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RESUMO. O objetivo desse trabalho foi caracterizar através de métodos termoanaliticos e perfil de disso-
lucio, formulacdes de comprimidos de metronidazol de cinco laboratérios (R, G, SA, SB, SC) comerciali-
zadas no mercado nacional. O perfil termoanalitico das formula¢des permitiu visualizar em algumas delas,
interacoes entre os componentes levando a formacio de eutéticos com ponto de fusdo inferior ao do metro-
nidazol. As formulacées SB e SC apresentaram perfis de dissolu¢io que niao contemplaram o preconizado
na literatura, confirmando os resultados termoanaliticos. Todas formulacdes foram comparadas matema-
ticamente através de modelos cinéticos de liberacdo, demonstrando que o principal mecanismo foi o de
primeira ordem. As formulacées foram comparadas estatisticamente através de analise de variancia
(ANOVA) e pos-teste como Tukey e Newman-Kells, apresentando diferencas significativas relacionadas a
eficiéncia de dissolucao.

SUMMARY. “Thermoanalytical Characterization and Dissolution Profiles Studies of Metronidazole Tablets”. In
the present study dissolution tests and thermoanalytical (TA) techniques were applied to metronidazole tablets
from five laboratories (R, G, SA, SB, SC) available on the Brazilian market. The TA profiles indicated that in
some formulations interactions between components led to eutectic products with lower melting points than
metronidazole. The formulations SB and SC showed dissolution profiles that did not agree with published stan-
dards, confirming the TA results. All dissolution data were mathematically compared with kinetic models of re-
lease, demonstrating the main release mechanism was first order in all the tablets. The formulations were statisti-
cally compared by ANOVA and post-hoc tests (Tukey and Newman-Keuls), reveling significant differences in

dissolution efficiency (DE).

INTRODUCAO

A absorcio de firmacos a partir de formas
farmacéuticas soélidas de administracio oral de-
pende da liberacio da substincia ativa a partir
da formulacio com conseqiiente dissolu¢io ou
solubilizacio desta sob condi¢coes fisiologicas 1.
Fatores fisico-quimicos relacionados ao firmaco,
em sua forma de administracio, determinam a
variabilidade da acio farmacoldgica ligada 2 for-
mulac¢io e ao processo tecnolégico, uma vez
que a eficacia terapéutica nio depende somente
da uniformidade de conteddo, mas principal-
mente da quantidade disponivel para absor¢cio
2, Na ultima década, o planejamento e a inter-

pretacio dos testes de dissolu¢io tem recebido
consideravel atencdao. Em particular, o Center of
Development and Evaluation Research
(CDER/FDA) estabelece o uso de testes de dis-
solucio in vitro na avaliacio da qualidade de
medicamentos, assim como na determinacdo da
equivaléncia entre formulacdes 23. Da mesma
forma no Brasil, a Resolucio N2 901 de 29 de
maio de 2003 estabelece o “Guia para ensaios
de dissolucio para formas farmacéuticas sélidas
orais de liberacao imediata” 4.

A anilise térmica constitui um conjunto de
técnicas com as quais uma propriedade fisica de
uma substincia e/ou seus produtos de reacio é
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medida em funcio da temperatura e/ou tempo
enquanto a substancia € submetida a um pro-
grama controlado de aquecimento e/ou resfria-
mento, sob uma atmosfera previamente defini-
da. As técnicas termoanaliticas vém sendo am-
plamente utilizadas na industria farmacéutica,
principalmente pelo fato de serem alternativas
rapidas e seguras para o controle de qualidade
de farmacos e produtos acabados, encontrando
também aplicabilidade na orientacao do desen-
volvimento de novas formulacdes. A analise tér-
mica € vidavel no estudo da estabilidade de far-
macos e formulacdes, determinacao de pureza,
de compostos eutéticos e avaliacao do polimor-
fismo 5. Nos estudos de pré-formulacio, € possi-
vel obter informacdes quanto as interacoes ou
incompatibilidades entre firmacos-excipientes ¢
9 e ainda, estudos de estabilidade térmica e
produtos de decomposicio podem ser identifi-
cados por associacao com outras técnicas anali-
ticas convencionais 0. Quando dois ou mais
compostos sdo misturados, existe a possibilida-
de da interacdo entre estes resultar na formacao
de eutéticos. Compostos eutéticos sao aqueles
que possuem ponto de fusio inferior a substan-
cia de origem. Suas principais caracteristicas in-
cluem a diminui¢do da cristalinidade, vindo a
beneficiar a solubilidade e conseqlientemente a
velocidade de dissolugio, diminuicio do ponto
de fusio e da estabilidade. A determinacio de
eutéticos em misturas multicomponentes (firma-
co e excipientes) tem aplicabilidade nos estudos
de pré-formulacao e no controle de qualidade
do produto final 11,

Estimando-se que a formaciao de componen-
tes eutéticos entre firmaco e excipientes pode
alterar parametros importantes no desempenho
de formas farmacéuticas, e que o ensaio de dis-
solucido avalia a performance e equivaléncia de
apresentacoes, planejou-se um estudo compara-
tivo termoanalitico e do perfil de dissolucao de
comprimidos contendo metronidazol.

MATERIAIS E METODOS
Substdancia Quimica de Referéncia (SQR) e
Amostras

Utilizou-se como substincia quimica de re-
feréncia o padrao primidrio de Metronidazol
(United States Pharmacopoeial) com teor decla-
rado de 99,6%. Foram estudadas cinco apresen-
tacoes de comprimidos contendo Metronidazol
disponibilizadas no mercado brasileiro, designa-
das como R (Flagyl®), G (Genérico) e similares
SA, SB e SC na concentracio de 250 mg.
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Estudo comparativo do perfil
termoanalitico
Calorimetria Exploratoria Diferencial (DSC)

As curvas DSC foram obtidas a partir da cé-
lula DSC-50 (Shimadzu, Japido), sob atmosfera
dindmica de N, (100 mL min-1), razao de aque-
cimento de 10 °C min-! na faixa de temperatura
de 25 a 500 °C, empregando ciapsulas de alumi-
nio parcialmente fechadas com ~2 mg de com-
primido previamente triturado. A célula DSC foi
calibrada e/ou verificada antes dos ensaios no
eixo de temperatura utilizando padrdes de indio
(Tfusio = 156,6 °C) e zinco (Tfusio = 419,5 °C)
metalicos com pureza de 99,99%. Para o fluxo
de calor empregou-se o (Hfusio do indio meta-
lico (28,6 J g V.
Termogravimetria/Termogravimetria derivada
(TG/DIG)

As curvas TG/DTG foram obtidas a partir da
termobalanca modelo TGA-50 (Shimadzu,
Japao), na faixa de temperatura de 25 a 600 °C,
sob atmosfera dinimica de N2 (50 mL min-1),
razao de aquecimento de 10 °C min-!, utilizando
cadinhos de platina com massa de amostra
(comprimidos triturados) de ~4 mg. Antes dos
ensaios verificou-se a calibracdo do instrumento
empregando-se uma amostra de oxalato de cal-
cio monoidratado com perdas de massa bem
definidas.

Estudo do Perfil de Dissolucdo

Um equipamento Nova Etica modelo 299
(Brasil) foi utilizado para a avaliacio do perfil
de dissolucio dos comprimidos de metronida-
zol. As condi¢des experimentais atenderam o
preconizado pela Farmacopéia Americana (USP
26, 2003) conforme descrito na Tabela 1. O es-
tudo foi realizado com seis unidades de cada
formulacdo. As concentracdes foram aferidas em
espectrofotometro UV/VIS Perkin-Elmer (EUA)
no comprimento de onda de 278 nm com auxi-
lio de uma curva de calibra¢do previamente
construida garantindo linearidade no intervalo
de 1-30 pg mL-1 (r2 = 0,99978).

Doseamento por Cromatografia Liquida de
Alta Eficiéncia (CLAE)

Dez comprimidos foram previamente tritura-
dos, sendo retiradas trés amostras referentes a
massa de um comprimido cada. As amostras fo-
ram preparadas na concentracio de 400 pg mL-!
utilizando fase moével como solvente. A curva de
calibragio compreendeu concentracdes de 80-
800 pg mL-! (12 = 0,9994). Utilizou-se cromatoé-
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Varidvel
Aparato
Velocidade de agitacao
Meio de dissoluciao
Volume do meio
Aliquota retirada
Método analitico

Amostragem

Condicao experimental
Método 1 (cesto)

100 rpm
Acido cloridrico 0,1 M

900 mL

10 mL

Espectrofotometria UV em 278 nm*

1, 5, 10, 15, 30 e 60 min

Tabela 1. Condicoes experimentais utilizadas para o perfil de dissolucao dos comprimidos de metronidazol.
* As aliquotas foram previamente centrifugadas a 4500 rpm por 5 min.

grafo liquido constituido por um Injetor Rhe-
odyne 7125 (EUA), bombas LC-10AD, detector
UV/VIS SPD-10AVP e controlador SCL-10AVP
(Shimadzu, Japao). Empregou-se uma coluna
Polaris C18-A, 150 mm de comprimento com 4,6
mm de didmetro interno e tamanho de particula
5 pm (Metachem Technologies Inc., Canadd) as-
sociada a uma pré-coluna de 20 mm de compri-
mento com 2 mm de didmetro interno (Alltech
Associates Inc., Deerfield, IL.) as quais foram
mantidas a temperatura ambiente durante o en-
saio. A fase mével constituida de dgua-metanol
(80:20, v/v) foi eluida numa razao de 1 mL
min-l. O volume de amostra injetado foi de 20
pL com deteccao em 278 nm.

RESULTADOS E DISCUSSAO

De acordo com a curva DSC da SQR, obser-
vou-se que o firmaco funde na temperatura de
160,5 °C. As curvas TG e DTG mostram perda
de massa total em apenas uma etapa, entre 160
e 250 °C, caracteristica do processo de volatili-
zacao da substancia, que ocorre 2 medida que a
espécie funde (Fig. 1.

Durante o processo de desenvolvimento de
uma forma farmacéutica, é importante monitorar
o comportamento térmico, como por exemplo,
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Figura 1. Curvas DSC, TG e DTG da SQR em atmos-
fera de nitrogénio sob aquecimento de 10 °C min-!.
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o ponto de fusio do farmaco na formulaciao de
forma a prevenir a ocorréncia de misturas euté-
ticas, o que pode vir a prejudicar as suas carac-
teristicas fisico-quimicas. Os dados extraidos das
curvas DSC (Fig. 2) dos comprimidos estdo lista-
dos na Tabela 2. A T,y de fusdo da SQR ex-
pressa o ponto referente a fusio do firmaco na
forma pura. A Farmacopéia Portuguesa VII
edicao 12 menciona que a faixa de fusio do me-
tronidazol é de 159,0 a 163,0 °C. As curvas DSC
evidenciaram que a fusio do farmaco nas for-
mulacoes ocorreu entre 151,0 e 157,7 °C, indi-
cando que as amostras nio mantiveram as ca-
racteristicas iniciais do metronidazol, podendo
comprometer sua performance e estabilidade,

Amostras Tons(eot g)usao) AI({I (;)ujf;o)
SQR 160,5 2279
R 1577 74,4
G 156,2 83,3
SA 156,0 82,8
SB 151,0 172,8
Ne 156,5 1043

Tabela 2. Dados termoanaliticos dos comprimidos tri-
turados de metronidazol obtidos por DSC.
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Figura 2. Curvas DSC das formulacoes (R, G, SC, SB e
SA) de metronidazol em atmosfera de nitrogénio sob
aquecimento de 10 °C min-1.
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Figura 3. Curvas termogravimétricas (TG) das formu-
lacdes de Metronidazol em atmosfera de nitrogénio,
sob aquecimento de 10 °C min-'.

particularmente com a amostra SB (Tyger =
151,1 °O).

A antecipacao do evento de fusao do metro-
nidazol nas formulacdes pode estar relacionado
a fusdo anterior de algum excipiente, solubili-
zando o firmaco de modo a diminuir sua Tgpger,
ou a formacao in situ de composto eutético en-
tre integrantes da formulacdo. Sendo a entalpia
de fusao (AH gu530) correspondente a energia re-
querida para que se complete o evento de
fusao, observou-se que as formulacdes estuda-
das apresentaram valor de AH g4, inferior a
SQR devido ao farmaco nao estar na forma iso-
lada, mas sim constituindo mistura com exci-
pientes. A diminuicao da entalpia de fusido
quando em misturas com mais de dois compo-
nentes, como no caso das formulac¢des, nao tra-
duz indicativo de altera¢io nas caracteristicas do
farmaco. A diminuicao da estabilidade térmica
pode ser observada através das curvas termogra-
vimétricas (Fig. 3) e derivadas (Fig. 4). Para as
amostras SB e SC a volatilizacio do metronida-
zol iniciou préoximo a 165 °C. Estas amostras
apresentaram estabilidade térmica inferior as ou-
tras formulacoes, onde a volatilizacao teve inicio
em aproximadamente 190 °C.

A absor¢ao de farmacos a partir de compri-
midos ou cipsulas depende da dissociacao da
substancia ativa a partir da forma de apresen-
tacdo, desintegracio, e dissolucao em condicdes
fisiologicas. Devido a natureza critica dos pri-
meiros dois passos, a dissolucio in vitro consti-
tui uma relevante predicao da performance in
vivo de medicamentos. Dentre todos os testes
de controle empregados neste tipo de apresen-
tacio o ensaio de dissolucio mostra-se como
um dos mais importantes, congregando na sua
interpretacao conceitos fisico-quimicos diversos.
Os perfis de dissolucio das formulacoes estuda-
das estio apresentados na Figura 5.

Latin American Journal of Pharmacy - 27 (4) - 2008

SQR

e mnE e —————— ..

TR R
"\
e e, Wil
4}
Ny
B s L O L LT atadelatd
AY /
vy — &R
1 i -
o sk
o i asmme gr
0.50 mg/min '-\..’ -
- SA
— e — -—
[ 100 200 oo E S00 [
lemp [C]

Figura 4. Curvas DTG das formula¢cdes de metroni-
dazol obtidas em atmosfera de nitrogénio sob aqueci-
mento de 10 °C min-1.
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Figura 5. Perfis de dissolucao das formulacoes con-
tendo metronidazol.

A anilise dos resultados do perfil de disso-
lucao pode ser feita através de modelos depen-
dentes e independentes de avaliacio 1314, Exis-
tem diversos modelos dependentes para repre-
sentar o perfil de dissolu¢io de firmacos. A in-
terpretacio quantitativa dos valores obtidos no
ensaio de dissolucio é facilitada pelo uso de
equacdes matematicas que relacionam a curva
de dissolucao com varios parametros inerentes a
forma farmacéutica de apresentacio. Os princi-
pais modelos dependentes 15 utilizados para de-
terminacio da ordem de liberacio a partir de
comprimidos e cdpsulas convencionais sio
apresentados na Tabela 3.

Os resultados do perfil de dissolucio das for-
mulacdes de metronidazol a partir de modelos

Modelo/ordem Equaciao
Zero ordem Q=0 - Kyt
Primeira ordem In O=1n Qy - Kyt
HigUChi Mf = KH[L/Z

Hixson-Crowell QU3 = QyV3 — Kt

Tabela 3. Modelos/ordens de liberacao e suas respec-
tivas equacoes matematicas.
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Modelo de Liberacao

Amostra
Primeira ordem Zero ordem Higuchi Hixson-Crowell
R 0,97009 0,91126 0,96707 0,95954
G 0,95506 0,99830 0,97968 0,98084
SA 0,99335 0,86600 0,95145 0,96136
SB 0,96305 0,89870 0,96852 0,94487
SC 0,98237 0,93120 0,98067 0,96923
Tabela 4. Modelo de liberacao segundo coeficiente de correlacio de Pearson.
Amostras 500, (min) Qgo (%) K ED (%) + DP*
R 2,69 96,954 0,2569 min-! 89,06 + 1,62
G 38,01 96,837 3,2889 mg min-! 73,45 + 1,47
SA 6,55 100,02 0,1059 min-! 78,31 + 4,58
SB 456,98 83,141 17,815 mg/ L min-! 71,64 + 1,14
SC 11,74 84,726 0,0590 min-! 69,53 £ 1,62

Tabela 5. Valores da meia-vida de dissolucio (tsg), porcentagem liberada em 60 min (Qg), constante de disso-
lucao (k) e eficiéncia de dissolucio (ED). * Desvio padrio.

dependentes estio apresentados na Tabela 4.
De acordo com as equacdes matemdticas, 0 mo-
delo pelo qual o firmaco é liberado a partir da
forma farmacéutica é aquele onde o coeficiente
de correlacio de Pearson mais se aproxima de 1
(um), o que indica uma linearidade entre a
equacio proposta e o perfil de dissolucio.

De acordo com a Tabela 4, as amostras R, SA
e SC demonstraram uma velocidade de libe-
racio dependente da quantidade de firmaco
presente na formulaciao, ou seja, de Primeira Or-
dem. Medicamentos onde a liberacio nao de-
pende da quantidade de firmaco presente na
formulacio, e existe uma relagdo constante en-
tre quantidade liberada e tempo, sao ditos de
Zero Ordem, caso da amostra G estudada. O
modelo de Higuchi apresentado pela amostra
SB prediz que o farmaco é liberado por disso-
ciacao do medicamento no meio (como ocorre
com modelos de Primeira e Zero Ordens), para-
lelamente ao mecanismo Fickiano de difusio.
Auxiliando na analise dos modelos matematicos,
outros parametros também dependentes sao
amplamente utilizados. A meia-vida de disso-
lucao (t50%) expressa o tempo necessario para
liberacio de 50% do firmaco. A constante de
dissolucao (k) auxilia no entendimento da ciné-
tica de liberacdo, sendo representada pela incli-
nacio da reta na correlacio de Pearson eleita
para a formulacdo. Por ultimo, a eficiéncia de
dissolucao (ED) representa um dos parimetros
mais utilizados para comparacio da equivalén-
cia entre formulacdes, sendo calculada a partir
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da drea sobre a curva (AUC) do pertfil de disso-
lucdo. Tais parimetros relacionados as formu-
lacoes de metronidazol estio expressos na Ta-
bela 5.

As amostras G e SB nao apresentaram meia-
vida de dissolu¢ao condizente com o perfil de-
monstrado na Figura 5. No caso da amostra SB,
isto se deve ao fato de que o coeficiente de Pe-
arson, para o modelo de Higuchi nao difere sig-
nificativamente do coeficiente encontrado para
primeira ordem, podendo levar a problemas de
identificacao do mecanismo de liberagao. Para a
amostra G o perfil incomum para este tipo de
formulacao pode ser atribuido a inadequacao
e/ou ao numero excessivo de excipientes utili-
zados. Quando para estas amostras € aplicada a
férmula do t50% para primeira ordem, o resulta-
do encontrado, de 11,56 min para a amostra SB
e 5,56 min para a amostra G confirma ser este
modelo o mais coerente.

A United States Pharmacopoeia 16 preconiza
que para comprimidos de metronidazol ao fim
do ensaio de dissolu¢io (60 min) no minimo
85% do farmaco tenha sido liberado. As amos-
tras R, G e SA atenderam as especificacoes far-
macopéicas, demonstrando uma liberacao supe-
rior ao limite indicado. Este limite nao foi con-
templado pelas amostras SB e SC que apresenta-
ram performances de dissolucao indesejiaveis.
Virios fatores podem influenciar de forma nega-
tiva no desempenho de comprimidos. Fatores
estes que podem estar relacionados aos compo-
nentes da formulacao ou ao processo tecnologi-
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Amostra Teor (%) + DP*
R 98,55 + 0,32
G 97,72 + 1,11
SA 99,83 + 0,88
SB 94,87 + 0,84
SC 94,67 + 1,80

Grupos homogéneos*

Tabela 6. Teor de metronidazol determinado por
CLAE. * Desvio Padrao.

co empregado, como falta de homogeneidade
na mistura resultando em quantidades inade-
quadas por unidade de produto. Gomes-Pinho
& Storpirtis 17 mencionam que necessariamente,
a forma farmacéutica deve ser capaz de liberar
o principio ativo na quantidade e na velocidade
adequadas, de modo a garantir a eficacia do tra-
tamento e a seguranca do paciente. Para eluci-
dar se a baixa concentracao de metronidazol ao
final do teste de dissolucio deveu-se a nao uni-
formidade da formulacido, foi realizado dosea-
mento através de cromatografia liquida de alta
eficiéncia (Tabela 06).

Quanto ao teor de metronidazol, os resulta-
dos demonstram que todas as formulacdes aten-
deram a especificacao farmacopéica 0. No en-
tanto, as amostras SB e SC apresentaram teores
inferiores em comparacao as outras formulacdes
em estudo. De acordo com os dados obtidos
através da Calorimetria Exploratéria Diferencial
(Tabela 2) e Termogravimetria (Figuras 3 e 4),
as amostras SB e SC apresentaram provavelmen-
te interacao entre o firmaco e os componentes
da formulacao, diminuindo a estabilidade térmi-
ca do metronidazol. A interacio entre os com-
ponentes levando a formacido de eutético pode
alterar caracteristicas fisico-quimicas importantes
relacionadas ao fairmaco, como a solubilidade,
imprescindivel para o bom desempenho no en-
saio de dissolucao.

A eficiéncia de dissoluciao (ED) pode ser uti-
lizada na comparacio entre perfis de dissolucio,
seja no controle de qualidade lote a lote ou na
avaliacao da equivaléncia farmacéutica entre
formulacoes. A ED representa uma medida de
analise dependente do perfil de dissolucao que

Amostras
Tukey Newman-Keuls
R - -
G SB e SC SB
SA - -
SB G e SC G e SC
SC GeSB SB

Tabela 8. Identificacio dos grupos homogéneos entre
as formulagdes. * Significativo para p < 0,05 (CI =
95%).

isoladamente nao possui poder de distincao.
Dessa maneira, modelos independentes sao co-
mumente utilizados para a andlise da ED. Os
modelos independentes sao na verdade apli-
cacdes estatisticas que objetivam avaliar a se-
melhanca ou diferenca entre grupos 18. O teste ¢
de Student, a analise de varidncia (ANOVA), as-
sim como os pos-testes aplicados juntamente
com ANOVA sio exemplos classicos de apli-
cagoes estatisticas na comparacio da eficiéncia
de dissolucao entre formulacoes.

Os resultados da ED apresentados na Tabela
5, foram submetidos a analise de variancia (Ta-
bela 7). Os dados apontam que existe diferenca
significativa (p<0,05) entre os grupos. Para a
elucidacao de quais grupos apresentaram-se ho-
mogéneos, foram aplicados os modelos de pos-
teste de Tukey e Newman-Kells (Tabela 8). O
resultado denota a diferenca entre as amostras
em relacio ao medicamento de referéncia, in-
clusive o medicamento genérico.

CONCLUSOES

Formas farmacéuticas em que o farmaco
apresenta-se no estado sélido, merecem atencio
especial uma vez que a dissoluciao pode ser afe-
tada significativamente por caracteristicas ine-
rentes ao préprio fairmaco, bem com pela pre-
senca de excipientes, além do processo de fa-
bricacao empregado. O estudo da equivaléncia
entre formulacdes é fundamental para que se
possa garantir a qualidade e intercambialidade
de apresentacoes farmacéuticas. Neste estudo,
as técnicas termoanaliticas DSC e TG mostra-

Fonte da variacao SQ Gl MQ F valor-P F critico
Entre grupos 1455,063 4 363,7658 61,33953 1,47E-12 2,758711
Dentro dos grupos  148,2591 25 5,930305

Total 1603,322 29

Tabela 7. Anilise de variincia dos dados da eficiéncia de dissoluc¢ao. Significativo para p < 0,05 (IC= 95%).
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ram-se confidveis na caracterizacdo e controle
de qualidade de comprimidos de metronidazol,
uma vez que anteriormente ao teste de disso-
lucao, apontaram a inadequacao de algumas das
formulacoes.
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