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RESUMO/ABSTRACT/RESUME

As benzodiazepinas, lorazepam e oxazepam, sdo experimentadas em preparagdes
farmacéuticas com a finalidade de estudar a sua formulacdo, estabilidade e
biodisponibilidade. Este trabalho € dividido em trés capitulos experimentais:

1°- Preparagdo de comprimidos de acgdo prolongada contendo oxazepam, usando
uma matriz hidrofila constituida por Carbopol 934. Estudo da influéncia de vdrios adjuvantes
e métodos de preparagdo na liodisponibilidade do oxazepam. Determinagido da estabilidade
e biodisponibilidade.

2°- Estudo da absorgéo rectal do oxazepam em supositérios. Influéncia do indice
de hidroxilo (glicerideos semi-sintéticos - Novata) e do laurilsulfato de sédio (concentracdes
superiores e inferiores a concentra¢do micelar critica). Ensaios de avaliagdo da estabilidade e
verificagdo das caracteristicas biofarmacéuticas dos supositérios.

3%- Estudo da estabilidade do lorazepam em solugdes aquosas e em solventes de
natureza hidréfila. Influéncia do pH (superiores ou inferiores ao pKa), dos solventes
(glicerina, PEG 400, propilenoglicol e d4gua/propilenoglicol) e dos tensioactivos (cloreto de

benzalcénio, laurilsulfato de sédio e Tween 80).

The benzodiazepines, lorazepam and oxazepam, are experimented in
pharmaceutical preparations to study their formulation, stability and bioavailability. This
work is divided in three experimental chapters:

15t Preparation of oxazepam sustained release tablets, using a hydrophilic
matrix made of Carbopol 934. Influence of the adjuvants and preparation methods in the
oxazepam dissolution rate. Determination of the stability and bioavaibility.

2nd. Study of rectal absorption of oxazepam suppositories. Influence of the
hydroxyl value (semi-synthetic glycerides - Novata) and of sodium lauryl sulfate (above
and below CMC). Determination of the stability and biopharmaceutical parameters of the
suppositories. '

3rd . Study of the lorazepam stability in aqueous solution and in hydrophilic
solvents. Influence of the pH (above and below pKa), solvents (glycerin, PEG 400, propylene
glycol and water/propylene glycol) and surfactants (benzalkonium chloride, sodium lauryl

sulfate and Tween 80).
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Les benzodiazepines, lorazepam et oxazepam, sont essayeés dans quelques

formules pharmaceutiques avec I'objectif d'étudier sa formulation, stabilité et
biodisponibilité. Ce travail est reparti en trois chapitres experimentaux:

1€T- Preparation de comprimés a liberation contrdlée avec oxazepam, employant
une matrice hydrophile constituée par Carbopol 934. Etude de l'influence de différents
adjuvants et des méthodes de préparation dans la lyodisponibilité de l'oxazepam.
Détermination de la stabilité et biodisponibilité.

2¢éme. ftude de l'absorption rectal de l'oxazepam en suppositoires. Influence de
l'indice d'hydroxyle (glycérides semi-synthétiques - Novata) et du laurylsulfate de sodium
(au-dessus et au-dessous de la CMC). Essai d'avaliation des caractéristiques
biopharmaceutiques des suppositoires. |

3éme. Etude de la stabilité du lorazepam en solutions aqueuses et en solvents
hydrophiles. Influence du pH (au-dessus et au-dessous du pKa), des solvents (glycérine, PEG
400, propyléneglycol et eau/propyléneglycol) et des surfactants (chlorure de benzalkonium,

laurylsulfate de sodium et Tween 80).
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PREFACIO

Poucas classes de farmacos mereceram a aceitagdo e a popularidade que
obtiveram as benzodiazepinas durante as tltimas trés décadas. Tudo leva a crer que para tal
contribuiu ndo s6 a sua relativa seguranga (inocuidade, ndo criagdo de dependéncia,
tolerancia), mas fundamentalmente a resposta eficaz as necessidades dos clinicos e doentes

dadas as suas acgdes farmacol6gicas.

Por este motivo, as benzodiazepinas sdo os tranquilizantes mais utilizados no

mundo ocidental, sendo o diazepam o exemplo mais representativo deste grupo de compostos.

Assim, nédo surpreende que hoje em dia as benzodiazepinas sejam dos farmacos
estudados com mais intensidade em todo o mundo, podendo isto ser atestado pelas 11 338
referéncias feitas por Schiitz a trabalhos efectuados acerca destes compostos até 1988. Neste
conjunto, porém, apenas dizem respeito a drea cientifica em que o presente trabalho se insere,
os seguintes estudos: 100 galénicos, 50 de absor¢io, 500 de farmacocinética e 70 de hidrélise. Por
outro lado, a consulta as principais revistas de 4mbito farmacéutico também permite concluir
que sdo escassos 0s trabalhos directamente relacionados com os problemas galénicos
decorrentes da preparagéo de formas farmacéuticas contendo benzodiazepinas. E nesta classe

terapéutica, ainda mais raros sdo os trabalhos referentes ao lorazepam e ao oxazepam.

Atendendo a estes factos, e pretendendo dar continuidade a um trabalho iniciado

em 1985, estes dois compostos foram os escolhidos para o estudo presente.




CAPITULO I

BENZODIAZEPINAS

- CONSIDERACOES GERAIS -




1.1. - HISTORIA

Através da histéria, e muito particularmente nos tempos que correm, a ansiedade
tem sido reconhecida como parte inerente do ser humano, traduzindo de forma evidente as
preocupacdes que sente o cidaddo comum no dia a dia. E perante esta realidade que as
benzodiazepinas se apresentam como um dos grupos de farmacos mais importantes da
actualidade clinica, visto serem os tranquilizantes menores usados com maior frequéncia no
tratamento da ansiedade.

De facto, desde a antiguidade 0 homem recorreu ao consumo de drogas que actuam
sobre as faculdades mentais. Como exemplo, podemos citar Marks(1), que refere "as mulheres
etilizadas com genebra popularizadas pelas caricaturas de Hogarth, ou os bebedores de
laudano do periodo vitoriano, o haxixe do Médio Oriente, o 6pio da China e a psilociba da
América Central".

Contudo, os brometos foram introduzidos na clinica em 1853 inicialmente como
sedativos e depois como hipnéticos. Até 1900, apenas o hidrato de cloral, o paraldeido, o
uretano e o sulfural foram utilizados como sedativos/hipnéticos. Em 1903, foi introduzido na
clinica o barbital e nove anos depois o fenobarbital que, além das acgbes anteriormente
enunciadas, possuia ac¢do anticonvulsivante(2). O sucesso destes compostos é atestado pelos
milhares de derivados barbitdricos que foram sintetizados, embora se comecializasse apenas
meia centena. Em 1960, com a aparecimento da primeira benzodiazepina, o clorodiazepdxido,

comegou a dar-se o creptisculo dos barbitiiricos.

As benzodiazépinas s@o agentes terapéuticos descobertos em 1960 e converteram-se
de imediato num dos grupos de farmacos mais utilizados em todo 0 mundo, merecendo mesmo a
critica de que o seu uso se propagou em demasia. Assim, 0 entusiasmo inicial foi substituido
gradualmente por uma condenagio crescente que atingiu o auge na década de 70.

No inicio dos anos 80 debateu-se com profundidade o balango entre os aspectos
positivos e negativos deste grupo de compostos. Ndo se tendo encontrado substitutos, e com o
desenvolvimento de novos derivados benzodiazepinicos, verificou-se novamente uma grande
aceitabilidade destes farmacos, que voltam a implantar-se na sociedade comtemporanea.

A descoberta da acgdo das benzodiazepinas no SNC aconteceu com a sintese e o
estudo da acgdo farmacoldgica do clorodiazepdxido em 1960, seguindo-se o diazepam em 1963,

0 oxazepam e O nitrazepam em 1965.



Embora a introdugéo clinica destes compostos tivesse ocorrido apenas na década

de 60, pode dizer-se que a histéria destes fdrmacos comegou em finais do século XIX.

Em 1891, Anwers e Von Meyenburg(3) sintetizaram uma benzo-3-oxa-1,4-
-diazepina por tratamento da 2-aminoacetofenona-oxima(A) ou da 2-acetaminoacetofenona-
-oxima(B) com a mistura de Beckmann. Por sua vez, o composto (B) pode ser obtido a partir de
(A) por reacgdo com o cloreto de acetilo. Contudo, s6 em 1924 se estabeleceu a estrutura

definitiva das benzo-3-oxa-1,4-diazepinas(C) (Fig. 1).

C=NOH
A) CH
( : o
N\C
. —
Mistura de Beckmann \
CH,CcoQl /O
=N
NHCOCH; © I
CH,
C=NOH
(B) CH,

Figura 1 - Sintese das benzo-3-oxa-1,4-diazepinas.

A partir da estrutura destes compostos, Sternback(3,4) idealizou e realizou a
sintese de outras benzo-3-oxa-1,4-diazepinas. Comegou por fazer modificagdes no anel
benzénico e acetilagbes nas aminoacetofenona-oximas(D), resultando aminoacetofenona-
- oximas do tipo(E) que, reagindo com dcidos, permitiram a obtencdo de benzo-5-fenil-3-oxa-
-1,4- diazepinas(F) (Fig. 2).

Prosseguindo os estudos nesta drea, a etapa seguinte foi a introdugdo de grupos
quimicos na molécula de benzo-5-fenil-3-oxa-1,4-diazepina os quais normalmente comunicam
propriedades farmacoldgicas.

Em 1955, Sternbach verificou que as modifica¢des introduzidas na molécula,

nomeadamente uma hidrogenagédo, ndo levaram a formagdo de novas benzo-5-fenil-3-oxa-1,4-
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-diazepinas, mas sim & formagdo de quinazolinas, concretamente a 6-cloro-4-fenilquinazolina-

-3-6xido(G), por remogdo do oxigénio do anel (Fig. 3).

. . /I{1
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Figura 2 - Sintese das benzo-5-fenil-3oxa-1,4-diazepinas;

R2 - grupo fenilo; Y - dtomo de cloro.

()

Figura 3 - Sintese da 6-cloro-4-fenilquinazolina-3-6xido.

Em 1957, Sternbach(5) conseguiu finalmente, por tratamento do 6-cloro-4-
-fenilquinazolina-3-6xido(H) com a metilamina, sintetizar a molécula da primeira 1,4-
-benzodiazepina, o clorodiazepéxido(I) (Fig. 4).

Randall(6) realizou os estudos farmacolégicos, concluindo que o clorodiazepéxido
apresentava propriedades sedativas, tranquilizantes, relaxantes musculares e
anticonvulsivantes mais potentes e toxicidade menor do que a apresentada pelos firmacos

usados habitualmente na clinica (meprobamato, cloropromazina e fenobarbital).




(H) | , i)

Figura 4 - Sintese do clorodiazep6xido.

Contudo, do ponto de vista quimico, a estrutura molecular das 14-
-benzodiazepinas estava em pleno desenvolvimento (a sintese do clorodiazepéxido fora
casual), procurando sintetizar-se compostos com maior estabilidade sem modificar as suas
propriedades farmacolégicas. Assim, o substituinte da posigdo 2(I), a metilamina, que era
causa de instabilidade em solugbes e suspensfes aquosas inicialmente preparadas, foi
facilmente retirado por hidrélise dcida, originando o substituinte 2-cetona, sem que ocorresse
qualquer alteragdo na actividade farmacolégica.

Finalmente, foi efectuada a remogdo do grupo N-6xido(7), levando a obteng¢do da
estrutura quimica das 1,4-benzodiazepinas(K), alteragdo esta que contribuiu para um aumento

ligeiro da poténcia farmacoldgica destes compostos (Fig. 5).

NHCH, _
N—c N—co N— c_—o
\o \o
@ () (K)

Figura 5 - Sintese das 1,4-benzodiazepinas.

A partir deste momento, os Laboratérios de Indidstria Farmacéutica,




principalmente os Laboratérios Roche e os Laboratérios Wyeth, investiram todos os seus

esforcos na descoberta de novos derivados benzodiazepinicos que apresentassem vantagens
relativamente ao clorodiazep6xido, quer em estabilidade quimica, quer em eficdcia
farmacolégica.

Deste modo, ndo surpreende o aparecimento do diazepam(8,9), fdrmaco cuja
activida&e farmacoldgica é 3 a 10 vezes maior que a manifestada pelo clorodiazepéxido,
principalmente no que diz respeito a ac¢do relaxante muscular.

Passados dois anos, Bell(10) sintetizou o oxazepam, fdirmaco que apresentava a
mesma actividade farmacolégica do clorodiazepéxido, manifestando contudo uma diminui¢do
dos efeitos secundarios(11).

No mesmo ano, Sternbach(12) sintetizou o nitrazepam, formaco que se revelou com
uma actividade anticonvulsivante extraordindria(13). |

Ao longo dos tltimos 20 anos foram sintetisadas e comercializadas muitas outras
1,4-benzodiazepinas, demonstrando o elevado interesse clinico que estes firmacos tém
suscitado. Podem referir-se como exemplos 0 medazepam em 1968, o temazepam e o flurazepam
em 1970, o clorazepato dipotassico em 1972, o desmetildiazepam em 1973, o bromazepam e o
tetrazepam em 1974, o flunitrazepam e o clonazepam em 1975, o lorazepam e o prazepam em
1977, etc.

Entretanto, foram desenvolvidos programas(14) para a obten¢do de novos
derivados benzodiazepinicos, conduzindo & obtengdo de modelos sofisticados destes compostos.
Um interesse particular vai para os compostos resultantes da introdugdo de um anel
heterociclico na posigdo 1 e 2 das 1,4-benzodiazepinas, originando as triazolo e as
imidazolobenzodiazepinas.

As triazolobenzodiazepinas(15,16) sdo as 1,2-heterociclo-1,4-benzodiazepinas
mais conhecidas, visto que possuem um rendimento terapéutico elevado. As
imidazolobenzodiazepinas(17,18) sdo as 1,2-heterociclo-1,4-benzodiazepinas mais recentes,
sendo o0 anel imidazélico responsavel pelo aumento da estabilidade, enquanto a presenga do
grupo metilo na posicdo 1 do referido anel é responsavel pela acgdo ultra-curta destes
compostos.

As primeiras triazolobenzodiazepinas comercializadas foram o estolazam em
1975, o triazolam em 1977 e o alprazolam em 1981. Quanto as imidazolobenzodiazepinas, o
primeiro composto a ser comercializado foi 0 midazolam em 1978.

A introdugdo de um anel heterociclico na posigéo 4 e 5 das 1,4-benzodiazepinas

originou o aparecimento das oxazolo e oxazinobenzodiazepinas(19). Estes fdrmacos pertencem



ao grupo das 4,5-heterociclo-1,4-benzodiazepinas, cujo comportamento farmacologico é

semelhante ao do diazepam.

As oxazolobenzodiazepinas comercializadas até ao momento sdo o cloxazolam, o
flutazolam, o haloxazolam e o oxazolam, enquanto o cetazepam ¢é a tnica
oxazinobenzodiazepina.

A evolugdo quimica destes compostos levou ao aparecimento de uma nova
estrutura quimica, as 1,5-benzodiazepinas. Apesar da alteragdo quimica verificada na posigao
4 (de uma fung¢do imina por um grupo ceténico) as 1,5-benzodiazepinas apresentam um
comportamento farmacolégico semelhante ao das 1,4-benzodiazepinas. O clobazam é o
composto mais conhecido.

Recentemente, foi sintetisada uma nova estrutura quimica, a qual pode designar-
-se por 2,3-benzodiazepinas; até ao presente momento, sé6 o tofisolam é comercializado,

possuindo propriedades ansioliticas.

Devido a aceitagdo que as benzodiazepinas tém na actualidade(20,21), quer por
parte dos clinicos, quer por parte dos doentes, e sabendo a importancia que este grupo de
farmacos representa para os Laboratdrios da Inddstria Farmacéutica, é de supor que na década
de 90 novas benzodiazepinas surgirdo, ja que ndo se vislumbra, para este século, 0 aparecimento

de substitutos dotados da mesma actividade e, até, maior inocuidade.




1.2. - CLASSIFICACAO E RELACAO ESTRUTURA-ACTIVIDADE

As benzodiazepinas sdo classificadas, de acordo com a sua estrutura quimica, em
cinco grupos: as 14-benzodiazepinas, as 1,2-heterociclo-14-benzodiazepinas, as 4,5
-heterociclo-1,4-benzodiazepinas, as 1,5-benzodiazepinas e as 2,3-benzodiazepinas.

No Quadro I, encontra-se esquematizada esta classificagdo, e nele se indicam os

grupos, os subgrupos e exemplos dos compostos mais significativos de cada tipo.

QUADRO I

CLASSIFICAGAO DAS BENZODIAZEPINAS

GRUPO SUBGRUPO COMPOSTOS

2-amino-4-Oxido clorodiazepéxido

clonazepam; desmetildiazepam
diazepam;flunitrazepam
1,3-dihidro-2-cetona flurazepam; lorazepam
1,4-benzodiazepinas lormetazepam; nitrazepam
oxazepam; prazepam,; temazepam

1,3-dihidro-2-tioxo quazepam
2,3-dihidro medazepam; metaclazepam
imidazolo midazolam

1,2-heterociclo-
-1,4-benzodiazepinas triazolo adinazolam; alprazolam
‘ estolazam; triazolam

oxazolo ' cloxazolam; flutazolam
4,5-heterociclo- haloxazolam; oxazolam
-1,4-benzodiazepinas o

oxazino cetazepam
1,5-benzodiazepinas clobazam
2,3-benzodiazepinas tofisolam




Como se pode observar no Quadro I, as 1,4-benzodiazepinas representam o grupo

mais importante, atendendo nio s6 a quantidade de derivados que o forma, mas devido
fundamentalmente a grande utilizagdo na clinica(19,22). As 1,3-dihidro-2-cetona sdo as mais
usadas.

Assim sendo, com excepgdo do clorodiazepéxido, medazepam, metaclazepam e
quazepam, todas t&ém a mesma estrutura quimica(Fig. 6), diferindo apenas nos substituintes das

posigdes Ry, R3, Ry e Ry (Quadro 1D).
N—coo
Ry —N

Figura 6 - Estrutura quimica das 1,4-benzodiazepinas.

As 1,4-benzodiazepinas tém uma estrutura quimica constituida por trés anéis,
designados por A, B e C, estando a actividade farmacoldgica destes compostos dependente dos
seus substituintes(19).

No anel A é necessario e importante para a farmacocinética desejada a presenga
de um grupo electronegativo na posigdo 7. A actividade aumenta com a presenga de
substituintes cloro, hitro e trifluormetilo e diminui com a presenga de substituintes metilo e
metoxi. O principal substituinte na posigdo 7 é o 4tomo de cloro. Contudo, a nivel da relagdo
estrutura-actividade farmacolégica tem-se verificado que o grupo nitro, por exemplo no
clonazepam, é o responsdvel pelo aumento da poténcia anticonvulsivante. Qualquer
substituinte nas posigdes 6, 8 e 9, diminui a actividade das 1,4-benzodiazepinas.

No anel B, a presenga de um substituinte metilo, na posi¢do 1, aumenta a
actividade farmacolégica destes compostos, enquanto a presenca de substituintes de cadeia
longa a diminui. Na posigdo 2, a substituigdo da fungdo ceténica diminui a actividade. A

presencga de um grupo electronegativo, hidroxi ou metoxi, na posigéo 3, diminui a poténcia das



1,4-benzodiazepinas, mas, por outro lado, diminui também a toxicidade destas moléculas,

visto serem facilmente metabolizadas por conjugagédo. O tert-butilo é completamente inactivo.
No anel C, a presenga de substituintes cloro ou fluor na posigdo 2'(orto) aumenta a
actividade farmacolégica, enquanto em meta ou em para a diminui, além de apresentar

efeitos indesejaveis.

QUADRO II

SUBSTITUINTES DAS POSICOES Ry, R3, Ry, e Ry’
DAS 1,4-BENZODIAZEPINAS

1,4-BENZODIAZEPINAS R1 R3 Ry Roe

" clonazepam H H NO2 Cl
desmetildiazepam H H Cl H
diazepam CHj H Cl H
flunitrazepam CHj H NO»p F
flurazepam CH2CH7N(C2Hs5)2 H Cl F
lorazepam H OH Cl Cl
lormetazepam CHj3 OH Cl Cl
nitrazepam H H NO»p H
oxazepam - H OH Cl H
prazepam CH2<] H Cl H
temazepam CHs3 OH Cl H
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1.3.- SINTESE

Com o sucesso clinico alcancado pelas benzodiazepinas, e associando a este facto o
aparecimento de um nimero cada vez maior destes compostos, desenvolveram-se vérios

métodos para a sua sintese(3,23), prevalecendo essencialmente os indicados na Fig. 7.

R
. R . I
NH ) . NHCOCH-Hal
z” 2 7
Rl_\ I ) Hal-COCH-Hal _ Rx_\ I
=0 o c=0
~d I ’ h
R R
~ 2 . 2
(44] . _ (ID)
Alg-OCO
Piridina CHR.HCA NH,
A .
H,N
Y
i
N—co ' N—co
-~ 7~ \CI-IR
e e . D)
X ~—N c=0 I
Co—
NH,
74 I 2 |
~—R Ry
S~ 2 N\

av) (I

Figura 7 - Métodos usados na sintese das 1,4-benzodiazepinas.
Método A:1->11 > T ->1V.
Método B: 1> IV.
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Como pode observar-se, em ambos 0s casos, como matérias-primas para a sintese

das benzodiazepinas sdo usadas as o-aminocetonas (I).

No método A, por tratamento apropriado, substituindo com um halogeneto de
haloalquilacetilo a benzofenona, obtém-se um composto(Il) que, tratado com amonia, origina
uma 1,4-benzodiazepina(lV), formando-se o composto intermedidrio aminado(Ill). Este
composto cicliza rapidamente por aquecimento e em muitos casos espontaneamente.

O método B, por tratamento da benzofenona com um cloridrato de um éster
alquilico de um aminoédcido num solvente, preferencialmente a piridina, conduz directamente
do composto(l) a 1,4-benzodiazepina(IV).

O método A geralmente origina melhores produgdes com cerca de 70-80% de
produtos puros. O método B facilita a sintese de 1,4-benzodiazepinas que possuam substituintes
na posigio 3. Desde entdo muitos a-aminodcidos transportam adicionalmente substituintes no

carbono c.
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1.4.- FARMACOLOGIA

As acgOes farmacoldgicas das benzodiazepinas sdo a causa primordial da grande
aceitacdo que estes compostos tém na classe médica em particular e nos doentes em geral.

As acgdes farmacolégicas das benzodiazepinas sdo as seguintes: acgdo ansiolitica,
accdo sedativathipnética), acgdo anticonvulsivante e acgdo relaxante muscular. Todas estas
acgbes se apresentam em maior ou menor extensdo, e a predomindncia de uma delas
relativamente as restantes, para uma mesma benzodiazepina, depende apenas e

exclusivamente da dose e da via de administragdo utililizada.

Muitos dos trabalhos desenvolvidos nesta drea, além de mostrarem como as
benzodiazepinas produzem os seus efeitos terapéuticos, tém fornecido indicagbes para
explicarem 0s mecanismos neuroquimicos basicos que intervém no controlo da ansiedade,
convulsdes, relaxamento muscular e, talvez, do sono. Um facto que sobressai é a diversidade de
mecanismos de ac¢do que lhes sdo atribuidos. Com efeito, as pesquisas efectuadas ainda ndo
permitiram chegar a demonstragdo de uma s6 teoria, mas sim de vdarias hipéteses, para
explicar os efeitos farmacolégicos das benzodiazepinas. Contudo, a orientagdo da investigagdo
foi progressivamente dirigida para o estudo da acgdo indutora das benzodiazepinas na
modulagdo do funcionamento de certas vias neuronais, particularmente ao nivel da
neurotransmissio.

Para explicar as ac¢bes farmacoldgicas das benzodiazepinas tem sido proposta
uma multiplicidade de sistemas neurotransmissores, nomeadamente a acetilcolina(24,25), as
catecolaminas(26-30), a serotonina(31,32), o 4cido y-aminobutirico (GABA)(33-37) e a
glicina(38,39).

Os estudos bioquimicos e electrofisiolégicos mais recentes sugerem que as
benzodiazepinas actuam no SNC, pelo menos em parte, facilitando a transmissdo em neurénios
gabaérgicos. Nos anos 70 e 80 foram feitas varias descobertas nesta drea, destacando-se as
seguintes: as benzodiazepinas actuam a nivel neuronal potenciando o principal
neurotransmissor inibitério, 0 GABA(33,40-43); no cérebro dos mamiferos identificaram-se
receptores especificos para as benzodiazepinas, localizados nas sinapses gabaérgicas (20,44).

O GABA ¢ o principal neurotransmissor do cérebro e distribui-se de uma maneira
pouco uniforme por todo o SNC. A concentragio mais elevada de GABA encontra-se nas reas
extrapiramidais e hipotélafno, sendo na medula espinhal que se encontra em concentragdo
mais baixa(32).

Existem dois tipos de receptores GABA, um dependente (receptor ligado ao
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transportador de membrana) e outro independente da presenga do s6dio(28,30,31). Este tltimo,

post-sindptico, ainda poderd ser subdividido em receptores GABA p, e GABAR(33,35,36). O
receptor GABA 5 é insensivel ao baclofeno, sensivel & bicuculina e estd ligado ao canal cloro. O
receptor GABAR é sensivel ao baclofeno, insensivel a bicuculina e parece requerer a presenga
de calcio(33,34,45).

Estudos in vitro e in vivo tém revelado que as benzodiazepinas, os barbittricos,
0s opidceos, o etanol e outros psicofdrmacos exercem muita influéncia nos componentes do
complexo receptor GABA. Nas membranas do SNC, o GABA, as benzodiazepinas, a
picrotoxina e os barbittiricos ocupam quatro locais diferentes, mas que interactuam(46). Em
geral, os fairmacos depressores, ansioliticos, anticonvulsivos e convulsivos, actuam por ligagdo
a um componente modificando alostericamente os outros locais de ligagdo deste complexo(36).

Perto destes locais de ligacdo foi identificada uma substancia que modifica a
afinidade dos receptores do GABA, a GABA-modulina, reduzindo de forma ndo competitiva o
nimero de locais de alta afinidade para o GABA(33,40,44,48,49). A sua remogdo origina um
aumento da afinidade do GABA para os seus receptores(33,45,47,48).

Existemm muitas maneiras de alterar a transmissdo mediada pelo GABA. A
neurotransmissdo ¢ facilitada pelas benzodiazepinas devido & sua capacidade de a aumentar,
por remogéo ou inibigdo da GABA-modulina(49). \‘

Contudo, o efeito farmacoldgico das benzodiazepinas depende fundamentalmente
da sua capacidade de ligagdo para os receptores especificos, visto que novos tipos de moléculas
com alta afinidade para esses receptores foram descobertos(50-54). De facto, as
benzodiazepinas competem no local especifico do receptor GABA com outras substancias, que
sdo classificadas de acordo com a acgdo produzida. Assim, 0s agonistas actuando nos receptores
referidos produzem o mesmo efeito farmacolégico que aquelas (zopiclone, zopildem, etc.); os
antagonistas competitivos ndo modificam a actuagdo do GABA, nem produzem efeitos
farmacolégicos (flumazenil); os agonistas invérsos fixam-se aos receptores benzodiazepinicos
produzindo efeitos farmacoldgicos contrérios, isto ¢, actuam como convulsivantes e ansiogénios
(DMCM, B-Carbolinas)

As propriedades anticonvulsivas e relaxantes musculares (55-57) das
benzodiazepinas podem ser explicadas pelo papel importante que 0 GABA desempenha como
neurotransmissor dos receptores post-sindpticos, na epilepsia e no relaxamento muscular. As
propriedades ansioliticas e hipnéticas destes compostos sdo ainda de dificil explicagdo.
Segundo uns autores(58-61), resultam da potenciagio do efeito do GABA no cértex; para outros

(62), talvez a mediagdo seja feita por outros receptores.
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1.5.- ASPECTOS FARMACOCINETICOS

Uma das principais diferencas entre as benzodiazepinas é o comportamento
farmacocinético e metabdlico que tém no homem. Apé6s a administragdo de uma dose destes
compostos, uns sdo eliminados a uma velocidade muito lenta (desmetildiazepam), enquanto
outros desaparecem rapidamente do organismo (triazolam). Estas diferengas sdo muito
importantes clinicamente, visto que os factores farmacocinéticos determinam a duragido do
efeito do fairmaco e, deste modo, constituem a base para a elaboragio de um regime racional de
dosagem.

Para as varias indica¢fes clinicas a necessidade de duracio do efeito
farmacoldgico das benzodiazepinas difere completa e fundamentalmente. Nos tratamentos
prolongados, anticonvulsivantes ou ansioliticos, as benzodiazepinas utilizadas devem ter um
comportamento farmacocinético prolongado, indicando-se para o efeito farmacos com acgdo
longa, pois estes sdo lentamente eliminados do organismo. Nestas circunstancias, depois da
administracdo de uma dose de farmaco, a concentracdo efectiva deste mantém-se sem que seja
necesséaria administragdo frequente. Por outro lado, se se deseja acgdo hipnética, a acgdo do
farmaco deve ser restrita a noite, pois o doente deve despertar isento de qualquer efeito
farmacolégico. Assim, em terapia hipnética deve recorrer-se a benzodiazepinas de acgido
curta, sendo administradas todas as noites e originando assim uma acgdo farmacolégica
intermitente.

Com base nestas consideragdes pode concluir-se que, para o tratamento ansiolitico
e anticonvulsivante, as benzodiazepinas mais convenientes sdo as de tempo de semi-vida
biol6gica grande (acgdo longa), enquanto para o tratamento sedativo (hipnético) ha vantagens

em utilizar benzodiazepinas com tempo de semi-vida bioldgica pequeno (acgdo curta)(63).

Na farmacocinética das benzodiazepinas é essencial ndo se considerar apenas a
cinética do farmaco, mas também a dos seus metabolitos activos, que possuem caracteristicas
farmacocinéticas proprias. Portanto, o efeito clinico das benzodiazepinas resulta do somatério
das farmacocinéticas do farmaco e dos seus metabolitos activos. Isto é particularmente
importante durante um tratamento crénico, quando ocasionalmente os niveis de metabolitos
activos sdo mais elevados do que os da benzodiazepina administrada. Esta situagdo ocorre
frequentemente, quando o fdrmaco administrado tem um tempo de semi-vida biolégica pequeno

(clorazepato dipotassico, fosazepam e prazepam) e é metabolizado num composto
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farmacologicamente activo com um tempo de semi-vida bioldgica grande (desmetildiazepam)

(63-65).

A eliminagdo dos metabolitos activos € de grande importincia em relagdo a
classificagdo destes firmacos em benzodiazepinas de acgdo curta, média ou longa. Quando um
composto forma quantidades aprecidveis de um metabolito activo com um tempo de semi-vida
bioldgica grande, serd potencialmente de acgdo longa, mesmo quando o composto precursor é
eliminado completa e rapidamente (tempo de semi-vida biolégica pequeno). Isto acontece
principalmente com benzodiazepinas que contém grupos azotados substituidos, pois sofrem
N-desalquilagdo oxidativa (diazepam e flurazepam)(66-69). Se as benzodiazepinas contém
um grupo hidroxilo, este é directamente conjugado em compostos inactivos, dependendo a
duragdo dos efeitos farmacolégicos apenas do composto precursor, geralmente classificado

como benzodiazepina de accdo curta ou média (lorazepam, oxazepam e temazepam)(70-75).

1.5.1.-FARMACOCINETICA

Quando uma benzodiazepina é administrada (excepto na administra¢do por via
endovenosa) e se estuda a concentragdo plasmatica em fungdo do tempo, obtém-se uma curva na
qual se podem distinguir trés fases: fase de absorgdo, com aumento da concentragdo; fase de
distribuigdo, com diminuigdo rdpida da concentragdo depois de atingida a concentragdo

méxima, e a fase de metabolizagao e eliminagdo, com diminuigdo lenta da concentragio.

1.5.1.1.- Fase de absor¢io

A intensidade de acgdo de um determinado farmaco depende em grande parte da
velocidade de absorg@o e do aparecimento de substincias activas no sangue.

As benzodiazepinas sio bem absorvidas quando administradas por via oral. Como
se pode observar no Quadro III, o diazepam e o clorazepato dipotéassico sio rapidamente
absorvidos com resultado imediato nos efeitos farmacolégicos. Em contraste, o prazepam,
devido apenas a metabolizagdo lenta no seu metabolito activo, o desmetildiazepam, origina o
aparecimento dos efeitos farmacolégicos tardios(71,76-78).

A absorgédo das benzodiazepinas varia, consoante 0 composto em questdo, quando
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administradas por via intramuscular. Assim, em relagdo ao clorodiazepdxido e ao diazepam a

absorgdo ¢ lenta e irregular, enquanto para o lorazepam é rdpida e completa(70,79-81).

QUADRO III

~ VELOCIDADE DE ABSORGAO
APOS ADMINISTRACAO POR VIA ORAL

BENZODIAZEPINA VELOCIDADE DE ABSORCAQ
Diazepam RAPIDA
Clorodi oxid

orodiazepdxido N
Lorazepam
Flurazepam -
Alprazolam
Triazolam
Oxazepam
Temazepam v
Prazepam ) LENTA

Em rela¢do a administragdo por via rectal, estudos referentes ao diazepam e ao
nitrazepam indicam uma absorgio rdpida e completa(82-84). Todavia, no que diz respeito ao
Oxazepam e a0 temazepam a absor¢do rectal é menor que a verificada na administracio
oral(75,85).

Quanto & absor¢do por via sublingual, ha estudos em relagdo ao lorazepam
indicahdo que as concentragbes plasmaticas ndo diferem significativamente das encontradas
ap0s a administragdo por via oral e intramuscular(86).

Para o flurazepam, midazolam e triazolam, a administracio por via intranasal

origina uma absor¢do maior do que a encontrada para a via oral (87).
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1.5.1.2.- Fase de distribuigdo

De um modo geral, as benzodiazepinas aparecem ligadas as proteinas
plasméﬁcas em altas percentagens, como se pode observar no Quadro IV(22). Em concentragdes
terapéuticas o clorodiazep6xido e o diazepam ligam-se as proteinas plasmaéticas em 92-97% e
98-99%, respectivamente.

Além da ligacdo proteica muito elevada, as benzodiazepinas sdo muito
lipossoliveis (com excepgdo do midazolam), distribuindo-se rapidamente nos tecidos do

organismo e atravessando facilmente a barreira hematoencefélica(88).

QUADRO IV

o LIGACAO AS PROTEINAS PLASMATICAS
BENZODIAZEPINA LIGACAO AS PROTEINAS (%)

Alprazolam : ’ 67-72
Clobazam 88-93
Clorodiazepéxido , 92-97
Diazepam 98-99

, Desmetildiazepam » 96-98

t Flunitrazepam 77-80

' Lorazepam 88-92

\ Midazolam 95-98
Nitrazepam 82-87
Oxazepam 95-98
Temazepam 97-98

’ Triazolam 75-80

|

\

k

I _ A solubilidade e distribuigdo das benzodiazepinas nos lipidos tém implicagdes no
seu comportamento clinico(89). Como o aumento da lipofilia facilita a passagem para o SNC,
a resposta de acgdo do diazepam é mais rdpida do que a do clorodiazepéxido e do lorazepam.

Por outro lado, as benzodiazepinas com caracteristicas mais lipéfilas transferem-se

como ¢ o caso do tecido adiposo. Assim se compreende que o efeito terapéutico de uma dose de

I

|

|

’ rapidamente da corrente sanguinea e do cérebro para locais periféricos de armazenamento,
|

|
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lorazepam (que tem um tempo de semi-vida biolégica médio), administrada por via
endovenosa seja maior do que o de uma dose de diazepam, devido essencialmente ao facto de a
sua concentragdo plasmatica diminuir lentamente, estando associado com a distribui¢do nos
tecidos.

As benzodiazepinas atravessam a placenta. Estudos realizados com o diazepam e
0 oxazepam indicam que estes compostos aparecem na circulagio fetal em concentragbes

plasmaticas iguais ou superiores as encontradas no plasma materno (88,90-92).

1.5.1.3.- Fase de metabolizacao e de eliminagio

Com excepgdo do clorazepato dipotassico, o principal local de metabolizagdo das
benzodiazepinas é o figado. A principal via de eliminagio € a excregdo renal.

As principais vias metabélicas das benzodiazepinas envolvem processos de
oxidagdo (desalquilagdo e hidroxilagdo), de conjugagdo (glucuronizagio e acetilagdo) e de

redugdo (Quadro V)(78).

QUADRO V

VIAS METABOLICAS

OXIDACAO CONJUGACAO REDUCAO
Alprazolam Lorazepam Clonazepam
Clobazam Lormetazepam Nitrazepam
Clorodiazep6xido Oxazepam

Diazepam Temazepam

Desmetildiazepam

Flunitrazepam

Midazolam

Triazolam

Em geral, as benzodiazepinas que seguem a via oxidativa t¢m tempos de semi-

-vida bioldgica grandes e metabolitos activos, enquanto aquelas que sdo conjugadas
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apresentam tempos de semi-vida bioldgica pequenos e metabolitos inactivos. As
benzodiazepinas de acgio longa tém como metabolito activo o desmetildiazepam. O tempo de
semi-vida biolégica deste metabolito é de 50-100 horas, o que prolonga a actividade
farmacolégica da benzodiazepina que o originou.

O metabolismo e a eliminagdo das benzodiazepinas sdo pardmetros importantes,
porque permitem determinar a velocidade e a extensdo com que estes compostos sdo acumulados
no organismo. As benzodiazepinas com tempos de semi-vida biol6gica grandes acumulam-se
lenta e extensamente, enquanto as de tempos de semi-vida biolégica pequenos estabilizam

rapidamente e acumulam-se muito pouco.

1.5.2.- CLASSIFICACAO

As benzodiazepinas sdo classificadas de acordo com os seus tempos de semi-vida
bioldgica e/ou os seus metabolitos activos, nos seguintes grupos: benzodiazepinas de acgdo
ultra-curta ; benzodiazepinas de acgdo curta a média e benzodiazepinas de acgdo longa

(22,88,93,94).

1.5.2.1.- Benzodiazepinas de acg¢do ultra-curta

O triazolam e o midazolam sdo benzodiazepinas de acgdo ultra-curta por
apresentarem tempos de semi-vida biolégica pequenos, de 1,5-5 horas. Também os seus
metabolitos activos contribuem para esta classificagdo, pois, no caso do triazolam, o 4-
-hidroxitriazolam e o a-hidroxitriazolam sdo encontrados no sangue em concentragdes abaixo
das concentragbes terapéuticas, ao passo que no caso do midazolam a forma livre 1-
-hidroximetilmidazolam tem um tempo de semi-vida biol6gica de 1 hora e a forma conjugada

de 80 minutos.
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1.5.2.2.- Benzodiazepinas de acgdo curta a média

O lorazepam, 0 oxazepam e 0 temazepam tém tempos de semi-vida bioldgica de
10-15, de 5-10 e de 9,5-12,5 horas, respectivamente. Estes compostos sdo conjugados pelo acido
glucurdnico formando metabolitos inactivos. Uma fracgdo pequena (1%) de temazepam sofre
desmetilagdo originando o oxazepam. O oxazepam ¢ metabolito activo de varias
benzodiazepinas, resultando em regra da hidroxilagio do desmetildiazepam.

O alprazolam também é uma benzodiazepina de ac¢do média, pois apresenta um
tempo de semi-vida biolégica de 12-15 horas. A principal via de metabolizagdo do
alprazolam envolve uma oxidagdo (hidroxilagdo) e uma conjugacdo (glucuronizagio). Dos
vérios metabolitos, o a-hidroxialprazolam é o principal, pois é o tinico que possui actividade

terapéutica significativa.

1.5.2.3.- Benzodiazepinas de acgdo longa

O diazepam tem um tempo de semi-vida bioldgica de 20-70 horas. O seu principal
metabolito é o desmetildiazepam, cujo tempo de semi-vida biolégica é de 50-100 horas. Outros
metabolitos activos do diazepam sdo o oxazepam e o temazepam. Durante a administragdo
crénica de diazepam, a actividade clinica e os efeitos secundarios sdo explicados pela
acumulagdo do desmetildiazepam.

O flurazepam tem um tempo de semi-vida bioldgica pequeno, de 2,3 horas, sendo
um farmaco inactivo até ser metabolizado. A longa acgdo é atribuida a um dos seus metabolitos
activos, o desalquilflurazepam, cujo tempo de semi-vida biolégica é de 47-100 horas. O
hidroxietilflurazepam ¢ um metabolito de acgdo curta, tendo um tempo de semi-vida biol6gica
de apenas 2-4 horas.

O clorodiazepéxido é metabolizado a desmetilclorodiazep6éxido e a demoxepam,
que sdo farmacologicamente activos. O demoxepam é em parte inactivado e em parte
convertido em desmetildiazepam, que é entdo hidroxilado a oxazepam. Assim, a actividade
terapéutica do clorodiazepéxido é mantida por quatro metabolitos. Os tempos de semi-vida
bioldgica do clorodiazepéxido e dos dois principais metabolitos, o desmetilclorodiazepéxido e
0 demoxepam, sdo de 5-30, de 8-24 e de 14-95 horas, respectivamente.

O clorazepato dipotéassico é considerado como um pré-farmaco devido a hidrélise

acida que sofre no estdmago, originando o desmetildiazepam, que aparece na corrente
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sanguinea e € responsavel pela sua acgdo longa.

As benzodiazepinas acima descritas representam exemplos tipicos de cada grupo.

Existem, contudo, muitas outras benzodiazepinas cuja enumeracdo e descrigdo se tornaria

cansativa e repetitiva. Por isso se elaborou o Quadro VI onde aparecem as benzodiazepinas

usadas com mais frequéncia na clinica.

QUADRO VI

TEMPOS DE SEMI-VIDA BIOLOGICA (ty0)
E METABOLITOS ACTIVOS

- BENZODIAZEPINA t1/2 (horas)

METABOLITOS ACTIVOS

ACCAO ULTRA-CURTA

Midazolam 1,5-5
Triazolam 1,5-5
ACCAO CURTA
Oxazepam ‘ 5-10
ACGCAO MEDIA
Alprazolam 12-15
Flunitrazepam 15-35
Lorazepam 10-15
Nitrazepam 2040
Temazepam 9,5-12,5
ACCAOLONGA
Clonazepam 18-39
Clorodiazep6xido 5-30*
Desmetildiazepam 50-100
Diazepam 20-70
| Flurazepam 2,3*

1-hidroximetilmidazolam
a-hidroxi e 4-hidroxitriazolam

o-hidroxialprazolam
Desmetilflunitrazepam

Oxazepam

7-amino e 7-acetaminoclonazepam
Desmetilclorodiazepéxido;
Demoxepam

Oxazepam

Desmetildiazepam; Oxazepam;
Temazepam

Hidroxietil e Desalquilflurazepam;
Hidroxietilflurazepam
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1.5.3.- FACTORES QUE INFLUENCIAM A FARMACOCINETICA

e

Embora as benzodiazepinas ndo sejam farmacos que apresentem riscos
toxicolégicos demasiado grandes quando administradas em doses terapéuticas, é importante
ter em atengdo que a farmacocinética destes compostos varia de maneira mais ou menos

significativa em fungdo dos seguintes factores: grupos etrios, sexo e estados patoldgicos.

1.5.3.1.- Grupos etdrios

1.5.3.1.1.- Gravidez e periodo perinatal

As benzodiazepinas atravessam facilmente as membranas biolégicas, incluindo a
placenta.

Quando administradas durante o primeiro trimestre da gravidez, podem causar
danos no feto, aumentando o risco de mal-formagdes congénitas(95).

)

A administragdo crénica durante a gravidez pode originar dependéncia no recém-
-nascido, que se traduz em sindrome de abstinéncia. As benzodiazepinas com acgdo hipnética
(flurazepam, temazepam e triazolam) sdo contra-indicadas durante este periodo(88,96).

As benzodiazepinas sdo utilizadas no parto como relaxantes da musculatura
pélvica, para prevenir e inibir as convulsdes eclampsicas, ou para diminuir a ansiedade da
mie(97). Contudo, a administragdo de doses elevadas destes compostos antes ou durante o
parto pode provocar no recém-nascido depressdo respiratoria, hipotermia e alteragdes do
ritmo cardiaco(96).

As benzodiazepinas sdo excretadas no leite, mas s6 atingenql niveis clinicos

significativos se a méde tomar doses elevadas(94,98).

1.5.3.1.2.- Pediatria

E no controlo das convulsGes e da ansiedade que se encontra a principal indicagao
das benzodiazepinas em pediatria(16). As benzodiazepinas tém que ser administradas
cuidadosamente nas criangas para ndo causarem efeitos longos e indesejiveis, devido ao facto

de o metabolismo e a excregdo estarem enfraquecidos em relagdo aos adultos, principalmente a
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capacidade de hidroxilagdo que é limitada nos primeiros dias ap6s o parto(99).
O uso do midazolam é controverso, ja que € indicado por uns(100) e contra-indicado

por outros(101).

i

1.5.3.1.3.- Geriatria

A farmacocinética das benzodiazepinas altera-se com o envelhecimento do corpo
humano. O tempo de semi-vida biolégica e o volume aparente de distribuigdo aumentam,
enquanto a clearance total diminui. Assim, aumenta a acumulagdo destes firmacos e seus
metabolitos, o que explica o aumento da intensidade dos efeitos secundarios nos idosos
(102,103). |

Nestas circunstancias, as benzodiazepinas com tempos de semi-vida bioldégica
pequenos, como € o caso do oxazepam e do lorazepam, apresentam vantagens pois sdo compostos
metabolizados por glucuronizagdo que ndo seguem as vias metabdlicas oxidativas

enfraquecidas nos idosos(104-106).

1.5.3.2.- Sexo

O sexo influencia as concentragSes plasmdticas maximas das benzodiazepinas, que

tendem a ser mais altas na mulher que no homem(107).

1.5.3.3.- Estados patolégicos

1.5.3.3.1.- Doencas hepaticas

Como o figado é o principal local de metabolizagdo das benzodiazepinas, as
doengas hepéticas originam enfraquecimento dos processos metab6licos, nomeadamente a
desalquilag@o e a hidroxilagido, causando alteragGes significativas na farmacocinética destes
compostos(108). Nestas circunstancias, aconselham-se benzodiazepinas com tempos de semi-
-vida biologica pequenos, como o lorazepam e 0 oxazepam, para evitar acumulagio excessiva

de fArmaco e/ou dos seus metabolitos activos(109,110).
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1.5.3.3.2.- Hipoalbuminémia

Como as benzodiazepinas aparecem ligadas em alta percentagem a albumina no
sangue, em doentes com hipoalbuminémia deve diminuir-se a dose diéria, para que a

quantidade de farmaco livre diminua também(111).

1.5.3.3.3.- Doencas respiratdrias

Embora as benzodiazepinas causem menos depressdo respiratfria que outros
sedativos, em caso de doengas respiratérias devem utilizar-se com precaugdo, pois podem

originar falhas respiratdrias(95).

1.5.3.3.4.- Doencas cardiovasculares

As benzodiazepinas em doentes cardiovasculares originam efeitos secundarios
insignificantes, excepto em intoxicagdes graves.

Os estudos ja realizados revelam que as benzodiazepinas sdo inécuas, mesmo em
doentes submetidos a cirurgia cardiaca, ndo existindo alteragdes importantes no ritmo

cardiaco, na pressdo sanguinea e na resisténcia periférica(112).

1.5.3.3.5.- Doengas renais

Apesar da excregdo renal ser a principal via de eliminagdo das benzodiazepinas,
o efeito das doengas renais na farmacocinética destes fairmacos néo esta esclarecido, porque as
disfungGes renais resultam numa redugio das proteinas plasmaticas, originando um aumento de

|
‘t farmaco livre e um aumento da clearance total(113).
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1.5.4.- INTERACCOES

Basicamente, as interacgdes entre os firmacos podem ocorrer a trés niveis
distintos: farmacéutico (preparagdes), farmacodindmico e farmacocinético.

Contudo, as alteragdes sofridas pelas benzodiazepinas acontecem essencialmente
a nivel da farmacocinética quando administradas em conjunto com outros firmacos. Estas

alteragbes podem ter lugar nas diferentes etapas farmacocinéticas destes compostos.

1.5.4.1.- Interac¢des na absorg¢io

Geralmente, as benzodiazepinas sdo administradas por via oral. Quando o
clorazepato dipotdssico é administrado por esta via em simultdneo com antidcidos, verifica-
-se uma menor absorgdo desta benzodiazepina, originando concentragdes plasmaéticas mais
baixas do que as obtidas quando administrada sézinha, devido a alteragdo do pH no
estdOmago(114). Esta alteragdo na absor¢do ndo se verifica quando se administra

simultaneamente clorodiazepéxido ou diazepam com antidcidos(115,116).

1.5.4.2.- Interacgdes na ligagio as proteinas

Os anticoncepcionais influenciam a farmacocinética das benzodiazepinas, pois
aumentam o volume aparente de distribui¢do e diminuem a ligagdo as proteinas plasmaticas.
Como consequéncia, as mulheres que usam anticoncepcionais sdo mais sensiveis as
benzodiazepinas, requerendo doses mais baixas destes compostos(117).

O etanol também baixa a ligagdo das benzodiazepinas as proteinas, aumentando
a sua concentra¢do plasmaética(118-120).

A heparina origina um aumento dos dcidos gordos livres na corrente circulatéria,
os quais tém forca suficiente para deslocar as benzodiazepinas dos seus locais de ligagdo.
Viérios estudos referenciam um aumento da fracgdo livre do clorodiazepéxido,
desmetildiazepam, diazepam e oxazepam quando administrados em simultineo com

diferentes doses de heparina(115-117).
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1.5.4.3.- Interacg¢des na eliminagdo

No tratamento de doentes epilépticos, o clonazepam é administrado em
simultdneo com outros anticonvulsivantes. Esta benzodiazepina apresenta niveis plasmaticos
mais baixos quahdo coadministrada com a fenitoina e o fenobarbital, devido essencialmente a
um aumento da clearance de 46-58% e de 19-24%, respectivamente(121).

O diazepam quando administrado juntamente com a antipirina tem uma
eliminagdo hepdtica mais rapida, a qual é confirmada pelo tempo de semi-vida biolégica
mais pequeno e pelo aumento da clearance plasmdtica. O desmetildiazepam, principal
metabolito do diazepam, também apresenta um tempo de semi-vida biolégica mais
pequeno(122).

Quanto aos tuberculostaticos, parece que a isoniazida prolonga o tempo de semi-
-vida biolégica do diazepam. Na terapia tripla (isoniazida, etambutol, rifampicina) o tempo
de semi-vida bioldgica do diazepam é mais pequeno e a clearance é maior. Este efeito é devido
provavelmente a rifampicina que induz o sistema enzimdtico de metabolizagdo(123). A
isoniazida aumenta o tempo de semi-vida biolégica do triazolam, mas ndo influencia a
farmacocinética do oxazepam(124).

As benzodiazepinas sdo utilizadas como adjuvantes no tratamento das tlceras
gastricas. Contudo, a cimetidina altera a farmacocinética do clorodiazepéxido,
desmetildiazepam, diazepam e flurazepam, aumentando o tempo de semi-vida biolégica e
diminuindo a clearance e o volume aparente de distribui¢do(125-127). Pelo contrério, a
farmacocinética do lorazepam e do oxazepam néo é alterada pela cimetidina(127,128).

A utilizagdo concominante de dissulfiramo e benzodiazepinas é, por vezes,
utilizada em tratamentos prolongados nos alcodlicos e os estudos realizados indicam que o
dissulfiramo reduz a clearance plasmética do clorodiazepéxido e do diazepam, mas nio

altera a do oxazepam(116,123).

1.5.5.- EFEITOS SECUNDARIOS

As benzodiazepinas causam, por vezes, efeitos secundérios mais intensos que os
proprios efeitos farmacolégicos. Os mais comuns sdo: sonoléncia, ataxia, fadiga, vertigens e
sincopes. Em geral, estes efeitos sdo transitérios e ocorrem durante os primeiros dias da

terapia, diminuindo com a continuidade desta por desenvolvimento da tolerdncia, ou com a
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redugio da dose(129).

Provavelmente, os mais expostos a estes efeitos sdo as criangas, os idosos, os
doentes hepaticos e hipoalbuménicos, devendo ser diminuida a dose inicial de farmaco. Em
recém-nascidos originam prolongadas depressdes do SNC(130).

Outros efeitos secundérios das benzodiazepinas no SNC sio: dor de cabega,
pesadelos, depressdo mental e alucinagdes(131).

Paradoxalmente, as benzodiazepinas podem originar estimulagdo do SNC,
resultando os efeitos secundarios em ansiedade, agitagdo, distirbios do sono, pesadelos,
hiperactividade e aumento dos espasmos musculares(132,133). Nestas circunstidncias o

tratamento deve ser interrompido.

1.5.6.- DEPENDENCIA, TOLERANCIA E ABSTINENCIA

As benzodiazepinas podem originar dependéncia fisica e psiquica quando
administradas em doses altas e em tratamentos prolongados, principalmente em doentes com
personalidade instavel. O risco de dependéncia é muito pequeno, quando estes firmacos sdo
administrados em doses normais(134,135). |

A toleréncia as benzodiazepinas desenvolve-se provavelmente para os efeitos
sedativos(136).

Uma subita paragem na administragdo de benzodiazepinas em doentes com
dependéncia fisica produz graves sintomas de abstinéncia, tais como ansiedade, anorexia,
insénia, vémitos, diarreia, irritabilidade, ataxia, alucinag¢bes e convulsdes. Para as
benzodiazepinas com tempo de semi-vida biolégica grande, os sintomas de abstinéncia

verificam-se vérios dias apds o fim do tratamento(137-140).

1.5.7.- SOBREDOSAGEM

Em geral, a sobredosagem das benzodiazepinas conduz a estados de sonoléncia,
ataxia, hipotensdo e coma. Embora alguns autores referenciem a paragem cardiaca, a morte
resultante de sobredosagem das benzodiazepinas é muito rara, sobretudo na auséncia de 4lcool

e de outros depressores do SNC(141).
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1.6.- USOS CLINICOS

Como ja foi referido anteriormente, as benzodiazepinas tém acgdes farmacolégicas
idénticas. Quando administradas em doses terapéuticas, ndo é possivel dizer se uma
benzodiazepina é mais eficaz do que outra para a obtengdo de determinada acgdo
farmacolégica. Contudo, as diferengas encontradas na farmacocinética destes compostos
adquirem importdncia na escolha da benzodiazepina apropriada para a situagdo clinica
apresentada.

Na clinica, as benzodiazepinas sdo indicadas como ansioliticos no tratamento da
ansiedade; como hipnéticos no tratamento da insénia; como anticonvulsivantes no tratamento
de convulsdes; como relaxantes musculares esqueléticos no tratamento de espasmos musculares;
em pré-cirurgia no tratamento da ansiedade e como anestésicos; sdo ainda indicadas no

tratamento dos alcodlicos.

1.6.1.- ANSIEDADE

As benzodiazepinas sdo mais especificas no sistema limbico que os barbitiricos e o
meprobamato, reduzindo a ansiedade sem produzirem sono(95). Portanto, a preferéncia das
benzodiazepinas é baseada no facto de produzirem acgdo ansiolitica, sem originarem sedaggo.
Os farmacos mais utilizados como ansioliticos sdo o alprazolam, o lorazepam e o oxazepam
devido a apresentarem reduzida acumulagio no organismo, e o prazepam devido ao seu

metabolito activo aparecer lentamente na corrente sanguinea(88,142,143).

1.6.2.-INSONIA

O flurazepam, o nitrazepam, 0 quazepam, 0 temazepam e o triazolam sdo as
benzodiazepinas que produzem sono quando administradas em doses terapéuticas, sendo
portanto indicadas como hipnéticos(144-146). Estes compostos causam menor depressdo

respiratoria e menos dependéncia em idosos que os barbittricos e 0 meprobamato.
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Outras benzodiazepinas indicadas inicialmente como ansioliticos sdo usados como

hipnéticos, como é o caso do clorodiazepéxido e do diazepam devido a serem rapidamente
absorvidas no tracto gastrintestinal(147). O lorazepam e o oxazepam sdo utilizados como
hipnéticos em idosos e em individuos com doengas hepéticas, pois tém tempos de semi-vida

biolégica pequenos e ndo apresentam metabolitos activos(148,149).

1.6.3.- CONVULSQES

As benzodiazepinas sdo eficazes em diversos estados de epilepsia. O clonazepam
administrado por via oral é a benzodiazepina mais utilizada como anticonvulsivante(150). O
clorodiazepoxido, o diazepam e o lorazepam administrados por via endovenosa sdo também
usados em estados epilépticos(95,151).

O diazepam administrado por via endovenosa é particularmente utilizado em
convulsdes agudas na presenga de depressio do SNC (em doentes com sobredosagem de

antidepressores triciclicos ou fenotiazinas), pois ndo origina apneia como os barbitricos.

1.6.4.- ESPASMOS MUSCULARES

As benzodiazepinas diminuem o ténus muscular em doentes com espasmos
musculares. O diazepam tem sido usado na paralisia cerebral, nas escleroses multiplas, nas

lesbes da medula espinhal e em envenenamentos com estricnina(88,95).

1.6.5.- CIRURGIA

As benzodiazepinas sdo utilizadas em cirurgia na indug¢do da anestesia, na
normalizag¢do do ritmo cardiaco e em processos de endoscopia(152-155). Na inducdo da
anestesia, o diazepam é administrado por via endovenosa sendo mais seguro mas menos eficaz

que os barbittiricos(156,157). O clorodiazepéxido e o lorazepam sdo também indicados nestas
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situagbes clinicas(88,158,159).

1.6.6.- ALCOOLISMO

As benzodiazepinas sdo indicadas no tratamento de alco6licos para evitar estados
de agitagdo, de tremor, de "delirium tremens" e as alucinagdes. O clorodiazep6xido, o
diazepam, o lorazepam e 0 oxazepam sdo eficazes, embora 0 oxazepam nio seja administrado
por via endovenosa devido a apresentar baixa solubilidade em solventes de natureza
- hidrof£ila(16,88,148). O clorazepato dipotdssico é também administrado por via oral na

desintoxicacdo alcodlica(160).
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1.7.- CONSUMO EM PORTUGAL

As benzodiazepinas constituem a classe dos compostos ansioliticos, também
chamados de tranquilizantes menores, cuja utilizagdo terapéutica é mais elevada em todos os
paises do mundo ocidental (CEE e EUA). Os estudos realizados acerca do consumo das
benzodiazepinas permitem afirmar que 10 a 20% dos adultos dos referidos paises tomam
regularmente medicamentos contra a ansiedade. Este facto esta relacionado com a substitui¢do
gradualmente crescente dos barbitiricos pelas benzodiazepinas(21,161,162).

Embora néo tenha sido possivel o acesso ao consumo nacional, pode prever-se que
Portugal, como pais membro da CEE, apresente consumo de benzodiazepinas dentro dos limites
apontados anteriormente.

Deste modo, procurou avaliar-se o consumo hospitalar das preparagdes contendo
estes compostos, quer através dos valores dos concursos ptblicos efectuados pela Direcgdo dos
Servigos de Aprovisionamento da Secretaria Geral do Ministério da Satide, quer através das
aquisi§6es efectuadas pelos Servigos Farmacéuticos do Hospital Geral de Santo Anténio e do
Hospital Conde Ferreira.

Virias benzodiazepinas estdo incluidas no Formulario Hospitalar Nacional de
Medicamentos(163), em formas simples e compostas destinadas a administra¢do por via oral,
parentérica e rectal. O oxazepam foi retirado do Formuldrio Hospitalar Nacional de
Medicamentos em 1990, embora este composto ainda tenha sido submetido a concurso publico
em 1991 pela referida Secretaria Geral. Todavia, outras benzodiazepinas constam neste
Formulario.

No Quadro VII apresentam-se os niimeros de unidades das formas farmacéuticas,
submetidos a concurso piblico entre 1985 e 1991, contendo o lorazepam e o oxazepam,
benzodiazepinas com as quais realizamos este trabalho, e também o diazepam, sem qualquer
divida a benzodiazepina mais estudada e mais consumida no mundo. A andlise dos resultados
permite concluir que o lorazepam representa cerca de 31,1% e o oxazepam 2,1%, enquanto o
diazepam representa aproximadamente 46,7% do total de unidades.

No mesmo Quadro indica-se 0 nimero de unidades das formas farmacéuticas
adquiridas pelos Servigos Farmacéuticos dos Hospitais referidos ao periodo entre 1985 e 1991,
contendo as mesmas benzodiazepinas. No Hospital Geral de Santo Ant6nio os consumos médios
em relagdo ao nimero total de unidades durante estes anos foram de 16,5% para o lorazepam,
de 0,8% para o oxazepam e de 65,1% para o diazepam. No Hospital Conde Ferreira os
consumos médios em relagdo ao nimero total de unidades, para 0s mesmos anos, foram de 20,7%

para o lorazepam, de 1,3% para o oxazepam e de 24,6% para o diazepam.
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QUADRO VII

FORMAS FARMACEUTICAS CONTENDO BENZODIAZEPINAS

POSTAS A CONCURSO PUBLICO PELO MINISTERIO DA SAUDE E

ADQUIRIDAS PELOS HOSPITAIS GERAL DE SANTO ANTONIO E CONDE FERREIRA

INSTITUICAO 1985 1986 1987 1988 1989 1990 1991
MINISTERIO DA SAUDE
' Total 4278110 4702650 4599300 4871112 4550045 4398860  4583608-
Diazepam 1982910 2017450 2154250 2266647 2467268 2053918 1991048
Lorazepam 1520000 1695000 1428000 1451200 1364640 1196440 1287500
Oxazepam 63500 92100 72500 104340 94200 93470 164822
HOSPITAL GERAL DE SANTO ANTONIO
Total 153762 138893 170698 179995 139916 139347 137790
-Diazepam 103167 99198 107534 108694 87510 91400 90294
Lorazepam 23300 31400 30700 34600 22990 16700 17016
Oxazepam 985 1915 1560 1400 1530 690 782
"HOSPITAL CONDE FERREIRA
Total 358914 486847 449390 382681 274830 333210 314592
Diazepam 96828 129816 79000 92000 80000 77500 80672
Lorazepam. 72060 122780 94000 107000 33000 60000 20000
Oxazepam 9085 . 5991 3000 1500 3600 5160 11720
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CAPITULO II

COMPRIMIDOS DE ACCAO PROLONGADA

CONTENDO OXAZEPAM




2.1.- INTRODUCAO

As formas farmacéuticas de acgdo prolongada tém como finalidade colocar a
disposi¢do do organismo, o mais rapidamente possivel, uma dose de principio activo que
permita atingir, ou mesmo ultrapassar ligeiramente, a concentracido minima eficaz. A
quantidade restante ird manter a acgo terapéutica por tempo apreciavelmente mais longo do

que aquele que se consegue com uma dose tinica convencional.

A obtengdo de comprimidos de acgdo prolongada contendo oxazepam, utilizando

como matriz o Carbopol 934, foi o principal objectivo deste trabalho.

Com a finalidade de se obter uma forma farmacéutica de libertacio controlada,
em que a cedéncia do principio activo é regida pelo préprio sistema em que estd incluido e que
permite uma administragdo mais exacta, reprodutivel e previsivel, foram estudadas e
desenvolvidas vdrias técnicas de produgdo da referida forma farmacéutica, bem como a

influéncia de alguns adjuvantes.

Neste trabalho pode observar-se que a liodisponibilidade do oxazepam é
profundamente modificada desde que se altere a férmula em que ele é veiculado. De facto, a
primeira condigdo para que se possa verificar uma resposta terapéutica eficaz consiste na
libertagdo ou cedéncia do principio activo a partir de um medicamento, visto que sé ha
absorgdo do farmaco se este se encontra dissolvido no tracto gastrintestinal.

E neste contexto f]ue 0 ensaio de dissolugdo representa uma etapa fundamental na
formulag&o e controlo de formas galénicas sélidas destinadas & administragdo por via oral. Em
boa verdade, e ndo excluindo a execugdo de estudos de biodisponibilidade (foram realizados
para a férmula que apresentou melhores resultados), o ensaio de dissolugdo permite medir a
libertagdo do fdrmaco em fungdo do tempo. Esta cedéncia é de primordial importancia devido
ao facto de a velocidade de dissolu¢do ser um pardmetro fundamental na velocidade de

absorgdo dos principios activos.
No ensaio de dissolugio, estudou-se a influéncia do pH e do método utilizado na

variagdo do mesmo - substituigdo total do liquido de dissolucdo ou adi¢io de um corrector de

PH - sobre a biodisponibilidade do oxazepam.
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Também foi analisada a especificidade do método analitico, a

espectrofotometria no UV, usado na determinagdo do teor do principio activo por comparagio
com a cromatografia liquida de alta pressdo (HPLC). Como o oxazepam e os seus produtos de
degradagdo resultantes da hidrélise absorvem na regido do ultravioleta, a presenga destes
ultimos na solugdo poderia passar despercebida e originar erros na avaliagdo da
liodisponibilidade do farmaco. Todavia, o HPLC é uma técnica analitica que permite a
separagdo e doseamento em simultidneo do oxazepam e produtos resultantes da hidrélise.
Contudo, além desta funcéo, a utilizagdo do HPLC ficou essencialmente a dever-se
a curiosidade de verificar se 0o oxazepam se hidrolisava ou ndo nos liquidos de dissolugdo

durante a realiza¢do dos ensaios in vitro.

2.1.1.- OXAZEPAM

O oxazepam (Fig. 7) é uma benzodiazepina de acgdo curta, cujo tempo de semi-
-vida biologica médio é de 8 horas, e é utilizada na clinica essencialmente como ansiolitico e

no tratamento do alcoolismo.

Figura 7 - Estrutura quimica do oxazepam.

A preparagdo de formas de acgdo prolongada apresenta limitagdes que
condicionam o seu uso. O principal condicionalismo é o tempo de semi-vida biolégica do
farmaco que, quando muito elevado (superior a 8 horas), ndo justifica este tipo de preparagio.
Como se pode verificar, o tempo de semi-vida biolégica do oxazepam encontra-se localizado

no limite aconselhdvel de utilizagdo desta forma farmacéutica(164). Contudo, a sua
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preparagdo justificou-se fundamentalmente devido ao facto de se pretender um tempo de acgdo
de 12 horas. Este periodo de tempo parece ser o mais adequado para o tipo de doentes a que este
farmaco se destina, uma vez que permite um esquema posolégico mais simples de apenas duas

administra¢fes didrias.

2.1.2.- CARBOPOL

O Carbopol (Fig. 8), também designado por carbomer ou carboxipolimetileno, é um
polimero do &cido acrilico, obtido por sintese quimica, apresentando elevado peso molecular e
contendo na sua composigdo 56-68% de grupos carboxilicos(165,166).

O Carbopol ¢ usado fundamentalmente em preparagSes farmacéuticas liquidas e
semi-s6lidas, sendo menos utilizado em formas sélidas. Destes polimeros, o Carbopol 934 é o
unico aprovado na preparacio de formas farmacéuticas destinadas 4 administracdo oral.

Em Tecnologia Farmacéutica, o Carbopol 934 é utilizado principalmente como
agente emulsionante (0,1-0,5%), suspensor (0,5-1,0%) e gelificante (0,5-2%)(165,167-170). E
também usado como aglutinante em comprimidos e como gelificante em comprimidos de acgdo
prolongada(171-175).

Foi precisamente com a fungdo de agente gelificante que o Carbopol 934 foi
utilizado na preparagéo de comprimidos de acgio prolongada contendo oxazepam.

Na forma farmacéutica comprimido, as substincias que actuam como agentes
gelificantes s3o um dos meios capazes de responder positivamente, em caso de necessidade, a

uma libertagdo prolongada do principio activo.
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Figura 8 - Estrutura quimica do Carbopol
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2.2.- MATRIZES

De acordo com a composi¢do quimica as matrizes dividem-se em trés tipos: inertes,

lipidicas e hidrofilas.

2.2.1.- MATRIZES INERTES

As matrizes inertes (chamadas igualmente de insoldveis ou, por vezes e
incorrectamente, "plasticas") sdo substincias que conservam a forma do comprimido quando
colocadas em contacto com os sucos digestivos. A porosidade da matriz é o elemento estrutural

da forma farmacéutica que controla a libertagdo do principio activo(175-178).

2.2.2.- MATRIZES LIPIDICAS

As matrizes lipidicas sdo constituidas essencialmente por triglicerideos, que
sofrem erosdo devido a acgdo das lipases. Por outro lado, os dcidos gordos sdo lentamente
solubilizados no meio intestinal originando a formacdo de uma pelicula tensioactiva. Estas

matrizes sdo menos sensiveis a humidade que os hidrocol6ides(179,180).

2.2.3.- MATRIZES HIDROFILAS

As matrizes hidroéfilas sdo constituidas por polimeros que, por hidratagdo, criam
uma rede capaz de ceder 0s principios activos. Na sua constitui¢ido podem incluir-se derivados
celuldsicos, polissacarideos ndo celulésicos e polimeros do acido acrilico. Apés hidratagdo, as
matrizes hidréfilas constituem um sistema homogéneo no qual a substincia a difundir ndo
encontra particulas sélidas que fagam barreira a sua libertagdio. A vantagem que estas
matrizes apresentam, em relagdo as matrizes inertes e lipidicas, reside no facto de a
libertagdo dos principios activos ser independente dos parametros fisiolégicos, como o pH e a
mobilidade do tracto gastrintestinal, a forca idnica e a composigio enzimética dos sucos

digestivos(175,181-186).
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2.2.3.1.- Cedéncia de firmacos a partir de uma matriz hidréfila

Os comprimidos de acgdo prolongada em matriz hidréfila sdo constituidos por
uma mistura de uma ou vdrias substancias medicamentosas com um agente gelificante.

Quando as primeiras fraccdes de dgua ou de sucos digestivos penetram no
comprimido, deve dissolver-se uma determinada quantidade de principio activo. E em
consequéncia da hidratagdo a macromolécula vai gelificando progressivamente, conduzindo a
formagdo de uma camada viscosa. Esta camada forma a matriz propriamente dita, pois é a
partir dela que o principio activo é libertado por difusdo apés ter ocorrido a sua
dissolugdo(187-189).

Deste modo, a cedéncia do principio activo a partir de uma matriz hidréfila é
feita em varias etapas, consecutivas ou simultaneas, que se podem resumir do seguinte modo:

- em primeiro lugar, desde o momento em que o liquido de dissolugdo entra em
contacto com o comprimido, uma parte do principio activo é libertada antes de ocorrer a
gelificagdo total da macromolécula. A quantidade de féarmaco dissolvido depende
fundamentalmente da sua solubilidade e dimensdes das particulas, bem como das condigbes de
penetragdo do liquido de dissolugdo e velocidade de gelificagio da matriz.

- em segundo lugar, o liquido de dissolugdo penetra no comprimido, originando
uma camada gelificada e porosa que se forma a pouco e pouco. Finalmente, os sucos digestivos
dissolvem o principio activo, que é entdo cedido por difusdo através da camada hidratada
(transporte em contra-corrente). Todos os constituintes dos comprimidos soltiveis nos sucos
digestivos contribuem para modificar a porosidade da matriz. Assim, a porosidade destes
comprimidos vai aumentando em fungdo do tempo de contacto com os liquidos de dissolucio,
devido ao esgotamento das substancias soliveis e & modificagdo da estrutura fisica das
macromoléculas. A velocidade de cedéncia do principio activo depende essencialmente das
caracteristicas fisico-quimicas do comprimido, da camada hidratada formada e do préprio

farmaco.

Com uma férmula e uma tecnologia de fabrico adequadas, a matriz hidratada
atravessa o tracto gastrintestinal sem se desagregar. As suas dimensdes, pelo contrério,
modificam-se ao longo do tempo, aumentando & medida que ocorre o processo de
hidratagdo(182,183,187,188). A barreira assim constituida opde-se a uma rdpida cedéncia do
principio activo e controla igualmente a penetracio dos sucos digestivos do exterior para o

interior do comprimido.
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23.- PREPARACAO DOS COMPRIMIDOS

O processo de fabricacdo de comprimidos de acgdo prolongada que utiliza
matrizes hidroéfilas consiste na mistura do principio activo com um agente gelificante dotado
de elevada viscosidade, seguida da obtengdo da forma farmacéutica por compressdo directa ou
compressdo apds granulagido a seco ou a himido. Quando em contacto com os liquidos
digestivos, as macromoléculas hidratam-se e ddo origem a uma barreira gelificada, fisica, que
permite regular a velocidade de libertacdo do farmaco. Entre os compostos que se usam para
estas preparagles destacam-se os derivados da celulose, o Carbopol e os alginatos. As matrizes
hidrofilas apresentam varias vantagens em relagdo as outras matrizes, nomeadamente a
simplicidade e rapidez de preparagdo, a possibilidade de incorporagdo de quantidades
aprecidveis de principios medicamentosos, a fraca variabilidade da libertagdo perante os
agentes externos (pH, movimentos peristélticos e composigdo enzimética dos sucos digestivos)
e a possibilidade de proporcionar diferentes condigdes de cedéncia, uma vez que se pode

alterar o pH da prépria matriz.

2.3.1.- CALCULO DA DOSE DE OXAZEPAM

Como ja foi referido, este estudo teve como objectivo a preparagdo de comprimidos
de acgdo prolongada contendo oxazepam. Assim, estes comprimidos sdo constituidos por uma
dose inicial e uma dose de manutencdo de oxazepam. A dose inicial, ou dose de ac¢io imediata,
corresponde a quantidade de formaco que deve ser incorporada na prepara¢do galénica de
modo a que seja cedida tdo rapidamente quanto possivel, permitindo atingir, ou até
ultrapassar ligeiramente, o nivel sanguineo que se sabe ser terapeuticamente efectivo. A dose
de manutengdo corresponde 4 quantidade de fdrmaco incorporada no comprimido e que

originard uma cedéncia sustentada durante um periodo 12 horas.

As férmulas ensaiadas foram estruturadas considerando como dose terapéutica
convencional a quantidade unitdria de 15,0 mg de oxazepam. Apds a estipula¢do desta dose,
impunha-se calcular a dose de manutengdo necessaria para manter o efeito terapéutico durante

12 horas.
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Embora nos comprimidos de acgdo prolongada a dose de manutencédo se liberte

simultaneamente com a dose imediata, ou na altura em que esta atinge a concentragdo
plasmética maxima, ou, ainda, apés um periodo de laténcia, para o célculo da dose de
manutengio considerou-se que esta so se liberta quando a dose de acgdo imediata é totalmente
absorvida e praticamente eliminada(164,190-192).

Para o cdlculo da dose de manutencao foi utilizada a equagao:
Wo = K.W.T

em que Wo é a dose de manutengdo, K é a velocidade especifica de eliminagdo, W é a dose
inicial e T é 0 tempo desejado para manter o nivel terapéutico.

A velocidade especifica de eliminagédo foi calculada aplicando a equagéo:
K = 0,693/t1/2

em que t; /7 é o tempo de semi-vida biolbgica do oxazepam.

A dose terapéutica total foi calculada através da equagio:
Qt=W + Wo
em que Qt é a dose terapéutica total, W é a dose inicial e Wo é a dose de manutengao.
q pe G

Nestas circunstancias os comprimidos a preparar devem ter uma dose inicial de
15,0 mg e uma dose de manutencgio de 15,6 mg, originando comprimidos com doses unitarias
totais de 30,6 mg de oxazepam, quantidade julgada suficiente ndo sb para produzir efeito
imediato, mas também para assegurar a manuten¢io de um nivel sérico terapéutico eficaz
entre duas administragoes sucessivas.

No Quadro VIII resumem-se os cdlculos efectuados para a determinagdo da

quantidade necessdria para obter comprimidos de acgdo prolongada de oxazepam.
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QUADRO VII

CALCULO DAS QUANTIDADES DE OXAZEPAM

Tempo de semi-vida t1/2 = 8,0 horas

Velocidade de eliminagio K = 0,693/8,0 = 0,0866 h'1

Tempo desejado para

manter o nivel terapéutico T = 12 horas

Dose de ac¢do imediata : '

(dose inicial) W =150mg

Dose de manutengio Wo = KWT = 0,0866x15x12 = 156 mg
Dose terapéutica total . Qt = W+Wo =150 + 15,6 = 30,6 mg

2.3.2- MATERIAL E METODOS

O oxazepam (IPL - lotes 5MO039 e 132212) apresentava as caracteristicas
indicadas no Anexo L.

Utilizou-se Carbopol 934 (V.P. 880021) com as caracteristicas indicadas no mesmo
Anexo, estearato de magnésio p.a. (Merck ) e talco p.a.(Merck ).

As pesagens foram efectuadas em balangas Mettler (AE 200 e PE 3600).

O granulado foi obtido triturando em almofariz de porcelana os comprimidos
resultantes da primeira compressdo e calibrando-o através de um tamis de abertura de malha
de 750 um (Erweka).

A compresséo foi realizada numa méaquina de comprimir alternativa (Manesty),
utilizando pungdes de superficie plana e lisa com 10 mm de didmetro e de superficie concava e
lisa com 8 mm de didmetro.

A friabilidade foi determinada com um friabilémetro Erweka tipo TAP.

A dureza dos comprimidos foi determinada com um aparelho Erweka tipo TBT/S.

As dimensdes dos comprimidos foram determinadas com craveira (Mitutoyo).
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2.3.3.- FORMULA BASE

Na execucdo deste trabalho prepararam-se 26 férmulas diferentes de
comprimidos de acgdo prolongada, que sio divididas em 5 grupos, de modo que, em cada grupo
apenas varie um parametro entre as férmulas que o constituem. Contudo, se se considerar a
natureza das substdncias que compdem a maioria das férmulas ensaiadas é legitimo

estabelecer a seguinte férmula base, que serviu de ponto de partida para este trabalho:

Mistura I (dose inicial)

Oxazepam .......cccevvrrevennns ... 15,0 mg
Diluente ......coevvrerveviennens 15,0 mg
TalCO wurrerreennerrreeccnrerneeereenee 25 mg

Mistura II (dose de manutengio)

| Oxazepam .......ccceeeveuenen 156 mg
Carbopol 934 .........cueuee. 2000 mg
Estearato de magnésio ........ 1,25 mg

Técnica de preparacio:

Pese os componentes mencionados na férmula.

Misture os componentes da mistura II. Comprima. Granule os comprimidos, calibre
o granulado obtido através de um tamis de abertura de malha de 750 pm.

Misture os componentes da mistura I.

Adicione a esta mistura o granulado obtido anteriormente. Misture. Comprima de
modo a obter comprimidos com o peso aproximado de 250 mg.

A dureza dos comprimidos deve estar compreendida entre 4,5 e 6,5 kg(193,194).
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2.4.- VERIFICAGAO DA EFICACIA DAS PREPARACOES DE ACCAO
PROLONGADA

Uma forma farmacéutica de acgéo prolongada exige cuidados especiais quanto &
verificacdo da sua eficdcia. Com efeito, ndo basta conhecer o teor total do principio activo e o
tempo necessario para que haja absor¢do de uma preparagio deste género. Nestas preparagdes
galénicas é absolutamente indispensavel estabelecer e confirmar que a cedéncia do fdrmaco se
realize dentro de limites de concentragdo bem definidos em funcgdo do tempo, tnica

circunstincia que podera garantir um efeito terapéutico eficaz.

2.4.1.- METODOS DE VERIFICACAO IN VITRO

No estudo e planificagdo de uma formulagido de comprimidos de acgdo prolongada,
o ensaio de dissolugdo é o método de verificagdo in vitro mais importante, pois permite
verificar a cedéncia dos principios activos em fungdo do tempo em condic¢es que se aproximam,
tanto quanto possivel, das fisioldgicas.

Segundo Prista et al.(164), a cedéncia dos fairmacos de uma preparagdo de tempo
de actuacdo de 10-12 horas devera processar-se do seguinte modo:

- primeiras 4 horas de ensaio - 35 a 45% do total do farmaco;

- primeiras 8 horas de ensaio - 65 a 85% do total de farmaco;

- entre as 10-12 horas de ensaio - 85 a 100% do total de farmaco.

Contudo, este perfil de cedéncia em func¢do do tempo foi estabelecido para um
farmaco que tinha um tempo de semi-vida bioldgica médio de 4 horas. Nestas circunstancias, a
quantidade de farmaco presente na dose inicial é pequena em relagio a da dose de manutencio,
e serd tanto mais pequena quanto menor for o tempo de semi-vida biolégica do farmaco.

Como ja foi referido anteriormente, o firmaco usado no presente trabalho tem um
tempo de semi-vida bioldgica médio de 8 horas, que é 0 méximo aconselhado para este tipo de
preparagdes. Por este motivo, e como pode observar-se no Quadro VIII, a relagdo entre a dose
de accdo inicial e a de manutengdo é de aproximadamente 1 para 1. Assim, e atendendo aos
valores de cedéncia descritos, é possivel estabelecer os seguintes tempos de cedéncia para a

férmula a preparar:
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- das 0-2 horas de ensaio - 35 a 55% do total do firmaco;
- as 4 horas de ensaio - 60 a 70% do total do farmaco;
- as 8 horas de ensaio - 80 a 90% do total do firmaco;

- as 12 horas de ensaio - 95 a 100% do total do farmaco.

2.4.1.1.- Material e métodos

Na execugdo do ensaio de dissolugdo utilizou-se o aparelho com cesto de rede

indicado na FP V.

O tempo do ensaio foi de 12 horas.

O ensaio decorreu a temperatura de 370+0,50 C.

A velocidade de rotagio do cesto foi de 100 r.p.m.

O volume de liquido de dissolugdo foi de 900 ml. Os liquidos de dissolugdo
utilizados estdo indicados na FP V e na USP XXII/NFXVIL Os ensaios de dissolugio podem
classificar-se, de acordo com a natureza do liquido de dissolugio, em: método A - utilizado
para todas as férmulas preparadas; métodos B e C - utilizados apenas para a férmula que
apresentou melhores resultados no ensaio de dissolugdo usando o método A.

O teor de oxazepam dissolvido nos liquidos de dissolugdo em fungdo do tempo foi
determinado recorrendo as seguintes técnicas analiticas: espectrofotometria de ultravioleta

(UV) e cromatografia liquida de alta pressdo (HPLC).

2.4.1.2.- Aparelhagem

Aparelho de dissolugdo com cesto de rede Erweka DT, conforme o indicado na FP
V, que compreende um banho termostatado e um motor que assegura a velocidade de rotagao
pretendida.

Espectrofotémetro de UV/Vis de duplo feixe Hitachi U-2000, usando um par de
tinas de 10 mm de percurso 6ptico. |

Cromatdgrafo liquido de alta pressdo de mistura bindria Varian 5000.

Potenciémetro Metrohm 605 pH-Meter, com um eléctrodo selectivo de ides H+

Metrohm 6.020.000.
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1,2.

7,5+0,1.

1,2.

2.4.1.3.- Reagentes

2.4.1.3.1.- Método A

Liquido de dissolugdo A
Utilizou-se o suco gastrico artificial da USP XXII/NF XVII, sem pepsina, de pH

Liquido de dissolucdo B

Utilizou-se o suco entérico artificial USP XXII/NF XVII, sem pancreatina, de pH

2.4.1.3.2.- Método B

Liquido de dissolucio A

Utilizou-se o suco géstrico artificial da USP XXII/NF XVII, sem pepsina, de pH

Liquido de dissolucio Bl

Utilizou-se a Solugdo Tampdao de Fosfatos de pH 4,5 da FP V.

Liquido de dissolucgdo C

Utilizou-se o suco entérico artificial USP XXII/NF XVII, sem pancreatina, de pH

2.4.1.3.3.- Método C

Ligquido de dissolucio A

Utilizou-se o suco géastrico artificial da USP XXII/NF XVII, sem pepsina, de pH
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Liquido de dissolugdo B2: Solugdo tampio de pH 13-14

Solugéo de fosfato monopotassico 1,5 N ..... 25,0 ml
Solugdo de hidréxido de sédio 4 N ............ 23,4 ml
- Agua destilada ........... q-b.p. s 100 ml

-

2.4.1.4.- Determinacio do teor total de oxazepam nos comprimidos

Pulverize 5 comprimidos do mesmo lote de produgdo. Pese rigorosamente cerca de
25 mg (correspondente a 1/10 do peso teérico dos comprimidos) e introduza em matras de 250
ml. Mega 90 ml de liquido de dissolugéo. Deixe em contacto durante 2 horas, & temperatura de
37£19C, com uma velocidade de agitagdo de 500 r.p.m. (agitador Heidolph MR 2002). Filtre.
Dilua o filtrado com o liquido de dissolu¢do de modo a obter valores de absorvéncias

compreendidas entre 0,400 e 0,600, no comprimento de onda adequado.

2.4.1.5.- Determinagdo do teor de oxazepam no granulado (dose de manutengio)

£y

Pulverize cerca de 2 g de granulado. Pese rigorosamente cerca de 21,7 mg
(correspondente a 1/10 da quantidade tedrica existente em cada comprimido) e introduza em
matrds de 250 ml. Junte 90 ml de liquido de dissolugdo. Deixe em contacto durante duas horas, 4
temperatura de 37+1°C, com uma velocidade de agitagdo de 500 r.p.m. Filtre. Dilua o filtrado
com o liquido de dissolugdo correspondente, de modo a obter valores de absorvéncias

compreendidos entre 0,400 e 0,600, no comprimento de onda adequado.

2.4.1.6.- Determinagao do teor de oxazepam na mistura de pés (dose inicial)

Pese rigorosamente 3,3 mg da mistura de pés (correspondente a 1/10 da quantidade
tedrica existente em cada comprimido) e introduza em matrés de 250 ml. Junte 90 ml de liquido
de dissolugdo. Deixe em contacto durante duas horas, & temperatura de 37+10C, com uma
velocidade de rotagdo de 500 r.p.m. Filtre. Dilua o filtrado com o liquido de dissolucédo

correspondente de maneira a obter valores de absorvéncias compreendidos entre 0,400 e 0,600,
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no comprimento de onda adequado.

2.4.1.7.- Técnica analitica
2.4.1.7.1.- Método A

No ensaio usaram-se os liquidos de dissolugio A (pH 1,2) e B (pH 7,5),
permanecendo os comprimidos duas horas no primeiro liquido e mantendo-se no segundo as
restantes 10 horas. O teor de oxazepam dissolvido nos liquidos de dissolug¢io foi determinado
em amostras recolhidas por um processo descontinuo, sendo o volume retirado da solugdo

compensado por igual volume de liquido de dissolugdo.

Método operatério:

Meca 900 ml de liquido de dissolugdo A para o recipiente do aparelho de
dissolugdo. Coloque um comprimido de oxazepam no cesto de rede e mergulhe-o no liquido de
dissolugdo aquecido a temperatura de 37+0,5° C. Regule a velocidade de rotagdo para 100
r.p.m. Recolha amostras de 9 ml, em intervalos de meia hora e durante as duas primeiras
horas. Ao fim deste periodo, substitua 0 meio de dissolugdo por 900 ml de liquido B
previamente aquecido a 370,50 C. Recolha amostras de 9 ml em intervalos de 1 hora, até
perfazer 12 horas de ensaio. Compense o volume retirado com o liquido de dissolugdo usado no
ensaio. Filtre. Dilua o filtrado com liquido de dissolugdo correspondente de maneira a obter

valores de absorvéncias compreendidos entre 0,400 e 0,600.

As determinagdes do teor de oxazepam nas solugdes obtidas em fungdo do tempo e
na solugdo correspondente ao teor total foram feitas por espectrofotometria no UV nos
comprimentos de onda de 282 e 230 nm, consoante se utilizava como meio de dissolugdo o liquido

A ou o liquido B, respectivamente (Fig. 9). Os mesmos liquidos foram usados como liquido de

compensagao.

As curvas de calibragdo obtiveram-se do seguinte modo:
Introduza 10 mg de oxazepam em cada um de 6 balGes de 1000 ml. Dissolva com o
liquido de dissolugdo correspondente e complete o volume. Filtre. Dilua o filtrado de maneira

a obter concentragdes de 0,100, 0,250, 0,350, 0,500, 0,600 e 0,750 mg/100 ml. Determine as
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absorvéncias das solugdes obtidas, usando como liquido de compensagao o meio de dissolugéo.
As concentragdes e respectivas absorvéncias, bem como as curvas de calibragdo dos

liquidos de dissolugdo A e B, estdo representadas na Fig. 10.

O doseamento efectuado por HPLC obedeceu as seguintes condigdes de andlise:
pré-coluna-Alltech C-18, enchimento com particulas de 30-40 pm de didmetro.
coluna-Perkin-Elmer C-18 Sil-X-10, modelo 409028, com 4,6 mm de didmetro

interno e 25 cm de comprimento, enchimento com particulas de 10 um
de didmetro;

volume de liquido injectado-20 pl;

composi¢do do eluente-eluicdo isocratica em metanol /agua (67/33 V/V);

velocidade de fluxo-0,7 ml.min-1;

deteccdo-espectrofotométrica em 230 nm;

acerto automatico do zero-no tempo zero;

sistema de registo-integrador Varian, modelo 4290;

atenuacdo-16;

sensibilidade de deteccdo & largura de pico-6;

O padréo interno utilizado foi o desmetildiazepam.
Os tempos de retengdo médios foram de 10,85 minutos para o oxazepam e de 14,21

minutos para o desmetildiazepam.

Solucdo_mée de padrdo interno: solugdo de 100 mg de desmetildiazepam em

metanol até perfazer 1000,0 ml.

Solucdo de padréo interno: dilua 10,0 ml de solugdo mée de padrdo interno até

100,0 em metanol.

Solugédo padréo: pese rigorosamente 100 mg de oxazepam. Dissolva em metanol e
complete 1000,0 ml com 0 mesmo solvente. Para baldo marcado de 100 ml mega 10,0 ml desta
solugdo e complete o volume com metanol. Adicione 1,0 ml desta diluigdo a 1,0 ml de solugdo de

padréo interno. Homogenize em vértex. Filtre por filtro de 0,45 um.
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Figura 9 - Espectros de absorgio do oxazepam.
A - no liquido de dissolugdo A (pH 1,2);
B - no liquido de dissolugdo B (pH 7,5).
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PHOTOMETRY/OXA-SGAl, 2

PHOTOMETRY/OXA-SEAT. 5

ID ABS CONC

STD t. 0.000 0.000
STD 2 0.162 0.122
STD 3 0.306 0.245
STD 4 0.453 0,367
STD 5 0.585 0.490
STD 6 0.718 0.612
STD 7 0.868 0.734

Figura 10 - Relagdes gréficas entre as absorvéndas e as coricentragc')es

de oxazepam.

A - no liquido de dissolugio A (pH 1,2);
B - no liquido de dissolugéo B (pH 7,5).
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Solucdo para determinar o teor total de oxazepam nos comprimidos: dilua o

filtrado, obtido como se descreveu em 2.4.1.4., com o liquido de dissolugéo correspondente de

modo a obter concentragdes de oxazepam préximas de 20 pg/ml. Adicione 1,0 ml desta diluigdo

a 1,0 ml de solugdo de padrio interno. Homogenize em vértex. Filtre, por filtro de 0,45 pm.

Solugdo problema: dilua o filtrado correspondente a amostra do ensaio de
dissolugdo com o liquido de dissolugdo correspondente de modo a obter concentracdes de
oxazepam proximas de 20pg/ml. Adicione 1,0 ml desta dilui¢do a 1,0 ml de solugio de padrio

interno. Homogenize em vértex. Filtre, por filtro de 0,45 pm.

Andlise por HPLC das solugdes: a solugdo problema, a solugdo padrdo e a solugdo
para determinar o teor total de oxazepam nos comprimidos foram analisadas em triplicado.

O teor de oxazepam em cada solugdo problema foi determinado do seguinte modo:

-calcular as médias das alturas dos picos cromatograficos do farmaco em andlise e
do padrdo interno nos cromatogramas padrao e nos cromatogramas das solugdes problema.

-calcular a razdo entre as alturas médias dos picos do oxazepam e do padrdo
interno, e esses valores foram relacionados com a concentragdo do farmaco (ig/ml) na solugio

padréo.

As curvas de calibragido obtiveram-se usando a seguinte técnica:

Introduza 10 mg de oxazepam em cada um de 6 baldes de 1000 ml. Dissolva com o
liquido de dissolugdo correspondente e complete o volume. Filtre. Dilua o filtrado
convenientemente. Adicione 1,0 ml destas dilui¢des a 1,0 ml de solugdo de padrio interno.
Homogenize em voértex. Filtre, por filtro de 0,45 um.

As concentragdes, as razdes das alturas e as curvas de calibragdo estdo

representadas na Fig. 11.
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Figura 11 - Estudo da linearidade de resposta do detector para varias concentracdes
de oxazepam em fungdo do pH.

RA - Razdo da altura oxazepam/desmetildiazepam.

As percentagens de oxazepam dissolvido nos liquidos de dissolugdo, em fungdo do

tempo, foram obtidas aplicando as seguintes equagdes:

a) No liquido de dissolucdo A

Aprob x Pt
Q%W = —_  xDx100

Apad x Pc

- ap6s 0,5 hora de ensaio

Aprob = AQ5h

- ap6s 1 hora de ensaio

Aprob = A1, +0,01A9 5h
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- ap6s 1,5 horas de ensaio

Aprob = A1 5h +0,01(Ag ,5h+A1h)

- apGs 2 horas de ensaio

Aprob = A2h +0,01 (AO  Sh* A1h+A1 ,Sh)

b) No liquido de dissolucio B

Aprob x Pt
Q%)= — _ xDx10+L

Apad x Pc

- ap6s 3 horas de ensaio

Aprob = A,

- apds 4 horas de ensaio

Aprob = Agp+0,01A3,

- ap6s 5 horas de ensaio

Aprob = Agh+0,01(Azp+Agp)

- ao fim n horas de ensaio

Aprob = Ap+ 0,01 An-7)

em que:
Q (%) - quantidade de principio activo dissolvido em fungdo do tempo, expressa
em percentagem; ' | -
Aprob - valor da absorvéncia da solucio problema; |
Apad - valor da absorvéncia da solugdo padrio (teor total de oxazepam);
Pc - peso do comprimido a ensaiar;
Pt - peso tedrico de um comprimido ;
D - factor de correcgdo das dilui¢des efectuadas nas solugdes;
L - quantidade de principio activo dissolvido no liquido de dissolugio A, expresso

em percentagem.




2.4.1.7.2.- Método B

No ensaio usaram-se os liquidos de dissolugdo A (pH 1,2), Bl (pH 4,5) e C (pH
7,5), permanecendo os comprimidos duas horas no primeiro, duas horas no segundo e mantendo-
-se no terceiro as restantes 8 horas. O teor de oxazepam dissolvido nos liquidos de dissolugéo
foi determinado em amostras recolhidas por um processo descontinuo, sendo o volume retirado

compensado por igual volume do liquido de dissolug3o.

Método operatdrio:

Meca 900 ml de liquido de dissolugdo A para o recipiente do aparelho de
dissolugéo. Coloque um comprimido de oxazepam no cesto de rede e mergulhe-o no liquido de
dissolugdo aquecido a temperatura de 37+0,5° C. Regule a velocidade de rotagdo para 100
r.p.m. Recolha amostras de 9 ml, em intervalos de meia hora e durante as duas primeiras
horas. Ao fim deste periodo, substitua o meio de dissolugdo por 900 ml de liquido B
previamente aquecido a 37+0,5° C. Recolha amostras de 9 ml em intervalos de 1 hora, até
perfazer 4 horas de ensaio. Ao fim deste periodo, substitua o meio de dissolugdo por 900 ml de
liquido C previamente aquecido a 37+0,5° C. Recolha amostras de 9 ml em intervalos de 1
hora, até perfazer 12 horas de ensaio. Compense o volume retirado com o liquido de dissoluggo
usado no ensaio. Filtre. Dilua o filtrado com o liquido de dissolugdo de maneira a obter valores

de absorvéncias compreendidos entre 0,400 e 0,600.

As determinag0es do teor de oxazepam nas solugdes obtidas em fungio do tempo e
na solugdo correspondente ao teor total foram feitas por espectrofotometria no UV nos
comprimentos de onda indicados no método A usando os liquidos de dissolugdo A e C, e em 230
nm usando o liquido de dissolugéo B1 (Fig. 12). Como liquidos de compensagao foram utilizados
os liquidos referidos.

As curvas de calibragdo para os liquidos de dissolugdo A e C sdo as mesmas que
foram utilizadas no método A para os liquidos de dissolugdo A e B, respectivamente. Usando a
mesma técnica, contruiu-se uma curva de calibragdo para o liquido de dissolugdo B1 (pH 4,5).

As concentragdes, as absorvéncias e a curva de calibragdo do liquido de dissolugéo

B estdo representadas na Fig. 13.

O doseamento efectuado por HPLC obedeceu as condigbes de andlise indicadas
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para o método A.

As percentagens de oxazepam dissolvido nos liquidos de dissolugdo, em fungdo do

tempo, foram obtidas aplicando as seguintes equagdes:

a) No liquido de dissolugdo A

Aprob x Pt
Q%)= —_ xDx100

Apad x Pe

em que os valores de Aprob para os tempos de ensaio correspondentes a este meio de dissolugéo,

foram calculados de modo idéntico ao indicado para o método A.

b) No liquido de dissolucdo Bl

Aprob x Pt
Q%)= —  xDx100+La
Apad x Pc
- ap6s 3 horas de ensaio
Aprob = Az,
- ap6s 4 horas de ensaio
Aprob = Ay +0,01A3},
¢) No liquido de dissolugdo C
Aprob x Pt
Q%)= — = xDx100+La +1Lp
Apad x Pc

Aprob = Agp,

]

' .. -ap6s 5 horas de ensaio
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Figura 12 - Espectro de absorgdo do oxazepam no liquido de

1 314.0 0.036
2 230.0 0.528

7

dissolugio B (pH 4,5).

299.0 g0.029
212.0 0.365

ke

PHOTOMETRY/OXA~FP 4,5

1D ABS CONC
STD 0.000 o0©.000
STD 0.138 0.122
STD 0.271 0.245

0. 802

a

B
“ S
o
]
=
g
Z 0,000
= S
g 0. 000
)
a.

CONC (biG/CT)

0. 734

—~
T T ¥ T
200 240 280 320 360 440
WL SCAN/OXA-FP 4,5
PEAK VALLEY
NO. nm ABS nm ABS

Figura 13 - Relagdo gréfica entre as absorvéncias e as concentragdes de

- oxazepam no liquido de dissolugédo B (pH 4,5).
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- ap0s 6 horas de ensaio

Aprob = Ag+0,01(Asp,)

- ap6s 7 horas de ensaio

Aprob = A7, +0,01(Asp+Agh)

- ap6s n horas de ensaio

Aprob = Ap+0,01GAn-1)

em que:
Q (%) - quantidade de principio activo dissolvido em fungio do tempo, expressa
em percentagem;
Aprob - valor da absorvéncia da solugdo problema;
Apad - valor da absorvéncia da solugdo padrio (teor total de oxazepam);
Pc - peso do comprimido a ensaiar;
Pt - peso tedrico de um comprimido;
D - factor de correcgdo das dilui¢des efectuadas nas solugdes;
LA- quantidade de principio activo dissolvido no liquido de dissolugdo A,
expresso em percentagem;
LB- quantidade de principio activo dissolvido no liquido de dissolugédo B,

expresso em percentagem.

2.4.1.7.3.- Método C

No ensaio usaram-se os liquidos de dissolugdo A (pH 1,2) e B2 (pH 13-14). O
liquido de dissolugdo B2 actuou como corrector do pH. Neste método, a variagdo do pH no
decorrer do ensaio ndo foi conseguida por substituigdo total do liquido de dissolugdo, como
aconteceu nos métodos A e B, mas sim por adicio ao liquido de dissolugdo A de uma quantidade
de liquido de dissolugdo B que permitisse obter o valor de pH pretendido. Assim, os
comprimidos permaneceram uma hora no liquido de dissolugdo A, seguindo-se duas horas num
meio de dissolugdo de pH 2,5, duas horas num meio de dissolucio pH 4,5 e mantendo-se as
restantes 7 horas num meio de dissolugio de pH 7,5. Os processos operatérios estdo resumidos

no Quadro IX. O teor de oxazepam dissolvido nos liquidos de dissolu¢do foi determinado em
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amostras recolhidas por um processo descontinuo, sem compensagéo do volume retirado.

Método operatdrio:

Mega 900 ml de liquido de dissolugdo A para o recipiente do aparelho de
dissolugdo. Coloque um comprimido de oxazepam no cesto de rede e mergulhe-o no liquido de
dissolugdo a temperatura de 3740,5© C. Regule a velocidade de rotagdo para 100 r.p.m.
Adicione liquido de dissolugdo B2 nas seguintes quantidades: 28,0 ml imediatamente apds a
recolha da amostra correspondente & 12 hora de ensaio; 43,0 ml imediatamente apés a recolha
da amostra correspondente a 3* hora de ensaio; 35,0 ml imediatamente apds a recolha da
amostra correspondente a 52 hora de ensaio. Recolha amostras de 9 ml em intervalos de 1 hora
até perfazer as 12 horas de ensaio. Filtre. Dilua o filtrado com liquido usado na dissolugdo de

maneira a obter valores de absorvéncias compreendidas entre 0,400 e 0,600.

As determinagdes do teor de oxazepam nas solugdes obtidas em fungdo do tempo e
na solugdo correspondente ao teor total foram feitas por espectrofotometria no UV nos
comprimentos de onda indicados no método B usando os liquidos de dissolugdo de pH 1,2,4,5 ¢
7,5 e em 230 nm usando o liquido de dissolugdo de pH 2,5 (Fig. 14). Como liquidos de
compensagdo, foram utilizados os liquidos referidos.

As curvas de calibragio para os liquidos de dissolugdo de pH 1,2, 4,5 € 7,5 sdo as
utilizadas nos métodos A e B. Usando a mesma técnica, contruiu-se uma curva de calibragio
para o liquido de dissolugdo de pH 2,5.

As concentragdes, as absorvéncias e a curva de calibragdo do liquido de dissolugéo

de pH 2,5 estdo representadas na Fig. 15.

O doseamento efectuado por HPLC obedeceu as condicdes de andlise indicadas

para o método A.

As percentagens de oxazepam dissolvido nos liquidos de dissolugio em fungdo do

tempo foram obtidas aplicando as seguintes equagdes:

Aprob x Pt x Vit
Q%) = x D x 100
Apad x Pc x Vi
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QUADRO IX

METODO C - Variagio lenta e continua do pH

|
| TEMPO pH Liquido de Amostras Liquido de
(horas) Dissolugio (ml) (ml) Dissolugio B
ANTES APOS  ANTES  APOS ADICIONADO (ml)
0 1,2 1,2 900 900 0 0
1 12 25 900 891 9 28,0
2 2,5 2,5 919 910 9 0o
3 25 4,5 910 901 9 43,0
4 4,5 4,5 944 935 9 0
5 4,5 7,5 935 926 9 35,0
6 7,5 7,5 961 952 ‘9 0
7 7,5 75 952 943 9 0
8 7,5 7.5 943 934 9 0
9 7,5 7,5 934 925 9 0
7,5 7,5 925 916 9 0
11 75 7,5 916 907 9 0
12 7,5 7,5 907 898 9 0

- ap6s 0,5 horas de ensaio

Aprob = Aq 5

[y
o

| ; - ap6s 1 hora de ensaio

| \ Aprob = A1p+0,01(Aq 5p,)

- ap6s 1,5 horas de ensaio

|
N Aprob = A1 5p+0,01(Ag ShtA1h)
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- ap6s n horas de ensaio

Aprob = Ap+0,01CAp-1)

em que:
Q (%) - quantidade de principio activo dissolvido em fungdo do tempo, expresso
em percentagem;
Aprob - valor da absorvéncia da solugio problema;
Apad - valor da absorvéncia da solugdo padrio (teor total de oxazepam);
[ Pc - peso do corhprimido a ensaiar;
’ Pt - peso tedrico de um comprimido;
D - factor de correcgdo das diluigbes efectuadas nas solugdes;
Vi - volume inicial do liquido de dissolugio; |

Vt - volume do liquido de dissolugio ao fim do tempo t..

»‘
1. 000
{

ABS \\_«/’ &
oo \

0. 000 :
nm 200 240 280 320 260 409

WL SCAN/OXA-PH
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| '
2 PEAK VALLEY
’ NO. nm ABS nm ABS
1 356.0 0.002 354.5 0.000
2 316.0 0.038 300.0 0.031

’ . 3 23Q0.5 0.565 213.0 0.394

Figura 14 - Espectro de absorgdo do oxazepam no liquido de
dissolugdo de pH 2,5.
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Figura 15 - Relagdo gréfica entre as absorvéncias e as concentracdes de

oxazepam no liquido de dissolugao de pH 2,5.

2.4.1.8.- Resultados e estudo estatistico

Os resultados referentes aos ensaios de dissolugdo que permitem a anilise da
cedéncia do oxazepam contido nos comprimidos de acgio prolongada sdo expressos em:

- percentagem de oxazepam dissolvido em fungio do tempo;

- drea sob a curva;

- eficacia de dissolucio.

A percentagem de principio activo dissolvido nos liquidos de dissolucio em funcdo
do tempo ¢é a forma mais simples de exprimir os resultados, permitindo também uma ficil
interpretagdo dos mesmos, em relagdo a uma sé férmula ou para comparagdo entre varias. As
percentagens sdo calculadas aplicando as equagfes apresentadas anteriormente.

A drea sob a curva € calculada para um tempo (12 horas) correspondente ao valor
méximo de dissolugdo usando o método do trapézio, no qual a 4rea sob a curva é igual ao

somatério das superficies de cada trapézio tragado no grifico. O céleulo foi feito por

i ’ e
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computador.

A eficdcia de dissolugdo é expressa em percentagem e é obtida pela relagdo entre a
rea sob a curva de dissolugdo correspondente a uma dissolugdo de 100% ao fim do tempo te a
drea do rectangulo cujos lados correspondem também aqueles valores (tempo ao fim do qual
ocorre a dissolugdo total de fairmaco)(195).

O conceito de eficacia de dissolugdo € importante, jd que este parametro permite
relacionar teoricamente 0s ensaios in vitro com 0s ensaios in vivo. Na realidade, se se admite
que o grau de absorgdo de um farmaco in vivo é proporcional a concentragio do firmaco em
solugdo e ao respectivo tempo de contacto com o tracto gastrintestinal, facilmente se

compreende que a eficicia de dissolugdo é funcdo destas duas varidveis(195).

Na andlise estatistica, a rejei¢do de um resultado que apresentasse um valor
discreéante foi efectuada utilizando o critério de rejeicdo baseado na distribuigdo t de
Student.

A varidvel t, uma vez calculada, era comparada com o valor t dado na tabela de
Fischer(196), para o nivel de probabilidade escolhido (95%: P=0,05); o niimero de graus de

liberdade (N) é dado por N=n-1, em que n é o nimero de amostras.

2.4.2.- METODOS DE VERIFICACAO IN VIVO

A verificacdo das formas farmacéuticas de acgdo prolongada pode executar-se
através de ensaios realizados in vivo e in vitro.

Apesar de as técnicas in vitro se mostrarem realmente eficazes para a
determina¢do do comportamento dos medicamentos de ac¢do prolongada, fornecem apenas
excelentes bases para a planificagdo das formas que apresentem este tipo de comportamento. A
razdo desta circunstancia reside em nio bastar uma cedéncia regular para haver uma resposta
terapéutica também uniforme, dada a complexidade dos fenémenos de absorgdo, distribuicdo,
fixagdo e metabolismo dos farmacos no organismo.

Nestas circunstancias, os resultados in vitro permitem apenas orientar as
pesquisas galénicas, pois ha dificuldade em se extrapolar os resultados obtidos para as

condigbes fisiolégicas. Assim, os ensaios in vitro ndo permitem prever o comportamento exacto
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das prepara¢des no organismo, pelo que ndo ha possibilidade de dispensar os ensaios in vivo,

mesmo que seja possivel estabelecer certas correlagdes entre uns e outros.

O uso de métodos de verifica¢do in vivo €, pois, indispensdvel para o estudo das
formas de acgdo prolongada.

| A verificagdo in vivo de uma forma farmacéutica engloba duas fases,

correspondendo a primeira & experimentagdo em animais e a segunda a experimentagdo no
homem. .

No presente trabalho foi estudada a absorgdo do oxazepam administrado em
comprimidos de ac¢do prolongada, avaliando a concentracio de fAirmaco no sangue em tempos
determinados apds a sua administragdo. O método analitico usado foi a cromatografia liquida

de alta pressdo.

2.4.2.1.- Material e métodos

2.4.2.1.1.- Experimentacdo em coelhos

A primeira fase dos ensaios consistiu na experimentagdo em coelhos saudéveis,
com peso compreendido entre 2,0 e 2,5 kg. Os coelhos foram mantidos em jejum 24 horas antes da
realizagdo do ensaio.

A cada animal foi administrado um comprimido de acgdo prolongada com uma
dose correspondente a de um ser humano. Os comprimidos administrados foram produzidos de
acordo com a férmula Fp1.

A colheita das amostras de sangue foi feita 1, 2, 4, 8, 12 e 24 horas ap6s a
administragdo oral dos comprimidos, efectuando-se em cada animal cinco extracgdes na veia
marginal da orelha.

As amostras de sangue foram tratadas seguindo a técnica descrita em 2.4.2.3.1.

-~

2.4.2.1.2.- Experimentacdo no homem

O ensaio foi efectuado com individuos saudaveis, de idade compreendida entre 25
e 40 anos, de ambos os sexos. Os comprimidos de acgdo prolongada foram administrados apés a

ingestdo do pequeno almogo(197-200).



Executaram-se seis séries de determinag¢des e as colheitas foram feitas 1, 2, 4, 8, 12
e 24 horas apds a administragdo. A cada voluntario foram efectuadas quatro recolhas de
sangue.

As amostras de sangue foram tratadas seguindo a técnica descrita em 2.4.2.3.1.

)

2.4.2.2.- Aparelhagem

Cromatégrafo liquido de alta pressdo de mistura bindria Varian 5000.

Centrifuga ECCO Type: E 1I/11.

Homogeneizador Heidolph, modelo REAX 1 DR.

Seringas esterilizadas Artsana de 2,5 ml.

Tubos plasticos para colheitas de sangue F/R - 12 x 75 mm.

Colunas Extralut 3 (Merck).

Dispositivo de filtragdo Millipore modelo XX30 012000, equipado com filtros da
marca Millipore modelo C6P12140.

Frigorifico Agni.

Rotavapor Biichi RE 111, incluindo um banho termostatado Biichi 461.

2.4.2.3.- Reagentes

2.4.2.3.1.- Preparacio das solucdes

Solugdo mae de padrao interno: solugio de 100 mg de desmetildiazepam em

metanol até perfazer 1000,0 ml.

Solucdo de padréao interno: dilua 12,0 ml de solugdo mie com metanol até 100,0 ml.

Solucdo padrdo: pese rigorosamente 100 mg de oxazepam. Dissolva em metanol e

complete 1000,0 ml com o mesmo solvente. Para baldo marcado de 100 ml mega 12,0 ml desta
solugdo e complete o volume com metanol. Adicione 0,15 ml desta dilui¢do a 1,0 ml de plasma
humano, 0,15 ml de solugdo de padrdo interno e 1,70 ml de solugdo de amoénia a 0,5%.

Homogenize em vértex e transfira para coluna Extralut 3. Deixe em contacto durante 15
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minutos. Extraia com 15 ml de éter etilico. Evapore o extracto etéreo. Retome o residuo com 1

ml de metanol. Homogenize em voértex. Filtre.

Solugdo problema: centrifugue a amostra de sangue durante 30 minutos a 3000

rotagdes por minuto. Separe o sobrenadante. Congele. A 1,0 ml do plasma descongelado
adicione 1,85 ml de solugdo de aménia a 0,5% e 0,15 ml de solugdo de padrdo interno.
Homogenize em vértex e transfira para coluna Extralut 3. Deixe em contacto durante 15
minutos. Extraia com 15 ml de éter etilico. Evapore o extracto etéreo. Retome o residuo com 1 ml

de metanol. Homogenize em vdrtex. Filtre. o :

2.4.2.4.- Ensaio por HPLC

2.4.2.4.1.- Condicdes de anélise:

pré-coluna-Alltech C-18, enchimento com particulas de 30-40 pm de diémétro.
coluna-Perkin Elmer C18 SIL-X-10, modelo 409028, com 4,6 mm de didmetro
interno e 25 cm de comprimento; enchimento com particulas de 10 pm

de didmetro.

volume de liquido injectado-100 pl.

composicdo do eluente-eluigdo isocratica em metanol/dgua (67/33 V/V).

velocidade de fluxo-0,7 ml.min-1.

detec¢do-espectrofotométrica 230 nm.

acerto automético do zero-no tempo zero.

sistema de registo-integrador Varian, modelo 4290.

atenuacao-2.
sensibilidade de detec¢do & largura do pico-6.

O padrdo interno utilizado foi o desmetildiazepam.
Os tempos de retengdo médios foram de 10,85 minutos para o oxazepam e de 14,21

minutos para o desmetildiazepam.

2.4.2.4.2.- Andlise cromatografica dos extractos

Os extractos sanguineos, obtidos como se referiu anteriormente, foram analisados

66



em triplicado.

A solugdo padrdo também foi analisada em triplicado.

O teor de oxazepam no plasma foi determinado do seguinte modo:

-calcular as médias das alturas dos picos cromatograficos do farmaco em andlise e
do padréo interno tanto nos cromatogramas padrdo como nos cromatogramas dos extractos de
plasma.

-calcular a razdo entre as alturas médias dos picos do oxazepam e do padrdo

interno, e relacionar esses valores com a concentragio do farmaco na solugio padrdo.

2.4.2.4.3.- Estudo da recuperacao

A recuperagdo do oxazepam foi determinada pelo processo extractivo adoptado,
adicionando-se a 1,0 ml de plasma 0,15 ml das soluges padrao e 1,70 ml de solugio de aménia
a 0,5% (m/V) e procedendo-se em seguida do modo descrito para a andlise dos extractos
obtidos.

A recuperagido do oxazepam é da ordem dos 98,5%.

2.4.2.4.4.- Estudo da linearidade e da sensibilidade

A linearidade de resposta do detector foi verificada preparando-se solucdes
metanlicas de oxazepam e de padrdo interno em seis concentragdes diferentes: quatro na zona
de valores séricos terapéuticos e duas abaixo dessa zona de valores.

As solugbes foram analisadas em triplicado e determinou-se a razio média das
alturas dos picos cromatograficos do oxazepam e do padrio interno, relacionando-a com a
respectiva concentragdo, como pode observar-se na Fig. 16.

A sensibilidade do método é aproximadamente de 10 ng/ml.

2.4.2.4.5.- Tratamento do material de vidro

Todo o material de vidro envolvido na preparagio dos extractos sanguineos foi
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desactivado com o objectivo de evitar as perdas de benzodiazepinas por adsorgdo que, nas
quantidades presentes (ng/ml), podem ser significativas.

A desactivagdo foi feita por silaniza¢do, fazendo contactar o material de vidro
com uma solugdo a 5% de dimetildiclorossilano em tolueno durante 4 horas. Seguidamente foi

lavado com metanol e seco na estufa a 1000 C.

1200
Cng/ml) A
1000 -

0 v T T T T T v T T 1

0 1 2 3 4 5
RA

Figura 16 - Estudo da linearidade de resposta do detector para vérias
concentragdes séricas de oxazepam.

RA - Razdo das alturas dos picos de oxazepam e de desmetildiazepam.

2.4.2.4.6.- Estudo da possibilidade de aplicacdo de solventes tamponados

Muitos autores referem a vantagem de analisar as benzodiazepinas por HPLC com
solventes tamponados(201-204). Baseiam-se na melhor defini¢do dos picos, com auséncia de
“tailing”, fenémeno vulgar na andlise por HPLC em fase reversa de compostos com
caracteristicas quimicas deste tipo. Os tampdes usados sdo, em regra, o tampdo de fosfatos e o
de acetatos.

Contudo, Bastos(205) ndo encontrou qualquer vantagem em fazer a anilise por
HPLC das benzodiazepinas, nomeadamente do oxazepam e do desmetildiazepam, com os

tampdes acima referidos.
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2.4.2.5.- Resultados e estudo estatistico
Os resultados referentes ao ensaio de absorgdo in vivo sdo expressos em:
- concentragdo plasmatica de oxazepam (ug/1) em fungio do tempo;

- area sob a curva;

A concentragdo plasmitica de oxazepam em fungdo do tempo foi calculada

conforme o descrito em 2.4.2.4.2.

A érea sob a curva (h.ug/1) foi calculada para o tempo (12 horas) até ao qual o
fairmaco deveria manter niveis plasmaticos dentro da zona terapéutica, utilizando-se o
método do trapézio, no qual a drea sob a curva é 1gual ao somatério das superficies de cada

trapézio. O célculo foi feito por computador.

Na andlise estatistica, a rejei¢cdo de um resultado que apresentasse um valor
discrepante foi efectuada utilizando o critério de rejei¢ido baseado na distribuigdo t de
Student.

A varidvel t, uma vez calculada, era comparada com o valor t dado na tabela de
Fischer, para o nivel de probabilidade escolhido (95%: P=0,05); o nimero de graus de

liberdade é dado por N=n-1, em que n é o nimero de amostras.
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2.5.- ESTUDO DE FORMULAS CONSTITUIDAS POR MATRIZES
HIDROFILAS

2.5.1.- MATRIZ CONSTITUIDA POR CARBOPOL 934, LAURILSULFATO
DE SODIO E LUBRIFICANTES

A introdugéo da lactose nas férmulas que constituem este grupo ficou a dever-se
essencialmente as caracteristicas que esta substincia possui, podendo destacar-se a sua
solubilidade em &gua e nos liquidos de dissolugdo utilizados, além do fcil manuseamento na
preparagdo de comprimidos. Devido a solubilidade apresentada, a lactose deve originar
teoricamente um aumento da cedéncia dos principios activos a partir de comprimidos de ac¢io
prolongada constituidos por matrizes hidréfilas(206-208). Como foi referido, as matrizes
hidroéfilas secas tém uma porosidade baixa. Contudo, depois de entrarem em contacto com 0s
sucos digestivos ocorre um aumento da porosidade, porque os constituintes soliiveis da matriz
sdo dissolvidos e o liquido de dissolugdo ocupa o espago deixado por estes. Como consequéncia,
a dissolugdo do farmaco serd maior e a sua difusdo para o exterior da matriz mais répida. A
lactose, além de ser o diluente referido na férmula base para a dose inicial e que é adicionada
com a finalidade de aumentar o volume desta relativamente i dose de manutencio, também
aparece nesta misturado com o Carbopol 934. Nestas circunstancias, através de uma granulacdo
a seco e depois de uma prévia mistura dos pds, prepararam-se matrizes hidréfilas constituidas
por quantidades diferentes de Carbopol 934 e lactose, com a finalidade de variar
positivamente a cedéncia do farmaco.

Durante o desenvolvimento deste trabalho, e com o intuito de aumentar a cedéncia
do firmaco presente na dose inicial, também foi necessério recorrer a uma substincia com
caracteristicas molhantes: o laurilsulfato de sédio foi o escolhido. Sabe-se que esta substancia
promove a dissolugdo de farmacos contidos em comprimidos devido a produgdo de uma fina
pelicula de particulas dispersas, aumentando deste modo a superficie e consequentemente a

dissolugdo(209-213).

Este grupo de comprimidos é constituido pelas férmulas apresentadas no Quadro
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QUADRO X

FORMULAS CONTENDO CARBOPOL 934, LACTOSE E LAURILSULFATO DE SODIO

Quantidades unitdrias (mg)

F1 Fa F3 Fq Fs Fe
MISTURAI
Oxazepam 15,0 15,0 15,0 15,0 15,0 15,0
Lactose 15,0 15,0 15,0 15,0 15,0 15,0
Laurilsulfato de sédio S — 0,625 6,25 S— 6,25
Talco 2,5 2,5 2,5 2,5 2,5 2,5
MISTURA I
Oxazepam 15,6 15,6 15,6 15,6 15,6 15,6
Carbopol 934 ~ 200,0 100,0 100,0 100,0 60,0 60,0
Lactose —_— 100,0 100,0 100,0 140,0 140,0
Estearato de Magnésio 1,25 1,25 1,25 1,25 1,25 1,25

2.5.1.1.- Influéncia da lactose

Para estudar a influéncia da lactose na dissolugdo do oxazepam foram preparadas
as férmulas F1, Fp e Fs, inscritas no Quadro X. As percentagens relativas entre as substincias
que constituem o suporte da dose de manutengdo foram as seguintes: F1 (100% de Carbopol 934),
Fp (50% de Carbopol 934 e 50% de lactose) e F5 (70% de Carbopol 934 e 70% de lactose). Esta
tltima férmula é constituida pela percentagem maxima de lactose que pode adicionar-se ao
carbopol 934, sem que ocorra desagregagio dos comprimidos antes de atingidas as 12 horas de
ensaio. Portanto, pode afirmar-se que 30% corresponde a quantidade minima de Carbopol 934

necessdria para, em associagdo com a lactose, originar uma matriz hidréfila eficaz por

\
granulagado a seco. : }
|
1
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2.5.1.2.- Influéncia do laurilsulfato de sédio

A influéncia do laurilsulfato de sédio na dissolugdo do oxazepam contido em
comprimidos de acgdo prolongada, quando adicionado & mistura que contém a dose inicial, foi
estudada em duas matrizes diferentes. A utilizagdo de duas matrizes de composigdo diferente
teve como objectivo permitir a andlise conclusiva e inequivoca de que qualquer influéncia na
dissolugdo do oxazepam, se deveria apenas a presenca do agente molhante na férmula. As

percentagens absolutas de laurilsulfato de sédio presentes foram as indicadas no Quadro XI.

QUADRO XI

QUANTIDADE DE LAURILSULFATO DE SODIO

Férmula Laurilsulfato de sédio (%) Constitui¢do da matriz
Fy 0,25 Carbopol 934 (50%) e lactose (50%)
Fy 2,5 Carbopol 934 (50%) e lactose (50%)
Fg 2,5 Carbopol 934 (30%) e lactose (70%)

2.5.1.3.- Ensaio de dissolu¢io

Na realizagdo do ensaio de dissolugdo usou-se 0 método A descrito em 2.4.1.7.1.

O teor de oxazepam dissolvido em fungdo do tempo a partir das férmulas
indicadas no Quadro X foi determinado por espectrofotometria no UV.

2.5.1.4.- Resultados

Os resultados do ensaio de dissolugao, expressos em percentagem, em 4rea sob a
curva ao fim de 12 horas(ASC) e em eficicia de dissolugdo apés 12 horas (E%) sdo

apresentados no Quadro XII e nas Figs 17, 18, 19 e 20.
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QUADRO XII

ENSAIO DE DISSOLUCAO - METODO A

pH Tempo Oxazepam dissolvido (%)
(horas) Fq F, F3 Fy Fg Fg
1,2 05 3,0+0,6 3,4+0,5 3,9+£0,7 2,910,3 2,7+0,8
1,2 1 2,540,3 4,903 47404  5,7+1,3 4,2+0,1 4,0+0,2
1,2 1,5 5,7+0,3 6,0£0,6 7,8+0,4 5,7+0,4 6,1+0,3
1,2 2 "5,1+0,5 7,0£0,5 7,5+0,4 9,2+0,4 7,110,4 7,910,9
7,5 3 7,1+0,6 9,9+0,8 11,7%1,1 13,4+1,9 10,7+0,6 14,0415
7,5 4 10,0+1,5 12,1+1,0 13,6%1,1 15,9+2,7 14,0%1,3 18,3+1,2
7,5 5 13,6+0,7 15,3+1,6 16,9%1,5 18,5+3,7 17,0%1,8 22,6+2,6
7,5 6 16,9+1,1 19,5+2,0 19,8+1,7 23,9+6,2 21,0+2,2 27,129
7,5 7 20,024 22,612,1 22,6%2,6 26,3%£5,9 25,9£3,5 32,1+2,9
7,5 8 21,7%2,6 24,122 24,612,6 29,6+5,9 28,6+4,4 37,5+3,8
7,5 10 27,5+£3,5 29,4433 28,1+3,4 35,6%5,7 34,7+3,8 46,6+4,3
7,5 12 32,1£3,1  33,6+4,1  33,844,2  40,8%6,6  39,5+4,1  52,246,0
ASC (t=12h) 194,9+421,1 220,0+25,5 222,2424,0 270,0+48,8 252,1+28,4 328,1+32,2
E% (t=12h) 16,241,8  18,3+1,9  18,5£2,0  22,5#4,1 21,0+24  27,3%2,7

(%) - Intervalo de confianca: 95%
t-0,05
N-5
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C(%)
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Figura 17 - Liodispdnibilidade do oxazepam.
Influéncia da lactose interna.

F1 - 0%; F2 -50% e F5 - 70%.

t(horas)

Figura 18 - Liodisponibilidade do oxazepam.
Influéncia do laurilsulfato de sédio externo.

F2-0%;F3-0,25% e F4 - 2,5%
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Figura 19 - Liodisponibilidade do oxazepam.
Influéncia do laurilsulfato de s6dio externo.

F5-0% e F6 - 2,5%.

Figura 20 - Eficdcia de dissoluc¢do do oxazepam.
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2.5.1.5.- Discussio dos resultados

Da analise dos resultados obtidos pode afirmar-se que o objectivo pretendido ndo
foi atingido, pois a dissolugdo do oxazepam em fungdo do tempo ficou aquém do desejado, para
todas as formulas ensaiadas, apresentando baixa liodisponibilidade.

A percentagem de oxazepam dissolvido no suco gdstrico artificial ao fim de 2
horas de ensaio ndo ultrapassou 9,2 % do teor total, quando o resultado aceitdvel deveria estar
compreendido entre 35% e 55%. Também se verificou que as alteragdes introduzidas nas
férmulas estudadas ndo produziram resultados significativamente diferentes, pois
apresentaram dissolugdes compreendidas entre 7,0 e 7,9%, excepto para as férmulas F1 (5,1%) e
Fgq (9,2%). _

Pelo contrério, a percentagem de oxazepam dissolvido no suco entérico artificial
apresentou diferencas importantes e significativas, jA que ao fim de 12 horas de ensaio estava
compreendida entre 32,1% na férmula F1 e 52,2% na fé6rmula Fg. De acordo com a percentagem
de oxazepam dissolvido ao fim de 12 horas de ensaio, as férmulas ensaiadas podem ser
divididas do seguinte modo:

© -as que cederam aproximadamente 30%; nestas circunstancias estdo as férmulas
F1 (100% de Carbopol 934), Fp (50% de Carbopol 934 e 50% de lactose) e F3 (50% de Carbopol
934, 50% de lactose e 0,25% de laurilsulfato de sédio); 7

- as que cederam aproximadamente 40%; nestas circunstancias estdo as férmulas
F4 (50% de Carbopol 934, 50% de lactose e 2,5% de laurilsulfato de sédio) e F5 (30% de
Carbopol 934 e 70% de lactose)

. - a que cedeu aproximadamente 50%; nestas circuntincias estd a férmula Fg (30%
de Carbopol 934, 70% de lactose e 2,5% de laurilsulfato de s6dio).

Assim, pode afirmar-se que a influéncia da lactose na dissolugdo do oxazepam
apenas se nota quando estd presente na matriz hidréfila em quantidades relativas proximas
de 70%, como se pode observar na Fig . 17.

A presenga do laurilsulfato de s6dio na mistura de pés que compdem a dose inicjal
ndo conseguiu satisfazer os requisitos pretendidos, j4 que o objectivo principal era o de
promover a libertagdo do principio activo no suco géstrico artificial. Contudo, pode afirmar-se
que este agente molhante promove a cedéncia, e consequentemente a dissolugdo, do oxazepam
no suco entérico artificial, desde que esteja em concentragées proximas de 2,5%. Este fendmeno é

independente da composi¢do da matriz, como se pode concluir a partir das diferengas
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encontradas entre as férmulas F2 e F4 e entre as férmulas F5 e Fg (Figs. 18 e 19).

A andlise da Fig. 20 permite concluir que, das férmulas estudadas, a Fg é a que

apresenta melhor eficdcia de dissolugdo.

2.5.2.- MATRIZ CONSTITUIDA POR CARBOPOL 934, SULFATO DE
ZINCO, LAURILSULFATO DE SODIO E LUBRIFICANTES

Neste grupo de férmulas e em relagdo ao grupo de férmulas anterior, o sulfato de
zinco p.a. (Merck) foi a dnica substincia introduzida em substitui¢do da lactose. A escolha do
sulfato de zinco deveu-se fundamentalmente a duas caracteristicas que possui: é muito solivel
em dgua e nos sucos digestivos e apresenta na sua constituigdo um catido activo, o zinco. Como
foi referido para a lactose, a solubilidade representa um factor importante na escolha do
diluente, pois aumentara a porosidade da matriz apés penetragdo dos liquidos. Por outro lado,
o Carbopol 934 apresenta carga negativa quando em solucdo aquosa, 0 que poderia originar uma
baixa cedéncia de oxazepam. Assim, este problema ficaria resolvido se, ap4s ionizagdo, o
catido zinco neutralizasse o carbopol 934.

Este grupo de comprimidos é constituido pelas férmulas apresentadas no Quadro

XIII.

2.5.2.1.- Influéncia do sulfato de zinco

Inicialmente comparou-se a influéncia do sulfato de zinco em relagio a lactose na
liodisponibilidade do oxazepam contido nos comprimidos de ac¢do prolongada, substituindo
esta substincia por aquela, nas férmulas F2 e F3. Obtiveram-se assim as férmulas F7 e Fg,
respectivamente.

Também se estudou a influéncia do sulfato de zinco quando este estd presente na
matriz hidréfila quer na dose inicial, quer na dose de manutencdo, ou seja, quando est4 presente
intra ou extragranularmente. Para o efeito prepararam-se trés matrizes com a mesma
constituigdo quantitativa de sulfato de zinco (férmulas Fg, F1g e F11). A distribuigdo

intragranular do sulfato de zinco relativamente ao Carbopol 934 variou da seguinte maneira:
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F9 - 50% de sulfato de zinco e 50% de Carbopol 934; F1( - 33,3% de sulfato de zinco e 66,7% de
carbopol 934 e F11 - 53,5% de sulfato de zinco e 46,5% de Carbopol 934. De modo a manter a
quantidade total de sulfato de zinco nas férmulas ensaiadas, foi necessdrio ajustar a

quantidade presente na mistura extragranular do seguinte modo: Fg - 15 g, F10-65geF11-11g.

QUADRO XIII

FORMULAS CONTENDO CARBOPOL 934, SULFATO DE ZINCO
E LAURILSULFATO DE SODIO

Quantidades unitdrias (mg)

Fy Fg Fg F10 F11

MISTURA1I

Oxazepam 15,0 15,0 15,0 15,0 15,0
Sulfato de zinco 15,0 15,0 15,0 65,0 ——
Laurilsulfato de sdédio ’ _ 6,25 6,25 6,25 6,25
Talco 7 2,5 2,5 2,5 2,5 2,5
MISTURA I

Oxazepam 156 156 156 156 156
Carbopol 934 » 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0
Sulfato de zinco 100,0 100,0 100,0 50,0 115,0
Laurilsulfato de sédio —_— — 6,25 6,25 6,25
Estearato de Magnésio 1,25 1,25 1,25 1,25 1,25
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2.5.2.2.- Influéncia do laurilsulfato de sédio

No grupo anterior, estudou-se a influéncia do laurilsulfato de sédio externo na
liodisponibilidade do oxazepam contido em comprimidos de acgdo prolongada. Neste grupo
desenvolveu-se aquele estudo, verificando-se a influéncia do agente molhante quando esta
presente quer na dose inicial, quer na dose de manutengéo, ou seja, quando a sua presenca é intra
ou extragranular. As percentagens absolutas de laurilsulfato de sédio nas férmulas
experimentadas foram as seguintes: Fg-2,5% na dose inicial e 0% na dose de manutengéo e

F9 - 2,5% na dose inicial e 2,5% na dose de manutengio.

2.5.2.3.- Ensaio de dissolugao

Na realizagdo do ensaio de dissolugdo usou-se o método A, descrito em 2.4.1.7.1.

O teor de oxazepam dissolvido em fungdo do tempo a partir das férmulas
indicadas no Quadro X foi determinado por espectrofotometria no UV.

2.5.2.4.- Resultados

Os resultados do ensaio de dissolugdo, expressos em percentagem, em area sob a

curva ao fim de 12 horas(ASC) e em eficicia de dissolugdo apés 12 horas (E%), sdo

apresentados no Quadro XIV e nas Figs. 21, 22 e 23.
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QUADRO X1V

ENSAIO DE DISSOLUCAO - METODO A

pH Tempo Oxazepam dissolvido (%)
(horas) F, Fg Fqy Fig Fiq

1,2 0,5 4,2+0,9 4,2+0,4 4,4+0,3 4,4+0,7 5,6£0,5
1,2 1 6,8+0,7 5,704 7,0x04 6,7+0,8 7,3+0,6
1,2 15 9,3+0,8 7,7£0,5 8,9+1,1 8,8+1,8 9,6+1,2
1,2 2 10,511,4 10,4+2,0 11,4+1,1 10,4+1,0 11,4+1,4
7,5 3 16,9+2,5 20,9+2,9 19,9+2,1 19,2+2,9 17,5+4,8
7,5 4 21,0+4,1 30,7%3,9 27,314,1 24,0+3,7 23,2+3,4
7,5 5 29,8+4,1 36,515,3 39,945,5 30,2+4,9 26,4+4,0
7,5 6 37,7£2,6 46,2+7,8 53,0+3,3 36,915,3 29,8+4,1
7,5 7 42,7429 52,9+3,2 62,3+4,0 42,4478 33,3+4,3
7,5 8 47,4%4,2 58,1+7,2 68,9+4,4 48,718,7 38,1+4,7
7,5 9 69,514,3 52,5%9,2 43,517,0
7,5 10 53,1%5,2 61,4+7,5 72,4448 57,0+11,1 47,7%5,1
7,5 11 74,8%5,5 64,618,3 54,0+6,7
7,5 12 58,4+6,4 67,218,1 774457  68,98,5 58,5+7,8
ASC (t=12h) 401,6+41,6 481,0+59,2 544,5+42,6 427,7+68,6 362,6+50,3
E% (t=12h) 33,543,5 40,1+4,9 45,4+3,6 - 35,645,7 30,2+4,2

(#) - Intervalo de confianca - 95%
t-0,05
N-5
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Figura 21 - Liodisponibilidade do oxazepam.
Influéncia do laurilsulfato de sédio intra (i) e extragranular (e).

F7 -0%,F8-2,5% (i) e F9 - 2,5% (i) € 2,5% (e).

o
¢ Fi0
© Fi1

t(horas)

Figura 22 - Liodisponibilidade do oxazepam.
Influéncia do sulfato de zinco intra (i) e extragranular (e).
F9 - 100 mg (i) e 15 mg (e), F10 - 50 mg (i) e 65 mg (e) e T ‘
F11 - 115 mg (i).
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Figura 23 - Eficdcia de dissolugdo do oxazepam.

2.5.2.5.- Discussio dos resultados

Da andlise dos reéultados, e tal como foi referido para o grupo anterior, pode
afirmar-se que o objectivo principal deste trabalho ndo foi alcangado.

A quantidade de oxazepam dissolvido no suco géstrico artificial ao fim de 2 horas
de ensaio ndo ultrapassou os 11,4% do total de principio activo contido nos comprimidos.
Também se verificou que as alteragdes introduzidas nas cinco férmulas apresentadas no Quadro
XIII ndo produziram resultados positivos, pois foram praticamente coincidentes variando
entre 10,4% e 11,4%. '

A liodisponibilidade do oxazepam no suco entérico artificial apresentou
diferengas importantes e atribuiveis as altera¢des introduzidas nas férmulas. Nas 12 horas de
ensaio, a quantidade total de firmaco dissolvido variou entre 58,4% na férmula F7 e 77,4% na
férmula Fg, como estd indicado no Quadro XIV. De acordo com a quantidade de oxazepam
dissolvido ao fim de 12 horas de ensaio, é possivel classificar as féormulas ensaiadas da
seguinte maneira:

- as que cederam aproximadamente 60%; nestas circunstincias estdo as férmulas
F7 (intragranular: 50% de Carbopol 934 e 50% de sulfato de zinco; extragranular: 15 g de
sulfato de zinco) e F11 (intragranular: 46,5% de Carbopol 934, 53,5% de sulfato de zinco e 2,5%
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de laurilsulfato de sédio; extragranular: 2,5% de laurilsulfato de sédio);

- as que cederam aproximadamente 70%; nestas circunstincias estdo as férmulas
Fg (intragranular: 50% de Carbopol 934 e 50% de sulfato de zinco; extragranular: 15 g de
sulfato de zinco e 2,5% de laurilsulfato de sédio) e F1( (intragranular: 66,6% de Carbopol 934,
33,3% de sulfato de zinco e 2,5% de laurilsulfato de sédio; extragranular: 65 g de sulfato de
zinco e 2,5% de laurilsulfato de sédio);

- a que cedeu aproximadamente 80%; nestas circunstincias estd a férmula F9g
(intragranular: 50% de Carbopol 934, 50% de sulfato de zinco e 2,5% de laurilsulfato de sédio;
extragranular: 15 g de sulfato de zinco e 2,5% de laurilsulfato de s6dio).

Numa primeira anélise, e tratando-se de consideragbes gerais, os resultados
apresentados permitem concluir que a liodisponibilidade do oxazepam contido nos
comprimidos de ac¢do prolongada varia em fungdo da composi¢do da matriz hidréfila. O
sulfato de zinco presente na matriz mostrou-se sempre mais eficaz do que a lactose.

Em relagdo ao agente molhante, presente intra ou extragranularmente, pode
afirmar-se que o laurilsulfato de sédio originou sempre um efeito positivo na
liodisponibilidade do oxazepam. |

Numa segunda andlise, e tratando-se de consideragdes especificas, pode afirmar-
-se que a liodisponibilidade do oxazepam em Fg é maior do que em F1g e em F11, podendo
concluir-se que existe uma proporgao relativa de sulfato de zinco intra e extragranular ideal e
que € mais ou menos intermédia (cerca de 50% intragranular e 15 g extragranular).

Apresentando as férmulas Fg e F1( liodisponibilidades idénticas, pode concluir-se
que a presenga intragranular do laurilsulfato de sédio (2,5%) anula o efeito negativo do
afastamento da proporgdo relativa ideal intra e extragranular do sulfato de zinco.

Pelo mesmo motivo, ou seja, tendo as formulas F7 e F11 liodisponibilidades de
oxazepam idéﬁticas, pode afirmar-se que a auséncia de sulfato de zinco extragranular anula o

efeito positivo da presenga do laurilsulfato de sédio intra e extragranular.

Da anédlise do Quadro XIV e da Fig. 23 conclui-se que, das cinco férmulas que

constituem este grupo, a Fg é a que apresenta melhor eficdcia de dissolugo.
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2.5.3.- MATRIZ CONSTITUIDA POR CARBOPOL 934, SULFATO OU FOSFATO
DE CALCIO, LAURILSULFATO DE SODIO E LUBRIFICANTES

Apesar de no grupo de férmulas anterior ndo se ter conseguido atingir o objectivo
proposto, (neutralizacdo do Carbopol 934 pelo catido zinco, modificando assim positivamente
o comportamento da matriz hidréfila na cedéncia do oxazepam) pareceu interessante
prosseguir o estudo verificando o efeito de outros sais de célcio. O sulfato p.a.(Merck) e o
fosfato de célcio p.a. (Merck) foram os escolhidos, essencialmente devido as suas
caracteristicas tecnoldgicas e toxicoldgicas que sdo responsdveis pelo maior emprego na
preparagdo de medicamentos do que o sulfato de zinco(214-216).

Até ao momento, a formulagdo dos comprimidos baseou-se apenas na associagdo de
diluentes soldveis na dgua e nos sucos digestivos aos restantes constituintes da matriz. Com a
introdugdo do fosfato de célcio foi possivel preparar uma matriz hidréfila com um diluente

insoldvel nesses liquidos.

Este grupo de comprimidos é constituido pelas férmulas apresentadas no Quadro
XV.

2.5.3.1.- Influéncia do sulfato de cdlcio

Para estudar a influéncia do sulfato de célcio na liodisponibilidade do oxazepam
preparou-se a férmula F12. Como pode observar-se nos Quadros XV e XVI, a diferenga entre as

formulas F7 e F12 resultou da substituigdo integral do sulfato de zinco pelo sulfato de calcio.

2.5.3.2.- Influéncia do fosfato de cdlcio

Apbs o estudo da liodisponibilidade do oxazepam a partir de matrizes hidréfilas
constituidas por diluentes soliiveis na dgua e sucos digestivos, faltava estudar o efeito de um
diluente insolivel nos mesmos solventes. A escolha recaiu no fosfato de calcio. |

Inicialmente preparou-se a férmula F13 com uma quantidade total de fosfato de
calcio (intragranular: 44% de fosfato de célcio e 66% de Carbopol 934; extragranular: 11,9 g de
fosfato de célcio) calculada de modo que a concentragdo em catido calcio fosse igual & da

férmula F17.



QUADRO XV

FORMULAS CONTENDO CARBOPOL 934, SULFATO E FOSFATO DE CALCIO
E LAURILSULFATO DE SODIO

Quantidades unitdrias (mg)

-

F12 F13 F14 F16 F1s5/F17,F18

MISTURA1

Oxazepam 15,0 15,0 15,0 15,0 15,0
Sulfato de cdlcio 15,0 S —
Fosfato de cdlcio —_— 11,9 15,0 15,0 15,0
Laurilsulfato de sédio 6,25 6,25 5,0 5,0 5,0
Talco 25 2,5 2,0 2,0 2,0
MISTURA T

Oxazepam 15,6 15,6 15,6 15,6 15,6
Carbopol 934 100,0 100,0 56,6 56,6 56,6
Sulfato de cdlcio 100,0 S _ — _
Fosfato de cdlcio - 79,0 84,8 84,8 84,8
Laurilsulfato de sédio 6,25 6,25 5,0 5,0 5,0
Estearato de Magnésio 1,25 1,25 1,0 S 1,0
Talco — S _ 1,0 N

2.5.3.3.- Influéncia dos pungdes

As novas férmulas revelaram a necessidade de reduzir o peso tedrico dos

comprimidos de 250 mg para 200 mg. Como os pungdes utilizados tinham 10 mm de didmetro e

superficie plana e lisa, originavam comprimidos com pouca altura (F14), pelo que foram

substituidos por pun¢des de 8 mm de didmetro e superficie concava e lisa (F15)(215).
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2.5.3.4.- Influéncia do estearato de magnésio

Virios trabalhos referenciam que o estearato de magnésio influencia a cedéncia
dos principios activos a partir de comprimidos devido as caracteristicas hidréfobas que
possui(217-219). Perante este facto, procurou estudar-se a influéncia deste lubrificante, que do
ponto de vista tecnoldgico é muito importante numa férmula, na liodisponibilidade do
oxazepam contido em comprimidos de acgdo prolongada. Para o efeito, prepararam-se as
férmulas F15 (0,5% de estearato de magnésio) e F1¢(o estearato foi substituido totalmente pelo

talco).

2.5.3.5.- Influéncia da granulometria

Todas as foérmulas estudadas até ao momento apresentaram caracteristicas
granulométricas iguais. A verificacdo dos pds foi feita com tamises de abertura de malha de
300 pm. A andlise granulométrica do principio activo e do agente gelificante foi realizada por
microscopia Optica, como pode observar-se no Anexo I. Quanto ao tamanho dos grdos que
constituem o granulado, pode afirmar-se que na preparacdo dos comprimidos apenas foram
utilizados graos que passaram através de um tamis de abertura de malha de 750 um e ficaram
retidos no tamis de abertura de malha de 300 um, sendo as restantes fracgdes rejeitadas.
Todavia, prepararam-se férmulas com granulados totais, para estudar a sua influéncia na
liodisponibilidade do oxazepam(220-222). Como pode observar-se na Fig. 24, as férmulas
ensaiadas apresentavam um granulado com a seguinte frequéncia de distribuigio em peso:
F15 (750 pm—100%), F17 (2000 um -3,3%; 1200 um -44,8%; 750 um-36,2% e 300 um -15,6%) e
F18 (2000 um -19,3%; 1200 pm-40,0%; 750 um -26,4% e 300 um-14,3%).
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2000 pm 1200 pm 750 pm - 300 pm

Abertura de Malha

Figura 24 - Frequéncia de distribuicdo granulométrica (FD) dos graos que
constituem a dose de manutengio das férmulas F15, F17 e F18.

2.5.3.6.- Ensaio de dissolugdo

No ensaio de dissolugao usou-se 0 método A descrito em 2.4.1.7.1.

O teor de oxazepam dissolvido em fungdo do tempo a partir das férmulas

indicadas no Quadro XV foi determinado por espectrofotometria no UV.

2.5.3.7.- Resultados

Os resultados do ensaio de dissolugdo, expressos em percentagem, em 4rea sob a
curva ao fim de 12 horas(ASC) e em eficicia de dissolugdo ap6s 12 horas (E%), sio

apresentados no Quadro XVI e nas Figs 25, 26, 27, 28, 29.
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QUADRO XVI

ENSAIO DE DISSOLUGCAO - METODO A

pH Tempo Oxazepam dissolvido (%)
(horas)  Fypp Fi3 F14 F15 F16 Fi7 F18

1,2 0,5 3,61:0,4 4,9+0,3 4,1+0,7

1,2 1 4,1+0,2 5,9+0,1 5,9+0,3 6,4+0,2 7,0+0,4 8,2+0,5 7,7+0,4
1,2 1,5 5,5+0,3 7,5%1,0 9,1+1,4

1,2 2 6,5+0,5 8,3x1,0 11,3%1,1 8,3+0,6  10,7£0,7 12,0£0,5 11,5%0,9
7.5 3 13,2+0,8  13,7+0,3 18,5¢1,0 16,1+0,7 21,0+1,7 21,7£2.8 204%1,5
7,5 4 14,240,9 18,2+0,9 24,1*1,5 25,8429 30,0+2,3 273%1,5 28,917
7,5 5 16,6+£0,3  22,7#1,3 32,2+28 32,1+1,9 41,3422 34,6+14 35,7419
7,5 6 20,0£1,3  29,4+1,7 38,845,6 44,0+6,7 504%2,3 414%2,7 40,1£2,0
7.5 7 22,7+2,1 34,9+1,0 48,2455 50,0+7,2 55,8+3,2 47,8+3,4  45,0+1,7
7,5 8 26,0+2,6 39,7423 54,616,7 53,1+7,3 644+3,4 51,2+2,8 48,8+2,0
7,5 9 29,6+1,9 43,8429 58,3+8,9 57,148,1 67,6+4,0 54,1+3,0 51,6+2,9
7.5 10 32,9+1,4 47,5440 63,1485 60,5£10,0 694429 57,8+3,9 54,1+2,1
7,5 11 36,8+t2,1 52,1+4,9 66,8+8,7 65,7+7,7 73,7425 59,244,6 56,9+1,9
7,5 12 40,6+4,0 57,5456 72,748,1 69,775 76,0+2,6 61,2+46 59,5429
ASC (t=12h) 243,8+16,2 346,1+23,6 459,0+55,3 454,0+57,1 528,7+26,9 446,4+29,4 430,5+£20,5
E% (t=12h) 20,314  28,8+2,0 38,346 37,8+4,8 44,1+22 372425 35,9+1,7

(&) - Intervalo de confianca - 95%

t-0,05
N-5
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® F13
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Figura 25 - Liodisponibilidade do oxazepam.

Influéncia do sulfato de calcio (F12) e do fosfato de célcio (F13).

100 -
C(%)

O Fli14
® Fi5
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0 3 6 9 12
F t(horas)

Figura 26 - Liodisponibilidade do oxazepam.
Influéncia dos pungdes : F14 - 10 mm de didmetro, de superficie

plana e lisa; F15- 8 mm de diametro, de superficie concava e lisa.
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Figura 27 - Liodisponibilidade do oxazepam.
Influéncia do estearato de magnésio.

F15 - 0,5% e F16 - 0%.

o Fi15
® F17
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0 3 6 9 12
: tthoras)

Figura 28 - Liodisponibilidade do oxazepam.

Influéncia da granulometria.
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F12 F13 F14 F15 F16 = F17 F18
FORMULAS

Figura 29 - Eficacia de dissolugdo do oxazepam.

2.5.3.8.- Discussio dos resultados

Pelas razbes apontadas na discussdo dos resultados dos grupos anteriores, uma vez
mais se conclui que o objectivo principal deste estudo nio foi alcangado.

A quantidade de oxazepam dissolvido no suco gastrico artificial ao fim de 2 horas
de ensaio nédo ultrapassou 12% do teor total de formaco contido nos comprimidos, pelo que as
alteragOes introduzidas nas férmulas experimentadas ndo se fizeram notar nos resultados
obtidos.

Pela analise dos resultados inscritos nos Quadros XIV e XVI, pela observagio das
Figs. 22 e 25 e em fungdo da quantidade de oxazepam dissolvido no suco entérico artificial ao
fim de 12 horas de ensaio, pode concluir-se que o sulfato de zinco contido na matriz hidréfila
(F9) proporcionou quase o dobro da dissolugdo obtida na presenga do sulfato de calcio (F12).
Estes resultados indicam que o ido zinco tem um efeito neutralizador do Carbopol 934 superior
ao ido cdlcio, o que ¢ confirmado pelo facto de as quantidades de zinco e cilcio presentes nas
formulas serem praticamente iguais (utilizou-se sulfato de zinco, hepta-hidratado e sulfato
de célcio, di-hidratado).

A comparagdo dos resultados inscritos no Quadro XVI respeitantes as férmulas F12

e F13 permite concluir que o fosfato de calcio (diluente insolivel), relativamente ao sulfato de
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cédlcio (diluente soldvel), origina um aumento da quantidade de farmaco dissolvido em fungdo

do tempo.

Este resultado pode considerar-se surpreendente por duas razdes: por um lado,
sabe-se que a porosidade das matrizes hidréfilas aumenta & medida que os liquidos de
dissolugdo nela penetram por esgotamento das substancias soliveis; por outro lado, a proporgéo
relativa intragranular entre os sais de célcio e o Carbopol 934 sio, para a férmula F12, 50% de
sulfato de cdlcio e 50% de Carbopol 934, e para a férmula F13, 44% de fosfato de cdlcio e 66%
de Carbopol 934.

Nao se verificou qualquer influéncia dos pungbes usados na preparagio dos
comprimidos em relagdo a quantidade de oxazepam dissolvido, podendo mesmo afirmar-se que
o perfil das curvas de dissolugdo em fungio do tempo sdo coincidentes, como se demonstra na
Fig. 26. Apesar das dimens3es e forma dos comprimidos variar consoante os pungdes usados, a
superficie média dos comprimidos obtidos foi idéntica.

No que diz respeito a influéncia do estearato de magnésio na quantidade de
farmaco dissolvido, a andlise dos resultados inscritos no Quadro XVI para as férmulas F15 e
F16 e a observagao das curvas de dissolugdo representadas na Fig. 27 permite concluir que ndo
se encontram resultados significativamente diferentes.

A granulometria do granulado, dentro de limites de variabilidade aceitdveis e
que eventualmente possam acontecer numa produgdo industrial, nio modificaram
significativamente a percentagem de oxazepam dissolvido nos liquidos de dissolugdo em

fungdo do tempo, como se observa na Fig. 28.

Da analise do Quadro XVI e da Fig. 29 concluiu-se que, das férmulas que

constituem este grupo, a férmula F14 é a que tem a melhor eficdcia de dissolugao.

2.5.4.- MATRIZ CONSTITUIDA POR CARBOPOL 934, FOSFATO DE CALCIO,
CROSCARMELOSE DE SODIO E LUBRIFICANTES

A obtengdo de comprimidos de acgdo prolongada contendo oxazepam como
principio activo e Carbopol 934 como agente gelificante ndo foi conseguida até ao presente
momento deste trabalho, pois ndo foi possivel fabricar, por granulagio a seco, comprimidos que

apresentassem a liodisponibilidade pretendida para o farmaco. De facto, nunca se atingiram
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concentragdes de oxazepam préximas das desejadas durante as primeiras duas horas do ensaio

de dissolugdo. O maximo obtido para a dose inicial foi de 13%, quando o pretendido
teoricamente estd compreendido entre 35 e 55%. Portanto, o problema localizava-se
fundamentalmente na cedéncia do principio activo pela matriz ao suco géstrico artificial, ja
que no suco entérico artificial a cedéncia se realizava a um ritmo satisfatdrio.

Perante esta realidade, e verificando que a substitui¢gdo dos contituintes ndo
modificara positivamente a fraca liodisponibilidade apresentada pelo firmaco, atribui-se
este fenémeno a incompatibilidades existentes entre o principio activo e o agente gelificante.
Embora esta possibilidade possa ser colocada para meios de dissolugdo que apresentem valores
de pH basicos, 0 mesmo ndo acontece para meios com valores de pH 4cidos. De facto, a
molécula de oxazepam apresenta um valor de pKa de 1,7, pelo que em meio dcido se encontra
carregada negativamente, tal como o Carbopol 934. Assim, ndo sendo em principio uma
incompatibilidade quimica a responsdvel pela fraca cedéncia do oxazepam a partir das
matrizes hidréfilas experimentadas, surge como hipétese vidvel o comportamento fisico
apresentado pelo agente gelificante. A molécula do Carbopol 934 em meio acido, ou seja, a
valores de pH<3, tem uma capacidade de hidratagdo praticamente nula. Além disso, os
comprimidos resultantes deste tipo de matrizes tém uma porosidade baixa no estado seco, pelo
que a difusdo dos liquidos de dissolugdo com valores de pH 4cidos através da massa sélida é
muito dificil. - -

Ora, se se pretendia que a dose inicial fosse libertada o mais rapidamente
possivel, tornava-se necessario inverter esta situagdo. Pelos motivos apontados anteriormente,
pensou-se que o caminho a seguir deveria ser o de permitir um rapido contacto da dose inicial
com os liquidos de dissolugdo, sem contudo alterar a cinética de cedéncia da dose de
manutengdo. Nestas circunstincias, recorreu-se a uma substdncia com propriedades
desagregantes, referenciada na literatura da especialidade como um "superdesagregante”, a
croscarmelose de s6dio(NF, Wyeth Laboratories, Inc., Philadedelphia, Lot T808), que é um
polimero da carboximetilcelulose sddica(223-226).

Este grupo de comprimidos é constituido pelas férmulas apresentadas no Quadro

XVIL
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QUADRO XVII

FORMULAS CONTENDO CARBOPOL 934, FOSFATO DE CALCIO
E CROSCARMELOSE DE SODIO

Quantidades unitdrias (mg)

F19 F20 F21 F22 F23
MISTURA I
Oxazepam 15,0 15,0 15,0 15,0 15,0
Croscarmelose de sddio 5,0 8,0 10,0 25,0 10,0
Fosfato de cdlcio 20,0 17,0 15,0 _ 15,0
Taico 2,0 2,0 2,0 2,0 2,0
MISTURA II
Oxazepam 15,6 15,6 15,6 15,6 15,6
Carbopol 934 56,6 56,6 56,6 56,6 84,8
Fosfato de cdlcio 84,8 84,8 84,8 84,8 56,6
Estearato de Magnésio 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0

2.5.4.1.- Influéncia da croscarmelose de sddio

Para estudar a influéncia da croscarmelose de s6dio na dissolugdo do oxazepam
contido nos comprimidos de ac¢do prolongada, foram preparadas férmulas com quantidades
diferentes de agente desagregante, como pode verificar-se no Quadro XVII. As percentagens de
croscarmelose de s6dio presentes na fase extragranular da matriz sdo as seguintes: na férmula

F19-2,5%, na Fp04,0%, na F21-5,0% e na F22-12,5%.
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2.5.4.2.- Influéncia do fosfato de célcio

Em fungdo dos resultados obtidos no ensaio de dissolugéo para as férmulas acima
referidas, procurou estudar-se a influéncia dos constituintes da fase intragranular da matriz na
dissolugdo do oxazepam. As percentagens relativas das substancias responsaveis pela cedéncia
do oxazepam correspondente a dose de manutengdo sdo as seguintes: na férmula F21 (60% de
fosfato de cdlcio e 40% de Carbopol 934) e na F23 (40% de fosfato de cdlcio e 60% de Carbopol

934). A percentagem absoluta da croscarmelose de sédio presente nas férmulas foi de 5%.

2.5.4.3.- Ensaio de dissolugio

No ensaio de dissolugdo usou-se o método A, descrito em 2.4.1.7.1.
O teor de oxazepam dissolvido em fungdo do tempo a partir das férmulas
indicadas no Quadro XVII foi determinado por espectrofotometria no UV e por cromatografia

liquida de alta pressdo (HPLC).

-
G

2.5.4.4..- Resultados

Os resultados do ensaio de dissolugdo, expressos em percentagem, em 4rea sob a
curva ao fim de 12 horas(ASC) e em eficicia de dissolucdo apds 12 horas (E%), sdo

apresentados no Quadro XVIII e nas Figs 30, 31, 32, 33 e 34.
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QUADRO XVIII

ENSAIO DE DISSOLUCAO - METODO A

pH Tempo - 7 Oxazepam dissolvido (%)
‘ (horas) Fqg Fag Fyq Fyp Fy3
1,2 0,5 3,203 9,7¢1,6 13026  267+16 3,7+0,2
1,2 1 55:02  194%25 317440 63,8471 6,2+0,5
1,2 15 75504  295+52  44,0:42 73778 7,6+0,6
1,2 2 12,9820 368459  523%37 80,663 9,5:0,4
75 3 30,9¢1,9 48281 60531 88351 21,0439
7,5 4 49,6£2,6  573t42 671449 923459 31,9490
7,5 5 59,6128  643+28 74359  965+43 35367
' 7,5 6 63,9¢1,0  739+21  80,1#52  974+3,6  455%9,9
7,5 7 69,9410 775823 84861  985+34 49,5497
7,5 8 759422  809+23 877451 99328 52,5489
75 9 78,3£1,9 87466 91352 553490
7,5 10 803tl6  89,1%64 932452  1003+1,4  59,4%9,2
i 75 11 82,9426 91658 96025 — 6184838
| 7,5 12 85,8129  934%53 99509  100,8+1,1  66,149,1
ASC (t=12h) 65158212 7738+525 868,3%51,8 1066,0+43,4  461,1480,6
E% (t=12h) 54,3t1,8  645t44 724443  88.8:3,6  38,4%6,7

(+) - Intervalo de confianga - 95%
t- 0,05 |
N-5
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Figura 30 - Liodisponibilidade do oxazepam.
Influéncia da croscarmelose de sédio. F20 -4%. .

LI - limite te6rico inferior; LS - limite teérico superior.
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Figura 31 - Liodisponibilidade do oxazepam.
Influéndia da croscarmelose de sédio. F21 - 5%.

LI - limite tedrico inferior; LS - limite tedrico superior.
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Figura 32 - Liodisponibilidade do oxazepam.

Influéncia da croscarmelose de sédio. F19 - 2,5%; F20 -12,5%.

LI - limite tedrico inferior; LS - limite tedrico superior.
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¢ F23
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Figura 33 - Liodisponibilidade do oxazepam.

Influéncia da constitui¢do dos granulos em matrizes hidréfilas
contendo 5% de croscarmelose de sédio extragranular.

F21 - (60% de fosfato de célcio e 40% de carbopol 934) e

F23 - (40% de fosfato de célcio e 60% de carbopol 934).
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F19 F20 F21 F22 F23
FORMULAS

Figura 34 - Eficcia de dissolugdo do oxazepam.

2.5.4.5.- Discussdo dos resultados

Quando se iniciou este estudo, o objectivo principal foi produzir comprimidos de
ac¢do prolongada contendo oxazepam usando como agente gelificante o Carbopol 934. Ao
mesmo tempo , pretendia-se que a liodisponibilidade do fdrmaco fosse traduzida em
percentagens de dissolugdo ao longo do tempo de acordo com os limites teéricos indicados no
Quadro XIX. |

Pela anélise dos resultados obtidos no ensaio de dissolugdo utilizando o método A,
pode concluir-se que as férmulas Fp( e F21 apresentam uma liodisponibilidade de oxazepam
dentro dos limites teéricos pretendidos. Para estas férmulas, com excepgio do valor encontrado
para as 12 horas de ensaio da férmula Fp(, todos os valores se encontram dentro das
percentagens pretendidas, incluindo os obtidos no suco gastrico artificial. Contudo, e tendo em
atengdo a quantidade de principio activo presente na dose de acgido imediata, a formula Fp1
apresenta melhores resultados, ou seja, melhor liodisponibilidade.

Como pode observar-se nas Figs. 30 e 31, desde que a concentragio de croscarmelose
de sodio extragranular presente no comprimido esteja compreendida entre 4 e 5%, a cedéncia da

dose inicial de oxazepam ocorre no periodo de tempo desejado.
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QUADRO XIX

LIMITES TEORICOS E
RESULTADOS DO ENSAIO DE DISSOLUCAO

TEMPO  Limites Oxazepam dissolvido (%)
(horas)  teéricos F19 F20 F21 F22 F23
0-2 35-55 12,9+2,0 36,815,9 52,3+3,7 80,616,3 9,5+0,4
4 60-70 ‘ 49,612,6 57,3+4,2 67,1+4,9 92,3+5,9 31,9190
8 80-90 75,912,2 80,9+2,3 87,745,1 99,312,8 52,5+8,9
12 95-100 85,8+2,9 93,4%5,3 99,5+0,9 100,8+1,1 66,1£9,1
ASC 760-880 651,5+21,2  773,8+52,5 868,3+51,8 1066,0+434 461,1+80,6
E% 62,5-73,3 54,3+1,8 64,514,4 72,4+4 4 88,8%3,6 38,416,7

Comparando os resultados obtidos no ensaio de dissolugdo para as férmulas Fp1 e
F23 pode afirmar-se que a constituicio dos granulos é importante, mesmo na cedéncia do
farmaco que constitui a dose inicial. De facto, a concentracio de croscarmelose de sédio a 5% na
fase extragranular s6 é eficaz se os granulos apresentarem, na sua constitui¢io, uma
percentagem relativa de 60% de fosfato de célcio e 40% de Carbopol 934. Se a concentragio de
Carbopol 934 for superior a 40% (como acontece na F23) a cedéncia de oxazepam no suco géstrico
artificial é muito menor, verificando-se neste caso a anulagdo do efeito positivo da
croscarmelose de sédio (Fig. 33).

Na Fig. 32 estdo representadas as curvas de dissolugdo do oxazepam em fungio do
tempo a partir das férmulas F19 e F22, cujas concentragdes de croscarmelose de sédio sdo de
2,5% e 12,5%, respectivamente. Apresentam ambas resultados ndo satisfatérios, ocorrendo um
desvio negativo no primeiro caso e um desvio positivo no segundo em relacdo aos limites

tedricos de dissolugéo.

Da anélise do Quadro XIX e da Fig. 34 conclui-se que, das férmulas que constituem
este grupo, a férmula F21 tem a melhor eficicia de dissolugdo, ja que a férmula F2, apesar de

apresentar um valor superior, ultrapassa os limites tedricos estabelecidos.
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2.5.5.- ESTUDO DA FORMULA Fpy

2.5.5.1.- Métodos de verificagio in vitro

Para finalizar o estudo dos comprimidos de acgdo prolongada contendo oxazepam
em que o carbopol 934 é o agente gelificante utilizado na constitui¢do da matriz hidroéfila,
restava testar a forma farmacéutica noutras condicdes in vitro. O objectivo foi verificar se os
resultados obtidos dependiam das condigdes do ensaio ou se dependiam tinica e exclusivamente
da forma farmacéutica(227-232).

Apesar de as férmulas Fp( e F51 apresentarem liodisponibilidades concordantes
com os limites tedricos previamente estipulados, a escolha recaiu na férmula Fp1, pelas razdes
apontadas anteriormente.

Assim, a liodisponibilidade da férmula F21 foi determinada usando no ensaio de
dissolugdo os métodos A (descrito em 2.4.1.7.1.), B (descrito em 2.4.1.7.2.) e C (descrito em
2.4.1.7.3.).

Em qualquer dos métodos de dissolugido ensaiados e péra a mesma amostra, o teor
de oxazepam dissolvido em fungdo do tempo foi determinado utilizando dois métodos de
andlise, a espectrofotometria no UV e a cromatografia liquida de alta pressdo. A utilizacdo
deste ultimo método analitico teve como finalidade verificar se havia ou ndo hidrélise do
oxazepam no suco gastrico artificial. A espectrofotometria no UV néo permite separar e dosear

em simultineo o principio activo e os seus produtos de degradagao.

¥

2.5.5.1.1.- Ensaio de dissolucio

Na realizagdo do ensaio de dissolugio usaram-se 0 método A, B e C. O teor de
oxazepam dissolvido em fungdo do tempo a partir da férmula Fy1 foi determinado por
espectrofotometria no UV e por cromatografia liquida de alta pressdo (Fig. 35).

2.5.5.1.2.- Resultados

Os resultados do ensaio de dissolugdo, expressos em percentagem, em drea sob a

curva ao fim de 12 horas (ASC) e em eficicia de dissolugdo apds 12 horas (E%) estdo indicados

no Quadro XX e nas Figs. 36, 37, 38,39 e 40.
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QUADRO XX

ENSAIO DE DISSOLUCAO - FORMULA Fpq1

Oxazepam dissolvido (%)

Tempo Método A Meétodo B Método C
(horas) pH uv HPLC pH uv HPLC pH uv HPLC
0,5 1,2 13,0+£2,6 14,6+2,0
1 1,2 31,7440 33,1431 1,2 34,624,2 34,3+3,1 1,2 32,6+29 31,6£2,6
1,5 1,2 44,0+4,2 46,813,2
2 1,2 52,3+3,7 53,0%3,3 1,2 53,1£50  52,6%+3,8 2,5 504+3,3 31,6+2,6
3 7,5 60,5t3,1 62,413,3 45 63,415, 64,3+4,2 2,5 584+4,1 59,413,9
4 7,5 67,1%4,9 66,913,8 45 694+6,0 70,2£3,0 4,5 63,6+4,0 64,5452
5 7,5 74,3%5,9 73,614,2 75 76,2469 77,0£5,3 4,5 70,2+3,8 70,7+4,8
6 7,5 80,1152 78,4+4,0 7,5 83,2449 83,1+3,3 7,5 75,7%3,2 75,9%3,6
7 7,5 84,8+6,1 81,0+4,3 75 87,6138  87,2+3,0 7,5 79,043,6 79,8+2,6
8 7,5 87,745,1 86,713,6 7,5 91,3%4,0 90,8+2,0 7,5 83,529 84,0+3,4
9 7,5 91,3+5,2 90,0+3,4 7,5 94,0828 93,6%+2,8 7,5 87,6%2,6 87,6+2,1
10 7,5 93,245,2 93,243,0 7,5 96,2+24  96,1+2,4 7,5 92,7+14 92,8+2,1
11 _ 7,5 96,0£25  95,242,0 7,5 989+1,0  98,0£1,3 7,5 958+1,8  95,5%1,6
12 7,5 995£0,9  99,3%0,6 7,5 99,3+0,9  99,8+0,7 7,5 98,8+0,9  98,5+1,3
ASC (t=12h)  868,3t51,8 864,7+38,5 897,7+46,6 897,1£34,6 839,0+34,1 842,2+36,0
E% (t=}2h) 72,4143 72,143,2 74,8+3,9 74,8+2,9 69,912,8 70,2+3,0

(#) - Intervalo de confianca - 95%
t-0,05
N-5
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Figura 35 - Cromatogramas obtidos durante a realizagdo do ensaio de dissolucio.
A - Liquido de dissolugdo a pH 1,2, atenuagio 16;
Al - Liquido de dissolugéo a pH 1,2, atenuagéo 2;
B - Liquido de dissolugdo a pH 7,540,1, atenuagio 16.
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Figura 36 - Liodisponibilidade do oxazepam.

‘O Mét.AUV
¢ Mét. A HPLC

Influéncia do método analitico usando o método de dissolugio A.

o

' ' ' T . )
0 3 6 9 12
t(horas)

Figura 37 - Liodisponibilidade do oxazepam.

O MéBUV
¢ Mét.BHPLC

Influéncia do método analitico usando o método de dissolugio B.
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o MéCUuv
® Mé.CHPLC

T T T T T 1
0 3 6 9 12
t(horas)

Figura 38 - Liodisponibilidade do oxazepam.

Influéncia do método analitico usando o método de dissolugido C.

o Mét. AUV
® Mé.BUV
o Mé.CUV
0 % T T 1 Y 1
t(horas) .

Figura 39 - Liodisponibilidade do oxazepam.
\ Influéncia do método de dissolugio usando como método

analitico a espectrofotometria no UV.
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Mét.A Mét.B - Mét.C
FORMULA F21

Figura 40 - Eficdcia de dissolugdo do oxazepam na férmula F21.

Influéncia dos métodos de andlise e de dissolucio.

2.5.5.1.3.- Discussdo dos resultados

A analise dos resultados do ensaio de dissolugdo respeitantes a férmula Fp1q
permite concluir que a quantidade de oxazepam dissolvido em fungdo do tempo ndo foi
influenciada significativamente pelo método de dissolugdo usado, como pode observar-se na
Fig. 39.

A espectrofotometria no UV é um método analitico que permite determinar com
precisdo o teor de oxazepam em solugdo durante o ensaio de dissolugdo, como é comprovado
pelos resultados inscritos no Quadro XX e pelas Figs. 36, 37 e 38.

Como pode observar-se nos cromatogramas da Fig. 35, ndo ocorreu hidrélise do

oxazepam nos liquidos de dissolugdo utilizados durante a realizagdo do ensaio de dissolugéo.
Da andlise do Quadro XX e da Fig. 40 conclui-se que o método de dissolugdo e o

método analitico utilizados ndo influenciam significativamente a eficdcia de dissolugdo do

oxazepam na férmula F23.
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2.5.5.2.- Métodos de verificagio in vivo

Além das condigbes gerais do organismo (idade, sexo, equilibrio hidrico, etc.), e
em particular do estado anatomofisiolégico do aparelho digestivo, a absor¢do dos farmacos no
tracto gastrintestinal é influenciada pelas caracteristicas fisico-quimicas do fiarmaco e pelo
tipo de forma farmacéutica administrada. O farmaco, incorporado numa forma farmacéutica,
é por ela transportado e deve ser libertado, antes de se verificar a sua absor¢do no organismo.
Assim, a biodisponibilidade depende da forma farmacéutica que veicula o principio activo e
da natureza dos excipientes que a compdem.

Neste estudo foi apreciada a absorgdo do oxazepam contido nos comprimidos de
acgdo prolongada produzidos de acordo com o estipulado para a férmula Fp71. Esta formula foi
a escolhida para a realizagdo dos ensaios in vivo pois, de acordo com os critérios previamente
estabelecidos para o ensaio in vitro, foi a que apresentou resultados satisfatérios.

A absorgdo do farmaco foi avaliada a partir da obtengdo de um "pico” e da sua
manutengio durante o tempo de acgdo pretendido, expresso em concentragSes plasméticas
(ng/D, segundo determinagdes feitas a intervalos de tempo convenientes, apds a administragao
do medicamento.

Inicialmente foi estudada a absor¢io do oxazepam em coelhos. Este ensaio
permitiu tragar o perfil farmacocinético do principio activo e verificar se as concentragdes
plasmaiticas se mantinham constantes durante o tempo de acgdo pretendido.

Em seguida, os ensaios foram realizados em voluntdrios sauddveis, homens e

mulheres, com idades compreendidas entre os 25 e 40 anos.

As amostras de sangue foram tratadas conforme o descrito em 2.4.2.3.1.
O doseamento do oxazepam no plasma foi efectuado por cromatografia liquida de
alta pressdo nas condigdes indicadas em 2.4.2.4.1.

Os cromatogramas obtidos sdo apresentados na Fig. 41.

2.5.5.2.1.- Resultados

Os resultados do ensaio in vivo realizado em coelhos, expressos em concentracio
plasmitica (ug/1) e 4rea sob a curva ao fim de 12 horas (ASC) (h.ug/1) sdo apresentados no

Quadro XXI e na Fig. 42.
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Figura 41 - Cromatogramas obtidos nos ensaios in vivo.

A - em coelhos; B - em humanos.

108




QUADRO XXI

ENSAIO IN VIVO REALIZADO EM COELHOS

Tempo ‘ Concentragido plasmadtica
(horas) (ug/l)
1 264,8+57,0
2 : 406,9+77,7
4 : ' ' 353,7455,6
8 : ‘ 570,5+91,9
12 ‘ 548,4+86,3
24 62,3+25,4
ASC (t=12h) 5315,1+880,6

(%) - Intervalo de confianca - 95%
t-0,05
N-4

750 -1
CP(ug/D)

500 -

0 3 6 9 12
t(horas)

Figura 42 - Concentragfes plasmaticas em fungdo do tempo, avaliadas em

coelhos apds administragdo de comprimidos da férmula Fp1.
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Quadro

Os resultados do ensaio in vivo realizado no homem, expressos em concentragdo

plasmatica (ug/1) e em drea sob a curva ap6és 12 horas (ASC) (h.ug/1), sdo apresentados no

XXII e na Fig. 43.

QUADRO XX

ENSAIOS IN VIVO REALIZADOS NO HOMEM

Individuo Concentragio sanguinea (ug/1) | _

ASC  Cmidx tmdx
n? sexo peso idade 1h 2h 4h 8h 12h  24h  (h.ug/) (ug/  (h)
1 M 75 27 928 1732 —— 196,7 2102 31,6 21029 210,2 12
2 M 68 31 1091 —— 2663 —— 2519 444 2525,5 266,3 4
3 F 55 25 51,2 ——— 3355 —— 316,1 76,9 3412,1 3355 4
4 M 68 31 —  221,1 240,22 3103 2904 — 2984,8 310,3 8
5 F 45 40 —— 230,6 3005 2508 2734 83,6 2912,7 300,55 4
6 F 55 25 136,1 2422 — 3061 2994 —. 3100,1  306,1 8

122,3 216,8 2856 2660 2754 59,0 2883,4 288,22 6,7
41,8 48,2 65,9 85,2 44,1 39,7 758,2 50,8 3,8

(+) - Intervalo de confianga - 95%
t-0,05
N-3
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Figura 43 - Concentragdes sanguineas em fungio do tempo, avaliadas
em humanos ap0s a administragdo de comprimidos da F21.

Concentragédo terapéutica minima - 200 pg/1.

2.5.5.2.2.- Discussdo dos resultados B

Embora seja indispensavel saber se o fairmaco é posto a disposigdo do organismo
num intervalo de tempo previamente estabelecido, nas formas farmacéuticas de acgdo
prolongada importa, acima de tudo, que essa cedéncia se realize de modo a ndo haver desvios
de limites de concentragio bem definidos, tinica circunstincia que garantird o efeito
terapéutico desejado.

Por isso, € necessdrio demonstrar que uma preparacio de accio prolongada mantém
concentracdes terapéuticas de fairmaco durante um periodo de tempo maior do que uma forma
farmacéutica convencional.

Assim, para uma correcta interpretagdo dos resultados obtidos na realizagdo de
um ensaio in vivo com comprimidos de acgdo prolongada, torna-se necessério fazer uma
comparagdo com os resultados obtidos para o0 mesmo farmaco nas seguintes administragdes: uma
dose normal de principio activo; uma dose repetida durante o tempo correspondente & duragio
da acgdo da forma a testar e uma dose de principio activo igual a dose total que esta incluida

nos comprimidos de acgdo prolongada, se a margem terapéutica o permitir.
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Nestas circunstincias e devido ao facto de ndo terem sido realizados os ensaios
acima referidos, recorreu-se a trabalhos efectuados por outros investigadores.

Os resultados obtidos ap6s administragdo por via oral de doses simples de
oxazepam por Pilbrant et al.(233), Wretlind et al (234) e Alvan et al.(235,236) permitem
uma comparag¢ao com os resultados encontrados para a férmula F»1, mesmo considerando que em
termos de dose as administragSes ndo sejam exactamente as indicadas anteriormente. Nestes
trabalhos as formas farmacéuticas sélidas contendo 15 mg de oxazepam atingiram as
concentragdes terapéuticas entre a 1% e a 2 hora ap6s a administragdo, variando entre 169+79
e 315469 pg/l. Estes valores representam também os maximos de absorgdo conseguidos. Ae
hora apés a administragio, as concentragdes sanguineas encontradas variam entre 152153 e
178+63 pg/l. Estes autores também estudaram a absorgdo de preparagdes farmacéuticas
contendo 25 mg de oxazepam. Neste estudo, e por interpolagdo gréfica, verifica-se que o
méaximo de absorgdo (entre 350 a 400 pg/1) ocorre a 22 hora ap6s a administracdo, enquanto a

partir da 72 hora de ensaio as concentragdes sanguineas sdo menores do que 200 pg/1.

Assim, da andlise dos resultados incritos no Quadro XXII, e que permitiram a
construgdo do gréfico representado na Fig. 43, pode afirmar-se que a férmula F51 apresenta
caracteristicas de uma forma farmacéutica de acgdo prolongada. Considerando a concentragao
minima terapéutica de 200 ng/1 (237), a férmula Fpq proporciona concentragdes terapéuticas
durante o periodo de tempo pretendido, sendo este muito maior do que o obtido para as
preparagbes convencionais, quer estas contenham 15 ou 25 mg de oxazepam, cOmo comprovam 0s
resultados dos trabalhos acima referidos.

Apé6s a administragdo de um comprimido contendo oxazepam e preparado de
acordo com a férmula F21, o aparecimento do fArmaco em concentragdes terapéuticas ocorre na
mesma grandeza (entre 169+79 e 315+69 ug/1) e intervalo de tempo (entre a 12 e a 22 hora) das

formas farmacéuticas convencionais.

Por outras palavras, o ensaio de absorgdo in vivo confirma os resultados obtidos

no ensaio in vitro para a férmula Fpq.
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2.5.6.- COMPRIMIDOS CONSTITUIDOS POR GRANULOS REVESTIDOS

COM ACETOFTALATO DE CELULOSE

Com excepgio das férmulas do tltimo grupo, no qual se prepararam comprimidos
de acgéo prolongada com cedéncias de principio activo em fungdo do tempo de acordo com o
estipulado teoricamente, nos restantes grupos esta finalidade ndo foi concretizada.

Do ponto de vista tecnoldgico, esta situagdo poderia ser contornada por dois
caminhos diferentes, ou seja, recorrendo a um aumento da porosidade da matriz ou ao
revestimento dos granulos.

A primeira hipétese seria conseguida com um aumento de peso dos adjuvantes
usados na constituigdo da dose inicial e respectiva granulagdo. O granulado obtido seria entdo
misturado com o granulado que constitui a dose de manutengdo antes de se proceder a
compressao.

O revestimento dos granulos da dose de manutencdo, evitando o contacto directo
entre os seus constituintes, nomeadamente o Carbopol 934 e os p6s que constituem a dose inicial,

foi a eleita para finalizar este trabalho.

Entre 0s processos para a obtengdo de formas de acgdo prolongada figura o método
de revestimento de granulos por camadas de materiais dotados de diferente resisténcia aos
sucos digestivos, quer utilizando substancias soliiveis a pH crescente, quer revestindo com
peliculas do mesmo produto, depositadas em camadas de espessura variada, mas bem
determinada(192,238-242).

Como ja foi referido, o recurso a esta técnica de fabrico de comprimidos de acgdo
prolongada teve objectivos préprios e ndo os propostos pela literatura da especialidade. De
facto, usou-se um revestimento gastrorresistente cuja espessura, além de ser idéntica, era a
necessaria para evitar incompatibilidades fisico-quimicas entre as substincias que constituem
a dose inicial e as que constituem a dose de manutengdo. Este revestimento deve permitir a
passagem dos granulos pelo suco géstrico sem que se verifique cedéncia do principio activo
neles contido. Contudo, apés contacto com o suco entérico artificial, o revestimento deve
desaparecer rapidamente da superficie dos granulos, visto que a cedéncia do fdrmaco contido
na dose de manutengdo deverd ser funcdo da constituicio dos granulos e ndo da espessura do
revestimento.

O acetoftalato de celulose p.a. (Merck) é o revestimento gastrorresistente mais

usado, cuja dissolugdo no intestino é efectuada em simultaneo por hidrélise enzimatica e em
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fungdo do pH, que deve ser igual ou superior a 6(243). A férmula utilizada na realizacdo do

envolvimento dos granulos foi a seguinte:

Acetoftalato de celulose ..........u........ 6g
Ftalato de etilo ..cccceveevecvennrvenenncens 2g
Alcool iSOPropilico .wwerrereereenrenneenas 46 g
ACEtONA e 46 g

A presenca do ftalato de etilo é devida a sua fungdo de plastificante, impedindo o

aparecimento de fendas no revestimento dos granulos.

Este grupo de comprimidos é constituido pelas férmulas apresentadas no Quadro

XXIIIL.

QUADRO XXIII

FORMULAS CONTENDO GRANULOS REVESTIDOS COM
ACETOFTALATO DE CELULOSE

Quantidades unitdrias (mg)

FaaeF25 F26
MISTURAI
Oxazepam 15,0 15,0
Fosfato de cdlcio 20,0 20,0
Talco 2,0 2,0
Estearato de magésio 1,0 , 1,0

; MISTURA IT

Oxazepam 15,6 15,6
Carbopol 934 58,6 146 ,4
Fosfato de cdlcio 87,8 _

114




2.5.6.1.- Aparelhagem e métodos

Para fazer a drageificagdo utilizou-se uma bacia de vidro girando em volta de um
eixo inclinado e possuindo uma abertura centrada com esse eixo. A velocidade de rotagdo foi de
30+£3 rotagdes por minuto.

A solugdo de revestimento foi acondicionada num frasco munido de atomizador.

2.5.6.1.1.- Técnica de preparacido

Pese 0s componentes mencionados na férmula. Misture os componentes da mistura
II.

a) Granulagdo a seco: Comprima. Granule os comprimidos e calibre o granulado
obtido por tamis de abertura de malha de 750 pm.

b) Granulagdo a hiimido: Adicione dlcool 95° e granule por tamis de abertura de
malha de 750 um. Seque o granulado em estufa a 40° C durante 3 horas. Calibre o granulado
obtido por tamis de abertura de malha de 750 um.

Transfira o granulado para bacia de drageificagdo. Coloque a bacia a rodar a 30
rotagGes por minuto durante 1 hora. Retire o granulado. Separe o p6 formado por tamis de
abertura de malha de 300 um. Pese e transfira o granulado para a bacia de drageificagdo.

Atomize aproximadamente 0,1 ml de liquido de revestimento sobre o granulado a
temperatura ambiente. Faga entre 40 a 50 aplicagbes de 5 em 5 minutos, de modo a usar 5 g de
liquido de revestimento por 10 g de granulado. Calibre o granulado por tamis de abertura de
malha de 1200 um.

Pese e misture os componentes da mistura I. Junte a esta mistura o granulado

revestido. Misture. Comprima de modo a obter comprimidos de 200 mg de peso.

2.5.6.1.2.- Ensaio de verificacdo da eficdcia do revestimento

O teor total de oxazepam contido nos granulos foi determinado utilizando a
técnica descrita em 2.4.1.5. |
Depois de efectuado o revestimento dos granulos, realizou-se um ensaio para

determinar a quantidade de oxazepam dissolvido no suco géstrico artificial usando a seguinte

&
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técnica:

Pese rigorosamente 16,2 mg de granulos revestidos (correspondentes a 1/10 do seu
peso tedrico nos comprimidos) e introduza em matrés de 250 ml. Junte 90 ml de liquido de
dissolugdo A. Deixe em contacto durante duas horas, a temperatura de 379+1°C, com uma
velocidade de agitagdo de 100 r.p.m.. Filtre. Determine a absorvéncia no comprimento de onda

adequado. . .

A eficicia do revestimento é dada pela seguinte equagéo:

Tg-Tr
ER%= — x 10
Tg

em que ER% ¢ a eficdcia do revestimento, Tg é o teor total do oxazepam contido nos granulos e

Tr é o teor de oxazepam encontrado no suco géstrico artificial, expressos em percentagem.

Como é obvio, a eficicia do revestimento ideal deve ter um valor de 100%. No
Quadro XXIV estio indicados os resultados da eficicia de revestimento das férmulas
estudadas.

QUADRO XXIV

EFICACIA DO REVESTIMENTO

Foérmulas Eficdcia do revestimento (%)
F4 96,442,9
F25 98,3+1,3
Fog ' ‘ 95,6+2,3

(&) - Intervalo de confianca - 95%
t-0,05
N-5
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2.5.6.2.- Influéncia do método de granulagio

A influéncia do método de granulagdo na dissolugdo do oxazepam contido nos
granulos revestidos foi estudada nas férmulas F24 e F25. Como pode observar-se no Quadro
XXII, as férmulas F24 e Fo5 apresentam na sua constituicio os mesmos componentes e as
mesmas quantidades por unidade, variando apenas o método de preparagio dos granulos. Na
férmula F24 os granulos obtiveram-se usando a granulagio a seco, enquanto na férmula F25 os

granulos foram produzidos utilizando a granulagdo a hdmido.

2.5.6.3.- Influéncia do fosfato de cdlcio

As férmulas F24 e F26 foram utilizadas para estudar a influéncia do fosfato de
calcio presente na composicdo dos granulos na quantidade de oxazepam dissolvida em fungio
do tempo a partir de uma matriz hidréfila. As percentagens relativas dos constituintes dos
granulos, com excepgdo do principio activo, sdo 60% de fosfato de calcio e 40% de carbopol 934

na Fpse 100% de carbopol 934 na Fog.

2.5.6.4.- Ensaio de dissolugio
Na realizagdo do ensaio de dissolu¢io usou-se o método A, descrito em 2.4.1.7.1.

O teor de oxazepam dissolvido em fung¢do do tempo a partir das férmulas

indicadas no Quadro XXIII foi determinado por espectrofotometria no UV.

2.5.6.5..- Resultados

Os resultados do ensaio de dissolugdo, expressos em percentagem, em 4rea sob a
curva ao fim de 12 horas(ASC) e em eficicia de dissolugdo ap6s 12 horas (E%) sdo

apresentados no Quadro XXV e nas Figs 44, 45,46 e 47.
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QUADRO XXV

ENSAIO DE DISSOLUCAO - METODO A

pH Tempo Oxazepam dissolvido (%)
(horas) _ Foy Fys Fog
|
| 1,2 0,5 22,5+1,7 18,4+2 4 10,5+1,4
1,2 1 | 30,3£1,9 28,3+3,3 26,312,6
L2 1,5 36,912,3 34,0+3,3 36,7+3,9
1,2 2 47,5+2,8 48,1+3,9 51,0+5,5
7,5 3 59,4+3,4 62,5+4,3 54,8+5,2
7,5 4 67,4+4,1 - 69,2+4,2 58,1+5,7
7,5 5 72,3+2,9 72,5+5,5 62,3%£3,3
7,5 6 76,213,8 74,845,0 64,2+3,9
7,5 7 814+4,4 79,616,1 65,5+4,5
7,5 8 86,0+3,3 82,446,5 69,614,3
7,5 9 90,2+2,9 84,0+6,6 70,614,2
7,5 10 , 93,1+1,0 87,8+6,3 74,0129
7,5 ) 11 96,4+0,9 92,4455 76,3%£3,2
7,5 12 o 98,7+1,0 95,6149 79,2£2,7
ASC (t=12h) 7 852,2132,3 829,5£59,9 710,0+46,6
E% (t=12h) 71,0+2,7 69,1£5,0 59,2+3,9

(#) - Intervalo de confianga - 95%
t-0,05
N-5
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Figura 44 - Liodisponibilidade do oxazepam.
F24 - granulagdo a seco.

LI -limite teérico inferior; LS - limite teérico superior.

LI

o F25

t(horas)

Figura 45 - Liodisponibilidade do oxazepam.
F25 - granulagio a himido.

LI - limite tedrico inferior; LS - limite tedrico superior
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Figura 46 - Liodisponibilidade do oxazepam.
Influéncia da composicio dos granulos.

F26 - (100% de Carbopol 934).

E% .

Figura 47 - Eficacia de dissolugido do oxazepam.
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2.5.6.6 - Discussio dos resultados

Da andlise dos resultados obtidos no ensaio de dissolugdo usando o método A pode
concluir-se que o revestimento dos granulos da matriz hidréfila permite a cedéncia do
oxazepam para O suco gastrico artificial dentro dos limites teéricos pretendidos, como pode

observar-se no Quadro XXVI.

QUADRO XXVI

LIMITES TEORICOS E
RESULTADOS DO ENSAIO DE DISSOLUCAO

Tempo Limites Oxazepam dissolvido (%)
(horas) - tedricos Foq Fa5 Fog
0-2 35-55 47,5+2.8 48,1+3,9 51,0+5,5
4 60-70 67,4+4,1 69,21+4,2 58,115,7
8 80-90 86,0+3,3 82,4%6,5 69,6+4,3
12 95-100 98,7+1,0 _ 95,644,9 79,2+2,7
ASC(t=12h) 760-880 ' 852,2+32,3 829,4+59,9 710,0146,6
E%(t=12h) 62,5-73,3 71,0+£2,7 69,115,0 59,2+3,9

Em fungdo dos resultados alcangados no ensaio de dissolugdo, verifica-se que entre
as féormulas Fp4 (granulagdo a seco) e F25 (granulagdo a himido) ndo existem diferengas
significativas em relagdo a liodisponibilidade. Contudo, do ponto de vista tecnoldgico o
método de fabrico mais adequado para a produgdo dos granulos € a granulagio a seco, visto que

a granulagdo a hiimido é uma técnica de dificil execugdo quando na mistura de pds a granular
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estd presente o Carbopol 934, mesmo usando como liquido de granulagio o dlcool de 950.

Ao contrédrio do que aconteceu no grupo de férmulas anteriores, em que nio foi
possivel estudar a influéncia da composigdo dos granulos na cedéncia do principio activo no
suco entérico artificial, neste grupo este estudo foi concretizado gragas ao revestimento
efectuado nos granulos. Assim, os niveis de firmaco dissolvido no suco gastrico artificial foram
sensivelmente iguais para as férmulas F24 e F26. O mesmo ndo se verificou no suco entérico
artificial, no qual os resultados sdo significativamente diferentes devido, fundamentalmente,
a diferente composigdo dos granulos, se se considerar que o revestimento tem rigorosamente a
mesma espessura nas duas férmulas e portanto nio intervém no ritmo de cedéncia. Nestas
circunstincias, pode afirmar-se que a presenga do fosfato de cdlcio em associagio com o
Carbopol 934 nos granulos aumenta a cedéncia de oxazepam em fungdo do tempo no suco entérico
artificial, parecendo as quantidades indicadas no Quadro XXIII para a férmula F24 as mais

apropriadas.

A andlise do Quadro XXVTI e da Fig. 47 permite concluir que as férmulas Fp4 e F25

tém valores de eficicia de dissolugdo de acordo com o estipulado.

2.5.7.- ENSAIO DE AVALIACAO DA ESTABILIDADE

A verificagdo da estabilidade do oxazepam nos comprimidos foi efectuada nas
férmulas Fp1 e Fo4.

2.5.7.1.- Condigdes de armazenagem

Durante a realizagio do ensaio de estabilidade, os comprimidos foram

armazenados nas seguintes condigdes:

- temperatura de 22+1 0C;

- acondicionamento em recipientes hermeticamente fechados e ao abrigo da luz.

O teor de oxazepam nos comprimidos foi avaliado por cromatografia liquida de
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alta pressdo, no momento do fabrico e ao fim de 6, 12 e 18 meses.

2.5.7.2.- Determinagdo do teor de oxazepam nos comprimidos

Pulverize 3 comprimidos do mesmo lote de produgdo. Pese rigorosamente cerca de
20 mg (correspondentes a 1/10 do peso tedrico dos comprimidos) e introduza em matras de 250
ml. Junte 90 ml de metanol. Deixe em contacto durante 2 horas, a temperatura de 22+10 C, com

uma velocidade de rotagdo de 500 r.p.m. Filtre.

2.5.7.2.1.- Condicdes do ensaio por HPLC

O doseamento efectuado por HPLC obedeceu as condigdes de andlise descritas em
24.1.7.1. ‘
A solugdo mie de padréo interno e as solugdes de padréo interno e de padrio foram

preparadas de acordo com o descrito em 2.4.1.7.1.

Solucdo para determinar o teor de oxazepam nos comprimidos: Dilua o filtrado,

obtido como o descrito em 2.5.7.2.,, com metanol de modo a obter concentragdes de oxazepam
proximas de 20 pg/ml. Adicione 1,0 ml desta diluicdo a 1,0 ml de solugdo de padréo interno.

Homogenize em vértex. Filtre por filtro de 0,45um.

B

2.5.7.3.- Resultados

Os resultados obtidos no ensaio de estabilidade estdo indicados no Quadro XXVIL
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QUADRO XXVII

ENSAIO DE ESTABILIDADE
Tempo Oxazepam (%)
(meses) F21 F24
0o 100,0 1000
6 99,610,3 99,7+0,2
12 99,2+0,4 99,4+0,4
18 98,7+0,4 98,3+0,5

(1) -Intervalo de confianga - 95%
t- 0,05 ‘
N-5

2.5.7.4.- Discussi3o dos resultados

A andlise dos resultados obtidos no ensaio de avaliacdo da estabilidade das
formulas F21 e Fp4, do ponto de vista farmacéutico, permite afirmar que o Oxazepam apresenta
uma estabilidade de acordo com o fabrico industrial de comprimidos.

Nao foi possivel detectar nos cromatogramas obtidos 0s compostos de degradagdo
descritos na literatura, devido por um lado a sensibilidade do método (atenuagio 16) e, por
outro lado, devido a estabilidade apresentada pelas férmulas ensaiadas(244-246).

Como os comprimidos foram acondicionados ao abrigo da luz, ndo se verificou

qualquer alteragdo do Carbopol 934(165).
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2.6.- CONCLUSOES
2.6.1.- MATRIZ HIDROFILA CONSTITUIDA POR CARBOPOL 934 E LACTOSE
A presenca da lactose favorece a liodisponibilidade do bxazepam, sendo

esta tanto maior quanto maior for a quantidade daquela.

O limite maximo de lactose a adicionar ao Carbopol 934 de modo a

originar uma matriz hidréfila é de 70%.

2.6.2.- MATRIZ HIDROFILA CONSTITUIDA POR CARBOPOL 934 E SULFATO
DE ZINCO

A presenga do sulfato de zinco favorece a liodisponibidade do oxazepam.
Nas mesmas proporgdes, o efeito positivo do sulfato de zinco é maior do que

o da lactose.
Existe uma proporgdo ideal entre a quantidade intra e extragranular de

sulfato de zinco de modo a favorecer a liodisponibilidade do oxazepam,

que &, respectivamente, de 100 mg e 15 mg por comprimido de 200 mg.

2.6.3.- INFLUENCIA DO LAURILSULFATO DE SODIO

O laurilsulfato de sédio favorece a liodisponibilidade do oxazepam em
presenga da lactose e do sulfato de zinco, quando associados ao Carbopol

934.
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2.6.4.- MATRIZ CONSTITUIDA POR CARBOPOL 934 E SULFATO OU
FOSFATO DE CALCIO

Nas mesmas proporgdes, e ao fim de 12 horas de ensaio, o sulfato de calcio
proporciona cerca de metade da taxa de dissolugdo do oxazepam obtida

com o sulfato de zinco.

O fosfato de célcio tem um efeito positivo maior do que o sulfato de célcio
na liodisponibilidade do oxazepam, desde que o catido se encontre na

mesma concentragao.

A liodisponibilidade do oxazepam ndo é influenciada pela granulometria,
pelo didmetro e forma dos puncSes e pela presenga de estearato de

magnésio na concentragdo utilizada.

2.6.5.- INFLUENCIA DA CROSCARMELOSE DE SODIO

A quantidade de croscarmelose de sédio presente na fase extragranular da
matriz hidrdéfila deve estar compreendida entre 4 e 5%, de modo a originar

a liodisponibilidade pretendida para a dose inicial.
A constitui¢do dos granulos deve ser de 60% de fosfato de célcio e 40% de
Carbopol 934, para que a dose de manutengio seja cedida de acordo com a

liodisponibilidade desejada.

A liodisponibilidade do oxazepam nido é influenciada pelo método de

dissolugdo usado nem pelos métodos analiticos.
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2.6.6- GRANULOS REVESTIDOS COM ACETOFTALATO DE CELULOSE

O revestimento dos granulos com acetoftalato de celulose permite obter a

liodisponibilidade do oxazepam esperada para o suco géstrico artificial.

Para que a dose de manutencdo seja cedida de acordo com a
liodisponibilidade desejada, a constitui¢io dos granulos deve ser de 60%

de fosfato de célcio e 40% de Carbopol 934.

O método utilizado na obtengdo dos grinulos ndo influencia a

liodisponibilidade do oxazepam.
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CAPITULO III

SUPOSITORIOS DE OXAZEPAM




3.1.- INTRODUCAO

O oxazepam é menos solivel do que o diazepam quer em &4gua e solventes
hidroéfilos, quer em liquidos hidréfobos. A baixa solubilidade deste farmaco é a principal
razdo para ndo serem comercializadas preparagdes destinadas a administragdo parenteral e,
também, responsavel pela baixa absorcdo gastrintestinal deste composto relativamente ao
diazepam(247).

O oxazepam é excepcionalmente bem tolerado pelos doentes e é considerada a
benzodiazepina de primeira escolha no tratamento da ansiedade, principalmente em
pediatria e geriatria(248). O tratamento da ansiedade é de dificil execugdo, mas mais
complicado se torna quando a idade dos doentes sujeitos a tratamento é baixa ou elevada. E

neste contexto que se justifica o estudo da absorgdo rectal do oxazepam.

Embora nunca tenham conhecido uma verdadeira popularidade, os supositorios
foram empregados na preparagdo de medicamentos desde Hipdcrates e, a partir do século XIX,
passaram a constituir uma forma farmacéutica de bastante interesse. Nos anos 30, a
administragdo sob esta forma farmacéutica foi essencialmente destinada a farmacos anti-
-hemorroidais, analgésicos e laxativos. Entretanto, nos tltimos 60 anos a sua importéncia foi
definitivamente reconhecida, constituindo actualmente um dos tipos de medicagdo mais vezes
utilizado para veicular firmacos destinados a absorgdo sistémica. Contudo, muitos dos doentes
sdo relutantes em administrar farmacos por via rectal, sendo as razdes desta relutidncia
bastante complexas e refletindo de um modo geral a cultura ou um preconceito emocional do

doente.

O mecanismo de absor¢io dos farmacos por via rectal ndo é diferente do observado
no tracto gastrintestinal, mesmo considerando as condigbes fisiologicas diferentes (pH,
quantidade de fluido, etc). De um modo geral, a absorgao rectal de benzodiazebinas a partir de
solugdes aquosas ou alcodlicas é mais rdpida que a absorgdo oral. Contudo, quando estdo
incorporadas em supositérios a absorgdo é mais lenta, dependendo sobretudo da natureza do
excipiente, da utilizagdo de tensioactivos ou de outros aditivos, e das caracteristicas do
farmaco(82,249-252). Também o método de preparacdo e a conservagdo dos medicamentos sdo

factores que influenciam a absorgdo dos farmacos administrados por via rectal.
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Numa primeira fase deste trabalho estudou-se a influéncia do excipiente na

absorgdo rectal do oxazepam, utilizando para o efeito diferentes tipos de massas Novata,
constituidas por misturas de glicerideos semi-sintéticos. Numa segunda fase, e com o objectivo
de procurar encontrar vantagens neste tipo de administragfo relativamente a absorg&o oral,
experimentou-se 0 0xazepam na presenca de um tensioactivo promotor de absorgado, como € o

caso do laurilsulfato de sédio.

As concentragbes plasmadticas do oxazepam foram determinadas por

cromatografia liquida de alta presséo.

3.2.- ESCOLHA DO EXCIPIENTE

Os excipientes destinados & administragdo por via rectal devem ser inécuos e
compativeis com o firmaco e adjuvantes a utilizar na preparagdo dos supositérios. A escolha
do excipiente é muito importante, j4 que dele depende em grande parte a homogeneidade, a
estabilidade e a biodisponibilidade pretendida para o supositério. Contudo, estas
caracteristicas s6 sdo alcancadas se o farmaco apresentar granulometria <100 pm,
solubilidade no excipiente e dose adequadas(253).

Outro factor a ter em atengdo na escolha do excipiente diz respeito a finalidade a
que os supositérios se destinam. Assim, quando se pretende uma acgédo local do farmaco sdo
usados excipientes hidrodispersiveis ou mucilaginosos e lipossoliveis com elevada
viscosidade a temperatura de fusdo. Para a obten¢do de uma acgdo sistémica recorre-se
principalmente, & utilizagdo de excipientes lipossoliveis(254).

As interac¢des que eventualmente existam entre o foirmaco e o excipiente ndo
devem modificar as caracteristicas fisicas deste 'ﬁltimo, nomeadamente o ponto de fusdo, o
ponto e o tempo de solidificagdo, o tempo de liquefacgdo, a viscosidade a temperatura

fisiol6gica e a capacidade de extensibilidade.

3.3.- INFLUENCIA DOS TENSIOACTIVOS

A presenga de tensioactivos em férmulas destinadas a administragdo por via

rectal provoca geralmente um aumento da absorgao do farmaco(255,256).
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Os tensioactivos podem influenciar positivamente a absorgdo rectal por dois
processos diferentes: desnaturando as proteinas da mucosa da membrana rectal, o que afecta a
integridade da membrana, e/ou aumentando o niimero de locais de absorgdo por limpeza da
superficie da membrana(257). Mas estes efeitos verificam-se apenas se o tensioactivo se
encontrar em concentragdo inferior a sua concentragdo micelar critica (CMC). De facto, se a
concentragdo do tensioactivo for superior a sua concentragdo micelar critica origina a formagdo
de micelas. Os fadrmacos sdo complexados pelas micelas, dependendo o grau de complexagdo da
lipofilia do farmaco, e como estas sdo demasiado volumosas nédo atravessam as membranas
porosas, pelo que o complexo também nédo é susceptivel de ser absorvido. Deste modo, a
quantidade de farmaco livre é menor e, consequentemente, a absor¢do também sera
menor(258,259). |

A absor¢do dos farmacos depende fundamentalmente da sua velocidade de
libertagdo do excipiente em que estdo incorporados. Se o principio activo ndo se libertar do
excipiente, ndo sera absorvido pelo organismo. Os tensioactivos também promovem a absorgio
dos farmacos administrados por via rectal, pois facilitam a libertagdo dos firmacos desde que
possuam um valor de EHL superior a 11. Este tipo de acgdo por parte dos tensioactivos é

independente da concentragdo micelar critica(260).

3.4.- PREPARACAO DOS SUPOSITORIOS

Os supositérios sdo preparados por mistura e/ou dissolu¢do dos farmacos com os

excipientes, de acordo com 0s métodos de fusdo e compressdo.

A forma, o peso e as dimensdes dos supositérios estdo padronizados, variando em
fungdo da absorcdo pretendida e do grupo etério a que se destinam. Todavia, de um modo geral,
0s supositérios devem apresentar a superficie externa lisa (sem rugosidades e/ou fissuras) e
ndo devem notar-se cristalizagbes; as secgdes longitudinal e transversal devem ser
homogéneas(261).

A variagdo de massa de supositérios de um mesmo lote deve estar de acordo com o
ensaio geral para as preparagles unitdrias s6lidas, designado na FP V por "Ensaio de
Uniformidade de Massa".

A variagdo de teor em principio activo deve obedecer ao "Ensaio de Uniformidade

de Teor" descrito na mesma Farmacopeia.
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3.4.1.- MATERIAL E METODOS

Utilizaram-se as massas Novata (Henkel) 299, B e BC, cujas caracteristicas estdo
indicadas no Anexo II.

Utilizou-se manteiga de cacau (V.P. 892285/588), com as caracteristicas indicadas
no mesmo Anexo.

Usaram-se moldes metdlicos e de plastico para preparar os supositorios.

3.4.2.- FORMULA BASE

Na execugédo deste trabalho os supositérios foram preparados por fuséo.

Prepararam-se dois tipos de supositorios, uns destinados ao ensaio de absorcdo
realizado com animais que continham 12 mg de oxazepam (peso médio 0,77 g) por unidade, e
outros destinados ao ensaio de absorg¢éo realizado com voluntarios humanos e cujo teor era de 15

mg (peso médio 2,5 g) por unidade.

Oxazepam ....cceeevivineeieieenrnnnneennnns 12ou15mg

Excipiente q.b.p..cceeiciniinnin 1 Supositério

Preparacido do excipiente:

A adigdo do tensioactivo & massa Novata fundida foi feita & temperatura de

55-60 OC.

Técnica de preparacio:

Pese 0s componentes mencionados na férmula. Funda o excipiente & temperatura de
55-60 OC. Incorpore o oxazepam em cerca de 1/10 de excipiente & temperatura de 40 °C. Junte o
excipiente restante aquecido a mesma temperatura. Homogenize. Verta em moldes para

supositorios. Deixe solidificar a temperatura de 4 OC.
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3.4.3.- ACONDICIONAMENTO

Os supositdrios foram acondicionados por lotes, em frascos de polietileno de alta
densidade, hermeticamente fechados e ao abrigo da luz.

A temperatura de armazenagem foi de 22+ 1 OC.

3.5.- METODOS DE VERIFICACAO IN VIVO

A eficacia terapéutica dos supositérios foi determinada através da realizagdo de
ensaios de absorgdo praticados em animais de experiéncia e no homem.

A influéncia do excipiente e da presenga de tensioactivos na absorgédo rectal do
oxazepam foi estudada em coelhos, avaliando a concentragdo sanguinea em tempos
determinados ap6s a sua administragdo.

As férmulas que melhores resultados apresentaram no ensaio com os animais, com
e sem tensioactivo, foram usadas num ensaio bioldgico realizado com voluntérios.

O método analitico usado foi a cromatografia liquida de alta pressdo.

3.5.1.- MATERIAL E METODOS

3.5.1.1.- Experimentac¢do em coelhos

O ensaio foi feito com coelhos saudéveis, com peso compreendido entre 2,0 e 2,5 kg.
Os coelhos foram mantidos em jejum 24 horas antes da realizagio do ensaio. O periodo minimo
entre cada ensaio foi de uma semana, tempo suficiente para a eliminacio total do firmaco,
controlada por ensaios em branco realizados com os animais, normalmente 48 horas antes do
ensaio.

A cada animal foi administrado um supositério com uma dose de 4 mg de
oxazepam/kg de animal.

A colheita das amostras de sangue foi feita em tempos seleccionados em funcio da
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absorcdo verificada, efectuando-se em cada animal cinco extracgbes na veia marginal da

orelha.

As amostras de sangue foram tratadas segundo a técnica descrita em 2.4.2.3.1.

3.5.1.2.- Experimentagdo no homem

O ensaio foi efectuado com individuos saudaveis, de idade compreendida entre 25
e 60 anos e de ambos 0s sexos.

Executaram-se seis séries de determinag¢des e as colheitas foram feitas 1, 2, 3, 4, 6,
8 e 12 horas ap6s a administragdo. Em cada voluntario foram efectuadas quatro recolhas de
sangue.

As amostras de sangue foram tratadas segundo a técnica descrita em 2.4.2.3.1.

3.5.1.3.- Aparelhagem, reagentes e ensaio cromatografico

O material, os métodos e as técnicas cromatogréficas utilizadas na realizagdo dos

ensaios cromatograficos estdo indicados em 2.4.2.2.,2.4.2.3. e 2.4.2.4.

3.5.2.- RESULTADOS E ESTUDO ESTATISTICO

Os resultados referentes ao ensaio de absorgdo in vivo sdo expressos em:
concentragdo plasmatica de oxazepam (ug/1) em fungdo do tempo; area sob a curva; clearance
plasmatica e volume de distribuigao.

A concentragdo plasmatica de oxazepam em fungdo do tempo foi calculada
conforme 0 indicado em 2.4.2.4.2.

A érea sob a curva (h.ug/1) foi calculada para um tempo de 8 horas e utilizou-se o
método do trapézio.

Este pardmetro estd de algum modo relacionado com a grandeza e a duragio da
resposta biol6gica do firmaco, j4 que representa a drea definida por uma curva que relaciona a

concentragdo plasmética com o tempo. Convém referir que a drea sob a curva néo é uma medigéo
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directa da dose administrada, embora esteja, obviamente, relacionada com ela.

A clearance do farmaco estd também relacionada com a 4rea sob a curva. A
medigdo deste pardmetro constitui, portanto, um indice muito 1itil da biodisponibilidade do
farmaco e do modo de avaliar a respectiva clearance.

A clearance é definida como sendo o volume de plasma que é desprovido de
fdrmaco por unidade de tempo. A relagdo entre a clearance plasmatica, a dose e a drea sob a
curva é verdadeira qualquer que seja a via de administragdo utilizada. No entanto, para
qualquer via de administragdo diferente da endovenosa, como é o caso presente, a dose deve ser
considerada como a fraccio da dose administrada que é realmente absorvida. Esta relagdo ¢
particularmente 1itil, j& que a clearance é independente do tipo de modelo farmacocinético

utilizado. A clearance plasmatica (1/h/kg) foi calculada usando a seguinte equacao:
Cp=D/ASCx1/P

em que Cp é a clearance plasmadtica, D é a dose administrada, ASC é a drea sob acurvaeP éo
peso do individuo.

O volume aparente de distribuicdo corresponde ao volume corpéreo no qual se
encontra contida a totalidade do farmaco administrado. Este pardmetro permite saber se o
farmaco se distribui por um ou mais compartimentos. O volume aparente de distribuigao (1/kg)

foi calculado utilizando a seguinte equagéo:
vd =Cp/8

em que Vd é o volume aparente de distribuigdo, Cp é a clearance plasmatica e 88 é a velocidade

especifica de eliminagio hibrida.

Na anilise estatistica a elimina¢do de um resultado que apresentasse um valbr
discrepante foi efectuada utilizando o critério de rejeigdo baseado na distribuigdo t de
Student.

A varidvel t foi comparada com o valor t indicado na tabela de Fischer para o
nivel de probabilidade escolhido (95%: P=0,05); o niimero de graus de liberdade foi N=n-1, em

que n é o niimero de amostras.
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3.6- ESTUDO DE FORMULAS DESTINADAS A ADMINISTRACAO RECTAL

3.6.1.- INFLUENCIA DO EXCIPIENTE

A libertagdo de um farmaco a partir de um supositério é condicionada, para além
das suas caracteristicas intrinsecas (granulometria, solubilidade ou coeficiente de partilha
O/A), pelas propriedades fisicas do excipiente onde estd incorporado(262,263). Como a
absorgdo de um farmaco s6 ocorre apés a libertagdo, acontece que a biodisponibilidade dos
farmacos contidos em supositérios depende da natureza do excipiente e das caracteristicas
fisicas que este possui. x

Quando os excipientes utilizados sdo de natureza lipossolivel (como acontece com
as massas Novata, que sdo constituidas por glicerideos semi-sintéticos) deve indicar-se sempre
os valores referentes ao ponto de fusdo, ponto e tempo de solidificagdo, indices de hidroxilo, de
acidez, de iodo e de saponificagdo, e as caracteristicas reoldgicas e polimoérficas(264). Estes
pardmetros estdo relacionados com a distribuigdo das cadeias gordas dos ésteres do glicerol,
influenciando a cedéncia dos farmacos contidos nos supositérios e, em consequéncia, a sua

absorgao.

Com a finalidade de escolher o excipiente mais adequado para a realiza¢do do
ensaio de absorgdo rectal do oxazepam, prepararam-se supositorios de Novata 299, Novata B
e Novata BC. Como pode observar-se no Anexo II e comparando os parametros dependentes do
excipiente susceptiveis de influenciar a absor¢ao do oxazepam, apenas o indice de hidroxilo é
significativamente diferente. Os indices de hidroxilo dos excipientes experimentados sdo os
seguintes:

- Novata 299 - menor que 5

- Novata B - compreendido entre 20 e 30

- Novata BC - compreendido entre 30 e 40.

Este parametro relaciona-se com o teor de um excipiente em mono e diglicerideos,
fornecendo indicagBes acerca do seu grau de hidrofilia, que ser4 tanto maior quanto maior for o
indice de hidroxilo(265). Deste modo, a presenca destes ésteres confere ao excipiente um maior
ou menor poder absorvente de dgua, pois existem moléculas de glicerina com hidroxilos livres

que se comportam como emuigentes de A/O.
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Também foram preparados supositorios de manteiga de cacau, j& que durante

muitos anos constituiu o dnico excipiente gordo oficializado pelas farmacopeias. Devido a
proveniéncia, método de obtencdo, métodos de andlise, etc., a composi¢do quimica que lhe é
atribuida apresenta grande variabilidade, o que influi nas caracteristicas dos supositérios que
com ela se preparam. No Anexo II estdo inscritos os valores obtidos para a manteiga de cacau

experimentada.

3.6.1.1.- Ensaio de absor¢do

Os supositérios ensaiados foram preparados conforme o descrito em 3.4.2.

O ensaio de absorgdo realizou-se conforme o descrito em 3.5.1.1.

O doseamento do oxazepam no plasma foi efectuado por cromatografia liquida de
alta pressdo, nas condigdes indicadas em 2.4.2.4.1. '

3.6.1.2.- Resultados

Os resultados do ensaio de absorgdo realizado em coelhos, expressos em

concentragdo plasmatica (1g/1) e drea sob a curva ao fim de 8 horas (h.ug/1), sdo apresentados

no Quadro XXVIII e nas Figs. 48, 49, 50 e 51.
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QUADRO XXVIII

ENSAIO DE ABSORCAO RECTAL REALIZADO EM COELHOS

Tempo Concentragdo plasmadtica de oxazepam (ug/l)

(horas)

Novata 299

Novata B

Novata BC

Manteiga de cacau

0,5 175,0+31,2 173,8+24,8 164,7+33,0 119,9+26,1
1 197,4%29,1 254,0+26,0 178,7+30,3 151,2+28,3
1,5 229,2+36,7 351,6+36,9 222,9+30,9 207,4+30,6
2 223,9+41,6 297,1+26,3 300,2+37,5 242,0+22,5
3 226,8+22,5 265,0+29,8 324,4+37,2 282,5435,2
4 165,1+25,2 221,7%26,9 247,5+29,5 219,8+23,6
6 118,6+24,1 196,6+32,0 173,7+34,3 162,3+34,6
8 92,8+26,7 143,6+24,9 132,8+27,9 122,1+18,3
ASC(t=8h) 1273,24214,9 1746,9+222,6 1684,2+253,2 1479,7+217,5
Cmix. 229,2+36,7 351,6+36,9 324,4+37,2 282,5+35,2
tmax. 1,5 1,5 3,0 3,0

(#) - Intervalo de confianga - 95%
t- 0,05

N-4
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Figura 48 - Concentragdes plasmaticas de oxazepam em fungdo do tempo, avaliadas

em coelhos ap6s administragdo de supositérios de Novata 299.
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Figura 49 - ConcentragGes plasmadticas de oxazepam em fungio do tempo, avaliadas

em coelhos ap6s administragdo de supositérios de Novata B.
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Figura 50 - Concentragdes plasmadticas de oxazepam em fungdo do tempo, avaliadas

em coelhos apds administragdo de supositérios de Novata BC.
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Figura 51 - Concentragdes plasmaticas de oxazepam em fungio do tempo, avaliadas

em coelhos ap6s administragdo de supositérios de manteiga de cacau.
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3.6.1.3.- Discussao dos resultados

Da anélise dos resultados inscritos no Quadro XXVIII e nas Figs. 48, 49, 50 e 51,
concluiu-se que dos excipientes utilizados na preparacio de supositérios de oxazepam, a massa
Novata B é a que origina melhor absorgdo do farmaco.

De facto, quando o farmaco é incorporado em Novata B ou Novata BC, excipientes
com alto valor de indice de hidroxilo, obtém-se concentragbes plasmaticas mais elevadas.
Contudo, além de apresentar concentragdes plasmaticas de oxazepam maiores, a Novata B é o
excipiente que proporciona uma absor¢do mais rapida, ja que o maximo de absorgédo é alcangado
1,5 horas ap6s a administragdo, ao passo que com a Novata BC apenas se atinge as 3 horas de
ensaio. A Novata 299, excipiente com indice de hidroxilo baixo, origina um maximo de
absorgdo do oxazepam entre 1,5 e 3 horas ap6s a administragdo, embora em concentragdes
plasméticas menores que as outras massas Novata ensaiadas.

De acordo com as caracteristicas fisicas dos excipientes experimentados, pode
concluir-se que o indice de hidroxilo é um factor importante na escolha de um excipiente
destinado 4 administragdo por via rectal do oxazepam, pois proporciona concentragdes
plasmaticas diferentes consoante o seu valor. Todavia, embora as concentrages plasmaticas
méximas ndo sejam muito diferentes, parece existir um valor intermédio éptimo de indice de
hidroxilo, pois, apesar de terem sido utilizados apenas trés intervalos de valores, foi o
excipiente de indice de hidroxilo compreendido entre 20 e 30 0 que originou maior e mais
rapida absorgdo. O interesse deste factor na absorgdo faz-se sentir devido, por um lado, as
caracteristicas do oxazepam (nomeadamente o coeficiente de partilha O/A) e, por outro lado,
as caracteristicas do veiculo utilizado (especialmente o sistema fisico formado entre o
excipiente e o farmaco).

Como ja se referiu, o indice de hidroxilo fornece indicagdes acerca da capacidade
emulgente do excipiente, traduzindo o seu poder de absorgdo de dgua. Nesta perspectiva, é
legitimo afirmar-se que, na administragdo por via rectal do oxazepam, as diferengas de
absorgdo encontradas se devem fundamentalmente & estabilidade do sistema firmaco-
-excipiente. De facto, o oxazepam parece formar um sistema de potencial termodinadmico mais
elevado quando os excipientes utilizados apresentam um indice de hidroxilo elevado.
Contudo, a hidrofilia do excipiente ndo deve ser ilimitada, devendo o indice de hidroxilo
localizar-se entre 20-30, pois para valores mais elevados existem outros factores que comegam
a influenciar negativamente a absor¢do como, por exemplo, 0 efeito osmético. Quando o afluxo
de liquido dos tecidos para o himen é grande, o excesso de 4gua pode vir a prejudicar o

transporte passivo do farmaco.
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3.6.2.- INFLUENCIA DOS TENSIOACTIVOS

A influéncia dos tensioactivos na absorgdo dos farmacos por via rectal é, para a
maioria dos casos, favoravel. De acordo com o referido na literatura, os tensioactivos podem
interferir a dois niveis distintos na biodisponibilidade dos farmacos. Em primeiro lugar,
podem actuar na libertagdo dos fdrmacos da forma farmacéutica, bastando para o efeito que o
tensioactivo tenha um valor de EHL superior a 11. Em segundo lugar, podem afectar a absorgao
do fadrmaco. Contudo, nesta situagdo o tensioactivo para actuar como promotor da absorgio
deve encontrar-se em concentragio abaixo da concentra¢do micelar critica.

A concentragdo micelar critica do laurilsulfato de sédio (tensioactivo aniénico) é 8
mMoles/], ou seja 2,3 g/1, e o respectivo EHL é 40 (266-269). '

Os objectivos do presente estudo foram verificar, em primeiro lugar, se o
laurilsulfato de sédio, tensioactivo aniénico, aumentava a absorgdo do farmaco e, em segundo
lugar, se actuava ao nivel da libertagio.

Nestas circuntancias, prepararam-se supositérios de oxazepam com 0,10% e 0,20%
de tensioactivo, isto é, concentracdes inferiores & CMC, e 0,50% de tensioactivo, ou seja

concentragdo superior a8 CMC. O excipiente utilizado foi a massa Novata B.

3.6.2.1.- Ensaio de absorg¢ido

Os supositérios ensaiados foram preparados conforme o descrito em 3.4.2.
O ensaio de absorgio realizou-se conforme o descrito em 3.5.1.1.
O doseamento do oxazepam no plasma foi efectuado por cromatografia liquida de

alta pressdo, nas condigdes indicadas em 2.4.2.4.1.

3.6.2.2.- Resultados

Os resultados do ensaio de absorcdo realizado em coelhos, expressos em
concentragdo plasmatica (ug/1) e drea sob a curva ao fim de 8 horas (h.ug/1), sdo apresentados

no Quadro XXIX e nas Figs. 52, 53 e 54.
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ENSAIO DE ABSORGCAO RECTAL REALIZADO EM COELHOS

QUADRO XXIX

Tempo Concentragdo plasmdtica de oxazepam (ug/1)
(horas) Novata B 0,10% LsS 0,20% LsS 0,50% LsS
0,25 181,0+26,9
0,5 173,8+24,8 171,1+34,9 326,3%39,3 240,9+31,1
0,75 303,4+34,9 381,4+37,5 302,9+37,4
1 254,0+26,0 ‘ 356,3+36,2 457,9+31,8 360,9+47,2
1,25 393,2+41,3 393,7£37,2 379,8+38,3
15 351,6+36,9 364,6+43,2 372,3+43,8 375,0£31,9
1,75 365,9+35,5
2 297,1+26,3 340,1£36,7 321,6+34,1 328,0£32,2
2,5 313,6£32,8
3 265,0+29,8 271,8£35,7 292,5+39,4 254,3+29,6
4 221,7+26,9 277,2+32,5
6 196,6+32,0 236,3+31,3 270,1+36,6 206,1%28,6
8 143,61+24,9 154,8+37 4 258,8+29,0 134,5+32,2
ASC (t = 8h) 1746,94222.6 2012,2+270,6 2323,2+278,7 1899,8+242,3
Cmix. 351,6+36,9 393,2+41,3 457,9+31,8 379,8+38,3
tmax. 1,50 1,25 1,00 1,25

(£) - Intervalo de confianca - 95%

t-0,05
N-4
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Figura 52 - Concentragdes plasmaticas de oxazepam em fungdo do tempo, avaliadas
em coelhos apés administragdo de supositérios de Novata B contendo

0,10% de laurilsulfato de sédio.
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Figura 53 - Concentragdes plasmiticas de oxazepam em fungio do tempo, avaliadas
em coelhos apds administracdo de supositérios de Novata B contendo

0,20% de laurilsulfato de sédio.
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Figura 54 - Concentra¢des plasmiticas de oxazepam em fungdo do tempo, avaliadas
em coelhos apés administragdo de supositérios de Novata B contendo

0,50% de laurilsulfato de sédio.

3.6.2.3.- Discussdo dos resultados
Da anélise dos resultados inscritos no Quadro XXIX e nas Figs. 52, 53 e 54, pode
concluir-se que o laurilsulfato de sédio incrementa a absorgéo rectal do oxazepam.

De facto, em relacdo aos resultados obtidos com os supositérios de NovataB,
verifica-se um aumento da quantidade de oxazepam absorvido de 12% para uma concentragéo
de tensioactivo de 0,10%, de 30% para 0,20% e de 8% para 0,50%.

Além do incremento de absor¢do verificado, o tensioactivo também diminui o
tempo ao fim do qual se atinje 0 mdximo de absorgao. Assim, este é atingido 1,5 horas apés a
administragdo do supositério sem tensioactivo, ao fim de 1 hora para 0,20% e de 1,25 horas
para 0,10 e 0,50% de laurilsulfato de sédio.

Os resultados obtidos permitem afirmar que o laurilsulfato de sédio promove a
absorgdo do oxazepam por mecanismos diferentes. Assim, para concentragdes inferiores 8 CMC
0 incremento verificado é devido ao somatério de dois efeitos distintos, ou seja, & cedéncia
mais rapida de oxazepam devido ao EHL do tensioactivo e as modificagdes que provoca na

permeabilidade da membrana. Devido ao deslocamento do méximo de absorcio e a0 aumento
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considerdvel verificado nas concentragbes plasmaticas, é de admitir que ambos os efeitos

aumentam, progressivamente, 4 medida que a concentragdo de tensioactivo se aproxima da
CMC. Para concentragfes superiores 8 CMC, o incremento da absor¢do deve-se exclusivamente

a cedéncia mais rapida do farmaco.

3.6.3.- ENSAIO DE AVALIACAO DA ESTABILIDADE E VERIFICACAO
DA BIOCADUCIDADE

3.6.3.1.- Condigdes de armazenagem

Durante a realizacdo do ensaio de avaliacdo da estabilidade e da biocaducidade,

0s supositérios foram armazenados nas seguintes condigdes:

- temperatura de 22+1 °C;

- acondicionamento em recipientes hermeticamente fechados e ao abrigo da luz.

3.6.3.2.- Ensaio de avaliagio da estabilidade

A verifica¢do da estabilidade do oxazepam nos supositérios foi efectuada nas
férmulas constituidas com Novata B com e sem tensioactivo (0,20%).
O teor de oxazepam nos supositérios foi avaliado por cromatografia liquida de

alta pressdo no momento do fabrico, ao fim de 6 e de 12 meses.

3.6.3.2.1.- Determinacdo do teor de oxazepam nos supositérios

Fragmente 3 supositérios do mesmo lote de produggo. Pese rigorosamente cerca de
250 mg (correspondentes a 1/10 do peso tedrico dos supositérios) e introduza em matras de 250
ml. Mega 100 ml de solugdo tampdo de pH 7,0. Deixe em contacto durante 1 hora, a

temperatura de 401 ©C, com uma velocidade de rotagdo de 500 r.p.m. Filtre.
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3.6.3.2.2.- Condi¢tes_cromatogrificas

O doseamento efectuado por HPLC obedeceu as condigdes de andlise descritas em
2.4.1.7.1.
A solugdo mée de padrdo interno e as solugdes de padrdo interno e padrio foram

preparadas de acordo com o descrito em 2.4.1.7.1.

Solucdo para determinar o teor de oxazepam nos supositérios: Dilua o filtrado

obtido como se descreve em 3.6.3.2. com metanol de modo a obter concentragdes de oxazepam
proximas de 20 pg/ml. Adicione 1,0 ml desta diluigdo a 1,0 ml de solugdo de padrdo interno.

Homogenize em vértex. Filtre por filtro de 0,45 pm.

3.6.3.2.3.- Resultados

Os resultados obtidos no ensaio de estabilidade estdo indicados no Quadro XXX.

QUADRO XXX
ENSAIO DE ESTABILIDADE
Tempo Oxazepam (%)
(meses) : Novata B 0,20% LsS
0 _ 100,0 100,0
6 96,310,7 , 95,242,6
12 91,6+2,3 93,8+1,8

(#) -Intervalo de confianca - 95%
t-0,05
N-5
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3.6.3.3.- Ensaio de verifica¢do da biocaducidade

Ao longo do tempo de armazenagem, mesmo em condi¢des de temperatura e
humidade normais, podem ocorrer modificagdes ndo sé do teor em principio activo dos
supositdrios, mas também das respectivas caracteristicas fisicas. Entre estas assume particular
importancia o ponto de fusdo, o tempo de liquefacgdo e a consisténcia, que podem modificar a

biodisponibilidade inicial apresentada pela forma farmacéutica(270).

3.6.3.3.1.- Determinagédo do tempo de liquefacgio

A determinaqé’o do tempo de liquefaccdo permite prever a rapidez da acgdo -
terapéutica dos supositérios e ainda o conhecimento de modificagdes operadas nos supositérios
e excipientes ao fim de um certo tempo de armazenagem(271).

O tempo de liquefacgdo foi determinado por um método nio compressivo
utilizando um aparelho do tipo Erweka.

As determinagbes foram efectuadas a temperatura de 379C e o tempo de

liquefacgdo é definido pelo tempo total (em minutos) necessario para que o supositério se

liquefaga.
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QUADRO XXXI

RESULTADOS DO TEMPO DE LIQUEFACGAO

Tempo Novata B _ 0,20% LsS
(meses) ~ (minutos) (minutos)
0 8,3+1,0 6,5+1,6
6 ~ 95+1,7 7,742,2

12 9,811,4 8,2+2,5

(#) -Intervalo de confianga - 95%
t-0,05
N-5

3.6.3.3.2.- Determinacdo da consisténcia

A consisténcia permite observar o aumento de endurecimento que ocorre geralmente
durante a armazenagem dos supositdrios e parece estar relacionado com o polimorfismo dos
triglicerideos, o aumento da ordem cristalina e mudangas de natureza quimica, como € o caso da
transesterificagdo(272).

Para a determinagido da consisténcia dos supositérios foi utilizado o aparelho
proposto por Cameli et al.(271). O supositério foi introduzido num tubo de vidro, com a base
do supositério assente sobre o fundo. No vértice do supositério apoia-se um pistdo munido de
um prato onde foi colocado inicialmente um peso de 600 g e ao qual podem ser adaptadas cargas
adicionais de 100 g, de minuto a minuto e até ao esmagamento.

As determinacdes foram conduzidas a 22+1°C e a consisténcia é definida pela

carga total (kg) que foi capaz de esmagar o supositério.
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QUADRO XXXII

RESULTADOS DA CONSISTENCIA

o Tempo Novata B 0,20% LsS
(meses) (kg) (kg) .
0 2,2+0,2 1,9%0,2
6 | 2,6£0,3 2,302
12 2,810,3 2,3+0,4

(3) -Intervalo de confianga - 95%
t-0,05
N-5

3.6.3.3.3.- Ensaio de absorcido

Foi estudada a biodisponibilidade do oxazepam em supositérios de Novata B sem
e com 0,20% de laurilsulfato de sédio, conservados durante 6 e 12 meses nas condigdes indicadas
em 3.6.3.1. ‘

Os supositorios ensaiados foram preparados conforme o descrito em 3.4.2.

O ensaio de absorgdo realizou-se conforme o descrito em 3.5.1.1. A

O doseamento do oxazepam no plasma foi efectuado por cromatografia liquida de

alta pressdo nas condigdes indicadas em 2.4.2.4.1.

3.6.3.3.4.-_Resultados
Os resultados do ensaio de absorgdo realizado em coelhos, expressos em

no Quadro XXXIII e na Figs. 55 e 56.

' concentragdo plasmatica (uug/1) e drea sob a curva ao fim de 8 horas (h.ug/1), sdo apresentados
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QUADRO XXXIII

ENSAIO DE ABSORCAO RECTAL REALIZADO EM COELHOS

Tempo Novata B 0,20% LsS

(horas) Apdés prep. 6 meses 12 meses Apés prep. 6 meses 12 meses
0,5 173,8424,8 150,3%39,0 128,4+41,1 326,3£39,3 279,4+42,1 291,4+43,1
1 254,0426,0 237,2%#48,1 206,2+48,7 457,9+31,8 413,1+44,9 384,3+47,5
1,5 351,61£36,9 29551425 244,1+£39,6 372,3+43,8 353,8447,4 331,9+40,1
2 297,1426,3  290,5+34,2  253,6+42,9 321,6434,1 265,7+36,3  286,5+40,8
4 221,7426,9  254,1£37,3  186,9+38,5 277,2432,5  225,7+41,0 213,1%45,5
8 143,6124,9 164,4440,7 117,2442,0 258,8429,0 191,2+38,5 162,4+37,0

ASC (t=8h) 1713,4 1795,8 14015 2329,5 1914,8 1826,0
() 207,2 300,9 317,8 255,6 312,6 326,9
Cmax. 351,6+36,9  295,5+#42,5 253,6+38,5 457,9+31,8 413,1+44,9 384,3+47,5
tmax. 1,5 1,5 2,0 1,0 1,0 1,0

() - Intervalo de confianga - 95%
t-0,05
N-4
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Figura 55 - Concentragdes plasmaticas de oxazepam em fungdo do tempo, avaliadas

em coelhos apés administragdo de supositérios de Novata B.
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Figura 56 - Concentragdes plasmaticas de oxazepam em fungdo do tempo, avaliadas
em coelhos ap6s administragdo de supositérios de Novata B contendo

\ 0,20% de laurilsulfato de sédio.
‘ .
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3.6.3.4.- Discussio dos resultados

Da andlise dos resultados inscritos no Quadro XXX pode concluir-se que as
férmulas ensaiadas em relagdo ao teor em principio activo apresentam estabilidade
aceitdvel, pois sdo susceptiveis de serem utilizadas pelo menos 12 meses apés a sua
preparagdo. Contudo, do ponto de vista organoléptico, nomeadamente no que diz respeito a cor,
deveriam ser corrigidos, pois ao fim de 6 meses de armazenagem apresentam cor ligeiramente
amarelada, a qual aumenta muito de intensidade até aos 12 meses.

Em relagdo aos resultados da variagdo do tempo de liquefacgdo e da consisténcia
ao longo do tempo, inscritos nos Quadros XXXI e XXXII, verifica-se que ambas se elevam,
aumento esse que € mais acentuado nos primeiros 6 meses de armazenagem.

Assim, ndo € de surprender que a absorgdo rectal do oxazepam contido nas férmulas
ensaiadas diminua com o envelhecimento dos supositérios (Quadro XXXIII e Figs. 55 e 56).

Para os supositérios sem laurilsulfato de sédio, a diminui¢do da absorgdo é
progressiva ao longo do tempo de armazenagem, verificando-se uma quebra nas concentragdes
méximas de 16 e 28% para 6 e 12 meses, respectivamente.

Para os supositdrios com laurilsulfato de sédio, a diminui¢do da absor¢io é menor
do que a verificada sem tensioactivo: 10 e 16% para 6 e 12 meses de armazenagem,
respectivamente.

Nestas circunstancias, e tendo em atengdo que o teor em principio activo também
diminuiu, pode afirmar-se que as férmulas ensaiadas apresentam estabilidade do ponto de
vista quimico e biofarmacéutico, permitindo estabelecer um prazo de validade de pelo menos

12 meses.

3.6.4.- ENSAIO EM HUMANOS

Depois do estudo desenvolvido com os animais, em que foi escolhido o excipiente
mais apropriado para a preparagdo dos supositérios de oxazepam e a quantidade de
tensioactivo a incorporar, faltava verificar se no homem a absorgdo rectal do oxazepam
apresentava um comportamento idéntico.

Nestas circunstincias, foi realizado um ensaio biolégico em voluntérios
saudaveis, homens e mulheres, com idades compreendidas entre os 25 e os 60 anos. Os

supositorios administrados continham 15 mg de oxazepam cada um (supositérios de 2,5 g
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aproximadamente). Aos voluntarios foram administrados supositérios com e sem tensioactivo

(0,20%).

As amostras de sangue foram tratadas conforme o descrito em 2.4.2.3.1.
O doseamento do oxazepam no sangue foi efectuado por cromatografia liquida de

alta pressdo nas condigdes indicadas em 2.4.2.4.1.

3.6.4.1.- Resultados

Os resultados do ensaio in vivo realizado no homem, expressos em concentragio
plasmdtica (ug/1) e em édrea sob a curva apés 12 horas (ASC) (h.ug/1), bem como a clearance

plasmatica (1/h/kg) e o volume de distribuigdo (1/kg), sdo apresentados no Quadro XXXIV e
na Fig. 57.

D




QUADRO XXXIV

ENSAIO DE ABSORCAO RECTAL
REALIZADO EM HUMANOS

Tempo Concentra¢io sanguinea de oxazepam (ug/1)
(horas) Novata B ‘ 0,20% LsS
1 97,5£29,6 242,3+41,0
2 190,4%35,4 377,9+54,2
3 237,6%37,6 355,9+64,9
4 220,7+50,4 296,2+45,1
6 183,1+43,6 239,8+46,6
8 142,6432,3 188,5£47,0
12 114,9+37,4 134,6134,4
ASC (t = 12h) | 1880,4+437,1 2734,7+530,8
t1/2 12 8
Cp 0,123+0,021 0,085+0,016
vd 0,007+0,003 0,007+0,002

(1) - Intervalo de confianga - 95% : 4
t-0,05
N-4
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B NovataB
® 0,20% LsS

t(horas)

Figura 57 - Concentragdes sanguineas de oxazepam em fungdo do tempo,

obtidas em humanos apés a administragdo de supositérios.

3.6.4.2.- Discussio dos resultados

Da andlise dos resultados apresentados no Quadro XXXIV e na Fig. 57, pode
concluir-se que 0s supositérios constituem uma forma farmacéutica capaz de veicular o
Oxazepam com sucesso terapéutico, apds alteragbes de formulagdo apropriadas.

Embora os ensaios ndo tenham sido efectuados em individuos cujas idades se
encontrem localizadas nos grupos etarios que justificaram a preparagio da forma farmacéutica
estudada, é natural que haja “})arélelismo na biodisponibilidade, principalmente no que se
refere a geriatria. De facto, para os idosos, a relagdo fairmaco-excipiente é igual (isto é, a
dose, 0 peso e as dimensdes do supositério sdo as que foram utilizadas no ensaio). Além disso, e
do ponto de vista farmacocinético, o oxazepam é uma benzodiazepina metabolizada por
glucuronizagdo, ndo seguindo, por conseguinte, as vias oxidativas enfraquecidas neste grupo
etério.

As concentra¢bes maximas encontradas, de 237,6237,6 ug/1 obtidas 3 horas apos a
administragdao da férmula sem tensioactivo e de 377,9+54,2 ug/l ao fim de 2 horas apés a
administragao da férmula que contém 0,20% de laurilsulfato de sédio, permitem concluir que os

tensioactivos influenciam positivamente a absorgdo do oxazepam. Portanto, os resultados

156




encontrados no homem confirmam que o laurilsulfato de sédio actua quer aumentando a

absorgdo, quer originando um deslocamento do maximo de absorgdo para tempos mais préximos
da administragdo, isto €, a velocidade de absorcdo é maior. Isto significa que, do ponto de

vista farmacoldgico, origina uma acgdo mais rdpida e mais intensa.

Comparando os resultados da absorgdo rectal do oxazepam com os referidos em
2.5.5.2.2. para a administragdo oral, pode afirmar-se que os supositérios com tensioactivo
(0,20% de laurilsulfato de sédio) proporcionam niveis de absor¢do maiores do que os obtidos
com igual dose de oxazepam veiculada em comprimidos, sendo idénticos aos alcangados ap6s a
administragdo oral de 25 mg de formaco..

Nestas circunstincias, a administragdo rectal pode constituir uma via alternativa

a administragdo oral do oxazepam.
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3.7.- CONCLUSOES

3.7.1.- INFLUENCIA DO EXCIPIENTE

A absorcdo rectal do oxazepam ¢ influenciada pelo indice de hidroxilo do
excipiente. De acordo com 0s excipientes experimentados, o valor do indice
de hidroxilo 6ptimo encontra-se localizado entre 20-30. Por este motivo, a

massa Novata B foi a que originou maior absor¢io do farmaco.

3.7.2.- INFLUENCIA DO LAURILSULFATO DE SODIO

A presenga do laurilsulfato de sédio promove a absorgdo rectal do
oxazepam.

Em concentragdes inferiores 8 CMC, o laurilsulfato de sédio origina dois
fenémenos distintos e aditivos, facilitando ndo s6 a cedéncia do oxazepam
a partir da massa fundida, mas também a respectiva absor¢do.

Em concentragSes superiores a CMC, facilita apenas a cedéncia do

oxazepam do excipiente para a ampola rectal.

3.7.3.- ESTABILIDADE E BIOCADUCIDADE

Do ponto de vista quimico e biofarmacéutico, os supositérios de oxazepam
em Novata B sem ou com 0,20% de laurilsulfato de s6dio apresentam boa

estabilidade.
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3.7.4.- ENSAIO EM HUMANOS

Os supositérios, quando convenientemente formulados, constituem uma preparagao
farmacéutica capaz de veicular 0 oxazepam com sucesso terapéutico. De facto, a
coadministra¢io do oxazepam com o laurilsulfato de sédio origina uma absorgio
rectal significativamente maior do que a verificada com igual dose de farmaco

administrado por via oral.
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~ CAPITULO IV

SOLUCOES INJECTAVEIS DE

LORAZEPAM




4.1-INTRODUCAO

A administragdo parenteral, também chamada injectdvel, foi utilizada na
terapéutica, embora o seu desenvolvimento tivesse inicio apés os estudos realizados por
Pasteur sobre a esterilizagdo. Além da necessidade de solugBes injectdveis estéreis, a via
parenteral exige que as mesmas apresentem pH e tonicidade compativeis com os tecidos onde
serdo aplicadas, que sejam apirogénicas e isentas de particulas em suspensao.

A Todavia, a importancia relativa das caracteristicas enunciadas na preparagio de
formas injectaveis é varidvel. Embora a esterilidade seja condigdo obrigatéria, o pH ou a
tonicidade podem variar entre limites que dependem do volume de liquido a administrar ou do
efeito terapéutico pretendido.

Na actualidade, um dos problemas mais complicados com que se debate a
Tecnologia Farmacéutica estd relacionado com a estabilidade quimica dos medicamentos. A
preparagdo de qualquer forma farmacéutica deve garantir, entre outras caracteristicas, a

integridade molecular dos firmacos incorporados.

Segundo a bibliografia disponivel, as benzodiazepinas sdo compostos que se
alteram facilmente por hidrélise quando se encontram na forma de solugdes aquosas.

Em relagdo ao lorazepam, de acordo com a pesquisa realizada na base de dados
Dialog: International Pharmaceutical Abstracts(1985-1990), a literatura af referenciada diz
respeito aos trabalhos desenvolvidos no Laboratério de Tecnologia Farmacéutica da
Faculdade de Farmécia do Porto e que permitiram ao autor desta dissertagio realizar as
"Provas de Aptiddo Pedagégica e Capacidade Cientifica"(273,274). As conclusdes af
apresentadas foram sem divida o ponto de partida para o presente estudo, que teve como
objectivo fundamental desenvolver os conhecimentos acerca da degradagdo hidrolitica do
lorazepam quando dissolvido em liquidos de natureza hidréfila. Nestas circunstincias, este
trabalho evoluiu naturalmente no sentido de permitir esclarecer, ou comegar a compreender, a
influéncia de alguns factores cuja variagdo pode contribuir de uma maneira geral para
minimizar tanto quanto possivel, a degradacdo hidrolitica do lorazepam. Os factores

estudados foram o pH, os solventes e o efeito dos tensioactivos.

A cromatografia liquida de alta pressdo foi o método seleccionado para a

determinagdo da estabilidade das solugdes de lorazepam.
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4.2.- HIDROLISE DAS BENZODIAZEPINAS

Nos ﬁltimos anos, a estabilidade das benzodiazepinas quando em solugdo aquosa
tem sido objecto de profundo estudo de muitos investigadores. Os mecanismos que comandam a
hidrélise das benzodiazepinas, assim como as reacgdes de equilibrio destes compostos, foram
estudados para o bromazepam, o clonazepam, o clorodiazep6xido, o demoxepam, o
desmetildiazepam, o diazepam, o flunitrazepam, o nimetazepam, o nitrazepam, o0 oxazepam
e as triazolobenzodiazepinas (alprazolam, brotizolam e triazolam)(275-287).

Com excepg¢do dos trabalhos referentes as triazolobenzodiazepinas, todos os
autores s@o undnimes em afirmar que as benzodiazepinas se alteram facilmente em solugio
aquosa por duas vias diferentes e que a velocidade de decomposigdo depende do pH, da

temperatura e da forga idnica da solugéo.

De acordo com o que foi dito, as benzodiazepinas sdo susceptiveis de sofrerem
hidrélise dcida ou alcalina em dois locais da molécula:
- na ligagdo 1,2-amida

- na ligagdo 4,5-imina.

De uma maneira geral, a hidrélise das benzodiazepinas pode ser explicada de
acordo com a Fig. 58, onde se observa a formagéo de dois compostos intermediarios e/ou de dois
compostos finais. Os primeiros resultam da cisdo da ligagdo 1,2-amida, que origina 2-amino-5-
-clorobenzofenona-etilimina(ll), e da ligagdo 4,5-imina, obtendo-se 2-glicilamino-5-
-clorobenzofenona (II). Os segundos resultam da hidrélise total das benzodiazepinas,

originando uma benzofenona (IV) e um derivado glicinico (V).

A etapa inicial corresponde a duas reacgdes paralelas (e por vezes simultineas)
que, em determinadas condi¢Ses, podem ser reversiveis. Para cada benzodiazepina, o pKa
apresentado na zona 4cida representa o principal factor condicionante.

Assim, o0 composto intermediério II originado por algumas benzodiazepinas (como
0 diazepam e 0 oxazepam) existe como anido carboxilato em meios cujo pH seja superior ao pKa
do farmaco. Deste modo, a carga apresentada pode diminuir a possibilidade de um ataque
nucleofilico & amina aromética, fenémeno que é necessdrio para que se verifique a

reversibilidade. Para valores de pH inferiores ao valor do pKa, 0 composto intermediério II
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existe na forma &cida e, nestas circunstincias, pode ocorrer a reciclizagio.

O composto intermedidrio III pode apresentar o grupo imina protonado para
valores de pH inferiores ao do pKa, pelo que o azoto € ineficaz como nucleofilico; nestas
condigdes, ndo se verifica a reciclizagdo. Como a forma base existe para valores de pH
superiores ao do pKa, a reversibilidade da reacgdo de formagdo do composto intermediario III

estd muito mais favorecida.

NHR,
/<COOH
R =N R
Ry
Ry
I I
NH
N—c-0 z
Y
R, =N Ry =0
Ry Rz
N vV
I l +
N—c-0
Ry
. NH,CHR,COOH
7 =0 NH2
Vv
Ry
m

Figura 58 - Hidr6lise das benzodiazepinas.
I - Benzodiazepina;
¢ IO eIl - Compostos intermediarios da hidrélise;

IV e V- Benzofenona e derivado glicinico.
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4.2.1.- OXAZEPAM

A presenga de dois compostos intermedidrios na hidrélise do oxazepam torna
valido o esquema representado na Fig 58 para todos os valores de pH. Contudo, a valores de
pH superiores ao valor do pKa forma-se principalmente o composto intermedidrio II, enquanto
a valores de pH inferiores ao do pKa se observa um comportamento cinético bifdsico. Nestas
condigdes, 0 esquema s6 é compativel com as afirmagfes anteriores se a transformacdo dos
compostos intermedidrios II e III nos compostos finais IV e V for de igual grandeza.

Assim, a valores de pH superiores ao do pKa, o esquema representado na Fig. 59 é
0 que apresenta maior probabilidade de ocorrer. De facto, esta via de degradagdo hidrolitica
é favorecida pela reciclizacdo do composto intermedidrio III e pela auséncia de

reversibilidade de I para II

I > II > IV

Figura 59 - Hidrélise do oxazepam (pH>pKa).

Do ponto de vista estérico, também a cisdo na ligagdo 1,2-amida é mais facil do
que na ligagdo 4,5-imina.

A competitividade observada a valores de pH inferiores ao do pKa ¢ atribuida as
diferengas existentes na reversibilidade das etapas hidroliticas iniciais. Também a

protonagao do azoto iminico favorece o ataque nucleofilico a posi¢do 5 do oxazepam.

4.2.2.- DIAZEPAM

A hidrélise do diazepam processa-se através da formagdo do composto
intermediario III, como se indica no esquema da Fig. 60. Aparentemente, no diazepam a cisio

da ligagdo 4,5-imina ¢ facilitada pela presenga de um substituinte metilo no azoto amidico.

I > III > IV

| Figura 60 - Hidrélise do diazepam (pH<pKa).

Para valores de pH inferiores ao do pKa, o composto intermediario III nio sofre
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reciclizagdo, originando uma cinética hidrolitica bifdsica.
Para valores de pH superiores ao do pKa, o composto intermediario III pode

reciclizar-se, segundo uma cinética monofasica (Fig. 61).

I ,———> 1 > IV

Figura 61 - Hidrdlise do diazepam (pH>pKa).

4.2.3.- CLORODIAZEPOXIDO

O clorodiazepéxido representa um caso especial na hidrdlise das 14-
-benzodiazepinas. Pela observagdo do esquema da Fig. 62, verifica-se que o clorodiazepéxido
(Ia) se transforma inicialmente em demoxepam (I), por cisdo do grupo metilamino na posicéo 2.
Para que esta etapa hidrolitica ocorra é necessério que o pH da solugdo seja inferior a 10 e
superior ao pKa do clorodiazepéxido. A valores de pH superiores a 10, o clorodiazepéxido
origina demoxepam a uma velocidade hidrolitica mais lenta do que a transformagéo deste nos
compostos intermediarios II e/ou III. Nestas condigdes, a reacgdo do demoxepam num
intermedidrio hidrolitico ndo apresenta uma cinética verdadeira, pois depende da

velocidade de hidrélise do clorodiazepéxido.

H H
I NH,CH, I
s Y
\C:N \C;N
I o I ©
Rs Rs
Ia I

Figura 62 - Hidrdlise do clorodiazep6xido em demoxepam.

Ap0s o aparecimento do demoxepam resultante do clorodiazepéxido, o mecanismo
de hidrélise depende fundamentalmente do pH.

Para valores de pH inferiores ao do pKa do demoxepam, ocorre uma cinética
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monofdésica, por cisdo da ligagdo 1,2-amida. Embora nesta etapa hidrolitica o composto

intermedidrio resultante (II) possa reciclizar-se, ndo se exclui a cisdo da ligagdo 4,5-imina
originando a benzofenona respectiva (IV). A estes valores de pH o grupo N-6xido pode ser
protonado e a posi¢do 5, que estava impedida estericamente dum ataque nucleofilico, passa a

v competir com o carbono do grupo carbonilo, resultando deste facto os compostos finais.
A reciclizagdo do composto intermediario II faz com que nesta zona de valores de

pH a hidrélise do demoxepam se processe de acordo com o esquema da Fig 63.

I, ——>1 > IV

Figura 63 - Hidrélise do demoxepam (pH<pKa).

Para valores de pH superiores ao do pKa do demoxepam, a velocidade de
formagdo do composto intermedidrio II é mais significativa do que a do II, pois a protonagio
do grupo N-6xido da forma base conjugada ndo permite um ataque nucleofilico a posigio 5.

Nesta zona de pH néo se verifica a reciclizagdo, o que faz com que a hidrélise do

demoxepam possa ser representada de acordo com o esquema da Fig. 64.

1 > I > IV

Figura 64 - Hidrélise do demoxepam (pH>pKa).

4.2.4.- LORAZEPAM

Como jé foi dito, ndo existem (ou ndo foram encontrados nas fontes utilizadas)
trabalhos referentes ao mecanismo de hidrélise do lorazepam. Também nio foi objectivo deste
estudo a definigdo do referido mecanismo, mas sim a determinacdo da estabilidade quimica do
lorazepam em solventes préprios para injectdveis, atendendo ao valor do pH da solucio e aos

tipos de adjuvantes a utilizar.
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4.3.- HIDROLISE DO LORAZEPAM

A cromatografia liquida de alta pressio (HPLC) foi o método analitico utilizado
na avaliacdo da estabilidade do lorazepam, pois permite separar e dosear em simultdneo o
lorazepam e os seus produtos de degradagdo. Assim, foi possivel observar nos cromatogramas
obtidos durante a realizagdo do ensaio o seguinte facto: & medida que diminuia 0 "pico”
correspondente ao lorazepam, surgia um outro perfeitamente separado e individualizado que
correspondia ao(s) produto(s) de decomposigdo.

Nessa altura estudava-se a estabilidade do lorazepam num solvente constituido
por dgua/propilenoglicol (25:75). Na tentativa de identificar os produtos resultantes da
hidrélise, inicialmente estudou-se o comportamento cromatografico da 2-amino-5,2'-
-diclorobenzofenona p. a. (Aldrich), benzofenona resultante da hidrélise acida do lorazepam.
O tempo de retengdo do pico correspondente aquele composto era diferente do do pico
correspondente ao(s) produto(s) de degradacdo obtido nos cromatogramas do ensaio de
decomposigdo acelerada. Este facto originou um prolongamento do ensaio de decomposigdo
acelerada até ao desaparecimento (ou perda de sensibilidade do método nas condigdes
indicadas em 4.4.2.2.) do pico correspondente ao lorazepam, continuando a aumentar de
tamanho o pico do(s) composto(s) de hidrélise e a manter-se a auséncia do pico correspondente
a benzofenona final.

Neste momento do estudo, pensou-se que o pico cromatografico deveria
corresponder a umou a ambos 0s compostos intermedidrios de hidrélise do lorazepam, a 2-
-glicilamino-5,2"-diclorobenzofenona e/ou a 2-amino-5,2'-diclorobenzofenona-etilimina.

Como ndo se encontrava comercializado nenhum dos compostos referidos no
paragrafo anterior, a etapa seguinte deste estudo foi a separagdo por cromatografia em
camada fina, extracgdo e identificagdo do(s) produto(s) correspondente(s) a banda linear

obtida.

43.1.- MATERIAL E METODOS

O lorazepam apresenta um pKa de 1,3 (288).
O solvente utilizado apresenta um pH de 5,33.

Para a sintese dos compostos resultantes da hidrélise do lorazepam, trabalhou-se
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nas condigbes utilizadas na realizagdo do ensaio de decomposicdo acelerada e indicadas em

4.4.2.1. A solugdo de lorazepam no solvente constituido por dgua/propilenoglicol nas
proporgdes ja referidas foi colocada em estufa termorregulada a 80° C. A hidrdlise foi
verificada por HPLC, retirando-se a solugdo da estufa apds o desaparecimento total do pico
correspondente ao lorazepam. A separagdo do lorazepam dos produtos de degradagao foi feita
utilizando a cromatografia em camada fina. A extraccdo dos compostos intermediarios de
hidrélise foi feita com éter etilico. A identificagdo dos compostos extraidos foi efectuada por

comparagdo com o lorazepam e a 2-amino-5,2'-diclorobenzofenona.

4.3.1.1.- Ensaio de decomposigao acelerada

O material, os métodos e as técnicas utilizadas na realizagdo deste ensaio estdo

indicadas em 4.4.2.1.

4.3.1.2.- Cromatografia liquida de alta pressdo

O material, os métodos e as técnicas utilizadas na realizacdo deste ensaio estdo
indicadas em. 4.4.2.2.

Como se pode observar nos cromatogramas apresentados na Fig 65, mesmo
utilizando misturas de liquido eluente com composigdo diferente, o pico correspondente aos

compostos intermedidrios de hidrélise permanecia perfeitamente individualizado.

4.3.1.3.- Cromatografia em camada fina e extrac¢io dos produtos de hidrélise

Os compostos intermedidrios da hidrélise do lorazepam foram separados por
cromatografia em camada fina ascendente (16 cm), a temperatura de 220 C. Utilizaram-se

placas de gele de silica 60 GF254, de 10x20 cm.

O liquido de desenvolvimento(289) seleccionado foi uma mistura de
cloroférmio/acetona (90:10 V/V) que, para os compostos em solugdo, originava bandas lineares

com valores de Rf diferentes: 0,74 para o(s) composto(s) a identificar, 0,97 para a 2-amino-
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-5,2'-diclorobenzofenona e 0,16 para o lorazepam.

A detecqdo foi feita por exposigdo a luz UV de 254 nm.

14. 45

11

INJECT 87/86/90 15:85:12

A

-
W
T
)

INJECT B7/86/96 18:22:45

]

CHRHHMEL

Figura 65 - Cromatogramas obtidos com as seguintes composicoes de eluente:
A - eluigdo isocrdtica com metanol em dgua (67/33 V/V);

B - eluigdo isocratica com metanol em dgua (60/40 V/V).
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Método operatdrio:

Dilua a solugdo obtida em 4.4.2.1. com igual volume de éter etilico. Aplique 0,3 ml
em placa de gele de silica 60 GF254. Seque a temperatura ambiente. Coloque a placa numa
camara saturada com cloroférmio/acetona (90:10 V/V). Desenvolva no percurso de‘16 cm coma
fase modvel. Seque. Exponha a placa a luz UV de 254 nm. Destaque a banda linear
correspondente ao(s) produto(s) a identificar. Extraia com éter etilico (5x20 ml). Junte as
fracgdes etéreas. Filtre. Evapore a secura.

Retome o residuo obtido com 25 ml de éter etilico. Aplique em placa de gele de
silica 60 GF254.

Repita o tratamento indicado pafa a solugéo inicial e exsique com pentoéxido de

fésforo até peso constante.

4.3.1.4.- Identificagio

Para a identificagdo da substincia obtida foram utilizadas as técnicas analiticas
que se indicam a seguir para o produto a identificar, para o lorazepam e para a 2-amino-5,2'-

-diclorobenzofenona.

4.3.1.4.1.- Ponto de fusio

As caracteristicas de fusdo determinaram-se em bloco Kéfler e nio foram
corrigidas.

Os resultados obtidos foram os seguintes:

- lorazepam: 159-160 °C

- 2-amino-5,2'-diclorobenzofenona: 87-89 °C

- produto de hidrélise: 59-64 OC.

O intervalo de fusdo do produto de sintese é elevado, fazendo supdr que se trata de

uma mistura de compostos.
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4.3.1.4.2.- Espectrofotometria no infravermeltho (IV)

Os espectros foram registados num espectrofotémetro Perkin-Elmer modelo 257.

Utilizaram-se pastilhas de brometo de potdssio contendo cerca de 1% da amostra.

Os resultados obtidos (Anexo I - espectros das Figs. 88, 89 e 90) levam a admitir
a formacdo de dois compostos diferentes, resultantes da hidrélise do lorazepam.
Assim, considerando o espectro do produto de hidrélise, pode observar-se que:
- a banda a 1720 cm-1, correspondente a frequéncia de estiramento do carbonilo
carboxilico, sugere a formacgio da 2-amino-5,2'-diclorobenzofenona-etilimina.
J - as bandas a 1050-1075 cm’l, correspondentes a frequéncia de vibragdo do grupo

amina primdria, sugerem a formagao da 2-glicilamino-5,2'-diclorobenzofenona.

4.3.1.4.3.- Espectrofotometria no ultravioleta (UV)

Os espectros (Anexo III - Figs. 91, 92 e 93) foram obtidos nurmn espectrofotémetro

Hitachi U-2000. O solvente usado foi o 4lcool etilico p.a. (Merck).

4.3.1.4.4.- Ressonincia magnética nuclear (RMN)

Os espectros de RMN de 1H e de 13C foram registados num espectrofotémetro
Briicker Pulser NMR Spectrometer NR 200AF, usando-se como padrdo interno o TMS (Stohcer
Isotope Chemicals). Os desvios quimicos foram registados em unidades de § e as constantes de

acoplamento (J) em Hz.

4.3.1.4.4.1.- RMN de 1H

Os espectros de RMN de 1H do lorazepam, da 2-amino-5,2'-diclorobenzofencna e
do produto de hidrélise (Anexo III - Figs. 94, 95 e 96) sugerem a formagdo da 2-amino-5.2'-

-diclorobenzofenona-etilimina, j& que a hidrélise do grupo amida podera justificar o sinal
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observado a 10,149 ppm no espectro do produto de hidrélise.

Por outro lado, esta técnica espectrofotométrica ndo permite excluir a hipétese de
formagdo da 2-glicilamino-5,2'-diclorobenzofenona. Na verdade, uma vez que o carbono
iminico ndo se encontra ligado a 4tomos de hidrogénio, o eventual efeito hidrolitico deste

grupo serd melhor estudado por RMN de 13¢,

4.3.1.4.2.- RMN de 13C

Embora o RMN de 1H aponte para a hidrélise do grupo amida, tal efeito néo pode
ser acompanhado por RMN de 13C, em virtude de se verificar um efeito protector equivalente
quer a nivel da amida, quer a nivel da fungdo carboxilica.

Todavia, os resultados dos espectros do lorazepam, da 2-amino-5,2'-
-diclorobenzofenona e do produto de hidrélise (Anexo III - Figs. 97, 98 e 99) sugerem que a cisdo
tenha ocorrido ao nivel do grupo imina, como se observa pelo sinal a 193,448 ppm no espectro do
produto de hidrélise, sinal esse que também esta presente no espectro relativo a 2-amino-2,5'-

-diclorobenzofenona.

Em conclusdo, pode admitir-se a formagdo de dois compostos diferentes, a 2-
-amino-5,2'-diclorobenzofenona-etilimina e o 2-glicilamino-5,2"-diclorobenzofenona,
resultantes, respectivamente, da hidrélise do grupo amida (visivel por RMN de 1H) e do

grupo imina (visivel por RMN de 13C).

4.3.2.- HIDROLISE DO LORAZEPAM ANALISADA POR CROMATOGRAFIA
EM CAMADA FINA

De acordo com o esquema apresentado na Fig. 66 (e face aos resultados obtidos na
extraccdo e identificagdo dos compostos de hidrélise) é provavel a existéncia de uma mistura e
que 0s compostos que a constituem sejam a 2-amino-5,2'-diclorobenzofenona-etilimina e a 2-
-glicilamino-5,2'-diclorobenzofenona.

De facto, ndo foi possivel separ‘ar 0s compostos presentes na mistura, quer

utilizando a cromatografia em camada fina (conforme o descrito em 4.3.1.3.), que originou o
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aparecimento de uma "mancha” com valor de Rf bem definido, quer utilizando a

cromatografia liquida de alta pressdo (conforme o descrito em 4.4.2.2.), que originou um "pico"
perfeitamente individualizado com um tempo de retengdo bem definido.

Nestas circunstancias, e recorrendo a cromatografia em camada fina, seleccionou-
-se um liquido eluente com caracteristicas diferentes do utilizado anteriormente e que

permitisse a separagdo dos componentes da mistura previamente isolada.

4.3.2,1.- Ensaio de decomposigio acelerada

O material, 0os métodos e as técnicas utilizadas na realiza¢io deste ensaio estdo
indicadas em 4.4.2.1.
Foram preparadas solucdes de lorazepam 10-3 M, usando como solvente as soluces

tampao de pH 1,2 e pH 5,0 da USP XXII/NF XVIL.

4.3.2.2.- Cromatografia em camada fina

Para a realizagdo da cromatografia em camada fina seleccionou-se um liquido de
desenvolvimento constituido por cloroférmio/tolueno/metanol (58:42:7). Este liquido eluente
foi utilizado por Han et al.(285) no estudo do mecanismo hidrolitico do diazepam e do
oxazepam. Devido & semelhanga estrutural do lorazepam e do oxazepam, pensou-se que
poderia ser usado com &xito na separagdo dos compostos que constituem a mistura
anteriormente isolada e na defini¢do do mecanismo de hidrélise do lorazepam para os valores

de pH indicados, ja que os compostos presentes apresentariam valores de Rf diferentes.

4.3.2.3.- Preparagio das solugdes padrio
Para avaliar o Rf no liquido eluente em questdo, prepararam-se solugdes padrio

de lorazepam 103 M, da mistura isolada de acordo com o indicado em 4.3.1.3. e de 2-amino-

-5,2'-diclorobenzofenona em cloroférmio.
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4.3.2.4.- Extracgdo e concentragio dos compostos presentes nas solugdes em estudo

Os compostos presentes em amostras correspondentes a varios tempos de ensaio
foram extraidos com cloroférmio e concentrados. A separagio foi efectuada por cromatografia
em camada fina ascendente (16cm), a temperatura de 220C. Utilizaram-se placas de gele de
silica 60 GF254, de 10x20 cm.

. Como ja foi referido, o liquido de desenvolvimento usado foi uma mistura de
cloroférmio/tolueno/metanol (58:42:7), no qual os compostos presentes na solugdo apresentaram
bandas lineares com valores de Rf diferentes.

A detecgdo foi feita por exposicdo a luz UV de 254 nm.

Em seguida, os compostos intermedidrios resultantes da hidrdlise foram

diferenciados com solugdo de 2,4-dinitrofenil-hidrazina.

Método operatodrio:

Extraia 5 ml da solugdo obtida em 4.3.2.1. com 3 x 5 ml de cloroférmio. Junte aos
extractos cloroférmicos 2 g de sulfato de sédio anidro (p. a. Merck). Agite. Filtre. Evapore a
secura o cloroférmio a temperatura de 35 ©C com auxilio do vazio. Junte ao residuo 2 ml de
cloroférmio. Aplique 0,1 ml em placa de gele de silica 60 F254. Seque & temperatura ambiente.
Coloque a placa numa cadmara saturada com cloroférmio/tolueno/metanol (52:48:7).
Desenvolva no percurso de 16 cm com a fase mével. Exponha a placa a luz UV de 254 nm.

Pulverize a placa com solugio de 2,4-dinitrofenil-hidrazina.

4.3.3.- DISCUSSAO DOS RESULTADOS

Na realizagdo do ensaio de cromatografia em camada fina, nas condicdes
anteriormente referidas, 0s compostos presentes nas solugSes padrao apresentaram os seguintes

valores de Rf:
- lorazepam: 0,55;
- 2-amino-5,2'-diclorobenzofenona: 0,85;

, - produtos de hidrdlise: bandas lineares em 0,71 e 0,79.

Como se verifica pelos valores de Rf, o liquido de desenvolvimento usado separou
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os compostos resultantes da hidrélise do lorazepam. A luz UV de 254 nm detectaram-se duas

bandas lineares com intensidade diferente. Todavia, a banda linear com valor de Rf 0,71
apresentava uma intensidade muito maior do que a de Rf 0,79.

Ja foi referido que as duas bandas lineares obtidas correspondem provavelmente
aos compostos intermedidrios de hidrélise do lorazepam, a 2-amino-5,2'-diclorobenzofenona-
-etilimina e a 2-glicilamino-5,2'-diclorobenzofenona. E possivel identificar a banda que
corresponde a cada um destes compostos pulverizando a placa cromatografica com solugdo de
2,4-dinitrofenil-hidrazina. Este reagente é especifico dos grupos carbonilo de natureza
aldeidica ou cetonica, originando cor amarela(290). Uma das diferengas na estrutura quimica
destes compostos € precisamente a presenca de um grupo cetona na 2-glicilamino-5,2"-
-diclorobenzofenona, isto é, no composto resultante da cisdo ao nivel da ligagdo 4,5-imina.

A banda com valor de Rf 0,71 corou de amarelo.

Nestas circunstincias, a banda linear de Rf 0,71 corresponderia a 2-glicilamino-
-5,2'-diclobenzofenona e a banda de Rf 0,79 a 2-amino-5,2"-diclorobenzofenona-etilimina.

Portanto, pode afirmar-se que a hidrélise do lorazepam no solvente constituido
por dgua/propilenoglicol (25:75) origina simultaneamente a 2-amino-5,2'-diclorobenzofenona-
-etilimina e a 2-glicilamino-5,2'-diclorobenzofenona, embora este wltimo se forme em maior
quantidade. |

Nas condigdes em que decorreu o ensaio de decomposigdo acelerada, ndo se forma a
2-amino-5,2'-diclorobenzofenona como composto de hidrélise do lorazepam.

Assim, e de acordo com o conceito habitual de prazo de validade de uma forma
farmacéutica destinada & administragdo injectdvel (degradacdo de 10% do principio activo
contido na férmula), é possivel afirmar que nesse periodo de tempo ndo se forma, ou pelo menos
ndo foi detectada, a 2-amino-5,2'-diclorobenzofenona, mas sim os compostos intermediarios de
hidrélise. '

A actividade do lorazepam depende apenas da integridade da molécula, ja que os
composto intermediarios de hidrélise ndo possuem qualquer actividade farmacolégica sobre o

SNC(291).

De acordo com os resultados obtidos na hidrdlise do lorazepam nas solucdes
tampdo ensaiadas, pode concluir-se que o composto apresenta dois comportamentos distintos,

consoante o pH da solugdo onde estd dissolvido se encontra abaixo ou acima do valor do pKa do

farmaco.
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Na solugdo tampdo de pH 1,2, cujo valor de pH é inferior ao do pKa, formam-se os

dois compostos intermediarios. Contudo, 8 medida que o tempo de hidrdlise aumenta, comeca a
observar-se a formagdo da 2-amino-5,2'-diclorobenzofenona. Portanto, a reacc¢do hidrolitica
do lorazepam apresenta um comportamento cinético bifdsico. A este valor de pH a largura das
bandas para 0s compostos intermedidrios é ligeiramente maior para a de Rf 0,71. A banda de
menor largura, Rf 0,79, ap6s pulverizagdo das placas cromatogréficas com a solucio de 24-
-dinitrofenil-hidrazina, corou de amarelo. Deste modo, é legitimo afirmar que a cisdo ao nivel
da ligagdo 1,2-amida € mais facil do que ao nivel da ligagdo 4,5-imina.

Em relagdo ao oxazepam, Han et al.(285) afirmam que a estes valores de pH o
ataque nucleofilico & posicdo 5 € favorecido pela protonagdo do grupo imina, sendo a
intensidade das bandas dos compostos intermedidrios igual. Em fungdo dos resultados obtidos
com o lorazepam, pode concluir-ée que possivelmente a presenga de um grupo electronegativo
na posigdo 2' evita a protonagdo do grupo imina por impedimento estérico e favorece
indirectamente a cisdo da ligagdo 1,2-amida.

Na solugdo tampdo de pH 5,0, valor superior ao do pKa do lorazepam, também
aparecem os dois compostos intermediarios. A intensidade das bandas correspondentes aos
compostos intermediarios é muito maior para a de Rf 0,71. Esta banda corou de amarelo ap6s
pulverizacdo das placas cromatograficas com a solugdo de 2,4-dinitrofenil-hidrazina,
permitindo afirmar que a cisdo ao nivel da ligagdo 4,5-imina é mais f4cil.

Para o oxazepam, Han et 4l.(285) afirmam que, a valores de pH superiores ao
do pKa, a reciclizagdo do composto intermediério obtido por cisdo ao nivel da ligagdo 4,5-
-imina e a auséncia de reversibilidade do composto intermedidrio obtido da cisdo da
ligagdo 1,2-amida, permitem representar 0 mecanismo hidrolitico conforme se indica no
esquema da Fig 59. Em fungdo dos resultados obtidos na analise cromatogréfica para o
lorazepam, precisamente contrérios aos encontrados para o oxazepam, pode afirmar-se que a
presenca de um grupo electronegativo na posigdo 2' impede estericamente a reciclizacio da 2-
-glicilamino-5,2'-diclorobenzofenona.

Estas hipoteses sdo confirmadas por Maupas et al.(292), os quais afirmam que os
efeitos estéricos sdo os responséveis pela diminui¢do da basicidade da funcdo imina quando o
atomo de carbono da posigdo 3 estd substituido por um grupo hidroxilo (oxazepam e
lorazepam) ou quando o segundo anel benzénico é substituido por um 4tomo de cloro na posigdo

orto (lorazepam).
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4.4.- PREPARACAO DAS SOLUCOES INJECTAVEIS

A técnica de preparagdo da solugdo de lorazepam deverd obedecer aos cuidados
inerentes a8 manipulagio de medicamentos destinados & administra¢do parenteral: utilizagdo
de dgua prépria para injectdveis, de acordo com as especificagdes da FP V, ou de outros
solventes com elevada qualidade, e execugdo das operagdes tecnoldgicas apropriadas em

condic¢bes ambientais adequadas.

A 4gua ¢ o liquido mais abundante no corpo humano, sendo por este motivo o
veiculo mais utilizado para a obtencdo de preparagdes injectdveis. De facto, do ponto de vista
fisiolégico, a sua introdugdo no organismo é preferivel a de qualquer outro solvente. A esta
circunstancia, junta-se a facilidade da sua obtengéo.

Contudo, no caso das benzodiazepinas em geral, e do lorazepam em particular, ndo
se verifica a preferéncia pela 4gua como veiculo medicamentoso fundamentalmente por duas
razdes:

- pela impossibilidade de dissolugdo do farmaco, em concentragdes terapéuticas,

- pela facilidade de alteragdo por hidrélise, a temperatura ambiente.

Perante esta realidade, é pois razodvel que se procure encontrar solventes
hidréfilos, de modo a modificarem positivamente estes dois inconvenientes.

Atendendo as caracteristicas fisico-quimicas do lorazepam, o problema de
dissolugdo do farmaco em concentragSes terap@uticas é de facil resolugdo, bastando para o
efeito recorrer a solventes que apresentem valores de constante dieléctrica mais baixa do que a
dgua e que com ela sejam misciveis. Como o lorazepam é um farmaco que se dissolve bem, pelo
menos em concentragdes terapéuticas, em liquidos com valores de constante dieléctrica préxima
de 50, este problema resolve-se com facilidade recorrendo a misturas hidroalcoélicas.

A estabilidade quimica do lorazepam em solugdo aquosa ou em misturas
hidroalcodlicas representa para o Tecnologista a grande questdo a resolver. Assim, além do
recurso a solventes constituidos por misturas hidroalcodlicas, pode escolher-se o pH de acordo
com a estabilidade mixima apresentada pelo firmaco e adicionar adjuvantes que
eventualmente possam contribuir para minimizar a degradagdo hidrolitica do principio

activo.
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44.1.- MATERIAL E METODOS

Relativamente ao modo de preparagdo das solugbes e a respectiva concentragio
em lorazepam, o presente estudo pode dividir-se em duas fases. Na primeira estudou-se a
estabilidade do lorazepam em fungdo do pH. A concentragio de farmaco foi de 6,2 x 105 M
(2mg/100 ml), o que estd de acordo com as concentragdes indicadas na bibliografia referida em
4.2. para outras benzodiazepinas. Na segunda fase, em que foram utilizados solventes
hidréfilos simples ou compostos com interesse tecnolégico na preparagio de solugdes
injectdveis, a concentragdo de lorazepam foi escolhida em func¢do da dose terapéutica e dos

objectivos a alcangar (Smg/mi)(293).

4.4.1.1.- Reagentes

O lorazepam apresentava as caracteristicas indicadas no Anexo II.

A &gua destilada utilizada na preparagdo das solugdes injectaveis foi produzida
por termocompressdo em destilador Ponzini (modelo BD/E - SA) e a respectiva resistividade
estava compreendida entre 0,8 e 1,0 MQ.

Os outros solventes utilizados foram a glicerina, 0 PEG 400 e o propilenoglicol
comerciais.

As solugdes tampdo utilizadas estdo indicadas na USP XXII/NEXVII, tendo-se
usado na sua preparagdo substancias com caracteristicas pré-anélise (Merck).

Utilizou-se cloreto de benzalcénio p.a. (Sigma), laurilsulfato de sédio p.a.
(Merck) e Tween 80 p.a. (Merck). .

As ampolas de vidro corado, de 2 ml, satisfaziam ao ensaio de resisténcia

hidrolitica incluido na FP V para o vidro do tipo II.

4.4.1.2.- Aparelhagem

Estufas Elektro-Helios, 284-54-C e Heraeus, FB-420.

A restante aparelhagem utilizada encontra-se referenciada ao longo deste

trabalho.
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4.4.1.3.- Acondicionamento

A solugdo de lorazepam foi acondicionada em ampolas de vidro dmbar com a
capacidade de 2 ml.

Optou-se por um vidro do tipo II, pois é o mais resistente ao ataque hidrolitico das
solugdes neutras ou acidas(294). A escolha de um vidro corado (ambar) ficou a dever-se ao facto
de ele proteger o fairmaco da luz, eliminando as reacgdes fotoliticas que eventualmente possam

ocorrer(279,295).

4.4.1.4.- Enchimento e fecho das ampolas

O método de enchimento adoptado foi o tnitdrio, pois o enchimento por vazio
afigurava-se dificil, devido principalmente & presenga dos tensioactivos. Além disso, a
viscosidade do solvente torna a lavagem do colo das ampolas de dificil execugdo, podendo até
falsear os resultados da avaliacdo da estabilidade.

O fecho foi realizado procedendo-se a4 soldadura manual com chama de gis

propano.

4.4.1.5.- Esterilizagio

O propilenoglicol foi previamente esterilizado pelo calor seco & temperatura de
140 °C, durante 120 minutos. Em ambiente asséptico procedeu-se & preparagdo da solugio
injectavel de lorazepam em propilenoglicol. A esteriliza¢do desta solugdo foi efectuada pelo

calor seco a temperatura de 100° C, durante 30 minutos.

4.4.2.- AVALIAGAO DA ESTABILIDADE DA SOLUCAO INJECTAVEL

Apesar de as benzodiazepinas se alterarem facilmente quando conservadas a
temperatura ambiente, a andlise da estabilidade das solugdes de lorazepam foi realizada por

decomposigdo acelerada e segundo o método proposto por Garrett(296).
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De maneira a eliminar possiveis desvios a equacido de Arrhenius que acontecem a

temperaturas elevadas, Garrett aconselha que o0s ensaios decorram a temperaturas inferiores a
70° C. No entanto, outros investigadores conduziram os ensaios a temperaturas superiores (80 a
10009 C) e os resultados encontrados foram praticamente coincidentes, para as formas
farmacéuticas estudadas, com os obtidos de acordo com a equagido de Garrett(297-299). Os
trabalhos encontrados acerca da avaliagdo da estabilidade das benzodiazepinas, e em
particular os realizados no Laboratério de Tecnologia Farmacéutica da Faculdade de
Farmécia do Porto, decorreram normalmente a temperaturas superiores(300). Assim, as

temperaturas seleccionadas para a realizagio dos ensaios foram de 60 e 80° C.

4.4.2.1.- Ensaio de decomposigdo acelerada

Coloque as ampolas em estufas termorreguladas para a temperatura de 60 e para
a de 80 OC. Retire amostras das estufas em tempos previamente estabelecidos. Congele as
amostras e conserve-as assim até ao momento da anélise.

A avaliagdo do teor de lorazepam na solugdo injectdvel foi executada antes e

durante o ensaio, em tempos previamente estabelecidos e utilizando a técnica analitica

descrita em 4.4.2.2.

4.4.2.2.- Cromatografia liquida de alta pressio

i ' ¥

As amostras, depois de descongeladas, foram diluidas e injectadas no

cromatdgrafo. Igual procedimento foi aplicado & solugio mée de lorazepam.

4.4.2.2,1.- Condi¢des de analise

O doseamento efectuado por HPLC obedeceu s seguintes condigdes:
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pré-coluna-Alltech C-18, enchimento com particulas de 30-40 um de didmetro.

coluna-Perkin-Elmer C-18 Sil-X-10, modelo 409028, com 4,6 mm de didmetro

interno e 25 cm de comprimento, enchimento com particulas de 10 um
de didmetro;

volume de liguido injectado-20 wl;

~ composicdo do eluente-eluigdo isocratica de metanol em dgua (67/33 V/V);

velocidade de fluxo-0,7 ml.min-1;

deteccdo-espectrofotométrica em 230 nm;
acerto automatico do zero-no tempo zero;

sistema de registo-integrador Varian, modelo 4290;

atenuacdo-16;
sensibilidade de deteccdo a largura de pico-6;

Utilizou-se como padrdo interno o desmetildiazepam.
Os tempos de retengdo médios foram os seguintes:

- lorazepam - 11,15 minutos;

- compostos intermedidrios de hidrélise - 19,48 minutos;
- 2-amino-5,2'-diclorobenzofenona - 24,50 minutos;

- desmetildiazepam - 14,21 minutos.

4.4.2.2.2.- Reagentes

Solucdo mée de padrdo interno: solucio de 100 mg de desmetildiazepam em

metanol até perfazer 1000,0 ml.

Solucdo de padrédo interno: dilua 10,0 ml de solu¢gio mie com metanol até 100,0 ml.

Solucdo padrdo de lorazepam: pese rigorosamente 100 mg de lorazepam. Dissolva

em metanol e complete 1000,0 m! com o mesmo solvente. Para baldo marcado de 100 ml meca

40,0 ml desta solugdo e complete 0 volume com metanol. Junte 0,5 ml desta diluicio a 1,5 ml de

solugdo de padrdo interno. Homogenize em vértex. Filtre por filtro de 0,45 um.

Solugdo padrdo de 2-amino-5,2"-diclorobenzofenona: pese rigorosamente 200 mg de
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2-amino-5,2'-diclorobenzofenona. Dissolva em metanol e complete 1000,0 ml com o mesmo

solvente. Junte 0,5 ml desta solugdo a 1,5 ml de solugdo de padrio interno. Homogenize em

vortex. Filtre por filtro de 0,45 pm.

Solucdo para determinar o teor total de lorazepam nas solugdes: antes de iniciar o

ensaio de decomposigdo junte 0,5 ml de solugdo de lorazepam a 1,5 ml de solugdo de padréo

interno. Homogenize em vértex. Filtre por filtro de 0,45 pm.

Solugdo problema: junte 0,5 ml da solugdo retirada da estufa no tempo t de ensaio a

1,5 ml de solugdo de padrdo interno. Homogenize em vértex. Filtre por filtro de 0,45 pm.

4.4.2.2.3.- Andlise cromatogradfica das amostras e curvas de calibracio

Para a solugdo problema, as solugdes padrio e a solugdo para determinar o teor
total de lorazepam em solugdo, os valores apresentados correspondem a média de trés injecgbes

da mesma amostra.

O teor de lorazepam em cada solugéo problema foi determinado do seguinte modo:

-calcular as médias das alturas dos picos cromatograficos do farmaco em andlise e
do padréo interno nos cromatogramas padrao e nos cromatogramas das solugdes problema.

-calcular a razdo entre as alturas médias dos picos do lorazepam e da 2-amino-
-5,2'-diclorobenzofenona e a do padrao interno, relacionar esses valores com a concentragio do

farmaco (ug/ml) na solugdo padrio.

As curvas de calibracdo obtiveram-se usando a seguinte técnica:

Introduza 20 mg de lorazepam ou 200 mg de 2-amino-5,2'-diclorobenzofenona em
cada um de 6 bales de 1000 ml. Dissolva com o liquido de dissolugio correspondente e complete
o volume. Filtre. Dilua o filtrado convenientemente. Junte 0,5 ml destas dilui¢des a 1,5 ml de

solugéo de padréo interno. Homogenize em vértex. Filtre por filtro de 0,45 um.

Devido ao nimero de solventes ensaiados e a sobreposi¢do obtida para as
diferentes curvas de calibragdo, nas Figs. 66 e 67 apenas se indicam as concentracdes e as
respectivas razdes das alturas, bem como as curvas de calibragdo para o lorazepam ea 2-

-amino-5,2'-diclorobenzofenona no solvente constituido por d4gua/propilenoglicol (25:75).
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Figura 66 - Estudo da resposta do detector para varias concentragdes de lorazepam.

RA - Razido da altura lorazepam/desmetildiazepam.
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Figura 67 - Estudo da resposta do detector para vérias concentragdes de
2-amino-5,2'-diclorobenzofenona. RA - Razio da altura

2-amino-5,2'-diclorobenzofenona/desmetildiazepam.
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44.3.-RESULTADOS E ESTUDO ESTATISTICO

Depois da execugio desta técnica, determinou-se a estabilidade do lorazepam em
fungdo do tempo, calculando-se a concentragdo de farmaco em solugio para as temperaturas a
que se operou e construiram-se os graficos em que se relacionam as concentragfes e 0s tempos.

A interpretagdo dos gréficos mostrou que existia uma relacio linear entre o
logaritmo da concentragio e o tempo. Nestas circunstincias, aplicando a equagéo
correspondente as reacgdes de ordem um, calcularam-se as velocidades especificas de
decomposigdo as temperaturas a que decorreu 0 ensaio.

A energia de activagdo, o factor de frequéncia e a velocidade especifica de

decomposigdo foram calculadas aplicando a equagdo de Arrhenius.

Os resultados referentes ao ensaio de avaliagio da estabilidade sdo expressos em
relagdo & temperatura de 20 9C, que permitiram a andlise da degradagio hidrolitica do

lorazepam nos solventes estudados.

Na anilise estatistica, a rejeicdo de um resultado que apresentasse um valor
discrepante foi efectuada utilizando o critério de rejeigio baseado na distribuicdo t de
Student.

Uma vez calculada, a variavel t, foi comparada com o valor t incluido na tabela
de Fischer, para o nivel de probabilidade escothido (95%: P=0,05); o niimero de graus de

liberdade é dado por N=n-1, em que n é 0 niimero de amostras.
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4.5.- INFLUENCIA DO pH

A hidrélise é uma das causas de alteracdo das solugbes aquosas de varios
farmacos, dos quais se destacam as benzodiazepinas. Em geral, a hidrélise realiza-se com
menor ou maior facilidade a determinado pH, podendo dizer-se que hd sempre um valor para o
qual é menor o grau de hidroélise. ' '

Ainda que o pH das solugdes injectdveis possa ser susceptivel de variar entre
limites relativamente afastados, é sempre preferivel que seja vizinho da neutralidade, pois é
indiscutivel que as injecgbes sdo tanto menos dolorosas e nocivas quanto mais préximo de 7
estiver o pH da forma farmacéutica. Também hd vérios sistemas de regulagido (do sangue ou
das fungdes pulmonar, renal e hepatica) em que é importante que o pH das solugdes injectdveis
seja o mais proximo possivel da neutralidade. Se o pH se afastar muito de 7, a injecgdo nos
diferentes tecidos é mal tolerada, provocando irritacio e inflamagdo. E corrente aceitar-se
que, para as vias intramuscular e subcutanea, o pH esteja compreendido entre 5,5-8,0, podendo
estes limites ser muitas vezes ultrapassados (4,4-8,5). Tratando-se de injec¢bes endovenosas ou
intrarraquideas, o pH deve situar-se entre 6 e 7,5.

Contudo, muitas vezes a solubilidade do firmaco, a sua estabilidade ou até a sua
accdo farmacol6gica exigem que as solugdes medicamentosas apresentem um valor de pH

diferente do recomendado para a via de administragdo a que se destina.

Como foi referido, a velocidade de decomposigdo das benzodiazepinas depende do
pH, da temperatura e da forga idnica da solugdo.

No presente trabalho, o objectivo principal foi estudar a estabilidade do
lorazepam em fungdo do pH da soluqéo..Com a finalidade de eliminar a influéncia da
temperatura, o ensaio de decomposigdo acelerada foi realizado a temperaturas constantes e
rigorosamente vigiadas. Com a finalidade de eliminar a influéncia da forga i6nica do meio
recorreu-se a solugbes tampdo indicadas na USP XXII/NF XVII, adicionadas de solucdo de
cloreto de sédio 2 M de modo a apresentarem uma forga iénica igual a 0,5. As quantidades, em
ml, de solugdo de cloreto de sédio 2 M utilizadas na correcgdo da forca iénica de 200 ml de
solugdo tampéo estdo indicadas no Quadro XXXV.

Como esta indicado em 4.2., no estudo da estabilidade das benzodiazepinas é
importante considerar como ponto de referéncia obrigatério os valores de pKa inferiores a 7. O

valor do pKa do lorazepam ¢ de 1,3. Nestas circunstancias, prepararam-se solugdes tampao a
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pH 1,2 e 1,3, respectivamente abaixo e igual ao pKa do lorazepam, e com valores de pH

superiores a este, compreendidos entre 2,0 e 8,0, variando de unidade em unidade.
No estudo da estabilidade do lorazepam em fungio do pH, ensaiaram-se solugGes
com a concentragio 6,2 x 10°M de lorazepam.

QUADRO XXXV

SOLUGCOES TAMPAO COM FORCA IONICA 0,5

Solugdes tampdo pH
1,2 1,3 2,0 3,0 4,0 50 6,0 7,0 8,0

Solugiao de cloreto

de sédio 2 M (ml) 36,5 383 437 328 350 327 194 171 154

4.5.1.- ENSAIO DE DECOMPOSICAO ACELERADA

Na realizagdo do ensaio de decomposicdo acelerada usou-se a técnica descrita em

4.4.2.1.
O teor de lorazepam integro foi determinado por HPLC de acordo com as condicdes

indicadas em 4.4.2.2. Na Fig. 68 estdo representados os cromatogramas obtidos a valores de pH

1,2 (<pKa) e 2,0 (>pKa).

4.5.2.- RESULTADOS

Os resultados do ensaio de decomposigio acelerada as temperaturas de 60 e 80 °C,
expressos em percentagem, e as velocidades especificas de hidrélise (Kggo e Kgpo) sdo
apresentados no Quadros XXXVI e XXXVII e nas Figs 69, 70 e 71. Os logaritmos dos factores de
frequéncia (A), as energias de activacio (AHa), as velocidades especificas de hidrélise (K) e

os prazos de validade (PV) a temperatura de 20 OC s3o apresentados no Quadro XXXVIIL.

186



32300

@

IHJECT 1428798 1

i

HAHMHEL

"~

b

11/25793 15:02:57

CT

ITHJE!

HANHEL A

-
>

14,31

Y. 21

19.

THIECT  11/27/90 14:63:39

CHAHHEL A

CHAHHEL A

THJECT 14/27/36 17:33:63

==
.29

9
&, 79

11,23
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intermediarios de hidrélise (19,48); 2-amino-2,5'-diclorobenzofenona (24,90).
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QUADRO XXXVI

INFLUENCIA DO pH - TEMPERATURA DE 60 ¢C

Teor de lorazepam (%)

Tempo pH

(horas) 1,2 1,3 2,0 3,0 4,0 5,0 6,0 7,0 8,0
0 100 100 100 100 100 100 100 100 100
05 82,026 83,0+1,9 84,7+1,7

1 87,03,0

1,5 60,1429 58,8%1,8 62,0¢1,7

r'a 795+2,3 892+21 —— 92,1436 — 82531
25  41,843,4 43,2417 47,0+1,8

3 71,1£1,9

35 28,628 295+1,7 34,6409

4 61,2+2,6 81,2+0,6 92,3+1,9 88,7+3,1 84,7+4,1 71,6+34
45 216821 229426 283+12

5 53,9+1,3

55  157+2,2 16,743,1 19,7426

8 36,0£3,1 69,2+1,8 80,0+2,6 79,9+4,1 748+17 54,6425
12 22,942,8 56,082,4 752+2,4 71,242,0 63,9£12 37,1205
16 454+2,4 658122 655+1,6 544+3,0 27,5+16
24 31,6+3,3 56,043,0 54,0+2,3 40,8+1,8

32 44,0£2,7 42,740,9 315425 —
Kgoo 03534 03434 03028 0,1234 0,0504 0,250 00275 00378  0,0837
(®) 97x103 74x10°3 15,0x103 2,3x10°3 2,1x10°3 1,1x10°3 0,9x10°3 1,4x103  9,1x10-3

(#) - Intervalo de confianga - 95%
t-0,05
N-4
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QUADRO XXXvi

INFLUENCIA DO pH - TEMPERATURA 80 °C

Teor de lorazepam (%)

Tempo pH

(horas) 1,2 = 13 2,0 3,0 4,0 5,0 6,0 7,0 8,0
0 100 100 100 100 100 100 100 100 100
017  84,7+2,9 88,1+1,0

025 78,1+2,2 79,6+2,1 80,2+2,7

0,33  68,0+3,0 74,1¥1,5 73,819

05  53,8%1,7 62,1+1,2 65621 84,1421

0,67 52,7+3,1

1 34,2450 35,0+2,0 40,3+1,8 67,243,0 82,8+3,2 89,6+1,9 88,9+2,3 859+1,9 71,8+27
1,5  19,743,6 23,5+2,7 252+3,1 55,8424

2 16,312,6 46,7£1,8 74,7+2,3 81,1+2,2 812+1,6 — 47,3432
2,5 42,1+2,2

3 35,0+44,1 65823 742+2,6 73,3124 66,1£0,9 34,2+14
3,5 29,8+2,5

4 55,742,5 69,1#2,1 66,8+2,1 254+14 254%2,1
6 41,0+1,8 57,0£2,8 56,7+3,0 44,0+2,1

8 29,9+3,4 48,3+2,8 44,7422 34,1+27 —
10 40,1+2,1 38,5+3,4

Kgoo 1,0865 09572 08765 03637 0,533  0,0972 0,1032 0,401 03516
()  194x103 8,7x10°3 54x103 7,0x103 52x103 3,8x103 4,3x10-3 5,1x103 6,3x10°3

(¥) - Intervalo de confianca - 95%

t-0,05
N-4
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QUADRO XXXVIII

FACTOR DE FREQUENCIA, ENERGIA DE ACTIVAGCAO, VELOCIDADE ESPECIFICA DE

DEGRADACAO E PRAZO DE VALIDADE DO LORAZEPAM EM FUNCAO DO pH

pH log A AHa Kpgo PV
(cal/Mole) (hora™1) (horas)
1,2 8,16+0,09 13119+148 23,62x10-3+13,6x104 4,5+0,2
1,3 7,40+0,08 11975+140 29,10x1073+15,2x104 3,620,6
2,0 7,56x0,14 123124208 24,08x1073+12,2x104 4,4+0,2
3,0 . 7,38+0,04 12663+58 9,13x1073+1,7x104 11,50,3
4,0 7,24+0,16 13006253 3,45x10-3+3,0x1074 30,7+2,5
5,0 8,82+0,13 158814212 0,94x10-3+0,7x1074 111,647,7
6,0 8,57+0,17 15528+248 1,14x10-3+0,7x1074 92,4+4,9
7,0 8,62+0,17 15303+266 1,61x1073+1,3x1074 65,4+4,9
8,0 9,92+0,08 167574111 2,64x1073+0,5x1074 39,9+1,1

(%) - Intervalo de confianga - 95%
t-0,05
N-4
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Figura 69 - Influéncia do pH. Temperatura de 60 ©C.
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Figura 70 - Influéncia do pH. Temperatura de 80 ©C.
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Figura 71 - Relagdo entre o log Ko do lorazepam e o pH do solvente.

4.5.3.- DISCUSSAO DOS RESULTADOS

Da andlise dos resultados apresentados nos Quadros XXXVI e XXXVII e nas Figs
69 e 70, observa-se que existe uma relagdo linear entre o logaritmo da concentragido de
lorazepam presente em solugdo e o tempo. Tendo em atengdo que a velocidade de reacgao
depende fundamentalmente da concentragdo de lorazepam, visto que a concentragdo do
solvente (solu¢des tampéo) permanece praticamente constante, pode concluir-se que a hidrélise

do lorazepam obedece a uma cinética de pseudo-primeira ordem.

De acordo com os resultados inscritos no Quadro XXXVIII, é aos valores de pH
préximos dos do pKa do lorazepam que corresponde a zona em que o firmaco apresenta
velocidades ~especificas de hidrélise maiores (entre 23,62x103413,6x104 e 29,10x
10-3+15,2x104 hora™1).

A valores de pH superiores ao do pKa ocorre uma diminuigio significativa das
velocidades especificas de hidrdlise, que variam de 24,08x1073£12,2x104 a pH 2,0 para
0,94 x10'3i-0,7x10'5 hora-l a pH 5,0, traduzindo um aumento da estabilidade do farmaco.
Contudo, na zona de valores de pH compreendida entre 5,0 e 8,0 verifica-se novo aumento da

velocidade especifica de hidrélise, embora menos acentuado (de 0,94x10'3i0,7x10'5 apHS5,0
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para 2,64x10"3+0,5x10°4 hora'l a pH 8,0) correspondendo a uma diminuigdo da estabilidade
do farmaco. '

A Fig. 71, na qual se relaciona os logaritmos das velocidades especificas de
hidrélise do lorazepam a 20°C com o pH do solvente, ilustra o que foi dito no pardgrafo
anterior, isto ¢, existem duas zonas de velocidades convergentes no valor de pH 5,0:

- a primeira, em que a velocidade especifica de hidrélise diminui, situa-se entre
pH2,0e5,0;

‘ - a segunda, em que a velocidade especifica de hidrélise aumenta , localiza-se
entre pH 5,0 e 8,0.
Daqui se conclui que o lorazepam apresenta uma estabilidade méxima a valores

de pH préximos de 5,0.

Como se pode observar na Fig. 68, para valores de pH inferiores ao do pKa do
lorazepam o0s cromatogramas obtidos por HPLC apresentam ndo s6 os picos correspondentes ao
lorazepam e & mistura dos compostos intermedidrios de hidrdlise, mas também um outro
correspondente & benzofenona, concretamente a 2-amino-5,2'-diclorobenzofenona, com um
tempo de retengdo médio de 24,50 minutos. O comportamento cinético da reacg¢do de hidrélise
do lorazepam nesta zona de pH ¢ bifésico. Assim, além da velocidade especifica de hidrélise
que foi calculada, e que corresponde & transformagio do lorazepam nos compostos
intermediarios de hidrélise, existe em simultdneo uma outra que corresponde a transformacao
dos compostos intermedidrios nos produtos finais de hidrdlise.

A valores de pH superiores ao do pKa do lorazepam e para um grau de hidrélise
do farmaco préximo do verificado nos valores de pH referidos anteriormente, os
cromatogramas apresentados na mesma Fig. ndo apresentam nenhum pico a 24,50 minutos
correspondente a 2-amino-5,2'-diclorobenzofenona. Nas condi¢des analiticas ensaiadas, o
comportamento cinético da reacgdo de hidrélise do lorazepam nesta zona de valores de pH é

aparentemente monofasico.
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4.6.- INFLUENCIA DOS SOLVENTES

Se por um lado o lorazepam se altera facilmente em solugdo aquosa, dependendo a
velocidade especifica de hidrélise do pH da solugdo, por outro lado apresenta fraca
solubilidade, nunca atingindo concentrag¢des suficientes para a administragdo por via
injectdvel. Embora na administragdo por via endovenosa o volume possa ser maior do que 10
ml, desde que devidamente controlado, na via intramuscular é normalmente limitado a 3 ml e
na via subcutidnea apenas a 2 ml.

Nestas circunstancias, e para ultrapassar estes inconvenientes, é uso corrente
recorrer-se a agentes solubilizantes, que sdo solventes com constante dieléctrica mais baixa do
que a dgua, aumentando deste modo a solubilidade dos farmacos com caracteristicas apolares
(301,302). Por sua vez, a presenca destes agentes solubilizantes também pode proteger o
farmaco contra altera¢des quimicas, concretamente evitando ou reduzindo substancialmente a
velocidade de hidrélise do lorazepam(303).

Assim, quando ndo é possivel usar apenas solugdes aquosas, por razdes fisicas ou
quimicas, é necessdria a adigdo de agentes solubilizantes ou cossolventes hidroéfilos(304-306).
Entre as substancias mais usadas com esta finalidade estdo incluidas a glicerina, o PEG 400 e o
propilenoglicol, que foram os experimentados para avaliar a estabilidade do lorazepam por
substituigdo parcial ou total da dgua.

A glicerina é considerada atéxica por via oral, mas o seu emprego como veiculo
injectdvel tem dado origem a controvérsias, pois afirma-se que pode produzir hemoglobindria,
hipotensdo e alteragbes nervosas. As solugbes endovenosas de glicerina a 5% no homem nio
produzem efeitos toxicos ou indesejaveis, enquanto a concentragdes até 30% administrada por
via intramuscular € bem tolerada e absorvida com rapidez(294,307).

O propilenoglicol é o dissolvente ndo aquoso mais utilizado em medica¢des
parenterais (10-60%), mas é também usado em soluges orais (10-25%) e em preparagdes
topicas (5-80%). Todavia, a Food and Drug Administration emitiu directrizes acerca do uso do
propilenoglicol em solugdes injectdveis, nas quais aconselha a ndo ultrapassar os 40% da
totalidade do veiculo(294,307).

O PEG 400 tem sido empregado com alguma frequéncia na preparagdo de
injectdveis. Os PEG sdo muito pouco téxicos e a toxicidade diminui, de um modo geral, com o
aumento do peso molecular. Tal como os solventes referidos anteriormente, o PEG 300 e 0 400 sdo
especialmente utilizados para dissolver firmacos pouco soliveis na dgua ou facilmente

hidrolizaveis(294,307).
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Em relagdo a constituigdo do solvente, o presente estudo pode ser dividido em:

- Avaliagdo da estabilidade do lorazepam dissolvido em glicerina, em PEG
400 e em propilenoglicol;

- Avaliagdo da estabilidade do lorazepam dissolvido em solventes constituidos
por dgua e propilenoglicol. Devido a concentragdo pretendida, a solubilidade
do farmacoe & constante dieléctrica do solvente & temperatura ambiente, a
quantidade méxima de 4gua utilizada no solvente foi 25%.

As outras quantidades de dgua ensaiadas foram 6,25% e 12,5%.

A estabilidade do lorazepam em propilenoglicol foi determinada em outro
trabalho realizado no Laboratério de Tecnologia Farmacéutica da Faculdade de Farmaécia do
Porto(274). Contudo, a substitui¢do do método analitico entdo utilizado (espectrofotometria no
UV pelo HPLC) justifica a repetigdo desta determinacao.

No estudo da estabilidade do lorazepam nos solventes referidos, ensaiaram-se

solugGes com a concentragido de Smg/ml.

4.6.1.- ENSAIO DE DECOMPOSICAO ACELERADA

Na realizagdo do ensaio de decomposigdo acelerada usou-se a técnica descrita em
4.4.2.1.

O teor de lorazepam integro foi determinado por HPLC de acordo com as condicBes

indicadas em 4.4.2.2.

4.6.2.- RESULTADOS

Os resultados do ensaio de decomposicdo acelerada em solventes simples as
temperaturas de 60 e 80°C, expressos em percentagem, e as velocidades especificas de
hidrélise (Kgp0 e Kgpo) estdo indicados nos Quadros XXXIX e XL e nas Figs. 72 e 73. Os
Quadros XLII e XLIII e as Figs. 74 e 75 apresentam os resultados obtidos em solventes
constituidos por agua/propilenoglicol. Os logaritmos dos factores de frequéncia (A), as
energias de activagdo (AHa), as velocidades especificas de hidrélise (K) e os prazos de
validade (PV) a temperatura de 20°C sdo apresentados no Quadro XLI para os primeiros e no

Quadro XLIV para os segundos.
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QUADRO XXXIX

INFLUENCIA DO SOLVENTE - TEMPERATURA 60 °C

Tempo Teor de lorazepam (%) nos solventes
(dias) Glicerina PEG 400 Propilenoglicol
0 100 100 : 100
0,5 75,6%2,6 90,1+2,8
1 49,9+3,1 85,112 4 95,812,0
1,5 38,3£3,4 80,0+1,3
2 28,2+2,4 73,6130 91,8+2,5
3 62,1+3,1
4 _— 56,2+2,7 83,5%£2,1
5 —— 45,3+3 4
6 _ 76,528
8 S S 70,8%3,2
10 — —_— 62,7128
Kggo 0,6322 0,1625 _ 0,0443

() 0,0464 ' 0,0334 0,0017

(#) - Intervalo de confianca - 95%
t-0,05
N-4
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QUADRO XL

INFLUENCIA DO SOLVENTE - TEMPERATURA 80 °C

Tempo Teor de lorazepam (%) nos solventes
(dias) Glicerina PEG 400 Propilenoglicol
0 100 100 100
0,083 96,8+3,0
0,125 77,3+4,1 93,1+2,7
0,25 64,1+3,2 87,4+2,2 88,713,2
0,333 85,7£3,0
0,375 51,2+3,4
0,5 38,0+3,9 78,3%3,9 80,9+3,1
0,666 74,5+3,6
0,75 _— 69,4+3,2 72,2+3,7
1 _— 60,6+5,2 65,4134
Kggo 1,8914 0,5162 0,4374
(£) 01717 0,1157 0,0553 1

(£) - Intervalo de confianca - 95%
t-0,05
N-4
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QUADRO XLI

FACTOR DE FREQUENCIA, ENERGIA DE ACTIVAGAO, VELOCIDADE ESPECIFICA DE
DEGRADACAO EPRAZO DE VALIDADE DO LORAZEPAM EM FUNCAO DO SOLVENTE

SOLVENTE log A . AHa Kp00 ' PV
(cal/Mole) (dia-1) o (dias)
Glicerina 8,20+0,24 127934336  451,8x104+366,3x102 2,3%£0,2
PEG 400 8,0410,93 1346411418 103,3x104+331,5x10™ 11,0+4,5
Propilenoglicol 16,18+0,81 2671741222 1,8x1074£4,7x10°  599,3+147,4

(%) - Intervalo de confianca - 95%
t-0,05
N-4
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Figura 72 - Influéncia do solvente. Temperatura de 60 °C.

A- Propilenoglicol, B - PEG 400 e C - Glicerina.
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Figura 73 - Influéncia do solvente. Temperatura de 80 ©C.

A- Propilenoglicol, B - PEG 400 e C - Glicerina.
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QUADRO XLII

INFLUENCIA DO SOLVENTE (AGUA/PROPILENOGLICOL) - TEMPERATURA 60 °C

Teor de lorazepam (%)

Tempo Percentagens de dgua:propilenoglicol
(dias) (0:100) (6,25:93,75) (12,5:87,5) (25:75)
0 100 100 100 100
0,5 96,1+2,5 93,941,7 89,4+2,9
1 95,8+2,0 91,3+£2,0 89,2+1,2 80,3+3,2
1,5 71,822
2 91,8+2,5 79,3+2,4 61,742,6
3 78,1+2,9 71,6+2,3 50,943,1
4 83,5+2,1 70,2+2,2 63,4+2,7 40,5+2,1
6 76,5£2,8 59,943,1
8 70,8+3,2
10 62,7+2,8 -
Kggo 0,04425 0,0849
() 1,7x10°3 5,9x103

(#) - Intervalo de confianca - 95%

t-0,05
N-4
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QUADRO XLIII

INFLUENCIA DO SOLVENTE (AGUA/PROPILENOGLICOL) - TEMPERATURA 80 ©C

Teor de lorazepam (%)

Tempo Percentagens de dgua:propilenoglicol
(dias) ' (0:100) (6,25:93,75) (12,5:87,5) (25:75)
0. 100 100 100 100
0,08 96,8+3,0
0,125 91,242,9
0,25 88,7+3,2 86,3+3,0 86,8+2,1 84,1+2,3
0,33 85,8+3,0
0,375 81,2+1,9 80,443,8
0,5 80,9+3,1 74,6+2,5 71,243,3 68,7+3,4
0,67 74,53,6 ,
0,75 72,243,7 62,0423 60,4+2,4 53,3423
1 65,4+3,4 58,1+2,0 54,1£3,7 45,4%3,3
Kggo 0,4374 - 0,5819 0,6218 0,7614
(+) 0,0553 0,0465 0,0640 0,9807

(#) - Intervalo de confianca - 95%

t-0,05
N-4
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QUADRO XLIV

FACTOR DE FREQUENCIA, ENERGIA DE ACTIVACAO, VELOCIDADE ESPECIFICA DE

DEGRADAGAOQO EPRAZO DE VALIDADE DO LORAZEPAM EM FUNCAO DO SOLVENTE

(AGUA/PROPILENOGLICOL)

AGUA:PROPILENOGLICOL
log A AHa Kpgo PV
(%:%) (cal/Mole) (dia'1) (dias)
0:100 16,18+0,81 26717+1222 1,8x1074+4,7x10-> 599,3+147 4
6,25:93,75 13,68+0,66 224834829 8,2x104+12,5x105 128,2+13,6
12,5:87,5 11,86%1,03 19502+1685  22,2x1074+112,8x10°5 55,7+30,4
25:75 8,48£0,40  13898+649  130,6x10~4+308,0x10-3 8,3+3,8

(2) - Intervalo de confianga - 95%

t-0,05
N-4
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Figura 74 - Influéncia da presenga de d4gua num veiculo constituido por
dgua/propilenoglicol (m/m). Temperatura de 60 °C.
A -(0:100), Al - (6,25:93,75), A2 - (12,5:87,5) e A3 -(25:75).
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Figura 75 - Influéncia da presenga de d4gua num veiculo constituido por

dgua/propilenoglicol (m/m). Temperatura de 80 °C.
A - (0:100), A1 - (6,25:93,75), A2 - (12,5:87,5) e A3 -(25:75).
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Figura 76 - Relagdo entre o log Kpno do lorazepam e a quantidade de dgua

presente no solvente.

4.6.3.- DISCUSSAO DOS RESULTADOS

Da analise dos resultados obtidos, e pelos motivos apresentados em 4.5.3., pode
concluir-se que a hidrélise do lorazepam obedece a uma cinética de pseudo-primeira ordem.

Em funcio dos resultados encontrados para as velocidades especificas de hidrélise
e para os prazos de validade, inscritos no Quadro XLI, a estabilidade méxima do lorazepam é
conseguida quando este se encontra dissolvido em propilenoglicol, seguindo-se o PEG 400 e
finalmente a glicerina. De facto, os resultados sugerem que o propilenoglicol é, dos solventes
experimentados, o mais indicado para a preparagao de solugdes injectdveis de lorazepam.

Relativamente aos resultados encontrados na avaliacdo da estabilidade do
lorazepam dissolvido em solventes constituidos por dgua e propilenoglicol, o grafico
apresentado na Fig. 76 mostra que existe uma relagio linear entre o logaritmo da velocidade
especifica de hidrélise e a quantidade de dgua presente no veiculo. Assim, por interpolacio
grifica ou por célculo através da equacdo da recta, é possivel determinar a velocidade
especifica de hidrélise e o prazo de validade para outros veiculos constituidos por outras

proporgdes relativas de dgua e propilenoglicol.
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4.7.- INFLUENCIA DOS TENSIOACTIVOS

Quando os farmacos estdo dissolvidos em solventes de natureza hidréfila, ha
outros factores, além do pH e do solvente, cuja presenca pode contribuir para aumentar a
estabilidade. E o caso dos tensioactivos que, quando adicionados a uma solugio, podem
constituir um meio eficaz de minimizagdo da degradagéo hidrolitica dos farmacos(308-310).

A acgdo exercida pelos tensioactivos na estabilizagdo dos fairmacos que sofrem
hidrélise depende essencialmente da carga que possuem, pois, para um dado farmaco, a
velocidade de hidrélise ndo é igual em presenga de um tensioactivo anidnico, catiénico ou ndo
i6nico(310-312).

Os tensioactivos também sdo usados como solubilizantes, geralmente em
concentragdes compreendidas entre 0,05 e 0,5% (306).

Perante a situagdo descrita foram experimentados os seguintes tensioactivos: o

cloreto de benzalcdnio (catidénico), o laurilsulfato de sédio (aniénico) e o Tween 80 (ndo idnico).

Em relagdo & natureza do solvente utilizado, o presente estudo pode dividir-se

em:

- Influéncia dos tensioactivos na estabilidade do lorazepam quando dissolvido
em solugdo tampéo de pH 5,0.

Foram ensaiadas solugdes 6,2 x 102 M de lorazepam.

Os tensioactivos foram utilizados na concentragdo de 0,02g/100ml. Esta
concentragdo é superior a concentragdo micelar critica para o Tween 80 (313) e inferior a
concentragdo micelar critica do laurilsulfato de sédio. Também foi ensaiada uma solugdo com
concentragdo superior a concentragdo micelar critica, contendo 1g/100ml de laurilsulfato de
s6dio. O valor deste parametro para o cloreto de benzalcénio ndo foi encontrado na

bibliografia, nem determinado experimentalmente.

- Influéncia dos tensioactivos na hidrélise do lorazepam quando dissolvido num
solvente constituido por dgua/propilenoglicol (25:75), de pH 5,33.

Foram ensaiadas solugSes com a concentragdo de 5Smg/ml de lorazepam.

Os tensioactivos foram utilizados na concentra¢do de 5 g/100 ml, e no caso do

laurilsulfato de s6dio ensaiou-se também uma solugdo contendo 1 g/100 ml
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4.7.1.- ENSAIO DE DECOMPOSIGCAO ACELERADA

Na realizagdo do ensaio de decomposicdo acelerada usou-se a técnica descrita em
4.4.2.1.
O teor de lorazepam integro foi determinado por HPLC de acordo com a técnica

indicada em 4.4.2.2.

4.7.2.- RESULTADOS

Os Quadros XLV e XLVI e as Figs. 77 e 78 contém os resultados do ensaio de
decomposigdo acelerada as temperaturas de 60 e 80°C, expressos em percentagem, e as
velocidades especificas de hidrélise (Kggo e Kgpo) obtidas no estudo da influéncia dos
tensioactivos na hidroélise do lorazepam em solugdo tampédo de pH 5,0. Os Quadros XLVIII e
XLIX e as Figs. 79 e 80 apresentam os resultados obtidos com o solvente dgua/propilenoglicol
(25:75). Os logaritmos dos factores de frequéncia (A), as energias de activagdo (AHa), as
velocidades especificas de hidrélise (K) e os prazos de validade (PV) & temperatura de 20°C
sdo apresentados no Quadro XLVII para o primeiro e no Quadro L para o segundo solvente.

CB - Cloreto de benzalcénio;

LsS - Laurilsulfato de sédio;

T80 - Tween 80.
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QUADRO XLV

INFLUENCIA DOS TENSIOACTIVOS NA SOLUCAO TAMPAO DE pH 5,0

TEMPERATURA 60 °C

Teor de lorazepam (%) na solugio tampdo de pH 5,0

Tempo Percentagem de tensioactivo
(horas) 0% 0,02% CB 0,02% LsS 1% LsS 0,02% T80
0 100 100 100 100 100
2 96,7+1,1
4 92,3£1,9 90,6£2,3 92,4%1,4 93,1£2,0
8 80,0+2,6 78,312,3 73,7£1,7 83,3+2,2 81,2+2,4
12 75,2+2,4 71,6+2,8 71,4%2,1 78,124 74,3%2,5
16 65,8+2,2 61,1£3,1 56,8+3,1 68,2+2,3 62,5+3,3
24 56,0+3,0 52,2+4,0 49,4124 60,3+1,5 53,3£2,9
32 44,0+2,7 39,6%+2,8 52,4+3,6
Kggo 0,0250 0,0284 0,0300 0,0211 0,0245
() 1,1x10-3 8,8x103 3,0x10"3 - 4,4x1073 4,2x10°3

(%) - Intervalo de confianga - 95%
t-0,05 | |
N-4
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QUADRO XLVI

INFLUENCIA DOS TENSIOACTIVOS NA SOLUCAO TAMPAO DE pH 5,0
TEMPERATURA 80 °C

Teor de lorazepam (%) na solugdo tampao de pH 5,0

Tempo Percentagem de tensioactivo
(horas) 0% 0,02% CB 0,02% LsS 1% LsS 0,02% T80
0 100 100 100 100 100
1 89,6+1,9 88,7+3,2 85,2+2,4 92,0+0,8 90,9+1,5
2 81,1+2,2 83,2+3,3 82,3+2,0 83,7+2,0 85,8+3,1
3 74,212,6
4 69,1+2,1 68,8+4,1 68,6132 71,1£2,0 73,8%3,2
6 57,0+2,8 56,11+4,1 55,242,3 59,4+2,7 58,0+£3,5
8 48,3+2,8
10 40,1£2,1 _
Kggo 0,0972 0,1006 0,1129 0,0864 0,0850
() 0,0038 0,0276 0,0205 = 0,0198 0,0300

(#) - Intervalo de confianca - 95%
t-0,05
N-4
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QUADRO XLVII

FACTOR DE FREQUENCIA, ENERGIA DE ACTIVACAO, VELOCIDADE ESPECIFICA DE
DEGRADACAO EPRAZO DE VALIDADE DO LORAZEPAM
NA SOLUGAO TAMPAO DE pH 5,0

SOLVENTE log A AHa Kpgo PV
(cal/Mole) (hora-1) (horas)
0% 8,82+0,13 158814212 9,4x104+0,7x10-4 112,5+7,7
0,02% CB  8,27+0,81 1497241311  13,4x1074+6,4x1074 89,8+45,2
0,02% LsS 8,59+0,80 1540441185  12,6x104+2,8x104 85,4+16,2
1% LsS 9,13+0,64 164754971 7,1x104+2,1x104 155,4+46,1
0,02% T80 7,74+1,60 1424842369  13,5x1074+5,6x1074 85,9+34,4

(#) - Intervalo de confianga - 95%
t-0,05
N-4
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Figura 77 - Influéncia dos tensioactivos (solugdo tampdo de pH 5,0). Temperatura de 60 °C.

CB- cloreto de benzalconio, LsS - laurilsulfato de sddio e T80 - Tween 80.
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| Figura78 - Influéncia dos tensioactivos (solugdo tampao de pH 5,0). Températura de 80 °C.

CB - cloreto de benzalcénio, LsS - laurilsulfato de s6dio e T80 - Tween 80.
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QUADRO XLVIII

INFLUENCIA DOS TENSIOACTIVOS N0 SOLVENTE -AGUA/PROPILENOGLICOL (25:75)

TEMPERATURA 60 °C

Teor de lorazepam (%) no solvente

Tempo . Percentagem de tensioactivo
(dias) 0% 5% CB 1% LsS 5% LsS 5% T80
0 100 100 100 100 100
0,125 93,0+3,0
0,25 —_— 87,3127 —_— — 92,11£3,2
0,375 84,1+3,2
0,5 89,4+2,9 77,6£3,0 92,7+2,3 92,3+3,4 87,3£3,0
0,75 69,4+2,5 79,9127
1 80,3£3,2 63,2+2,2 81,5+2,1 84,7+4,2 75,9+2,3
1,5 71,8+2,2 56,0+2,6 75,211,4 75,3+4,0 - 63,2+3,8
2 61,712,6 65,2+1,8 67,3+3,5 54,7+3,5
3 50,943,1 55,0£2,3 57,6%£3,9
4 40,5+2,1 43,942,1 46,0+4,5
Kgoo 0,2272 0,5047 0,1953 0,1826 0,2981
() 0,0310 0,0476 0,0305 0,0381 0,0507

(%) - Intervalo de confianca - 95%

t-0,05

N-4
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QUADRO XLIX

INFLUENCIA DOS TENSIOACTIVOS N0 SOLVENTE -AGUA/PROPILENOGLICOL (25:75)
TEMPERATURA 80 °C

Teor de lorazepam (%) no solvente

Tempo Percentagem de tensioactivo
(dias) 0% 5% CB 1% LsS 5% LsS 5% T80
0 100 100 100 100 100
0,083 88,2+2,5
0,125 91,2+2,9 _ 92,5+3,2 86,0+3,0
0,167 78,0+2,8
0,25 84,1+2,3 66,8+2,8 85,1+1,9 84,9+3,3 77,7X2,5
0,375 54,7328 76,7+2,2 76,6%3,8 72,525
0,5 68,734 44,8+3,1 70,0+2,4 71,9%3,1 64,6+3,1
0,75 53,3%2,3 56,842,7 59,9+2,8 49,2+2,9
1 45,4+3,3 46,3+2,2 51,0£3,6
Kggo 0,7461 1,5633 0,6709 0,6654 0,9805
(*) 0,9102 0,0788 0,0864 0,1091 0,1359

(=) - Intervalo de confianga - 95%

t-0,05

N-4
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QUADRO L

FACTOR DE FREQUENCIA, ENERGIA DE ACTIVACAO, VELOCIDADE ESPECIFICA DE
DEGRADACAO E PRAZO DE VALIDADE DO LORAZEPAM
NO SOLVENTE AGUA/PROPILENOGLICOL (25/75)

SOLVENTE log A AHa Kpgo PV
(cal/Mole) (dia~1) (dias)
0% » | 8,4840,40 138984649 0,0131+3,1x10°3 8,3%3,8
5% CB . 8,37+0,19 13201260 0,0334+4,4x10-3 3,2+0,4
1% LsS 8,77+0,39 144454667 0,010142,5x10-3 10,943 4
5% LsS 9,13+0,79 1505241283 0,0085+3,5x10°3 13,8+6,0
5% T80 8,62+0,60 139374967 0,0172+5,8x10-3 6,5+2,0

(#) - Intervalo de confianca - 95%
t - 0,05
N-4
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Figura 79 - Influéncia dos tensioactivos (4gua/propilenoglicol-A3). Temperatura de 60 °C.

CB- cloreto de benzalconio, LsS - laurilsulfato de sédio e T80 - Tween 80.
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Figura 80 - Influéncia dos tensioactivos (dgua/propilenoglicol-A3). Temperatura de 80 °C.

CB- cloreto de benzalcénio, LsS - laurilsulfato de sédio e T80 - Tween 80.
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4.7.3.- DISCUSSAO DOS RESULTADOS

No estudo da influéncia dos tensioactivos na estabilidade do lorazepam e
para os solventes usados, solugdo tampdo pH 5,0 e dgua/propilenoglicol (25:75), a
hidrélise do farmaco ocorre devido principalmente & protonagio e cisdo do grupo imina e,
em menor intensidade, devido & protonagéo e cisdo do grupo amida.

Quando os tensioactivos estdo em concentragido inferior & concentra¢do micelar
critica, encontram-se como moléculas individuais e podem ser adsorvidos a superficie de
outras moléculas presentes na solugio. Nestas circunstincias, 0 mecanismo de actuagdo dos
tensioactivos na protecgdo dos farmacos, embora ndo esteja perfeitamente explicado, pode
ser devido a acgdo exercida a superficie das particulas do fadrmaco por formagdo de uma
barreira de natureza eléctrica. De acordo com a carga do tensioactivo, esta barreira pode
actuar por atracgdo ou repulsdo dos ides H*, impedindo-os de protonar os grupos com
caracteristicas basicas do firmaco. Deste modo, os tensioactivos ndo iénicos nio exercem
qualquer influéncia na hidrélise dos farmacos, uma vez que a barreira formada ndo tem
carga eléctrica.

Quando os tensioactivos estio em concentragdo superior & concentracio micelar
critica, formam agregados moleculares que sdo verdadeiras vesiculas constituidas por uma
parte hidrofila (externa) e uma parte lipéfila (interna). Estas estruturas tém a capacidade
de incorporarem farmacos que contenham grupos polares ou apolares, por alinhamento
entre moléculas de tensioactivo, que se dispdem com a parte apolar localizada na regido
central da micela e a parte polar localizada na regido periférica. Nestas circunstancias, o
mecanismo de actuagdo dos tensioactivos na protecgdo dos farmacos depende sobretudo das
caracteristicas quimicas destes, e portanto da localizagdo que vio ter na micela. Contudo, e
devido a orientagio das moléculas de tensioactivo que formam a micela, o conceito de

barreira eléctrica continua a fazer sentido.

Da anilise dos resultados verifica-se que a presenca em solugdo dos
tensioactivos ndo altera o tipo de cinética de hidrélise do lorazepam, pois continua a
obedecer a uma cinética de pseudo-primeira ordem, embora a velocidade da mesma sofra

pequenas modificagdes.
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4.7.3.1.- Influéncia dos tensioactivos na estabilidade do lorazepam quando

dissolvido em solug¢do tampao de pH 5,0.

Nas condi¢bes usadas, o cloreto de benzalcénio (tensioactivo catidénico) ndo
protege o lorazepam por repulsdo dos ides H*, agravando ligeiramente a velocidade
especifica de hidrélise do farmaco e diminuindo a sua estabilidade, como se pode observar no
Quadro XLVIIL. )

O Tween 80 (tensioactivo neutro) foi utilizado em concentragdo superior a
concentragdo micelar critica, verificando-se um agravamento na velocidade especifica de
hidrélise do lorazepam da mesma ordem de grandeza da apresentada pelo cloreto de
benzalcdnio.

O laurilsulfato de sédio (tensioactivo aniénico) apresenta um comportamento
diferente quando se encontra em concentrag¢des superiores ou inferiores a concentragdo micelar
critica, que é de 0,23 g/100 ml. Comparando os resultados das velocidades especificas de
hidrélise do lorazepam inscritos no Quadro XLVII com os obtidos com a solucdo tampédo de pH
5,0, verifica-se que a presenga do tensioactivo em concentragbes inferiores a concentragao
micelar critica acelera a hidrélise do fadrmaco, ocorrendo o fendmeno inverso quando a
concentragdo é superior & concentragdo micelar critica. Neste ultimo caso, a estabilidade do
lorazepam aumenta em cerca de 25%.

Teoricamente, quando se trata de uma hidrélise 4cida (como é o caso presente) os
compostos aniénicos devem acelerar a velocidade da reacgdo, enquanto os compostos catiénicos
protegem o farmaco do ataque dos ides H*. Todavia, em fungdo do exposto no pardgrafo
anterior verifica-se que acontece o contrério, isto , o tensioactivo aniénico protege o farmaco

mas apenas quando se encontra presente sob a forma de micelas.

4.7.3.2.- Influéncia dos tensioactivos na hidrélise do lorazepam quando dissolvido

num solvente constituido por dgua/propilenoglicol (25:75)

Da andlise dos resultados inscritos no Quadro L, verifica-se que o cloreto de
benzalcénio e o Tween 80 continuam a acelerar a hidrélise do lorazepam, embora o
agravamento seja de 62,5% para o primeiro e de 20% para o segundo. Para as concentragdes

utilizadas de laurilsulfato de sédio, verifica-se um efeito protector de hidrélise do

216




lorazepam, de 31,5% para a concentragdo de 1% e de 62,5% para a de 5%.

Como o solvente é constituido por d4gua e propilenoglicol, e os tensioactivos estdo
presentes em concentragbes elevadas, provavelmente superiores & concentragdo micelar critica,
os resultados obtidos podem ser explicados do seguinte modo:

- 0 cloreto de benzalcénio é o tensioactivo com maior afinidade para a dgua,
formando uma zona menos hidréfoba dentro das micelas formadas;

- 0 laurilsulfato de sédio é o tensioactivo com maior afinidade para o
propilenoglicol, formando uma zona mais hidréfoba dentro das micelas formadas;

- 0 Tween 80 € o tensioactivo com uma afinidade intermédia para os constituintes

do solvente, formando uma zona hidréfoba intermédia dentro das micelas formadas.
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4.8.- CONCLUSOES

4.8.1.- MECANISMO DE HIDROLISE DO LORAZEPAM

A valores de pH inferiores ao do pKa do lorazepam a cinética de hidrélise
¢ bifdsica. A cisdo ao nivel da ligagdo 1,2-amida é mais facil, originando a

2-amino-5,2'-diclorobenzofenona-etilimina.

A valores de pH superiores ao do pKa do lorazepam a cinética de
hidrélise ¢ monofésica. A cisdo ao nivel da ligacdo 4,5-imina é mais fécil,

originando a glicilamino-5,2'-diclorobenzofenona.

4.8.2.- INFLUENCIA DO pH

Relacionando os logaritmos das velocidades especificas de hidrélise com o
pH do solvente, existem duas zonas de velocidades que convergem no valor
de pH 5,0. Na primeira zona, localizada entre pH 2,0 a 5,0, a velocidade
de hidrdlise diminui significativamente, pelo que a curva resultante
apresenta uma inclina¢do elevada. Na segunda zona, situada entre pH 5,0
a 8,0, a velocidade de hidrdlise aumenta ligeiramente, pelo que a curva
resultante apresenta uma inclinagdo menor.

O lorazepam apresenta um maximo de estabilidade a valores de pH

préximos de 5,0.

4.8.3.- INFLUENCIA DO SOLVENTE
| O lorazepam quando se encontra dissolvido em solventes de natureza
hidréfila (como € o caso da glicerina, PEG 400 e propilenoglicol) apresenta

velocidades especificas de hidrélise significativamente diferentes.

Dos solventes experimentados, o propilenoglicol é o tnico em que o
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lorazepam apresenta um prazo de validade compativel com o fabrico
industrial de preparagdes injectaveis.
Embora do ponto de vista farmacéutico o lorazepam seja muito instavel nos

restantes solventes ensaiados, quando dissolvido no PEG 400 é

significativamente mais estdvel do que na glicerina.

Se o solvente é contituido por dgua e propilenoglicol, aumentando a
hidrélise do lorazepam em fungdo da quantidade de dgua, verifica-se que
existe uma relagdo linear entre o logaritmo da velocidade especifica de

hidrélise do lorazepam e a quantidade de dgua presente no veiculo.

4.8.4.- INFLUENCIA DOS TENSIOACTIVOS

Quando se encontram dissolvidos com o lorazepam num solvente constituido
por dgua/propilenoglicol (25:75), o cloreto de benzalcénio a 5% e o Tween
80 a 5% aceleram a hidrélise, enquanto a presenga do laurilsulfato de

sdédio a 1% e a 5% aumenta a estabilidade do farmaco.

Quando se encontram dissolvidos com o lorazepam em solugdes aquosas
(solugdo tampdo de pH 5,0), o cloreto de benzalcénio a 0,02%, o
laurilsulfato de sédio a 0,02% (concentragio inferior 4 CMC) e o Tween 80 a
0,02% (na zona da CMC) aceleram a hidrélise do farmaco. Contudo, a
presenga do laurilsulfato a 1% (concentragdo superior a CMC) aumenta a

estabilidade do lorazepam.
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OXAZEPAM - ENSAIOS DE VERIFICACAO

1.- DESCRIGAO - Martindale - The Extra Pharmacopoeia, 292 Ed.

P6 branco ou quase branco, inodoro ou quase inodoro, praticamente insoliivel na

dgua, pouco soliivel no &lcool e no cloroférmio.

2.- IDENTIFICACAO - Farmacopeia Americana (USP XII/NFXVII)

infravermelho do oxazepam.

2.1.- Utilizando uma diluicdo de brometo de potassio, obteve-se o espectro de
2.2.- Utilizando solugdes alcodlicas, obteve-se o espectro de ultravioleta do

OXazepam.

2.3.- pH (suspensédo aquosa a 2%): localizado entre 4,8 e 7,0.
’ 3.- PUREZA - Farmacopeia Americana (USP XII/NFXVII)
|

3.2.- Cinzas: teor inferior a 0,3%.

4.- DOSEAMENTO - Farmacopeia Americana (USP XXII/NF XVII)

A média de 6 determinagtes foi de 99,95%.
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CARBOPOL 934 - ENSAIOS DE VERIFICAGCAO

1.- DESCRICAO - Farmacopeia Inglesa (B Ph 1988)

P6 branco e impalpavel, com cheiro caracteristico, higroscépico, depois de
neutralizado com 4lcalis € soldvel em dgua, em etanol (96%) e em glicerina.

2.- IDENTIFICAGAO - Farmacopeia Inglesa (B Ph 1988)

2.1.- Suspensdo aquosa a 1% (m/V): com adicdo de solugdo azul de timol mudou

para cor laranja; com adigdo de solugdo de vermelho de cresol mudou para cor amarela.

2.2 - Suspensdo aquosa a 1% (m/V) a pH 7,5 (solugdo de hidroxido de s6dio 1M):

gele muito viscoso.

3.- PUREZA - Farmacopeia Inglesa (B Ph 1988)
3.1.- Perda por secagem: teor inferior a 2%.

3.2.- Cinzas: teor inferior a 0,1%.
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MASSA NOVATA 299, B e BC - ENSAIOS DE VERIFICACAO

1.- DESCRICAO - Farmacopeia Portuguesa (FP V)

Massa branca, quebradiga, quase inodora, gordurosa ao tacto, praticamente
insolivel na 4gua, facilmente solivel no éter, pouco solivel no etanol; aquecida funde
originando um liquido incolor ou levemente amarelado; fundida e agitada energicamente com
um volume igual de dgua quente, forma uma emuls&o branca.

2.- IDENTIFICAGAO - Farmacopeia Portuguesa (FP V)

2.1.- Cheiro: inodoro

2.2.- Ponto de fusdo(PF): 33-36°C.

2.3.- Indice de acido(IA): teor inferior a 0,5;

2.4.- Indice de hidroxilo(IH): teor inferior a 50.

2.4.- Indice de iodo(Il): teor inferior a 3.

2.5.- Indice de saponificacio(IS): teor entre 225-245.

QUADRO LI - Os valores inscristos estdo indicados no catalogo Henkel (1984)

NOVATA IA IH II IR IS PF Densidade
299 <0,3 <5 <3 1,449 235-250 33,5-35,5  0,955-0,975
B <0,3 20-30 <3 1,453 225-240 33,5-35,5  0,955-0,975
BC <0,3 30-40 <3 1,453 225-240 33,0-34,5  0,955-0,975
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MANTEIGA DE CACAU - ENSAIOS DE VERIFICAGCAO

1.- DESCRICAO - Farmacopeia Portuguesa (FP IV)

Sélido, de cor amarelada, opaco, fractura lisa, solivel em 20 partes de &lcool
| absoluto fervente, em 2 de éter, em 0,5 de benzina e no cloroférmio.
2.- IDENTIFICACAO - Farmacopeia Portuguesa (FP V)
2.1.- Ponto de fuséo: 29-32°C.

2.2.- Indice de 4cido: 0,9.

2.4.- indice de hidroxilo: 34.

2.4.- Indice de iodo: 2,3

2.5.- Indice de peréxidos: 0.

2.6- Indice de saponificagio: 212
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 ANEXO III




LORAZEPAM - ENSAIOS DE VERIFICACAO

1.- DESCRICAO - Farmacopeia Portuguesa (FP V)

P4 branco ou quase branco, inodoro ou quase inodoro, praticamente insolavel na
dgua, pouco soltvel no alcool e ligeiramente soltivel no cloroférmio.

2.- IDENTIFICACAO - Farmacopeia Portuguesa (FP V)

2.1.- Utilizando as condi¢fes indicadas em 4.3.1.4.2., obteve-se o espectro de

infravermelho do lorazepam.

2.2.- Utilizando as condigdes indicadas em 4.3.1.4.3., obteve-se o espectro de

ultravioleta do lorazepam.

3.- PUREZA - Farmacopeia Portuguesa (FP V)
3.1.- Cromatografia em camada fina: aparecimento apenas da mancha principal.

3.2.- Cinzas sulfiiricas: teor inferior a 0,1%.

4.- DOSEAMENTO - Farmacopeia Portuguesa (FP V)

A média de 6 determinagdes foi de 99,97%.
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Figura 90 - Espectro no infravermelho do produto de hidrdlise.
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