UNIVERSIDADE TECNOLOGICA FEDERAL DO PARANA
DIRETORIA DE PESQUISA E POS-GRADUACAO
ESPECIALIZACAO EM ANALISE INSTRUMENTAL

ISADORA SELISTRE MACHADO

] VALIDACAO DO METODO DE A,NALISE DE TAMANHO DE
SOLIDOS PARTICULADOS DA MATERIA-PRIMA CLORIDRATO DE
VENLAFAXINA POR DIFRACAO A LASER

MONOGRAFIA DE ESPECIALIZACAO

TOLEDO
2019



ISADORA SELISTRE MACHADO

~ VALIDACAO DO METODO DE ANALISE DE TAMANHO DE
SOLIDOS PARTICULADOS DA MATERIA-PRIMA CLORIDRATO DE
VENLAFAXINA POR DIFRACAO A LASER

Monografia de Especializagdo apresentada a
Diretoria de Pesquisa e Pos-graduacdo, da
Universidade Tecnoldgica Federal do Parana
como requisito parcial para obten¢do do titulo
de “Especialista em Analise Instrumental”.
Orientador: Prof. Dr. Rafael A. Bini.
Co-orientador: Dr*.Claudia F. B. Coutinho.

TOLEDO
2019



UNIVERSIDADE TECNOLOGICA FEDERAL DO PARANA -

CAMPUS TOLEDO l "—
DIRETORIA DE PESQUISA E POS-GRADUACAO et [...Eﬁ
ESPECIALIZACAO EM ANALISE INSTRUMENTAL

TERMO DE APROVACAO

VALIDACAO DO METODO DE ANALISE DE TAMANHO DE SOLIDOS
PARTICULADOS DA MATERIA-PRIMA CLORIDRATO DE VENLAFAXINA POR
DIFRACAO A LASER

Por
Isadora Selistre Machado

Monografia apresentada as 10:00, do dia 27 de maio de 2019, como requisito parcial para
obtencao do titulo de “Especialista em Analise Instrumental”, da Diretoria de Pesquisa e Pds-
graduacdo, da Universidade Tecnologica Federal do Paranid. O candidato foi arguido pela
Banca Examinadora composta pelos professores abaixo assinados. Apo6s a deliberagdo, a
Banca Examinadora considerou o trabalho aprovado.

Rafael Bini, Dr. (UTFPR)
(Presidente/Orientador)

Claudia Flavia Breda Coutinho, Dr®.

(Co-orientador)

Ricardo Schneider, Dr. (UTFPR)

Antonio Cesar Godoy, Msc. (UTFPR)



AGRADECIMENTOS
Agradego a Prati Donaduzzi e Cia Ltda pelo suporte financeiro e laboratorial. Agradeco
também o compartilhamento de resultados analiticos e a realiza¢dao das analises.
Agradeco a Jéssika Janning e Geisla Tomaz por compartilhar seus conhecimentos e pelo
auxilio nas andlises de distribuicdo granulométrica. Agradeco, também, a Aline Flora pelo
auxilio nas analises.
Agradeco a Cristiane Joana Bresolin Cavalcante pelo incentivo e apoio.

Agradeco a Claudia Coutinho pela inspiragdo e contribui¢do com o trabalho.

Agradeco ao Prof. Rafael Bini pela dedicacdo, orienta¢do e consideragdes ao trabalho.



RESUMO

MACHADO, Isadora Seclistre. Validacdo do método de analise de tamanho de solidos
particulados da matéria-prima Cloridrato de venlafaxina por difracdo a /laser. 2019. 36f.
Monografia (Especializacdo em Analise Instrumental). Toledo, 2019.

O tamanho de uma particula ¢ uma propriedade fisica dos farmacos que exerce grande
influéncia em diversas etapas do desenvolvimento de novos medicamentos, podendo afetar a
biodisponibilidade dos farmacos e os processos produtivos. Neste trabalho, o método de
tamanho dos particulados solidos da matéria-prima Cloridrato de venlafaxina foi validado por
difragdo a laser por dois diferentes modelos Opticos, conforme a Teoria de Mie e a
Aproximagdo de Fraunhofer. O indice de refragdo do ativo Cloridrato de venlafaxina foi
determinado pelo método de Saveyn através da variacdo de concentragdo de solugdes do ativo
em agua (0,1% até 1,0%), com valor médio obtido de 1,550. A validagdo do método foi
realizada pela comprovacdo da precisdao repetibilidade e intermediaria além da exatidao,
conforme os critérios de aceitagdo da Farmacopeia Americana. As distribui¢des de tamanho
para o insumo farmacéutico para seis amostras apresentaram resultados de precisdo com
desvio padrdo relativos abaixo de 5,5% para as médias de D10, D50 e D90, em dois dias
diferentes de andlise, garantindo a precisdo intra e interdia do método. A exatiddo do método
foi comprovada pela comparagao dos resultados com a microscopia optica do material, a qual
se encontra entre a faixa quantificada pela técnica de difragdo a laser. Assim, considerou-se o
método validado para finalidade a qual se propde. Também, foi possivel concluir que a
escolha do modelo 6ptico para determinacdo da distribui¢do granulométrica tem influéncia
sobre os resultados, uma vez que a Aproximac¢ao de Fraunhofer ocasiona desvios nos
resultados dos tamanhos de particulas inferiores a 10 pm.

Palavras chave: Indice de refragdo; Tamanho de particula; Cloridrato de venlafaxina;
Validacgao.



ABSTRACT

MACHADO, Isadora Selistre. Validation of the solid particulates size analysis method for
venlafaxine hydrochloride by laser diffraction. 2019. 36f. Monografia (Especializagao em
Analise Instrumental). Toledo, 2019.

The particle size is a physical property of the drugs that exerts great influence in several
stages of the development of new medicines, and it can affect the bioavailability of drugs and
the productive processes. In this work, the method’s size of the solid particles of the raw
material Venlafaxine hydrochloride was validated by laser diffraction using two different
optical models, according to the Mie Theory and Fraunhofer Approximation. The refractive
index of the active Venlafaxine hydrochloride was determined by the Savevy’s method
through the concentration variation of active solutions in water (0.1% up to 1.0%), with an
average value found around to 1,550. The validation of the method was performed by proving
the repeatability and intermediate precision in addition to the accuracy, according to the
acceptance criteria of the American Pharmacopoeia. The size distribution for the
pharmaceutical input for six samples presented precision results with relative standard
deviation below 5.5% for the means of D10, D50 and D90 on two different days of analysis,
ensuring the intra- and inter-method precision of the method. The accuracy of the method was
demonstrated by comparing the results with the optical microscopy of the material, which is
among the range quantified by the laser diffraction technique. Therefore, it was possible to
conclude that the choice of the optical model to determine the particle size distribution
influences the results, since the Fraunhofer Approximation results in deviations in the results
of the particle sizes of less than 10 pm.

Keywords: Refractive index; Particle size; Venlafaxine hydrochloride; Validation.
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1 INTRODUCAO

Durante o desenvolvimento de novos medicamentos, as propriedades fisico-quimicas
dos farmacos devem ser consideradas, principalmente nas fases iniciais do desenvolvimento.
Atualmente, sabe-se que uma série de fatores ligados aos insumos farmacéuticos ativos (IFA)
podem afetar a formulacao e estabilidade dos medicamentos. Entre estes fatores, pode-se citar
a natureza quimica, o estado fisico, polimorfismo, quiralidade e tamanho de particula do IFA.
O tamanho de uma particula é uma propriedade fisica dos principios ativos que pode
influenciar na velocidade de dissolugdo e na taxa de liberagdo do medicamento e,
consequentemente, na biodisponibilidade dos farmacos (STORPIRTIS et al., 1999), podendo
também afetar o contetido e uniformidade de doses (FIGUEIREDO E LAPORTA, 2003).

Além disso, o tamanho de particula é um parametro critico do processo produtivo de
medicamentos afetando fluxo, mistura e segregacdo de pos, influenciando nas caracteristicas
de compressibilidade e compactagao de formas farmacéuticas solidas e nas caracteristicas
reologicas de liquidos e semissolidos. Portanto, € um critério que deve ser levado em
consideracdo durante o desenvolvimento das formulagdes e processos produtivos
(SHEKUNOV et al., 2006; YU, 2008).

A determinacdo da distribuicdo granulométrica pode ser realizada por diferentes
técnicas. Entre as mais comuns, podemos citar a tamisagdo (peneiramento), microscopia
optica e eletronica, espalhamento de luz /laser (difracdo a laser) e espalhamento de luz
dinamica (SHEKUNOV et al., 2006). A difragdo a laser ¢ uma das técnicas mais largamente
utilizadas por ser rapida, eficaz e ndo destrutiva. Resumidamente, este procedimento consiste
em incidir um feixe de /aser sobre uma amostra e quantificar a difragdo da luz em diferentes
angulos, pois particulas grandes dispersam a luz em pequenos dngulos em relagdo ao feixe de
laser, enquanto que particulas pequenas dispersam a luz em angulos grandes. Para aplicacao
da difra¢do a /aser em andlises de tamanho de particula sdo aceitas dois modelos Opticos: a
Teoria de Mie e Aproximac¢do de Fraunhofer. A Aproxima¢do de Fraunhofer leva em
consideragdo apenas a interacao da difrag@o entre a luz e a amostra, ndo considerando o indice
de refracdo. Ja a Teoria de Mie leva em consideragao a absorg¢ao, refragao e reflexdo podendo
ser usada para determinacdo de particulas ndo-esféricas e pequenas (MALVERN, 2003;
SHEKUNOV et al., 2006), o que acaba trazendo resultados mais proximos da realidade.

Assim, para Teoria de Mie, € necessario conhecer o indice de refracdo das substancias

em andlise (MALVERN, 2003). O indice de refracdo (IR) é uma propriedade fisica
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facilmente determinada em liquidos com o uso de refratometros. Porém, em materiais solidos
organicos, como IFAs, a determinacdo acaba sendo dificil através de métodos convencionais e
diretos (CAO et al., 2009; MALVERN, 2003). Desta forma, os [FAs apresentam escassez de
dados na literatura sobre seus indices de refracdo praticos, o que acaba dificultando as analises
na industria farmacéutica.

Independentemente da técnica usada, a analise de tamanho de particula faz parte de
um dos critérios de controle de qualidade das matérias-primas usadas na fabricagdo de
medicamentos (MARSON e ROSA, 2011). Assim, durante o desenvolvimento ou no controle
lote a lote, deve ser usado um método de determinacdo da distribuicdo granulométrica que
esteja devidamente validado. Esta solicitacdao esta de acordo com o 6rgao sanitario brasileiro
(Agéncia Nacional de Vigilancia em Saude - ANVISA) e demais normas internacionais
(International Conference on Harmonization — ICH e Farmacopeias), que exigem que
métodos de controle de qualidade devem ser validados antes de serem adotados na rotina e/ou

quando nao estdo descritos em farmacopeias ou compéndios oficiais (ANVISA, 2010a).

1.1 REFERENCIAL TEORICO

1.1.1 Definig¢oes de particula

Uma particula ¢ definida com uma sub-parcela discreta de uma substancia. As
particulas incluem particulas solidas, goticulas e bolhas de ar com tamanho na faixa de
milimetros (mm) até nandmetros (nm). As particulas constituem objetos tridimensionais,
porém para simplificar a determinagdo de seus tamanhos, convém utilizar o conceito das
esferas equivalentes (RAWLE, 2001).

Este conceito consiste em medir uma propriedade da particula assumindo que se refere
a uma esfera e derivar um uUnico parametro para descrever a particula, como o didmetro.
Entretanto, diferentes técnicas e equipamentos podem apresentar modelos diferentes de
esferas equivalentes e acabar apresentando resultados variaveis. Portanto, devem-se comparar
resultados somente entre analises que utilizem os mesmos principios (MALVERN, 2015;
RAWLE, 2001). Além disso, particulas irregulares podem apresentar diferentes didmetros em
fun¢do das propriedades que estdo sendo medidas e, mesmo assim, todos estdo corretos

(MALVERN, 2015).
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Porém, a melhor apresentacdo dos resultados para tamanho de particulas sdo os
graficos de distribuicdo granulométrica através de uma curva de distribuicdo de frequéncia
(HORIBA, 2012). Nesta abordagem, pode-se definir a largura da distribuicdo com base no
tamanho maximo da particula para um dado volume percentual da amostra. Normalmente, sdo
usados os trés niveis percentuais D10, D50 e D90, conforme exemplificado na figura 1, que
correspondem ao diametro do décimo, quinquagésimo e nonagésimo percentis,

respectivamente (KULKARNI e SHAW, 2016).

Figura 1 - Representagao dos percentis da distribui¢do do tamanho da particula em relagao
aos dados volumes percentuais da amostra.
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Fonte: HORIBA, 2012.

1.1.2 Aplicagoes e importancia da andlise

O tamanho de particula ¢ uma caracteristica que deve ser considerada em diferentes
tipos de industrias, como por exemplo, em industrias farmacéuticas, alimenticias, de
pigmentos, agroquimicos e cosméticos. A medi¢do deste tamanho ¢ de extrema importancia,
pois pode influenciar em diversos parametros, como a estabilidade de solucdes, textura e
aparéncia, solubilidade, velocidade de dissolugdo, fluidez e compressibilidade (AGIMELEN;
MULHOLLAND; SEFEIK, 2017; MALVERN, 2015).

Na industria cosmética, esta propriedade tem um grande impacto nas caracteristicas
dos produtos. Por exemplo, os protetores solares constituidos de didxido de titdnio ou 6xido
de zinco devem apresentar particulas com o tamanho adequado (0,8 pm e didmetro para
dioxido de titanio e 0,25 um para 6xido de zinco) a fim de proporcionar a eficacia do produto

bem como uma boa aparéncia para aceitacao dos consumidores (ARAUJO e SOUZA, 2008).
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Ja na industria farmacéutica, a dimensdo de uma particula ¢ um atributo critico no
desenvolvimento e estabilidades de produtos farmacéuticos, uma vez que possuem diversos
impactos, principalmente na dissolucdo e biodisponibilidade (KULKARNI e SHAW, 2016).

Ao mesmo tempo, o tamanho da particula tem influéncia em quase todas as etapas de
producdo de comprimidos, incluindo mistura, granulacdo, compressdo e revestimento. Porém,
o tamanho de particula ndo afeta somente formas farmacéuticas solidas, mas também em
formulagdes topicas, oftalmicas e parenterais. Assim, o tamanho aceitdvel varia de acordo
com os tipos de formulacdes e vias de administracio (KULKARNI e SHAW, 2016;
SHEKUNOV et al., 2006).

Um exemplo disso ¢ o estudo de Zhao e colaboradores (2018) com o IFA Glipizida
que demonstrou algumas variagdes em seu comportamento em funcdo do didmetro das
particulas. Este estudo realizou trés formulacdes do IFA com diferentes tamanhos de
particulas e observou que as formula¢des com tamanho menor (entre 2 e 5 pm) apresentaram
uma absor¢do oral semelhante ao medicamento referéncia e um perfil de dissolugcdo mais

rapido (ZHAO et al., 2018).

1.1.3 Técnicas de anadlise

Existem diferentes técnicas para determinacdo de tamanho de particula, entre elas
pode-se citar a tamisag¢dao, microscopia e difracdo a laser (espalhamento da luz). A técnica
mais utilizada para determinacdo da distribuicdo do tamanho ¢ a difracdo a laser. Esta técnica
¢ fundamentada na analise de um padrdo de difracdo quando uma dispersdo da amostra ¢
exposta a um feixe de luz monocromatica (laser). A dispersao de luz pelas particulas em
varios angulos ¢ medida por um detector de multiplos elementos através da variacdo na
intensidade da luz espalhada. Valores numéricos que representam o padrao de espalhamento
sao transformados, usando um modelo Optico apropriado e procedimento matematico, para
produzir a propor¢do do volume total para um numero discreto de classes de tamanho,
formando uma distribui¢do volumétrica de tamanho de particula (MALVERN, 2015;
UNITED STATES PHARMACOPEIA, 2019).

Entre os modelos oOpticos, pode-se citar a Aproximagdo de Fraunhofer e a Teoria de
Mie. A escolha pela utilizacio de um dos modelos deve levar em consideragdo algumas
caracteristicas dos materiais em estudo, como numero de fases, conhecimento do indice de

refragao e tamanho médio. A Aproximagdo de Fraunhofer foi o primeiro modelo utilizado e
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consiste em assumir que as particulas sdo opacas, ou seja, que as particulas absorvem
inteiramente a luz, observando-se somente a difracdo da luz. Além disso, esta tecoria ¢
utilizada quando o didmetro da particula espalhada pela luz incidente ¢ maior do que o
comprimento de onda da radiagdo. Embora este modelo seja usado em misturas de compostos
e seja independente das propriedades dos materiais, ele possui limitacdes, pois se trata de uma
estimativa e pode ocasionar alguns erros, principalmente com particulas muito pequenas
(HORIBA, 2012; JILLAVENKATESA; DAPKUNAS; LUM, 2001 ¢ MALVERN, 2003).

A Teoria de Mie ¢ uma solucdo matematica abrangente para espalhamento da luz
incidente assumindo que as particulas sdo esféricas. Esta teoria requer o conhecimento das
propriedades Opticas dos materiais (indice de refracdo da particula e do meio dispersante)
(JILLAVENKATESA; DAPKUNAS; LUM, 2001) e traz resultados mais proximos ao
verdadeiro.

Entretanto, encontrar o indice de refragdo dos materiais solidos pode ser um desafio
devido a escassez dos valores na literatura. O IR de liquidos pode ser determinado
diretamente com o auxilio de um refratdmetro, ja os materiais s6lidos exigem procedimentos
mais elaborados (SAVEYN et al., 2002), principalmente para ativos farmacéuticos. Porém,
existem maneiras de estimar o IR através da determinacdo do mesmo em solu¢des em
determinada faixa de concentracdo e posterior constru¢do de uma equacdo linear e
extrapolagdo matematica (MALVERN, 2013; SAVEYN et al., 2002).

Dentro do ambito farmacéutico, pode-se citar a pesquisa de Cao e colaboradores
(2009) que conseguiu estimar o indice de refracdo de 424 insumos farmacéuticos ativos
através da microscopia de luz polarizada. Além disso, evidenciaram uma correlacdo entre os
valores medidos experimentalmente e os valores calculados teoricamente, contudo também
relataram dificuldades para encontrar estes indices na literatura.

Outra técnica utilizada, principalmente para confirmar resultados, ¢ a microscopia.
Esta técnica fornece uma distribui¢do de tamanho em média numérica e também ¢ 1til para
entender a morfologia das particulas. Ha alguns tipos de técnicas microscopicas que podem
ser utilizadas: microscopia otica (MQO), microscopia eletronica de varredura (MEV) e
microscopia eletronica de transmissao (MET). A escolha entre um destes trés métodos ¢ feita
de acordo com faixa de tamanho do pd em estudo e a resolucdo desejada (KULKARNI e

SHAW, 2016; JILLAVENKATESA; DAPKUNAS; LUM, 2001).
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1.1.4 Validagdo do método de particula

Apos os conhecimentos dos principios da técnica, ¢ necessario entender quais o0s
requisitos necessarios para validar um método de distribui¢do granulométrica. Conforme ja
relatado, ¢ exigido pela atual legislagdo sanitdria que os métodos usados em controle de
qualidade de medicamentos sejam devidamente validados. A legislagdo vigente estabelece
que os parametros de uma validagdo devem ser a seletividade, a linearidade, a precisdo (inter
e intradiaria), a exatiddo, a faixa de trabalho e a robustez (ANVISA, 2017). No entanto, nem
todos estes parametros sao aplicaveis para uma validacao de tamanho de particula.

A seletividade do método ndo ¢ aplicavel, pois a técnica ndo ¢ capaz de discriminar
diferentes componentes. A linearidade também ndo ¢ um parametro a ser considerado neste
tipo de analise, porém pode-se associd-la com a faixa de obscuragdo. A obscuracdo mede a
quantidade de luz difratada e/ou absorvida pela amostra e estd correlacionada com a
concentracdo da amostra. A faixa de obscuragdo ¢ definida como a faixa em que o resultado
ndo varia significativamente (UNITED STATES PHARMACOPEIA, 2019).

O limite de quantificagdo e faixa de trabalho ndo sdo possiveis de determinar em
analises deste tipo, porém podem-se correlacionar com a faixa de detec¢do do proprio
equipamento (MALVERN, 2001; UNITED STATES PHARMACOPEIA, 2019).

A robustez acaba ndo sendo avaliada na validagdo também, pois ela ¢ uma etapa critica
durante o desenvolvimento do método e depois de desenvolvido ndo pode ocorrer variagao
durante a analise. Assim, nao ¢ um parametro aplicado a este trabalho. A robustez avaliada
durante o desenvolvimento deve levar em consideracdo a solubilidade das moléculas, qual é o
melhor modo de andlise do equipamento (imido ou seco) e a determina¢dao da melhor rotagdo
e velocidade do ultrassom (UNITED STATES PHARMACOPEIA, 2019).

Portanto, os parametros de validacdao aplicaveis neste tipo de analise sdo a precisdo e
exatiddo. A precisdo ¢ avaliada através da andlise de um determinado niimero de amostras em
dois dias diferentes (precisdo repetibilidade e precisdo intermediaria). A Farmacopeia
Americana recomenda valores de desvio padrao relativos (DPR) para os valores de D10, D50
e D90. Os critérios de aceitagdo para precisao sao para D10 e D90 um DPR < 15% e D50 um
DPR < 10% (para particulas com tamanho D50 >10 um) e o dobro do DPR para particulas de
tamanho de D50 < 10 um. J4 a exatidao do método pode ser feita através da comparacao dos
resultados com outra técnica, como a microscopia, ¢ uma apropriada calibragdo do

equipamento analisador de particulas (UNITED STATES PHARMACOPEIA, 2019).
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1.1.5 Cloridrato de Venlafaxina

O Cloridrato de Venlafaxina ¢ um s6lido branco cuja massa molecular é 277,4 g mol ™
e sua estrutura estd representada na figura 2. Este insumo ativo ¢ um antidepressivo
pertencente a classe dos inibidores da recaptacdo neuronal de serotonina, norepinefrina e
dopamina e seu objetivo terapéutico estd relacionado ao tratamento de depressdo, incluindo
depressdo com ansiedade associada e prevencdo de recaidas. Além disso, estd indicado
também para o tratamento de transtorno de ansiedade generalizada, do transtorno de
ansiedade social (fobia social) e do transtorno do panico (VENLAXIN, 2015; MARSH,
2007).

Figura 2- Estrutura do Cloridrato de Venlafaxina.

OH

. HCI
Fonte: Royal Society of Chemistry (2015).

1.2 OBJETIVO

O objetivo geral do trabalho ¢ a validagdo da andlise de tamanho de particulados
sOlidos do insumo farmacéutico ativo Cloridrato de Venlafaxina, utilizando a técnica de
difracdo a laser. Como objetivos especificos, serd necessario determinar experimentalmente o
indice de refracdo para o insumo farmacéutico, bem como, validar o método analitico

proposto por meio da comprovagdo da precisdo e exatidido do mesmo.
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1.3 JUSTIFICATIVA

A Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) exige uma série de requisitos de
controle de qualidade para os insumos farmacéuticos usados como principio ativo de
medicamentos comercializados no Brasil. Entre estes requisitos, encontra-se o controle de
tamanho de particula, conforme legislagdo de registro e poOs-registro. Esta propriedade ¢
importante, pois pode influenciar o processo de produ¢do dos medicamentos, a solubilidade e
biodisponibilidade dos IFAs. Logo, pela legislacdo, o controle desta caracteristica deve ser
feito através de um método devidamente validado. Assim, ¢ necessario validar métodos
aplicaveis para controle de qualidade do tamanho de particula de matérias-primas na rotina de
uma industria farmacéutica.

Além disso, atualmente, para determinagdo/validagdo do tamanho de particula para
substancias organicas como IFAs, a difracdo a laser associada a Teoria de Mie acaba
tornando-se a forma mais assertiva para esta avaliagdo. Contudo, para sua utilizagdo, ¢
necessario ter conhecimento do indice de refracdo real da substancia em estudo. A literatura
apresenta escassez de indice de refragcdo para produtos ativos farmacéuticos, principalmente,
de novos IFAs. Desta maneira, também ¢ necessario realizar pesquisas e elaborar protocolos
capazes de determinar o indice de refracdo de ativos cujos objetivos terapéuticos estejam
sendo visados no mercado.

Nesse contexto, devido a elevada eficacia do Cloridrato de venlafaxina dentro de sua
classe terapé€utica e pelo aumento do uso de antidepressivos nos ultimos anos, surge o
interesse em estudar o ativo e estabelecer alguns critérios minimos em seu controle de

qualidade.
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2 METODOLOGIAS

2.1 REAGENTES/SOLVENTES E MATERIA-PRIMA

Os reagentes usados foram 4gua destilada obtida no laboratdrio de pesquisa e a vaselina
liquida comercial (EMCA LTD). Além disso, a matéria-prima de Cloridrato de venlafaxina
(fabricante Amoli Organics) foi utilizada pela Prati Donaduzzi e Cia Ltda (Medicamento
Genéricos) para o desenvolvimento de suas pesquisas, tomando precaugdes para que as
amostras estivessem armazenadas em frascos limpos e secos. A coleta foi realizada através de
uma mistura das amostras da parte de cima, meio e fundo da barrica e posteriormente,
homogeneizado para garantir a correta amostragem. Todas as andlises foram realizadas
pela/na Prati Donaduzzi e Cia Ltda (Medicamento Genéricos) nos laboratério de Pesquisa,
Desenvolvimento e Inovagao e no laboratorio de Controle de Qualidade da Prati Donaduzzi.

A UTFPR foi responsavel pela divulgacao do dados e discussoes.

2.2 DETERMINACAO DO INDICE DE REFRACAO

2.2.1 Método Experimental de Abbe

Para determinacao do indice de refra¢ao do IFA Cloridrato de venlafaxina foi usado
o método de Saveyn e colaboradores (2002). Assim, prepararam-se solugcdes em agua
destilada contendo o IFA em diferentes concentracdes entre 0,1% a 1%. Estas solugdes
tiveram seus indices de refragdo medidos por um refratdmetro Abbe de bancada (Quimis).
Apos esta determinagdo, o indice do sélido foi encontrado através da equagao da reta obtida
pela regressao linear simples, interpolando para a concentragdao de 100%, conforme a equagao
3 (SAVEYN et al.,, 2002). Este procedimento foi realizado em trés dias diferentes e o
resultado final expresso pela média dos trés dias. Os dados foram tratados pelo software

Qtiplot (Data Analysis and Scientific Visualisation - Copyright © 2004 - 2019 Ion Vasilief).

IR = (coef.angular) x 100 + (coef.linear) (eq.1)



19

2.2.2 Método Teorico de Eisenlohr

O calculo do indice de refragao tedrico foi calculado através do método tedrico de
Eisenlohr, conforme Cao e colaboradores (2009). Assim, a partir da Tabela 1, os grupos da
molécula foram classificados ¢ a soma das contribuicoes Ri foi usada na equacao 4 e,

posteriormente, usada na equacao 5, para predizer o indice de refragdo tedrico.
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Tabela 1. Contribui¢des estruturais e atomicas para refragdo molar pelo método de Eisenlohr.

Grupo R, Grupo R,

— CH,— 4.618 I 13.9

C 2418 O (hidroxil) 1.525

H 1.1 O (éter) 1.643

S em SH 7.69 O (carbonil)® 2.211

S em RSR 7.97 0O (éster)” 3.736

S em RCNS 7.91 N (amina primaria) 2.322

S em RSSR 8.11 N (amina secundaria) 2.502

F (umF 0.95 N (amina tercidria) 2.84
ligado ao C)

F (cada F de 1.1 N (nitrila)" 5.516
polifluoretos)

Cl 5.967 Banda dupla 1.733

Br 8.865 Banda tripla 2.398

a = inclui duplas ligagdes

b= inclui triplas ligagdes

Fonte: adaptado de Eisenlohr (1910); Gold and Ogle (1969); Nelken, (1990) apud Cao et al. (2009).

Rd = Zimi Ri

(eq.2),

onde mi ¢ o nimero de determinado 4&tomo ou grupo ¢ Ri ¢ o valor de cada grupo apresentado

na tabela 1.
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_ [M+2pRd
n= \’M—Zde (. 3),
onde n ¢ o indice de refracao, M € o peso molecular ¢ p ¢ a densidade. A densidade utilizada

no calculo foi tedrica (1,06 g/cm?).

2.3 VALIDACAO DO METODO DE ANALISE DE TAMANHO DE PARTICULADOS
SOLIDOS

As distribui¢des granulométricas foram avaliadas utilizando o analisador de particula
Mastersizer 2000 — Hydro 2000 (modo umido) e software Mastersizer 2000 v.5.6 da Malvern.
Os parametros do equipamento para o método validado consistiam em uma agitagao de 2000
RPM e ultrassom em 50%. A faixa de obscuragdo determinada para o método foi de 5-20%. O
indice de refragdo da amostra (Cloridrato de venlafaxina) era o indice de refracdo médio
obtido experimentalmente. Para o preparo da amostra realizou-se a dispersdao da amostra em
aproximadamente 10 mL do dispersante vaselina liquida, com auxilio de um banho
ultrasdnico ou sonda ultrassonica por 30 segundos a 1 minuto.

Os parametros de validagdo avaliados foram a precisdo ¢ a exatiddo. A precisdo foi
avaliada através da precisdo repetibilidade e da precisdo intermediaria. A repetibilidade foi
realizada com seis amostras (n=6) e o resultado expresso pela média de cinco leituras de 2
segundos cada uma e analisado conforme procedimento operacional do equipamento. Em um
segundo dia, este procedimento foi repetido com nova preparacdo das amostras por outro
analista para determinacdo da precisdo intermedidria. Os critérios de aceita¢do para precisdo
sdao D10 - DPR< 15%, D50 - DPR < 10% e D90 — DPR < 15%, de acordo com a Farmacopeia
Americana (UNITED STATES PHARMACOPEIA, 2019).

Ja a exatidao foi avaliada através da comparagdo dos valores obtidos com a distribuicao
do tamanho das particulas com o tamanho verificado em um microscopio Optico (Nikon
Eclipse E200), conforme a Farmacopeia Americana (UNITED STATES PHARMACOPEIA,
2019).
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2.4 COMPARACAO DOS RESULTADOS OBTIDOS POR DIFERENTES MODELOS
OPTICOS

Para comparacdo dos dois modelos Opticos aceitos atualmente (Teoria de Mie e
Aproximagdo de Fraunhofer) na avaliacdo do tamanho dos particulados sélidos, foi plotado
um grafico comparativo de distribui¢ao granulométrica das trés condigdes avaliadas. A
primeira condi¢do compreendeu os resultados calculados com a Teoria de Mie - IR referéncia
(ROYAL SOCIETY OF CHEMISTRY, 2015), a segunda com Teoria de Mie - IR
experimental e a terceira com Aproximacao de Fraunhofer. Os resultados foram analisados
por andlise de variancia de uma via (ANOVA). O software Microsoft® Office Excel foi

utilizado para analise estatistica.

3 RESULTADOS E DISCUSSOES

3.1 DETERMINACAO DO INDICE DE REFRACAO

O indice de refragdo (IR) de uma substancia ¢ a relacdo entre a velocidade da luz no
vacuo ¢ sua velocidade na substancia. Quando um raio de luz monocromatica atravessa dois
meios de densidades Opticas diferentes, ele € refletido ou refratado, podendo ser medido. Para
fins praticos mede-se a refragdo com referéncia ao ar e a substancia ao invés de medir com
referéncia ao vacuo e a substancia (ANVISA, 2010b).

A determinacdo de IR de materiais liquidos ¢ relativamente direta e simples, porém a
medida de solidos pode acabar envolvendo algumas dificuldades. Uma das técnicas
empregadas para avaliar o IR de solidos pode ser a microscopia de luz polarizada, porém as
substancias organicas, como os farmacos, podem apresentar cristais irregulares ou até mesmo
auséncia de simetria, dificultando este tipo de andlise (CAO et al., 2009). A planaridade e a
geometria das moléculas também podem interferir em algumas praticas usadas para
determinac¢do de IR de solidos, como a elipsometria, além de acabarem sendo mais elaboradas
(NUSSBAUMER et al., 2005; MEICHNER et al., 2015), o que reduz sua aplicabilidade na
rotina de industrias farmacéuticas, cujo objetivo ¢ a agilidade nas anélises.

Desta forma, o trabalho tem o objetivo de apresentar um protocolo simples de
determinagdo de IR para sélidos a partir de solucdes diluidas do ativo (SAVEYN et al., 2002)
utilizando um refratometro Abbe (MALVERN, 2003). Para demonstrar este protocolo,
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utilizou-se o ativo em estudo (Cloridrato de venlafaxina) e calculou-se os indices de refra¢ao
pelas equacdes da reta obtidas em trés dias diferentes (Figura 3). O resultado médio do indice

de refracao foi de 1,550, como pode ser observado na Tabela 2.

Figura 3- Graficos de regressdo linear para os dados no primeiro dia (a), segundo dia (b) e
terceiro dia (c) de andlise para determinagdo do indice de refragdo experimental.
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Fonte: Autor

Tabela 2. Resultados dos indices de refracao realizados em trés dias.

Indice de refracio Resultados
indice de refracio — Primeiro dia 1,543
indice de refracio - Segundo dia 1,563
Indice de refracio - Terceiro dia 1,543
Média 1,550

Fonte: Autor.

Nao ha na literatura muitos dados sobre indices de refragdo experimentais de
substancias ativas. Desta maneira, para comparagdo do valor encontrado, recorreram-se as
referéncias de IR estimados. O valor encontrado como referéncia para o ativo em questio foi

de 1,544 (ROYAL SOCIETY OF CHEMISTRY, 2015), baseado em IR preditivo calculado
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por um software (ACD/Labs Percepta Platform - PhysChem Module). Ainda, desejando-se
confirmar o valor experimental obtido, utilizou-se o método de Eisenlohr, descrito por Cao et
al. (2009) para calcular o indice de refragdo tedrico do farmaco, no qual o valor de 1,539 foi
obtido. Verificou-se que tanto o valor do indice experimental quanto os valores tedricos
disponiveis encontram-se proéximos. Com isso, a determinacao do indice de refragcdo do ativo

pode ser realizada através do método experimental descrito.

3.2 VALIDACAO DO METODO ANALITICO

Os resultados apresentados na Tabela 3 referem-se as médias das seis amostras do
primeiro dia de andlise bem como seu desvio padrdo relativo (DPR). A partir dos resultados
apresentados na tabela, pode-se verificar que as amostras apresentaram valores de DPR dentro
dos critérios de aceitacdo estabelecidos para este método, conforme preconizado pela
Farmacopeia Americana (UNITED STATES PHARMACOPEIA, 2019). Desta forma, os
preparos foram repetidos em um segundo dia e os resultados estdo apresentados na Tabela 4.
Assim como no primeiro dia, as amostras do segundo dia de analise também se apresentaram

adequados com a especificacdo estabelecida.
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Tabela 3. Resultados do tamanho hidrodinamico (nm) D10, D50 e D90 do primeiro dia da
analise de precisdo.

Amostras/Dia 1 D10 D50 D90
Amostra 1 3,299 16,615 46,358
Amostra 2 3,259 16,566 46,865
Amostra 3 3,290 16,461 44,799
Amostra 4 3,296 16,998 49,276
Amostra 5 3,220 16,484 43,707
Amostra 6 3,218 16,737 44,557

Média 3,264 16,644 45,927
DPR (%) 1,15 1,20 4,39

Fonte: Autor.
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Tabela 4. Resultados do tamanho hidrodinamico (nm) D10, D50 e D90 do segundo dia da
analise de precisao.

Amostras/ Dia 2 D10 D50 D90
Amostra 1 3,177 17,032 50,022
Amostra 2 3,454 18,093 50,337
Amostra 3 3,702 19,138 48,466
Amostra 4 3,278 17,975 47,064
Amostra 5 3,302 18,15 47,699
Amostra 6 3,332 17,124 43,142

Média 3,374 17,919 47,788
DPR (%) 5,45 4,32 5,46
Média - (n = 12) 3,319 17,281 46,858
DPR (%) — (n =12) 4,19 4,96 5,18

Fonte: Autor.

Para demonstrar a exatiddo do método compararam-se os resultados médios da
precisdo com as imagens obtidas com a microscopia eletronica (figura 4A). Através da figura,
percebe-se que a maior parte das particulas t€ém tamanhos inferiores a 47 pm, como disposto
nas tabelas 3 e 4. Além disso, ndo ha presenca de particulas com tamanho superiores 108 um,
o que indica que 100% dos particulados solidos apresentam tamanhos aproximadamente

inferiores a este valor, como comprovado no grafico de volume under % (figura 4B).
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Figura 4 - Imagem da microscopia da amostra de Cloridrato de venlafaxina em duas regides
(Aumento de 10x) (A) e o grafico do Under Volume (B).
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Fonte: Autor.

Portanto, como traz o capitulo geral <429> da Farmacopeia Americana (UNITED
STATES PHARMACOPEIA, 2019), a exatiddio do método deve ser comprovada pela
calibracao do equipamento ¢ a comparacao dos resultados com microscopia € a precisao deve
ser avaliada pela determinagdo da repetibilidade. Como os demais critérios de validagdo nao
sdo aplicaveis a técnica e todos os critérios estabelecidos acima foram testados e aprovados,
pode-se afirmar que método utilizado na avaliagdo da distribuigdo granulométrica do ativo em
estudo pode ser considerado validado, segundo a Farmacopeia Americana (UNITED STATES
PHARMACORPEIA, 2019).

3.3. COMPARACAO DOS MODELOS OPTICOS

A fim de se realizar um comparativo entre os modelos dpticos para calcular o tamanho
dos particulados, as médias foram calculadas pela Teoria de Mie e pela Aproximacdo de
Fraunhofer. Para Teoria de Mie, separou-se em dois grupos. O primeiro grupo era calculado
utilizando o indice de refracdo da referéncia (1,544) e o segundo grupo calculado pelo indice
experimental obtido neste trabalho (1,550). E, por fim, o terceiro grupo teve as médias

calculadas utilizando a Aproximacao de Fraunhofer.
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Figura 5 - Comparativo da distribuicdo granulométrica das amostras 1, 2 e 3.
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Fonte: Autor.
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Figura 6 - Comparativo da distribuicdo granulométrica das amostras 4, 5 e 6.
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Fonte: Autor.



31

Para demonstrar a comparagdo entre os trés grupos citados acima, podemos observar a
figura 5 e a figura 6. Percebe-se que os trés grupos apresentam uma distribuicdo
granulométrica bastante semelhante, com uma pequena diferenga nos tamanhos menores
(D10) para as amostras cujas médias foram calculadas usando a Aproximacao de Fraunhofer.
Esta diferenca foi comprovada estatisticamente também, pois apresenta valor de p< 0,05 para
D10.

Este comportamento ¢ esperado, pois o modelo de Fraunhofer apresenta certa
limitacdo em medic¢des de tamanhos abaixo de 10 um. Isto ocorre porque este modelo leva em
consideragdo algumas suposicoes, que o isenta de ter conhecimento do indice de refragao da
particula (HORIBA, 2012; JILLAVENKATESA; DAPKUNAS; LUM, 2001), ocasionando
erros nas medi¢des de particulas pequenas. No estudo com os ativos Maleato de Enalapril e
Lisinopril, também se pode observar resultados menores quando calculados com a
Aproximacgdo de Fraunhofer. Neste estudo, todos os percentis da distribuicdo granulométrica
apresentaram certo decaimento em relacdo a Teoria de Mie, porém o proprio tamanho das
particulas dos ativos estudados sdo menores que 20 um (MALVERN, 2003). Diferentemente
do ativo Cloridrato de venlafaxina, cuja maior parte das particulas (D90) possui tamanho em
aproximadamente 47 pm.

Entre os resultados da Teoria de Mie, ndo ocorreu variagdes nas médias pela utilizagado
do indice tedrico e o experimental, como ja era esperado uma vez que ambos foram muito

proximos entre si.
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4 CONCLUSAO

O método proposto mostrou-se adequado para os parametros de validagdo exigidos nos
compéndios oficiais para a determinac¢do de tamanho de particulas via difragdo a Laser para o
insumo farmaceéutico ativo cloridrato de venlafaxina.

O indice de refracdo do insumo farmacéutico ativo pdde ser determinado através de um
protocolo simples, pratico e robusto utilizando um refratdbmetro Abbe. O protocolo
investigado pode ser util para demais ativos na rotina de industrias farmacéuticas para
insumos nao fotossensiveis. Outras técnicas de determinacao do indice de refragdo podem ser
utilizadas, no entanto, deve-se analisar a viabilidade das mesmas na rotina da industria, o que
torna o protocolo estudo de grande importancia.

A partir dos indices de refracdo tedrico e experimental, os modelos Opticos para
determinagdo da distribui¢do granulométrica (Teoria de Mie e Aproximagdo de Fraunhofer)
foram analisados. Para tamanhos acima de 10 pm os dados foram correlatos, contudo
variagdes significativas da distribuicdo foram observados para particulas menores deste
tamanho. Ainda, as distribuicdes granulométricas foram validadas pela analise de
microscopia.

Os resultados da distribuicdo de tamanho do ativo utilizando a teoria de Mie com os
indices de refragdo teoricos e experimentais apresentaram-se muito proximos. Sendo assim,
conclui-se, que apesar do método experimental de determinagdo do indice de refragcdo ser
simples, o valor obtido segundo método de Eisenlohr também apresenta resultado semelhante

a referéncia usada, sem desperdicio de insumo farmacéutico, o que torna-o de facil aplicacao.
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5 PERSPECTIVAS FUTURAS

Como perspectivas futuras, pode-se citar a continuacao dos estudos com este ativo para
comprovagdo da influéncia do tamanho dos particulados solidos na dissolucgdo e liberagdo do
farmaco a partir de formulagdes preparadas com diferentes tamanhos da matéria-prima. E,
também, podem ser obtidos sistemas monodispersos por via (i) quimica, com auxilio de

excipientes (tensoativos) e posterior liofiliza¢do e (if) fisica, por meio de moinhos de bolas.
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