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RESUMO

PINTO, E.C. Estudo de dissolugéo intrinseca de efavirenz como ferramenta para
antecipacao de sua biodisponibilidade. Rio de Janeiro, 2012. Dissertacdo (Mestrado
em Ciéncias Farmacéuticas) — Faculdade de Farmécia, Universidade Federal do Rio
de Janeiro, Rio de Janeiro, 2012.

Os estudos de dissolucao intrinseca permitem a avaliagao de propriedades do
farmaco sem a interferéncia dos excipientes ou do seu processamento para
conversdao em medicamento. O efavirenz € um farmaco antirretroviral, classe Il de
acordo com o sistema de classificacdo biofarmacéutica (SCB), e cuja baixa
solubilidade em agua limita a dissolucdo de suas formas farmacéuticas. Neste
trabalho, foram analisadas as propriedades fisico-quimicas de diferentes lotes do
farmaco efavirenz e foi verificado o impacto destas caracteristicas na dissolugao de
comprimidos, dissolugao por dispersado e dissolugcao intrinseca. Na caracterizacao
dos lotes de efavirenz, foi confirmada a presenca apenas do polimorfo | em todos os
lotes avaliados. A analise de distribuicdo de tamanho de particula demonstrou
variabilidade nos tamanhos médios entre os lotes na faixa de 2,037 a 5,779 um. Os
lotes A e D apresentaram os menores valores de tamanho médio de particula, na
ordem de 2,5 um, enquanto que os lotes B e E apresentaram os maiores tamanhos
médios de particula, na ordem de 5,2 um. Diferencas entre estes lotes também
foram observadas nos valores de area superficial e na microscopia eletrénica por
varredura (MEV). A metodologia da Farmacopeia Americana (FA) néo foi capaz de
discriminar entre comprimidos produzidos com os lotes A e B do farmaco, que
possuem diferentes resultados de biodisponibilidade, enquanto que as metodologias
da Farmacopeia Brasileira (FB) e a metodologia de Farmanguinhos (Far) foram
discriminativas, com destaque para a metodologia de Far. A dissolucdo por

dispersao proporcionou diferencas estatisticas no percentual de farmaco dissolvido
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por dispersao entre os lotes A e B nas concentracdes de 0,5%, 1,0% e 2,0% de LSS.
No desenvolvimento da metodologia de dissolucao intrinseca foi verificado que a
forca de compressao nao exerceu efeito na velocidade de dissolucao intrinseca
(VDI) e a velocidade de rotagao ideal foi de 100 rpm. A VDI foi menor no suco
gastrico comparativamente aos meios agua, tampao acetato e suco entérico. A
dissolucao intrinseca foi capaz de demonstrar diferencas entre os lotes A e B nas
concentragcdes de LSS 0,5% e 1,0% a 100 rpm. Este trabalho, portanto, desenvolveu
metodologia de dissolucao intrinseca, baseado nas caracteristicas fisico-quimicas
do farmaco, e avaliou a condicdo mais discriminativa entre os lotes na dissolucao de
comprimidos, dissolugdo por dispersdao, e dissolucdo intrinseca. As trés
metodologias discriminativas indicadas podem ser utilizadas na pré-formulacado de
efavirenz, no sentido de obter formas farmacéuticas com biodisponibilidade

adequadas, assim como no controle de qualidade deste farmaco.

Palavras-chave: EFAVIRENZ, DISSOLUGAO INTRINSECA, BIODISPONIBILIDADE,

DISTRIBUICAO DE TAMANHO DE PARTICULA.
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ABSTRACT

PINTO, E.C. Intrinsic dissolution studies of efavirenz as a tool for forecasting drug
bioavailability. Rio de Janeiro, 2012. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias
Farmacéuticas) — Faculdade de Farmacia, Universidade Federal do Rio de Janeiro,
Rio de Janeiro, 2012.

Intrinsic dissolution studies can be used to evaluate raw materials properties without
excipients or drug production. Efavirenz is an antiretroviral and a class Il drug
according to the Biopharmaceutics Classification System, therefore its low water
solubility limits its dosage forms dissolution. In this study, physical-chemical
properties of efavirenz from different suppliers and lots were analyzed and the impact
of these characteristics on tablets dissolution, powder dissolution and intrinsic
dissolution were studied. Among the twelve lots evaluated, lot A and B are lots which
its tablets dosage form prepared with this raw materials were submitted to
bioavailability testing and only lot A was approved. The presence of only the
polymorph |, in all the lots evaluated, were confirmed by solid-state characterization
of efavirenz. Particle size distribution revealed variability of lots mean particle size in
the range of 2,037 um to 5,779 um. Lot A and D demonstrated mean particle size
about 2,5 um, whereas lots B and E, shown mean particle size about 5,2 ym. The
differences observed in the specific superficial area value and scanning electron
microscopy corresponded to the particle size of lots. The United States
Pharmacopoeia dissolution method for efavirenz tables were not able to discriminate
between Ilots A and B, although Brazilian Pharmacopoeia method and
Farmanguinhos method were discriminate, mainly the Farmanguinhos method. Lot A
and B provided statistically differences in powder dissolution using the media
containing sodium lauril sulfate as a surfactant in the concentration of 0,5%, 1,0%

and 2,0% and 50 rpm. Thus, this study has developed an intrinsic dissolution method
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based on physical-chemical properties of the efavirenz, and evaluated the most
discriminating condition in tablet dosage form dissolution, powder dissolution and
intrinsic dissolution. The three methods indicated can be used in efavirenz
preformulation studies in order to attain dosage forms with appropriate bioavailability,

as well as a quality control tool.

Keywords: EFAVIRENZ, INTRINSIC DISSOLUTION, BIOAVAILABITY, PARTICLE
SIZE DISTRIBUITION.
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1. INTRODUCAO
1.1. DISSOLUCAO
1.1.1. Estudos de Dissolucao

O teste de dissolucao possui importancia significativa no ramo das ciéncias
farmacéuticas, com aplicagdo na rotina de controle de qualidade de farmacos e
medicamentos, e na pesquisa e desenvolvimento de formas farmacéuticas (ZHANG
& YU, 2004; DOKOUMETZIDIS & MACHERAS, 2006; AZARMI et al., 2007). No
controle de qualidade, o objetivo principal do teste de dissolucdo € avaliar a
producdo farmacéutica, ou seja, analisar a consisténcia da producao de forma a
verificar possiveis desvios da qualidade, e aprovar ou reprovar lotes de acordo com
as especificagcdes estabelecidas (ZHANG & YU, 2004; DOKOUMETZIDIS &
MACHERAS, 2006; AZARMI et al., 2007; GRAY et al., 2009).

A dissolucao é uma ferramenta poderosa na pesquisa e desenvolvimento,
uma vez que a velocidade de dissolucao pode ser alterada pela presenca e
concentracdo de excipientes e, ainda, por varidveis do processo de produg¢do, como
0 processo de granulagdo, a forca utilizada na compressdao de comprimidos, € a
composicao da formulacao (DRESSMAN et al., 1998; ZHANG & YU, 2004; GRAY et
al, 2009). O impacto das propriedades fisico-quimicas do farmaco, como
polimorfismo, cristalinidade e hidratacdo também podem ser avaliados através dos
estudos de dissolucao (ZHANG et al.,, 2004; GRAY et al., 2009). Além disso, os
ensaios de dissolucao orientam a selecdo da formulacdo adequada entre diversas
formulagbes para o mesmo farmaco e, também, permitem a avaliacdo da
estabilidade acelerada e de longa duracao (ZHANG & YU, 2004; BRASIL, 2005;
GRAY et al., 2009).

Os estudos de dissolugcdo apresentam carater regulatério e perfis de
dissolucdo comparativos sao essenciais para a avaliacdo de equivaléncia
farmacéutica (ZHANG & YU, 2004; GRAY et al., 2009; BRASIL, 2010). Os testes de
dissolucdo tém sido utilizados para o estabelecimento de correlagao in vitrol/in vivo
(CIVIV) entre a dissolucdo do farmaco da forma farmacéutica e a absorcao
sistémica, com objetivo de predizer a biodisponibilidade de medicamentos e
assessorar os estudos de bioequivaléncia (DRESSMAN et al., 1998; ZHANG & YU,
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2004; DOKOUMETZIDIS & MACHERAS, 2006; GRAY et al., 2009). Nesse sentido, a
dissolucdo pode ser utilizada na avaliacdo de algumas modificacbes pos-registro de
medicamentos, na analise de scale up de producdo, e em pedidos de isencao do
teste de bioequivaléncia para formas farmacéuticas sélidas orais de alta solubilidade
e permeabilidade (LOBENBERG & AMIDON, 2000).

1.1.2. Teoria da Dissolucao

Em 1897, os pesquisadores Noyes e Whitney descreveram que a velocidade
de dissolucao é proporcional a diferenca de concentracdo num determinado tempo e
a solubilidade maxima no meio de dissolugdo em andlise (NOYES & WHITNEY,1897
apud DOKOUMETZIDIS & MACHERAS, 2006), como pode ser observado na
Equacéao 1:

dC =K (Cs—-Ct) (Equacgéo 1)
dt
Onde,
dC/dt = gradiente de dissolugcédo do farmaco em funcao do tempo (velocidade
de dissolugao);
K = constante de dissolucao;
Cs = concentracdo de saturagcdo do farmaco na solucado (solubilidade
maxima);
Ct = concentragao do farmaco em solucao no tempo ¢t
Cs — Ct = gradiente de concentracao.

Os autores atribuiram ao fendmeno da dissolucdo a formagdo de uma
camada fina de difusdo ao redor da particula sélida em contato com o meio de
dissolucao, através da qual as moléculas do farmaco se difundem e sao dissolvidas
(NOYES & WHITNEY apud DOKOUMETZIDIS & MACHERAS, 2006). A Figura 1 é
uma representacdo esquematica desse modelo proposto de difusdo em camada,
através do qual ha inicialmente uma reacéao interfacial e liberagdo de moléculas do
soluto para o solvente, formando a camada de difusdo, e, posteriormente entao
ocorre a difusdo do soluto dissolvido para o volume total do liquido (MANADAS et
al., 2002; AULTON, 2005; DOKOUMETZIDIS & MACHERAS, 2006)
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——— Meio de dissolucdo
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\J

Y

Camada de difusao

Figura 1. Representagdo do modelo de difusdo em camada.

Posteriormente, a equacdo de Noyes e Whitney foi modificada pelos
pesquisadores Nerst e Brunner, que consideraram os parametros: coeficiente de
difusdo (D), area superficial (S), espessura da camada de difusdo (h) e volume do

meio de dissolucao (V), como pode ser observado na Equacao 2:

dC=KxDxS8x (Cs—-Ct) (Equacéo 2)
dt Vxh

Esta teoria da dissolugcdo é a mais aceita, pois demonstra os principais
parametros que influenciam no teste de dissolugdo (MANADAS et al., 2002). A
velocidade de dissolucdo de formas farmacéuticas pode ser afetada por fatores
relacionados as propriedades fisico-quimicas do farmaco ou a prépria forma
farmacéutica (GRAY et al., 2009; USP 33, 2010). Em relagcdo ao farmaco, a
solubilidade é o fator determinante (VON ORELLI & LEUENBERGER, 2004;
AULTON, 2005), além do tamanho de particula, area superficial, estado cristalino e
hidratagdo (AULTON, 2005; POUTON, 2006; ALSENZ & KANSY, 2007; USP 33,
2010).

No caso de formas farmacéuticas soélidas, notoriamente em comprimidos,
fatores relacionados a formulacdo incluem a quantidade utilizada de diluentes,
desintegrantes e lubrificantes, assim como as etapas de produ¢dao, como 0 processo
de granulacao e a forca de compressdao (DOKOUMETZIDIS & MACHERAS, 2006;
ANSARI & STEPANEK, 2008). A velocidade de dissolugcao também ¢é influenciada
por fatores hidrodinamicos do teste como, o aparato, a velocidade de rotacao e fluxo
do fluido, assim como pelas condi¢gdes em que o teste € realizado, como 0 meio de
dissolucdo, temperatura, viscosidade do fluido, pH e forca i6nica, no caso de
substancias ionizaveis, osmolaridade do tampao e presenca de surfactantes
(DOKOUMETZIDIS & MACHERAS, 2006; USP 33, 2010).
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1.1.3. Sistema de Classificacao Biofarmacéutica (SCB)

A Classificacdo Biofarmacéutica de Farmacos proposta por Amidon e
colaboradores (1995) divide os farmacos em quatro classes de acordo com valores
de solubilidade e permeabilidade (Tabela 1), e fornece as bases tedricas para a
correlacdo dos testes de dissolucao in vitro com a biodisponibilidade in vivo.

Tabela 1. Classificacao Biofarmacéutica proposta por Amidon e colaboradores (1995).

Classe Solubilidade Permeabilidade
I Alta Alta
Il Baixa Alta
[ Alta Baixa
v Baixa Baixa

Os farmacos classe Il, por exemplo, podem apresentar CIVIV se a velocidade
de dissolugao in vitro for similar a velocidade de dissolugcao in vivo, uma vez que a
dissolucdo do farmaco é a etapa limitante para a absorcdao (AMIDON et al., 1995). O
grande desafio destes testes de dissolucao in vitro é a biorrelevancia, ou seja, o
desenvolvimento de métodos de dissolucdo que correspondam ao desempenho in
vivo do medicamento (AMIDON et al., 1995; DRESSMAN et al., 1998; GALIA et al.,
1998; GRAY et al., 2009).

Nesse sentido, é importante selecionar caracteristicas in vitro que possam
refletir a performance in vivo, como a presenca de surfactantes, pH, capacidade
tamponante do meio, forga ibnica e volume adequado do meio (GALIA et al., 1998).
Caso o teste ndo seja realizado sob as condi¢gdes apropriadas, a previsdo do
comportamento in vivo para o farmaco ou forma farmacéutica sera errbnea e, com
isso, estudos clinicos adicionais podem ser necessarios para avaliar a
biodisponibilidade e acarretar num processo de desenvolvimento mais custoso
(DRESSMAN et al., 1998).

1.1.4. Desenvolvimento de Método de Dissolucao

O objetivo de um teste de dissolugcédo varia durante o ciclo de vida de uma
forma farmacéutica (BROWN et al., 2004). Durante as fases inicias, o objetivo é
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estabelecer mecanismos de liberacdo do farmaco em formulacbes e sua
solubilizagédo; posteriormente, o objetivo é realizar a identificacdo de um método
biorrelevante e capaz de estabelecer a CIVIV; a partir do momento do registro,
busca-se um teste de controle de qualidade capaz de avaliar a consisténcia do
processo de producao e do produto (BROWN et al., 2004).

O desenvolvimento de uma metodologia de dissolugdo biorrelevante, capaz
de mimetizar o trato gastrointestinal e discriminativa entre os fatores relacionados as
propriedades fisico-quimicas do farmaco e dos excipientes, pode auxiliar no
desenvolvimento de formulacdes e no estabelecimento de CIVIV (ROHRS, 2001;
BROWN et al.,, 2004; SINGLA et al., 2009). Nesse sentido, o conhecimento de
propriedades fisico-quimicas relevantes de um insumo farmacéutico ativo (IFA), e da
forma farmacéutica do farmaco em questao, orienta o desenvolvimento de um teste
de dissolugao adequado (BROWN et al., 2004).

No sentido de verificar o impacto das propriedades fisico-quimicas de um
farmaco na dissolucdo, a caracterizacdo de seu estado sélido é fundamental
(AZARMI et al., 2007). Dentre as metodologias oficiais preconizadas para avaliacéo
de soélidos na forma de péds, e, com isso, analisar 0 impacto das propriedades do
farmaco na dissolucdo, destaca-se a dissolucdo intrinseca (AZARMI et al., 2007;
USP 34, 2011). A avaliagdo da dissolugdo intrinseca pode auxiliar no
desenvolvimento de formas farmacéuticas e na determinacdo de condigdes
biorrelevantes de dissolucao (AYRES et al., 2007).

Outra técnica que pode ser utilizada na avaliacdo de pos, porém nao descrita
oficialmente pelas farmacopeias, € a técnica da dissolucdo por dispersao, que
consiste na inser¢ao de determinada quantidade do farmaco diretamente na cuba do
dissolutor e, através do uso do Aparato 2, € avaliada a quantidade de farmaco
dissolvida ao longo do tempo (KOBAYASHI et al., 2000; AGRAWAL et al., 2004;
AZARMI et al., 2007). Estudos relatam com sucesso o uso de ambas as técnicas na
caracterizacao de matérias-primas e avaliacao de formulacdes farmacéuticas (ITO et
al., 1997; KOBAYASHI et al., 2000; AGRAWAL et al., 2004; KIM et al., 2008).
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1.2. DISSOLUCAO INTRINSECA
1.2.1. Conceito e Aparatos de Dissolucao Intrinseca

Os estudos de dissolucao intrinseca, ao contrario dos estudos de dissolucéo
tradicionais, permitem a avaliacdo de propriedades de determinado farmaco em
diferentes condicdes sem a interferéncia dos excipientes ou do seu processamento
para conversdao em medicamento (USP 34, 2011). A Farmacopeia Americana
descreve dois aparatos para avaliagdo da velocidade de dissolucéo intrinseca, o
disco rotatério (Figura 2) e disco estacionario (Figura 3). Em ambos os métodos,
uma pastilha compacta do material a ser analisado é exposta, através de uma area
superficial constante, ao meio de dissolucdo, no qual as condicbes como
temperatura, velocidade de agitacdo, pH e forca i6nica também sdo mantidas
constantes ao longo do experimento (USP 34, 2011).

O aparato tradicionalmente utilizado no teste de dissolugédo intrinseca é o
disco rotatério proposto por Wood e colaboradores (1965), no qual a pastilha
compacta com o farmaco a ser analisado permanece fixa a uma haste imersa no
meio de dissolucao, como pode ser observado na Figura 2 (USP 34, 2011). No
aparato estacionario de dissolucao intrinseca, por sua vez, o disco com a pastilha
compacta do farmaco é colocado ao fundo da cuba de dissolucdo e a rotacao do
teste é realizada através do Aparato 2 (Pa), como pode ser observado na Figura 3
(USP 34, 2011).

Os estudos de dissolugdo intrinseca possuem diversas aplicagées, com
destaque na caracterizacdo de farmacos e excipientes, e podem ser realizados
durante o desenvolvimento de novas moléculas, assim como no desenvolvimento de
novas formulagées (AYRES et al., 2007; USP 34, 2011). Além disso, a avaliagdo da
velocidade de dissolugéo intrinseca (VDI) pode, por exemplo, revelar diferengas em
relagdo a polimorfismo e estado cristalino do farmaco (BARTOLOMEI et al., 2006;
TSUTSUMI et al, 2011; GILCHRIST et al., 2012), indicar variabilidade entre
matérias-primas de diferentes fornecedores (AGRAWAL et al., 2004; CARINI et al.,
2009; SEHIC et al., 2010) e ser utilizada na classificacao biofarmacéutica de
farmacos (Yu el al., 2004; ZAKERI-MILANI et al., 2009; ISSA & FERRAZ, 2011).
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Figura 2. Aparato Rotatorio de Dissolugao Intrinseca
(Adaptado de ISSA & FERRAZ, 2011).
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Figura 3. Aparato Estacionario de Dissolugao Intrinseca
(Adaptado de ISSA & FERRAZ, 2011).

1.2.2. Cararacterizacao do estado solido

29

l- Suporte

Estudos de dissolucdo intrinseca sao estudos de caracterizacdo e a

velocidade de dissolucéao intrinseca € influenciada por propriedades do estado sélido

como habito cristalino e polimorfismo (USP 34, 2011). O grau de hidratacdo e os
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diferentes sais, cristais e cocristais de um farmaco também podem alterar a VDI
(USP 34, 2011). Diversos estudos de dissolucao intrinseca descritos na literatura
relatam trabalhos de caracterizagcdo, que utilizaram a técnica da dissolugéao
intrinseca (PARK et al, 2010; SHETE et al, 2010; TSUTSUMI et al, 2011;
GILCHRIST et al., 2012).

Dentre estes estudos, diferentes amostras comerciais de atorvastatina, tanto
formas cristalinas quanto amorfas, foram analisadas em relacdo ao tamanho de
particula, difracdo de raios-X e analise térmica, assim como o perfil de dissolugao
intrinseca das amostras (SHETE et al, 2010). A VDI foi semelhante entre as
amostras cristalinas (0,1120 — 0,1240 mg/min/cm?), e os valores de VDI para as
amostras amorfas (0,1830 — 0,2520 mg/min/cm?) foi praticamente o dobro das
amostras cristalinas (SHETE et al., 2010). Este estudo enfatiza a importancia da
caracterizacdo fisica de farmacos e medicamentos, e demonstra o impacto das
diferencas no estado soélido, notoriamente cristalinidade e amorfismo, na VDI
(SHETE et al., 2010).

Outro exemplo que demonstra a capacidade dos ensaios de dissolucao
intrinseca em avaliarem diferentes polimorfos foi observado no caso do antibiético
nao esteroidal acido fusidico (GILCHRIST et al., 2012). Este farmaco apresenta
polimorfismo e seus polimorfos I, Il, Il e IV foram caracterizados em relagdo as
propriedades do estado solido. A VDI foi avaliada para cada isoforma, assim como
para o material amorfo, e foi encontrada diferenga estatisticamente siginificativa
(P<0,05) entre o material amorfo (0,1250 mg/min/cm?) e a isoforma IV (0,0920
mg/min/cm?) em relacdo as demais isoformas (0,0430 — 0,0530 mg/min/cm?), o que
demonstra o impacto do polimorfismo na solubilidade e dissolucao intrinseca, cujos
polimorfos mais estaveis apresentam menores valores de VDI (GILCHRIST et al.,
2012).

A dissolucao intrinseca também pode ser utilizada na avaliagdo de sais e
cocristais, como, por exemplo, os sais e cocristais do antifingico miconazol
(TSUTSUMI et al., 2011). O sais, maleato e nitrato, e os cocristais, hemifumarato e
hemisuccinato foram comparados em relagédo a base livre, e, além das diferencas
encontradas na difracdo de raios-X e nas propriedades térmicas, foram obtidas
diferencas na VDI. Através dos ensaios de dissolucdo intrinseca, foi possivel
observar que tanto os sais quanto os cocristais de miconazol aumentaram o

percentual de farmaco dissolvido em relacdo a base livre, o que € de vital
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importancia para este farmaco, uma vez que a solubilidade da base livre € menor
que 1 pg/mL (TSUTSUMI et al., 2011). Outro antifungico, o fluconazol, também foi
avaliado em relacdo a dissolucdo intrinseca e foi possivel demonstrar diferengas
percentuais de farmaco dissolvido entre o0 monohidrato e as formas anidras | e |l
(PARK et al., 2010). A forma anidra Il apresentou maior VDI (0,88 mg/min/cm?) em
relacdo a forma anidra | (0,56 mg/min/cm?) e a monohidratada (0,47 mg/min/cm?). O
resultado confirmou a forma anidra Il como o polimorfo menos estavel e com
tendéncia a dissolver mais rapido que as demais formas do fluconazol (PARK et al.,
2010).

O estudo da VDI como meio de comparacdo entre a forma hidratada e a
forma anidra de farmaco foi realizado por Bartolomei e colaboradores (2006). Neste
estudo, a forma hidratada e a forma anidra do antiinflamatério nao-esteroidal
diclofenaco soédico foram avaliados, e a forma anidra apresentou maior VDI e, ainda,
demonstrou a dependéncia do pH para a dissolugcao deste farmaco, assim como
relatou a ocorréncia de hidrolise em meio acido. Este trabalho demonstrou, também,
através de estudos de estabilidade, que as amostras comerciais do diclofenaco
sbédico avaliadas ndo sao estaveis em temperatura ambiente, e que ocorre a
conversao da forma anidra na forma hidratada, que é menos soluvel (BARTOLOMEI
et al., 2006).

Diversos outros trabalhos utilizaram os ensaios de dissolugéo intrinseca para
avaliar a estrutura cristalina e diferentes sais do mesmo farmaco como, por exemplo,
0 comparativo entre cloridrato, mesilato e base livre do haloperidol (LI et al., 2005), a
avaliagdo de diferentes isoformas do ansiolitico benzodiazepinico alprazolam
(LAIHANEN et al., 1996), e a andlise de diferentes cristais de fenitoina (CHOW et al.,
1995), acetaminofeno e acido adipico (CHAN & GRANT, 1989).

1.2.3. Pré-formulacao

A dissolucao intrinseca também pode ser realizada com objetivo de avaliar
excipientes e misturas contendo farmacos e excipientes (USP 34, 2011). A
dissolucdo intrinseca foi utilizada, por exemplo, como uma etapa do
desenvolvimento de formulagdo em estudos envolvendo os sais de lactose e os sais
de calcio, utilizados como diluentes em formulagdes de comprimidos (KOPARKAR et

al.,, 1990). A lactose na forma anidra, hidratada, spray-dried e microcristalina, e o
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céalcio na forma de fosfato bicalcico anidro, fosfato bicélcico hidratado, sulfato de
calcio e fosfato tricalcico, foram analisados em sua dissolugéo intrinseca. A VDI foi
calculada nas pastilhas contendo apenas o sal de lactose ou de calcio, e em
preparacdes contendo outros excipientes utilizados na compressdao direta de
comprimidos. De maneira geral, a forma anidra apresentou VDI duas vezes maior
que as demais formas hidratadas, demonstrando que a VDI de farmacos pode ser
influenciada pelo tipo de diluente utilizado. Entretanto os autores salientam que
apenas um valor de VDI elevado nao é o suficiente para a escolha de um excipiente,
uma vez que outros fatores como propriedades de fluxo do material,
compressibilidade e estabilidade fisica também devem ser avaliados (KOPARKAR et
al., 1990).

A aplicabilidade da técnica de dissolugdo intrinseca na avaliacdo de
excipientes foi observada, também, num estudo realizado com o farmaco
carbamazepina (FLICKER et al., 2011). Neste estudo, as VDI de misturas binarias
de carbamazepina contendo os diluentes manitol e celulose microcristalina foram
avaliadas (FLICKER et al., 2011). Foram utilizadas quatro amostras de diferentes
fornecedores do farmaco e as misturas binarias consistiram em 30%, 50%, 70%,
90% e 100% de farmaco e a outra proporcdo do excipiente celulose microcristalina
ou manitol. As misturas contendo manitol dissolveram mais rapido que aquelas
contendo celulose microcristalina, e diferengcas entre as matérias primas foram
percebidas apenas com o uso do manitol, uma vez que este aumentou a
solubilidade da carbamazepina. A celulose microcristalina foi indicada como diluente
para uso em formulagdes de carbamazepina, pois foi capaz que reduzir a
variabilidade entre as diferentes amostras comerciais, e representa uma alternativa
para controlar a dissolugdo deste farmaco e sua biodisponibilidade (FLICKER et al.,
2011).

A dissolucdo intrinseca também foi utilizada para avaliar misturas entre
farmacos, como, por exemplo, na avaliagdo de misturas amorfas entre o anti-
inflamatério nao esteroidal naproxeno e o inibidor da secrecdo acida gastrica
cimetidina (ALLESOQ et al., 2009). Neste estudo, as misturas foram preparadas com
0 objetivo de aumentar a dissolucdo do naproxeno, que € um farmaco classe I,
pouco soluvel, e também pelo fato destes farmacos serem comumente
administrados concomitantemente (ALLESQ et al., 2009). Amostras em diferentes

proporcées foram coprocessadas, e a proporcao 1:1 demonstrou-se altamente
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estavel e dobrou o percentual de farmaco dissolvido na dissolugéo intrinseca em
relacdo aos farmacos isoladamente. O sistema naproxeno-cimetidina foi indicado
como uma alternativa para formulacao, pois além de estavel, permitiu 0 aumento da
dissolucdo de ambos os farmacos (ALLESD et al., 2009).

Outro exemplo do uso da VDI como ferramenta para avaliacdo de misturas
contendo farmaco e excipiente foi observado com o farmaco gemfibrozil (SAMI et al.,
2009). O efeito da complexagdao do farmaco gemfibrozil em misturas binarias e
ternarias com [-ciclodextrinas e polivinilpirrolidona de diferentes viscosidades e
pesos moleculares foi analisado através de estudos de dissolucdo intrinseca (SAMI
et al., 2009). O notério incremento na dissolucdo das misturas ternarias em relacao
as misturas binarias foi relacionado a formacado de complexos soluveis no meio de
dissolucao e a natureza hidrofilica do polimero, mesmo em pequena quantidade. A
VDI da mistura ternaria liofilizada composta pelo farmaco, B-ciclodextrina e Plasdone
S-630 (polivinilpirrolidona) foi significativamente superior e foi indicada como a mais
adequada em termos de eficiéncia de complexagcdo e estabilidade (SAMI et al.,
2009).

1.2.4. Avaliacao da qualidade de matérias-primas

Alguns trabalhos foram realizados com o farmaco anticonvulsivante
carbamazepina para verificar o impacto de seus polimorfos e a qualidade de
matérias-primas de diferentes fornecedores na VDI (KOBAYASHI et al., 2000;
SEHIC et al., 2010; FLICKER et al., 2011). A carbamazepina é um farmaco classe Il
de acordo com SCB e seus polimorfos apresentam diferentes estruturas cristalinas e
propriedades como ponto de fuséo, solubilidade e compactabilidade. A forma anidra
[Il é utilizada em formulagbes, uma vez que é a forma mais estavel, entretanto
durante a dissolucdo em meio aquoso ocorre a transformacao da forma anidra para
a forma diidratada, o que representa o ponto critico para a dissolucao deste farmaco,
uma vez que alteracdes nesta transformacao podem causar redugao no percentual
de farmaco dissolvido e, consequentemente, na sua biodisponibilidade (SEHIC et al.,
2010; FLICKER et al., 2011).

Sehic e colaboradores (2010) citam o monitoramento da qualidade de
matérias-primas, tanto o farmaco quanto excipientes, como estratégico para

dissolucdo adequada da carbamazepina e garantia da qualidade do produto final.
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Nesse sentido, os autores caracterizaram e avaliaram a VDI de amostras comercias
do farmaco carbamapezina de diferentes fornecedores, e observaram uma curva no
perfil de dissolucdo intrinseca referente a recristalizagdo do material amorfo em
diidratado para todas as matérias-primas avaliadas e, além disso, variacbes na
morfologia da pastilha ap6s a dissolucédo intrinseca através de microscopia
eletrébnica de varredura. Dentre os lotes avaliados, apenas um lote foi
estatisticamente diferentes dos demais e as diferencas entre os lotes foram
observadas principalmente no material amorfo e durante a etapa de transformacéao
em diidrato (SEHIC et al., 2010).

Os autores citam que a variabilidade nas amostras esta relacionada ao
processo de manufatura do farmaco, em funcao dos diferentes solventes utilizados e
etapas de secagem e moagem do farmaco, que podem interferir no tamanho e
formato dos cristais, e, ainda relatam que defeitos ou rachaduras nos cristais
poderiam causar diferencas na conversdo da carbamazepina da forma anidra para a
forma diidratada (SEHIC et al, 2010). Dessa forma, a dissolucado intrinseca
representa uma ferramenta para o monitoramento do farmaco, excipientes e
formulacbes de carbamazepina, uma vez que a técnica €& capaz de detectar
diferengas nas caracteristicas de amostras do mesmo farmaco, além de demonstrar
a conversao entre seus polimorfos (SEHIC et al., 2010; FLICKER et al., 2011).

Matérias-primas de diferentes fornecedores brasileiros do farmaco talidomida
também foram avaliadas em relagcdo as suas caracteristicas do estado sélido e a
velocidade de dissolugao intrinseca (CARINI et al., 2009). A composi¢ao percentual
das amostras de talidomida em relagdo aos polimorfos a, B € o material amorfo foi
avaliada, e foi observado predominio do polimorfo a, entretanto percentuais
diferentes do polimorfo B e do material amorfo foram encontrados na maioria das
amostras, o que indica diferencas no processo de sintese em relacdo aos
fornecedores avaliados (CARINI et al., 2009). As farmacopeias ndo possuem
especificacdo para polimorfo de talidomida, embora o padrdao de referéncia do
farmaco seja constituido de 100% do polimorfo a. O perfil de dissolucao intrinseca
revelou que quanto maior o percentual de material amorfo ou semicristalino na
amostra, maior o percentual de talidomida dissolvido, e a amostra que obteve
maiores valores de VDI (0,0127 mg/min/cm?) possui 80% do polimorfo B e 20% do
material amorfo (CARINI et al., 2009).
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Este estudo realizado por Carini e colaboradores (2009) possui relevancia no
contexto da avaliacdo da dissolugédo intrinseca, uma vez que revela a falta de
homogeneidade em relacdo ao polimorfismo das amostras disponiveis no mercado,
como observado para a talidomida. Além disso, este trabalho sugere a inclusdo de
algum teste de caracterizacdo do estado sélido nas monografias do farmaco ou a
especificacdo nas mesmas sobre composicdao polimdrfica, de forma a assegurar a
qualidade das matérias-primas. Os autores citam, ainda, a necessidade de estudos
no sentido de verificar a forma cristalina ideal dos farmacos para uso em formas
farmacéuticas (CARINI et al., 2009).

1.2.5. Classificacao Biofarmacéutica de Farmacos

A VDI também pode ser utilizada na Classificagdo Biofarmacéutica de
Farmacos (Yu et al., 2002; Yu el al., 2004; AYRES et al., 2007; ZAKERI-MILANI et
al., 2009; ISSA & FERRAZ, 2011). O SCB utiliza os valores de solubilidade e
permeabilidade para classificar os farmacos em quatro classes, conforme a Tabela
2. A avaliagdo da VDI ao invés da determinacdo da solubilidade pode ser (util
principalmente em estagios iniciais do desenvolvimento de novas moléculas, nos
quais o farmaco encontra-se disponivel em quantidade limitada, e, também, por
possibilitar a deteccado de transicées na estrutura cristalina e a formacao de sais e
solvatos através das curvas nos graficos de perfil de dissolucdo, o que nao é
possivel através da avaliacao da solubilidade (AYRES et al., 2007; ISSA & FERRAZ,
2011).

Yu e colaboradores (2002; 2004) avaliaram a VDI de 15 farmacos, tanto de
alta solubilidade quanto de baixa solubilidade de acordo com o SCB, e obtiveram
uma boa correlagdo qualitativa entre os valores de solubilidade e os valores de VDI
encontrados. Farmacos classificados como baixa solubilidade de acordo com o SCB
obtiveram um baixo valor de VDI e farmacos classificados como alta solubilidade de
acordo com o SCB obtiveram um alto valor de VDI (YU et al., 2002; Yu et al., 2004).
A Tabela 2 demonstra alguns exemplos de farmacos classificados tanto conforme o
SCB quanto de acordo com a VDI. O limite de VDI entre as classes de alta e baixa
solubilidade foi de 0,1 mg/min/cm? (YU et al., 2004).

Zakeri-Milani e colaboradores (2009) também utilizaram a VDI para classificar

farmacos, porém neste caso, além da VDI, foi avaliada a permeabilidade instestinal
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em ratos, e tais valores foram comparados com os dados de permeabilidade em
humanos e a classificacao segundo o SCB (ZAKERI-MILANI et al., 2009). A VDI
representa, dessa forma, uma alternativa viavel para a classificacdo de farmacos,
uma vez que os estudos realizados demonstram correspondéncia entre os valores
de VDI e 0 SCB (Yu et al., 2004; ZAKERI-MILANI et al., 2009; ISSA & FERRAZ,
2011).

Tabela 2. Comparativo entre sistema de classificagdo biofarmacéutica e

velocidade de dissolucao intrinseca

Classificagdo de acordo com SCB VDI (mg/min/cm?)
Alta Solubilidade

Carbamazepina 0,0250
Furosemida 0,0017
Cetoprofeno 0,0160

Baixa Solubilidade
Atenolol 5,6000
Hidroclorotiazida 0,1190
Ranitidina 46,1000

Adaptado de YU et al. (2004)

1.2.6. Novas Perspectivas para os Estudos de Dissolucao Intrinseca

Estudos comparativos entre os aparatos rotatério e estacionario de dissolucao
intrinseca foram realizados, e apontam que ambos os aparatos podem ser utilizados
como ferramenta na caracterizacao de farmacos (VIEGAS et al., 2001a; VIEGAS et
al., 2001b; MAUGER et al., 2003). Um aparato miniaturizado de dissolugéo
intrinseca foi proposto e estudos demonstraram boa correlagdo entre os resultados
de VDI obtidos com o aparato miniaturizado e os respectivos resultados oriundos do
aparato tradicional de dissolucao intrinseca (BERGER et al., 2007; ADVEEF et al,,
2008; PERSSON et al., 2009; TSINMAN et al., 2009). Trabalhos indicam, também, a
possibilidade de uso dos dados oriundos da dissolucao intrinseca, em condicdes
biorrelevantes, em sistemas computacionais como o software GastroPlus®, o qual
permite a simulagdo de propriedades farmacocinéticas do farmaco, incluindo
absorcao, a partir dos dados de VDI (ABURUB et al., 2008; OKUMU et al., 2009).
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1.3. EFAVIRENZ
1.3.1. Farmacodinamica e Farmacocinética

O efavirenz (Figura 4) é um farmaco antiviral da classe dos inibidores nao-
nucleosidicos da enzima transcriptase reversa, utilizado para o tratamento da
Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida (SIDA), que possui agao conhecida sobre o
Virus da Imunodeficiéncia Humana do tipo um (VIH-1) (GOODMAN & GILMAN,
2006), e é comumente utilizado em associagdo a dois outros medicamentos,
principalmente da classe dos inibidores nucleosidicos da enzima trancriptase
reversa (MAGGIOLO, 2009). Algumas caracteristicas fisico-quimicas do farmaco

foram apresentadas na Tabela 3.
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Figura 4. Estrutura quimica do efavirenz (Adaptada de Maurin et al., 2002).

Tabela 3. Propriedades fisico-quimicas do efavirenz

Formula Molecular C14HgCIF3NO,
Massa Molecular 315,68 g/mol
Aspecto Fisico P6 cristalino branco ou levemente amarelado
Faixa de Fuséo 139,0°C — 141,0°C
pKa 10,2
LogP 54

Poder rotatério
B -862 a -98°
especifico

O farmaco possui intensa ligacdo a proteinas plasmaticas, atinge
concentragdo plasmatica maxima em até cinco horas, e a biodisponilidade é
aumentada com ingestdo de alimentos ricos em gordura (GOODMAN & GILMAN,
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2006; MAGGIOLO, 2009). E lentamente depurado pelo metabolismo oxidativo
hepatico e possui meia-vida de eliminagdo de 40 a 55 horas, o que possibilita a
administracdo apenas uma vez ao dia (GOODMAN & GILMAN, 2006; MAGGIOLO,
2009), porém é um indutor moderado de enzimas hepaticas e o uso concomitante
com medicamentos, como por exemplo, fenobarbital ou fenitoina, pode acarretar a
diminuicdo da concentracdo destes (GOODMAN & GILMAN, 2006).

Os principais efeitos adversos ocorrem, geralmente, nos primeiros dias da
terapia, tendem a regredir durante o tratamento, e estdo relacionados ao sistema
nervoso central, como tontura, sonoléncia, cefaleia, amnésia, agitacao, delirios,
depressdo e euforia (GOODMAN & GILMAN, 2006; MUNOZ-MORENO, 2009).
Também foram relatados casos de erupcdo cutanea e aumento nos niveis de
colesterol e de transaminases hepaticas (GOODMAN & GILMAN, 2006).

1.3.2. Solubilidade

O efavirenz é um farmaco pouco soluvel e descrito como classe |l de acordo
com o SCB (KASIM et al, 2004; LINDENBERG et al, 2004). E praticamente
insolivel em agua, mas soluvel em metanol e diclorometano (KASIM et al., 2004;
FARMACOPEIA BRASILEIRA, 2010). Alguns dados sobre solubilidade do efavirenz
foram representados na Tabela 4. Rabel e colaboradores (1996) avaliaram o efeito
da solubilidade em funcdo do pH, e observaram que em pH acima de 10, a
solubilidade do farmaco aumenta com o aumento do pH, uma vez que a molécula
sofre ionizacdo e perde o préton do grupamento amino do carbamato, como pode
ser observado na Figura 5. (RABEL et al, 1996; MAURIN et al., 2002).

Apés a ionizacdo, as cargas sao estabilizadas através de ressonéancia e efeito
indutivo dos grupamentos acetileno, trifluorometil e cloro, além de uma possivel
deslocalizacao de cargas negativas do anel aromatico (RABEL et al., 1996). O efeito
dos diferentes substituintes doadores de elétrons do efavirenz na solubilidade foi
avaliado numa série de quatro analogos do farmaco, e foi observada que a presenca
dos grupamentos acetileno e trifluorometil sdo fundamentais para a estabilizacao de
cargas e solubilidade do efavirenz (RABEL et al., 2001).

O efeito do pH na solubilidade a 60°C foi avaliado através do uso dos
tampdes citrato (pH 3,0 - 4,5), acetato (pH 4,0 - 5,0), fosfato (pH 6,5 - 7,4) e borato
(pH 9,2) com objetivo de determinar a cinética de degradagédo do farmaco nestes
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meios (MAURIN et al., 2002). A hidrélise do grupamento carbamato em meio basico
(pH 10 - 11) e a consequente reducédo da fracdo ndo-ionizada do farmaco nesta faixa
de pH foi observada, o que resultou no aumento da constante de degradacdo do

farmaco com o aumento do pH (MAURIN et al., 2002).

Tabela 4. Solubilidade do efavirenz descrita na literatura

Meio Solubilidade (ug/mL) Referéncia
Agua 8,3 RABEL et al. (1996)
Agua 9,2 MAURIN et al. (2002)
Agua 10 KASIM et al. (2004)
Fluido intestinal simulado pH 6,5 10 TAKANO et al. (2006)

Fluido intestinal simulando
194 TAKANO et al. (2006)

estado de jejum
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Figura 5. lonizagao e estabilizacdo de cargas na molécula do efavirenz
(Adaptada de RABEL et al.,1996).

O efavirenz apresenta comportamento semelhante aos chamados brick dust
drugs, que sao farmacos de elevado ponto de fusdo, que apresentam estrutura
cristalina estavel, na qual a forte ligacdo intramolecular restringe a solubilidade do
farmaco em agua (STELLA & NIT-ADDAE, 2007; BERGSTROM et al., 2007). Os
brick dust drugs, em funcdo de sua baixa solubilidade, limitam de maneira

significativa a dissolucdo e, ainda, a biodisponibilidade relativa (VAN
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EERDENBRUGH et al., 2007; MULLER, 2009). A sintese de novos brick dust drugs
foi, inclusive, desaconselhada por alguns autores, uma vez que farmacos com baixa
solubilidade dificultam o desenvolvimento de formulagbdes farmacéuticas e que novas
tecnologias de quimica medicinal podem ser utilizadas para a sintese de farmacos,
de forma a selecionar caracteristicas na molécula que possam auxiliar o
desenvolvimento das formas farmacéuticas (DELANEY, 2005; WASSVIK et al.,
2008).

1.3.3. Dissolucao de Formas Farmacéuticas

A baixa solubilidade do efavirenz dificulta a administracdo, absorcdo e
biodistribuicdo do farmaco (SOSNIK et al., 2009). Dentre as alternativas para
melhoria da dissolucao de formas farmacéuticas contendo brick dust drugs pode-se
citar a utilizacdo de excipientes como: desintegrantes, agente molhantes,
ciclodextrinas e formulagdes a base de lipidios (BERGSTROM et al., 2009). O efeito
de diferentes concentragdes dos desintegrantes crospovidona, croscarmelose sédica
e amidoglicolato de sédio em comprimidos de efavirenz produzidos por compressao
direta foi avaliado e os autores relataram que os comprimidos obtidos com
crospovidona proporcionam melhor desintegracao e maiores percentuais de farmaco
dissolvido (KESAVAN et al., 2008; BALASUBRAMANIAM & BEE, 2009; RAJESH et
al., 2010). O efeito da desintegracdo em comprimidos e capsulas de efavirenz
também foi avaliado através de farmacocintigrafia, cujo estudo confirma a dissolucéo
in vivo do efavirenz como etapa limitante para a absor¢ao (GAO et al., 2007).

A inclusao de farmacos pouco sollveis, como o efavirenz, em complexos com
ciclodextrinas foi também descrita como uma alternativa para aumentar a
solubilidade, dissolucdo e biodisponibilidade (BREWSTER & LOFTSSON, 2007;
SATHIGARI et al., 2009; SHOWN et al.,, 2010). Complexos de efavirenz com -
ciclodextrinas, hidroxipropil-B-ciclodextrinas e [B-ciclodextrinas metiladas foram
preparados e foi observado que os complexos liofilizados contendo hidroxipropil-p-
ciclodextrinas e p-ciclodextrinas metiladas aumentaram significativamente a
dissolucdo do farmaco e representam uma alternativa para formulacées de efavirenz
(SATHIGARI et al, 2009). Complexos de efavirenz, [-ciclodextrinas e
polivinilpirrolidona ou lauril sulfato de sédio também promoveram aumento na

velocidade de dissolugdo de comprimidos produzidos tanto por compressao direta
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quanto por granulacdo umida (CHOWDARY & NARESH, 2011a). Oligdmeros de [3-
ciclodextrinas e oligbmeros de B-ciclodextrinas contendo lactose também foram
utilizados para a inclusdo do efavirenz e, além do aumento da solubilidade e
dissolucdo, foram obtidos complexos estaveis com o farmaco e com menor
citototoxicidade do que com a B-ciclodextrina (SHOWN et al., 2010).

Dispersdes sélidas também representam uma alternativa para a solubilidade e
dissolucdo do efavirenz (BABU et al, 2009; YANG et al., 2010; CHOWDARY &
NARESH, 2011; MADHAVI et al., 2011). Foram preparadas dispersdes sélidas de
efavirenz com polietilenoglicol, as quais proporcionaram aumento na dissolugdo em
relacdo as respectivas misturas fisicas e amostras submetidas a peguilation
(MADHAVI et al., 2011). A polivinilpirrolidona foi indicada para uso em dispersdes
sélidas de efavirenz pela capacidade de promover aumento na estabilidade fisica do
polimero formado, além de inibir o processo de recristalizacao do farmaco (YANG et
al., 2010). Comprimidos produzidos a partir de dispersdes sélidas contendo citrato
de amido também geraram percentuais elevados de farmaco dissolvido em relacao
ao farmaco isoladamente (CHOWDARY & ENTURI, 2011).

O efavirenz é o inibidor ndo nucleosidico da enzima transcriptase reversa
indicado pela Organizagdo Mundial da Saude para o tratamento de criangas acima
de 3 anos (MAGGIOLO, 2009; SOSNIK et al., 2009), e o uso de triglicerideos de
cadeia média como veiculo para formulacdes liquidas de efavirenz de uso pediatrico
foi avaliado. Entretanto foi obtida uma biodisponibilidade 20% menor que a forma
sélida e, além disso, foi observada diarréia nos pacientes como efeito adverso do
uso oral diario de lipidios (STARR et al., 2002 apud SOSNIK et al., 2009).

Recentemente, varios trabalhos utilizaram a nanotecnologia para o preparo de
micelas poliméricas de efavirenz como estratégia para incremento na solubilidade
(CHIAPPETTA et al, 2010a; CHIAPPETTA et al., 2010b; CHIAPPETTA et al.,
2010c; CHIAPPETTA et al.,, 2011a; CHIAPPETTA et al., 2011b). Os autores relatam
a encapsulacao do efavirenz em micelas com copolimeros de 6xido de polietileno e
polipropileno como alternativa para melhoria da biodisponibilidade em formula¢des
liquidas orais de uso pediatrico (CHIAPPETTA et al., 2010b), e, ainda, sugerem uma
formulagdo agradavel ao paladar infantil, com estabilidade fisico-quimica e
adequado perfil farmacocinético (CHIAPPETTA et al., 2010c; CHIAPPETTA et al.,
2011b). Sistemas poliméricos contendo poloxameros e poloxaminas como
nanocarreadores apresentaram elevada estabilidade e solubilidade, e podem ser
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promissores como sistemas de liberacdo do efavirenz (CHIAPPETTA et al., 2010a;
CHIAPPETTA et al., 2011a).

1.3.4. Metodologias de Analise

Monografias oficiais do efavirenz foram descritas nas Farmacopeias
Americana, Farmacopeia Brasileira e Farmacopeia Internacional (FARMACOPEIA
BRASILEIRA, 2010; THE INTERNATIONAL PHARMACOPOEA, 2011; USP 34,
2011). Em 2006, o 6rgao governamental americano Food and Drug Administration
(FDA) disponibilizou em seu banco de dados sobre métodos de dissolugdo, uma
metodologia para capsulas de efavirenz e, no ano seguinte, para comprimidos de
efavirenz, assim como para comprimidos com associacoes deste farmaco (FDA,
2010).

As condi¢cdes de realizacdo do teste de dissolugao para os comprimidos sao
diferentes daquelas descritas para capsulas, tanto de acordo com o FDA quanto
pela USP, porém ambas utilizam o aparato pa e surfactante no meio de dissolucao.
Surfactantes, principalmente o Lauril Sulfato de Sédio (LSS), sdo comumente
utilizados em testes de dissolugdo com o objetivo de mimetizar propriedades do trato
gastrointestinal e facilitar o processo de dissolucdo de farmacos pouco soluveis
(DRESSMAN et al., 1998; GRAY et al., 2009) e diversos estudos utilizam LSS como
surfactante (JUNICHI et al., 2000; SHENG et al., 2006).

Os meios de dissolugdo adotados pelas farmacopeias e pelo FDA séao
desenvolvidos com o objetivo de maximizar a liberagdo de farmacos e assegurar a
qualidade de lotes de medicamentos produzidos (BALASUBRAMANIAM & BEE,
2009), porém nem sempre sdo capazes de discriminar entre caracteristicas da
formulacédo e do IFA (QURESHI, 2006; BALASUBRAMANIAM & BEE, 2009). Até o
presente  momento, nenhuma metodologia de dissolugdo por dispersao ou
metodologia de dissolucao intrinseca de efavirenz foi descrita na literatura, ou em

organismos fiscalizadores internacionais, como o FDA para este farmaco.

1.4. JUSTIFICATIVA

O estudo de dissolucao intrinseca de diferentes lotes do IFA efavirenz
baseado em testes de solubilidade e analise de suas propriedades fisico-quimicas,
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permitird melhor conhecimento sobre o farmaco e a influéncia destas propriedades
na dissolugéo, ainda ndo descritos na literatura. Estes dados servirdo de base para o
desenvolvimento de método de dissolugdo capaz de discriminar entre variacées nas
diferentes propriedades do farmaco estudadas, assim como podera auxiliar o
desenvolvimento de formulagées, evitando futuros problemas de biodisponibilidade
dos medicamentos fabricados com este IFA.



2 OBJETIVOS
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivos Gerais

Realizar caracterizacado fisico-quimica de diferentes lotes de efavirenz
produzidos em territdrio nacional e correlacionar estas caracteristicas com a
dissolucao intrinseca de forma a desenvolver metodologia capaz de discriminar lotes
do farmaco com distintas propriedades. Buscou-se um método aplicavel na selecao
de lotes de matérias-primas de efavirenz no sentido de antecipar a
biodisponibilidade de comprimidos produzidos com estes lotes do farmaco.

2.2. Objetivos Especificos

e Caracterizar lotes de matérias-primas do farmaco efavirenz de diferentes
procedéncias;

e Determinar a solubilidade do farmaco em diversas condicbes e avaliar
comparativamente a solubilidade entre lotes;

e Analisar a dissolugdo de comprimidos de efavirenz submetidos ao teste de
bioequivaléncia através das metodologias oficiais de dissolucao;

e Avaliar a capacidade da técnica de dissolucado por dispersao em discriminar
matérias-primas de efavirenz;

e Desenvolver metodologia de dissolugdo intrinseca a partir da avaliagao do
impacto dos parametros do teste de dissolucéo na VDI do farmaco;

e Aplicar a metodologia de dissolugéo intrinseca desenvolvida em diferentes
lotes de efavirenz e avaliar a capacidade do método em discriminar matérias-
primas submetidas ao teste de bioequivaléncia;

e Correlacionar os dados de dissolucao intrinseca com os dados de dissolugao
dos comprimidos produzidos com os mesmos IFAs;

e Tracar perfil da qualidade dos IFAs disponiveis no mercado para o efavirenz.



3 MATERIAL E METODOS

46



47

3. MATERIAL E METODOS

3.1 MATERIAL

3.1.1 Equipamentos e acessorios

e Analisador de area superficial Micromeritics Gemini VI 2385C;

e Analisador de tamanho de particula Malvern Mastersizer 2000 — Modo
umido HYDRO 2000 SM;

e Analisador termogravimétrico Shimadzu TGA 60;

e Balanca analitica Mettler Toledo AG204;

e Balanca de precisao Mettler Toledo PB3002;

e Banho de ultrassom Unique - Ultra Cleaner 1400;

e Centrifuga Eppendorf 5430R;

e Colorimetro exploratério diferencial Mettler Toledo DSC 822¢;

e Coluna cromatografica Du Pont Zorbax CN (4,6 mm x 25 cm 5 um)
Zorbax, série n° 4256939;

e Coluna cromatogréafica Shimadzu Shim-pack C18 (4,6 mm x 25 cm 5
um), série n® 4256995;

e Cromatografo liquido de alta eficiéncia ELITE LaChrom — bomba
modelo L-2455, auto-injetor modelo L-2200, detector de arranjo de
fotodiodos modelo L-2130 e sistema de dados (software) EzeChrom;

e Dessecador Vidrolabor;

e Destilador Novatécnica NT 425;

e Difratdmetro de raios-X Higaku Miniflex;
e Dissolutor Hanson Research SR6;

e Dissolutor Vankel VK 7010;

e Durémetro Erweka TBH 20;



Espectrofotdmetro de infravermelho Shimadzu IR Prestige 21;
Espectrofotdmetro UV-Vis Vankel VK 50;

Membrana filtrante 0,45 um Millipore;

Metalizador Balzers FL 9496;

Microscépio eletrénico por varredura Jeol JSM-5310;

Placa de agitacao e aquecimento Corning;

Placa de agitacdo multipontos Mettler;

Ponto de Fusao Biichi B-540;

Potenciémetro Quimis Q-400MT;

Prensa hidraulica 2 toneladas QLA;

Titulador Karl Fischer Mettler DL18;

3.1.2. Reagentes

Acetato de aménio Vetec;

Acetonitrila grau cromatografico Tedia;
Acetronitrila grau espectroscopico Tedia;
Brometo de potassio Shimadzu;

Cloreto de sédio Merck;

Fosfato de potassio dibasico Merck;
Fosfato de potassio monobasico P.A. anidro Vetec;
Fosfato de sédio dibasico Merck;

Fosfato de sédio monobasico P.A. Merck;
Hidréxido de sodio P.A. Vetec;

Lauril sulfato de sédio Vetec;

Metanol grau cromatografico Tedia;
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e Metanol grau espectroscoépico Tedia;
e Reagente de Karl Fisher Merck;
e Solucao Tampao pH 4,00 e 7,00 Tedia;

e Tween 80 Vetec;

3.1.3. Padroes Analiticos, Matérias-Primas e Produtos Farmaceéuticos

e Padrao de trabalho de efavirenz lote Globe 8CGS006 Teor 100,8%;

e 12 lotes de matérias-primas do farmaco efavirenz provenientes de trés

fornecedores distintos (Lotes A a L);
e Comprimidos de efavirenz 600 mg Farmanguinhos.

Foram utilizados comprimidos produzidos com os lotes A e B do farmaco
efavirenz. A formulacdo dos comprimidos produzidos com o lote A possui quatro
vezes mais diluente, a metade da quantidade de desintegrante e quatro vezes
menos tensoativo que a formulacao contendo o lote B, além de um aglutinante nao

presente na formulagédo com o lote B.

3.2. METODOS

3.2.1. Caracterizacao das matérias-primas

Foram avaliados 12 lotes de matérias-primas de efavirenz (Lotes A a L),
oriundos de trés fornecedores diferentes. Todos os lotes foram submetidos aos
testes de caracterizacdo da matéria-prima. O lote D foi utilizado nos testes de
solubilidade e no desenvolvimento da metodologia de dissolucao intrinseca, devido a
maior quantidade disponivel deste lote. Apenas os lotes A a G foram utilizados nos
testes comparativos de solubilidade, dissolucdo por dispersdao e dissolucéao
intrinseca, devido a quantidade limitada dos lotes H a L. Os comprimidos

produzidos com os lotes A e B do farmaco foram avaliados em sua dissolucéo.
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3.2.1.1. Faixa de Fusao

As analises de faixa de fusdo foram determinadas através de um capilar, e
este colocado no interior do equipamento para analise visual da faixa de fusao (USP
34, 2011).

3.2.1.2. Infravermelho por Transformada de Fourrier

Foram preparadas pastilhas de brometo de potassio contendo 1% p/p da
matéria-prima e as amostras foram analisadas em espectrofotdmetro de
infravermelho realizando-se varredura do espectro de 400 a 4000 cm™. As bandas
observadas foram caracterizadas de acordo com os grupos funcionais encontrados e
comparadas com padrdao da literatura de efavirenz (THE INTERNACIONAL
PHARMACOPOEA, 2011).

3.2.1.3. Difracao de raios-X (DRX)

A amostra em pé foi analisada em difratdmetro de raios-X operado a 30 kV,
15 mA, 0,05 mm, e 1°C/min em temperatura ambiente. A radiacdo CuKa foi utilizada
como fonte dos raios-X. A faixa de difracao foi ajustada de acordo com o objetivo da
analise e o angulo de difracdo 2e foi avaliado de 12 a 40° no sentido de verificar a
cristalinidade e polimorfismo dos lotes de efavirenz.

3.2.1.4. Analise calorimétrica de varredura diferencial (DSC)

Através desta técnica, as diferencas no fluxo de calor das amostras foram
medidas em funcao da temperatura enquanto foram submetidas a um programa de
controle de temperatura. As amostras foram analisadas contra um padrao aluminio
num fluxo de 50 mL/min N2, com uma taxa de aquecimento de 10°C/min, na faixa de
25 a 350°C.
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3.2.1.5. Analise Termogravimétrica (TGA)

A variacao de massa das amostras em funcao da temperatura e do tempo foi
avaliada para obtencado das curvas termogravimétricas dos lotes analisados. As
amostras foram analisadas com um padréao de alumina num fluxo de 50 mL/min Ny,

com uma taxa de aquecimento de 10°C/min, na faixa de 25 a 500°C.
3.2.1.6. Analise do tamanho de particula

A distribuicdo de tamanho das particulas dos lotes de efavirenz foi
determinada por espalhamento de luz dinamica em modo Umido. As amostras foram
preparadas por meio da pesagem de aproximadamente 10 mg do farmaco, que foi
disperso num béquer de 25 mL contendo 10 mL de solucédo 0,02% de polissorbato
80 (m/v). Foram utilizados 100 mL de agua como meio dispersante e agitacdo de
2000 rpm.

3.2.1.7. Avaliacdo da Area Superficial

A area superficial especifica foi determinada pela adsorcédo de gas, utilizando
0 gas nitrogénio como o gas analitico e o gas hélio como o gas de referéncia para
avaliacdo dos espacos livres. As amostras foram degaseificadas previamente as
andlises com gés nitrogénio por 24 h em 25°C. O véacuo foi realizado na taxa de 500
mmHg/min durante 1 minuto e 10 segundos, que foi o tempo de equilibrio para a
adsorcdo. A quantidade de gas nitrogénio adsorvida na faixa de pressao relativa de
(0,05 < P/Po < 0,35) foi determinada de forma a calcular a area superficial especifica
pelos métodos de Brunauer, Emmett e Teller (BET).

3.2.1.8. Microscopia Eletrénica por Varredura
As amostras foram preparadas sobre uma fita adesiva de carbono apoiada

num suporte de aluminio. A superficie das amostras foi metalizada com ouro por 2

minutos e fotografadas na voltagem de 20 kV.
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3.2.1.9. Teste de Karl Fisher

Os teores de umidade das amostras foram determinados conforme método
geral | da Farmacopeia Americana, descrito no item <921> (USP 34, 2011).

3.2.1.10. Doseamento
O teor dos lotes do efavirenz foi avaliado conforme metodologia da
Farmacopeia Americana (USP 34, 2011), cujos principais parametros

cromatograficos foram demonstrados na Tabela 5.

Tabela 5. Condicdes cromatograficas do teste de teor do

efavirenz de acordo com a farmacopeia americana

Parametro Especificacédo
Detector UV 250 nm
Coluna CN; 4,6 mm x 15 cm; 5 um

Fluxo 1,5 mL/min
Temperatura 35°C
Volume de Injecao 35 uL

Metanol, acido trifluoroacético e
agua
Fase A > 1:0,005:9
Fase B 2 9:0,005:1
Especificagdo de teor 98% a 102%
(USP 34, 2011)

Fase Moével

3.2.1.11. Substancias Relacionadas

A pesquisa por substancias relacionadas foi realizada conforme o
procedimento 2 da metodologia da Farmacopeia Americana (USP 34, 2011). A

Tabela 6 descreve as condicdes empregadas no teste.
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Tabela 6. Condigdes cromatograficas do teste de substancias

relacionadas do efavirenz de acordo com a Farmacopeia Americana

Parametro Especificagao
Detector UV 250 nm
Coluna C18;4,6 mm x 25 cm; 5 um
Fluxo 1,5 mL/min
Temperatura 35°C
Volume de Injecao 20 pL

Acetonitrila, acido trifluoroacético e agua
Fase Mével Fase A - 4:0,005:6
Fase B - 8:0,005:2
Total de impurezas menor 1,0%;
Especificacéo Desconsiderar picos menores que 0,05%;
Menos que 0,1% das impurezas A, B e C.

(USP 34, 2011)

3.2.2. Teste de Solubilidade

3.2.2.1. Metodologia de Quantificacao

Foi realizada analise comparativa entre duas metodologias analiticas oficiais
do efavirenz disponiveis no inicio da realizagao deste trabalho (2010) no sentido de
verificar qual destas metodologias teria melhor aplicacdo ao teste de solubilidade. A
metodologia de quantificacdo descrita para teor do farmaco efavirenz no féorum da
farmacopeia americana, que utiliza CLAE (USP FORUM, 2007), e a metodologia
para quantificacao do farmaco nos testes de dissolugdo de cépsulas e comprimidos,
também descrita no férum da farmacopeia americana e que utiliza
espectrofotometria no UV-Vis, (USP FORUM, 2010a; USP FORUM, 2010b), foram
comparadas. A Tabela 7 descreve as condi¢gdes cromatograficas de quantificacao
do farmaco do férum da farmacopeia (USP FORUM, 2007). A metodologia por
espectrofotometria no UV-Vis utiliza comprimento de onda de 248 nm e célula de 1
cm (USP FORUM, 2010a; USP FORUM, 2010b).
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Tabela 7. Condicdes cromatograficas do teste de teor do efavirenz

de acordo com o férum da farmacopeia americana

Parametro Especificacéao
Detector UV 252 nm
Coluna C18; 4,6 mm x 25 cm; 5 um
Fluxo 1,5 mL/min
Volume de Injegéao 20 pL
Fase Mével Tampao acgtéto de amdnio e
acetonitrila (50:50)
Minimo de 5000 pratos teéricos
Especificacédo Fator de cauda menor que 1,8

DPR menor que 1,0%

(USP FORUM, 2007)

3.2.2.2. Determinacao da Solubilidade

A solubilidade do efavirenz foi avaliada através da adicado de um excesso do
farmaco a um béquer com 10 mL do meio a ser testado na temperatura ambiente de
25°C. Os béqueres foram mantidos em agitacdo magnética a uma velocidade de 50
rom durante 24 horas. Ao final deste periodo, o material foi transferido para um tubo
plastico conico e centrifugado a 3500 rpm por 30 minutos. O sobrenadante foi filtrado
através de uma membrana de 0,45 ym de porosidade. Foram avaliados os meios:
agua, suco gastrico simulado sem enzimas, tampdo acetato e suco entérico
simulado sem enzimas (USP 34, 2011). Todos os meios foram avaliados sem
tensoativo e na presenca de LSS nas concentracées de 0,5%, 1,0% e 2,0% p/v.
Cada condicao foi testada em triplicata. Um mesmo lote do IFA efavirenz, Lote D, foi
utilizado em todos os experimentos de determinagéo da solubilidade.

3.2.3. Dissolucao de Comprimidos

Comprimidos de efavirenz produzidos com farmacos dos lotes A e B foram
cedidos pela empresa Farmanguinhos e avaliados comparativamente em relacéo a
sua dissolucdo empregando-se as metodologias oficiais disponiveis. Ambos os lotes
dos comprimidos foram submetidos ao teste de bioequivaléncia pela empresa, e 0s
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comprimidos produzidos com o lote A foram aprovados em sua bioequivaléncia,
entretanto os comprimidos produzidos com o lote B foram reprovados.

Os comprimidos foram analisados conforme as metodologias de dissolucao
da Farmacopeia Americana (FA), Farmacopeia Brasileira (FB) e a metodologia da
empresa Farmanguinhos (Far), com objetivo de verificar quais metodologias seriam
capazes de identificar possiveis diferengcas na performance dos comprimidos, uma
vez que um dos lotes ndo foi aprovado em sua bioequivaléncia. Estas metodologias
utilizaram o aparato pa, 900 mL de meio a 37°C, e a quantificacdo foi realizada
através de espectrofotbmetro UV-Vis no comprimento de onda de 248 nm. As
diferencas entre as condicdes do ensaio destas metodologias podem ser
visualizadas na Tabela 8. A especificacdo é ndo menos que 80% dissolvido no
tempo indicado para as trés metodologias avaliadas, ou seja, Q (%) = 80.

Tabela 8. Parametros da dissolugdo de comprimidos de efavirenz

Condicoes FA FB Far
Meio LSS 2,0% LSS 1,0% LSS 0,5%
Rotacéao (rpm) 50 100 50
Tempo de amostragem (min) 30 45 45

(USP FORUM, 2009; FARMACOPEIA BRASILEIRA, 2010)

3.2.4. Dissolucao por Dispersao

A técnica da dissolucao por dispersdo consiste na insercdo de determinada
quantidade do farmaco ou mistura de farmaco e excipientes diretamente na cuba do
dissolutor e, através do uso do Aparato 2, é avaliada a quantidade de farmaco
dissolvida ao longo do tempo (AZARMI et al.,, 2007). A metodologia utilizada foi
baseada nas monografias propostas pelos 6rgaos oficiais para capsulas e
comprimidos de efavirenz (USP FORUM, 2007; USP FORUM, 2009a; USP FORUM,
2009b; FDA, 2010; USP 34, 2011), e os diferentes lotes do farmaco efavirenz foram
avaliados quanto a sua dissolucdo por dispersdo em meio aquoso contendo LSS.
Foram utilizados 900 mL de agua mais o tensoativo nas concentracées de 0,5%,
1,0% e 2,0% p/v, e foi utilizada velocidade de rotacdo de 50 rpm. Foram adicionados
600 mg do ativo, previamente pesados, as cubas do dissolutor, e a amostragem foi
realizada nos tempos de 5, 10, 15, 30, 45 e 60 minutos com filtro de canula de 10
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um, e posterior filtragdo em membrana de 0,45 ym de porosidade. Foi realizada
diluicdo das amostras de 500 uL em baldo de 25 mL.

O doseamento foi realizado em espectrofotobmetro UV-VIS no comprimento de
onda de 248 nm. O padrao foi preparado por meio da pesagem de 50,0 mg do ativo
efavirenz e transferéncia do material para um baldo volumétrico de 50 mL. Em
seguida, foram adicionados 0,5 mL de metanol e 10 mL do meio de dissolugéo, e o
baldo foi mantido em ultrassom por 15 minutos. Apds este periodo, o baldo foi
avolumado com o meio de dissolucdo. Foram preparadas curvas-padrao a partir
desta solucdo padrdo, em cada concentracdo de LSS, e posterior célculo do
percentual de farmaco dissolvido.

3.2.5. Desenvolvimento de Metodologia por Dissolucao Intrinseca

3.2.5.1. Metodologia para Quantificacao do Efavirenz

A quantificacdo da dissolucao intrinseca foi realizada em espectrofotometro
UV-Vis no comprimento de onda de 248 nm, conforme especificado nas monografias
disponiveis do farmaco (FARMACOPEIA BRASILEIRA, 2010; USP 34, 2011).

3.2.,5.2. Aparato Rotatério de Dissolucao Intrinseca

O aparato tradicionalmente utilizado no teste de dissolugédo intrinseca é o
disco rotatério proposto por Wood e colaboradores, que esta descrito na
farmacopeia americana e foi adotado neste trabalho (WOOD et al., 1965; USP 34,
2011). O aparato é composto por haste, matriz, puncéo, e base, como citado no item
1.2.1 e demonstrado também nas Figuras 6 e 7. O teste de dissolucdo intrinseca
consiste no preparo de uma pastilha compacta nao desintegrante do material a ser
analisado, posterior fixagdo da matriz a haste do aparato, e encaixe do aparato no
dissolutor (USP 34, 2011).
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Figura 6. Aparato rotatério de dissolucéo intrinseca (Adaptado de USP 34, 2012).

Figura 7. Aparato rotatério de dissolucao intrinseca. A) Componentes do Aparato
(Equipamento LabCQ). B) Aparato montado para realizagdo de dissolu¢do (Manual
da Varian ®).

Embora o teste de dissolucdo intrinseca esteja descrito na farmacopeia
americana como método geral, ndo existem monografias oficiais disponiveis. Desta

forma, para cada farmaco os parametros do teste, como preparo da pastilha e
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condigdes da dissolugdo devem ser previamente avaliados para estabelecimento de
metodologia de dissolugéo intrinseca.

3.2.5.3. Preparo da Pastilha

No desenvolvimento da metodologia de preparo das pastilhas para avaliagao
da VDI de efavirenz foi preconizada a utilizacdo do menor tempo de compressao
possivel e a menor forca de compressao necessaria para a obtencao de pastilhas
compactas nao desintegrantes do farmaco, conforme especificado na farmacopeia
americana (USP 34, 2011). Uma quantidade do farmaco a ser analisado foi colocada
na cavidade da matriz, e o pé foi comprimido, com auxilio de uma prensa hidraulica,
para obtencdo de pastilhas com &rea superficial exposta de 0,5 cm?. Foram obtidas
pastilhas aplicando forca de compressdo de 100 psi a 2000 psi, utilizando-se o
tempo de compressao de 30 segundos ou 1 minuto.

As pastilhas foram avaliadas em relacdo ao aspecto, a dureza, e
caracterizadas por DRX. A Farmacopeia Americana recomenda o uso de técnicas de
caracterizacdo de solidos, como a DRX, no sentido de verificar alguma possivel
alteracdo polimérfica ap6s a aplicacdo da forca de compressdo, visando a
manutencdo da integridade do material a ser analisado (USP 34, 2011). Todas as
pastilhas preparadas na etapa de desenvolvimento da metodologia de dissolucao

intrinseca utilizaram o lote D do farmaco efavirenz.

3.2.5.4. Parametros do Teste de Dissolucao Intrinseca

A influéncia dos parametros do teste de dissolucao intrinseca, como meio de
dissolucao, volume do meio, pH, presenca de surfactante, velocidade de rotagao, e
forca de compressao utilizada no preparo das pastilhas, devem ser avaliados no
desenvolvimento de metodologia por dissolugao intrinseca (NAJIB & SULEIMAN,
1990; SKINNER & KANFER, 1992; JINNO et al., 1999; YU et al., 2004; SHENG et
al., 2006). Tais parametros foram avaliados neste trabalho, assim como o impacto
destes na VDI. O teste de dissolugéo intrinseca foi avaliado num periodo total de 5
horas e foram realizadas amostragens de 5 mL nos tempos de 15, 30, 45, 60, 90,
120, 150, 180, 210, 240, 270 e 300 minutos. O material foi filtrado através de filtro
em canula de 10 um e, posteriormente, em membrana de 0,45 ym de porosidade
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previamente a quantificagdo. Os experimentos desta etapa de desenvolvimento

foram realizados em triplicata.
3.2.5.5. Avaliacao da Velocidade de Dissolucao Intrinseca

Os valores de VDI foram obtidos a partir da construgdo de gréaficos com a
quantidade acumulada de farmaco dissolvido por unidade de area sobre o tempo. O
coeficiente angular obtido a partir da inclinacdo da reta corresponde ao valor da VDI
nas condi¢coes em que foi realizada a dissolugcao (USP 34, 2011). Os valores de VDI,
expressos em upg/min/cm?, foram utilizados na comparacdo entre as diferentes
condicOes utilizadas no desenvolvimento da metodologia de dissolugéo intrinseca
(YU et al., 2004; USP 34, 2011).

3.2.5.6. Analise do Residuo de Dissolucao Intrinseca

As pastilhas submetidas ao teste de dissolugéo intrinseca foram retiradas do
aparato de dissolucao intrinseca do experimento e foram submetidas a analise de
DRX, conforme metodologia descrita no item 3.2.1.3. Foi avaliada uma pastilha de
cada um dos lotes A a G, apds a dissolucdo em meio agua contendo LSS 0,5% na
velocidade de rotagdo de 100 rpm, utilizando-se pastilhas preparadas com forca de

compressao de 600 psi por 30 segundos.
3.2.5.7. Pesquisa por Substancias Relacionadas

Foi realizada pesquisa por substancias relacionadas no teste de dissolucao
intrinseca, ao final das 5 horas do ensaio, em meio agua contendo LSS 0,5% na
velocidade de rotacao de 100 rpm, utilizando-se pastilhas preparadas com forca de
compressdao de 600 psi por 30 segundos. Ao final do ensaio de dissolucéo
intrinseca, uma aliquota de 5 mL foi retirada de uma cuba do dissolutor, filtrada
através de filtro em canula de 10 um e, posteriormente, em membrana de 0,45 pym
de porosidade. A quantificacao foi realizada conforme metodologia descrita no item
3.2.1.11, com objetivo de verificar alguma possivel degradacao do farmaco ao longo

perfil de dissolugéo.
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3.2.6. Perfil de Dissolucao Intrinseca de Lotes de Efavirenz

Os diferentes lotes de efavirenz foram submetidos a metodologia de
dissolucao intrinseca desenvolvida. Foram avaliadas trés condicdes de dissolucéo
intrinseca selecionadas, com objetivo de verificar o efeito da concentracdao do
tensoativo na VDI dos lotes de efavirenz. Os experimentos foram realizados em

triplicata e o residuo da dissolucéao intrinseca foi analisado por DRX.
3.3. Analise Estatistica

Os dados obtidos foram avaliados considerando-se os valores de média,
desvio padrao (DP) e desvio padrao relativo (DPR).

A andlise estatistica foi realizada empregando-se o teste One-way ANOVA
(teste de multiplas comparagcdes de Tukey), com auxilio do software
GraphPadprisma®. A interpretacao da semelhanca e diferenca nesta metodologia é
realizada através da interpretacdo do valor de P. Quando o valor de P>0,05 indica
que os dados analisados sdo semelhantes, entretanto quanto o valor de P<0,05
representa diferenca estatistica entre os dados avaliados.

Os perfis de dissolucdo de comprimidos e da dissolugcao por dispersao
também foram avaliados através dos fatores de diferenga (F1) e semelhanga (F2),
demonstrados nas Equacdes 3 e 4, e cuja interpretacao é realizada na faixa de F1 =
0ai15e F2 =0 a 50. Valores fora da faixa especificada representam diferenca entre
os perfis de dissolucao analisados (SHAH et al., 1998)

oeaRe-T] | ]
fi= [Zn ]Rr} x 100 (Equacgéao 3)

(Equacéo 4)

n -0.5
1
f2 =50 x IDg [] + (H) Z(R{ - Tr)zi x 100
r=1
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1. Caracterizacao das Matérias-Primas
4.1.1. Faixa de Fusao

Os valores encontrados experimentalmente foram descritos na Tabela 10.
Como pode ser observado, a maioria dos lotes apresentaram faixa de fusdo de
acordo com o preconizado, entre 138°C e 141°C (THE MERCK INDEX, 2001; DRUG
BANK, 2012). Entretanto, o inicio da fusdo dos lotes E e K foi em 137°C, e a fusdo

dos lotes C, G e L foi concluida em 142°C.

Tabela 10. Faixa de fusao dos lotes do efavirenz

Lote Faixa de Fuséo (°C)
A 139-141
138-141
139-142
139-141
137-140
139-141
139-142
139-141
I 139-141
138-140
137-140
139-142

T ¢ m m OO O w

r X <«

n=3

4.1.2. Infravermelho por Transformada de Fourrier (IV-TF)

Os espectros de infravermelho obtidos para os diferentes lotes do efavirenz
foram representados na Figura 8. As principais bandas de absorcao caracteristicas
do farmaco, descritas na literatura e representadas na Figura 9 para SQR, foram
observadas em todos os lotes avaliados (SHOW et al., 2010; MADHAVI et al., 2011).
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Figura 8. Espectro de infravermelho dos lotes do efavirenz.
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Figura 9. Espectro de Infravermelho do padrdo do efavirenz (THE INTERNATIONAL
PHARMACOPOQOEA, 2011).
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As principais bandas do efavirenz observadas foram: em 3300 a 3500 cm™ a
deformacado axial referente a ligacdo N - H da amida secundaria; em em 2260 a
2100 cm™ a deformacéo axial referente a ligagao tripla do alcino; e em 1690 a 1630
cm™ a deformagao axial da carbonila da lactona.

4.1.3. Difracao por Raios-X (DRX)

A Figura 10 representa os difratogramas obtidos dos diferentes lotes do
efavirenz. Como pode ser observado, todos os lotes apresentaram os mesmos
sinais no difratograma, o que demonstra se tratar da mesma estrutura cristalina.
Trata-se da Forma | dos polimorfos do efavirenz em todos os casos, como pose ser
observado na Figura 11 (MAHAPATRA et al., 2010).
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Figura 10. Difratograma dos lotes de efavirenz.
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Figura 11. Difratograma do polimorfo 1 do efavirenz (Adaptado de MAHAPATRA et
al., 2010).



66

4.1.4. Analise Calorimétrica de Varredura Diferencial (DSC)

Os graficos correspondentes as andlises de DSC dos diferentes lotes do
efavirenz estao apresentados na Figura 12, através da qual é possivel observar uma
endoterma correspondente a faixa de fusdo em 139-141°C para todos os lotes.

A temperatura média de inicio da endoterma para os lotes foi de 138,7°C e a
final de 140,5°C, e o valor médio de entalpia encontrado foi de -44,58 J/g. Tais
dados, assim como o perfil observado na Figura 12, correspondem ao
comportamento do farmaco efavirenz quando submetido a uma taxa crescente de
aquecimento (SATHIGARI et al., 2009; MAHAPATRA et al., 2010).
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Figura 12. Grafico da analise exploratéria diferencial por varredura dos lotes do

efavirenz.
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4.1.5. Analise Termogravimétrica

A Figura 13 representa as curvas de decomposi¢do do efavirenz em funcéo
da temperatura. A média inicial de massa entre os lotes de efavirenz utilizada foi de
3,54 mg. Os resultados foram demonstrados em perda percentual de massa, a
perda média foi de 78,84% de massa, € a temperatura média na qual foi
demonstrada esta perda foi de 245°C. Destaca-se a maior perda de massa no lote F,
que foi de 86,65%, e as menores perdas percentuais de massa foram encontradas

nos lotes | e E, que foram, respectivamente, de 70,78% e 72,10%.
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Figura 13. Gréfico da analise termogravimétrica dos lotes do efavirenz.

4.1.6 Analise de Tamanho de Particula

A distribuicdo de tamanho das particulas dos diferentes lotes do efavirenz
esta representada nas Figuras 14 e 15 e na Tabela 11. Foram representados os
valores de média, mediana, moda, e os parametros d(0,1), d(0,5) e d(0,9), assim
como o valor do indice de polidispersao. Este indice é calculado pela diferenca entre

d(0,9) e d(0,1), seguido de divisdo por d(0,5), e representa a variagcdo do tamanho



68

de particula de determinado lote em anélise em relacdo a sua média, ou seja, indica
0 quao disperso os tamanhos das particulas estdo em relagéo ao valor central.

Diferentes médias de tamanho de particulas foram encontrados nos diferentes
lotes, assim como indices de polidispersao distintos entre os lotes. Destacam-se os
lotes A e D como os lotes com menores tamanhos de particula, e os lotes B e E
como os lotes que possuem os maiores tamanhos das particulas. Em relacado a
média do tamanho das particulas, os lotes A, D, G, | e L apresentaram valores em
torno de 2,3 um, os lotes C, F, H, J e K apresentaram valores préximos a 3,4 um, e
os lotes B e E, apresentaram os maiores tamanhos médios de particula,
respectivamente, de 5,779 um e 4,980 um.
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Figura 14. Analise de tamanho de particula do Lote A (A), Lote B (B) Lote C (C), Lote
D (D), Lote E (E) e Lote F (F).

A mediana representa o valor acima do qual a metade das particulas se
encontram, e, de maneira geral, os valores de mediana encontrados foram

superiores aos respectivos valores de média, com destaque para os lotes B, E e J. O
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parametro moda indica o tamanho de particula mais freqiente no lote avaliado e, em

algumas situacdes, é o parametro mais representativo em relacdo ao tamanho da

particula. Destaca-se o valor de 21,825 um referente a moda do lote B, indicando

que este lote apresenta o maior tamanho de particula dentre os doze lotes de

efavirenz avaliados. Valores de moda superiores aos respectivos valores de media e

mediana foram observados em todos os lotes de efavirenz, com destaque para os

lotes B, C, E, F, Ge J.
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Figura 15. Analise de tamanho de particula do Lote G (A), Lote H (B) Lote | (C), Lote
J (D), Lote K (E) e Lote L (F).

Considerando as distribuigbes acumulada do didmetro da particula, foi

observado valor de d(0,1) menor que 1 um para os lotes A e D, enquanto que nos

lotes B e E, foram observados valores superiores a 2 um. Destaca-se, também, o

elevado valor de d(0,9) dos lotes B e E, confirmando que estes dois lotes possuem

0s maiores tamanhos de particula dentre os lotes de efavirenz avaliados.
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Conforme citado anteriormente, o indice de polidispersao permite avaliar o
quéo disperso esta o diametro das particulas em relagéo ao valor central. indices de
polidispersao elevados foram encontrados nos lotes C, F, G, J e L, com destaque
para os lotes C e G, demonstrando que nestes lotes o didmetro das particulas variou

significativamente.

Tabela 11. Distribuicao granulométrica das particulas dos lotes do efavirenz (um)

Indice de
Lote Média Mediana Moda d(0,1)' d(0,5)" d(0,9) o i
Polidispersao

A 2213 3,288 4,860 0,996 3,288 10,045 2,7521
B 5779 17,077 21,825 2,302 17,077 48,824 2,7242
C 3,341 6,166 15,377 1,352 6,166 28,668 4,4301
D 2,037 2,736 5,558 0,975 2,736 7,654 2,4412
E 4980 11,656 15,657 2,105 11,656 34,174 2,7513
F 3,833 7,699 13,484 1,581 7,699 24,967 3,0375
G 2,378 3,443 8336 1,013 3,443 23,096 6,4139
H 2934 5,054 6,991 1,127 5,054 14,159 2,5503
I 2,397 3,392 5287 1,120 3,392 10,670 2,8154
J 3,783 8,009 11,104 1,516 8,009 25,753 3,0262
K 3,176 5654 7,863 1,322 5,654 18,018 2,9530
L 2,341 3,388 5,882 1,035 3,388 14,241 3,8979

' d(0,1)um, d(0,5)um e d(0,9)um correspondem 10, 50 e 90% da distribuicdo
acumulada do diametro da particula, respectivamente; n=3.

4.1.7. Area Superficial

Os valores médios referentes as determinagbes da area superficial para os
diferentes lotes do efavirenz estdo representados na Tabela 12. A area superficial
pode ser utilizada na correlacdo entre tamanho de particula e solubilidade (LEUNER
& DRESSMAN, 2000). Foi possivel observar variacao significativa entre os valores
de area superficial obtidos, em destaque o lote A, que apresentou uma area
superficial superior aos demais, e o lote B, que demonstrou o menor valor. Os
valores de area superficial encontrados estdo de acordo com os valores de tamanho

de particula descritos na Tabela 11.
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Por exemplo, no lote A, que obteve area superficial 8,6790 m?/g, o maior valor
de area superficial dentre os doze lotes avaliados, possui 0 menor valor de tamanho
de particula, como pode ser observado pelo valor de moda deste lote de 4,860 um.
Por sua vez, o lote B, cujo valor de &area superficial foi de 2,0030 m?/g, possui o
maior valor de tamanho de particula, que pode ser observado tanto pelo valor de
moda de 21,825 um, quanto pelos valores de média e mediana, respectivamente, de
5,779 um e 17,077 um. A relagdo inversa entre tamanho de particula e area
superficial também foi observada nos demais lotes. A determinacao do valor de area
superficial para o Lote K néo foi possivel devido a sua quantidade limitada.

Tabela 12. Area superficial dos lotes de efavirenz

Lote Area Superficial (m?/g)
A 8,6790
2,0030
3,8942
6,2574
2,7394
5,2303
5,0674
4,7553
I 3,6902
3,1392

I G m m OO w

i

n=3

4.1.8. Microscopia Eletronica por Varredura (MEV)

As Figuras 16, 17 e 18 demonstram o aspecto dos lotes de efavirenz
analisados através da microscopia eletrénica por varredura. Foram observados
cristais na forma de bastdes longos e curtos, e as diferencas encontradas no
tamanho da particula e na area superficial descritas, respectivamente, nas Tabelas
11 e 12, foram visualizadas através da MEV.
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Figura 16. Microscopia eletrdnica por varredura do Lote A (A), Lote B (B), Lote C (C)
e Lote D (D) nos aumentos de 2000 e 7500 X.
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Figura 17. Microscopia eletrdnica por varredura do Lote E (A), Lote F (B), Lote G (C)
e Lote H (D) nos aumentos de 2000 e 7500 X.
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Figura 18. Microscopia eletrdnica por varredura do Lote | (A), Lote J (B), Lote K (C) e
Lote L (D) nos aumentos de 2000 e 7500 X.
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O tamanho dos lotes B e E observados, respectivamente, nas Figuras 16 e
17, foi comparativamente superior aos demais lotes, notoriamente no aumento de
7500 X. Destaca-se o aspecto do lote B, que apresentou cristais na forma de
bastdes, predominantemente longos e aglomerados, justificando o elevado valor
médio de didmetro das particulas e o baixo valor de area superficial encontrados
neste lotes, respectivamente, de 5,779 um e 2,0030 m?/g.

Foi possivel observar nos lotes A e D, apresentados na Figura 16, e nos lotes
| e L, apresentados na Figura 18, a presenca de particulas de pequeno tamanho
comparativamente aos demais lotes. Tal fato esta de acordo com os valores de
tamanho da particula destes lotes, notoriamente a moda que foi, respectivamente,
de 4,860 um, 5,558 um, 5,287 um e 5,882 um para os lotes A, D, l e L.

4.1.9. Teste de Karl Fisher

Os percentuais de umidade presentes nas amostras obtidos através desta
metodologia foram descritos na Tabela 13. A Farmacopeia Brasileira considera o
maximo de 0,5% como limite de aceitacdo. De acordo com esta metodologia,

apenas o lote K encontra-se fora da especificagao.

Tabela 13 Umidade por Karl Fisher dos lotes do efavirenz

Lote % Agua

A 0,3306
0,2300
0,1642
0,1597
0,1593
0,1567
0,3306
0,2658
I 0,2739
0,3077
0,6295
0,2400

T OO mm O O W

r X <«

n=3
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4.1.10. Doseamento

Os diferentes lotes do farmaco efavirenz foram avaliados conforme
metodologia descrita na Farmacopéia Americana, como pode ser observado na
Tabela 14. O teor encontrado para a maioria dos lotes esta de acordo com a faixa
98,0 a 102%, exceto os lotes C, | e K, que apresentaram valores ligeiramente
superiores.

Tabela 14. Teor dos lotes do IFA Efavirenz
Teor (%)

98,99 + 0,50
99,00 + 0,50
102,39 £ 1,04
100,89 £ 0,66
100,69 £ 1,07
100,47 £ 1,24
99,94 + 0,71

101,15 £ 0,89
102,35 + 1,61
99,83 + 0,69

102,96 £ 2,02
101,44 +1,03

I O mm O mw >

r X <«

Média + DPR; n=3

4.2. SOLUBILIDADE

4.2.1. Metodologia de Quantificacao

Foi realizado teste comparativo da quantificacdo do farmaco submetido ao
teste de solubilidade através da avaliagdo concomitante das amostras em
Espectrofotdmetro UV-Vis e em Cromatografo Liquido de Alta Eficiéncia (CLAE). A
metodologia de CLAE utilizada foi a descrita no Férum da Farmacopéia Americana
para o teste de teor (USP FORUM, 2007). Aliquotas do teste de solubilidade foram
retiradas em 2, 4, 6, 24 e 48 horas e posteriormente analisadas pelas duas técnicas.
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Também foi avaliado o efeito de agitagdo vigorosa no inicio do teste
(Equipamento Turrax) por 30 minutos e o aquecimento das amostras durante o
teste. Foram preparadas curvas-padrao para quantificacao do farmaco (Figura 20) e
determinadas as concentracdes das amostras, que foram descritas na Tabela 15.

Foram encontrados valores proximos para a solubilidade através das duas
técnicas de quantificacdo avaliadas, e optou-se pela utilizacdo da técnica de
quantificacdo do farmaco no teste de solubilidade através do uso de
Espectrofotdmetro, devido a facilidade e rapidez da andlise, e baixo custo
comparativo para realizagédo do teste.
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Figura 20. Curvas-padrao para a quantificacdo de efavirenz em CLAE (A) e
Espectrofotdmetro (B).



78

Tabela 15. Comparativo da concentracao do efavirenz no teste de

solubilidade
Concentragao (ug/mL) — Concentragao (ug/mL) —
Amostras
CLAE Espectrofotdmetro

2h 7,5198 7,9962

4 h 8,2026 8,1226

6 h 8,5131 8,9415

24 h 8,1958 8,5321

24 h Turrax 8,0265 8,8264
24 h Aquecimento 8,3266 8,1358
48 h 7,4764 7,8849

Valor médio; n=3.

Em paralelo a quantificagdo foi realizada a pesquisa de produtos de
degradacao nas amostras submetidas ao teste de solubilidade (USP FORUM, 2007).
O espectro UV-Vis do efavirenz e da impureza 1 foram representados na Figura 21.
A amostra de 24 horas, padrdao no teste de solubilidade, foi avaliada em diferentes
tempos do pico do efavirenz, com objetivo de avaliar sua pureza, como pode ser
observado na Figura 22, demonstrando presenca apenas do farmaco nos tempos
avaliados. A avaliagcdo da amostra em diferentes comprimentos de onda ao longo de
toda a corrida, como pode ser observada na Figura 23 através do espectro em
fotodiodos, indica que nas condigdes em que o teste de solubilidade foi realizado, foi
possivel quantificar apenas o farmaco no comprimento de onde 248 nm, sem

produtos de degradacao ou substancias relacionadas.
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Figura 21. Espectro UV-VIS de Efavirenz (verde) e Impureza 1 (vermelho).
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Espectro UV-VIS sobreposto em diferentes tempos do pico de efavirenz.
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Figura 23. Espectro em fotodiodos para pesquisa por substancias relacionadas no

teste de solubilidade. (A) Branco (Agua), (B) Padrao Efavirenz, (C) Amostra do teste

de solubilidade apéds 24 horas.
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4.2.3. Determinacao da Solubilidade

Foi determinada a solubilidade do efavirenz, utilizando o lote D do farmaco,
nos meios mostrados na Figura 24, a 25°C sob agitacdo magnética e com as
amostras protegidas da luz. Foi possivel observar aumento da solubilidade do
farmaco com a adicdo do tensoativo LSS nos quatros meios avaliados. A
solubilidade do farmaco foi maior no meio suco entérico simulado nas trés
concentragcdes do tensoativo. O pH nos respectivos meios também foi avaliado e foi
demonstrado na Tabela 16. A adicdo do LSS aos meios, embora aumente
consideravelmente a solubilidade, nédo teve efeito significativo nos valores de pH,
exceto no meio agua.

6 e o Agua

Suco Gastrico 5,3727
Suco Entérico |
5 4 4,848
M Tampao Acetato
z
a +
=
E
it
E b
e 37
] 2,5355
= a—
3
2,0709
2 +
BB — — —
1+
0,0123 0,0108 0,0072
o | — L — — — 7
Sem LSS LSS LSS Sem LSS LSS LSS Sem LSS LSS LSS Sem LSS LSS LSS

tenseative 05% 1,0% 20% tensoative 05% 1,0% 20% tensoative 05% 10% 2,0% tensoative 05% 10% 20%

Figura 24. Solubilidade de efavirenz em diferentes meios.

Os valores de solubilidade permitem avaliar se o farmaco encontra-se em
condicées sink no meio a ser testado, ou seja, se estd num meio com volume
superior ao menos 3 vezes 0 necessario para a saturagcdo da massa adicionada.
Considerando uma cuba de dissolucdo com 900 mL de meio e 600 mg de massa
nos comprimidos de efavirenz, nao foram obtidas condi¢cées sink na concentracao de

LSS 0,5% para os quatro meios avaliados. Entretanto, o volume de 900 mL nestas
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condicbes de dissolucao, demonstra-se capaz de solubilizar toda a massa de 600

mg de efavirenz. Foram obtidas condicdes sink nos demais meios de dissolucao

considerando as concentracdes de 1,0% e 2,0% de LSS.

Tabela 16. pH do efavirenz em diferentes meios

Meio Sem tensoativo LSS 0,5% LSS 1,0% LSS 2,0%
Suco gastrico 1,21 1,27 1,29 1,33
Agua 5,49 6,39 7,55 7,75
Tampao Acetato 4,57 4,63 4,61 4,66
Suco entérico 6,76 6,72 6,67 6,65

Foi realizado teste de solubilidade comparativa entre os lotes de efavirenz

com as amostras mantidas a 37°C por 24 horas em agitacdo magnética e protegidas

da luz. Os resultados foram descritos na Figura 25. O Lote C obteve maior valor de

solubilidade nos trés meios avaliados e estatisticamente diferentes dos demais

(P<0,01). Embora este lote apresente elevado indice de polidispersao das particulas,

como pode ser observado na Tabela 11, o valor médio de tamanho de particula de

3,341 um nao foi inferior aos demais lotes, no sentido de justificar maior solubilidade.

Dentre as possiveis explicacbes para tal fato, pode-se citar uma possivel

diferenca na constituicado polimérfica deste lote, possivelmente a presenca de

percentual de material amorfo, entretanto a andlise de DRX realizada e apresentada

na Figura 10, ndo demonstrou diferenca polimérfica entre os lotes de efavirenz

analisados.
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Figura 25. Solubilidade comparativa entre lotes do efavirenz nos meios suco

gastrico, agua e suco entérico.
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4.3. DISSOLUCAO DE COMPRIMIDOS

Os comprimidos do efavirenz produzidos com farmacos dos lotes A e B foram
avaliados comparativamente em relagdo ao seu perfil de dissolucdo. Ambos os lotes
foram submetidos ao teste de biodisponibilidade, e o lote A foi considerado o lote
com biodisponibilidade adequada, enquanto que o lote B foi reprovado neste teste.
Na avaliacao do perfil de dissolucdo, empregou-se as condicdes do ensaio descritas
na Farmacopeia Americana (FA), Farmacopeia Brasileira (FB) e metodologia de
Farmanguinhos (Far), como pode ser observado nas Figuras 26 e 27. Houve uma
nitida diferenca em relacdo ao percentual de farmaco dissolvido nos trés métodos
avaliados, sendo os maiores percentuais encontrados, para ambos os lotes, através
da metodologia da FB, que comparativamente possui maior velocidade de rotacao,
100 rpm, em relagédo a 50 rpm nas metodologias da FA e de Far.

Os lotes A e B apresentaram, respectivamente,108,64% e 98,91%, de
farmaco dissolvido ao final de 60 minutos quando se aplicou o0 método da FB. Na
metodologia da FA foram obtidos 104,37% de farmaco dissolvido, em 60 minutos,
para o lote A, e 91,56% para o lote B. Na monografia da FA, é descrito o uso de
2,0% de LSS, numa concentracao superior ao descrito para as demais monografias
e, embora a concentragdo do tensoativo na metodologia de FB seja de 1,0% de
LSS, isto é, uma concentracdo menor que na FA, o efeito da velocidade de rotagéao
demonstrado pela FB foi superior ao efeito da concentracdo do tensoativo,
justificando os valores percentuais superiores encontrados através da metodologia
da FB. A metodologia de Far, que possui a menor concentracdo do tensoativo,
proporcionou 0s menores percentuais de farmaco dissolvido para ambos os lotes,
87,51% para o lote A e 66,93% para o Lote B ao final de 60 minutos.

No sentido de verificar qual destas metodologias permitiia maior
discriminacdo entre os lotes avaliados, os resultados foram organizados de acordo
com cada metodologia, como pode ser observado na Figura 28. Os fatores de
semelhanca e diferenca, demonstrados na Tabela 18, foram avaliados no tempo de
30 minutos. A metodologia de Far demonstrou, dentre as analisadas, ser aquela com
maior poder discriminativo, uma vez que em 30 minutos apresentou valores de F1
(F1=0 a 15) e F2 (F2=50 a 100), respectivamente, de 26,08 e 39,88. Estes dados
também foram considerados estatisticamente diferentes (P<0,001) através da
andlise por ANOVA One-way, como demonstrado na Tabela 19. Foi observado o
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valor de 46,44 para F2 através da metodologia da FB, ligeiramente inferior ao
especificado de 50, porém esta diferenca entre os perfis ndo foi confirmada pelos
valores de F1 (12,26) e por ANOVA One-way (P>0,05). A metodologia da FA nao foi
capaz de perceber diferengas entre os comprimidos avaliados, uma vez que valores
de F1 e F2 encontrados foram respectivamente de 8,75 e 55,25.
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Tabela 18. Fatores de diferenca (F1) e semelhanca (F2) avaliados

em 30 minutos nos ensaios de dissolugdo de comprimidos do

efavirenz
Metodologia F1 F2
Farmacopeia Americana 8,75 55,25
Farmacopeia Brasileira 12,26 46,44
Farmanguinhos 26,08 39,88

Tabela 19. Andlise de variancia dos comprimidos produzidos com o
Lote Ae Lote B

Metodologia Variancia
Farmacopeia Americana P> 0,05
Farmacopeia Brasileira P> 0,05

Farmanguinhos P < 0,001

O uso de tensoativos, como o LSS, em meios de dissolucédo para farmacos
pouco soluveis, como o efavirenz, € comum (ROHRS, 2001; SILVA & VOLPATO,
2002; BROWN et al.,, 2004; PARK et al., 2006). Entretanto, dentre os fatores
avaliados durante o desenvolvimento de um método de dissolugao, a concentracao
do tensoativo deve ser analisada de acordo com o objetivo do teste de dissolucéo,
principalmente quando se deseja um método de dissolugao com poder discriminativo
(ROHRS, 2001; BROWN et al., 2004).

Um estudo realizado com o farmaco levotiroxina exemplifica esta questao da
concentracdo do tensoativo como fator crucial na capacidade discriminativa de um
método de dissolugado, e demonstra, também, que uma metodologia de dissolucao
capaz de discriminar entre diferentes formulacées do mesmo farmaco pode ser
utilizada na triagem da formulagéo a ser submetida ao teste de biodisponibilidade e,
assim, evitar possiveis problemas de bioequivaléncia e, inclusive, gastos adicionais
nestes testes (PABLA et al., 2009).

Pabla e colaboradores (2009) avaliaram o medicamento de referéncia e dois
medicamentos genéricos de levotiroxina através da metodologia oficial da FA para
este farmaco, que preconiza uma dissolugcao pontual em 45 minutos em meio acido

cloridrico 0,01 N contendo 0,2% de LSS. Os autores verificaram que tal metodologia
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de dissolucao, além de ndo ser capaz de avaliar a performance dos comprimidos ao
longo de todo o perfil de dissolugdo, ndo é discriminativa entre as diferentes
formulacdes do mesmo farmaco em funcao da elevada concentragdo do tensoativo
(PABLA et al., 2009).

A alternativa dos autores foi o uso da concentracédo de LSS a 0,05%, inferior
ao descrito na FA, além de controle adequado do pH, critico para este farmaco. Este
trabalho demonstrou que os trés medicamentos de levotiroxina analisados possuem
perfis de dissolugdo significativamente diferentes, tanto no formato da curva de
dissolugcdo quanto no percentual de farmaco dissolvido, e salientou que a auséncia
de metodologia de dissolucdo discriminativa de levotiroxina representa um dos
fatores relacionados aos problemas de bioequivaléncia com este farmaco descritos
na literatura (PABLA et al., 2009)

Um método de dissolugdo baseado nos dados in vivo pode ser capaz de
predizer, ou mesmo, antever a biodisponibilidade de determinada forma
farmacéutica (BROWN et al., 2004). Diversos trabalhos na literatura relatam
condigdes de dissolucdo discriminativas, cujas metodologias de dissolucdo foram
baseadas nos ensaios in vivo (HE et al., 2004; ROSSI et al., 2007; PAPP et al.,
2008; ROSSI et al.,, 2011). Um exemplo de método de dissolucao discriminativo,
baseado nos dados in vivo, foi realizado com o farmaco antirretroviral ritonavir, cujo
estudo avaliou diferentes meios de dissolucdo e concentragdes do tensoativo LSS
(ROSSI et al.,, 2007). Os autores analisaram as concentracées de LSS de 0,3%,
0,5%, 0,7% e 1,0%, e, através da regressao linear com os dados in Vvivo,
conseguiram estabelecer CIVIV de nivel A utilizando a concentragdo de LSS de
0,7% e 25 rpm (ROSSI et al., 2007).

Outro exemplo de método de dissolucao desenvolvido com base na avaliacao
dos dados de biodisponibilidade foi realizado com o farmaco nimodipino (HE et al.,
2004). Os autores relataram a possibilidade de uso do teste de dissolucdo na
identificacdo de potenciais problemas de biodisponibilidade e na previsdo da
liberacdo do farmaco in vivo e absorcao sistémica, e ndo apenas para controle de
qualidade lote a lote da producao farmacéutica (HE et al., 2004). O estudo avaliou
duas marcas de comprimidos de nimodipino, cujos dados in vivo foram
significativamente diferentes (HE et al., 2004).

A metodologia oficial de comprimidos de nimodipino descrita na Farmacopeia
Britanica, na ocasido do estudo, preconizava o uso de tampao acetato pH 4,5



89

contendo 0,3% de LSS, e tal condi¢cdo nao foi capaz de perceber diferengas entre os
comprimidos com biodisponibilidades conhecidas e diferentes (HE et al., 2004). Os
autores do trabalho desenvolveram metodologia alternativa de dissolugéo, na qual a
concentracao do tensoativo LSS no meio tampao acetato pH 4,5 foi reduzida para
0,05%. Desta forma, perfis de dissolugédo discriminativos entre as duas marcas com
biodisponibilidade diferentes foram obtidos, e a reducdo da concentracdo do
tensoativo proporcionou maior sensibilidade do método as variacbes na manufatura
do fa&rmaco e em relacdo as formulac¢des avaliadas (HE et al., 2004).

O caso do efavirenz é semelhante aos exemplos relatados, pois a
metodologia de dissolugdo da FA, que utiliza, LSS 2,0% e 50 rpm, é aplicavel a
rotina de controle de qualidade dos comprimidos de efavirenz, entretanto esta
metodologia nao foi capaz de observar diferenca entre o lote do farmaco aprovado e
o lote do farmaco reprovado no teste de bioequivaléncia, o que demonstra que esta
metodologia n&o foi discriminativa. Sendo assim, a diferenca na bioequivaléncia
entre os comprimidos produzidos com os lotes A e B do farmaco efavirenz foi
apenas observada pelas metodologia da FB e de Far, que utilizam, respectivamente,
LSS 1,0% e 100 rpm e LSS 0,5% e 50 rpm. Condi¢c6es mais brandas de dissolugao
e, portanto, mais discriminativas, foram observadas principalmente na metodologia
de Far.
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4.4. DISSOLUCAO POR DISPERSAQO

4.4.1. Comparativo entre lotes

Sete diferentes lotes do farmaco efavirenz (lotes A a G) foram avaliados
através do teste de dissolugcao por dispersao, utilizando-se o aparato pa, 900 mL de
meio aquoso contendo 0,5% de lauril sulfato de s6dio e rotagdo de 50 rpm. Os
resultados foram representados na Figura 29 e na Tabela 20. Foram obtidos
diferentes percentuais de farmaco dissolvido por dispersao para os lotes avaliados,
porém todos dissolveram em torno de 35% nos primeiros 5 minutos do perfil de
dissolugcao por disperséo e atingiram em torno de 75% ao final dos 60 minutos do
teste, exceto os lotes B e C. Os lotes A e D foram aqueles que obtiveram maior
percentual de farmaco dissolvido ao longo de todo o perfil de dissolucao por
dispersao, alcangando um maximo de 79,77% e 77,36%, respectivamente, ao final
do tempo especificado.

O Lote F também alcancou, comparativamente, percentuais elevados de
farmaco dissolvido por dispersdo, num total de 77,41% ao final de 60 minutos. O lote
Lote G, embora nado tenha proporcionado percentuais de farmaco dissolvido por
dispersdao ao longo do teste na mesma proporcao que os lotes A e D, alcancou
pontualmente, em 60 minutos, 78,43% dissolvido. Os lotes B e C obtiveram o menor
percentual de farmaco dissolvido por dispersdao ao longo de todo o perfil de
dissolucdo e alcancaram, respectivamente, um total de 55,76% e 67,76% de
farmaco dissolvido por dispersdao ao final do teste. O lote E, por sua vez,
proporcionou valores intermediarios, na ordem de 72,04% de farmaco dissolvido ao
final do perfil de dissolugcao por dispersao.

O lote A, que proporcionou o maior percentual de farmaco dissolvido por
dispersdao ao longo de todo o perfil, foi estatisticamente diferente dos lotes B
(P<0,001), C (P<0,001) e E (P<0,05), como pode ser observado na Tabela 21. De
forma semelhante, o lote D, também com elevado percentual de farmaco dissolvido,
foi estatisticamente diferente dos lotes B (P<0,001) e C (P<0,01). Diferencas
estatisticamente significativas foram observadas também entre o lote B e os lotes F
(P<0,001) e G (P<0,05). O lote F também foi diferente do lote C (P<0,05).
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Comparativo entre lotes a 50 rpm e LSS 0,5%
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Figura 29. Perfil de dissolucdo por dispersao dos lotes de efavirenz.

Tabela 20. Percentual dissolvido por dispersao dos lotes de efavirenz

Tempo (minutos) Lote A Lote B Lote C Lote D Lote E Lote F Lote G

5 37,92 37,30 33,09 3589 36,57 37,98 37,45
10 51,04 43,50 41,01 47,97 43,59 47,19 45,63
15 58,02 47,19 45,76 56,91 48,77 53,90 50,81
30 69,89 50,00 5569 68,87 60,28 66,28 62,26
45 78,37 55,01 62,84 7429 65,73 72,93 68,00
60 79,77 55,76 67,76 77,36 72,04 77,41 78,43

Foi realizada, também, a andlise dos fatores de diferenca (F1) e semelhanca
(F2) entre os lotes submetidos ao teste de dissolucéo por dispersao. A especificacao

para interpretacao do fator de diferenca, F1, € de 0 a 15, e valores acima desta faixa
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indicam diferenca entre os perfis de dissolucao (SHAH et al., 1998). Por sua vez, o
fator de semelhanga, F2, é avaliado de acordo com a faixa de 50 a 100, e valores
abaixo desta especificacao indicam diferenca entre os perfis de dissolucdo (SHAH et
al., 1998). Como pode ser observado na Tabela 21, os fatores F1 e F2 encontrados
confirmaram as diferencas estatisticas observadas pelo método de Tukey/ANOVA
One-way, entretanto, no comparativo entre alguns lotes, foram obtidos valores
limitrofes de F1 e F2.

Tabela 21. Analise estatistica entre os lotes de efavirenz

no teste de dissolugéo por dispersao

Lotes Variancia F1 F2
B A P<0,001 23,00 38,70
B E P>0,05 12,13 52,10
B D P<0,001 20,85 41,47
B C P>0,05 10,99 58,69
B G P<0,05 15,71 46,14
B F P<0,001 18,81 43,23
A E P<0,05 14,69 52,87
A D P>0,05 3,80 78,29
A C P<0,001 22,49 46,00
A G P>0,05 9,47 59,29
A F P>0,05 5,47 71,09
E D P>0,05 9,87 58,78
E C P>0,05 6,80 71,67
E G P>0,05 4,55 74,13
E F P>0,05 8,07 64,09
D C P<0,01 18,01 50,30
D G P>0,05 7,00 66,15
D F P>0,05 2,78 83,05
C G P>0,05 10,63 59,27
C F P<0,05 13,93 53,33
G F P>0,05 4,26 75,04

Avaliacdo de F1 e F2 em 30 minutos.
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Os valores obtidos para os fatores F1 e F2 entre os lotes A e E foram,
respectivamente, de 14,69 e 52,87, que de acordo com a especificacdo estabelecida
seriam semelhantes (SHAH et al., 1998). Entretanto, tais valores encontram-se
préximos aos limites de 15 para o fator de diferenca e de 50 para o fator de
semelhancga, indicando que a semelhanca entre estes lotes € pequena, o que foi
confirmado pelo método de Tukey/ANOVA One-way (P<0,05). Fato semelhante foi
observado entre os lotes C e F, cujos valores de F1 e F2 foram, respectivamente, de
13,93 e 53,33, e a analise pelo método de Tukey/ANOVA One-way também revelou
diferenca entre os lotes (P<0,05). Também foram obtidos valores limitrofes de F2
entre os lotes D e C, porém, de forma semelhante, o método de Tukey/ANOVA One-
way considerou diferente o percentual de farmaco dissolvido entre estes lotes, o0 que
também foi confirmado pelo valor de F1.

Estas diferencas observadas no teste de dissolugcéo por dispersao refletem as
diferentes caracteristicas fisico-quimicas entre os lotes do farmaco efavirenz,
apresentadas no item 4.1., notoriamente o tamanho de particula (Tabela 11) e a
area superficial (Tabela 12) dos lotes. A Tabela 22 compara o percentual de farmaco
dissolvido em 60 minutos de cada lote com seus respectivos valores de éarea
superficial, tamanho de particula, e os valores do indice de polidispersdo. De
maneira geral, foi possivel observar uma relagdo direta entre area superficial e
percentual de farmaco dissolvido, conforme equacédo de Noyes-Whitney (Equacao
1), e relacdo inversamente proporcional do tamanho da particula na dissolucao por
dispersao dos diferentes lotes avaliados.

Os lotes A e D, que obtiveram comparativamente elevado percentual de
farmaco dissolvido no teste de dissolugdo por dispersdo, possuem 0s maiores
valores de 4area superficial, respectivamente, de 8,6790 m?g e 6,2574 m?g. Em
relacdo ao tamanho de particula, estes lotes possuem os menores valores médios
de tamanho, respectivamente, de 2,213 ym e 2,037 ym, e também, os menores
valores de moda dentre os lotes avaliados em sua dissolugdo por dispersao,
respectivamente de 4,860 um e 5,558 um.

Conforme citado anteriormente, o lote G alcancou pontualmente em 60
minutos um percentual elevado de farmaco dissolvido por disperséo e as diferencas
encontradas na dissolucao por dispersao entre os lotes F e G foram interpretadas
através da andlise conjunta dos valores de area superficial e tamanho de particula.
Embora estes lotes tenham apresentado valores semelhantes de area superficial,



94

respectivamente de 5,2303 m?/g e 5,0674 m?/g, e o lote F possua comparativamente
maior média de tamanho de particula, 3,833 um, em relagédo ao lote G, cuja média é
2,378 um, o lote F apresentou maior percentual de farmaco dissolvido por dispersao
ao longo de todo o perfil de dissolucdo. Tal fato pode ser explicado em funcdo do
elevado indice de polidispersao do lote G de 6,4139, indicando que os tamanhos das
particulas deste lote ndo sdo uniformes e variam consideravelmente em relacdo a
média, o que pode ser confirmado pela Figura 14 (G), através da qual é possivel
observar duas populagées distintas de tamanho de particula para este lote.

Tabela 22. Comparativo entre percentual de farmaco dissolvido por dispersédo com

caracteristicas fisico-quimicas dos lotes de efavirenz

Q (%) Area Tamanho de particula
Lotes  em 60 Superficial "\z4ia Mediana Moda  d(0,5)  Indice de
min (m°/g) @m)  (um)  (@um)  (um) Polidispersao
A 79,77 86790 2213 30288 4,860 3,288 27521
B 5576 20030 5779 17,077 21,825 17,077  2,7242
C 6776 308942 3341 6,166 15377 6,166 4,4301
D 7736 62574 2037 2736 5558 2,736 2 4412
E 7204 27394 4980 11,656 15657 11,656  2,7513
F 7741 52303 3,833 7,699 13484 7,699 3,0375
G 7843 50674 2378 3443 8336 3,443 6,4139

Como pode ser observado na Tabela 22, o lote B, que gerou
comparativamente o menor percentual de farmaco dissolvido por dispersao,
apresenta o menor valor de area superficial e 0 maior tamanho médio de particulas,
respectivamente, de 2,0030 m?/g e 5,779 pum. Os valores de d(0,1), d(0,5) e d(0,9)
deste lote foram superiores a todos os lotes analisados na dissolugao por disperséo.
Destaque-se o valor elevado de 21,825 um referente a moda do lote B, indicando
que o tamanho da maioria das particula deste lote sdo consideravelmente maiores
que as dos demais lotes de efavirenz, justificando o menor percentual de farmaco
dissolvido por dispersao dentre os sete lotes avaliados.

Os lotes C e E apresentaram comparativamente valores de area superficial
superiores ao lote B e inferiores aos demais lotes, respectivamente de 3,8942 m?/g e
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2,7394 m?/g. Apesar do valor de &rea superficial do lote C ser superior ao do lote E,
a diferenga percentual de farmaco dissolvido por dispersdo observada entre estes
lotes no tempo de 60 minutos foi de apenas aproximadamente 4%. O valor da moda
destes lotes foi semelhante, respectivamente, de 15,377 pm e 15,657 um, e , assim
como o lote G, o lote C também apresenta elevado indice de polidisperséo, 4,4301,
e tal fato teve influencia nas diferencas de percentual de farmaco dissolvido por
dispersao entre o lote C e o lote E. Considerando que o valor referente ao diametro
de 50% das particulas do lote E foi de 11,656 um e o do lote C foi de 6,166 um, a
analise dos respectivos indices de polidispersao indica que os tamanhos das
particulas do lote E variaram menos em relacdo ao valor central de d(0,5) em
comparacao ao lote C. Nesse sentido, a presenca de maior quantidade de particulas
de maiores tamanhos no lote C pode ter influenciado no fato do percentual de
farmaco dissolvido por dispersdo do lote E ter sido superior ao percentual de
farmaco dissolvido por dispersao do lote C.

A e B representam lotes do efavirenz que foram submetidos ao teste de
bioequivaléncia. A diferenca entre os tamanhos das particulas e as areas
superficiais entre estes dois lotes, como pode ser verificado na Tabela 22, foram
cruciais na aprovacao do lote A e reprovagdo do lote B. A caracterizagdo de
propriedades fisico-quimicas de farmacos e a visualizagdo do impacto destas
propriedades na biodisponibilidade de medicamentos através da técnica de
dissolucao por dispersao foi descrita em alguns trabalhos da literatura (KOBAYASHI
et al., 2000; AGRAWAL et al., 2004; KIM et al., 2008).

O farmaco rifampicina, por exemplo, foi avaliado através de diferentes
técnicas, dentre elas a dissolugdo por dispersdo (AGRAWAL et al.,, 2004). Os
autores avaliaram onze lotes de matérias-primas através da técnica de dissolucao
por dispersdo, assim como os padrdes dos polimorfos |, Il e da forma anidra do
farmaco, e verificaram o impacto direto do tamanho da particula no percentual de
farmaco dissolvido por dispersdo. O trabalho da rifampicina avaliou, ainda, fracoes
micronizadas em diferentes tamanhos de particula do farmaco e relatou que quanto
maior o percentual de particulas em determinado lote com tamanho de particula
acima de 100 um, mais lenta é a dissolugao por dispersao (AGRAWAL et al., 2004).

A técnica da dissolucao por dispersao também foi utilizada na avaliacdo de
amostras amorfas de atorvastatina liofilizadas e submetidas a fluido supercritico
(KIM et al, 2008). O perfil de dissolucdo por dispersdo das amostras de



96

atorvastatina mostrou percentual de farmaco dissolvido por dispersdo superior nas
amostras liofilizadas em solugdo com acetona, comparativamente as amostras
preparadas em solucdo contendo tetrahidrofurano e as amotras nao processadas
(KIM et al., 2008). Outro trabalho que utilizou a técnica da dissolugcao por dispersao
foi realizado com o farmaco carbamazepina, no qual a dissolugcéo por dispersao foi
capaz de discriminar entre as formas I, lll e diidratada do farmaco (KOBAYASHI et
al., 2000). O estudo demonstrou a transformacao que ocorre em meio aquoso das
formas | e lll para a forma diidratada, e, ainda, observou que a transformacao da
forma Ill em diidrato é mais rapida que a da forma | (KOBAYASHI et al., 2000).

Estes trabalhos citados exemplificam a possibilidade de uso da dissolugcéo por
dispersao na avaliacdo de propriedades fisico-quimicas do farmaco. Nesse sentido,
caracteristicas do estado sélido e de dissolucao podem ser selecionadas de acordo
com sua relevancia biofarmacéutica (KOBAYASHI et al., 2000; AGRAWAL et al.,
2004), visando aprovacao de lotes no teste de biodisponibilidade, conforme foi
observado no caso do efavirenz, no qual, além dos fatores referentes a formulacao,
as caracteristicas do estado sélido, notoriamente tamanho de particula e area
superficial determinaram a biodisponibilidade observada dos lotes A e B.

Nesse sentido, os lotes do efavirenz avaliados na sua dissolugcdo por
dispersao foram agrupados em dois grupos estatisticamente diferentes um do outro
e semelhante entre si, como pode ser observado na Tabela 23. Os lotes E e G nao
foram incluidos nesta classificagdo, pois embora o lote E seja estatisticamente
semelhante aos lotes do Grupo 2 (P>0,05), este lote foi apenas diferente do lote A
(P<0,05). Por sua vez, o lote G foi apenas estatisticamente diferente do lote B
(P<0,05).

Tabela 23. Classificagao dos lotes do farmaco efavirenz de acordo com o percentual
dissolvido por dispersao

Lote A
Lotes com elevado percentual de farmaco dissolvido por
Grupo 1 . _ Lote D
dispersao

Lote F

_ ] _ _ Lote B

Grupo 2 Lotes com baixo percentual de farmaco dissolvido por Lote C

ote

dispersao
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4.4.2. Avaliacao do uso de tensoativo

Conforme observado na Tabela 23, os lotes do efavirenz analisados na
dissolucdo por dispersdo foram separados em dois grupos, € o efeito da
concentracdo do tensoativo na dissolucao por dispersao foi avaliado considerando-
se dois lotes de cada grupo. Nesse sentido, os lotes A, B, C e D foram avaliados
também nas concentracbes de 1,0% e 2,0% do tensoativo LSS, como pode ser
observado na Figura 30. As analises revelaram que o aumento na concentragao do
tensoativo foi capaz de elevar o percentual dissolvido do farmaco para os quatro
lotes nas condigdes analisadas. Os lotes A e D proporcionaram curvas de perfil de
dissolucdo bastante semelhante nas trés condicoes avaliadas. O lote B obteve
comparativamente o menor percentual de farmaco dissolvido por dispersdo, mesmo
com o aumento da concentracao do tensoativo, enquanto que o lote C proporcionou
percentuais intermediérios de farmaco dissolvido por disperséo.

Na concentracdo de LSS de 1,0%, foram obtidos percentuais de farmaco
dissolvido por dispersdo, ao final dos 60 minutos do perfil de dissolucéo,
aproximadamente 10% superior aqueles encontrados na concentracdo de LSS de
0,5% para todos os lotes avaliados, como pode ser observado na Figura 30. Os
valores de farmaco dissolvido por dispersdo no tempo de 60 minutos para os lotes A,
B, C e D, foram respectivamente de 90,86%, 67,80%, 81,52% e 91,07%. A andlise
estatistica, demonstrada na Tabela 24, indica que o lote A foi diferente dos lotes B
(P<0,01) e C (P<0,01), e semelhante ao lote D (P>0,05). O lote D, por sua vez,
também foi diferente dos lotes B (P<0,01) e C (P<0,01), e os lotes B e C foram
estatisticamente semelhantes (P>0,05). A analise dos valores de F1 e F2,
demonstrados na Tabela 25, confirmam os resultados obtidos pelo método de Tukey
ANOVA/One Way.

Na concentracdo de LSS 2,0%, os valores percentuais de farmaco dissolvido
por dispersao em 60 minutos para os lotes A, B, C e D, foram respectivamente de
93,44%, 69,00%, 88,82% e 96,85%. Destaca-se que o percentual do lote B
dissolvido por dispersdo, mesmo na concentracdo de LSS 2,0% néo foi completa. A
andlise estatistica foi semelhante a concentragéo de 21,0% e revelou que o lote A foi
diferente dos lotes B (P<0,001) e C (P<0,05), e semelhante ao lote D (P>0,05). O
lote D também foi diferente dos lotes B (P<0,001) e C (P<0,05), e os lotes B e C
foram estatisticamente semelhantes (P>0,05).
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Figura 30. Perfil de dissolug¢ao por dispersdao comparativo entre lotes de efavirenz
com LSS 0,5% (A), 1,0% (B) e 2,0% (C) e 50 rpm.
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Pode-se notar que a diferenga estatistica entre os lotes A e B (P<0,001), e B e
C (P<0,001) foi maior na concentragédo de LSS 2,0%, entretanto tal fato ndo significa
que este meio seja mais discriminativo, uma vez que esta diferenca estatistica
observada é consequéncia do baixo percentual de farmaco do lote B dissolvido
nesta concentracéo, indicando que mesmo uma concentragdo elevada do tensoativo
LSS néo foi suficiente para proporcionar aumento na quantidade de farmaco do lote
B dissolvido por dispersdo. A avaliacdo dos fatores de diferenca e semelhanca,
demonstrados na Tabela 25, confirmam os dados obtidos através da metodologia de
Tukey ANOVA/One Way. A avaliagédo de F1 e F2 revelou, entretanto, diferenca entre
os lotes B e C, o0 que pode ser explicado pelo baixo percentual do lote B dissolvido

por dispersao, conforme citado anteriormente.

Tabela 24. Analise estatistica entre os lotes do efavirenz
avaliados na dissolucao por dispersao

Lotes LSS 0,5% LSS 1,0% LSS 2,0%
B A P<0,01 P<0,01 P<0,001
B D P<0,001 P<0,01 P<0,001
B C P>0,05 P>0,05 P>0,05
A D P>0,05 P>0,05 P>0,05
A C P<0,001 P<0,05 P<0,05
D C P<0,01 P<0,01 P<0,05

Tabela 25. Fatores de diferenca (F1) e semelhanca (F2) entre os
lotes do efavirenz avaliados na dissolucao por dispersao
LSS 0,5% LSS 1,0% LSS 2,0%

F1 F2 F1 F2 F1 F2
23,00 38,70 | 20,91 38,07 | 27,77 31,74
20,85 41,47 (21,13 37,88 |[27,97 31,06
10,99 58,69 |14,17 51,33 |15,40 44,04

3,80 78,29 3,57 73,40 2,62 79,70
22,49 46,00 |19,23 4593 |[17,41 44,52
18,01 50,30 |22,05 43,48 |17,73 44,91

Lotes

O >» » @ U @
O o o o o >r
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O efeito da concentracdo do tensoativo nos lotes A a D foi demonstrado na
Figura 31, que permite a visualizagdo do percentual de farmaco dissolvido por
dispersdo em cada lote. De acordo com o esperado, quanto maior a concentracao
do tensoativo maior o percentual de farmaco dissolvido por dispersao, exceto na
concentracdo de LSS 2,0% do lote B, que demonstrou o menor percentual de
farmaco dissolvido por dispersao, e cujos valores em LSS 2,0% foram semelhantes
aqueles obtidos com LSS 1,0%.
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Figura 31. Perfil de dissolucao por dispersao dos lotes A (A), B (B), C (C) e D (D) em
fungéo da concentragdo do tensoativo.
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4.4.3. Avaliacao do Meio de Dissolucao

Foram avaliados os meios suco gastrico simulado, agua e suco entérico
simulado, todos na presenca de diferentes concentracées do tensoativo LSS, com o
objetivo de verificar a capacidade do meio em discriminar entre os lotes do farmaco,

como pode ser observado na Figura 32 e Tabela 26.
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Figura 32. Perfil de dissolugao por dispersao do lote D em diferentes meios a 50 rpm

(A) Suco gastrico simulado, (B) Agua e (C) Suco entérico simulado.



102

Tabela 26. Percentual dissolvido por dispersao do lote D em diferentes meios

Suco Gastrico ] L
Tempo _ Agua Suco Entérico Simulado
Simulado

(min)

0,5% 1,0% 2,0% | 0,5% 1,0% 2,0% | 0,5% 1,0% 2,0%

5 44,30 52,42 52,68 | 3589 48,51 5525 | 56,25 56,01 57,76
10 59,73 67,88 69,32 | 4797 61,75 71,01 | 71,21 73,40 72,50
15 68,81 76,51 74,68 | 56,91 68,90 78,33 | 78,26 81,25 81,40
30 80,72 88,80 86,46 | 68,8/ 81,46 90,48 | 89,68 92,08 88,48
45 86,79 93,50 91,28 | 7429 89,05 96,47 | 93,93 92,61 93,45

60 89,17 93,83 91,18 | 77,36 91,07 96,83 | 95,42 94,67 93,10

O lote D foi utilizado nestes testes comparativos pelo fato deste lote
apresentar perfil de dissolucdo por dispersdao semelhante ao lote A, aprovado na
bioequivaléncia, e também pela maior quantidade de farmaco disponivel deste lote
para a realizacdo dos testes. De maneira geral, foi observado maior percentual de
farmaco dissolvido por dispersdao nos meios suco gastrico simulado e suco entérico
simulado, comparativamente ao meio agua, o que esta de acordo com os valores de
solubilidade do efavirenz nestes meios, descritos na Figura 24.

Nao foi observada diferenca em relacao ao percentual de farmaco dissolvido
entre as concentragdes do tensoativo LSS, tanto em suco gastrico simulado quanto
em suco entérico simulado, como pode ser observado na Figura 32. Foram obtidos
percentuais médios de 91,39% e 94,39% de farmaco dissolvido por dispersdao nos
meios suco gastrico e suco entérico, respectivamente, considerando as trés
concentracdes do tensoativo.

Entretanto, no meio agua foram observadas diferencas percentuais de
farmaco dissolvido por dispersdao nas concentracdes do tensoativo, sendo obtidos,
ao final dos 60 minutos da dissolugcdo, 77,36%, 91,07% e 96,83% nas
concentragdes de LSS 0,5%, 1,0% e 2,0%, respectivamente. Tal diferenca esta
relacionada a solubilidade do farmaco nestes meios, conforme descrito no item
4.2.3, e pelo fato de nao terem sido atendido as condicbes sink no meio agua
contendo LSS 0,5% .
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4.5. DESENVOLVIMENTO DE METODOLOGIA DE DISSOLUGCAO INTRINSECA
4.5.1. Metodologia de Quantificacao do Efavirenz

Foi realizada a quantificacdo do farmaco nos estudos de dissolugéo intrinseca
de efavirenz através de espectrofotbmetro UV-Vis no comprimento de onde de 248
nm, de acordo com especificacdo das monografias oficiais do farmaco para
dissolucao (FARMACOPEIA BRASILEIRA, 2010; USP 34, 2011).

4.5.2. Parametro do teste de dissolucao intrinseca

Os parametros forca de compressao, velocidade de rotacdo, meio de
dissolucao e concentracédo do tensoativo foram avaliados durante o desenvolvimento
da metodologia de dissolucdo intrinseca, como pode ser observado na Tabela 27,

que indica as variagdes analisadas de cada parametro.

Tabela 27. Parametros avaliados no desenvolvimento da metodologia de dissolucao

intrinseca do efavirenz

Parametro Variacao
Forca de Compressao 100 psi a 1200 psi
Velocidade de Rotacéo 50, 100, 150 e 200 rpm
Meio de Dissolugéo Suco Gastrico Simulado (sem enzimas) pH 1,2

Tampao Acetato pH 4,5
Agua

Suco Entérico Simulado (sem enzimas) pH 6,8

Concentragao do Tensoativo Lauril Sulfato de Sédio a 0,5%, 1,0% e 2,0%

4.5.3. Preparo da Pastilha

Foram preparadas pastilhas com o farmaco efavirenz com as forcas de
compressao de 100, 150, 200, 300, 400, 500, 600, 700, 800, 900, 1000, 1200, 1500
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e 2000 psi, empregando-se como tempo de compressao tanto 30 segundos quanto 1
minuto. As pastilhas foram avaliadas em relagdo ao aspecto visual, dureza e através
de DRX. Em todos os testes para o desenvolvimento do método de preparo das
pastilhas para o teste de dissolugao intrinseca foi utilizada a massa de 180 mg de
efavirenz do lote D, que corresponde a massa do farmaco capaz de completar todo
o orificio do aparato de dissolucao intrinseca antes da compresséo.

4.5.4. Avaliacao do Aspecto

Inicialmente foram preparadas pastilhas com forca de compressao na faixa de
100 a 2000 psi por 1 minuto (Yu et al., 2004) e foi possivel observar que até a forca
de compressao de 300 psi, as pastilhas apresentaram-se ligeiramente quebradicas e
parte do farmaco utilizado no preparo depositou-se na base do aparato de
dissolucao intrinseca, como pode ser observado na Figura 33. A partir da forca de
compressao de 800 psi, esta deposicao foi reduzida, e nas forgcas de 1500 psi e
2000 psi, a pastilha apresentou aspecto mais claro e ligeiramente opaco, como
demonstrado na Figura 33.

O mesmo teste foi realizado empregando-se as mesmas forgcas de
compressao por 30 segundos, no intuito de utilizar a menor forca e 0 menor tempo
de compressao capaz de gerar um material compacto e nao desintegrante (USP 34,
2011). De maneira semelhante, o material demonstrou-se ligeiramente quebradico e
com deposicdo de parte do farmaco na base do aparato para o preparo das
pastilhas até a forca de compressédo de 600 psi, a partir da qual esta deposicéo foi
reduzida. Foi observada reprodutibilidade no preparo das pastilhas na forca de 1000
psi, ou seja, diversas pastilhas preparadas em sequéncia com esta forca de
compressao demonstraram aspecto compacto e nao desintegrante.

Dificuldades no preparo da pastilha para realizacdo do teste de dissolucao
intrinseca foram relatadas em alguns estudos (YU et al., 2004; CARINI et al., 2009).
Por exemplo, no caso da talidomida, foram observadas laminacdo da pastilha e
fissuras na superficie desta em forcas de compressao elevadas (CARINI et al.,
2009). Pastilhas contendo o farmaco piroxicam nao podem ser preparadas com
forcas de compressao superior a 1000 psi por 1 minuto, pois resultam em pastilhas
frageis, que se fragmentam no meio de dissolucdo (YU et al, 2004). Yu e

colaboradores (2004) também observaram que o metoprolol gruda na base do
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aparato de dissolucéo intrinseca quando é comprimido, resultando em fragmentacao
da pastilha quando a base e a matriz sdo desafixadas para o inicio do teste de
dissolucdo intrinseca (YU et al, 2004). Fato semelhante ocorre no caso do
efavirenz, e foi possivel observar através da manipulagdo deste farmaco, que o

mesmo apresenta comportamento eletrostatico.

Figura 33. Avaliacado do aspecto das pastilhas com efavirenz: (A) Residuo no
Suporte, (B) Pastilha Opaca.

Nesse sentido, e com objetivo de reduzir a deposi¢do de farmaco na base do
aparato de dissolucdo intrinseca, além de tentar reduzir a forca de compressao
utilizada no teste, foi utilizado o estearato de magnésio para lubrificacdo da base do
aparato, de maneira semelhante ao realizado no caso da carbamazepina (SEHIC et
al., 2010). Com o uso do lubrificante, foi possivel obter pastilhas adequadas na faixa
de 300 a 1200 psi utilizando-se tanto 30 segundos quanto 1 minuto como tempo de
compressao. Optou-se, entdo, pelo uso do menor tempo de compressao, ou seja, 30
segundos, e pelo emprego da forga de compressao de 600 psi. Esta condigéao foi
considerada adequada para a realizagdo dos testes de dissolugdo intrinseca de
efavirenz, uma vez que esta forga representa a menor forca de compressao capaz
de proporcionar pastilhas compactas ndo desintegrantes com reprodutibilidade no

preparo.
4.5.5. Avaliacao da Dureza

A dureza das pastilhas foi avaliada na faixa de forca de compressao de 100
psi a 1000 psi por 30 segundos. Forgas de compressao acima de 1000 psi nao



106

foram avaliadas devido a dificuldade em retirar a pastilha intacta do aparato de
dissolucdo intrinseca para posterior avaliacdo da dureza. Os valores médios
referentes a trés determinacdes foram descritos na Tabela 27. Foi observado
aumento da dureza das pastilhas com o aumento da forca de compressao até a
forca de 300 psi, € a dureza das pastilhas com for¢ca de compressao de 400 psi a
1000 psi manteve-se na faixa de 29 N — 33 N.

Tabela 27. Dureza média das pastilhas de
acordo com forca de compressao em 30 s

Forca (psi) Dureza Média (N)
100 17,67
150 19,67
200 19,67
300 24,00
400 30,33
500 29,00
600 31,67
700 32,33
800 32,67
900 30,33

1000 31,33
Média; n=3

4.5.6. Difracao por Raios-X

Pastilhas preparadas empregando-se as forcas de compressao de 200, 300,
400, 500, 800, 1000, 1200, 1500 e 2000 psi, tanto com a forca de compressao
aplicada por 1 minuto quanto com a for¢ca de compressao aplicada por 30 segundos
foram submetidas a andlise de DRX com objetivo de verificar alguma possivel
alteracao na estrutura cristalina apds a aplicagéo da forgca de compressao (USP 34,
2011). Os difratogramas obtidos nas Figuras 34 e 35 referem-se, respectivamente,
as forcas de compressao na faixa de 200 a 2000 psi com 1 minuto e 30 segundos de

aplicacao da forca.
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O efavirenz apresenta polimorfismo e seu polimorfo | € o comumente utilizado
em formulagcées (MAHAPATRA et al., 2010). Os resultados indicaram que ndo houve
alteracdo na estrutura cristalina do farmaco apds aplicacdo das forcas de
compressdao empregadas no teste, uma vez que o difratograma obtido corresponde
ao padrdo da forma cristalina | do efavirenz, demonstrado no item 4.1.3 e na Figura
11 (MAHAPATRA et al., 2010), e estd de acordo com o difratograma do farmaco
obtido antes da aplicacdo da forca de compressdo, como pode ser observado no
item 4.1.3 e Figura 10.
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Figura 34. Grafico de DRX de efavirenz submetido a diferentes
forcas de compressao durante 1 minuto.
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Forca de Compressao - 30 segundos
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Figura 35. Grafico de DRX de efavirenz submetido a diferentes
forcas de compresséao durante 30 segundos.
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4.5.7. Forca de Compressao

O efeito da forca de compressdo na dissolucéo intrinseca do efavirenz foi
avaliado empregando-se as forcas de compressao de 100, 150, 200, 300, 400, 600,
800, 1000 e 1200 psi por 30 segundos. Esta faixa de forcas de compressao foi
testada por ser comumente descrita na literatura para os estudos de dissolucéao
intrinseca (AGRAWAL et al., 2004; LI et al., 2005; GHAZAL et al., 2009; SETHE et
al.,, 2010) e o tempo de compressao adotado foi de 30 segundos. Os testes foram
realizados em 500 mL de meio aquoso contento 0,5% de lauril sulfato de sodio e
utilizando-se a velocidade de rotagdo de 50 rpm.

A Figura 36 representa o perfil de dissolucao intrinseca de efavirenz obtido
com as forgas de compressao de 100 psi a 1200 psi. Foi possivel observar, ao final
de 5 horas do perfil de dissolucdo intrinseca, que aproximadamente 9 mg do
farmaco foi dissolvido a partir das pastilhas em todas as condigdes avaliadas. Esta
massa do farmaco representa em torno de 2,5% da massa total utilizada no teste, e
este pequeno percentual de farmaco dissolvido é devido a baixa solubilidade do
efavirenz em meio aquoso e ao seu comportamento brick dust drug (KASIM et al.,
2004; LINDENBERG et al., 2004; STELLA & NIT-ADDAE, 2007; BERGSTROM et
al., 2007).

As forcas de 100, 150 e 300 psi proporcionaram maior percentual de farmaco
dissolvido e maior massa liberada por area (pg/min/cm?), como pode ser observado
na Figura 37, que compara as massas de efavirenz liberadas da pastilha nas
diferentes forcas de compressao avaliadas. Embora pela avaliacdo do gréafico do
perfil de dissolucdo intrinseca seja possivel observar pequena diferenca entre as
forcas de compressdo de 100, 150 e 300 psi em relagdo as demais forcas de
compressdo, esta diferenca ndo foi estatisticamente significativa (P>0,05). Os
valores de VDI de efavirenz nas forgcas de compressao avaliadas foram descritos na
Tabela 28, e encontram-se na faixa de 26,33 — 28,99 pg/min/cm?, e, de acordo a
analise de variancia, foram considerados estatisticamente iguais (P>0,05).
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Figura 37. Perfil de dissolugao intrinseca comparativo entre forgcas de compressao.

Tabela 28. Velocidade de dissolugéo intrinseca nas forcas de compresséo de 100 a

1200 psi
Forca de Compresséao . o1
] VDI (ug/min/cm®) R

(psi)

100 28,99 + 0,41 0,9960
150 27,20 + 2,27 0,9964
200 26,33 + 3,03 0,9977
300 28,83 £1,70 0,9962
400 26,61 £ 0,22 0,9980
600 27,38 £ 0,71 0,9982
800 26,88 + 0,11 0,9983
1000 28,02 £ 0,19 0,9982
1200 26,65 + 0,08 0,9974

Dados obtidos a partir do perfil de dissolucéo realizado em 500 mL de meio aquoso
contendo 0,5% de lauril sulfato de so6dio, velocidade de rotagdo de 50 rpm, e tempo

de compressdo de 30 segundos; ' Média + DP; n=3.

Estudos realizados com o antibiético josamicina, na faixa de forca de
compressao de 500 psi a 3000 psi, observaram que a VDI reduziu ligeiramente com
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o0 aumento da for¢ca de compressao de 500 psi para 1500 psi (SKINNER & KANFER,
1992). A forca de compressao é o parametro com maior impacto na velocidade de
dissolucao intrinseca do farmaco acetaminofeno, pois este tem seu habito cristalino
destruido durante a compactacao no preparo das pastilhas (CHAN & GRANT, 1989).
O caso do efavirenz é semelhante aquele observado por Yu e colaboradores (2004),
em cujo estudo o efeito da forca de compressao de 600 psi a 5000 psi na velocidade
de dissolugao intrinseca dos farmacos metoprolol e furosemida foi avaliado, e os
autores relataram que a velocidade de dissolugao intrinseca nao foi alterada pela
variacao na forca de compressao utilizada (YU et al., 2004).

4.5.8. Método de Preparo das Pastilhas Selecionado

Uma vez que a analise dos perfis de dissolucdo intrinseca revelou
semelhanca entre os perfis na faixa de forca de compressao de 100 a 1200 psi e,
considerando-se a especificacdo da farmacopeia para o uso da menor forca de
compressao necessaria para obtencao de pastilhas compactas nao desintegrantes
(USP 34, 2011), a forca de compressao de 600 psi por 30 segundos foi selecionada
para uso na metodologia de dissolucdo intrinseca de efavirenz. Nesta forca de
compressao foi observado aspecto e dureza adequados, e, além disso, os estudos
de DRX demonstraram que esta forca de compressédo nao alterou o habito cristalino
do efavirenz. Forca de compressdo semelhante a esta adotada no trabalho foi
utilizada no caso da rifampicina, em cujo estudo, apds a avaliacdo da faixa de forca
de compressao de 100 a 5000 psi por 1 minuto, e considerando possiveis transi¢cdes
polimérficas da rifampicina, os autores fixaram a pressado de 500 psi por 1 minuto
como a ideal para obtencdo de pastilhas compactas e nao-desintegrantes
(AGRAWAL et al., 2004).

4.5.9. Parametros do Teste de Dissolucao Intrinseca

A metodologia de dissolugao intrinseca foi desenvolvida a partir da avaliacéo
do impacto de diferentes parametros na VDI do efavirenz. Os parametros forgca de
compressao, velocidade de rotacdo, meio de dissolugdo e concentracdo do
tensoativo foram avaliados. O efeito da forca de compressdao na velocidade de
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dissolucdo intrinseca do efavirenz foi avaliada durante a selecdo do método de

preparo da pastilha.

4.5.10. Velocidade de Rotacao

O parametro velocidade de rotacdo foi avaliado empregando-se as
velocidades de 50, 100, 150 e 200 rpm e o comparativo entre estas velocidades de
dissolucéo intrinseca foi realizado em 500 mL de meio aquoso contendo 0,5% de
lauril sulfato de s6dio. Embora o item 4.5.7 demonstre que a forca de compressao na
faixa avaliada nao exerceu influencia na VDI de efavirenz, foi verificado algum
possivel efeito aditivo das forcas de compressado 200 psi, 600 psi e 1000 psi na
velocidade de rotacdo, de forma a interpretar o efeito conjunto destes dois
parametros na VDI do farmaco. Estas trés forcas foram utilizadas no sentido de
abranger a faixa de forca de compressao 100 a 1200 psi analisadas no item 4.5.7.
Nesse sentido, o impacto dessas trés forcas de compressdo selecionadas foi
avaliado nas velocidades de rotagéo de 50, 100, 150 e 200 rpm.

A Figura 38 representa a quantidade de farmaco liberada das pastilhas nas
condicOes avaliadas. Foi possivel observar que massa maior de farmaco foi liberada,
ao final das 5 horas do experimento, nas velocidades de rotagdo de 100, 150 e 200
rom em relacdo a 9 mg de farmaco liberado na velocidade de rotagédo de 50 rpm,
conforme demonstrado na Figura 39. Aproximadamente 12 mg de farmaco foi
dissolvida empregando-se a velocidade de rotacdo de 100 rpm e 18,5 mg nas
velocidades de rotacédo de 150 e 200 rpm. Em termos de percentual de farmaco
dissolvido, foi encontrado aproximadamente 3,5% na velocidade de rotagédo de 100
rom e 5,0% nas velocidades de rotacao de 150 e 200 rpm.
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Figura 38. Perfil de dissolugdo intrinseca
do efavirenz nas velocidades de rotagao de
100 rpm com pressédo de 200 psi (A), 600
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116

Os valores encontrados estdo de acordo com outros trabalhos de dissolugcéao
intrinseca que avaliaram o parametro velocidade de rotacédo, nos quais foi observada
liberacao de maior quantidade de farmaco com o aumento da velocidade de rotacao
(NAJIB & SULEIMAN, 1990; HENDRIKSEN et al., 1991; SKINNER & KANFER,
1992; LAIHANEN et al., 1996).

estatisticamente significativa entre os perfis de dissolucao intrinseca de efavirenz

Entretanto ndo foi observada diferenca
obtidos nas velocidades de rotacdo de 150 rpm e 200 rpm (P>0,05), como pode ser
observado na Figura 39, a qual demonstra que o aumento na velocidade de rotacéo
de 150 rpm para 200 rpm nao proporcionou aumento significativo na quantidade de
farmaco dissolvido.

Nao foi verificada diferenca estatisticamente significativa entre as forcas de
compressado avaliadas numa mesma velocidade de rotagdo (P>0,05), confirmando
os resultados do item 4.5.7 e indicando auséncia de efeito aditivo entre forcas de
compressao e velocidades de rotacao. Os valores médios de VDI encontrados nas
velocidades de rotacdo 50 rpm, 100 rpm, 150 rpm e 200 rpm, conforme
demonstrados Tabela 29, foram, respectivamente, de 27,24 pg/min/cm?, 38,06
Hg/min/cm?, 61,66 pg/min/cm?, e 58,82 pg/min/cm?® N&o foi observada diferenca

estatistica entre os valores de VDI de 150 rpm e 200 rpm (P>0,05).

20,0 -
18,0 - =
16,0 - -
14,0 - S

12,0 -

Quantidade Liberada (mgfcm2)

3 o —+— 50 RPM
10,0 - § e
so | R I s —=— 100 RPM
T z 150 RPM
6,0 - . ¥ _F
SN - v —+— 200 RPM
K e
20 | x g%
"ﬁ;ﬁ’l
0,0 +— . . , . , . .
0 50 100 150 200 250 300 350

Tempo (minutos)

Figura 39. Perfil de dissolug&o intrinseca de efavirenz em diferentes velocidades de

rotacdo na forca de compressao de 600 psi por 30 segundos.
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Tabela 29. Velocidade de dissolugao intrinseca nas velocidades de rotacdo de 50 a

200 rpm
Velocidade de Forca de ] ~
. VDI (ug/min/cm®) R
Rotacao (rpm) Compressao (psi)
50 200 26,33 £ 3,03 0,9977
50 600 27,38 £ 0,71 0,9982
50 1000 28,02 £ 0,19 0,9982
100 200 37,63 £0,42 0,9990
100 600 37,55 +0,28 0,9993
100 1000 38,99 £ 0,32 0,9988
150 200 61,61 +£0,17 0,9989
150 600 61,67 £0,13 0,9993
150 1000 61,69 £ 0,15 0,9990
200 200 58,59 £ 0,77 0,9987
200 600 58,06 + 1,21 0,9995
200 1000 59,85 + 0,53 0,9994

Dados obtidos a partir do perfil de dissolucao realizado em 500 mL de meio aquoso
contendo 0,5% de lauril sulfato de sb6dio e tempo de compressdao de 30 segundos;
'Média + DP; n=3.

Embora a farmacopeia americana recomende 0 uso da velocidade de rotagéo
de 300 rpm para os estudos de dissolucao intrinseca em geral (USP 34, 2011), este
valor ndo € o comumente encontrado nos trabalhos de dissolugao intrinseca, e a
prépria farmacopeia americana admite a faixa de velocidade de rotacao de 50 a 500
rom (USP 34, 2011). A maioria dos estudos de dissolucdo intrinseca descritos na
literatura utilizam a velocidade de rotacao de 100 rpm (YU et al., 2004; AGRAWAL et
al., 2004; SEHIC et al., 2010) ou 50 rpm (BARTOLOMEI et al., 2006; PARK et al.,
2010; KIM et al., 2012). Trabalhos utilizando as velocidades de rotacdo de 150 rpm
(KOPARKAR et al., 1990; KOBAYASHI et al., 2000) e 200 rpm (LI et al, 2005;
TSUTSUMI et al., 2011) sdo menos comuns.

Nesse sentido, optou-se pelo uso da velocidade de rotacdo de 100 rpm nos
estudos de dissolugdo intrinseca de efavirenz, na tentativa de utilizar condi¢gdes mais
brandas de dissolugéo e, portanto, mais discriminativas. Como pode ser observado,

esta velocidade de rotacdo € comumente utilizada nos estudos de dissolucao
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intrinseca, e foi capaz de proporcionar valores de massa de efavirenz dissolvido,
aproximadamente 12 mg, superiores aqueles encontrados nos testes de dissolucao

intrinseca realizados na velocidade de rotacdo de 50 rpm, aproximadamente 9 mg.

4.5.11. Meio de Dissolucao

O meio de dissolucao foi avaliado considerando-se a composicao do meio, pH
e concentracao do tensoativo. A VDI do efavirenz foi analisada nos meios suco
gastrico simulado pH 1,2, tampéao acetato pH 4,5, agua e suco entérico simulado pH
6,8, e o0 efeito da adicdo do tensoativo LSS nas concentragées de 0,5%, 1,0% e
2,0% p/v na VDI do efavirenz foi avaliado em todos os meios considerados. Foram
utilizados 900 mL de meio, velocidade de rotacdo de 100 rpm e as pastilhas foram
preparadas com a for¢ca de compressao de 600 psi por 30 segundos.

A Figura 40 e as Tabelas 30 e 31 representam o perfil de dissolugédo
intrinseca do efavirenz nos meios suco gastrico simulado, tampao acetato, agua, e
suco entérico simulado, nas trés concentracées do tensoativo avaliadas. A massa
média de farmaco liberado ao final das 5 horas da dissolucdo intrinseca nas
concentragdes do tensoativo LSS 0,5%, 1,0% e 2,0%, considerando os quatro meios
avaliados, foi respectivamente, em torno de 12 mg, 21 mg e 40 mg. O meio suco
entérico proporcionou maior massa de efavirenz liberada ao final do teste de
dissolucao intrinseca para todas as concentracdoes do tensoativo avaliadas, exceto
na concentracdo de LSS 2,0%, na qual o meio tampéao acetato pH 4,5 proporcionou
a maior massa de farmaco liberada.

Estes resultados encontram-se de acordo os valores de solubilidade do
efavirenz, demonstrados no item 4.2.3, os quais indicam que a solubilidade do
farmaco foi maior no meio suco entérico para as trés concentragdes do tensoativo
avaliadas. Considerando a massa de 180 mg do efavirenz utilizada no preparo das
pastilhas para realizacao do teste de dissolugao intrinseca e 900 mL de meio de
dissolucdo, foram observadas condicbées sink para todos os meios avaliados na
dissolucéo intrinseca. A diferenga observada entre os meios suco entérico simulado
e tampéao acetato pH 4,5 na concentracdo de LSS 2,0%, conforme demonstrado na

Tabela 32, ndo foi estatisticamente significativa (P>0,05).
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Figura 40. Perfil de dissolugéo intrinseca de efavirenz do lote D nos meios suco
gastrico simulado pH 1,2 (A), 4gua (B), tampéao acetato pH 4,5 (C) e suco entérico
simulado pH 6,8 (D) nas concentracdes do tensoativo LSS de 0,5%, 1,0% e 2,0%.
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Tabela 30. Massa liberada (mg) do lote D nos meios suco gastrico e tampao acetato
nas concentracdes de LSS de 0,5%, 1,0% e 2,0% em 100 rpm

Tempo Gastrico Gastrico Gastrico Acetato Acetato Acetato
(minutos) LSS 0,5% LSS1,0% LSS2,0% |LSS0,5% LSS1,0% LSS 2,0%
15 2,68 412 6,73 1,95 2,68 2,71
30 3,21 5,27 8,25 2,47 3,65 4,74
45 3,90 6,23 10,12 2,99 4,62 6,72
60 4,21 7,28 11,81 3,59 6,50 8,72
90 4,85 8,54 14,75 4,63 7,89 12,47
120 5,64 10,43 17,86 5,64 9,35 17,54
240 8,69 16,54 30,02 9,50 17,29 35,73
300 11,31 21,15 38,64 12,09 20,57 41,98

Tabela 31. Massa liberada (mg) do lote D nos meios agua e suco entérico nas
concentragdes de LSS de 0,5%, 1,0% e 2,0% em 100 rpm

Tempo Agua Agua Agua Entérico Entérico Entérico
(minutos) LSS0,5% LSS1,0% LSS2,0% | LSS0,5% LSS1,0% LSS2,0%
15 0,98 1,61 3,47 2,18 2,87 5,22
30 1,61 2,73 5,08 3,03 4,08 7,12
45 2,08 3,95 7,11 3,49 4,76 8,65
60 2,72 5,06 9,21 4,29 5,89 10,90
90 3,82 7,12 12,75 4,81 7,85 14,09
120 5,40 9,64 16,91 6,36 9,87 17,65
240 9,29 11,57 29,08 10,28 18,50 33,75
300 11,53 21,21 35,77 12,48 21,79 40,63

Na Tabela 32 é possivel observar o comparativo entre os meios de dissolucao

e entre as concentracbes do tensoativo. Na concentracdo de LSS 0,5% foi
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observada diferenca estatistica entre 0 meio agua e 0s meios suco gastrico
(P<0,05), tampéo acetato (P<0,01) e suco entérico (P<0,001). O perfil de dissolugéo
intrinseca realizado em suco entérico também foi estatisticamente diferente daquele
realizado nos meios suco gastrico (P<0,01) e tampao acetato (P<0,01). A diferenca
observada na concentracdo de LSS 0,5% entre os meios agua e suco gastrico, e
entre 0s meios agua e suco entérico, também foi observada nas concentracdes de
1,0% e 2,0% de LSS, como pode ser observado na Tabela 32. Na concentracao de
LSS 2,0%, foi observada diferenca estatistica entre os meios agua e tampéo acetato
(P<0,01), em funcdo do elevado percentual de farmaco dissolvido em tampao
acetato nesta concentragao.

Os valores médios de VDI de efavirenz nas concentragbes de LSS 0,5%,
1,0%, e 2,0%, considerando-se 0s meios suco gastrico, tampao acetato, agua e
suco entérico, conforme demonstrados na Tabela 33, foram, respectivamente, de
34,23 pg/min/cm?, 63,98 pg/min/cm?, e 123,42 pg/min/cm?. As VDI em suco gastrico
foram inferiores aquelas observadas nos meios tampao acetato, agua e suco
entérico para as trés concentracdes do tensoativo.

Na concentragdo de LSS 0,5%, a ordem crescente dos valores de VDI entre
os meios de dissolucdo foi de 28,76 ug/min/cm® em suco gastrico pH 1,2, 35,23
Hg/min/cm? em tamp&o acetato pH 4,5, 38,08 pg/min/cm? em suco entérico pH 6,8, e
36,87 ug/min/cm? em agua. As diferencas estatisticas encontradas pelo método de
Tukey ANOVA/One Way entre os meios suco gastrico e agua (P<0,05), suco
gastrico e suco entérico (P<0,01), tampao acetato e agua (P<0,01), e tampao
acetato e suco entérico (P<0,01) foram confirmadas pela analise dos valores de VDI,
como pode ser observada na Tabela 33. Entretanto, os valores de VDI entre os
meios suco gastrico e tampao acetato na concentracdo de LSS 0,5% foram
diferentes, e os valores de VDI entre os meios agua e suco entérico na concentracao
de LSS 0,5% foram iguais. Estes dois fatos podem ser explicados pelo baixo
coeficiente de correlacao (R) encontrado, respectivamente, no meio suco gastrico
com LSS 0,5% e suco entérico LSS a 0,5%, conforme observado na Tabela 33.
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Tabela 32. Andlise de variancia entre meios de dissolugéo intrinseca de efavirenz

Meios LSS 0,5% LSS 1,0% LSS 2,0%
Gastrico x Agua P <0,05 P < 0,01 P < 0,01
Gastrico x Acetato P> 0,05 P> 0,05 P> 0,05
Gastrico x Entérico P < 0,01 P> 0,05 P> 0,05
Acetato x Agua P < 0,01 P> 0,05 P < 0,01
Acetato x Entérico P < 0,01 P> 0,05 P> 0,05
Agua x Entérico P < 0,001 P < 0,01 P < 0,001

Tabela 33. Velocidade de dissolucao intrinseca em diferentes meios de dissolucao

Concentracao do

Meio de dissolucéo , VDI (ug/min/cm?)’ R
tensoativo LSS

Suco gastrico 0,5% 28,76 £ 0,97 0,9898
simulado pH1,2 1,0% 56,92 + 1,04 0,9974
(sem enzimas) 2,0% 110,37 £ 4,68 0,9972
5 0,5% 35,23 £ 0,59 0,9973

Tampao acetato
1,0% 63,09 + 0,52 0,9972

pH 4,5

2,0% 142,32 + 1,29 0,9979
0,5% 36,87 £ 0,67 0,9984
Agua 1,0% 68,34 + 1,44 0,9987
2,0% 114,32 + 1,29 0,9975
Suco entérico 0,5% 36,08 + 0,47 0,9896
simulado pH 6,8 1,0% 67,56 £ 0,58 0,9968
(sem enzimas) 2,0% 126,85 + 3,35 0,9981

Dados obtidos a partir do perfil de dissolugdo realizado em 900 mL de meio,
velocidade de rotacdo de 100 rpm, forca de compressdo de 600 psi e tempo de
compressido de 30 segundos. 'Média + DP; n=3.

Na concentragdo LSS 1,0%, os valores de VDI nos meios suco gastrico
(56,92 pg/min/cm?), tampao acetato (63,09 pg/min/cm?) e agua (36,87 pg/min/cm?)
foram comparativamente diferentes, enquanto que o valor de VDI no meio suco
entérico (67,56 pg/min/cm?) foi semelhante ao encontrado no meio agua. Utilizando-

se 2,0% de LSS, os valores de VDI nos meios suco gastrico (110,37 pg/min/cm?),
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tampdo acetato (142,14 pg/min/cm?), agua (114,32 pg/min/cm?) e suco entérico
(126,85 ug/min/cm?) foram diferentes. Destaca-se na concentracdo de LSS 2,0%, a
elevada massa de farmaco dissolvida em tampao acetato ao final das 5 horas da
dissolucao intrinseca, 42 mg, em detrimento de 35 mg de efavirenz liberado da
pastilha ao final das 5 horas no meio agua.

De maneira geral, foi observada diferenca estatistica nos perfis de dissolucao
intrinseca entre todos os meios de dissolugao na concentracdo do tensoativo LSS
0,5%, exceto entre os meios suco gastrico simulado pH 1,2 e tampao acetato pH 4,5
(P>0,05), como pode ser observado na Tabela 32. Tal fato demonstra que a
concentracdo de LSS 0,5% é a que leva a maior discriminacao entre os meios.
Nesta concentracdo de tensoativo, os maiores valores de VDI foram encontrados
Nnos meios agua e suco entérico simulado.

Os resultados da avaliagdo entre meios de dissolucao realizados nos ensaios
de dissolucao por dispersao, demonstrados no item 4.4.3, demonstraram, também,
que 0 meio agua contendo 0,5% de LSS, mesmo nao sendo capaz de atender as
condicbes sink, no caso da dissolucdo por dispersdo, demonstrou-se mais
discriminativo entre as concentracées de LSS, o que permite inferir que este meio
pode ser capaz de verificar diferengas entre as caracteristicas do diferentes lotes de
efavirenz, como tamanho de particula e area superficial.

A dissolugao de comprimidos de efavirenz produzidos com os lotes A e B do
farmaco foi avaliada no meio agua utilizando-se diferentes concentracbes do
tensoativo LSS, conforme demonstrado no item 4.3, e o comportamento dos lotes A
a G foi analisado por dissolucdo por dispersao também no meio agua nas trés
concentragdes do tensoativo, conforme demonstrado no item 4.4. Nesse sentido, a
avaliacao da VDI do efavirenz no meio agua contendo LSS foi priorizada. Dessa
forma, buscou-se compreender melhor o impacto das caracteristicas fisico-quimicas
dos diferentes lotes do efavirenz na dissolucao intrinseca através da avaliacao dos
lotes A a G nas mesmas condi¢des da dissolucao por dispersao e da dissolucdo de
comprimidos, ou seja, meio agua contendo LSS nas concentracdes de 0,5%, 1,0% e
2,0%.
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4.5.12. Avaliacao do Residuo da Dissolucao Intrinseca

O residuo da dissolucao intrinseca do lote D, utilizado em todos os testes de
desenvolvimento da metodologia de dissolucédo foi avaliado através da técnica de
difracédo de raios-X, como pode ser observado na Figura 42. Foi obtido difratograma
correspondente a forma cristalina | do farmaco, demonstrado na Figura 11, o que
indica que nao houve alteragdao no polismorfismo do farmaco durante a dissolucao
intrinseca. Diferencas nos difratogramas antes e depois da dissolucdo, foram
observadas em trés dos sais analisados do acido p-aminosalicilico (FORBES et al.,
1995), indicando a importancia da andlise do estado sélido durante o processo de

dissolucao.

Residuo da Dissolucdo

0 10 20 30 40 30

Figura 42. Residuo da dissolugéo intrinseca do Lote D.

4.5.13. Pesquisa por Substancias Relacionadas

A Figura 43 representa o espectro em fotodiodos obtido apds 5 horas de
dissolucdo intrinseca em meio agua contendo 0,5% de LSS. Através da analise
comparativa entre o branco, a amostra e o padrdo, conclui-se que nao houve

degradacao do farmaco durante o periodo do teste.
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(A) Branco (Meio de dissolugao: agua + LSS 0,5%)

20
18
18
14
12
mal 10
8

6
4
2
o

nm 10 Minutes

(B) Padrao Efavirenz
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(C) Amostra do teste de dissolugéo intrinseca apés 5 horas
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Figura 43. Espectro em fotodiodos na pesquisa por substancias relacionadas
no perfil de dissolucdo intrinseca. (A) Branco. (B) Padrdo efavirenz. (C)

Amostras de 5 horas.
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4.5. PERFIL DE DISSOLUQAO INTRINSECA DE LOTES DE EFAVIRENZ
4.6.1. Lotes do Farmaco Efavirenz

De acordo com os testes realizados, referentes ao desenvolvimento da
metodologia por dissolugéo intrinseca, descritos no item 4.5, foram selecionados os
parametros os seguintes parametros: meio agua, volume de 900 mL, 100 rpm, forca
de compressao de 600 psi por 30 segundos. Uma vez que as metodologias oficiais
de dissolugcdo para comprimidos e capsulas de efavirenz utilizam diferentes
concentragcdes do tensoativo LSS, os lotes A a G do efavirenz foram analisados nas
concentragdes de 0,5%, 1,0% e 2,0% de LSS, visando verificar a condicao ideal
para analise comparativa entre lotes. .

A Figura 44 e Tabela 34 representam o perfil de dissolugéo intrinseca obtido
na velocidade de rotacdo de 100 rpm e concentracdo do tensoativo LSS 0,5%. A
Figura 45 e Tabela 35 demonstram os dados obtidos em 100 rpm e LSS 1,0%,
enquanto que a Figura 46 e Tabela 36 indicam os resultados encontrados na
velocidade 100 rpm e concentracéo de LSS de 2,0%.

Considerando-se os resultados descritos na Figura 44 e Tabela 34, notou-se
que os lotes de efavirenz liberaram, ao final das 5 horas de dissolucao intrinseca
nestas condicdes, aproximadamente 12 mg de farmaco, e foi observado maior
percentual de farmaco dissolvido através das pastilhas para os lotes A, D e F. Os
lotes B e G apresentaram menor quantidade de farmaco liberada ao longo de todo o
perfil de dissolugéo intrinseca, com destaque para o lote B. Os lotes B e E foram
estatisticamente diferentes de todos os lotes (P<0,001) e ligeiramente diferentes
(P<0,05), como pode ser observado na Tabela 37. Também foi observada diferenca
estatistica entre os lotes F e G (P<0,05).

Na concentracdo de LSS 1,0%, como pode ser observado na Figura 45 e
Tabela 35, os lotes liberaram uma média de 20,7 mg ao final das 5 horas do teste.
Os lotes A, C e D liberaram comparativamente a maior quantidade de farmaco, e os
lotes B e E apresentaram a menor quantidade de farmaco dissolvido. Os lotes B e E
foram estatisticamente diferentes dos lotes A, C, D e G (P<0,001) e semelhantes
(P>0,05), como pode ser observado na Tabela 37. Nesta concentracdo do
tensoativo, o lote F foi estatisticamente diferente dos lotes A (P<0,001), C (P<0,001)
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D (P<0,001) e G (P<0,05). Também foi observada diferenca entre os lotes C e G
(P<0,05).

Na concentracao de LSS 2,0%, descrita na Figura 46 e Tabela 36, a massa
média de 34,81 mg foi obtida ao final das 5 horas do teste de dissolugao intrinseca.
O lote F proporcionou maior quantidade de farmaco dissolvido e o lote B, por sua
vez, obteve comparativamente o0s menores valores de massa liberada. Foi
observada diferenca estatistica entre o lote B e os lotes A, C, D, E, F e G (P<0,001),
assim como entre o lote F e os lotes A e G (P<0,001). Este meio de dissolugao, em
funcdo da elevada quantidade do tensoativo LSS 2,0%, demonstrou-se menos
discriminativo que os demais meios nos quais os lotes de efavirenz foram avaliados,
como pode ser observado na Tabela 37, justificando o fato das massas de farmaco
liberadas entre os diferentes lotes serem relativamente parecidas ao longo de todo o
perfil de dissolucéo.

A tabela 38 permite a comparacdo da velocidade de dissolucdo intrinseca
dos diferentes lotes do efavirenz nas trés condi¢cdes de dissolugao intrinseca
selecionadas. Utilizando-se 100 rpm e LSS 0,5%, foram encontrados valores de VDI
comparativamente superiores nos lotes A, D e F, que foram, respectivamente, de
39,13 pg/min/cm?, 36,87 pg/min/cm?, e 37,33 pg/min/cm?. O lote B apresentou o
menor valor de VDI, que foi de 31,26 pg/min/cm?. Os valores de VDI nesta condicdo
de dissolucao foram proporcionais a massa de farmaco liberada dos lotes de
efavirenz avaliados, conforme Figura 44 e Tabela 33, e confirmaram a analise
estatistica realizada pelo método de Tukey ANOVA/One Way e descrita na Tabela
37.

Na concentracao de LSS 1,0% e 100 rpm, os valores de VDI dos lotes A, D e
F, também foram superiores, e respectivamente de 71,08 pg/min/cm? 68,55
Hg/min/cm?, e 68,30 pg/min/cm?. A VDI encontrada para o lote B foi de 59,53
Hg/min/cm? e foi a menor dentre todos os lotes avaliados. Nesta concentragdo do
tensoativo também foi observada correlacao entre os valores de VDI e a massa de
farmaco liberada das pastilhas, como pode ser observado na Figura 45 e Tabela 34.
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Comparativo entre lotes a 100 rpm e LSS 0,5%
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Figura 44. Perfil de dissolugao intrinseca comparativo entre lotes de efavirenz a 100

rpm e concentracdo de LSS de 0,5%.

Tabela 34. Massa liberada (mg) dos diferentes lotes de efavirenz em LSS 0,5% e

100 rpm
Tempo A B C D E F G
(minutos)
15 1,05 1,25 1,46 0,98 1,67 1,76 1,68
30 1,59 1,51 1,85 1,61 2,15 2,43 2,08
45 2,28 1,87 2,42 2,08 2,67 2,80 2,67
60 2,76 2,31 2,96 2,72 3,10 3,23 3,19
90 4,03 3,20 4,01 3,82 4,19 4,51 4,10
120 5,17 3,75 4,93 5,40 5,16 5,55 5,04
240 9,92 7,98 9,15 9,29 9,01 10,27 8,69
300 12,28 10,02 10,90 11,53 10,89 12,24 10,50
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Comparativo entre lotes a 100 rpm e LSS 1,0%
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Figura 45. Perfil de dissolugao intrinseca comparativo entre lotes de efavirenz a 100
rom e concentracao de LSS de 1,0%.

Tabela 35. Massa liberada (mg) dos diferentes lotes de efavirenz em LSS 1,0% 100

rpm
Tempo
(minutos) A B C D E F G
15 1,60 2,19 2,72 1,61 1,69 1,11 1,77
30 2,70 2,84 3,63 2,73 2,70 2,09 2,87
45 417 3,34 4,76 3,95 3,67 3,15 3,77
60 5,01 4,26 5,64 5,06 4,61 4,15 4,79
90 7,17 6,19 7,78 7,12 6,47 6,14 6,91
120 9,50 7,10 9,72 9,64 8,31 8,27 8,89
240 17,75 15,23 17,92 17,38 16,23 16,37 17,01

300 21,95 18,83 21,23 21,21 20,03 20,46 21,00
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Comparativo entre lotes a 100 rpm e LSS 2,0%
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Figura 46. Perfil de dissolugao intrinseca comparativo entre lotes de efavirenz a 100

rpm e concentracao de LSS de 2,0% .

Tabela 36. Massa liberada (mg) dos diferentes lotes de efavirenz em LSS 2,0% 100

rpm
Tempo
(minutos) A B C D E F G

15 4,05 1,63 4,44 3,46 4,77 5,53 2,83
30 6,18 3,31 6,36 5,08 6,31 6,93 4,66
45 7,56 5,63 8,08 7,11 8,04 8,95 6,28
60 9,85 6,98 9,65 9,21 10,02 10,28 8,32
90 12,17 10,84 13,07 12,74 12,99 12,68 12,18
120 15,27 14,00 16,24 16,91 16,29 16,52 14,89
240 27,76 30,34 28,65 29,08 28,34 29,23 28,86

300 34,16 33,49 34,54 35,77 33,98 36,14 35,59




Tabela 37. Analise de variancia dos lotes de efavirenz

100 rpm 100 rpm 100 rpm
Lotes
LSS 0,5% LSS 1,0% LSS 2,0%
B A P < 0,001 P < 0,001 P<0,01
B E P < 0,05 P> 0,05 P < 0,001
B D P < 0,001 P < 0,001 P < 0,001
B C P < 0,001 P < 0,001 P < 0,001
B G P < 0,001 P < 0,001 P < 0,001
B F P < 0,001 P> 0,05 P < 0,001
A E P < 0,001 P < 0,001 P> 0,05
A D P> 0,05 P> 0,05 P> 0,05
A C P> 0,05 P> 0,05 P> 0,05
A G P> 0,05 P> 0,05 P> 0,05
A F P> 0,05 P < 0,001 P < 0,001
E D P < 0,001 P < 0,001 P> 0,05
E C P < 0,001 P < 0,001 P> 0,05
E G P < 0,001 P < 0,01 P> 0,05
E F P < 0,001 P> 0,05 P> 0,05
D C P> 0,05 P> 0,05 P> 0,05
D G P> 0,05 P> 0,05 P> 0,05
D F P> 0,05 P < 0,001 P> 0,05
C G P> 0,05 P <0,05 P> 0,05
C F P> 0,05 P < 0,001 P> 0,05
G F P < 0,05 P < 0,05 P < 0,001

131

Com o uso de LSS 2,0%, foram observados maiores valores de velocidade de
dissolugéo intrinseca para os lotes D e G, respectivamente, de 114,39 ug/min/cm? e
115,24 pg/min/cm?. Este meio de dissolucdo ndo foi capaz de perceber as
diferengas entre os diferentes lotes de efavirenz. O elevado valor de VDI encontrado
no lote D pode estar relacionado ao fato deste lote possuir pequeno valor de média,
2,037 um, e de d(0,1), 0,975 um, e a presenca de particulas de tamanhos

comparativamente menores. No lote G, conforme citado anteriormente, o elevado
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indice de polidisperséo justificaria o elevado valor de VDI através da dissolugédo das

particulas de menores tamanho deste lote.

A Figura 48 compara os lotes A e B nas trés condigcdes de dissolugcao

intrinseca avaliadas. O lote A liberou maior massa de farmaco e obteve, ao final das

5 horas do ensaio de dissolugdo intrinseca, 12,28 mg, 21,95 mg e 34,16 mg,

respectivamente, nos meios LSS 0,5%, 1,0% e 2,0%. Foi observada diferenga

estatistica entre os lotes nestes meios, notoriamente nas concentracdes de LSS de

0,5% e 1,0%.

Tabela 38. Comparativo entre lotes das velocidades de dissolugédo intrinseca

(ng/min/cm?)
Lote Rotacéo Tensoativo VDI (pg/min/cm?) R
A 39,13+ 1,60 0,9991
B 31,26 +1,77 0,9990
C 33,57 + 0,30 0,9966
D 100 rpm LSS 0,5% 36,87 £ 1,77 0,9990
E 31,92 +1,15 0,9994
F 37,33+ 2,16 0,9982
G 30,87 + 2,34 0,9992
A 71,08 0,69 0,9993
B 59,53 + 0,79 0,9996
C 65,64 + 0,63 0,9973
D 100 rpm LSS 1,0% 68,55 + 2,00 0,9997
E 63,09 + 0,21 0,9986
F 68,30 + 0,93 0,9986
G 67,63+ 1,38 0,9981
A 103,45 + 3,41 0,9993
B 110,95 + 1,20 0,9993
C 106,30 + 0,26 0,9992
D 100 rpm LSS 2,0% 114,39 + 2,00 0,9994
E 102,76 + 2,41 0,9967
F 106,97 + 1,05 0,9976
G 115,24 + 1,31 0,9990
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Figura 47. Perfil de dissolucao intrinseca comparativo entre os lotes A e B em 100
rpm nas concentragdes de LSS de 0,5% (A), 1,0% (B) € 2,0% (C).

4.6.2. Classificacao dos Lotes em Grupo 1 e 2

Os lotes do efavirenz foram classificados em dois grupos de acordo com o

seu perfil de dissolugao intrinseca e seus valores de VDI, como pode ser observado

na Tabela 39. A classificagdo baseou-se na avaliacdo da anadlise de variancia
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descrita na Tabela 37 e nos valores de VDI descritos na Tabela 38, e permitiu a
divisdo dos lotes em dois grupos estatisticamente iguais entre si e diferente um do
outro. Os lotes A, D e F foram classificados como lotes com maior massa de farmaco
liberada da pastilha e com maiores de VDI, enquanto que os lotes B e E foram
classificados como lotes com menor massa de farmaco liberada da pastilha e com

menores valores de VDI.

Tabela 39. Classificacao dos lotes do farmaco efavirenz de acordo com o perfil de
dissolucao intrinseca e valores de VDI

Lote A
Lotes com maior massa de farmaco liberada e maiores valores
Grupo 1 Lote D
de VDI
Lote F
G 0 Lotes com menor massa de farmaco liberada e menores Lote B
rupo

P valores de VDI Lote E

A andlise conjunta da dissolucdo por dispersdo e da dissolugao intrinseca
permitiu classificar os lotes do farmaco em dois grupos estatisticamente diferentes
um do outro e semelhante entre si, como foi apresentado nas Tabelas 23 e 39. Os
lotes A, D e F, do grupo 1, proporcionaram elevado percentual de farmaco dissolvido
por dispersao e valores de VDI comparativamente superiores. Os lotes classificados
como grupo 2 foram diferentes nas metodologias de dissolugcao por dispersao e
dissolucao intrinseca. O lote B gerou tanto percentual de farmaco dissolvido por
dispersdo menor, quanto obteve comparativamente menores valores de VDI.
Entretanto, o lote C foi classificado como grupo 2 apenas através da dissolugéo por
dispersao, e o lote E foi classificado como grupo 2 apenas na metodologia de
dissolucao intrinseca.

Embora diversos fatores relacionados a formulacdo e ao uso de excipientes
farmacéuticos influenciem na dissolugdo e na biodisponibilidade de formas
farmacéuticas, a selecdo de matérias-primas com caracteristicas fisico-quimicas
adequadas para producao destas formas farmacéuticas é relevante. Nesse sentido,
pode-se inferir que comprimidos produzidos com os lotes C e E podem nao
proporcionar biodisponibilidade adequada, uma vez que foi obtida performance
destes lotes semelhante a observada no lote B, reprovado na bioequivaléncia. De
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forma semelhante, infere-se que comprimidos produzidos com os lotes D e F podem
proporcionar biodisponibilidade adequada.

4.6.3. Avaliacao do Residuo de Dissolugcao

A avaliacdo do residuo da dissolucao intrinseca dos lotes de efavirenz foi
demonstrado na Figura 48 e indicam que ndo houve transicao polimorfica ao longo
do teste.
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Figura 48. Residuo da dissolucéao intrinseca dos lotes de efavirenz.
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4.7. AVALIACAO COMPARATIVA ENTRE METODOLOGIAS DE DISSOLUCAO

Conforme citado anteriormente, os lotes A e B do farmaco efavirenz
representam lotes de diferentes procedéncias farmoquimicas e com diferentes
caracteristicas fisico-quimicas, notoriamente tamanho de particula e area superficial,
como foi apresentado nas Figuras 11 e 12. Estas caracteristicas tiveram impacto
direto na dissolucdo de comprimidos produzidos com estes lotes do farmaco, uma
vez que culminaram na aprovagao do lote A no teste de biodisponibilidade, e na
reprovacéao do lote B.

Neste trabalho, os lotes A e B foram avaliados utilizando-se trés técnicas
distintas de dissolucao: a dissolucdo dos comprimidos produzidos com estes lotes, a
dissolucao por dispersao e a dissolucao intrinseca. Os estudos foram realizados no
sentido de verificar a capacidade dessas metodologias de dissolugao em discriminar
entre os lotes A e B e, com isso, verificar a aplicabilidade destes métodos na
diferenciacdo de outros lotes do farmaco, e, caso possivel, inferir sobre o
comportamento destes lotes na biodisponibilidade.

As condi¢bes mais discriminativas observadas em cada uma destas técnicas
foram apresentada na Figura 49, a qual permite correlacionar as trés metodologias
de dissolucdao. O lote A apresentou comparativamente percentual elevado de
dissolucdo de comprimidos e de dissolugdo por dispersdo, assim como massa de
farmaco liberado das pastilhas significativamente superior ao lote B.

Os comprimidos produzidos com os lotes A e B foram analisados pelas
metodologias da FA, FB e Far, como demonstrado na Figura 28. N&o foi observada
diferenca entre os lotes na metodologia da FA. A metodologia da FB demonstrou
diferenca no perfil de dissolugdo entre os lotes A e B, entretanto a condicdo mais
discriminativa foi obtida com a metologia de Far.

No caso da dissolugdo por dispersédo, os lotes A e B foram avaliados nas
concentragdes de 0,5%, 1,0% e 2,0% de LSS, e embora em todas estas
concentragdes tenham sido observadas diferengas estatisticas entre ambos os lotes,
conforme Tabela 24, a concentracdo de LSS 0,5% representa uma condicdo mais
branda de dissolucao e, por isso, foi selecionada.
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Figura 49. Comparativo entre metodologias de dissolucdo com os lotes A e B: (A)

Dissolucao de comprimidos pela metodologia de Far a 50 rpm e LSS 0,5%, (B)

Dissolucao por dispersao a 50 rpm e LSS 0,5%, (C) Dissolugéo Intrinseca a 100 rpm

e LSS 0,5%.
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Os perfis de dissolucdo intrinseca dos lotes A e B foram distintos nas trés
concentracdes do tensoativo, conforme representado na Tabela 37. De forma
semelhante ao observado na dissolucao por dispersdo, a dissolucdo intrinseca na
concentracao de LSS 0,5% proporcionou maior diferenca entre os lotes A e B, como
foi apresentado na Figura 49.

Nesse sentido, as trés técnicas podem ser utilizadas na avaliacdo de lotes do
farmaco. As técnicas de dissolucdo por dispersdao e dissolugdo intrinseca
representam metodologias com aplicagdo principalmente na etapa de pré-
formulagdo e de desenvolvimento de formas farmacéuticas. Diferentes lotes de
matérias-primas podem ser avaliados através destas técnicas, em condicoes
discriminativas e, com isso, permitir a selecdo de lotes do farmaco com
caracteristicas fisico-quimicas que permitam a producdo de formas farmacéuticas

com dissolucédo adequada e, possivelmente, predizer a performance in vivo.
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CONCLUSOES

Na caracterizacao dos lotes de efavirenz, através das técnicas de DRX, DSC,
TGA e IV-TF, foi confirmada a presenca apenas do polimorfo | em todos os
lotes avaliados.

A andlise de distribuicdo de tamanho de particula demonstrou variabilidade
nos tamanhos médios de particula, nos valores de moda e nos indices de
polidispersao entre os lotes de efavirenz. Os lotes A e D possuem os menores
valores de tamanho de particula, enquanto que os lotes B e E apresentam os
maiores tamanhos de particula. A diferenca observada nos valores de area
superficial e de MEV foram correspondentes aos valores de tamanho de
particula encontrados.

A solubilidade do efavirenz foi maior no meio suco entérico nas trés
concentragdes de LSS avaliadas em comparagcao aos meios: tampao acetato,
agua e suco gastrico. A andlise comparativa entre lotes demonstrou
semelhanca entre os lotes avaliados, exceto o lote C que proporcionou
valores de solubilidade superiores aos demais lotes.

A dissolucao de comprimidos produzidos com os lotes A e B do farmaco,
utilizando-se as metodologias da FA, FB e Far, indicaram que apenas as
metodologias da FB e Far foram capazes de discriminar entre estes lotes. A
metodologia de Far foi a mais discriminativa dentre as metodologias
avaliadas.

A técnica da dissolucao por dispersdo permitiu relacionar o percentual de
farmaco dissolvido por dispersao e caracteristicas do farmaco, como tamanho
de particula e area superficial, principalmente na concentragdo de LSS 0,5%.
Diferencas estatisticas no percentual de farmaco dissolvido por dispersao
entre os lotes A e B foram observadas nas trés concentracées do tensoativo
LSS.

A forca de compressao nao exerceu efeito na VDI do efavirenz e os valores
de VDI foram maiores com o aumento da velocidade de rotagdo, exceto em
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200 rpm, cujo valor de VDI foi semelhante ao encontrado em 150 rpm. Dentre
0s meios avaliados, a VDI foi menor no suco gastrico, e foram encontrados
valores de VDI semelhantes entre os meios agua e suco entérico nas
concentracdes do tensoativo de 0,5% e 1,0%.

O método de preparo das pastilhas desenvolvido ndo alterou a estrutura
cristalina do efavirenz, conforme demonstrado nos testes de DRX. De forma
semelhante, a analise dos residuos de dissolugcédo intrinseca revelou a
presenca do polimorfo | do efavirenz, indicando que ndo houve transi¢ao

polimérfica.

A dissolucgao intrinseca foi capaz de demonstrar diferencas entre os lotes A e
B nas concentracdes de LSS 0,5% e 1,0% a 100 rpm. O lote A, aprovado na
bioequivaléncia, proporcionou valores de VDI significativamente superiores

aqueles encontrados no lote B, reprovado na bioequivaléncia.

A classificacdo dos lotes de efavirenz nos grupos 1 e 2, permitiu inferir que
comprimidos produzidos com farmaco dos lotes D e F podem proporcionar
biodisponibilidade adequada, enquanto que comprimidos produzidos com 0s
lotes C e E podem nao obter a performance in vivo desejada.

As condicbes mais discriminativas observadas nas metodologias de
dissolucdo de comprimidos, dissolu¢do por dispersao e dissolucao intrinseca
foram obtidas utilizando-se o tensoativo LSS na concentracdo de 0,5%. Na
dissolucdo de comprimidos e dissolugdo por dispersdo, a velocidade de
rotacdo de 50 rpm foi adequada na discriminagdo entre os lotes, enquanto
gue na metodologia de dissolucdo intrinseca a velocidade de rotacao foi de

100 rpm.

As matérias-primas de efavirenz disponiveis no mercado nacional possuem
diferentes caracteristicas fisico-quimicas, notoriamente tamanho de particula

e area superficial.
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