior que o F critico, ou seja, as variancias
sdo estatisticamente diferentes, entdo, € necessario o teste de Tukey que analisa quais sdo 0s
parametros diferentes comparados com as condi¢cdes normais de analise. Ja o F calculado para
placebo 2 foi menor que o F critico, ou seja, a anélise de variancia demonstrou que as condi¢cdes
sdo estatisticamente iguais, sendo o método robusto, considerando o = 5%, conforme

demonstrado nas Tabelas abaixo.
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Tabela 44 - Andlise de variancia aplicada ao ensaio de robustez para

dapsona com placebo 1, por espectrofotometria.

Fonte da SQ GL MQ F Valor-P | F critico
variacao
Entre grupos  203,5844667 2 101,7922 16,07029 0,003893 5,143253
Dentro dos
grupos 38,00513333 6 6,334189
Total 241,5896 8

OBS: GL = graus de liberdade; SQ = soma dos quadrados; MQ = Quadrado médio.

Fonte: da autora.

Através do teste de Tukey, observa-se que as condi¢cdes sdo estatisticamente diferentes,

ou seja, 0 método ndo é robusto para as alteracdes de rotacéo e aparato para o placebo 1.

Tabela 45 - Andlise de variancia aplicada ao ensaio de robustez para dapsona com placebo 2, por

espectrofotometria.

Fonte da SQ Gl MQ F Valor-P | F critico
variagao
Entre grupos 56,81029 2 28,40514 3,779134 0,086664 5,14325
Dentro dos
grupos 45,09787 6 7,516311
Total 101,9082 8

OBS: GL = graus de liberdade; SQ = soma dos quadrados; MQ = Quadrado médio.

Fonte: da autora.

5.6 PERFIS DE DISSOLUCAO
As condigdes estabelecidas para avaliagéo do perfil de dissolucéo de dapsona foram:
m) Rotacdo 50 rpm;
n) Aparato cesta,;
0) Temperatura do banho de 37,5 °C;
p) Meio de dissolucéo: acido cloridrico 2%;
g) Volume de 1000 mL de meio de dissolucao por cuba;
r) Tempos de coleta em 5,10, 15, 20, 30, 60 minutos;

s) Volume de coleta e reposicdo de 5 mL.



85

As trés melhores formulagdes de 100 mg desenvolvidas foram submetidas ao ensaio de
dissolucdo ap6s o desenvolvimento da validacéo analitica.

As formulagdes foram escolhidas de acordo com o doseamento e uniformidade de doses
unitarias, sendo as formulacGes 4, 10 e 14 (Tabela 7)

Os valores médios de dapsona dissolvida (%) e os valores de DPR (%) de cada

formulagéo sdo mostrados na Tabela 46.

Tabela 46 - Valores médios obtidos no perfil de dissolugdo e respectivos DPR (%) das formulaces testadas.

% de dapsona dissolvida/ DPR

Tempos de coleta | 5min. [ 10min. | 15min. | 20min | 30min. | 60min.
Formulagéo 4: 47,70 76,74 86,56 90,72 93,98 95,63
DPR (Formulacao 4) 22,50 10,37 5,23 3,87 4,67 4,18
Formulacéo 10: 30,62 58,91 72,87 80,04 85,96 91,70
DPR (Formulagéo 10) 10,34 12,84 9,66 8,71 6,48 4,26
Formulacéo 14: 26,73 55,76 73,28 75,54 86,20 101,69
DPR (Formulagéo 14) 30,41 5,77 7,99 9,89 11,42 2,59

Fonte: da autora.
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Figura 11 - Perfil de dissolucdo da formulacédo 4, (meio de dissolucéo acido cloridrico 2%,
volume de 1000 mL, temperatura de 37°C+ 2°C, aparato cesta e rotacao
de 50 rpm) com quantificacdo por espectrofotometria UV a 290 nm.

Fonte: da autora.
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Figura 12 - Perfil de dissolugdo da formulacdo 10 (mesmas condices da figura 11)

Fonte: da autora.
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Figura 13 - Perfil de dissolucdo da formulacdo 14 (mesmas condi¢des da figura 11)
Fonte: da autora.

Segundo Brasil (2010), a comparacao de perfis de dissolucdo se torna atil quando se
deseja conhecer o comportamento de dois medicamentos ou duas formulac6es. Para tal, avalia-
se a curva como um todo, empregando-se 0 Método Modelo Independente Simples que utiliza
0 célculo de F1 (fator de diferenca) e F2 (fator de semelhanca) que corresponde a uma medida
de semelhanca entre as percentagens dissolvidas de ambos os perfis. Porém, quando a
formulacdo for comprovadamente de liberacdo imediata com dissolucdo muito rapida, o fator
F2 perde seu poder discriminativo e o desvio padréo relativo no ponto de 15 minutos ndo pode
exceder 10 % (BRASIL, 2010).

Conforme mostram as Figuras 11, 12 e 13, a maioria das capsulas testadas apresentou
liberacdo do farmaco em mais de 85% no tempo de 30 minutos, configurando assim, uma forma
farmacéutica de liberacdo imediata. Dessa forma, a comparagdo dos perfis obtidos sera feita
através do célculo da eficiéncia da dissolucdo de cada formulacéo, estabelecendo Q de 80 % +
5%, no tempo de 30 minutos (Q30 = 85%). Para cada perfil médio foi calculado a eficiéncia da

dissolucéo e observado o valor de Q30, conforme demonstrado na Tabela 47.

Tabela 47 - Valores obtidos na determinacdo da eficiéncia de dissolugdo e Q30 das formulaces testadas.

Formulacgéo ED (%) Q30 (%)
4 84,2 93,98
10 75,1 85,96
14 76,6 86,20

Fonte: da autora.
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As trés formulagdes apresentaram eficiéncia de dissolu¢cdo com valores de Q em 30
minutos acima de 85%, podendo ser sugeridas como opcdes de formulagfes para dapsona na
forma farmacéutica capsula.

Para dapsona na dosagem de 50 mg, as formulagdes apresentaram bom desempenho no
doseamento e algumas ndo apresentaram bom desempenho na uniformidade de doses unitérias.
Sendo assim, os critérios para escolha das trés melhores formulagdes foram as formulagGes que
obtiveram melhor teor e valor de aceitacdo (VA) dos dois lotes menor que 15, ou seja, as
formulagdes 1, 9 e 15 (Tabela 7). Assim, as formulacdes sugeridas para manipulacdo de

dapsona na forma farmacéutica cépsula estdo demonstradas na Tabela 48.

Tabela 48 - Formulagdes padronizadas para dapsona nas doses de 50 mg e 100 mg.

Formulagdes | Dioxido silicio Lauril Lactose Celulose Tempo de
Coloidal (%) Sulfato de (%) (%) mistura
Sodio (%) (minutos)
Dose de 50 mg
1 0,1 1,0 98,9 - 5
9 0,1 1,0 - 98,9 2
15 0,5 2,0 - 97,5 2
Dose de 100 mg
4 0,5 1,0 98,5 - 5
10 0,1 1,0 - 98,9 5
14 0,1 2,0 - 97,9 2

Fonte: da autora.

5.7 OBTENCAO DE DIFERENTES FORMAS SOLIDAS DE DAPSONA

Apos recristalizacdo as amostras codificadas DDS1, DDS2, DDS4, DDS6, DDS7,
DDS8, DDS9, DDS10, DDS11, DDS12 foram submetidas a analise por difracdo de Raios-X e
apresentaram padrdo de difracdo semelhante ao IFA (dapsona). As tentativas de recristalizacéo
DDS 3 e DDS 5 apresentaram picos que, de acordo com a literatura, correspondem a forma
hidratada, porém com contaminacdo de IFA. Por isso, com o objetivo de purificacdo, nova
tentativa de recristaliacdo foi realizada otimizando as condi¢des do ensaio da seguinte forma
DDS3.2: 250 mg de IFA em 3 mL de acetonitrila e DDS5.2: 250 mg de IFA em 3mL de acetona.

As solucdes foram mantidas em congelador convencional, temperatura de — 4°C até
secagem dos solventes. Os resultados das analises de DRXP dos cristais DDS3.2 e DSS5.2

estdo demonstrados na figura 14.
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Figura 14 - Comparativos dos difratogramas do hidrato e matéria prima com as tentativas DDS3.2 e DDS5.2.

Fonte: da autora.

Com essas informacgdes apresentadas pela cristalografia sugere-se que DDS5.2
corresponde a forma hidratada da dapsona, pois possui picos correspondentes ao descrito na

literatura.
5.8 CARACTERIZACAO DAS FORMAS CRISTALINAS
5.8.1 Andlise do IFA (dapsona) por difracdo de Raios-X por p6 (DRXP)
O difratograma experimental do IFA (dapsona) foi comparado com os padrdes de

difracdo por p6 das formas Il, Il e hidrato, simulados através do CSD. Os resultados estdo

apresentados na figura 15 e tabela 49.
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Figura 15 - Simulacéo dos padrdes de difracdo das formas cristalinas de dapsona, hidrato e

PXRD experimental do IFA utilizado nesse estudo.

Fonte: da autora.

Diante da analise comparativa dos difratogramas e com o auxilio da tabela com os picos

de intensidade, foi possivel verificar que o IFA de dapsona possui a forma cristalina 111

conforme relatado por por Kuhnert-Brandstétter e Moser (1979).

Tabela 49 - Valores correspondentes aos picos de difracdo de raio-X (posi¢des em 20) das formas cristalinas de

dapsona e do hidrato em comparagdo com IFA e DAP H.

Forma Il Forma IlI IFA Hidrato DDS 5.2
7,01 6,92 - 6,94*
; - - 7,2 7,25
_ - - 7,92 7,91
- - - 9,41 9,43
- - - 10,35 10,33
11,61 11,5 11,5 11,45 11,46
- - - 11,74 11,7
- - - 11,87 11,82
13,12 12,98 13 - -
- - - - 13,7
13,86 13,85 13,86 13,84
14,05 - - 14,13 13,98
- - - 14,44 14,43
- - - 14,82 14,79
15,3 15,11 15,1 - -
15,5 - - 15,47 15,46
- - - 15,59 15,59
15,8
- 15,76 15,75 15,74
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Forma Il Forma Il IFA Hidrato DDS 5.2

- - - 16,06 15,94

- - - 16,29 16,33
16,66 - - 16,69 16,72

- 16,86 16,85 16,89 16,89

- - - 17,21 17,22

- - - 17,34 17,47

- 17,7 17,69 17,71 17,72
17,92 - - - -

- - 18,02 18,03

- - 18,26 18,32
18,44 18,57 18,6 18,5 18,54
18,74 - - - -
19,08 18,92 18,9 19 18,95

- 19,21 19,2 - 19,19*

- - - 19,37 19,29

- - - 19,52 19,48

- - 19,69 19,64

20,04 - - 19,94
20,16 20,14 20,27 20,31
20,68 20,56 20,55 20,58 20,61
20,83 20,74 20,75 20,8 20,79
- - 21,01 20,93
21,16 - - 21,23 21,24
- - 21,38 21,38
21,55 21,62 21,6 - 21,68*

- - - 21,74 21,8

- - - 21,9 -

- - - 22,19 22,09
22,23 22,32 22,29 - 22,3
22,52 - - 22,5 22,52

- - - 23,02 22,98
23,27 23,24 23,24 23,22 23,2

- - - 23,36 -
23,5 23,6 23,59 23,59 23,59
23,93 - - 23,94 -

24,42 24,39 24,37 24,38
24,65 - - - -

- - - 24,92 24,94

- - - 25,06 25,01

- 25,77 25,74 25,75 25,72

- 26,13 26,1 26,04 26,1
26,4 - - 26,4 26,45

- 26,79 26,79 26,71 26,76

- - - 27,05 27,08
27,17 - - 27,17 27,16

- - - 27,6 27,5
27,91 27,89 27,89 27,9 27,84
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Forma Il Forma Il IFA Hidrato DDS 5.2

28,42 28,28 28,28 28,41 28,36

- - - 28,59 28,47
29,04 28,96 28,94 28,9 28,91

- - - 29,07 28,99

- - - 29,53 29,56

- - - 29,66 29,7

- - - 29,9 -

- 30,06 30,05 30,14 30,21
30,52 30,45 30,42 30,42 30,44

- - - 30,57 30,58

- - 30,79 30,83 30,66

- 31,03 31,02 31,08 30,92
31,22 - - - -

- - - 31,41 31,59

- - - 31,76 31,77

- - - - 31,85

- 32,02 32,03 - -

- 32,25 32,21 32,15 32,05
32,3 - - - -
32,39 - - - -

- - 32,59 - -
32,68 32,8 32,76 32,89 32,79

- - 33,15 33,24 33,28
33,28 - - 33,33 33,4
33,67 33,51 33,49 33,56 -

- 33,75 33,74 33,75 33,79

- 33,96 33,91 - -
34,19 34,11 34,02 34,13 33,98

- 34,1 34,09 34,57 34,08
34,38 - - - -

- 34,67 34,6 - -

- - 34,94 34,82 -

Fonte: da autora.

Os picos destacados com asteriscos (*) 6,94; 19,19 e 21,68 possuem intensidade

relativamente baixa e indicam contaminacéo da forma Il1 (IFA) no hidrato obtido.
5.8.2 Anadlise do IFA e hidrato por espectrofotometria na regidao do infravermelho
A espectrofotometria de absorcdo na regido do infravermelho permitiu a obtencéo de

espectros cuja estrutura se fundamenta nos modos vibracionais das moléculas. Estes espectros

fornecem informacdes sobre a estrutura e conformacéo molecular do solido.
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Assim, foi possivel comprovar a estrutura da dapsona pelas bandas caracteristicas de
alguns grupos quimicos da molécula descritos na tabela 52. O espectro de absor¢do no
infravermelho da dapsona esté apresentado na figura 16.

Tabela 50 — Principais picos referentes aos modos vibracionais da dapsona obtido
por espectrofotometria por infravermelho.

Vibrago | Numero de Onda | Intensidade
Estiramento N-H de amina Entre 3494 - 3289 Média
aromatica
Harménica de aromatico Entre 2000 — 1800 Baixa
Etiramento C=C aromatico 1591 e 1627 Forte
Estiramento O=S=0 1272 ¢ 1138 -
Dobramento C-H de 824 e 724 Fortes
aromatico orto e para
substiuido

Fonte: da autora.
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Figura 16 - Espectros de absorcdo no infravermelho para dapsona.
Fonte: da autora.

A figura 17 compara os espectros de absor¢cdo no infravermelho de dapona e do seu
hidrato, na qual podemos observar bandas caracteristicas dos principais grupos quimicos, que
séo semelhantes.
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Figura 17 - Espectros de absor¢do no infravermelho de dapsona e DDS5.2.

Fonte: da autora.

5.8.3 Analise térmica por Calorimetria Exploratéria Diferencial (DSC)

O resultado do estudo por andlise térmica para dapsona (forma Ill) e de seu hidrato

(forma V) estdo demonstrados nas curvas DSC, conforme figura 18.

— Hidrato
— IFA

Fluxo de calor/ uW/mg

0 50 700 150 200 250 300
Temperatura °C

Figura 18 - Curvas DSC obtidas para hidrato e IFA. Velocidade de varredura de 10°C/min,
20-280°C, sob atmosfera de nitrogénio a 50mL/min.

Fonte: da autora.
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A curva DSC de dapsona apresentou uma fusdo em 81,55 °C, que indica a transformagao
da forma Il para a forma Il, sendo este entdo o ponto de fusdo da forma Il1l. Depois disso
observa-se uma segunda fusdo em 179,04 °C, que indica a fusdo endotérmica inicial da forma
.

A curva de DSC para o hidrato também apresentou um evento endotérmico em 83,79°C,
que pode indicar o ponto de fusdo da forma 11, e em 180,74 °C o ponto de fusdo da forma Il

ainda presente na amostra.

5.9 VALIDACAO DO METODO ANALITICO POR CLAE

5.9.1 Seletividade

ApoOs andlise dos cromatogramas das solugdes de dapsona e das tentativas de
degradacéo, sO foi possivel observar o produto de degradacdo na hidrélise 11, que se refere a
amostra preparada em HCI 0,01M e leitura imediata. A seletividade esté ilustrada na figura 8,
comprovada pela alta resolucdo entre a dapsona e o seu produto de degradacdo formado. O
tempo de retencdo da dapsona foi de 4,57 min e o do produto de degradacdo foi de 7,93 min. E

o tempo morto foi de 1,44 min.
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Figura 19 - Cromatograma da solugdo de dapsona30 pg/mL em HCI1 0,1M.

Fonte: da autora.
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5.9.2 Linearidade

Para o estudo de linearidade, evidenciou-se que existe boa correlacdo linear no método
através da equagdo y = 78777 x - 22909. O coeficiente de determinacdo (0,9996) e coeficiente
de correlacdo de Pearson (0,9998), maior que 0,990, conforme ilustrado na figura 20.

Linearidade
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y=78777x- 22909
2 _
4000000 - R? = 0,9996
o 3000000 -
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0 10 20 30 40 50 60 70
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Figura 20 - Representacdo gréfica da curva analitica do ensaio de linearidade,
para quantificacdo de dapsona por CLAE.

Fonte: da autora.

Os resultados para a analise de variancia através do método de Cochran e Anova foram
satisfatorios. A plotagem dos residuos também foi satisfatdria, pois ndo apresentou nenhum

comportamento ou tendéncia funcional, como pode ser observado na figura 21.
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Figura 21 - Plotagem dos residuos gerados pela regresséo aplicada aos
dados ponderados do ensaio de linearidade.

Fonte: da autora.
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5.9.3 Precisao

A precisdo do método foi demonstrada pela obtencdo de valores de desvio padréo
relativo inferiores a 5% tanto ao nivel de repetitividade quanto precisdo intermediaria. Os
resultados dos ensaios estéo apresentados na tabela 51.

Tabela 51 - Valores obtidos nos ensaios de precisdo para dapsona.

Analista Concentracéo (ug/mL) ] DPR (%)
20 0,78
1 30 0,68
40 0,81
20 3,73
2 30 0,77
40 1,20

Fonte: da autora.

5.9.4 Exatidao

ApoOs o tratamento dos dados do ensaio de exatiddo foram obtidos valores de
recuperacdes entre 99,50% e 102,64%. Os resultados estdo dentro dos parametros pré-
estabelecidos para a validacdo comprovando a exatiddo do método proposto e presentes na
Tabela 52.

Tabela 52 - Valores obtidos nos ensaios de exatiddo para dapsona.

Concentracdo (ug/mL) Recuperacdo média (%)
20 100,96
30 99,50
40 102,64

Fonte: da autora.

5.9.5 Robustez

O teste de analise de variancia demonstrou que as condi¢cdes ndo apresentam 0 mesmo
resultado de teor, com isso foi necessaria a aplicacdo do teste de Tukey para saber qual
parametro altera o resultado do método. As condi¢des normais séo: Fluxo 1,0 mL, Temperatura

25° C e coluna da marca Waters®.
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Estatisticamente, considerando a = 5%, o método ndo ¢ robusto quando se utiliza o fluxo de 0,8
mL/min e 1,2 mL/min, ou seja, as analises deverdo utilizar o fluxo de 1 mL/min. Para as outras

variacdes o método mostrou-se robusto.

Tabela 53 - Valores de recuperacdo de dapsona obtidos no ensaio de robustez.

Teor (%)
Condicdes Fluxo 0,87 mL Temperatura Fluxo 1,2 mL Coluna
Normais (%) (%) 27° C (%) (%) Phenomenex®.
(%)
99,8 115,71 93,21 78,23 97,44
100,91 123,85 100,71 83,60 97,68
99,92 124,04 100,33 83,68 97,37

Fonte: da autora.

5.10 ESTUDO DE SOLUBILIDADE

O estudo de solubilidade foi realizado sob condicdes especificas e a quantificacdo foi
realizada por CLAE para quantificacdo das amostras.

De acordo com a analise de variancia (ANOVA) ao nivel de 5% seguido do teste Tukey,
os valores de concentracdo das amostras de dapsona IFA e seu hidrato nos pHs 4,5; 6,8 e agua
foram estatisticamente iguais nos tempos de 12, 24, 48h. Entretanto no pH 2,0 os valores de
concentracdo mostraram-se estatisticamente diferentes ao nivel de significancia de 0,05 tanto
para dapsona IFA quanto para o seu hidrato nos tempos de 12h e 48h. A diferenca nesse pH se
deve ao comportamento basico do farmaco.

1,8
DapsonaMP

Dapsona Hidrato

PR~
RN RO

o
o
—
—
'_'
—

z - I

HCI0.1 M TampdopH TampdopH  Agua
4.5 6.8

o o
[CRNN

Solubilidade (mg.mL-1)
o
(0]

Figura 22 - Representagdo grafica dos dados de solubilidade para dapsona IFA e hidrato, por CLAE.
Fonte: da autora.
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A andlise visual mostrou que houve maior solubilidade para o IFA em relacdo ao hidrato
a 37°C. A anélise de variancia ao nivel de significAncia de 0,05 mostrou que foi possivel
confirmar que a forma 11l foi estatisticamente mais solivel em HCI, tampdo acetato, tampéo
fosfato e 4gua em relacdo ao hidrato a 37°C ap06s 24 horas (tempo necessario para atingir o
equilibrio).

Pode-se concluir através desse estudo de solubilidade que a matéria prima que contem
hidrato pode prejudicar a biodisponibilidade do farmaco, ja que ele € menos soltvel que a forma

I11, que é a forma comercializada.
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6 CONCLUSOES

As formulacGes para dapsona 50 e 100 mg, na forma farmacéutica capsulas, foram
desenvolvidas a partir de estudos de seletividade analitica entre farmaco e excipientes e por
meio de planejamento fatorial de misturas, onde os efeitos referentes aos niveis de cada variavel
foram calculados.

O método analitico para determinacdo de teor e uniformidade de doses unitarias por
variacdo de peso foi validado para a forma farmacéutica capsula, nas dosagens de 50 e
100 mg, e atendeu aos parametros de validacéo apresentando seletividade, linearidade, preciséo,
exatiddo, robustez e limites de quantificacdo e deteccao.

As formulagdes manipuladas foram avaliadas quanto ao peso médio e desintegragéo,
atendendo aos requisitos para capsulas até 300mg e obtiveram valores de teor de acordo com
as especificacdes da farmacopeia americana entre 92,5 a 107,5% (UNITED, 2017), parametro
de especificacdo para forma a farmacéutica comprimido que foi utilizado neste estudo.

O ensaio de dissolucdo foi validado e as condigdes estabelecidas foram meio de
dissolucdo &cido cloridrico 2%, volume da cuba de 1000 mL, temperatura de 37°C + 1°C,
aparato cesta e rotacao de 50 rpm, com quantificacdo por espectrofotometria UV a 290 nm.

Os perfis de dissolucdo das formulacbes 4, 10 e 14 propostas para dapsona 100 mg
(Tabela 7) mostraram boa eficiéncia de dissolu¢do, com valores de Q em 30 minutos acima de
85%, podendo ser sugeridas como opcdes de formulagdes.

Para dapsona na dosagem de 50 mg, os critérios de escolha foram, o teor satisfatorio e
o valor de aceitacdo (VA) dos dois lotes menor que 15, sendo as formulacbes 1, 9 e 15 (Tabela
7) as sugeridas.

As amostras de dapsona (IFA) recristalizadas, utilizando diversos solventes,
apresentaram padréo de difracdo com predominancia da forma 111 que é a forma comercializada.
A forma hidratada (forma 1V) foi obtida a partir de novos processos de recristalizacdo e
apresentou picos que, de acordo com a literatura, correspondem a forma hidratada, porém com
contaminacdo da forma I11.

As formas cristalinas obtidas foram caracterizadas por técnicas instrumentais como
difracdo de raios X, andlise térmica e infravermelho confirmando as formas relatadas na
literatura para dapsona.

A validacdo analitica para quantificagdo do fa&rmaco no estudo de solubilidade mostrou

seletividade, linearidade, precisdo e exatid&o.
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A solubilidade das amostras recristalizadas realizada nas diversas condi¢cdes de pH
mostrou que houve maior solubilidade para dapsona forma I11 em relagédo ao hidrato (forma V)
e, pela andlise de variancia ao nivel de significancia de 0,05, foi possivel confirmar que a forma
I11 se mostrou mais solivel em HCI, tampdo acetato, tampédo fosfato e agua em relacdo ao
hidrato no tempo necessario para atingir o equilibrio.

Assim, os resultados apresentados neste estudo mostraram a importancia do
polimorfismo numa forma sélida menos soltvel, podendo acarretar alteragdes nas propriedades

fisico-quimicas do farmaco e na sua biodisponibilidade.
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8 APENDICES

Apéndice A
Proposta de Formulagéo

Dapsona 50 mg

FORMA FARMACEUTICA
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FORMULA 2
Componentes Quantidade
Dapsona 50,0 mg
Excipiente 2 73,7 mg
Tempo de mistura 2 minutos

*Quantidade por capsula namero 4.

FORMULA 3
Componentes Quantidade
Dapsona 50,0 mg
Excipiente 3 73,7 mg
Tempo de mistura 2 minutos

Capsula.
Excipiente 1
Componentes Quantidade
Lauril sulfato de sédio 1,0%
Dioxido de silicio 0,1 %
coloidal
Lactose 98,9 %
Monohidratada
Excipiente 2
Componentes Quantidade
Lauril sulfato de sodio 1,0%
Dioxido de silicio 0,1 %
coloidal
Celulose 98.9 %
Microcristalina
Excipiente 3
Componentes Quantidade
Lauril sulfato de sodio 2,0%
Dioxido de silicio 0,5 %
coloidal
Celulose 97.5 %
microcristalina
FORMULA 1
Componentes Quantidade
Dapsona 50,0 mg
Excipiente 1 127,0 mg
Tempo de mistura 5 minutos

*Quantidade por capsula namero 4.

*Quantidade por capsula namero 4.

ORIENTACOES DE PREPARO

Realizar ~ pesagem individual  dos
componentes da formula a ser manipulada
em balanga. Homogeneizar por progressao
geométrica em gral e pistilo o0s
componentes em po. Tamisar a mistura
final em tamis numero 125 (115 pm) e
encapsular em capsula namero 4.

*Nota:

*Densidade do farmaco: 0,879 g/mL
(compactado).

*Densidade do placebo com lactose: 0,907
g/mL (compactado).

*Densidade do placebo com celulose: 0,526
g/mL (compactado).

EMBALAGEM E ARMAZENAMENTO

Conservar em recipiente opaco adicionado
de capsula de silica, fechado, ao abrigo da
luz e da umidade e a temperatura ambiente.

ADVERTENCIAS

Suspender o uso se houver mudanca de
aspecto ou odor. Manter fora do alcance de
criancas.

INDICACOES

Para tratamento de hanseniase e outras
doencas dermatoldgicas.

MODO DE USAR

Uso interno.

A critério médico.



Apéndice B

Proposta de Formulagéo

Dapsona 100 mg
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FORMULA 2
Componentes Quantidade
Dapsona 100,0 mg
Excipiente 2 47,4 mg
Tempo de mistura 5 minutos

FORMA FARMACEUTICA

*Quantidade por capsula namero 4.,

FORMULA 3
Componentes Quantidade
Dapsona 100,0 mg
Excipiente 3 47,4 mg
Tempo de mistura 2 minutos

Capsula.
Excipiente 1
Componentes Quantidade
Lauril sulfato de sédio 1,0%
Dioxido de silicio 0,5 %
coloidal
Lactose 98,5 %
Monohidratada
Excipiente 2
Componentes Quantidade
Lauril sulfato de sodio 1,0%
Dioxido de silicio 0,1 %
coloidal
Celulose 98.9 %
Microcristalina
Excipiente 3
Componentes Quantidade
Lauril sulfato de sodio 2,0%
Dioxido de silicio 0,1 %
coloidal
Celulose 97.9 %
microcristalina
FORMULA 1
Componentes Quantidade
Dapsona 100,0 mg
Excipiente 1 81,7 mg
Tempo de mistura 5 minutos

*Quantidade por capsula namero 4.

*Quantidade por capsula namero 4.

ORIENTACOES DE PREPARO

Realizar  pesagem  individual  dos
componentes da formula a ser manipulada
em balanga. Homogeneizar por progresséo
geométrica em gral e pistilo o0s
componentes em po. Tamisar a mistura
final em tamis nimero 125 (115 pm) e
encapsular em capsula namero 4.

*Nota:

*Densidade do farmaco: 0,879 g/mL
(compactado).

*Densidade do placebo com lactose: 0,907
g/mL (compactado).

*Densidade do placebo com celulose: 0,526
g/mL (compactado).

EMBALAGEM E ARMAZENAMENTO

Conservar em recipiente opaco adicionado
de capsula de silica, fechado, ao abrigo da
luz e da umidade e a temperatura ambiente.

ADVERTENCIAS

Suspender o uso se houver mudanca de
aspecto ou odor. Manter fora do alcance de
criancas.

INDICACOES

Para tratamento de hanseniase e outras
doencas dermatoldgicas.

MODO DE USAR
Uso interno.
A critério médico.



Apéndice C

Proposta de monografia analitica

DAPSONA CAPSULAS

Contém, no minimo, 92,5 % e, no maximo,
1075 % da quantidade declarada de
C12H12N205S.

IDENTIFICACAO

Proceder conforme descrito em
espectrofotometria de  absorgdo no
ultravioleta (5.2.14), utilizando como

solvente etanol (50%) e dgua (50%).

Solugéo (1): Pesar 20 capsulas, remover o
conteddo e pesa-las novamente. A partir do
peso médio, pesar a quantidade de poé
equivalente a 5 mg de dapsona e transferir
para baldo volumétrico de 100 mL.
Adicionar cerca de 80 mL de solvente, levar
ao ultrassom por 5 minutos. Completar o
volume com o mesmo solvente e filtrar.
Diluir o filtrado para a concentracéo final de

5 pg/mL.

Solucéo (2): Pesar 5 mg de dapsona padréo
e transferir para baldo volumétrico de 100
mL. Adicionar cerca de 80 mL de solvente,
levar ao ultrassom por 5 minutos.
Completar o volume com 0 mesmo solvente
e filtrar. Diluir o filtrado para a

concentracéo final de 5 pg/mL.
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Procedimento:  Efetuar a varredura
espectral na faixa de 200 a 400 nm. O
espectro de absorcéo obtido com a solucéo
(1) deve ser semelhante ao obtido com a
solucdo (2), apresentando maximo de

absorvancia em 291 nm.
CARACTERISTICAS

Determinacéo de peso (5.1.1). Cumpre o
teste. Teste
de desintegracéo (5.1.4). Cumpre o teste.
Uniformidade de doses unitarias (5.1.6).

Cumpre o teste.

TESTE DE DISSOLUGAO (5.1.5)

Meio de dissolucéo: &cido cloridrico 2%
(1000 mL)

Aparelhagem: cesta, 50 rpm
Tempo: 30 minutos

Procedimento:

Espectrofotometria de absorcdo no
ultravioleta (5.2.14). Imediatamente ap6s o
teste, retirar aliquota do meio de dissolugéo
e filtrar. Diluir o filtrado para concentracdo
de 20 pg/mL. Preparar solugdo padrdo na
mesma concentragdo, utilizando &cido
cloridrico 2% como solvente. Efetuar a

leitura das absorvancias das solugdes



padrdo e amostra a 290 nm. Calcular a
quantidade de Ci2H12N20-S dissolvida no
meio a partir das respostas obtidas com as

solugdes padrdo e amostra.

Tolerancia: ndo menos que 85% (Q=85%)
da quantidade declarada de C12H12N20,S se

dissolvem em 30 minutos.

DOSEAMENTO

Proceder  conforme  descrito em
espectrofotometria de  absorgdo no
ultravioleta (5.2.14), utilizando como

solvente etanol (50%) e agua.

Solugéo (1): Pesar 20 capsulas, remover o
conteddo e pesa-las novamente. A partir do
peso médio, pesar a quantidade de poé
equivalente a 5 mg de dapsona e transferir
para baldo volumétrico de 100 mL.
Adicionar cerca de 80 mL de solvente, levar
ao ultrassom por 5 minutos. Completar o

volume com o mesmo solvente e filtrar.
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Diluir o filtrado para a concentragéo final de

5 pg/mL.

Solucéo (2): Pesar 5 mg de dapsona padréo
e transferir para baldo volumétrico de 100
mL. Adicionar cerca de 80 mL de solvente,
levar ao ultrassom por 5 minutos.
Completar o volume com o0 mesmo solvente
e filtrar. Diluir o filtrado para a

concentragéo final de 5 pg/mL.

Procedimento: Efetuar a leitura das
absorvéancias das solucdes padréo e amostra
a 291 nm. Calcular a quantidade de
C12H12N203S a partir das respostas obtidas

com as solugdes padrédo e amostra.

EMBALAGEM E ARMAZENAMENTO
Em recipiente bem fechado, ao abrigo da

luz e a temperatura ambiente.

ROTULAGEM

Observar a legislacéo vigente.



