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RESUMO
GUBITOSO, M. R. Desenvolvimento e validacdo de métodos de andlise de
distribuicdo de tamanho de particula e sua importancia na Industria Farmacéutica.
2022. 26 p. Trabalho de Conclusdo de Curso de Farmacia-Bioquimica — Faculdade de

Ciéncias Farmacéuticas — Universidade de Sao Paulo, Sao Paulo, 2022.
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As formulagdes farmacéuticas se apresentam em diversas formas, entre elas as
sélidas, semissdlidas e liquidas. Nessas diversas formulacfes podem ser encontradas
particulas solidas que correspondem nao s6 ao principio ativo, mas também aos
excipientes. As caracteristicas dessas particulas podem interferir em muitos aspectos,
desde os relacionados a producdo, até os que afetam a eficacia do produto. Uma
dessas caracteristicas € o tamanho de particula, que corresponde a um aspecto fisico
do material e que pode ser avaliado e modificado trazendo vantagens ou desvantagens.
Considerando a importancia do controle de tamanho de particulas na industria
farmacéutica, este trabalho teve como intuito revisar e apresentar as técnicas
disponiveis e mais utilizadas para tal, além de abordar com maior profundidade o
processo de validacdo de método de andlise de tamanho de particula por difracdo a
laser, a luz das normas técnicas e legislacfes vigentes. As informacfes apresentadas
no projeto tiveram como base artigos cientificos, trabalhos académicos, livros, normas
técnicas e legislacdes. A busca foi feita através de palavras chaves (Tamanho de
particula; Industria farmacéutica; Solubilidade; Granulometria; Validacdo) em bases de
dados tais como Scientific Electronic Library Online (SciELO), Science Direct, PubMed.
Atraves da revisao foi possivel observar a variedade de técnicas existentes e como 0s
principios e tratamento de dados por tras de uma analise podem influenciar os
resultados, sendo necessario conhecer 0s conceitos envolvidos para que ndo ocorra
uma intepretacéo errada. Cada técnica possui suas particularidades e a escolha de qual
utilizar envolve a avaliacdo de alguns parametros, tais como flexibilidade, faixa de

trabalho, tempo de analise, entre outros. A analise por difracdo a laser apresenta



algumas vantagens nesse aspecto, sendo capaz de avaliar particulas de 0,17um a 3mm
tanto por via seca quanto por via Umida. Com auxilio de outras técnicas, como
microscopia o6tica, e um desenvolvimento adequado, pode-se obter uma validacdo bem
sucedida garantindo resultados robustos, precisos e exatos. No entanto, apesar da
grande variedade de técnicas disponiveis, ainda h& muito a ser desenvolvido
principalmente no que diz respeito as particulas ndo esféricas onde resultados

aproximados podem variar muito de acordo com a metodologia utilizada.
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1 INTRODUCAO

No processo de desenvolvimento da formulagdo de um medicamento, a
matéria-prima utilizada exerce grande influéncia ndo s6 na forma como este
medicamento sera produzido, mas também nas propriedades fisico-quimicas do
produto final. Diversas formulacbes como as sodlidas, semissoélidas e liquidas
apresentam materiais particulados em sua composicdo sejam eles o principio ativo
ou os excipientes (SHEKUNOV et al., 2007; BONIATTI, 2013). Em especial, no caso
de formulacdes solidas orais, as propriedades das particulas dos insumos
farmacéuticos ativos (IFA) de baixa solubilidade requerem especial atencao, pois
representam um grande ponto de atencdo no desenvolvimento de novas
formulacbes (BONIATTI, 2013).

A baixa solubilidade de um farmaco pode resultar em uma dificil absorcéo e,
consequentemente, a biodisponibilidade é prejudicada comprometendo a eficacia do
medicamento. Uma das maneiras de driblar este problema é através da reducao do
tamanho de particula proporcionando um aumento da superficie de contato e,
portanto, permitindo uma melhor dissolucdo (BONIATTI, 2013). No entanto, apesar
de uma possivel melhora no quesito solubilidade, esta reducdo pode afetar outros
aspectos tanto de maneira positiva quanto negativa. Algumas desvantagens que
eventualmente podem decorrer deste processo sdo variagdes no fluxo de pés,
formacdo de aglomerados, aumento do risco de degradacdo do material em
questéao, entre outros (LIMA, 2001; LAMEIRAS, 2019).

Considerando a influéncia que o tamanho de particula tem sobre o
desenvolvimento, estabilidade, seguranca e efichcia do produto, este deve ser
rigorosamente controlado (MANSO, 2013). Além disso, o tamanho de particula, por
nao ser uma caracteristica intrinseca do material, pode variar de acordo com o
fabricante (LIMA, 2001). O controle, entdo, deve ser feito ndo s6 durante o
desenvolvimento de uma nova formulacdo, mas também durante toda a sua
producdo. Por este motivo, definir os métodos mais adequados para tal, é algo de
extrema importancia na rotina das industrias farmacéuticas.

Atualmente h& diversas técnicas disponiveis para avaliar o tamanho de
particula como analises por microscopia, espalhamento de luz, tamisa¢cdo, e muitas

outras. Cada técnica possui suas particularidades, algumas exigem quantidades



maiores de amostra, algumas apresentam uma maior precisdo, enquanto outras sao
mais préticas e rapidas de serem feitas. A combinag&do de duas ou mais técnicas,
como espalhamento de luz laser (frequentemente referenciada como “difracdo a
laser”) com auxilio da microscopia, também é muito utilizada (GAMBOA et al., 2016).
O método deve ser desenvolvido levando em consideracédo qual a técnica disponivel
e qual produto sera avaliado (MAHESHWARI et al., 2018).

Com um desenvolvimento de método apropriado pode-se prosseguir para a
etapa de validacdo. A validacdo visa verificar fatores como precisdo, exatidao,
reprodutibilidade e outras fontes de erro a fim de garantir que uma analise feita por
diversos analistas, em diferentes equipamentos e condi¢bes, gere um mesmo
resultado e que este seja condizente com o valor real (SHEKUNOV et al., 2007). Os
modelos a serem seguidos para validacdo de processos analiticos sao
disponibilizado em farmacopeias, guias e normas. No que se refere a andlise de
tamanho de particula e ainda mais especificamente, tamanho de particula por
difracéo a laser, ha disponivel a ISO 13320. Com auxilio de documentos como estes
e um desenvolvimento de método adequado, pode-se obter um método validado
com precisao e robustez (BONIATTI, 2013).

2 OBJETIVO

Considerando a importancia do controle de tamanho de particulas na industria
farmacéutica, este trabalho visa revisar e apresentar as abordagens e técnicas
disponiveis para tal atualmente utilizadas na industria farmacéutica, além de abordar
com maior profundidade o processo de validacdo de método de analise de tamanho
de particula por difracéo a laser, a luz das normas técnicas e legislacdes vigentes.

Espera-se com este projeto, obter um panorama atual dos métodos
disponiveis mais utilizados para avaliacdo do tamanho de particulas na industria
farmacéutica. Em particular, sera feita uma analise critica sobre validacdo de método
utilizando a técnica de difracdo a laser, levando em consideracdo as legislacdes

vigentes e a importancia que este tipo de analise tem na industria.

3 MATERIAIS E METODOS

As informacOes apresentadas no projeto tiveram como base artigos

cientificos, trabalhos académicos, livros, normas técnicas e legislacdes. A busca foi



feita através de palavras chaves (Tamanho de particula; Industria farmacéutica;
Solubilidade; Granulometria; Validacdo) em bases de dados tais como Scientific
Electronic Library Online (SciELO), Science Direct, PubMed e Google Scholar. As
informacfes também foram obtidas de farmacopeias como a brasileira e a europeia
e normas como a ISO 13320 e o ICH Q2R1. O periodo estabelecido para incluséo foi
de 1990 em diante.

4 RESULTADOS

4.1 Quando a analise de Tamanho de Particula se faz necesséria?

Durante o processo de desenvolvimento e producdo de uma formulacéo
diversas caracteristicas, tanto bioldgicas quanto fisico-quimicas, das matérias-
primas exercem influéncia. Estas caracteristicas devem ser avaliadas para que a
biodisponibilidade ideal seja atingida permitindo o efeito terapéutico desejado. No
caso de formulagbes farmacéuticas que apresentam em sua composicdo materiais
particulados, como as formas sélidas (comprimidos e cépsulas), as formas
semissolidas, como cremes e pomadas, e até mesmo nas formas liquidas como é o
caso das suspensdes, fatores como solubilidade, forma cristalina, tamanho de
particulas, estrutura molecular e grau de ionizacdo, caracteristicas de difusao e
dissolucdo e higroscopicidade do principio ativo irdo influenciar sua
biodisponibilidade (MAHESHWARI et al., 2018; SHEKUNOV et al.,, 2007). A
solubilidade do farmaco € um dos fatores mais influentes na biodisponibilidade.
Atualmente cerca de 40% dos novos farmacos apresentam problemas de
biodisponibilidade devido a baixa solubilidade em agua. Isso ocorre pois para que 0
farmaco seja absorvido ele tem que primeiramente ser dissolvido (FANGUEIRO et
al., 2012).

No caso de farmacos classificados como Il de acordo com o Sistema de
Classificacdo Biofarmacéutica, apresentando baixa solubilidade e alta
permeabilidade, um fator que ganha especial atencdo € o tamanho de particula.
Com a reducdo do tamanho de particula obtém-se uma maior area superficial de
contato com o meio de dissolugdo aumentando entédo a velocidade deste processo
permitindo que o farmaco seja mais rapidamente dissolvido e entdo absorvido
(BONIATTI, 2013).



Além de influenciar diretamente na velocidade de dissolugdo do farmaco, o
tamanho de particula € um pardmetro de processo critico na pré-formulagdo e
producdo de medicamentos, podendo influenciar em diversas etapas como mistura,
granulacdo, compressao, revestimento, uniformidade de conteudo, taxa de liberacéo
do farmaco da formulacdo, estabilidade fisico quimica das formulacdes, fluxo e
segregacdo de pos. Pode também interferir nas caracteristicas reologicas de
formulacdes liquidas e semi-sélidas e em aspectos sensoriais como dureza de
particulas solidas em comprimidos mastigaveis, pomadas dérmicas, cremes e
possivel irritabilidade no caso de preparacdes oftdlmicas (SHEKUNOV et al., 2007).
Portanto, ao se alterar o tamanho de particula para obter um aumento de
solubilidade, deve-se levar em conta que outros aspectos também serdo afetados,
para melhor ou pior, sendo necessario encontrar um equilibrio, uma reducéo
adequada de tamanho que nao afete os processos de producdo de maneira
negativa. Em alguns casos a redugédo de tamanho exacerbada pode, por exemplo,
propiciar a formacdo de agregados de particula comprometendo 0s possiveis
beneficios que seriam obtidos através de uma reducdo adequada (LIMA, 2001).
Portanto, para cada caso deve-se avaliar a necessidade ou ndo de alteracdo do
tamanho de particulas e definir a especificacao aceitavel que trara beneficios. A ICH
Q6A fornece uma arvore de decisao sobre quando o tamanho de particula deve ser

controlado.

Figura 1 - Necessidade ou néo de critério de aceitagdo de tamanho de particulas.
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Fonte: Adaptado de ICH Q6A, 1999.

Vale-se ressalta que avaliar e alterar, se necessario, o tamanho de particula

da matéria prima néo é algo que deve ser feito apenas na etapa de desenvolvimento

|



de um novo medicamento. Esta caracteristica deve ser controlada sempre que o
medicamento for produzido utilizando novas matérias primas ja que diferentes
fabricantes podem fornecer materiais com caracteristicas variaveis, que se nao
forem controlados, podem gerar um impacto inesperado no produto final (SILVA,
2013).

4.2 Consideracdes gerais sobre anélise de tamanho de particula

Avaliar o tamanho de particula de uma amostra ndo é tdo simples e direto
como pode parecer. Quando se tratam de particulas esféricas a medicdo de apenas
um parametro como o diametro, por exemplo, fornece informacgéo suficiente sobre
seu tamanho. Porém, quando se trata de particulas ndo esféricas a medigéo simples
do didmetro ja ndo € mais suficiente. Com excec¢do da andlise por microscopia, as
outras técnicas ndo sdo capazes de medir o tamanho diretamente, fornecendo
resultados influenciados pelo tipo de instrumento e tratamento de dados
(MAHESHWARI et al., 2018; SHEKUNOQYV et al., 2007).

Considerando esta limitagdo que acomete a maior parte das técnicas, utiliza-
se o conceito do diametro equivalente de particula que pode ser calculado através
de parametros como comprimento, volume, massa, area projetada, velocidade de
sedimentacdo, entre outros. O diametro por volume equivalente, por exemplo,
representa o didametro de uma particula esférica com volume semelhante a da
particula ndo esférica que esta sendo avaliada. Portanto, a partir do volume da
particula estima-se o diametro de uma esfera com mesmo volume como mostra a
Figura 2 (PAPINI, 2003; SHEKUNOV et al., 2007). Dependendo do parametro
selecionado para avaliar o tamanho de particula, diferentes resultados podem ser
obtidos, como exemplifica a Figura 3 (PAPINI, 2003). Por este motivo € importante
gue ao comparar diferentes amostras se utilize a mesma técnica para que uma

mesma propriedade de particula seja avaliada gerando resultados comparaveis.
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Figura 2 - Representagdo de uma esfera de volume equivalente de uma particula na forma de
agulha.
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Fonte: Adaptado de MALVERN, 2015

Figura 3 - Representacgdo dos diferentes diametros por esfera equivalente que podem ser obtidos a
partir de uma mesma particula irregular
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Fonte: Adaptado de BONIATTI, 2013

Para que o resultado de uma analise de tamanho de particulas seja
representativo, apenas um valor como diametro médio ndo € suficiente
(MAHESHWARI et al., 2018; PAPINI, 2003). Um resultado fornecendo apenas um
didmetro médio pode ser o mesmo para uma amostra monodispersa, em que a
maioria das particulas apresentam tamanhos pouco varidveis por volta de 100
micrometros, por exemplo, e uma amostra polidispersa com populagbes distintas
variando de 50 a 150 micrébmetros. Por este motivo utiliza-se um valor central e mais
um ou dois valores para representar a distribuicdo, normalmente através de graficos
de distribuicdo de frequéncia acumulada ou incremental (BONIATTI, 2013).0s dados
estatisticos mais comumente utilizados para facilitar a interpretacdo do perfil de
distribuicdo costumam ser a média, a moda e a mediana onde a média apresenta o

tamanho médio da amostra, a moda o tamanho que mais aparece na amostra e a
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mediana o tamanho em que 50% da populacdo esta acima ou abaixo (MALVERN,
2015).

Os resultados podem ser obtidos a partir de diferentes parametros de
distribuicAo como numero de particulas, volume, intensidade, entre outros, sendo
volume a mais comumente utilizada (BONIATTI, 2013; CHRISTOFOLETTI;
MORENO, 2017). Quando o parametro de distribuicdo selecionado € o numero, cada
particula terd& a mesma importancia independente de seu tamanho, ja que neste
caso, 0 que importa é a quantidade e ndo o tamanho. Por outro lado, quando o
parametro é volume, particulas com volumes maiores terdo maior importancia no
grafico de distribuicdo, assim como para o parametro de intensidade. Os resultados
obtidos podem variar bastante de acordo com o parametro selecionado, como
mostra a Figura 4. Por isso ao se comparar diferentes amostras € importante que o

parametro de distribuicéo utilizado para obtencéo do resultado seja 0 mesmo.

Figura 4 - Distribuig6es de tamanho de particula por nimero, volume e intensidade de uma mesma

amostra.
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Fonte: Adaptado de MALVERN, 2015
Os resultados de uma distribuicdo normalmente apresentam quantos por

cento da amostra esta abaixo de determinados tamanhos de particula. Os percentis
gue costumam ser usados séo 10, 50 e 90% representados por Dv10, Dv50 e Dv90,
respectivamente, onde o “D” indica que o parametro avaliado € o didmetro e “v”

indica que o parametro de distribuicdo é o volume (BONIATTI, 2013).
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Figura 5 - Percentis mais utilizados nas distribuices granulométricas.
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Fonte: Adaptado de BONIATTI, 2013
4.3 Técnicas

Diversas técnicas estdo disponiveis para analise de tamanho de particulas,
cada uma com suas particularidades. Os resultados fornecidos por cada uma variam
de acordo com os principios da técnica e até mesmo de acordo com 0 equipamento,
por isso a escolha, ndo s6 da técnica mas também do equipamento deve ser feita
levando em consideragcdo fatores como quantidade de amostra necessaria para
analise, tempo de andlise, parametro da particula a ser avaliado, parametro de

distribuicdo, sensibilidade, entre outros.

4.3.1 Tamisacao

Considerada uma técnica simples e de baixo custo, a analise por tamisacao €
uma das mais utilizadas. Ela é utilizada para amostras com tamanhos de particula
entre 20um e 125mm (LIMA, 2001). A analise é feita através do uso de tamises,
malhas de arame com aberturas de didametro conhecido, colocados uns sobre os
outros com o tamis de maior abertura no topo, onde a amostra é adicionada. O
conjunto, normalmente de 6 a 8 tamises, € colocado sob vibragdo. De acordo com o
tamanho, as particulas menores vao passando pela malha enquanto as maiores vao
ficando retidas. Apds o término deste processo, as particulas retidas em cada nivel
sdo pesadas para estimar a distribuicdo granulométrica da amostra (BONIATTI,
2013; MANSO, 2013; LIMA, 2001). Apesar de ser baseada em conceitos simples e
ter seus resultados provenientes exclusivamente do tamanho da particula, a

tamisacdo pode gerar resultados com certo desvio. Algumas particulas, como as
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agulhas ou cilindricas, que sao alongadas porém finas, dependendo da posi¢do que
se encontram, podem acabar passando pelas aberturas dos tamises apds serem
submetidas a vibracao alterando o resultado da distribuicdo. Além disso esta técnica
€ considerada longa quando comparada com outras, utiliza grandes quantidades de
amostra, apresenta baixa sensibilidade e ndo € adequada para amostras que se
aglomeram facilmente ou muito eletrostaticas (BONIATTI, 2013).

4.3.2 Microscopia
A microscopia, muito utilizada quando combinada com outras técnicas, é uma

técnica de medida direta. Através dela pode-se observar ndo s6 o tamanho mas
também a morfologia e a textura das particulas, algo que as outras técnicas néo
permitem (BONIATTI, 2013).

As técnicas de microscopia apresentam algumas limitacbes gerais como
dificuldade na obtencdo de imagens que sejam representativas ja que baixas
guantidades de amostra sao utilizadas, em amostragens com faixa de tamanho
muito variada, as particulas maiores acabam sobressaindo, a existéncia de
aglomerados pode gerar interpretacdes erradas e amostras que ndo se apresentam
no estado sdlido dificultam a avaliacdo (SHEKUNOV et al., 2007).

As técnicas de microscopia podem ser divididas entre microscopia 6tica (MO),
microscopia eletrénica de varredura (MEV) e microscopia eletronica de transmissao
(MET) (MAHESHWARI et al., 2018).

A microscopia Otica é utilizada para medi¢cdo de particulas que variam de 0,25
pm a 100 ym. Nesta técnica as particulas sdo medidas individualmente através da
incidéncia de um feixe de luz sobre a amostra que pode ser transmitido ou refletido
(MAHESHWARI et al.,, 2018). Por meio de lentes Oéticas se obtém a imagem
ampliada e bidimensional com um aumento maximo por volta de 2000 vezes.

Como discutido anteriormente, no caso de particulas esféricas, o tamanho é
definido pelo didmetro observado. Ja para particulas ndo esféricas aplica-se o
conceito do diametro equivalente de particula.

Na microscopia Otica a orientacdo das particulas dispostas sobre a lamina
interfere nas imagens bidimensionais que o microscopio fornece. Particulas com
orientacdo estavel tendem a ficar dispostas de maneira que suas maiores dimensdes
sejam apresentadas, sobressaindo em relacdo as dimensdes menores. Ja no caso

de particulas irregulares, devido ao grande numero de dimensdes lineares que
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podem apresentar, as dimensdes observadas variam muito de acordo com a
orientacdo da particula. Nestes casos, os didametros observados sdo chamados de
estatisticos e s0 sao aceitos quando a distribuicdo em uma determinada orientacéo é
a mesma quando medida em outra orientagdo. Na microscopia otica os diametros
equivalentes mais utilizados sdo o didametro de Feret, distancia méaxima entre duas
paralelas que tangenciam a particula em uma dire¢cdo determinada, didmetro de
Martin, comprimento da linha que bissecciona a particula em duas metades de
mesma area, e diametro de area projetada, diametro de um circulo com mesma area
observada da particula, como mostra a Figura 6 (PAPINI, 2003; ALLEN, 2020).

Figura 6 - Didmetros equivalentes mais utilizados nas analises por microscopia.

Diametro de Feret

Fonte: Adaptado de DIAS, 2014.
Ja4 nas microscopias eletrbnicas, a amostra € irradiada por um feixe de

elétrons fornecendo uma imagem com maior resolucdo e ampliacdo. A MET
apresenta maior resolucéo dentre as trés permitindo a analise de particulas de 2 nm
alpum. A MEV, apesar de ndo possuir resolucdo tao alta, podendo medir particulas
de 20nm a 1mm, apresenta grande profundidade de foco fornecendo imagens
tridimensionais (RAMOS, 2013; PAPINI, 2003). Entretanto, as microscopias
eletrbnicas sdo técnicas mais caras e exigem maior treinamento do operador
(MAHESHWARI et al., 2018).

4.3.3 Contador eletrénico de particulas (Coulter Counter)
O meétodo Coulter Counter é também muito utilizado para medicdo de

tamanho de particula e é considerado atualmente 0 método mais rapido e preciso
sendo capaz e medir 4000 particulas por segundo. Ele pode ser utilizado para
medicdo de particulas que véao de 0,1 a 1000 um (MAHESHWARI et al., 2018).
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Nesta técnica as particulas sdo dispersas em uma solucdo, em que nao
sejam soluveis, contendo eletrdlitos. A solugdo € submetida a uma agitacdo para
desfazer possiveis aglomerados, caso necessario pode-se adicionar dispersantes
para ajudar a desagregacdo de particulas. A solucdo contendo as particulas fica
dentro de um reservatorio ao qual € adicionado um pequeno tubo contendo um
orificio. A presenca de eletrodos de platina na parte interna e externa do tubo geram
uma corrente elétrica que atravessa o orificio. Devido ao diferencial de pressao entre
o interior e exterior do tubo, as particulas adentram o tubo pela abertura perturbando
a corrente elétrica devido a alteracdo que provocam na resisténcia entre 0s
eletrodos. Esta alteracdo € proporcional ao volume da particula (conceito do
didmetro esférico equivalente por volume, dv). A solucdo deve ser bem diluida para
gue ndo mais de uma particula atravesse o orificio simultaneamente. Quando este
tipo de problema ocorre, o diametro de esfera equivalente acaba sendo calculado
baseando-se no volume de duas particulas como se fossem uma. O tamanho do
orificio pode ser alterado para atender diferentes faixas de tamanho de particulas
para que ndo ocorra problemas como o blogueio do orificio por particulas
demasiadamente grandes (AULTON, 2018).

Apesar de considerado excelente, o contador eletrdnico de particulas € um
método caro e que exige calibracdo. Além disso apresenta algumas limitacdes
guando as particulas a serem analisadas sdo altamente hidrofobicas, altamente

sollveis em agua, porosas e com formatos alongados como agulhas e placas.

4.3.4 Espalhamento de luz dinamico
Conhecido também como espalhamento de luz quase-elastico € um método

muito utilizado para analise de particulas na faixa nanométrica (de 0,001 a 1 um)
como proteinas, polimeros, carreadores de farmacos, entre outras (AULTON, 2018;
SHEKUNOV et al., 2007).

A técnica consiste na incidéncia de um feixe de luz monocromatico sobre um
meio contendo particulas suspensas que geram uma taxa de variacdo da
intensidade de luz espalhada sob determinado angulo em funcdo do tempo e da
guantidade de amostra (MALVERN, 2015).

A maioria dos equipamentos utilizam laser néon de Hélio para emissdo do
feixe de luz. As particulas suspensas sofrem movimento browniano, resultante da

colisdo entre elas e as moléculas do fluido, gerando flutua¢des na intensidade da luz
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espalhada que variam de acordo com o tamanho da particula. Particulas menores
sofrem maior impacto das moléculas do fluido se movendo entdo mais rapidamente.
O movimento browniano € aleatério e independe de variacbes externas. A
viscosidade e temperatura do fluido podem alterar a velocidade de movimentacéo
das particulas mas a amplitude dos movimentos se mantém (AULTON, 2018;
MALVERN, 2015). O espalhamento de luz dindmico fornece como resultado o
diametro hidrodindmico jA que esta técnica avalia a forma como a particula se
movimenta em um fluido (AULTON, 2018).

4.3.5 Difracao alaser
A técnica por difracdo a laser € a mais utilizada para andlises de particulas

que vdo de 0,1uym a 3mm. (FARMACOPEIA EUROPEIA, 2019) E considerada uma
técnica rapida e confiavel com alta resolucdo, reprodutibilidade e precisédo
(GONZAGA et al., 2021). Uma grande quantidade de particulas sdo medidas em
cada analise gerando resultados representativos. Esta técnica exige pouca
calibracdo, sendo facilmente verificada (MAHESHWARI et al., 2018; MALVERN,
2015).

O equipamento é constituido por um laser néon de Hélio que emite um feixe
luz monocromaético que ilumina a célula contendo as particulas. As particulas podem
ser analisadas dispersas em um fluido (liquido dispersante) sob constante agitacéo
para que a suspensdo se mantenha homogénea ou na forma de p6 suspensas no
ar. As particulas difratam a luz incidida e o sistema de detectores do equipamento
medem a intensidade e angulo da luz espalhada. O angulo de difracdo é

inversamente proporcional ao tamanho das particulas.

Figura 7 - Espalhamento de luz gerado por particulas de diferentes tamanhos

Luz Incidente R
Angulo menor

Luz Incidente A
Angulo maior



17

Fonte: Adaptado de MALVERN, 2015
Para obtencédo da curva de distribuicdo de tamanho de particulas modelos

opticos sdo utilizados baseando-se principalmente em duas teorias: Mie e
Fraunhofer (CHRISTOFOLETTI; MORENO, 2017). A teoria de Mie determina o
tamanho de particula através do diametro esférico equivalente por volume. Esta
teoria demanda o conhecimento de algumas propriedades Opticas, como indice de
refracdo e componente imaginario, da amostra que esta sendo analisada e do
liquido dispersante. A teoria de Mie gera resultados mais proximos da realidade e
pode ser utilizada para medir uma ampla faixa de tamanho de particulas (LING;
KASSIM; KARIM, 2012). A teoria de Fraunhofer, por outro lado, ndo leva em
consideragao propriedades do material analisado, fornecendo entdo resultados
aproximados (GONZAGA et al., 2021). Particulas muito pequenas, menores que 50
pMm, planas ou transparentes sdo uma limitacdo para esta teoria gerando resultados
com maior erro (MALVERN, 2015).

4.4 Desenvolvimento de método

Diversas organizagbes como FDA, ICH, ISO e as farmacopeias fornecem
informacBes como caracteristicas técnicas e principios teoricos dos métodos
disponiveis para andlise de tamanho de particulas. Os métodos apresentados
variam entre uma farmacopeia e outra. Na farmacopeia brasileira a técnica descrita €
a tamisacao, jA na americana outras técnicas como difracdo a laser e microscopia
Otica também sdo descritas. Entretanto, isso ndo impede que os métodos que néo
estdo listados em determinada farmacopeia sejam utilizados, contanto que o uso de
uma técnica diferente seja justificado e que resultados apresentados sejam
consistentes (SHEKUNOV et al., 2007; FARMACOPEIA BRASILEIRA, 2010).

O desenvolvimento de uma metodologia de analise adequada contribui para a
obtencdo de resultados confiaveis, robustos e precisos. Na técnica por difracdo a
laser, método mais utilizado, alguns aspectos devem ser analisados como:(ISO
13320, 2020)

o Amostragem: A obtencdo de uma amostra que seja
representativa é essencial para que os resultados obtidos estejam de acordo
com as caracteristicas reais do material. Quando o produto estd bem

homogéneo as amostragens em diferentes pontos serdo semelhantes. Porém,
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devido as caracteristicas de alguns pos como presenca de particulas com
tamanhos muito variados, pode ocorrer a segrega¢ao da amostra, neste caso
a amostragem feita em um certo ponto pode ser completamente diferente em
outro ponto. Particulas maiores, e mais pesadas, tendem a ir para o fundo
deixando as particulas menores na parte superior. Neste caso uma
amostragem feita na parte superior apresentaria uma maior proporcéo de
particulas pequenas, e uma amostragem nha parte inferior teria maior
proporcao de particulas maiores, portanto os resultados obtidos pela analise
de cada uma das amostras seriam completamente diferentes. Para evitar este
tipo de problema € essencial que o material esteja bem misturado e que a
amostragem seja feita em diferentes pontos e momentos ja que mesmo com
uma mistura adequada ainda pode haver algumas diferencas entre as
porcdes (AULTON, 2018; USP 40, 1999).

. Andlises complementares: ap0s a realizagcdo da amostragem,
a amostra pode ser avaliada por técnicas como a microscopia 6tica que pode
fornecer informagbes como faixa de tamanho estimada, morfologia e
presenca de aglomerados. Estas informagdes auxiliam a definir o meio de
dispersdo e modo de preparo da amostra. Particulas muito pequenas
(menores que 20um) tendem a apresentar maiores forgas superficiais de
coesao e portanto acabam se aderindo e formando os aglomerados. Se este
fenbmeno nado é identificado previamente, durante a andlise por difracdo a
laser os aglomerados podem ser lidos e interpretados como particulas
primarias (menor divisdo) gerando resultados n&o condizentes com a
realidade. Porém se a presenca de aglomerados é detectada, a interpretacao
dos resultados deve levar em conta que o0 que esta sendo medido sdo os
aglomerados e ndo as particulas primarias ou entdo o preparo e meio de
dispersdo da amostra devem ser feitos de maneira que ocorra a
desagregacdo para que as particulas sejam lidas individualmente
(SHEKUNOV et al., 2007; BONIATTI, 2013).

o Meio de dispersdo: a amostra pode ser analisada em via umida
ou via seca (nhormalmente ar) (MALVERN, 2015). A escolha do meio leva em
conta fatores como, tamanho estimado, quantidade de amostra disponivel,
solubilidade de amostra, meios de dispersao liquidos disponiveis e objetivo da

andlise (leitura de particulas primarias ou de aglomerados). A via seca é mais
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indicada para particulas maiores, acima de 50um, e que apresentem um bom
fluxo. O uso de energia eletrostatica ou sistema a vacuo auxiliam a dispersao
das particulas no ar. O meio dispersante na via seca deve ser um gas
comprimido com auséncia de Oleos, agua ou particulas (FARMACOPEIA
EUROPEIA, 2019). Em meio liquido, as particulas sdo suspensas em um
dispersante capaz de reduzir a atragao entre elas permitindo que sejam lidas
individualmente. O meio liquido escolhido ndo pode solubilizar a amostra, se
isso ocorrer deve-se utilizar uma solucao saturada e filtrada para ndo alterar
0s tamanhos de particula, e deve ser capaz de formar uma suspensao
estavel. Além disso, deve ser compativel com os materiais do equipamento,
deve apresentar auséncia de bolhas de ar ou particulas e indice de refracéo
diferente do indice do material em andlise (COSTA et al., 2015;
FARMACOPEIA EUROPEIA, 2019). O uso de dispersantes e surfactantes
apropriados pode auxiliar na dispersao do p6 (PAPINI; NETO, 2006). A via
Umida apresenta algumas vantagens como menor risco de toxicidade ja que
neste método a amostra nao fica na forma de pé livre e portanto ndo se
espalha pelo ar com tanta facilidade além disso, hA um menor risco de
alteracdo das caracteristicas da amostra como quebra das particulas, algo
que pode ocorrer na via seca devido a pressao do ar (MALVERN, 2015). No
entanto a via imida exige uma maior investigacdo das condicfes de preparo
da amostra diferentemente da via seca em que um preparo prévio nao é
necessario, sendo o po lido na sua forma natural. A quantidade de amostra
utiizada em uma analise varia de acordo com a via, sendo necessario
maiores quantidades na via seca. De certo modo, isto pode ser um ponto
positivo ja que maiores quantidades tendem a ser mais representativas
entretanto, quando a disponibilidade de material € reduzida, o uso de
menores quantidades se torna vantajoso (PAPINI; NETO, 2006).

o Parametros de analise: A faixa de concentragdo da amostra no
meio dispersante deve ser definida avaliando qual a concentracdo minima de
particulas capaz de gerar uma relacdo sinal-ruido aceitdvel e qual a
concentracdo maxima, que caso excedida levaria a leitura de multiplas
particulas simultaneamente. A concentracdo ideal varia de acordo com o
laser, com o tamanho do caminho da zona de medida, com a sensitividade

dos detectores e com as propriedades Oticas das particulas. O tempo de
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leitura € 0 nimero de aquisicdes sdo determinados experimentalmente de
acordo com a precisdo desejada (FARMACOPEIA EUROPEIA, 2019). A
escolha do modelo Optico varia de acordo com as caracteristicas do material,
e disponibilidade ou nédo de informacdes como indice de refracdo da amostra,

como ja mencionado anteriormente (USP 35, 2012).

4.5 Validacao
Apébs o desenvolvimento, a metodologia deve passar por uma validacao afim

de garantir que alguns parametros sejam atendidos. De acordo com o ICH Q2(R1),
uma validacdo de método analitico deve contemplar os seguintes parametros:
. Exatiddo: nivel de correspondéncia entre um resultado obtido e
o valor real ou de referéncia.
o Precisdo: meédia da proximidade entre diversos resultados
obtidos de uma mesma amostra sob determinadas condicdes.
- Repetibilidade: precisdo entre diversos resultados sob as mesmas
condicBes e entre um intervalo de tempo pequeno.
- Intermediaria: precisédo entre resultados obtidos com equipamentos ou
analistas diferentes sob as mesmas condicdes.
- Reprodutibilidade: precisdo entre resultados obtidos por diferentes
laboratérios.
. Especificidade: capacidade de detectar inequivocadamente o
analito de interesse na presenca de outros componentes.
. Limite de deteccdo: menor quantidade de analito em uma
amostra que pode ser detectado, ndo necessariamente quantificado.
o Limite de quantificagcdo: menor quantidade de analito que pode
ser quantificado com preciséo e exatidao.
o Linearidade: capacidade gerar resultados que sé&o
proporcionalmente condizentes as concentra¢des de analito nas amostras.
o Faixa: intervalo entre menor e maior concentracao de analito na
amostra que o método pode medir com precisdo, exatidao e linearidade.
o Robustez: capacidade de manter os mesmos resultados sob
condi¢Oes variadas (ICH Q2R1, 1994).
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Entretanto, devido as particularidades da andlise de tamanho de particula por
difracdo a laser nem todos estes parametros se aplicam. De acordo com a
Farmacopeia europeia, a especificidade € um dos parametros que nao sao avaliados
pela técnica ja que ela ndo € capaz de diferenciar diferentes componentes em uma
mesma amostra, nem diferenciar aglomerados de particulas primarias sem auxilio de
outra técnica como microscopia. A linearidade também nédo é avaliada, apesar de a
concentracdo da amostra interferir nos resultados, o método néao é capaz de fornecer
resultados como concentracdo de um analito. A exatiddo pode ser avaliada com
auxilio de um microscépio e a precisdo através dos testes de repetibilidade e
reprodutibilidade. A robustez pode ser obtida durante a optimizacdo do método onde
diferentes condi¢cbes sao testadas (FARMACOPEIA EUROPEIA, 2019). Portanto, a
validacdo de métodos de analise de tamanho de particula por difracdo a laser € um
pouco diferente de outros métodos analiticos. Apesar de os guias de validacao
publicados pelo ICH serem os recomendados pelo FDA, o compendio mais utilizado
atualmente como guia para técnica de difracdo a laser é a ISO 13320, sendo um
guia mais especifico do que a ICH que apresenta uma validagdo analitica em termos
gerais (GOSAR et al., 2017; SHEKUNOV et al., 2007; BONIATTI, 2013).

5 DISCUSSAO

Considerando a influéncia que o de tamanho de particula possui na rotina da
industria farmacéutica, saber identificar quando seu controle € necessario e qual
metodologia utilizar para tal é extremamente importante. Atualmente existem
diversas técnicas disponiveis para a analise de distribuicdo granulométrica, cada
uma com suas particularidades. Decidir qual equipamento utilizar quando se trata de
uma aplicacdo especifica € uma tarefa razoavelmente simples, basta olhar na
literatura qual método mais adequado para tal. Entretanto, quando se busca um
equipamento para analisar amostras dos mais variados tipos a escolha se torna mais
dificil. Equipamentos com maior flexibilidade e faixa de trabalho mais ampla
merecem certa atencdo nesses casos. Alguns fatores como quantidade de amostra
necessaria para analise, tempo de analise, parametro da particula a ser avaliado,
parametro de distribuicdo, sensibilidade, entre outros também s&o levados em
consideracdo no momento de escolha da técnica.

A difracdo a laser € uma técnica escolhida por muitas empresas devido as

diversas vantagens que apresenta como velocidade de analise, facilidade de uso e
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flexibilidade podendo avaliar particulas em suspensdao liquida e também na forma de
pd suspensas no ar. O desenvolvimento do método deve ser feito cautelosamente
para que problemas como presenca de aglomerados, quebra de particulas durante a
analise, concentracdo de amostra elevada, entre outros, ndo gerem resultados
incompativeis com a realidade. Com auxilio de outras técnicas como microscopia
Otica e um desenvolvimento adequado, pode-se obter uma validagdo bem sucedida
garantindo resultados robustos, precisos e exatos.

Deve-se ressaltar que os resultados fornecidos por cada metodologia variam
consideravelmente de acordo com os principios da técnica e modelos de tratamento
de dados. Adaptar ou comparar resultados obtidos através de diferentes técnicas
apresentam uma grande barreira na analise de tamanho de particula principalmente
no que diz respeito as particulas nédo esféricas onde resultados aproximados podem
variar muito dependendo da metodologia utilizada. Os dados até podem ser
manipulados para se aproximarem de resultados j& existentes mas essa limitacéo

deve ser levada em consideracao na hora de escolher uma técnica.

6 CONCLUSAO(OES)

O controle de tamanho de particula tem sido cada vez mais incorporado na
industria farmacéutica frente a influéncia que exerce tanto nas etapas de producao
guanto na qualidade final do medicamento. As técnicas disponiveis sdo diversas e
evoluiram bastante desde as mais simples como a tamisa¢ao até as mais complexas
como espalhamento de luz dindmico. No entanto, ainda ha muito a ser desenvolvido
principalmente no que diz respeito as particulas ndo esféricas onde resultados

aproximados podem variar muito de acordo com a metodologia utilizada.
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