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RESUMO

A nitazoxanida, um pro-farmaco de amplo espectro utilizado em infecgcdes
parasitarias, € comercializada em duas formas farmacéuticas: comprimidos
revestidos de 500 mg e p6 para suspensao oral de 20 mg/mL. Hoje, com a lei
dos genéricos, além do medicamento de referéncia, Annita®, ha também
disponivel no mercado as opg¢des Nitazoxanida e Azox®. Com a presencga de
outras formulag¢des além da de referéncia no mercado, € importante um rigoroso
controle de qualidade para assegurar a eficacia e segurangca dessas
formulacdes. A nitazoxanida ja possui monografia na 6° ed da Farmacopeia
Brasileira, o que serve para direcionar os testes a serem feitos para realizar esse
controle de qualidade, entretanto, observa-se que para a Nitazoxanida
Suspenséo oral ndo ha um teste de perfil de dissolugdo. Sabendo da importancia
de tracar um perfil de dissolugao para fins de comparacao entre referéncia e
genéricos, e visto a auséncia de um método com este propdsito na Farmacopeia,
o trabalho teve como objetivo o desenvolvimento de um método de perfil de
dissolugdo de Nitazoxanida suspensao oral. No decorrer do trabalho foram
testadas diversas condi¢goes e o método com melhores resultados foi em meio
tampao fosfato pH 7,4 e 5% de CPC, com agitacdo de 100 rpm, temperatura de
banho de 37 °C, filtros com porosidade de 35 pm, tempo total de dissolugcao de

120 minutos e quantificagao por CLAE.

Palavras-chave: Nitazoxanida, dissolucdo, controle de qualidade, estabilidade,

solubilidade.
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1. INTRODUGAO

A nitazoxanida, um farmaco de amplo espectro utilizado em infecgbes
parasitarias, descoberta na década de 1980, inicialmente indicada para teniase
(Rossignol e Maisonneuve, 1984), logo teve sua eficacia contra diversas
doengas causadas por parasitas comprovada. Doengas como ciclosporiase,
causada por Cyclospora cayetanensis, onde até hoje é o unico medicamento
eficaz contra esta infecgédo (Rossignol e Bréchot, 2019), helmintiases, amebiase,
giardiase, blastocistose, balantidiase e isosporiase. Também ja foram descritos
efeitos contra algumas bactérias incluindo Clostridium spp. (Musher et al, 2006).
Ha também artigos que avaliam atividade antiviral de amplo espectro deste
farmaco (Rossignol, 2014), e estudos clinicos piloto que avaliam sua atividade
contra hepatite B (Rossignol e Bréchot, 2019). Novos estudos mostram um
potencial para tratamento da doencga de Alzheimer, pois a nitazoxanida foi capaz
de diminuir os niveis de AB e formacgao de placa senil no hipocampo e no cortex
cerebral. Houve também melhorias na aprendizagem e na memoria de ratos
transgénicos APP/PS1 (Fan, L., Qiu, X., Zhu, Z. et al, 2019).

Derivada do nitrotiazol, a nitazoxanida (NTZ) é rapidamente hidrolisada a
tizoxanida (TZX), seu metabdlito, também ativo (Ministério da Saude, 29/10/13).
Diferente de outros farmacos derivados do nitrotiazol, a NTZ (Figura 1) e a TZX
(Figura 2) interagem diretamente com a enzima piruvato ferredoxina
oxidoredutase (PFOR), inibindo-a, e consequentemente inibindo a
metaboliza¢ao de glicose (Hoffman et al., 2007).

Mesmo tendo sido descoberta na década de 80, somente em 2002 a
nitazoxanida (NTZ) foi liberada para uso pelo érgédo americano de regulagao de
medicamentos e alimentos (Food and Drug Administration - FDA) (Gilles e
Hoffman, 2002; White, 2003; Fox e Saravolatz, 2005; Rossignol, 2010).
Atualmente, no Brasil, ela € comercializada em duas formas: comprimidos
revestidos de 500 mg e pd para suspensao oral de 20 mg/mL. Hoje, com a lei
dos genéricos, além do medicamento de referéncia (Annita®, do laboratério
Farmoquimica, comercializada desde 2006), ha também disponivel no mercado
as opcoes Nitazoxanida e Azox®, pelo laboratorio Eurofarma. Com isso, é
importante destacar a relevancia do controle de qualidade dessas formulacdes

através de diversos testes.


http://portalarquivos2.saude.gov.br/images/pdf/2014/setembro/11/Nitazoxanida---atualizada-em-29-10-2013-.pdf
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A NTZ possui monografia oficial na Farmacopeia Brasileira (62 ed.), onde
sao apresentados os testes de controle de qualidade necessarios e como realiza-
los. Um destes, o teste de dissolucéo, € definido como a liberagado de um farmaco
de sua forma farmacéutica e a sua disponibilidade para absorg¢éo pelo organismo
(Chowdary & Rajyalakshmi, 1987; Marcolongo, 2003, Pita et al., 2004). E um
teste é importante em diversas fases do ciclo de um medicamento, desde o seu
desenvolvimento até o controle de qualidade final (Marcolongo, 2003). O teste
de dissolugéo presente na Farmacopeia Brasileira 62 ed. (FB) (Brasil, 2019), é
de um unico ponto, ou seja, a amostra é coletada apds um determinado tempo
e analisada por CLAE e assim se assegura o quanto desta substancia foi
dissolvida e se esta dentro dos padroes determinados ou nao.

Além do método de ponto unico descrito na FB, o ensaio de dissolucao
pode ser realizado por perfil de dissolugdo, com o objetivo de determinar a
porcentagem de farmaco dissolvida em fungcdo do tempo utilizando diferentes
tempos de amostragem, comparando perfis do medicamento de referéncia com
medicamentos genéricos e similares, para fins de registro dos mesmos na
ANVISA. Segundo a RDC de numero 31, de 11 de agosto de 2010, uma
caracteristica importante dos métodos de perfil de dissolucéo é a capacidade
dos mesmos de evidenciar as diferencas entre as formulagdes, conhecidos como
métodos discriminativos, que sao aqueles capazes de mostrar mudangas
significativas nas formulagdes e nos processos de fabricacdo, as quais podem
afetar o desempenho da formulacgao (Brasil, 2010).

A comparacéao dos perfis de dissolugcédo, no caso de um ensaio de perfil,
se vé util para conhecer o comportamento dos diferentes medicamentos,
referéncia, similares e genéricos, antes de submeté-los a estudos de
biodisponibilidade relativa e bioequivaléncia, e registra-los no orgéao
responsavel, que no Brasil € a ANVISA (Gibaldi, 1991; Manadas et al., 2002).
Essas comparagdes, de acordo com a RDC 31, devem ser avaliadas através de
uma curva como um todo, usando o método modelo independente simples, que
quando em teste combinado, emprega um fator de diferenga (F1) e um fator de
semelhanca (F2) (Brasil, 2010).

Visto que sao estudos de grande importancia, deve-se sempre prezar por
resultados adequados e confiaveis, portanto o desenvolvimento e escolha do

melhor método sao essenciais para tal. Para isso, segundo o guia de dissolugéo
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aplicavel a medicamentos genéricos, novos e similares, é importante testar
varios meios de dissolugao, com diferentes excipientes, variadas faixas de pH,
velocidades de rotagao e temperatura, até chegar ao meio ideal para as analises
a serem realizadas, e realizar a validagdo do mesmo para garantir que o método
analitico proposto € adequado para aquilo a que foi proposto (Dressman e
Kramer, 2009; Brasil, 2018).

Com essa ideia em mente, e sabendo da importancia de tragar um perfil
de dissolugao para fins de comparagéo entre referéncia e genéricos, e visto a
auséncia de um método com este proposito nas Farmacopeias, o presente
trabalho tem como objetivo desenvolver e estudar preliminarmente um método
de perfil de dissolucdo para suspensao de Nitazoxanida, assim como estudar
sua solubilidade em alguns meios, para determinar qual o meio e o método mais

adequado para estes fins.

. 4’@)\{”
L

CH;y

Figura 1. Estrutura da molécula de Nitazoxanida.

Figura 2. Estrutura do possivel produto de degradagao formado.
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2. OJETIVOS

2.1 Objetivo geral

e Estudar preliminarmente um método de dissolugao para NTZ na forma

de suspensao.

2.2 Objetivos especificos

e Avaliar a solubilidade do farmaco em diferentes meios de dissolugao,
determinar o melhor e comparar o meio proposto ao meio da FB 6° ed;

e Avaliar a estabilidade do farmaco em diferentes condi¢cdes e pHs;

e Determinacao do teor das suspensdes em estudo;

e Desenvolvimento preliminar de um método de dissolugdo simples e
exequivel;



15

3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Nitazoxanida
NTZ (Figura 1) € uma nitrotiazolil-salicilamida e apresenta as seguintes
caracteristicas (FB 62 ed):

e Aspecto: pé cristalino levemente amarelado;

e Nome quimico: 2-acetiloxi-N-(5-nitro-2-tiazolil) benzamida

e Fdrmula molecular: C12HI9N30SS;

e Massa molecular: 307,28;

e Denominagao Comum Internacional (DCI): nitazoxanide;

e Denominagdo Comum Brasileira (DCB): nitazoxanida;

e Registro no Chemical Abstracts (CAS): [55981-09-4];

e Ponto de fusao: 202 °C

e Solubilidade: praticamente insoluvel em agua, pouco soluvel em etanol,

mas soluvel em acetonitrila;

3.2. Substancia quimica de referéncia e produto farmacéutico
3.2.1. Substancia quimica de referéncia (SQR):

A solugéao estoque de nitazoxanida SQR foi preparada transferindo 10 mg
de farmaco para um baldo volumétrico de 100 mL. Neste baldo foram
adicionados 70 mL de acetonitrila € 0 mesmo foi levado a banho com ultrassom
por 10 minutos. Apds este tempo o volume do baldo foi completado com
acetonitrila para obter-se uma concentracdo de 100,0 pg/mL. As diluicdes para
as concentragdes de analise foram realizadas com os meios testados para as

amostras.
3.2.2. Produto farmacéutico:

Para o estudo foram utilizadas amostras comerciais de nitazoxanida pé
para suspensao oral, adquiridas no comércio local. Medicamento referéncia
ANNITA® (Farmoquimica S/A), e medicamento genérico NITAZOXANIDA

(Eurofarma Laboratérios S.A), ambos na concentragao de 20,0 mg/mL.
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3.3. Solventes e Reagentes

e Acetonitrila grau CLAE - Merk®

e Acido cloridrico — Sigma-Aldrich®

e Acido Férmico — Synth®

e Agua ultra-pura

e Brometo de cetiltrimetilanomio

e Cloreto de cetilpiridina

e Dodecil sulfato de sodio - Synth®

e Fostato de s6dio monobasico - Vetec®

e Tween®80

3.4. Equipamentos
e pHmetro digital — Digimed
e Cromatografo a liquido — Shimadzu Prominence®
e Dissolutor — Varian VK 7000®

3.5. Quantificagdo das amostras por CLAE-DAD

As analises quantitativas foram realizadas por cromatografia liquida de
alta eficiéncia com detector de arranjo de diodos, seguindo metodologia descrita
na farmacopeia brasileira (FB 62 ed) e por Malesuik et al. (2010), que utiliza um

sistema de fase reversa com as seguintes condicoes:

e Fase estacionaria: Coluna C-18 (250 x 4,6 mm, 5 um)

e Fase movel: Acido Férmico 0,1% (pH 3,8): Acetonitrila (45:55, v/v)
e Modo de eluicdo: Isocratico;

e Vazao: 1 mL/min;

e Detecgao UV-DAD: 240 nm;

e Volume de injegéo: 20 pL.

As andlises foram realizadas em cromatégrafo a liquido Shimadzu
Prominence®, equipado com desgaseificador DGU-20A5, bomba LC-20 AC,
injetor automatico SIL-20 AC, forno de coluna CTO-20 AC, detector SPD-M20A

e modulo controlador CBM-20A (Shimadzu, Kyoto, Japan). O software utilizado
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para controlar o equipamento e analisar as respostas obtidas do sistema
cromatografico foi o LC Solution V. 1.24 SP1.

3.6. Doseamento

O doseamento foi avaliado através do método de Malesuik et al. (2010),
comparando a amostra e o padrao. Para o preparo da amostra, foi calculado o
peso médio de Nitazoxanida, pesado uma quantidade de pé equivalente a 10,0
mg do principio ativo, diluido com ACN em baldo de 100 mL, colocado em
ultrassom por 10 minutos e diluido novamente com ACN para obter uma solugao
de concentracdo final de 30,0 uyg/mL. O mesmo procedimento de preparo foi
utilizado com o padrao. Apds o preparo, as amostras e o padrao foram filtrados

em filtro de 0,45 ym para posterior analise por CLAE.

Também foi realizado o doseamento pelo método descrito na FB 6 ed.
que consiste em reconstituir trés frascos da solu¢ao, conforme indicado no rétulo,
homogeneizar, transferir o volume equivalente a 50,0 mg de NTZ para um baléo
volumétrico de 250 mL, adicionar, em média, 150 mL de ACN e levar ao
ultrassom por 10 minutos. Completar o volume e ajustar o volume com ACN,
homogeneizar e filtrar a solugéo. Preparar uma solucéao final de 30,0 pg/mL. O
padrao é preparado da mesma maneira que o padrao descrito anteriormente;
pesar aproximadamente 10,0 mg de NTZ SQR, passar para baldo volumétrico
de 100 mL, adicionar cerca de 75 mL de ACN, levar a ultrassom por 10 minutos,
completar o volume do baldo com ACN, e preparar uma solugao final de 30,0

Mg/mL.
3.7. Avaliacao da solubilidade da Nitazoxanida

A solubilidade intrinseca da nitazoxanida foi avaliada em uma ampla faixa
de pH e em solugdes contendo tensoativos em diferentes concentragdes. Para
os testes, em tubos de ensaio com rosca, foram adicionados 5 mL do meio a ser
testado, e uma quantidade suficiente de nitazoxanida (matéria-prima) para
formacao de precipitado, a fim de se obter uma suspensao. As amostras foram
mantidas em banho termostatizado na temperatura de 37 °C durante 24 horas,

com agitagcdo magnética. Apds as 24 horas, uma aliquota de cada amostra foi
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coletada e filtrada em filtro de 0,22 ym para posterior analise por CLAE. Os meios

testados estio listados abaixo:

e HCIO, 1N

e Tampao fosfato de potassio 10 mM nos pHs de 4; 5; 6; 7; 8.

e Tween® 80 nas concentragdes de 0,5; 1,5 e 2,5%

e Dodecil Sulfato de Sddio na faixa de concentracdo de 0,1a 7 %

e Cloreto de cetilpiridinio na faixa de concentragéo de 0,25 a 3 %.

3.8. Avaliacio da estabilidade da nitazoxanida

Sabendo que a nitazoxanida quando administrada € rapidamente
convertida em tizoxanida através da hidrélise do éster presente na molécula, e
baseando-se em artigos que relatam sua hidrélise (Ali et al., 2011 e Malesuik et
al., 2012). , principalmente em pH alcalino, avaliou-se a estabilidade do farmaco
em valores de pH relevantes fisiologicamente e mais utilizados em ensaios de
dissolugao. Para o teste, a estabilidade da nitazoxanida foi avaliada em HCI 0,1
N, e tampéo fosfato em pH de 6,8 e 7,4. O ensaio foi realizado utilizando matéria
prima de nitazoxanida, que foi primeiramente diluida em acetonitrila na
concentragcéo de 400,0 ug/mL, e posteriormente diluida no meio de interesse
para 100 yg/mL. As amostras foram armazenadas a 37 °C, e aliquotas foram
coletadas em diferentes intervalos de tempo. Para a analise, as amostras
coletadas foram diluidas 1:1 em fase movel, filtradas em filtro de 0,45 ym e
analisadas.

O produto de degradacdo formado foi analisado em um UPLC Waters
Acquity (Waters Corp, Milford, EUA), acoplado a um espectrdmetro de massas
Micromass Q-Tof micro (Waters Corp, Milford, EUA), equipado com uma
interface ESI operando em modo de ion positivo utilizando voltagem do capilar
de 3.0 kV. Outros parametros utilizados foram: temperatura da fonte a 100 °C,
temperatura de dessolvatagao de 300 °C, fluxo do gas de dessolvatagao (N2) a
600 L/h. A detecgao foi realizada considerando uma faixa de massas de 100 —
800 m/z. A fase mdvel consistia em agua contendo 0,1 % de acido férmico e

acetonitrila contendo acido formico 0,1 % (45:55 v/v) com um fluxo de 0,2
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mL/min. Uma coluna Zorbax Eclipse Plus C-18 (2,5 x 50 mm, i.d., tamanho de

particula de 1,8 um) (Agilente Technologies, CA, EUA) foi utilizada.

3.9. Ensaios preliminares de dissolugao

A fim de definir o melhor meio para o perfil de dissolugdo de NTZ
suspensao, foram feitos diversos testes com alguns meios contendo diferentes
tensoativos e em diferentes valores de pH, diferentes velocidades de rotagao das
pas, de temperatura do banho e volume de coleta. Usou-se o meio disponivel
na FB 6 ed para fins de comparacao, lembrando que o meio da farmacopeia é
de dosagem, com apenas um ponto de coleta, e ndo um meio de perfil. Os meios
testados foram:

e Cloreto de cetilpiridinio nas concentragdes de 2 e 3 %.

e SDS nas concentracoes de 1; 2 e 3%

e Meio USP/ FB 6 ed - tampéo fosfato pH 7,5 contendo 6% de brometo de
cetiltrimetilamonio.

Esses testes foram realizados com associacao de agua e tensoativos, e
também de tampé&o nos pHs de 6,8 e 7,4 e tensoativos. Foram testadas também
as velocidades de 75 e 100 rpm das pas, e as temperaturas de 25 e 37 °C.

As analises foram realizadas em Dissolutor Varian VK 7000®, equipado
com amostrador Vk 750D, bomba peristaltica Vk 810, controlador Vk 8000,
aquecedor Vk 750D.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Doseamento

O peso médio dos pos para suspensao oral foi de 15,90 g, sendo que
0,0176 g de amostra equivalem a 1 mg de NTZ. O doseamento foi realizado com
0 objetivo de determinar o teor de farmaco contido nas amostras. Obteve-se um
teor de 96,45% com DPR de 1,26% (Tabela 1) pelo método Malesuik et al.
(2010), sendo considerado adequado, visto que esse farmaco possui monografia
na 6 edigao da FB, e que o valor obtido se encontra dentro do intervalo estipulado
por essa monografia (90 a 110%). O doseamento também foi realizado pelo
método da FB, obteve-se um teor de 48,52% com um DPR de 11,14% (Tabela
1) e isso se deve ao fato de que, a partir do momento que a suspensao entra em
contato com a ACN, aglomerados (Figura 3) se formam e o farmaco fica retido
dentro deles, ndo havendo liberacdo do mesmo para o meio e assim diminuindo

a concentragao para analise.

Tabela 1. Resultado do teor residual de NTZ (%) em suspensao oral, a partir de
analise por CLAE-DAD.

Teor (%)
Método FB Método Malesuik
Amostra 1 46,37 95,78
Amostra 2 46,38 95,90
Amostra 3 43,76 98,18
Amostra 4 44,01 97,83
Amostra 5 56,22 95,58
Amostra 6 54,40 95,45
Média 48,52 96,45

DPR 11,14 1,26
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Figura 3. Fotografia dos baldes volumétricos contendo formulagdo de NTZ
suspensao oral em ACN.

4.2 Solubilidade

A NTZ é classificada como uma molécula de classe IV no sistema de
classificagdo biofarmacéutica, o que significa baixa solubilidade e baixa
permeabilidade, algo que foi observado neste estudo primeiramente devido ao
fato de ela ter realmente se mostrado pouco soliuvel em agua e em HCI, e
também devido ao fato de se ter usado altas concentracdes de tensoativos para
melhorar sua solubilidade nos meios utilizados. De acordo com a Farmacopeia
Brasileira 62 Ed. (Basill, 2019), a NTZ é considerada como uma substancia
praticamente insoluvel.

O estudo de solubilidade teve como objetivo determinar a concentragéo
de saturacdo do farmaco em diferentes meios para determinar a solubilidade
intrinseca da molécula. Para a agua, o farmaco apresentou uma solubilidade de
7,99 pg/mL, o que condiz com o encontrado na literatura, que é de
aproximadamente 7,6 pg/mL (Drugbank e HMDB). Quanto a solubilidade em HCI
0,1M, o valor encontrado foi de 6,65 ug/mL. Em tampao fosfato de potassio 25
mM pH 6,8 apresentou solubilidade de 14,70 yg/mL. Ja em tampéo fosfato de
potassio 25 mM pH 7,4 apresentou uma solubilidade de 60,59 ug/mL.

A solubilidade em fungao do pH foi avaliada na faixa de 1 a 8 (Figura 4),
sendo observada uma maior solubilidade do farmaco em pH levemente alcalino.
Em pH 5 observou-se uma solubilidade de 7,32 pg/mL; e nos pHs 7 e 8 observou-
se, respectivamente 134,58 ug/mL e 250,16 pg/mL. A maior solubilidade em


https://www.drugbank.ca/drugs/DB00507
http://www.hmdb.ca/metabolites/HMDB0014649
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meio alcalino se deve a ionizagao do farmaco, devido ao seu pKa de 10,62. Um
grafico representativo da ionizagao entre as micro-espécies e NTZ, realizado no

software Chemicalize ®, esta representado na Figura 5.
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Figura 5. lonizag&o entre as microespécies de NTZ.
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A solubilidade em fungdo dos tensoativos também foi avaliada usando
diferentes classes de tensoativos, como SDS (tensoativo anibénico), CPC
(tensoativo catidnico) e Tween 80 (tensoativo neutro). As caracteristicas fisico-
quimicas e as estruturas dos tensoativos estao apresentadas na Tabela 2 e na

Figura 6.

Tabela 2. Caracteristicas fisico-quimicas dos tensoativos utilizados para avaliar
a solubilidade da molécula de NTZ.

Tensoativos
Tensoativo F.M M.M HLB CMC
SDS NaC12H25S 04 288.37 40 8,2 mmol/L
CPC C21H3sCIN 339.99 1,00 mmol/L
TWEEN 80 Ce4H124026 1310.00 15 0,011 mmol/L

Br

CHs

HyC

HiC

Figura 6. Estruturas quimicas dos tensoativos utilizados para avaliar a
solubilidade da molécula de NTZ, onde A) SDS; B) TWEEN 80; C) CPC.

Pode-se observar na figura 7 uma maior solubilidade quando se utiliza um
tensoativo catibnico. Na concentracdo de 2% de CPC obteve-se uma
concentracao de saturagao de 615,10 yg/mL e na de 3% obteve-se 783, 28
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pg/mL. Para ser definido qual seria melhor resultado com SDS, foi feita uma faixa
de concentragdes que variava entre 1 e 7%. Quando se comparou os resultados
do CPC com os resultados do SDS, um tensoativo aniénico, observou-se que
nas mesmas concentragdes, 2 e 3%, obteve-se uma resposta bem inferior:
129,32 pg/mL e 179,53 ug/mL respectivamente. Mesmo na concentracédo de
tensoativo mais alta, 7%, obteve-se uma concentracao de 462,69 uyg/mL. Com o
Tween 80, um tensoativo neutro, foram testadas trés concentragdes, de 0,5%;
1,5% e 2,5%. Nao se obteve uma resposta tdo satisfatéria pois com uma
concentracédo de 2,5% o meio ja ficava viscoso, o que dificultava o seu
doseamento por CLAE posteriormente. Os resultados obtidos para 0,5; 1,5¢e 2,5

% foram, respectivamente, 43,20 ug/mL, 71,86 ug/mL e 92,84 pg/mL (Figura 7).

900 - Solubilidade em fungao da concentragao de
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Figura 7. Concentragdo de NTZ solubilizada em fungcdo da porcentagem de
tensoativo presente no meio.

A solubilidade também esta representada, na figura 8, pela concentragéo
molar dos tensoativos, onde € possivel observar que quando calculada desta
maneira, o Tween apresenta uma melhor solubilidade se comparado com o SDS
(Figura 8).
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Figura 8. Concentragdo de NTZ solubilizada em fung&o da concentragdo molar
dos tensoativos presentes no meio.

4.3 Estabilidade

A NTZ tem conhecida instabilidade em meio alcalino, ja relatada em
literatura por Ali et al. (2011) e Malesuik et al. (2012). No trabalho de Ali et al.
(2011), a molécula de nitazoxanida foi colocada em NaOH 0,1 M e temperatura
ambiente, sofrendo desacetilacdo e formando seu principal produto de
degradagao, a tizoxanida. Essa amostra foi entdo colocada sob refluxo, também
com NaOH 0,1 M por 30 minutos, formando dois novos produtos de degradacéo,
acido salicilico e aminonitrotiazol. O trabalho feito por Malesuik et al. (2012),
aprofunda o estudo da estabilidade da NTZ, testando, além do meio alcalino, o
meio acido, a degradacao térmica em estufa a 60 °C por cinco meses, além do
estresse oxidativo por peréxido de hidrogénio e fotdlise. As amostras foram
analisadas em CLAE, UV e MS/MS, sendo possivel observar uma acentuada
instabilidade das amostras em meio alcalino e em peroxido de hidrogénio, e uma
degradagao menos acentuada em meio acido. O produto de degradagao alcalina
foi o mesmo encontrado por Ali et al. (2011), a tizoxanida. Em outro trabalho,
Malesuik et al. (2009), avaliou o efeito da radiagdo UVC sobre a estabilidade da
NTZ. Foram observados os produtos de fotodegradagao aminonitrotiazol e acido

salicilico além de nitrocompostos variados.
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Nos estudos de solubilidade citados acima, a degradacado do farmaco
também foi observada, e isso motivou a realizagdo de uma avaliagao preliminar
de estabilidade em condigdes de temperatura e pH comumente utilizados em
ensaios de dissolugdo. Com isso foram feitos testes em tampao com pH 6,8 e

7,4, e também em HCI, representados na tabela abaixo (Tabela 3).

Tabela 3. Concentracéo residual de NTZ (%) em fungao do tempo, relacionando

a sua estabilidade nos diferentes pHs testados.

Estabilidade
TP pH 6,8 TP pH 7,4 HCI 0,1 M
Tempo  Conc. residual de Conc. residual de Conc. residual de
NTZ (%) NTZ (%) NTZ (%)
0 100 100 100
30 98,21 96,72 102,15
60 93,45 93,50 101,58
90 89,86 90,16 100,95
120 87,43 86,76 101,77

Como pode ser observado na tabela acima (Tabela 3) os resultados
oriundos de amostras de tampao pH 6,8 e 7,4 sdo muito proximos, e no tempo
de 120 minutos é constatada uma degradagdo de aproximadamente 13%
enquanto em meio acido ndo houve degradagao aparente. Nos valores de pH
alcalinos houve a formagao de um produto de degradagao, nomeado de PD1, no

tempo de 7,5 minutos, abaixo representado nos cromatogramas (Figura 9).
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Figura 9. Cromatogramas referentes aos picos de NTZ e PD1 em diferentes
tempos de coleta e espectros de absorcdo UV da molécula de NTZ e PD1.

Na figura 9 também estdo representados os espectros de absorgéo UV
referentes aos picos de NTZ e PD1. Observa-se uma similaridade dos espectros
de absorbancia. A concentracao do produto de degradacgao foi calculada através
da normalizagao das areas. A concentracao de PD1 e a soma das concentragdes
de NTZ e PD1 estao representadas na Tabela 4, na qual é descrito um aumento
gradual da concentracdo de PD1, com a soma das concentragcées de NTZ e PD1
mantendo-se em torno de 100%. Através de grafico representativo dos
resultados em condigdo de pH 7,4 (Figura 10), observa-se o decaimento da
concentragdo de NTZ, o aumento da concentragcdo de PD1 e a soma das

concentracdes de NTZ e PD1 que se mantém préxima a 100%.
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Tabela 4. Aumento gradual da porcentagem residual do PD1 e soma das

porcentagens residuais de NTZ e PD1, que se mantém regulares, em relagcado ao

tempo, ambos em tampao fosfato de sédio 25 mM e diferentes pHs.
Estabilidade NTZ e PD1 (%)

TP pH 6,8 TP pH 7,4
Tempo Conc. PD1 Conc. NTZ + Conc. PD1 Conc. NTZ +

PD1 PD1

0 100 100
30 4,10 102,31 4,28 101,00
60 7,51 100,96 7,71 101,21
90 11,42 101,28 11,49 101,65
120 14,57 102,00 15,03 101,79

Porcentagem residual de NTZ e PD1 em tampao
fosfato de s6dio 25 mM pH 7,4
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Figura 10. Aumento gradual da porcentagem residual do PD1, diminui¢ao
gradual da porcentagem residual de NTZ e soma das porcentagens residuais de
NTZ e PD1, que se mantém regulares, em relagdo ao tempo, ambos em tampéo
fosfato de sodio 25 mM e pH 7 4.

Para a identificagdo do produto de degradagdo PD1 foi utilizado
espectrometria de massas, sendo identificado um unico produto, majoritario, a
tizoxanida, e que é o produto mais comum para este farmaco. O espectro de
massas referente a andlise da NTZ esta representado na figura 11, o qual foi

obtido com uma energia de colisdo de 10 eV. Nele é possivel observar um ion
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[M+H]" de m/z 308 referente a molécula protonada NTZ e também os fragmentos
de m/z 266, 163 e 121. A proposta de fragmentagcdo da molécula esta

representada na figura 12.
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Figura 11. Espectro de massas da NTZ, obtida com energia de colisdo de 10 eV.
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Figura 12. Fragmentacao da molécula de NTZ, a partir dos sinais m/z obtidos
através de espectrometria de massas.
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O espectro de massas referente a TZX esta representado na figura 13, o
qual foi obtido com uma energia de colisdo de 10 eV. Nele é possivel observar
um ion [M+H]" de m/z 266 referente a molécula de TZX e também o fragmento
de m/z 121. A proposta de fragmentagcdo da molécula esta representada na

figura 14.
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Figura 13. Espectro de massas da TZX, obtida com energia de colisdo de 10 eV.
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Figura 14. Fragmentagao da molécula de TZX, a partir dos sinais m/z obtidos
através de espectrometria de massas.
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4.4 Estudo de dissolucéo

Inicialmente, foram avaliados os meios de dissolugcdo propostos a partir
dos ensaios de solubilidade e com isso definiu-se qual o mais adequado para
seguir com o estudo de dissolugdo. Para todos os meios testados foram usadas
as mesmas condigdes no equipamento, que eram: aparato 2 (pas) a 100 rpm, e
temperatura do banho a 37 °C. Inicialmente o volume de coleta foi de 2 mL, mas
apos alguns testes foi modificado para 5 mL.

Para o meio da FB, as condicbes utilizadas foram as mesmas
apresentadas na monografia: aparato 2 (pas) com velocidade de rotacdo de 100
rom, temperatura do banho a 25 °C e volume de coleta de 5 mL.

O intuito da adic&o de tensoativos aos meios de dissolug¢ao foi aumentar
a solubilidade do farmaco, visto que o mesmo tem baixa solubilidade.

Na dissolugdo também observou-se que ha a formagao da tizoxanida,
principal produto de degradagdo da nitazoxanida, e por isso, assim como na
estabilidade, os calculos de porcentagem de massa dissolvida no meio foram
calculados a partir da normalizagao dos picos (soma dos picos de NTZ e TZX),
onde tem-se um decaimento gradual da area do pico de NTZ e um aumento

gradual da area do pico de TZX.

4.4.1. Testes com SDS

Nos testes preliminares de dissolu¢gao com SDS foram avaliadas faixas de
concentragéo de 4 a 7 %. Nestes testes, a suspensao solubilizou sem formacgao
de aglomerados (Figura 15), provavelmente devido a ndo interacdo dos
excipientes da suspensdo com o meio. Porém, o problema se apresentou no
momento das analises cromatograficas, pois o SDS nessas concentragdes
prejudicou a interagdo farmaco-coluna, com formagao de picos irregulares
(Figura 16).
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Figura 15. Cuba com meio de dissolugdo com SDS 6% para ensaio de dissolu¢cao
de NTZ em suspenséo oral.
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Figura 16. Cromatograma de suspenséo oral de NTZ em meio de dissolugdo com
SDS 6% para ensaio preliminar de dissolugao.

4.4.2. Testes com cloreto de cetilpiridineo

Foram testadas as concentragdes de 2, 3 e 5% do tensoativo cloreto de
cetilpiridineo (CPC). A amostra de suspensdo de NTZ, quando em contato com
0 meio de dissolugdo, se comporta de maneira semelhante a da suspensao
quando entra em contato com ACN, como visto nos testes de doseamento, e
forma um aglomerado que fica no fundo da cuba (Figura 17). Nas concentragdes
de 2 e 3% esse aglomerado nao se desfaz, o que acaba prejudicando a liberagao

do farmaco no meio e por consequéncia, diminuindo a sua liberagéo a partir da
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sua forma farmacéutica para realizar a analise de teor. Pode-se ver que o
comportamento do farmaco na dissolugao se mantém gradual (Figura 18), mas
com a dificuldade de solubilizar devido ao aglomerado. A melhor porcentagem

de massa dissolvida nestes meios de dissolucdo com CPC 2 e 3% foram,
respectivamente, 30,64 e 51,96%.

Figura 17. Cuba com meio de dissolugdo com CPC 3% para ensaio de
dissolucdo de NTZ em suspensao oral.
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Figura 18. Curva representando porcentagem de massa de NTZ dissolvida em

fungdo do tempo nos meios de dissolugao com CPC 2% e 3% para ensaio de
dissolugdo de NTZ em suspensao oral.
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Para tentar melhorar os resultados da dissolugéo foram feitas algumas
alteragdes no meio, utilizando tampéao fosfato 25 mM pH 7,4, e 3 e 5% de
concentracdo do tensoativo CPC. Inicialmente ndo se percebe diferenga pois a
amostra, ao entrar em contato com o meio de dissolucao, tanto com 3 e 5% de
CPC, também forma os aglomerados que ficam no fundo da cuba, como pode
ser visto na figura 19. Porém com o passar do tempo, em torno de 45 minutos,
esse aglomerado comeca a ficar mais leve no meio com 5% de CPC, e logo ele
se desloca para a parte superior da cuba e se desfaz, o que indica uma liberagao

do conteudo que estava retido nele, como podemos ver na figura 20.

Figura 19. Cuba com meio de dissolugdo com tensoativo CPC 5% e tampao
fosfato 25 mM pH 7,4 para ensaio de dissolugao de NTZ em suspenséo oral em
tempo zero.
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Figura 20. Cuba com meio de dissolu¢do com tensoativo CPC 5% e tampao
fosfato 25 mM pH 7,4 para ensaio de dissolugdo de NTZ em suspensao oral no
tempo de 45 minutos.

O uso do tampédo fosfato ajudou na solubilizagcdo das amostras,
aumentando as concentragdes de massa dissolvidas nos meios 3% e 5% (Figura
21 e 22). Como podemos ver pelas curvas apresentadas, a amostra tem um

comportamento gradual na solubilizagdo no meio de dissolugéo.
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Figura 21. Curva representando a porcentagem de massa de NTZ dissolvida em
fungdo do tempo no meio de dissolugdo com CPC 3% e tampéo fosfato 25 mM

pH 7,4 para ensaio de dissolugdo de NTZ em suspensao oral, com doseamento
por CLAE-DAD.

Quando analisamos os resultados do meio de dissolugdo com tampao
fosfato pH 7,4 e concentragdo de CPC de 5% vemos que ha uma melhora
consideravel na solubilizagcdo da amostra, e que o teor, em 45 minutos, ja se
encontra acima de 80%. Em 120 minutos temos um platd e mais de 90% do
farmaco dissolvido no meio (Figura 22).
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Figura 22. Curva representando a porcentagem de massa de NTZ dissolvida em
fungdo do tempo no meio de dissolugdo com CPC 5% e tampao fosfato 25 mM
pH 7,4 para ensaio de dissolugdo de NTZ em suspensao oral, com doseamento
por CLAE-DAD.

4.4.3. Método descrito na Farmacopeia Brasileira 62 edicao

O teste de dissolugcao da Farmacopeia Brasileira 62 edicdo € um teste com
um ponto unico de amostragem, pelo qual em 45 minutos deve-se ter uma
porcentagem de massa dissolvida igual ou superior a 80%. Como o propésito do
trabalho € o desenvolvimento de um método de perfil de dissolucdo de
suspensao de NTZ, os testes foram conduzidos com o meio da FB (tampao
fosfato pH 7,5 contendo 6% de brometo de cetiltrimetilambnio) da mesma
maneira que os outros testes, mas seguindo as condi¢cées preconizadas na
monografia. Como nos métodos testados anteriormente para desenvolver o perfil
de dissolugao, este também apresentou a formacgédo do aglomerado quando a
amostra entra em contato com o meio. Além disso, ocorreu a saturacao dos filtros
do dissolutor, o que dificultou a coleta das amostras e também a uniformidade
das mesmas, pois algumas foram coletadas por seringa, manualmente. Por
conta disso, mesmo que o perfil de dissolugao tenha sido gradual, os teores de
massa dissolvida ficaram baixos, como podemos observar na figura abaixo

(Figura 23), onde tem-se, em 60 minutos, menos de 80% do farmaco dissolvido.
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Figura 23. Curva representando a porcentagem de massa de NTZ dissolvida em
fungdo do tempo no meio de dissolu¢ado com BCP 6% e tampao fosfato 25 mM
pH 7,5 para ensaio de dissolugdo de NTZ em suspenséao oral, com doseamento

por CLAE-DAD.
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5. CONCLUSOES

O presente trabalho teve como objetivo o desenvolvimento de um método
de perfil de dissolugao de Nitazoxanida suspensao oral. No decorrer do trabalho
foram testadas, comparadas e avaliadas algumas condig¢des até definir uma que
melhor se encaixasse na finalidade almejada.

Visto que é um ensaio preliminar, ainda existem ajustes a serem feitos,
mas ja se tem uma nogéo de qual o melhor método para validar como perfil de
dissolugado da NTZ suspensao. O método com melhores resultados foi em meio
tampao fosfato pH 7,4 e 5% de CPC, com agitacdo de 100 rpm, temperatura de
banho a 37 °C, filtros com porosidade de 35 um, tempo total de dissolugcdo de
120 minutos e quantificagcdo por CLAE através de um método previamente
desenvolvido e validado por Malesuik et al. (2010).

Com isso definido, o préximo passo a ser dado € a validacado deste método
quantitativo por CLAE para aplicacao ao doseamento de amostrar oriundas do
ensaio de dissolucéo, testando os parametros de especificidade, linearidade,
precisao, exatidao e robustez, de acordo com as guias oficiais.

Pode-se concluir que os objetivos apresentados foram alcangados
parcialmente pois 0 método proposto ainda deve ser aplicado as amostras
comerciais do medicamento referéncia e genérico, num ensaio definitivo (6
cubas para cada amostra). Porém ele se mostrou, dentro dos parametros
analisados, ser adequado, apresentando um perfil de dissolugdo gradual do

farmaco, alcangando uma porcentagem de massa dissolvida superior a 90%.
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