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RESUMO

A intolerancia a lactose é caracterizada pela falta da enzima lactase (f-
galactosidase) e atinge quase 50% da populacdo. O tratamento se baseia em uma dieta
restritiva de produtos lacteos o que pode acarretar em prejuizo nutricional e estar
associada com a diminuicdo da densidade mineral 6ssea e fraturas. Nosso objetivo foi
avaliar uma formulacdo de lactase gastro-resistente para garantir uma maior atividade
no local de acdo da enzima (limen do intestino delgado). Concomitantemente, também
avaliamos a estabilidade e a atividade enzimatica do produto comercial americano
(comprimidos de Lactaid® 9000 U). E por fim, desenvolvemos um método analitico
para quantificar o teor de lactase em formulacGes solidas através da espectroscopia na
regido do infravermelho. Ao realizar o teste de estabilidade nota-se que a embalagem
primaria € fundamental na manutencdo da atividade enzimatica da lactase. Ao término
do estudo de estabilidade, os comprimidos que estavam dentro da sua embalagem
primaria tiveram uma diminuicdo da sua atividade de aproximadamente 7,5%, enguanto
os comprimidos que foram armazenados fora da sua embalagem original tiveram uma
perda de aproximadamente 35%. Ao realizar o teste de dissolugdo também do produto
comercial americano nota-se que a formulacdo existente ndo é capaz de proteger a
enzima da acdo degradante do ambiente gastrico do estbmago, apresentando ao final do
teste uma perda de 65% de atividade enzimatica. Em comparacdo com a forma
farmacéutica gastro-resistente, ndo houve perda de atividade durante a etapa acida e ao
final do ensaio de dissolucdo a atividade encontrada foi de 93%. Quanto ao método de
quantificacdo por infravermelho, constatou-se que a o melhor modelo de calibracédo
multivariada (PLS) apresenta 7 VL, RMSECV de 4,3 %, RMSEP de 1,2% e os dados
obtidos com o MIR é muito similar com os dados obtidos pelo método USP de

referéncia.

Palavras chave: p-galactosidase. Formulagdo Gastro-resistente. Quimiometria.
Espectroscopia na regido do infravermelho. Controle de Qualidade.



ABSTRACT

Lactose intolerance is characterized by the absence of the enzyme lactase (B-
galactosidase) and affects almost 50% of the population. The treatment is based on a
restrictive diet of dairy products which can result in nutritional loss and is associated
with decreased bone mineral density and fractures. Our aim was to evaluate a lactase
gastro formulation to ensure increased activity in the action site of the enzyme (lumen
of the small intestine). Simultaneously, we also evaluated the stability and enzyme
activity of the american commercial product (tablets of Lactaid® 9000 U). And lastly,
we developed an analytical method for measuring the lactase content in solid
formulations by spectroscopy in the infrared region. In carrying out the stability test to
note that the primary packaging is critical in maintaining the enzymatic activity of
lactase. At the end of the stability study, the tablets that were in the primary package
had a decrease in their activity by approximately 7.5%, while the tablets were stored
outside of its original container had a loss of approximately 35%. When carrying out
dissolution test also the american commercial product it is noted that the existing
formulation is not able to protect the enzyme from the degrading action of gastric
environment of the stomach, with the end of the test a loss of 65% of enzyme activity.
Compared with the gastroresistant pharmaceutical form there was no loss of activity
during the acid step and the end of the dissolution test the activity was found 93%. As
regards the measurement method by IR, it was found that the best multivariate
calibration model (PLS) features 7 LV, RMSECV 4.3%, RMSEP of 1.2% and the data
obtained with MIR is very similar to the data obtained by the USP reference method.

Keywords: f-galactosidase. Gastroresistant formulation. Chemometrics. Infrared

spectroscopy. Quality control.
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- Infravermelho médio (Medium infrared)
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- Hidroxipropilmetilcelulose

- Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria

- Quantidade dissolvida do farmaco

- Estados Unidos da América

- Food and Drug Administration

- Unidades de enzima

- Espectroscopia na regido do ultravioleta-visivel
- Orto-nitrofenil-b-D-galactosideo

- Orto-nitrofenol

- Conferéncia Internacional de Harmonizagdo (Internacional
Conference on Harmonisation)

- Espectroscopia na regido do infravermelho médio com
transformada de Fourier e acessorio de reflectancia total
atenuada (attenuated total reflectance with Fourier transform
infrared)

- Espectroscopia na regido do infravermelho (Infrared
spectroscopy)

- Infravermelho proximo (Near Infrared)
- Minimos quadrados parciais (Partial Least Squares)

- Variaveis latentes

- Coeficiente de regressao



RMSE - Erro quadréatico médio (root mean square error)

RMSEC - Erro quadratico médio de calibracdo (root mean square error
of calibration)

RMSECV - Erro quadratico médio de validacdo cruzada (root mean
square error of cross validation)

RMSEP - Erro quadréatico médio de previsdo (root mean square error of
prediction)

API - Ingrediente Farmacéutico Ativo (Active Pharmaceutical
Ingredient)

SNV - Variavel normal padronizada (Standard Normal Variate)

MSC - Correcdo multiplicativa de sinal (Multiplicative Signal

Correction)

MC - Média central (Mean Center)
Ccv - Coeficiente de variacao

Abs - Absorbancia

LQ - Limite de Quantificacdo

LD - Limite de Deteccéo

DPR - Desvio padréo relativo
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1 INTRODUCAO

1.1 INTOLERANCIA A LACTOSE

A intolerdncia a lactose é caracterizada pela falta da enzima lactase (f-
galactosidase) e atinge quase 50% da populacdo (PEREIRA FILHO; FURLAN, 2004;
MATTAR et al., 2009).

Um método eficaz de detectar os diferentes niveis de intolerancia a lactose é o
método de Kerpel-Fronius et al. denominado de Método de sobrecarga de lactose
(KERPEL-FRONIUS et al., 1966). A prova de sobrecarga consiste em verificar a
concentracdo de glicose no sangue dos pacientes em jejum de 8 a 10 horas e nas novas
amostras de sangue colhidas de 15, 30 e 60 minutos ap6s a administracdo oral de lactose
pura na dose de 2g9/Kg do paciente, sem exceder a dose maxima de 50g (KERPEL-
FRONIUS et al., 1966).

Pereira Filho otimizou o método de sobrecarga de lactose e utilizou o método da
Glicose-oxidase, em que o0 uso da enzima glicose-oxidase é utilizada para catalisar a
oxidacdo da glicose em &cido gliconico e peréxido de hidrogénio. Assim, o peroxido de
hidrogénio reage com a 4-animoantipirina e fenol formando um complexo que absorve
em 505 nm e é diretamente proporcional a concentracdo de glicose (PEREIRA FILHO;
FURLAN, 2004).

Os dados obtidos das coletas de sangue séo classificados em trés categorias de

acordo com Kerpel-Fronius et al.:

a) Ndo absorvedor (intolerante a lactose): quando o aumento da glicemia em
qualquer periodo néo ultrapassar 20 %;

b) Limitrofe (mal absorvedor de lactose): quando o aumento variar entre 20 e 34
%,;

¢) Bom absorvedor (normalidade): quando o aumento ultrapassar 34 %.
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1.1.1 Produtos comerciais disponiveis para tratamento da intolerancia a lactose

Nos EUA a producdo de comprimidos de lactase ja € uma realidade visto que a
patente data do ano 2000 (KULKARNI et al., 2000). Porém esses comprimidos ndo sdo
revestidos e assim que chegam ao estbmago, o pH baixo comeca a degradar a enzima e
como consequéncia disto, uma baixa biodisponibilidade é encontrada no local de acéo
enzimatica (limen do intestino delgado). Nao foi encontrado nada na literatura sobre
produtos que contenham alguma protecdo enzimatica, tais como: cépsulas gastro-
resistentes ou comprimidos que utilizam revestimento entérico.

O produto contendo S-galactosidase é classificado como suplemento alimenticio
de acordo com a FDA, portanto ele é isento de passar por testes de qualidade, eficacia e
estabilidade (BLENDON et al., 2001; ADMINISTRATION, 2008). Como o0s
suplementos alimenticios ndo necessitam de testes de acordo com o FDA ¢é possivel que
contenham algumas irregularidades quanto ao teor e a atividade enzimatica.

O papel da FDA comeca ap6s o produto ter ido para 0 mercado; uma vez que um
suplemento alimentar estd no mercado, a agéncia tem responsabilidade no controle de
seguranca. Estes incluem o acompanhamento da notificacdo obrigatoria de eventos
adversos graves por parte das empresas de suplemento alimentar e voluntarias de
relatorios de eventos adversos por parte dos consumidores, produtores e profissionais de
salide (BLENDON et al., 2001; ADMINISTRATION, 2008).

Os produtos comerciais americanos disponiveis para o tratamento da intolerancia
a lactose sdo varios, porém os mais utilizados sdo os produtos da marca Lactaid®.

Para os diferentes niveis de intolerancia, existem no mercado trés tipos de
Lactaid® (LACTAID, 2015):

a) Lactaid® Original Strength Caplets: contendo 3000 U;
b) Lactaid® Fast Act Caplets: contendo 9000 U;
¢) Lactaid® Fast Act Chewables: contendo 9000 U.
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A figura 1 abaixo é um exemplo do produto comercial americano Lactaid® Fast

Act Caplets: contendo 9000 U utilizada nos ensaios de estabilidade.

Figura 1: Produto comercial americano Lactaid® Fast Act
Caplets: contendo 9000 U.

Fonte: (LACTAID, 2015).

A unidade utilizada para determinar a concentracdo da enzima ou sua atividade
enzimatica é a enzyme unit (U), onde U é definido como a quantidade de enzima que
produz certa quantidade de atividade enzimaética, isto é, e a quantidade que catalisa a
converséo de 1pumol de substrato por minuto (BIOCHEMISTRY, 1979).

A importancia desta enzima como suplemento é auxiliar no tratamento de
pacientes com intolerancia a lactose com o objetivo de diminuir os sintomas como
inchaco, célicas, flatuléncias e diarréias apds o consumo de alimentos lacteos (TOMAR,
2014; DIEKMANN et al., 2015).

As alternativas existentes no mercado brasileiro para o tratamento da
intolerdncia a lactose baseiam-se em uma restricdo de produtos lacteos da dieta ou na
administracdo da lactase em sachés onde a enzima é adicionada a comida ou bebida uma
a duas horas antes da ingestdo do alimento ou bebida lactea.

Mas uma dieta restritiva de produtos lacteos pode acarretar prejuizo nutricional
de célcio, fosforo e vitaminas, podendo estar associada com a diminuicdo da densidade
mineral 6ssea e fraturas (MATTHEWS et al., 2005); e o uso da lactase em sachés acaba
se tornando um inconveniente quando o paciente ndo estd em sua casa devido a
dificuldade de adicionar o contetido do saché durante a preparacdo da refeicdo ou da
bebida.

Um novo informe técnico da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
(ANVISA) esclarece que o enquadramento do uso de enzimas e preparacoes

enzimaticas na area de alimentos € permitido com propoésito funcional, desde que atenda
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0s requisitos de seguranca, qualidade e eficacia estabelecida na legislacdo vigente
(ANVISA, 1999; 2015). Esses requerimentos sdo essenciais para garantir que o0s
produtos disponiveis no mercado sejam seguros para consumo e tenham um nivel

adequado de qualidade e eficacia.

1.2 CAPSULAS GASTRO-RESISTENTES

Cépsulas gastro-resistentes ao trato gastro-intestinal sdo frequentemente usadas
com diversos propdsitos. Entre eles estdo a protecdo de farmacos/biofarmacos instaveis
em meio acido como é o caso da f-galactosidase; quando o farmaco produz nauseas ou
vomitos ao ser liberado no estdmago; quando for importante que a substancia ativa ndo
seja liberada antes de atingir o intestino e s6 deve produzir o seu efeito maximo no
duodeno ou no jejuno(a p-galactosidase também se encaixa neste quesito); quando se
deseja fazer com que a substancia ativa esteja disponivel apds um periodo de tempo
(DE OLIVEIRA FERREIRA; BRANDAO, 2008).

1.2.1 Fisiologia do trato gastro-intestinal: pH e tempo de esvaziamento

O pH fisiol6gico e o tempo de esvaziamento do trato gastrintestinal variam ao
longo de sua extensdo, sofrendo influéncia da alimentacdo. A compreensdo da fisiologia
do sistema digestivo é fundamental para o desenvolvimento de formas farmacéuticas de
liberacdo modificada (AIACHE et al., 1979). A tabela 1 relaciona a variacao fisioldgica
do pH e o tempo de trénsito no trato gastrintestinal:
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Tabela 1: Variacdo do pH e tempo de transito no trato gastro-intestinal.

Regido do trato gastro- pH médio Tempo de permanéncia
intestinal
Boca e esbfago 6,7a7,0 2 a 10 segundos conforme consisténcia
Estdmago 1,0a2,0 em jejum; Pequenos volumes de liquido em jejum:

3,0 dependendo da refeicéo 10 minutos a 1 hora;
Refeic6es: 1 a 8 horas;

Duodeno 4,0a6,0 5 a 15 minutos
Jejuno 6,0a7,0 2 a 3 horas e 30 minutos
ileo 7,0a8,0 3 a6 horas
Colon 7,0a8,0 Ceco e célon ascendente: 1 hora;

Célon transversal: 3 a 4 horas;
Colon descendente: 3 horas

Fonte: (AIACHE, J., 1979)

1.2.2 Formas farmacéuticas de liberacdo modificada

Uma forma farmacéutica de liberacdo modificada compreende um sistema onde
a liberacdo do farmaco é determinada de acordo com objetivos ou conveniéncias ndo
oferecidas pelos sistemas de pronta liberacdo. Abrange todos os sistemas diferentes dos
convencionais de acordo com a United States Pharmacopeia — USP (USP, 2005). As
formas farmacéuticas sélidas orais de liberagdo modificada compreendem, dentre

outros, 0s seguintes tipos relacionados na Tabela 2:

Tabela 2: Tipos de formas farmacéuticas sélidas orais de liberacdo modificada.

Tipos de liberagdo Definicio
Controlada (liberacdo prolongada, a¢éo A liberacdo do farmaco ocorre lentamente e em
prolongada, liberacdo lenta, liberacéo quantidade constante por unidade de tempo, quando
sustentada) comparado com sistema convencional.
Retardada A liberacdo do farmaco ocorre em periodo de

tempo bem definido apds
Administracdo do medicamento.
Acdo repetida Ha liberacdo sequencial de 2 doses completas do
farmaco. Inicialmente é liberada uma dose
equivalente a convencional, contida na parte
externa. Posteriormente € libertada a dose
incorporada no nucleo. Esta mantera o nivel
plasmético efetivo idéntico & tomada de doses
consecutivas de um medicamento convencional.

Fonte: adaptado USP, 2005.
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1.2.3 Formas farmacéuticas de liberacéo entérica

Formas farmacéuticas com revestimento entérico sdo consideradas de liberacdo
modificadas desenvolvidas para liberar seu conteido ativo no intestino. Sdo geralmente
formas farmacéuticas sélidas, compreendendo granulos, cépsulas ou comprimidos de
liberacdo modificada que resistem sem alteracdo, a acdo do suco gastrico e que, em
contrapartida, devem desagregar rapidamente no suco intestinal. As formas de liberacdo
entérica sdo também designadas como formas de liberagdo retardada, ou seja, aquelas
que liberam o farmaco em tempo diferente do sistema convencional e em local bem
determinado, sendo depois, a liberacdo praticamente imediata (LOPES et al., 2005;
USP, 2005).

O revestimento entérico é também empregado com o0s seguintes objetivos: evitar
a degradacdo de farmacos sensiveis ao pH &cido do estdbmago; reduzir os efeitos
adversos de alguns farmacos; retardar a liberagdo do farmaco; mascarar sabores e
odores desagradaveis; garantir que o farmaco s6 produza o seu efeito maximo no
duodeno ou jejuno; permitir que o farmaco seja liberado em partes distantes do aparelho
digestivo, como no célon e / ou evitar que o farmaco sofra diluicdes antes de atingir o
seu sitio de ac&o ideal em determinada regido (PRISTA et al., 2011).

Os revestimentos entéricos mais utilizados sdo aqueles que permanecem néo
dissociados no pH baixo do estbmago, mas que rapidamente se ionizam quando o pH se
eleva para quatro ou cinco (REMINGTON et al., 2006).

1.2.4 Capsulas revestidas com hipromelose

Hipromelose ou HPMC (hidroxipropilmetilcelulose) é largamente utilizada em
formulacdes orais, oftdlmicas, nasais e topicas. Nas formulagfes orais, a hipromelose é
usada como aglutinante em comprimidos, em filmes de revestimento e em matrizes para
formulacdes de liberagdo extendidas. Além disso, ela também é utilizada na confecgéo
de capsulas (ROWE et al., 2009).



22

Quando a propria céapsula é feita de derivados de celulose é esperado que a
capsula atuasse como uma forma farmacéutica de liberacéo entérica (HUYGHEBAERT
etal., 2004).

Recentemente, capsulas vegetais com base em hipromelose sdo comercializadas.
Estas capsulas mantém a sua estabilidade mecanica em mudancas de temperatura e
baixa umidade.

Marzorati et.al. 2015, mostraram que as capsulas de hipromelose fornecem uma
capacidade superior de proteger tanto a viabilidade de probioticos quanto a estabilidade
de enzimas sob condic6es de pH baixo idéntico ao encontrado no estbmago, diferente da
situacdo encontrada com as cdpsulas de gelatina tradicionais. As capsulas de HPMC néo
mostraram desintegra¢do no ambiente &cido e abriram somente nas condi¢Bes simuladas
de pH da porcéo menor do intestino delgado (MARZORATI et al., 2015).

1.2.4.1 Teste de dissolucdo para capsulas de liberacao entérica

O teste de dissolucdo determina a porcentagem de principio ativo, liberado no
meio de dissolucdo, dentro do periodo de tempo especificado na monografia de cada
produto, quando 0 mesmo € submetido a acdo de aparelhagem especifica, denominado
dissolutor (Figuras 2 e 3), sob condi¢bes experimentais descritas na farmacopéia
brasileira disponibilizada pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria — ANVISA
(FARMACOPEIA, 2010).
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Figura 2: Cesta para agitacdo (aparato 1) do meio de dissolucéo.
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Fonte: (FARMACOPEIA, 2010)
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Figura 3: P& para agitacdo (aparato 2) do meio de dissolucéo.
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Fonte: (FARMACOPEIA, 2010).

A cesta, aparato 1, apresenta a vantagem de confinar a forma farmacéutica a uma
area limitada, mantendo-a imersa no meio para conseguir uma melhor reprodutibilidade
do método. Isto torna a cesta vantajosa para o ensaio com capsulas que tendem a flutuar
e podem perder a superficie de contato com o meio de dissolu¢do (ABDOU, 1989).

Em cada ensaio, coloca-se nas cubas o volume de meio de dissolucdo, de acordo
com a monografia correspondente ao produto. As cubas sdo submersas em banho de
4gua e mantidas em temperatura homogénea de 37°C +0,5°C (FARMACOPEIA,
2010). A seguir o produto a ser testado é imerso na cuba ou colocado na cesta,
acionando-se 0 agitador na velocidade especificada na monografia farmacopéica
correspondente. Em intervalos determinados, sdo retiradas amostras para determinacgéo
da quantidade de farmaco dissolvido (ANSEL et al., 2000).
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O método geral para formas farmacéuticas de liberagcdo entérica consiste em

testar o produto em HCI 0,1 N por 2 horas e, entdo, 0 meio acido é drenado e substituido

pelo tampdo pH 6,8 preparado com a mistura de fosfato de sddio tribasico 0,1M e HCI

0,IN. A temperatura do meio reposto precisa ser pré-equilibrada a 37°C. O objetivo do

teste € verificar se ndo houve dissolucdo significativa na etapa acida, que devera ser
menor que 10% para qualquer amostra (FARMACOPEIA, 2010).

Os critérios de aceitacdo geral para formas de liberacdo entérica nas etapas &cida

e basica estao relacionados nas Tabelas 3 e 4:

Tabela 3: Critérios de aceitacdo para o Estagio acido do teste de dissolugdo realizado para formas

farmacéuticas de liberacdo retardada.

Critérios de aceitacéo

Estagios N° de unidades testadas
Al 6
A2 6
A3 12

Nenhuma unidade individual apresenta quantidade
dissolvida superior a 10% do declarado.

A média de 12 unidades ndo é superior a 10% do
declarado e nenhuma unidade individual apresenta
quantidade dissolvida superior a 25% do declarado.
A média de 24 unidades ndo é superior a 10% do
declarado e nenhuma unidade individual apresenta

quantidade dissolvida superior a 25% do declarado.

Fonte: (FARMACOPEIA, 2010).

Tabela 4: Critérios de aceitacdo para o Estagio basico do teste de dissolucdo realizado para formas

farmacéuticas de liberacdo retardada.

Critérios de aceitagédo

Estagios N° de unidades testadas
B1 6
B2 6
B3 12

Cada unidade apresenta resultado maior ou igual a
Q* + 5%.

A média de 12 unidades é igual ou maior que Q €
nenhuma unidade apresenta resultado inferior a Q —
15%.

A média de 24 unidades é igual ou maior que Q,
ndo mais do que 2 unidades apresentam resultados
inferiores a Q — 15% e nenhuma unidade apresenta

resultado inferior a Q — 25%.

Fonte: (ANVISA, 2010).

Nota: (*) O termo Q corresponde a quantidade dissolvida do farmaco.
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1.3  B-GALACTOSIDASE

A p-galactosidase, f-D-galactosideo galactohidrolase ou lactase é uma enzima
responsavel pela catalise da hidrélise de polissacarideos, dentre eles, da lactose. Esta
enzima é encontrada em diversos sistemas: como plantas, microorganismos e seres-
humanos. Leveduras, bolores e as bactérias sdo a Unica fonte desta enzima para fins
comerciais (USTOK et al., 2010).

Um exemplo de microrganismo utilizado na producdo desta enzima € o
Aspergillus oryzae, um fungo filamentoso. A lactase extraida é tetramérica, com 105
kDa, estavel em pH que varia de 4,0 a 9,0; sendo que o pH ideal de atividade enzimatica
em relacdo a estrutura apresentada abaixo € levemente acido (pH 4,5) e sua temperatura
é de 50 °C (ANSARI; HUSAIN, 2012).

A estrutura bidimensional da enzima f-galactosidase esta representada na Figura
4 a sequir.

Figura 4: Estrutura bidimensional da enzima S-galactosidase proveniente do
fungo filamentoso Aspergillus oryzae.

Fonte: (MAKSIMAINEN et al., 2013).

O uso clinico de tais biofarmacos apresenta limitagdes, uma vez que a enzima

em questdo possui baixa estabilidade e tempo de comercializacdo reduzido, além do alto
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custo. Sua exposicdo a condi¢cdes extremas, como pH muito baixos ou altos e alta
temperatura pode levar a inativacdo enzimética devido a formacdo de particulas
insolUveis e agregados, além de desdobramento e degradacdo (NICHELE et al., 2011;
OHTAKE et al., 2011).

Um estudo utilizando cromatografia por exclusdo de tamanho com deteccdo UV
mostrou que em pH 3,0 houve quase uma completa diminui¢do do pico da f-
galactosidase; as alteracGes causadas pelo ambiente acido séo dependentes do tempo de
exposicdo. A amostra submetida durante 1 hora a exposicao acida mostrou uma reducgéo
de 61% da intensidade do pico e depois de 2 horas o pico estava totalmente ausente
(MONTEIRO, 2015).

Outro teste que comprova a instabilidade desta enzima foi feito utilizando
eletroforese 2D-PAGE onde foi possivel afirmar ainda que ndo s6 a degradacdo
enzimatica devido ao pH baixo resultou na baixa atividade da enzima como também sua
estabilidade térmica foi comprometida, resultando na alteragdo da estrutura
tridimensional da proteina (MONTEIRO, 2015).

Assim, esses fatores influenciam de maneira negativa na eficacia e seguranca do

produto biologico.

1.4 ESPECTROFOTOMETRIA UV-VIS EM ESTUDOS DE ATIVIDADE
ENZIMATICA

Diversos metodos de medir a atividade -catalitica das enzimas foram
desenvolvidos e, apesar de novos métodos analiticos serem publicados, muitos métodos
tradicionais sdo eficazes e ainda estdo em uso. Entre eles, 0 método mais simples e
acessivel, utiliza reacbes colorimétricas, que sdo detectadas e quantificadas por
espectrofotometria na regido do ultravioleta/visivel (UV-Vis). A principal vantagem da
espectrofotometria, é que a quantificacdo apresenta baixo custo de operacdo e facil

manuseio.
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1.4.1 Fundamentos da espectrofotometria UV-Vis

A incidéncia de uma radiacdo continua (feixe de luz) sobre uma amostra resulta
em absorcdo da radiacdo, onde atomos e moléculas passam de um estado de energia
mais baixa (estado fundamental) para um estado de energia maior (estado excitado). A
radiacdo absorvida é quantizada, ou seja, tem um valor igual & diferenca de energia
entre os estados excitado e fundamental (PAVIA et al., 2010).

A absorcdo de energia depende da estrutura eletrénica da molécula, e por isso, a
espectroscopia de absor¢éo na regido do UV-Vis tem ampla aplicacdo na caracterizagéo
de diversas espécies organicas e inorganicas. Como a energia absorvida é quantizada, o
espectro de uma unica transicdo eletrdnica deveria corresponder a uma linha discreta.
Esta previsdo ndo se confirma, uma vez que a absorcdo eletrdnica se sobrepde a
subniveis rotacionais e vibracionais; assim, um espectro de UV-Vis tem o0 aspecto de
uma banda (SKOOG ;WEST, 2009; PAVIA et al., 2010).

As principais caracteristicas de uma banda de absor¢do correspondem ao valor
de comprimento de onda em que ocorre a maxima absorcdo de energia e sua
intensidade. Este comprimento de onda corresponde ao comprimento de onda da
radiacdo cuja energia € igual a necessaria para que ocorra a transicdo eletrénica. E a
intensidade depende, principalmente, da interacdo entre a energia incidente e o sistema
eletronico (SKOOG ;WEST, 2009).

Uma expressdo mais conveniente para a intensidade da luz é obtida atraves da lei
de Lambert-Beer, que diz que a fracdo de luz absorvida por cada camada da amostra é a
mesma. Ou seja, estabelece que a absorbancia € diretamente proporcional ao caminho
que a luz percorre na amostra, a concentracdo e a absortividade (SKOOG ;WEST,
2009).

1.4.2 Determinacao da atividade enzimética

O método analitico oficial para a determinacdo da dosagem de lactase € descrito
na farmacopéia americana onde o principio da técnica é baseado em reagdo

colorimétrica onde o substrato reage com a enzima gerando um produto com coloragdo
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(USP, 2005). Um passo importante na determinacgéo da atividade proteolitica é a escolha
do substrato (BENDICHO et al., 2002). O substrato utilizado neste experimento foi o-
nitrofenol-b-D-galactosideo (ONPG) pois sua estrutura € semelhante a estrutura da
lactose (Figura 5) e o processo de reacdo enzimatica ocorrera de forma semelhante.
Quando hidrolisado, o ONPG forma galactose e o-nitrofenol (ONP), composto de
coloragdo amarela. O composto ONP absorve a luz em 420 nm, enquanto que a
molécula precursora de ONPG ndo. Portanto, 0 aumento da absor¢éo de luz a 420 nm
pode ser usado para monitorar a atividade da p-galactosidase quando o ONPG é
utilizado como substrato (BIOTECK, 2001). Alteracbes do valor da absorbancia da
amostra quando comparada ao padrédo, detectadas pelo espectrofotdmetro, indicam

variagdo da atividade enzimatica.

Figura 5: O-nitrofenol-b-D-galactosideo ONPG — Reacdo de hidrolise e a estrutura da lactose.
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Fonte: (MILLER, 1992).

1.4.3 Estudos de estabilidade acelerada e avaliacdo da atividade enzimatica

Como o produto contendo a enzima f-galactosidase € um suplemento alimentar
e ndo um produto bioldgico/biotecnoldgico de acordo com a classificacdo vigente, ele
nao necessita de avaliagdo baseado na “Conferéncia Internacional de Harmonizagao dos

Requisitos Técnicos para Registro de Produtos Farmacéuticos para Uso Humano”
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(Internacional Conference on Harmonisation - ICH) que elaborou guias com orientacdes
sobre a qualidade de produtos biol6gicos/biotecnoldgicos.

O guia Q5C do ICH trata especificamente sobre testes de estabilidade desses
produtos e 0 guia Q1A refere-se aos testes de estabilidade de novas drogas e produtos
(GUIDELINE, 1995; GUIDELINE, 2003).

O cumprimento dessas orientacOes € imprescindivel para a obtencdo de produtos
de alta qualidade, seguranca e eficécia, além de dar credibilidade ao produto no ambito

internacional.

1.5 ESPECTROSCOPIA NO INFRAVERMELHO PARA QUANTIFICACAO DE
FARMACOS E BIOFARMACOS

A espectroscopia IV é uma técnica rapida e ndo destrutiva que prové uma
determinacéo simultanea em qualquer amostra, além da amostra poder ser analisada sem
nenhum tipo de preparo ou com preparo minimo, evitando etapas que podem produzir
erros. Outra vantagem € a previsdao de parametros quimicos, fisicos ou mesmo a
composicdo de algumas formulagdes. Varios pardmetros farmacéuticos de comprimidos
como dureza, tamanho de particula, forca de compactacdo, taxa de dissolugédo ou o teor
de a&gua podem ser quantitativamente analisada por espectroscopia na regido do
infravermelho médio a partir de um Unico espectro, e o baixo custo da andlise
(JAMROGIEWICZ, 2012).

1.5.1 Fundamentos da espectroscopia no infravermelho

A radiacdo infravermelha corresponde a parte do espectro eletromagnético
situada entre a regido do visivel e as micro-ondas e é dividida em trés regides:
infravermelho préximo de 12820 a 4000 cm™, infravermelho médio de 4000 a 400 cm™
e infravermelho distante de 400 a 33 cm™ (SILVERSTEIN, 2007).
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A radiacdo infravermelha na faixa de aproximadamente 10000 a 100 cm™
converte-se em energia vibracional molecular quando absorvida e o processo €
quantizado (SILVERSTEIN, 2007).

A vibracdo dos atomos no interior de uma molécula apresenta energia coerente
com a regido do espectro eletromagnético correspondente a radiacdo infravermelha.
Para absorver radiacdo infravermelha, a molécula precisa sofrer alteracdo do momento
dipolo decorrente dos movimentos vibracionais e rotacionais (REICH, 2005).

Os atomos de uma molécula nunca estdo imoveis. Existem dois tipos de
vibraces moleculares: as deformacdes angulares e as deformacdes axiais (Figura 6). A
vibracdo de deformacéo angular corresponde a variagOes de angulo de ligacéo, pode ser
internamente em um conjunto de &tomos ou de um grupo de atomos em relacdo a
molécula como um todo. A vibracdo de deformacéo axial € um movimento ritmico ao
longo do eixo da ligacdo, de forma que a distancia interatbmica aumente e diminua
alternativamente. As vibragfes fundamentais ndo alteram a posicdo do centro de
gravidade da molécula. A vibracdo dos atomos no interior de uma molécula apresenta
energia coerente com a regido do espectro eletromagnético correspondente a radiacdo

infravermelha.

Figura 6: Vibragdes de deformacGes angulares e axiais.
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Fonte: (SILVERSTEIN, 2007).
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Os elétrons sofrem influencias de 4&tomos e grupos vizinhos, influenciando no
estiramento, comprimento e angulo de ligacéo, e, portanto na frequéncia de vibragéo das
ligagBes quimicas, essas diferengas especificas de cada molécula é que proporcionam
que cada uma delas tenha um espectro caracteristico (BURNS, 2001).

A utilizacdo da transformada de Fourier nos permite melhorar a analise das
amostras através de transformacgdes matematicas que especifica que um sinal precisa ser
amostrado pelo menos duas vezes em cada ciclo de variacdo, ou seja, a frequéncia de
amostragem precisa ser no minimo o dobro da maior frequéncia presente no sinal
(SMITH, 2011).

A reflectancia total atenuada opera medindo as mudangas que ocorrem em um
feixe interno de infravermelho totalmente refletido quando o raio entra em contato com
uma amostra. Em regides do espectro de infravermelho onde a amostra absorve energia,
o sinal é atenuado. O sinal atenuado volta para o feixe de infravermelho e, em seguida,
sai pela extremidade oposto do cristal e € transmitido para o detector do
espectrofotometro (Figura 7) (ELMER, 2015).

Figura 7: Espectrofotdmetro na regido do infravermelho médio com transformada
de Fourier com reflectancia total atenuada ATR-FTIR.

Sample in contact

/ “"ith evanescent wave

\ \ To Detector
Infrared ATR

Beam Crystal
Fonte: (Elmer, 2015)

Na ultima década, a espectroscopia IV tem tido grande aceitacdo na industria
farmacéutica para avaliagdo de matéria-prima, controle de qualidade do produto final,
caracterizagdo de polimorfos, monitoramento de processos e detectando possiveis
transformacgdes no produto nas etapas de embalagem e estocagem (REICH, 2005;
LUYPAERT et al., 2007)
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1.5.2 Quantificacédo de farmacos por IV

Quando se utilizam técnicas instrumentais de analise, a concentragdo é
determinada indiretamente por meio de valores de determinadas propriedades fisico-
quimicas do sistema, essa pratica € conhecida como calibracdo. A calibracdo pode ser
definida como uma série de operacGes matematicas que estabelecem, sob determinadas
condicdes, uma relacdo entre as medidas instrumentais e valores da propriedade de
interesse (concentracdo de determinada espécie) (PIANTAVINI et al., 2014).

Em um estudo recente para investigar o potencial do uso da técnica de ATR-
FTIR para a anélise quantitativa de polimorfos de mesilato de imatinibe, os espectros do
farmaco foram avaliados. O espectro da forma o exibe uma banda vibratoria em 1446
cm™ que o distingue da forma . Quantidades em peso da forma « foram adicionadas até
atingir 100% da forma a. Os espectros de ATR-FTIR demonstraram que a intensidade
da banda a 1446 cm™ aumentou com o aumento da porcentagem em peso da forma o.
Assim, foi possivel construir uma curva de calibracdo onde seu coeficiente de regresséo
foi de 0,977 sendo possivel a quantificacdo dos poliformos existente na formulacéo.
(ATICI; KARL1GA, 2015).

Em outro estudo envolvendo também a quantificacdo de polimorfos de
irbesartana foi comprovado que o0 método utilizando espectrofotometria no
infravermelho foi capaz de quantificar quantidades muito baixas do polimorfo B, o
limite de deteccéo foi de 1,3% (m/m) (PAN et al., 2014).

Uma das vantagens da técnica de MIR € ser rapida e essa vantagem é aplicada
qguando o farmaco analisado é citotdxico, como € o caso do 5-fluoroacil e gemcitabina,
em matriz aquosa por uma medicao direta através do frasco de vidro em menos de 1
minuto; assim, a medicdo é ndo invasiva perfeito para limitar a exposi¢cdo do operador

aos farmacos anti-neoplasicos (LE et al., 2014).

1.5.3 Teste de homogeneidade de misturas

Um método de espectroscopia de infravermelho proximo (NIR) foi desenvolvido

para controlar fluxo de pds durante o seu esvaziamento do misturador e detectar a
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segregacdo da mistura de p6s. O método é capaz de fornecer informacdes fisicas
(diferencas de tamanho de particula) sobre os p6s (BARAJAS et al., 2007).

Diferencas de tamanho de particulas sdo amplamente reconhecidos como
responsaveis pela segregacdo, ou seja, as particulas dos pds dos diferentes excipientes
utilizados para a producdo de uma formulacdo podem se separar em diferentes fases, o
que diminui a uniformidade do contetdo devido a baixa homogeneidade da mistura. Os
p6s podem segregar na mistura & medida que sdo anuladas as tubulagdes para maquinas
de compressdo, aumentando a variabilidade do teor de farmaco e de dissolucdo dos
comprimidos do produto final devido a segregacdo (BARAJAS et al., 2007).

Martinez et al. 2013 testaram a influéncia da agitacdo sob diferentes taxas de
fluxo e agitacdo. O fluxo e a taxa de varia¢do da agitacdo causaram diferentes dinamicas
de fluxo de po, que se refletiram nas medicgdes do V.

As variagdes nas dinamicas do escoamento do pé séo detectadas no IV e devem
ser inseridas na anélise de dados para aumentar a robustez (MARTINEZ et al., 2013).

As taxas mais baixas de agitacdo reduziram as flutuacdes na saida do misturador
e esse resultado pode ser relacionado com a melhor mistura e uma apresentacdo mais
estavel do p6 para o IV (MARTINEZ et al., 2013).

A mistura dos excipientes juntamente com o principio ativo € um processo
critico que pode determinar a homogeneidade do sistema ou a falta de homogeneidade
onde o p6 comega a segregar para além do tempo quando a homogeneidade € atingida.
Esse fendmeno € atribuido ao tamanho de particula e a alteracdo da distribuicdo da
particula decorrente do atrito devido a continuacdo da mistura (EL-HAGRASY et al.,
2001).

Para cada formulagcdo, um novo estudo de qual é o tempo ideal de mistura dos
componentes deve ser realizado a fim de garantir um produto final de qualidade e que

atenda as especificacbes dos érgdos reguladores.

1.6 ANALISE MULTIVARIADA (QUIMIOMETRIA)

Com o avango da instrumentacdo e da tecnologia, uma grande quantidade de
dados comecou a ser gerado. Com a possibilidade de adquirir um namero grande de

dados de forma rapida e com o minimo esfor¢o, surge o obstaculo de como analisar
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todos os dados adquiridos e extrair o maximo de informagdes, para isso foram utilizados
métodos matematicos e estatisticos (SENA et al., 2005). E assim foi criada uma nova
area, chamada quimiometria.

A quimiometria pode ser definida como a aplicacdo de métodos matematicos e
estatisticos para analise de dados quimicos de forma a extrair uma maior quantidade de
informacdes e melhores resultados analiticos (OTTO, 1999; FERREIRA et al., 2013).

Entre os métodos de calibracdo existentes, com certeza, 0s mais conhecidos séo
0s métodos univariados, também chamados de calibracdo de ordem zero. Neste caso,
tem-se apenas uma medida instrumental por amostra, ou seja. Os modelos univariados
sdo de facil aplicacdo e validacao, porém é de restrita aplicacdo, pois € uma metodologia
ndo livre de interferentes que possam provocar desvios entre resposta analitica e a
concentracdo (FERREIRA et al., 1999; SENA et al., 2005).

Nos métodos de calibragdo multivariada, duas ou mais medidas instrumentais
estédo relacionadas com a propriedade de interesse. Em situacGes onde a determinagéo
de um analito é dificultada ou impedida devido a presenca de interferentes, o uso de
calibracdo multivariada permite a modelagem desses interferentes junto com o analito
de interesse. Nos ultimos anos, as principais aplicacdes desta técnica estiveram no
controle de qualidade de produtos farmacéuticos e a determinacdo de farmacos em
amostras complexas (FERREIRA et al., 1999; SENA et al., 2005; SILVA et al., 2012).

1.6.1 Métodos de pré-processamento

Antes de construir os modelos de regressao, faz-se necessario a utilizacdo de
métodos de pré-processamentos. Os métodos de pré-processamento tém com objetivo
linearizar as repostas das varidveis e remover fontes de varidncia que ndo sdo de
interesse na analise. A linearizacdo dos conjuntos de dados é importante, pois 0s
modelos, em geral, requerem que os dados sejam lineares (WISE et al., 2006).

Ao realizar uma calibragdo, quanto maior a relacdo sinal-ruido melhor, pois
permite adquirir as menores caracteristicas dos dados, assim o métodos de pré-
processamento também tem o objetivo de intensificar os sinais de interesse € minizar 0s
ruidos (HANSEN, 2001).
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As derivadas sdo comumente utilizadas para remover sinais e alteracdes da linha
base sem importancia quimica e acentua as caracteristicas de maior frequéncia. As
variagOes restantes sdo devido as diferencas quimicas entre as amostras. Um importante
aspecto das derivadas é que ndo afeta as relacdes lineares entre os dados, isso porgue as
derivadas sao operadores lineares (WISE et al., 2006).

E para dimensionar os dados uma ferramenta mais comumente utilizada € o auto
escalonamento que fara com que cada coluna tenha o mesmo “tamanho” de modo que
todas as variaveis tenham a mesma oportunidade de serem modelados (BRO ;SMILDE,
2014).

1.6.2 Regressao por quadrados minimos parciais (PLS)

O método de regressdo PLS (Quadrados Minimos Parciais, do inglés, Partial
Least Squares) é o meétodo mais robusto e utilizado em regressbes de dados
multivariados. Os modelos PLS ndo requerem o conhecimento exato de todos os
componentes presentes nas amostras, porém estas informacgdes podem ajudar na
construcdo e interpretacdo do modelo. Os dados para a construgdo do modelo PLS s&o
organizados em dois blocos: a matriz X, com os vetores de respostas instrumentais, € a
matriz Y, com os vetores referentes as propriedades de interesse. As matrizes X e Y sao
decompostas simultaneamente em uma soma de varidveis latentes (VL) (DE
CARVALHO ROCHA et al., 2011).

A correlacdo entre os dois blocos X e Y é uma relacdo linear obtida pelo
coeficiente de regressdo linear. A melhor relacdo linear possivel entre os escores desses
dois blocos é obtida através de pequenas rotacGes das varidveis latentes dos blocos X e
Y (DE CARVALHO ROCHA et al., 2011).

Nesse processo, € necessario achar o melhor nimero de variaveis latentes, o que
normalmente é feito usando um procedimento chamado validagdo cruzada (Cross
Validation), no qual o erro minimo de previsdo é determinado (SENA et al., 2005).

Desta forma, o método PLS é o mais empregado método para regressao
multivariada, mostrando-se eficiente em conjuntos de dados onde h& muitas variaveis e

estas com alta correlacdo acrescida de ruido aleatério. O metodo tem sido empregado
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em diversas areas de pesquisa e tecnoldgicas, como quimica analitica, ecologia,
agricultura, ciéncia dos alimentos, medicina e industrial (SENA et al., 2005).

O desempenho dos modelos construidos é avaliado pelos valores do coeficiente
de regressdo (R?) e do erro quadratico médio (RMSE) dos residuos. RMSE é
denominado erro quadratico médio de calibracdo (RMSEC), erro quadratico médio de

validagdo cruzada (RMSECV) e erro quadratico médio de previsdo (RMSEP).

1.6.3 Aplicacdo da quimiometria para quantificar farmacos em formulagoes

farmacéuticas

A espectroscopia no infravermelho e quimiometria provaram a sua eficacia
analitica tanto qualitativamente quanto quantitativamente em diferentes campos de
atuacdo, como: agricultura, alimentos, quimica e industria do petréleo (ROGGO et al.,
2007).

O uso da quimiometria nos ajuda a interpretar os resultados e melhora-los
matematicamente por reunir varios topicos como planejamento de experimentos,
informacgdes sobre métodos de extracdo (modelagem e classificacdo) e técnicas que
permitem a compreensdo de mecanismos quimicos (ROGGO et al., 2007).

Muitos estudos tém sido publicados nos Gltimos anos relativos a determinagéo
do teor de compostos quimicos, tais como API (ingrediente ativo farmacéutico),
excipientes ou umidade em produtos farmacéuticos. As amostras podem ser de varios
tipos, por exemplo, pés, granulados, comprimidos, liquidos, géis, filmes ou frascos
liofilizados (ROGGO et al., 2007).

Um estudo de Chalus et.al., 2005 compara diferentes dados de pré-tratamento e
regressdes para construir modelos de predi¢cdo do ativo farmacéutico em comprimidos
de baixa dosagem (CHALUS et al., 2005), outro estudo compara diferentes espectros
para a determinagéo do ativo em comprimidos (ROGGO et al., 2007).

A Tabela 5 a seguir mostra os diversos trabalhos onde a quimiometria auxilia na

quantificacdo do principio ativo.



Tabela 5: Determinacdo quantitativa por espectroscopia no infravermelho.
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Analito Forma Método de regresséo Pré- Referéncia
farmacéutica processamentos
Neomicina Comprimidos PLS SNV e MSC (SARRAGUCA
etal., 2011)
Amoxicilina Suspensao PLS MSC (SILVA etal.,
2012)
Palmoato de pirantel, Comprimidos SiPLS 12 derivada e MC (PIANTAVINI
febantel e praziquantel etal., 2014)
Nimesulida P& PLS MSC (ROCHA et al.,
2010)
Vacinas contendo P liofilizado PLS 22 derivada (ZHENG et al.,
agente alergénico 2008)
liofilizado
Dipirona Solucéo oral PLS 12e 22 derivadase  (FERREIRA et
MSC al., 2009)
Heparina Liquido PLS 12e MC (ZANG et al.,
2013)
Vitamina B1 Comprimidos PLS SNV e MC (MAZUREK
;SZOSTAK,
2012)
Sulfametoxazol e Misturas de p6s iPLS MSC, MC e auto (SILVA et al.,
trimetoprima escalonamento 2009)
Hidroclorotiazida P& PLS 12 derivada, MSCe  (FERREIRA et
SNV al., 2013)

Fonte: Do autor.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a estabilidade e atividade da formulacdo farmacéutica comercial
(Lactaid® Fast Act 9000 U) contendo p-galactosidase como principio ativo em
diferentes condicdes de estabilidade e pH.

Desenvolver método analitico para quantificar o teor de lactase através da
espectroscopia na regido do infravermelho.

Testar a protecdo gastrica para enzima f-galactosidase através de capsulas

gastro- resistentes e avaliar sua estabilidade e pH.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Os objetivos especificos deste trabalho s&o:

a) Submeter o produto comercial as condices especificas de armazenamento,
calor seco a 40 °C dentro e fora da embalagem primaria, para estudos de
estabilidade acelerada;

b) Avaliar a atividade enzimatica das amostras do produto comercial que
estavam na estabilidade;

c) Determinar o perfil de atividade enziméatica do produto comercial em
diferentes condic6es de pH a 37 °C através do teste de dissolucao;

d) Desenvolver um método para quantificagdo da p-galactosidase por
espectroscopia no infravermelho;

e) Testar a protecdo gastrica para enzima f-galactosidase através de cépsulas
gastro- resistentes;

f) Determinar o perfil de atividade enzimatica das capsulas gastro-resistentes em

diferentes condic6es de pH a 37 °C através do teste de dissolucéo;
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g) Determinar o perfil de atividade enzimética dos comprimidos comerciais em

diferente condi¢des de pH a 37 °C através do teste de dissolucéo.
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3 METODOLOGIA

A seguir a metodologia utilizada neste trabalho € apresentada. Primeiramente 0s
reagentes, 0s equipamentos, o estudo de estabilidade acelerada, o desenvolvimento do
método alternativo de quantificacdo de lactase por espectrofotometria na regido do
infravermelho e por fim, os estudos de dissolucgéo in vitro comparativos das diferentes

formas farmacéuticas estdo detalhadamente relatados.

3.1 REAGENTES

Os reagentes, solventes e padrées utilizados foram:

3.1.1 Padrdes, reagentes e solventes

- Acido cloridrico (P.A. Labsynth®);

- Acido acético glacial (P.A. Sigma Aldrich®);

- Agua de laboratorio tipo IlI;

- Cépsula gastro-resistente (Fagron®);

- Carbonato de sadio (P.A. anidro CAAL®);

- Excipientes farmacéuticos adquiridos de fornecedores qualificados (celulose
microcristalina 102, citrato de sodio, croscarmelose, crospovidona, dioxido de
silicio coloidal, estearato de magnésio, manitol);

- Fosfato de sddio tribasico dodecahidratado (Vetec®);

- Hidroxido de sodio (micropérolas) (P.A. Vetec®);

- Lactase (-galactosidase) (Sigma Aldrich®);

- O-nitrofenol-b-D-galactosideo (ONPG) (Sigma Aldrich®);

- Solugdes tampéo de pH 4,0 e 7,0 (Vetec®).
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3.1.2 Equipamentos e acessorios

Os equipamentos e acessorios utilizados foram:

- Agitador de tubos Marconi® modelo MA 162;

- Banho de ultrassom Quimis®;

- Banho maria Novatécnica®;

- Balanga analitica Shimadzu® modelo AY220;

- Dissolutor Nova Etica® modelo 299;

- Espectrofotometro UV-visivel Thermo Scientific® modelo Evolution 60;

- Espectrofotémetro FT-IR Thermo Scientific® modelo Nicolet iS50 com ATR
Pike Technologies®;

- Estufa Novus® modelo N1040;

- Gral e pistilo;

- Medidor de pH Gehaka®;

- Pipetador automatico SelectPette® de volume injetavel 1000-5000 puL;

- Pipetador automatico SelectPette® de volume injetavel 100-1000 pL;

- Pipetador automatico SelectPette® de volume injetavel 20-200 uL;

- Purificador de 4gua Gehaka®.

3.2 METODOS

O primeiro estudo realizado foi a avaliacdo da estabilidade do produto comercial
acondicionado na estufa a 40 °C sob calor seco durante 6 meses os estudos de
dissolugdo in vitro comparando as diferentes formas farmacéuticas. E por fim, o
desenvolvimento do método alternativo de quantificacdo de lactase por

espectrofotometria na regido do infravermelho.
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3.2.1 Avaliacdo da estabilidade e da atividade enzimatica do produto comercial

Para analise das influéncias dos fatores extrinsecos a enzima foi submetida a um
estudo de estabilidade acelerada. Para isso, preparacdes da enzima foram analisadas
com espectrofotometria UV-Vis de acordo com o método de referéncia da USP no
tempo zero e ap6s serem armazenadas a 40°C sem umidade, denominado condicéo a
seco, depois de 3 e 6 meses na embalagem primaria e em recipientes de acrilico

tampados e vedados com fita parafilme.

3.2.1.1 Teste de atividade enzimatica

Primeiramente, o padrdo de S-galactosidase foi analisado para a construcdo de
curva de calibracdo na faixa de 230 a 630 U/L. Para isso, foi feita uma solucdo estoque
630 U/L. A solucdo de ONPG foi preparada com tampdo acetato pH 4,5 com
concentragédo de 3,7 mg/mL.

A reacdo consistia em transferir 2,0 mL da solugdo de substrato de ONPG para
tubos de ensaios que eram incubados durante 10 minutos em um banho de agua mantido
a 37,0+0,1°C. Apés a incubacédo, adicionou-se rapidamente em cada tubo 0,5 mL das
solugbes do padrdo de enzima. Em um dos tubos foi adicionado 0,5 mL de &gua
destilada para ser utilizado como branco. Cada tubo foi agitado e incubado por mais 15
minutos no banho de agua, mantido a mesma temperatura descrita anteriormente. Apds
este periodo foi adicionado 2,5 mL de solucdo de carbonato de sédio a 10% (m/v) a
cada tubo de ensaio para cessar a reacdo enziméatica. O conteldo de cada tubo foi
tranferido para um béquer onde foram acrescentados 20,0 mL de &gua destilada. Apo6s
agitacdo, parte da amostra foi tranferida para cubeta de acrilico e analisado no
espectrofotdbmetro a 420 nm. (DIEKMANN et al., 2015).

O mesmo procedimento foi realizado para as amostras incubadas no tempo zero,
03 e 06 meses.

O padrdo de p-galactosidase utilizado foi produzido pela Sigma-Aldrich,
#SLBH5504V, 13,4 U/mg.
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As amostras foram preparadas da seguinte forma: o peso medio dos
comprimidos de Lactaid® Fast Act 9000 U é 269 mg. Assim para cada triplicata (dentro
e fora da embalagem priméria) foram pulverizados 2 comprimidos. Pesou-se 12,85 mg
do po, que é o equivalente a 430 U/L. Este foi transferido para baldo volumeétrico de 1 L
e completado volume com agua destilada. A seguir, transferiu-se 0,5 mL da solucéo de
lactase para o tubo de ensaio onde ocorrerd a reacdo enzimatica para avaliar a atividade
da enzima.

O padréo de p-galactosidase, como também o produto disponivel no mercado
(Lactaid® Fast Act 9000 U, lote: 427565A, validade: 06/17) foram avaliados para
determinacdo das condicbes em que o principio ativo ndo sofre alteracOes
qualitativamente e quantitativamente significativas.O espectrofotbmetro Thermo
Scientific® modelo Evolution 60 foi utilizado para determinacdo da atividade

enzimatica das amostras com fS-galactosidase.

3.2.2 Avaliacdo de formulacdo  gastro-resistente contendo p-galactosidase e

analise do perfil de dissolucdo

Para avaliar a formulacdo gastro-resistente de lactase utilizou-se como base a
patente americana dos comprimidos de lactase (Lactaid® Original 3000 U)
(KULKARNI et al., 2000) juntamente com informacdes contidas no Handbook of
Pharmaceutical Excipients (ROWE et al., 2009).

Tabela 6: Proporc@es dos excipientes na formulagéo avaliada.

Lactase Celulose Estearato de Manitol Citrato de
Microcristalina Magnésio sodio
Funcéo API Desintegrante Lubrificante Diluente Agente
alcalinizante
[ 1 dos excipientes_patente 9,6% 30% 1% 59,4% -
[ 1 dos excipientes_Handbook - 20-90% 0,25-5,0% 10-90% 0,3-2,0%
[1 dos excipientes_formulacéo 62% 12% 1,0% 23% 2,0%

teste

Fonte: Do autor.
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3.2.2.1 Teste de dissolucdo comparativo e andlise da atividade enzimatica

Realizou-se o teste de dissolucdo para o produto comercial seguindo o método
recomendado pela Farmacopéia Brasileira 5% Edicdo que utiliza o aparato 2 (pas) com
rotacdo de 75 rpm. Onde, primeiramente, deixou-se os comprimidos por 2 horas em
meio &cido (750 mL HCI 0,1 M) seguido pela etapa bésica com 250 mL de solucéo de
fosfato de sddio tribasico 0,2 M pH 6,8 por 45 minutos a 37 °C (ANVISA, 2010).

Foram retiradas aliquotas de 1 mL no inicio do teste, 30, 60, 90, 120, 150, 180
minutos para posterior andlise da atividade enzimatica para avaliar a capacidade da
formulacdo comercial de proteger a enzima.

Para a avaliacdo da forma farmacéutica de capsulas gastro-resistente foi
desenvolvido um novo método de dissolucdo que atendesse as caracteristicas da
formulacéo.

Assim, utilizou-se o aparato 1 (cesto) com rotacdo de 100 rpm. Onde,
primeiramente, deixou-se as capsulas por 2 horas em meio acido (750 mL HCI 0,1 M) e
entdo as capsulas foram retiradas e colocadas em cubas contendo 750 mL de tampéo
acetato de sddio pH 4,5 por 2 horas a 37 °C.

Foram retiradas aliquotas de 1 mL no inicio do teste, 30, 60, 90, 120, 150, 180 e
210 minutos para posterior analise da atividade enzimatica para avaliar a capacidade da

capsula de proteger a enzima no meio acido.

3.2.3 Espectrofotometria 1V e técnicas quimiomeétricas para quantificacdo da g-

galactosidase em formulacdes farmacéuticas

O preparo da amostra consistia em pesar 30 mg de peso total de p6 contendo o
principio ativo (lactase Sigma-Aldrich, #SLBH5504V, 13,4 U/mg ) mais 0s excipientes
utilizados na formulacdo comercial do Lactaid® Fast Act 9000 U  (celulose
microcristalina 102 (28%), estearato de magnésio (1,0%), croscarmelose (2,0%),
crospovidona (2,5%) e dioxido de silicio coloidal (0,5%). As amostras foram pesadas

seguindo uma faixa de 80 a 120 % de teor de lactase (niveis baixo, médio e alto de
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concentracdo) em balanca analitica. Foram preparadas 100 amostras. Cada amostra foi

pesada e acondicionada em tubos eppendorfs e seladas com fita parafilme.

3.2.3.1 Espectroscopia IV e andlise multivariada

Antes de realizar as leituras no espectrofotometro, foi feito um teste para avaliar
a influéncia da homogeneidade das misturas na leitura da absorbancia. Para isso
utilizou-se uma concentracdo alta (120%) e baixa (80%) do teor de lactase e, em
seguida, foram avaliados 0s espectros em quintuplicata nos tempos de agitacdo de 1, 5,
10 e 15 minutos.

Para a leitura no espectrofotdmetro IV era retirada aleatoriamente uma parte da
amostra de dentro do tubo eppendorf e homogeneizada em vértex por 5 minutos (tempo
ideal determinado pelo teste de homogeneidade). Cada eppendorf era analisado em
triplicada, totalizando 300 amostras, e 0 nimero de onda utilizada era de 4000 a 400 cm’
! com resolucdo de 4 cm™, nimero de scans 128 com ganho de 8. Durante as medidas a
temperatura da sala foi controlada entre 20-25 °C.

Depois de adquirir os espectros, os dados foram tratados utilizando o software
OMNIC 9 Thermo Scientific, ORIGIN PRO 9.0 64 Bits, MATLAB (versdo 7.0, The
MathWorks) utilizando o PLS Toolbox 5.8 (Eigenvector Co.) para a construcdo do
modelo de calibracdo ideal. Diferentes pré-processos foram utilizados a fim de
encontrar o modelo ideal com uma alta habilidade de predicdo. A habilidade de predigéo
do modelo foi avaliada seguindo os critérios de RMSECV, RMSEP e R®.

Uma vez que o modelo de calibracdo foi desenvolvido e predi¢bes exatas sao
esperadas, 0 método deve ser validado para que possa ser utilizado em rotinas de
laboratérios. Para isso, amostras que ndo foram usadas na calibracdo foram necessarias
para a validacdo e passaram pela mesma técnica utilizada na constru¢do do modelo.

A validacdo foi feita utlilizando o guia ICH onde os parametros: preciséao,
exatiddo e linearidade foram avaliadas.

Para comprovar que o método desenvolvido é eficaz, através da porcentagem de
teor, comparamos os dados obtidos com o MIR com os dados obtidos pelo método USP

de referéncia (reacdo colorimétrica através do substrato ONPG)
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4.1

A andlise da atividade enzimatica foi

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados e discussao deste trabalho séo apresentados a seguir.

ESTUDO DE ESTABILIDADE E ATIVIDADE ENZIMATICA

influéncia do calor na atividade da f-galactosidase.
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realizada com intuito de avaliar a

Inicialmente, procedeu-se a construcdo da curva de calibracdo considerando a

concentracdo da amostra (eixo X) e a resposta do sistema — absorbancia (eixo y), onde X

corresponde a concentracdo da S-galactosidase e y corresponde a absorbancia, obtido
nas seguintes concentragbes: 230,00; 330,00; 430,00; 530,00; 630,00 U/L. Cada

concentracdo foi analisada em triplicata. Foram calculados os desvios padrdo, o

coeficiente de regressdo (R?) e os limites de quantificacdo (3xD.P.R)/a) e deteccdo

(10xD.P.R/a) (Figura 8 e Tabelas 7 e 8).

Tabela 7: Dados da construcdo da curva analitica utilizada para determinar a atividade enzimatica das
amostras que estdo na estabilidade acelerada.

Padrdes Replicatas (Abs) Média Desvio C.V. (%)
(U/L) 1 2 3 (Abs) padréo
230 0,373 0,369 0,351 0,369 0,009 2,593
330 0,498 0,490 0,494 0,494 0,003 0,661
430 0,671 0,654 0,675 0,671 0,009 1,357
530 0,840 0,812 0,806 0,812 0,0148 1,825
630 0,987 0,979 0,997 0,987 0,007 0,746

Fonte: Do autor.

Tabela 8: Limite de quantificacdo (LQ) e limite de detec¢éo (LD).

Absorbéncia do Desvio LQ
branco (média) padréo (U/L)
0,001 0,001 3,019

Fonte: Do autor.
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Figura 8: Curva analitica utilizada para determinar a atividade enzimatica das amostras que
estdo na estabilidade acelerada.

1.2

o
[

o
o))

Absorbancia

©
~

y =0.0016x - 0.0016
R?=0.9972

o
(N}

230 330 430 530 630
Concentragdo (U/L)

Fonte: Do autor.

Nas tabelas a seguir estdo os resultados das analises de absorbancia (Tabela 9) e

da atividade enzimatica (Tabela 10) das amostras no tempo zero de estabilidade por

espectroscopia UV-Vis.

Tabela 9: Analise da absorbancia das amostras no tempo zero da estabilidade acelerada.

Amostras Replicatas (Abs) Meédia Desvio cVv
(Abs) padréo (%)
1 2 3
1 0,620 0,622 0,623 0,622 0,001 0,200
2 0,604 0,600 0,606 0,604 0,002 0,413
3 0,579 0,580 0,585 0,580 0,003 0,452

Fonte: Do autor.
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Tabela 10: Anélise da atividade enzimatica das amostras no tempo zero da
estabilidade acelerada.

Concentracéo % de % de perda
Amostras encontrada atividade  de atividade
(U/L)
1 389,750 90,640 9,360
2 378,500 88,020 11,980
3 363,500 84,530 15,470
Média 377,250 88,020 12,270

Fonte: Do autor.

As quantidades de f-galactosidase presente no produto comercial analisadas no

tempo zero (condigdo de ndo stress) apresentaram atividade enziméatica média de 88,02+

2,5 %. Assim, houve uma perda de atividade de 12,27%.

Esta perde de atividade no tempo zero pode ser atribuida as condigcdes de

transporte e armazenamento, em que a temperatura e a umidade relativa ndo é

controlada.

Nas tabelas a seguir estdo os resultados das analises de absorbancia (Tabela 11)

e da atividade enzimatica (Tabela 12) das amostras dentro da embalagem primaria de 3

meses da estabilidade por espectroscopia UV-Vis.

Tabela 11: Andlise da absorbancia das amostras dentro da embalagem primaria de 3

meses da estabilidade acelerada.

Amostras Replicatas (Abs) Meédia Desvio cVv
(Abs) padréo (%)
1 2 3
1 0,569 0,564 0,567 0,567 0,002 0,362
2 0,561 0,563 0,565 0,563 0,002 0,290
3 0,560 0,559 0,564 0,560 0,002 0,386

Fonte: Do autor.



Tabela 12: Andlise da atividade enzimatica das amostras dentro da

embalagem priméria de 3 meses de estabilidade acelerada.

Concentracéo % de % de perda
Amostras encontrada atividade  de atividade
(U/L)
1 355,370 82,640 5,360
2 352,870 82,060 5,940
3 351,000 81,630 6,370
Média 353,080 82,060 5,890

Fonte: Do autor.
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As quantidades de p-galactosidase presente no produto comercial analisadas no

tempo de 3 meses dentro da embalagem priméaria apresentaram atividade enzimatica

média de 82,06+ 0,41% Assim, houve uma perda de atividade de 5,89%.

Nas tabelas a seguir estdo os resultados das andlises de absorbancia (Tabela 13)

e da atividade enzimatica (Tabela 14) das amostras fora da embalagem primaria de 3

meses da estabilidade por espectroscopia UV-Vis.

Tabela 13: Analise da absorbancia das amostras fora da embalagem primaria de 3
meses da estabilidade acelerada.

Amostras Replicatas (Abs) Meédia Desvio cVv
(Abs) padréo (%)
1 2 3
1 0,497 0,500 0,503 0,500 0,002 0,424
2 0,507 0,510 0,513 0,510 0,002 0,416
3 0,507 0,513 0,518 0,513 0,004 0,760

Fonte: Do autor.



Tabela 14: Andlise da atividade enzimética das amostras fora da
embalagem primaria de 3 meses de estabilidade acelerada.

Concentracéo % de % de perda
Amostras encontrada atividade  de atividade
(U/L)
1 313,500 72,900 15,100
2 319,750 74,360 13,610
3 321,620 74,800 13,200
Média 318,290 74,360 13,970

Fonte: Do autor.
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As quantidades de f-galactosidase presente no produto comercial analisadas no

tempo de 3 meses fora da embalagem priméria apresentaram atividade enzimatica
média de 74,36+ 0,8%. Assim, houve uma perda de atividade de 13,97%

Nas tabelas a seguir estdo os resultados das analises de absorbancia (Tabela 15)

e da atividade enzimatica (Tabela 16) das amostras dentro da embalagem primaria de 6

meses da estabilidade por espectroscopia UV-Vis.

Tabela 15: Andlise da absorbancia das amostras dentro da embalagem priméria de 6
meses da estabilidade acelerada.

Amostras Replicatas (Abs) Média Desvio CV
(Abs) padréo (%)
1 2 3
1 0,555 0,558 0,553 0,555 0,002 0,321
2 0,540 0,546 0,545 0,545 0,002 0,430
3 0,557 0,556 0,553 0,556 0,001 0,270

Fonte: Do autor.
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Tabela 16: Andlise da atividade enzimtica das amostras dentro da
embalagem priméria de 6 meses de estabilidade acelerada.

Concentracéo % de % de perda
Amostras encontrada atividade  de atividade
(U/L)
1 347,870 80,900 7,100
2 341,620 79,450 8,550
3 348,500 81,050 6,950
Média 346,000 80,900 7,533

Fonte: Do autor.

As quantidades de f-galactosidase presente no produto comercial analisadas no
tempo de 6 meses dentro da embalagem primaria apresentaram atividade enzimatica
média de 80,9+ 0,72 %. Assim, houve uma perda de atividade de 7,53%.

Nas tabelas a seguir estdo os resultados das analises de absorbancia (Tabela 17)
e da atividade enzimaética (Tabela 18) das amostras fora da embalagem priméria de 6

meses da estabilidade por espectroscopia UV-Vis.

Tabela 17: Analise da absorbancia das amostras fora da embalagem priméria de 6
meses da estabilidade acelerada.

Amostras Replicatas (Abs) Média Desvio CVv
(Abs) padréo (%)
1 2 3
1 0,475 0,463 0,46 0,463 0,006 1,244
2 0,410 0,410 0,412 0,410 0,001 0,211
3 0,443 0,437 0,443 0,443 0,003 0,586

Fonte: Do autor.

Tabela 18: Andlise da atividade enzimatica das amostras fora da
embalagem priméria de 6 meses de estabilidade acelerada.

Concentracéo % de % de perda
Amostras encontrada atividade  de atividade
(U/L)
1 290,370 67,530 32,470
2 257,770 59,920 40,080
3 277,870 64,620 35,380
Média 275,330 64,020 35,980

Fonte: Do autor.
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As quantidades de p-galactosidase presente no produto comercial analisadas no
tempo de 6 meses fora da embalagem primaria apresentaram atividade enzimatica
média de 64,02+ 3,1% Assim, houve uma perda de atividade de 35,98%.

Assim, de acordo com a Figura 9, é possivel ter uma melhor visualizacdo da

perda de atividade ao longo do estudo.

Figura 9: Atividade enzimatica dos comprimidos de Lactaid® Fast Act 9000 U ao longo
do estudo de estabilidade.
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Fonte: Do autor.

Em vista dos resultados apresentados anteriormente, nota-se que a embalagem
priméaria é fundamental na manutencdo da atividade enzimatica da lactase. Ao término
do estudo de estabilidade, os comprimidos que estavam dentro da sua embalagem
primaria tiveram uma diminuicdo da sua atividade de aproximadamente 7,53%,
enquanto os comprimidos que foram armazenados fora da sua embalagem original
tiveram uma perda de aproximadamente 35,0%.

A perda de 7,53 % da atividade enzimatica dentro da embalagem tambeém se
deve ao fato da enzima ser estavel em temperaturas até 50 °C, e nossa temperatura de
estudo foi 40 °C, que mimetiza a condi¢do encontrada em caminhdes transportadores de

medicamentos.
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42 ANALISE DO PERFIL DE DISSOLUCAO DAS FORMAS
FARMACEUTICAS

Inicialmente, procedeu-se a construcdo da curva de calibracdo considerando a
atividade enzimatica (eixo x) e a resposta do sistema — absorbancia (eixo y), onde x
corresponde & atividade enzimatica da f-galactosidase e y corresponde a absorbancia,
obtido nas seguintes concentrac6es: 1000,0; 2000,0; 3000,0; 4000,0; 5000,0 U/L. Cada
concentracdo foi analisada em triplicata. Foram calculados o desvio padrdo, o
coeficiente de regressdo (R?) e os limites de quantificacdo e detecgdo (Figura 10,
Tabelas 19 e 20).

Tabela 19: Dados da construgdo da curva analitica utilizada para determinar a atividade enzimatica das
amostras do teste de dissolucéo.

Padrdes Replicatas (Abs) Média Desvio C.V. (%)
(U/L) 1 2 3 (Abs) padréo
1 0,028 0,027 0,028 0,028 0,001 1,683
2 0,047 0,047 0,048 0,047 0,001 1,003
3 0,065 0,066 0,066 0,066 0,001 0,714
4 0,077 0,077 0,078 0,077 0,001 0,612
5 0,084 0,082 0,083 0,083 0,001 0,984

Fonte: Do autor.

Tabela 20: Limite de quantificacdo (LQ) e limite de detec¢do (LD).

Absorbancia do Desvio LQ LD
branco (média) padrao (U/L) (U/L)
0,001 0,001 0,667 0,200

Fonte: Do autor.



Figura 10: Curva analitica utilizada para determinar a atividade enzimatica das amostras do

teste de dissolucéo.
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Fonte: Do autor.

Foi feito primeiramente a analise dos comprimidos Lactaid® Original 3000 U e
notou-se que o tempo de desintegracdo dos comprimidos foi cerca de 2 minutos, 0 que

revela que os comprimidos foram desenvolvidos para terem uma liberacdo imediata. O
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que também se comprova avaliando 0s excipientes utilizados na sua preparacao;

nenhum excipiente (celulose microcristalina, manitol, estearato de magnésio e citrato de

sodio) € responsavel por ter uma liberacdo retardada ou de protecdo da enzima do pH

acido do estdmago.

Nas tabelas a seguir estdo os resultados das analises de absorbancia (Tabela 21)

e da atividade enzimatica (Tabela 22) dos comprimidos do produto comercial por

espectroscopia UV-Vis.

Tabela 21: Analise da absorbancia do estudo de dissolucdo das amostras dos comprimidos comerciais
americanos.

Cubas/Tempo (min) 30 60 90 120 150 180

1 0,053 0,050 0,043 0,043 0,037 0,027

2 0,054 0,049 0,043 0,041 0,037 0,028

3 0,053 0,046 0,045 0,042 0,038 0,029

4 0,053 0,049 0,043 0,042 0,036 0,027

5 0,051 0,049 0,044 0,041 0,036 0,027

6 0,054 0,047 0,043 0,041 0,037 0,027
Média das 0,053 0,049 0,043 0,041 0,037 0,027

absorbancias

D.P.R. 0,001 0,001 0,001 0,001 0,001 0,001
C.V. (%) 1,888 2,804 1,776 1,796 1,857 2,829

Fonte: Do autor.
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Tabela 22: Anélise da atividade enzimatica do estudo de dissolucdo das amostras dos comprimidos
comerciais americanos.

% de atividade enzimatica

Etapas da 1 2 3 4 5 6
dissolucéo
5 min (pH 1,2) 85,1 85,1 84,8 84,3 85,2 85,3
30 min (pH 1,2) 63,0 64,6 63,0 63,0 59,6 64,6
60 min (pH 1,2) 56,2 56,3 51,3 56,3 56,3 53,0
90 min (pH 1,2) 46,2 46,2 49,6 46,2 48,0 46,2
120 min (pH 43,7 43,0 44,6 44,6 43,0 43,0
1,2)
150 min (pH 36,3 36,3 38,0 34,6 34,6 36,3
6,8)
180 min (pH 19,6 21,3 23,0 19,6 19,6 19,6
6,8)
% de perda de 65,5 63,8 61,8 64,7 65,6 65,7
atividade

Fonte: Do autor.

Ao analisar a tabela 22, notamos que a formulacdo comercial ndo apresenta
protecdo gastrica porque a enzima é liberada logo no inicio da dissolucdo apresentando
sinal no espectrofotdmetro. Portanto, como ndo ha uma protecéo da lactase a atividade
enzimatica decresce conforme o tempo do teste avanca, como pode ser visto pela figura
11.

Figura 11: Curva decrescente da atividade enzimética durante o estudo de dissolucéo
dos comprimidos comerciais.
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Fonte: Do autor.

O mesmo teste feito para o produto comercial também foi realizado para a forma
farmacéutica de capsula de liberacéo retardada.
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Nas tabelas a seguir estdo os resultados das analises de absorbancia (Tabela 23)

e da atividade enzimatica (Tabela 24) das capsulas gastro-resistentes por espectroscopia

UV-Vis.

Tabela 23: Andlise da absorbancia do estudo de dissolucdo das amostras das capsulas gastro-resistentes.

Cubas/Tempo (min) 30 60 90 120 150 180 210
1 0 0 0 0,0154 0,0157 0,040 0,070
2 0 0 0 0,0153 0,0156 0,042 0,073
3 0 0 0 0,0153 0,0154 0,040 0,071
4 0 0 0 0,0153 0,0155 0,041 0,070
5 0 0 0 0,0154 0,0156 0,040 0,071
6 0 0 0 0,0152 0,0155 0,042 0,072
Média das 0 0 0 0,0153 0,0156 0,040 0,071
absorbéncias
D.P.R. 0 0 0 0,000069  0,000096 0,000898  0,001067
C.V. (%) 0 0 0 0,450 0,616 2,216 1,500

Fonte: Do autor.

Tabela 24: Andlise da atividade enzimética do estudo de dissolu¢do das amostras das capsulas

gastro-resistentes.

% de atividade enzimatica

Etapas da
dissolugdo
30 min (pH 1,2)

60 min (pH 1,2)
90 min (pH 1,2)

120 min (pH
1,2)

150 min (pH
4,5)

180 min (pH
4,5)

210 min (pH
4,5)

% de perda de

atividade

0,325
0,833
41,3
91,3

8,7

2

0

0

0
0,167

0,666
44,67
96,3

3,7

3

0

0

0
0,167

0,325
41,3
93,0

7,0

0,167
0,5
43,0
91,3

8,7

4

0
0
0

0,325
0,666
41,3
93,0

7,0

o O O o

0,5

44,67
94,67

5,33

Fonte: Do autor.

Ao analisar a tabela 30, notamos que a formulagéo avaliada apresenta prote¢éo

géstrica porque a enzima ndo € liberada no inicio da dissolucdo, logo ndo apresenta sinal

no espectrofotdmetro. Portanto, como h4 uma protecéo da lactase a atividade enzimaética

aumenta conforme o tempo do teste avanga, como pode ser visto pela figura 12.
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Figura 12: Curva crescente da atividade enzimatica das capsulas gastro-resistentes
durante o ensaio de dissolucdo.
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Observando a tabela 25 e a sobreposicdo dos graficos do produto comercial e da

formulacdo gastro-resistente (Figura 13) nota-se que ao atingir a etapa basica (120-210

min) ocorre uma inversdo das linhas. A atividade enzimética do produto comercial

continua a decair e a atividade da formulacdo gastro-resistente comeca a aumentar

devido a capsula de hipromelose se desintegrar em pH 4,5 (pH 6timo da enzima) e

liberar a lactase para 0 meio de dissolucéo.

Tabela 25: Atividade enzimética do produto comercial e da formulagdo gastro-
resistente.

Tempo (minutos)

Cépsula gastro-

resistente (% de

Comprimido

comercial (% de

liberagéo) liberagéo)

5 0 85,05
30 0 63,0

60 0 56,25
90 0 46,2
120 0,167 43,35
150 0,583 36,3
180 42,15 19,6
210 93,0 -

Fonte: Do autor.
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Figura 13: Grafico da atividade enzimatica do produto comercial e da formulagdo gastro-
resistente.

100 ~
90 -
80 -
70 -

60 -
50 - =—¢— Caspsula gastro-

resistente
40 -

30 -
20 -
10 -

0 & — 4 — T
0 50 100 150 200

Tempo (minutos)

Comprimido comercial

% de atividade enzimatica

Fonte: Do autor.

Antes de iniciar a discussao sobre o método analitico de quantificacdo, uma
importante etapa é o planejamento das amostras, onde estabelecemos a quantidade de
principio ativo (teor) e as quantidades de excipientes que irdo variar durante a pesagem

das amostras, e como parte deste planejamento esté inserido o teste de homogeneidade.

4.3 METODO ANALITICO DE ANALISE MULTIVARIADA

4.3.1 Teste de homogeneidade de misturas

E através do teste de homogeneidade que garante a eficicia da mistura dos
componentes (excipientes + principio ativo) (EL-HAGRASY et al., 2001). As figuras
14 e 15 apresentam uma analise visual em quintuplicatas dos espectros de infravermelho
em diferentes concentragfes do principio ativo (concentragdo minima do ativo (80%) e
concentragdo maxima do ativo (120%) e em diferentes tempos de agitacao.

Ao observar as figuras abaixo, nota-se que a repetibilidade das quintuplicatas

ficaram melhor evidenciadas no tempo de agitagdo de 5 minutos. Também se pode



60

notar que o melhor tempo de agitagédo foi de 5 minutos atraves da realizacdo da média

dos desvios padrdes das quintuplicatas (Tabela 26).

Figura 14: Quantidade minima de lactase na formulacdo com diferentes tempos de agitacdo: 1 minuto (a),
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Do autor.
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Figura 15: Quantidade maxima de lactase na formulacdo com diferentes tempos de agitacdo: 1 minuto (a),
5 minutos (b), 10 minutos (c) e 15 minutos (d).
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Fonte: Do autor.

Para se obter os resultados presentes na tabela a seguir foram realizadas as
leituras da absorbancia em todos os nimeros de ondas (4000-400 cm™ com resolucéo
de 4 com™) em quintuplicatas das concentracdes minima e maxima da enzima nos
diferentes tempos de agitacdo descritos anteriormente, calculado o desvio padréo para
cada regido do infravermelho e feito a média destes desvios para posterior analise

estatistica.
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Tabela 26: Média dos desvios padrdes das quintuplicatas do teste de homogeneidade de misturas.

Tempo de agitacdo (min) D.P.R. das concentracbes D.P.R. das concentragdes maximas
minimas do ativo do ativo
1 0,002958 0,006236
5 0,002495 0,002336
10 0,002928 0,003526
15 0,004428 0,005136

Fonte: Do autor.

Analisando os resultados através das medi¢oes do IV das amostras em diferentes
concentragdes e dos desvios padrdes dos diferentes tempos de agitacdo, conclui-se que a
homogeneidade €, de fato, uma etapa prévia importante antes de obter os espectros que
serdo utilizados na analise multivariada.

Assim, ao garantir uma boa homogeneizagdo, a mistura entre biofarmaco e
excipientes atinge um nivel étimo e ndo apresenta segregacdo de particulas que poderia
inviabilizar todo o estudo de quantificacdo do ativo através de IV.

Isso porque quando ocorre segregacdo, proveniente de mistura em excesso, as
partes retiradas da amostra para a leitura do espectro de IV ndo apresentam quantidades

iguais de farmaco e excipientes e acaba se tornando ndo reprodutivel as tripilicatas.

4.3.2 Anélise quantitativa de g-galactosidase

A reflectancia atenuada do espectro de infravermelho do pé de lactase pura esta
apresentada na figura 16. Uma analise qualitativa desta figura ajuda a destacar as bandas
das regides que mais podem contribuir para os modelos preditivos (FERREIRA et al.,
2013).
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Figura 16: Espectro de infravermelho de lactase pura.
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Fonte: Do autor.

As bandas observadas entre 1640 e 1000 cm™ séo caracteristicas da enzima f-
galactosidase. Onde entre 1700 a 1590 cm™ é referente & amida | de proteinas
(MANTSCH ;CHAPMAN, 1996).

Foram realizadas as leituras no espectrofotbmetro das 100 amostras de
formulacdo de lactase com variagcdo na concentracdo do principio ativo. Cada leitura era
feita em triplicata e a média das leituras era utilizada para montar o modelo de
calibracéo.

As amostras de calibracdo foram selecionadas de modo a assegurar a
representacdo e distribuicdo homogénea do conteudo de lactase.

Neste trabalho, as técnicas de pré-processamento testados foram: utilizando o
software OMNIC, os pré-processamentos dos espectros foram a suavizac¢do dos ruidos
entre 4000-3600 cm™ provenientes da umidade do ambiente, a suavizacio da banda de
CO, entre 2400-2200 cm™ e a correcéo da linha de base.

Através da tabela 27 pode-se afirmar que a utilizacdo desses pré-processamentos

acima citados foram Uteis para diminuir o desvio padrdo entre as leituras.
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Tabela 27: Média dos desvios padrdes das quintuplicatas dos dados processados e ndo processados.

Tempo de agitac¢éo (min) D.P.R. dos dados ndo D.P.R. dos dados processados
processados
1 0,008843 0,006236
5 0,003812 0,002336
10 0,00348 0,003526
15 0,007355 0,005136

Fonte: Do autor.

Utilizando o software MATLAB, 0s pré-processamentos para as matrizes X e Y,
sinal e concentracdo, respectivamente, utilizou-se a primeira derivada e auto
escalonamento.

Para analisar as 100 amostras (Figura 17) utilizou-se o modelo de PLS (Partial
Least Squares), pois o espectro de infravermelho da lactase ndo apresenta nenhuma
banda caracteristica que a difere dos demais componentes da formulacdo, como pode
ser visto através da figura 18. E para achar o melhor nimero de variaveis latentes foi
empregado a Validacdo Cruzada (Cross Validation) com leave-one-out que permite que
0 modelo se ajuste a todas as amostras e sirva como modelo global capaz de analisar

amostras desconhecidas.

Figura 17: Espectros de infravermelho das 100 amostras de formulacdo de lactase utilizadas para preparar
0 modelo de calibrag&o.
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Fonte: Do autor.



65

Figura 18: Espectros de infravermelho de todos 0os componentes presentes na amostra.
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Fonte: Do autor.

O desempenho dos modelos construidos é avaliado pelos vetores de coeficiente
de regressdo (R?), do erro quadratico médio da validacdo cruzada (RMSECV) e erro
quadratico médio de calibracdo (RMSEC).

A deteccdo de outliers é tdo importante quanto a determinacdo do numero de
componentes principais que serdo empregadas no modelo. Ao verificar a qualidade do
conjunto de calibracdo, deve-se assegurar de que as amostras formam um conjunto
homogéneo, removendo-se aquelas amostras que sao solitarias. Para a deteccdo de
"outliers”, usa-se duas grandezas complementares: leverage e residuos de Student
(FERREIRA et.al., 1999).

A leverage € uma medida da influéncia de uma amostra no modelo de regressao.
Um valor de "leverage" pequeno indica que a amostra em questdo influencia pouco na
construcdo do modelo de calibracdo. Por outro lado, se as medidas experimentais de
uma amostra sao diferentes das outras do conjunto de calibracgdo, ela provavelmente tera
uma alta influéncia no modelo, que pode ser negativa. Em geral, estas amostras
solitarias estdo visiveis no grafico de scores (FERREIRA et.al., 1999).

Como os residuos de Student sdo definidos em unidades de desvio padrdo do
valor médio, os valores além de +2,5 séo considerados altos sob as condi¢fes usuais da
estatistica (FERREIRA et.al., 1999).
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A andlise do grafico dos residuos de Student versus leverage para cada amostra é
a melhor maneira de se determinar as amostras andbmalas. Amostras com altos residuos
mas com pequena leverage provavelmente tém algum erro no valor da concentragéo,
que deve, de preferéncia, ser medida novamente. Outra op¢éo sera a exclusdo de tal
amostra do conjunto de calibracdo. Amostras com residuo e leverage altos devem
sempre ser excluidas e o modelo de calibragdo reconstruido (FERREIRA et.al., 1999).

A seguir o gréafico (Figura 19) dos residuos de Student versus leverage para as

100 amostras da calibracéo.

Figura 19: Residuos de Student versus leverage para as 100 amostras da calibracao.
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Fonte: Do autor.

Apbs a selecdo dos dados e de construir varios modelos, o melhor modelo foi

utilizando 66 amostras para a constru¢do do modelo de calibragéo (Figura 20).
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Figura 20: Espectros de infravermelho das 66 amostras de formulacdo de lactase utilizadas para
preparar o modelo de calibracéo.
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Fonte: Do autor.

Como mostra a tabela 28, o melhor modelo de PLS construido foi utilizando a
combinacdo de dois modos de pré-processamentos (12 derivada e autoescalonamento)
como pode ser observado através do R® de calibracéo, validacdo e predicdo. Assim,
construiu-se 0 modelo com 7 variaveis latentes e com um RMSEC de 1,5%, RMSECV
de 4,3%, RMSEP de 1,2% e esses resultados explicam 63,2% dos valores de X e
98,29% dos valores de Y.

Tabela 28: Resultados da calibragéo e da validacdo da formulagdo farmacéutica utilizando PLS.

RMSEC RMSECV RMSEP RZCaIibragéo RzValida(;z?lo RZPredigéo

(%) (%) (%)
1" derivada 4,04 8,14 1,60 0,81726 0,39994 0,96015
Auto 2,01 3,19 2,78 0,94364 0,85993 0,89804
escalonamento
Combinacéo de 1,52 43 1,19 0,98281 0,86368 0,98057
ambos

Fonte: Do autor.

Na tabela 29 e figura 21 é possivel ver que a combinacdo sequencial de ambos

0s métodos de pre-processamento permitem a quantificacdo da p-galactosidase
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utilizando o método proposto. Esses resultados mostram que a andlise utilizando PLS ¢

capaz de quantificar a enzima em formulacgdes farmacéuticas.

Tabela 29: Resultados obtidos da quantificacdo da f-galactosidase utilizando PLS.

Equacao R’
1 derivada y =1,0065 x — 0,6864 0,8173
Auto escalonamento y=0,9431 x + 3,835 0,9436
Combinacdo de ambos y = 0,968 x + 2,2826 0,9811

Fonte: Do autor.

Figura 21: Grafico de correlacdo entre os dados medidos x preditos.
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Fonte: Do autor.

Para a validacdo, amostras independentes similares as amostras da calibracéo
foram preparadas com 3 niveis diferentes de teor de lactase (correspondendo a 80, 100 e
120% de concentracdo de ativo). Trés independentes lotes de cada formulacdo foram
preparados e analisados em 3 diferentes dias, resultando em 9 lotes de comprimidos. A
validacdo foi feita de acordo com o guia do ICH que inclui exatiddo, precisdo
(repetibilidade e precisao intermediaria) e linearidade.

A tabela 30 mostra o resultado da validacdo obtida com o método de MIR
desenvolvido para lactase. A exatiddo foi calculada atraves da recuperagcdo, e a
recuperacdo teve valores satisfatorios (proximo a 100%) nos trés niveis de
concentracdo. A precisdo do metodo foi calculada através de dois parametros:

repetibilidade (precisdo intradia) e precisdo intermediaria (repetibilidade em diferentes
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dias). Ambos os parametros estdo dentro dos valores aceitaveis (maximo de 5 % de

D.P.R.) em todos os niveis de concentracao.

Tabela 30: Resultados da validagdo da formulacdo farmacéutica utilizando modelo PLS.

Preciséo Exatidao
Nivel de concentracdo Repetibilidade Precisdo intermediaria Recuperacao
(% p-galactosidase) (DPR%) (DPR%) (%)
80 0,70 0,58 98,46
100 0,89 0,60 101,89
120 1,36 0,56 98,46

Fonte: Do autor.

O melhor valor de repetibilidade foi obtido no nivel mais baixo enquanto o

melhor valor de precisdo intermediaria foi obtido no nivel mais alto. Esses resultados

podem ser explicados através da alta capacidade preditiva do modelo (RMSECV baixo

e alto R?).

A figura 22 mostra o perfil de linearidade obtido do método quimiométrico de

MIR para quantificacdo da enzima S-galactosidase.

Figura 22: Gréfico da validacdo dos dados preditos.
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Fonte: Do autor.

Os valores preditos do teor de lactase nas amostras controles foram comparados

85

com os Vvalores obtidos pelo método de referéncia da USP (método utilizando reagédo
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colorimétrica a partir do substrado de ONPG e quantificada através da espectroscopia

UV-Vis) em termos de recuperacao do teor do principio ativo (Tabela 31).

Tabela 31: Resultados obtidos das amostras controles por MIR e pelo método de referéncia.

Amostras controle UV-Vis (%) MIR (%) Recuperacao *(%)
1 90.64 88.71 97.87
2 88.02 87.23 99.74
3 84.53 85.79 100.89
Média 88.02 87.23 99.74
DPR (%) 2.5 1.19 1.24

Fonte: Do autor.
Nota: (*) Calculado como 100xMIR/UV-Vis.

Ao analisar a tabela acima, conclui-se que o método desenvolvido utilizando a
espectrofotometria na regido do IV também pode ser utilizado como método alternativo
de quantificacdo da enzima S-galactosidase, pois os valores de recuperagéo estdo dentro
da faixa esperada.

Suas desvantagens é que ele € um método que ndo quantifica a atividade
enzimatica, pois necessita de uma reacdo colorimétrica que apresenta sinal na regido do
visivel, e ndo é capaz de visualizar uma possivel desnaturacdo da enzima. Porém, dentre
suas vantagens estdo: o rapido preparo de amostra, uma técnica de baixo custo para
quantificar o teor, facil manuseio, ndo apresenta residuos quimicos e atende aos

interesses industriais.
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5 CONCLUSAO

A lactase extraida € monomérica, com 105 kDa, estavel em pH que varia de 4,0
a 9,0, e temperatura de 50 °C e é a enzima responsavel pela catalise da hidrolise de
polissacarideos, dentre eles, da lactose. O uso clinico de tais biofarmacos apresenta
limitacOes, uma vez que a enzima em questdo possui baixa estabilidade sob condicGes
extremas, como pH muito &cidos ou bésicos e alta temperatura pode levar a inativacédo
enzimatica.

Ao realizar o teste de estabilidade nota-se que a embalagem primaria €
fundamental na manutengdo da atividade enzimética da lactase. Ao término do estudo
de estabilidade, os comprimidos que estavam dentro da sua embalagem primaria
tiveram uma diminuicdo da sua atividade de aproximadamente 7,5%, enquanto 0S
comprimidos que foram armazenados fora da sua embalagem original tiveram uma
perda de aproximadamente 35,0%. Ao realizar o teste de dissolucéo também do produto
comercial americano nota-se que a formulacdo existente ndo é capaz de proteger a
enzima da acdo degradante do ambiente gastrico do estdbmago, apresentando ao final do
teste uma perda de 65,0% de atividade enzimatica. Em comparagdo com a forma
farmacéutica gastro-resistente (capsulas de hipromelose), ndo houve perda de atividade
durante a etapa 4cida e ao final do ensaio de dissolucdo a atividade encontrada foi de
93,0%. Este ensaio de dissolucdo abre novas perspectivas sobre a questdo da protecao
enzimética em formulacGes, pois é de suma importancia que a formulacdo garanta uma
alta atividade enzimatica no local de acdo desejada. Quanto ao método de quantificacdo
por infravermelho, observou-se que a homogeneidade da mistura entre biofarmaco e
excipientes influencia na construcdo do modelo ideal e ao processar os dados, utilizando
pré-processamentos, constatou-se que a 0 melhor modelo apresenta 7 VL, RMSECV de
4,3 %, RMSEP de 1,2%. Portanto, este método tem potencial para ser utlizado para a
quantificacdo do teor de lactase, pois conforme recomendacdo da RE 899 de 29 de maio
de 2003 da ANVISA, os métodos de dosagem devem ter um coeficiente de variacdo de

no maximo 5%.
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