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RESUMO

O efavirenz (EFZ) é considerado uma das drogas anti-HIV mais utilizadas, poréem ¢é
classificado como farmaco de classe Il (baixa solubilidade, alta permeabilidade),
segundo o sistema de classificacdo biofarmacéutica, apresentando problemas de
absorcdo no trato gastrointestinal e, consequentemente, biodisponibilidade inadequada
para sua acao terapéutica. Assim, este trabalho objetivou desenvolver sistemas
microparticulados com polimeros inovadores afim de contornar estes entraves através
da técnica de dispersbes solidas (DS). Para o desenvolvimento de DS com o EFZ,
realizaram-se, inicialmente, estudos tedricos e praticos que permitiram selecionar o
PVP-K30, o PVPVA 64 SOLUPLUS e HPMCAS como carreadores da formulacdo. As
DS com esses polimeros foram preparadas pelo método do solvente. A analise de
Difracdo de raios-X (DRX) mostrou que os polimeros séo capazes de manter o EFZ em
sua forma amorfa até uma concentracdo de 80% farmaco. Através dos estudos de
dissolucdo in vitro, verificou-se que o sistema DS PVPVA 64 — EFZ 10% seria 0 mais
promissor, uma vez que o mesmo foi capaz de aumentar em até seis vezes a AUC
qguando comparado ao farmaco isolado, além de manter os niveis de supersaturacao por
um periodo de 120 minutos. Os sistemas DS PVP-K30 — EFZ 10% e DS HPMCAS —
EFZ 10% obtiveram bons resultado no estudo de dissolu¢do in vitro e, assim, também
foram selecionados. O método para quantificagdo do EFZ otimizado foi co-validado de
acordo com o preconizado pela RE n° 899/03 da ANVISA e pelo ICH e demonstrou-se:
linear, preciso e exato para os parametros avaliados. A caracterizagdo fisico-quimica
das DS com PVP K-30 e PVPVA 64 através de técnicas calorimétricas, microscopicas e
espectrofotométricas evidenciou a conversao do EFZ para o seu estado amorfo e
verificou que o PVPVA 64 interage de maneira mais efetiva quando comparado ao
PVP-K30. No entanto com base nos resultados preliminares do estudo de estabilidade
acelerada, pode-se observar gque tanto o PVP K-30 quanto o PVPVA 64 foram capazes
de inibir a cristalizagdo do farmaco, ao final de trés meses de estudo. O comportamento
e a estabilidade térmica do EFZ e da DS PVPVA 64 — EFZ 10% foram investigados por
TG, DSC, DSC fotovisual e pirolisador acoplado a CG/MS. Foram observadas
diferencas entre as curvas TG do farmaco puro e aquela do produto farmacéutico,
devido a presenca do polimero. Bem como, pdde-se observar que a DS promoveu uma
protecdo térmica a0 EFZ, mostrando uma boa qualidade da formulacdo. Para os
parametros cinéticos obtidos nas condigdes ndo-isotérmica e isotérmica, os valores da
Ea para a DS foi igual a 101 e 132 kJ/mol, respectivamente, enquanto que os valores de
Ea para o EFZ, segundo a literatura, estdo entre 88 — 93 kJ/mol. A ordem da cinética de
degradacédo da DS foi de primeira ordem, diferentemente do EFZ puro, que é de ordem
zero. Além disso, através da equacdo de Arrhenius, pdde-se sugerir uma estabilidade de
sete meses para a formulacdo. Os valores dos parametros cinéticos determinados pelos
métodos isoconvencionais obtiveram valores de Ea na faixa de 88 — 95 kJ.mol™, isto
indica uma boa correlacdo entre os métodos aplicados. Uma vez que os valores de Ea
variaram de acordo com o grau de conversdo (a), pode-se verificar que o processo de
degradacdo do EFZ se faz por mecanismos do tipo contracdo geométrica e nucleacao.
Dessa forma, a partir do estudo, obteve-se DS estaveis e adequadas para superar as
limitacOes de solubilidade do efavirenz.

Palavras-chave: Efavirenz. HIV. Disperséo solida. PVPVA 64. Dissolugéo.



ABSTRACT

Efavirenz (EFV) is considered one of the most widely used anti-HIV drugs, but the drug
is classified as class Il (low solubility, high permeability) according to the
biopharmaceutical classification system, having problems with absorption in the
gastrointestinal tract and thereby inadequate bioavailability for its therapeutic action.
Thus, this study aimed to overcome these barriers through the technique of solid
dispersions (SD). For the development of SD with EFZ theoretical and practical studies
were initially held which allowed the selection of PVP-K30, PVPVA 64, SOLUPLUS
and HPMCAS as carriers of the formulation. The SD systems with these polymers were
prepared by the solvent method. The analysis of X-ray diffraction (XRD) showed that
the polymers are able to maintain EFZ in its amorphous form up to a concentration of
80% of drug. Through the in vitro dissolution studies, it was found that the SD system
PVPVA 64 - EFV 10% would be the most promising since it was able to increase up to
six times the AUC when compared to the drug alone, and to maintain the levels of
supersaturation for a period of 120 minutes. The SD systems PVP- K30 - EFZ 10% and
HPMCAS — EFZ 10% achieved good result during the in vitro dissolution study and,
thus, it was also selected. The method for quantification of co-optimized EFZ was
validated according to the criteria of the RE n°® 899/03 of ANVISA and the ICH and
demonstrated: linear, precise and accurate for all parameters evaluated.The physico-
chemical characterization of the SD systems with PVP K-30 and PVPVA 64 through
calorimetric, microscopic and spectroscopic techniques revealed the conversion of EFZ
to its amorphous state and found that the PVPVA 64 interacts more effectively when
compared to PVP- K30. However, based on preliminary results of the accelerated
stability study, it can be seen that the PVP K-30 polymer was the most inhibitory effect
crystallization of the drug after six months of study. The behavior and thermal stability
of EFZ and SD PVPVA 64 - EFV 10% were investigated by TG, DSC, DSC
photovisual and pyrolyzer coupled with GC/MS. Differences between the TG curves of
the pure drug and the pharmaceutical product were observed due to the presence of the
polymer. Also, it was observed that the SD promoted a thermal protection of EFZ,
showing the good quality of the formulation. Regarding the kinetic parameters obtained
for the non-isothermal and isothermal conditions, the activation energy (Ae) values of
the SD were equal to 101 and 132 kJ/mol, respectively, while the Ae values for the
EFV, according to literature, are between 88 - 93 kJ/mol. Besides that, a first-reaction
order was found for the SD, unlike the one for the pure EFZ, which was a zero-reaction
order. Furthermore, by the Arrhenius equation, it could be suggested that the
formulation would remain stable for seven months. In conclusion, in this study, we
obtained stable and adequate SD systems to overcome the solubility limitations of
efavirenz.

Keywords: Efavirenz. HIV. Solid dispersion. PVPVA 64. Dissolution.
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1 INTRODUCAO

A sindrome da imunodeficiéncia adquirida (SIDA) continua sendo um dos
principais problemas de saide publica mundial, pois nos dltimos 30 anos constatou-se
que ja houve mais de 60 milhdes de pessoas infectadas e 20 milhGes de mortes por
infeccdo pelo Virus da Imunodeficiéncia Humana (HIV), sendo que, dois tercos desta
populacdo residem nos paises localizados na Africa Subsaariana, onde 0 acesso a terapia
anti-retroviral é bastante limitado (NEVES et al.,, 2010; PINNA; KAKALOU;
ROSENBERG, 2012).

A Highly Active Antiretroviral Therapy (HAART), introduzida em 1996, que
combina pelo menos trés medicamentos anti-retrovirais, € considerada um dos avancos
mais significativos na éarea, ja& que garantiu uma grande reducdo nos indices de
mortalidade, além de aumentar a qualidade e a expectativa de vida dos individuos
infectados. Seus efeitos benéficos sdo indiscutiveis, porém varios fatores comprometem
seu sucesso, como por exemplo, as limitacGes de algumas propriedades fisico-quimicas
da grande maioria dos farmacos, dentre eles, o efavirenz (EFZ) (NEVES et al., 2010;
SHARMA; GARG, 2010).

O EFZ é considerado uma das drogas anti-HIV mais utilizadas. E pertencente &
classe dos Inibidores N&o-Nucleosideos da Transcriptase Reversa (ITRNNs) e €
classificado como farmaco de classe Il (baixa solubilidade, alta permeabilidade),
segundo o sistema de classificacdo biofarmacéutica (SCB), apresentando problemas de
absorcdo no trato gastrointestinal e consequentemente biodisponibilidade inadequada
para sua acdo terapéutica (MADHAVI et al., 2011; SATHIGARI et al., 2009). Desta
forma, o desenvolvimento de formulacdo por via oral para esta classe de farmacos é
considerado como um dos maiores e mais frequientes desafios para os pesquisadores da
industria farmacéutica (SHARMA, A.; JAIN, C.P., 2011).

Para solucionar estes problemas, varias tecnologias farmacéuticas como:
micronizagdo, dispersdo solida, complexo de incluséo, sistemas multicomponentes,
spray drying, nanossistemas, micelas poliméricas, dentre outras, foram descritos na
literatura (CHADA et al.,, 2012; CHIAPPETTA et al., 2011; COSTA et al., 2013;
KATATA et al., 2012; SATHIGARI et al, 2012; SHARMA; GARG, 2010).

Dentre estas, dispersdo solida (DS) é considerada como uma das principais
técnicas de incremento de solubilidade (TIWARE et al., 2009) e pode ser definida como

um grupo de produtos sélidos que estd constituido por, pelo menos, dois componentes
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diferentes, geralmente, uma matriz hidrofilica e um farmaco hidrofébico (YU et al.,
2010). Enquanto que grande parte dos sistemas iniciais consistia em dispersar a droga
em seu estado cristalino no interior de um determinado carreador, os sistemas atuais
visam, através de processamentos moleculares, a alteracdo da forma cristalina da droga
para o seu estado amorfo, devido a sua maior solubilidade, ja que ndo é necessario
energia para quebrar a estrutura cristalina durante o processo de dissolugéo
(DINUNZIO et al., 2010; SHARMA; JAIN, 2011). Porém, a forma amorfa da droga
frequentemente esta associada com problemas de instabilidade termodinamica, uma vez
gue a mesma esta na sua forma metaestavel e, assim, tende a se recristalizar para uma
forma termodinamicamente mais estavel (BALANI et al., 2010).

A estabilidade do estado amorfo da droga é particularmente desejada para
produtos farmacéuticos, uma vez que condicdes de stress, incluindo alta umidade
relativa e elevadas temperaturas durante a producdo e estocagem podem acelerar o
processo de recristalizacdo (SUN; JU; LEE, 2012; VASCONCELOS; SARMENTO;
COSTA, 2007). Para alcancar este objetivo, pesquisadores aumentam a energia de
ativacdo necessaria para o processo de recristalizacdo, que € conseguido através da
utilizacdo de polimeros como carreadores. Estes aumentam a transicao vitrea (Tg) da
mistura miscivel, favorecendo a reducdo da mobilidade molecular do sistema, além de
interagir com grupos funcionais da droga, através, principalmente, de ligacGes de
hidrogénio (BALANI et al., 2010; DINUNZIO et al., 2010; SUN; JU; LEE, 2012).

Desta forma, o objetivo deste trabalho foi obter e caracterizar as DS utilizando
polimeros inovadores, a fim de proporcionar vantagens relacionadas ao aumento do
percentual de EFZ dissolvido quando comparado ao farmaco isolado e,
consequentemente, otimizar sua eficacia terapéutica. Além disso, realizar o estudo do
comportamento e estabilidade térmica do EFZ isolado e do sistema de DS que alcancar

melhores resultados durante o estudo.
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2 OBJETIVOS

Os objetivos que norteiam este trabalho sdo apresentados abaixo subdivididos

em objetivo geral e especificos.

2.1 OBJETIVO GERAL

Desenvolver e caracterizar sistemas poliméricos microparticulados a base de

efavirenz (EFZ), objetivando o aumento na velocidade de dissolucao.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Realizar estudo teorico, através da analise das propriedades dos polimeros
(possibilidade de ligacdes de hidrogénio e temperatura de transicao vitrea), e pratico
(miscibilidade entre o polimero e o farmaco) para a escolha dos carreadores a serem
utilizados para obtencao das Dispersfes Solidas (DS);

e Obter misturas fisicas (MF) e DS pela técnica do solvente, utilizando os carreadores
previamente selecionados através dos estudos tedrico e préatico;

e Verificar, através da Difracdo de raios-X (DRX), o limite de concentracdo do EFZ
que permanecera na forma amorfa na DS;

e Selecionar as DS com melhor desempenho através de estudo de dissolucdo in vitro;

e Co-validar o método de doseamento do EFZ por espectrofotometria UV-Visivel,

e Caracterizar os sistemas selecionados através de diversas técnicas analiticas;

¢ Realizar estudo termoanalitico da DS que apresentar o melhor desempenho no estudo
de dissolucdo in vitro;

e Realizar estudo de estabilidade convencional das DS;

e Auvaliar preliminarmente o efeito da DS na permeabilidade celular do EFZ
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3 REVISAO DA LITERATURA

Para o embasamento do trabalho foi realizada uma revisdo da literatura sobre a
AIDS, terapia antiretroviral, sistema de classificagdo biofarmacéutica, efavirenz e
tecnologias farmacéuticas empregadas para o melhoramento da solubilidade deste

farmaco.

3.1 AIDS: ASPECTOS GERAIS

O agente etiologico da Acquired Immuno Deficiency Syndrome (AIDS) foi
identificado e relatado pela primeira vez por Luc Montagnier e colaboradores em 1983
em um paciente com linfadenopatia generalizada e persistente, que é considerada uma
manifestacdo clinica da AIDS, e os pesquisadores o nomearam pela primeira vez de
LAV. Nos anos seguintes, outros pesquisadores isolaram mais dois tipos de retrovirus,
HTLV-IIl e ARV, e, posteriormente, em 1985, foi demonstrado que HTLV-I1I, ARV e
LAV pertencem a mesma familia de retrovirus e sdo notavelmente semelhantes. Em
1986, o Comité Internacional de Taxonomia Viral renomeou os trés virus como HIV
(GUPTA; JAIN, 2010).

Posteriormente descobriram-se dois tipos de HIV (1 e 2), sendo que o HIV-2 é
mais prevalente no oeste da Africa e est4 associado com uma progressdo mais lenta da
imunodeficiéncia, além de ser transmitido de maneira menos eficiente (OJEWOLE et
al., 2008; LEVY, 2009).

O HIV é classificado como um lentivirus da familia Retroviridae. E observado
como uma nanoestrutura biolégica (em torno de 100-150nm), composta por membrana
derivada do hospedeiro, nucleocapsideo e material genético na forma de &cido
ribonucleico (RNA) contendo trés genes estruturais, responsaveis por codificar
importantes antigenos grupo-especifico (gag gene), enzimas virais essenciais como a
transcriptase reversa, integrase e protease (pol gene), além de duas glicoproteinas
presentes na membrana viral, gp 120 e gp 41, que possuem o papel de reconhecer o
receptor CD4 e os co-receptores CCR5 ou CXCR4 presentes na membrana celular do
hospedeiro e pela fusdo virus-célula, respectivamente (env gene) (NEVES et al., 2010).

As formas de contagio pelo HIV, conhecidas e com importancia epidemioldgica,
sdo as relagOes sexuais (anal e vaginal) desprotegidas, transfusdo sanguinea, seringas
compartilhadas entre usuarios de drogas e transmissdo da mae para o feto (transmisséo

vertical) no momento do parto ou amamentacdo (NEVES et al., 2010). De acordo com o
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Boletim Epidemioldgico do ano de 2012, publicado pelo Ministério da Salde, entre os
maiores de 13 anos de idade, a forma de transmissdo mais prevalente é a sexual. Nas
mulheres, 86,8% dos casos registrados em 2012 decorreram de relagGes heterossexuais
com pessoas infectadas pelo HIV. Entre os homens, 43,5% dos casos se deram por
relacGes heterossexuais, 24,5% por relacbes homossexuais e 7,7% por bissexuais. O
restante ocorreu por transmissdo sanguinea e vertical (BRASIL, 2012).

A infeccdo inicia quando o HIV se funde & membrana celular do linfdcito e, em
seguida, libera o contetdo do capsideo, contendo RNA e enzimas virais, no citoplasma
da célula alvo. Posteriormente, havera a conversdio do RNA viral em &cido
desoxirribonucléico (DNA) devido a acdo da enzima transcriptase reversa (TR),
permitindo que este seja transportado para o nucleo da célula infectada. Em seguida,
ocorre atuacao de uma segunda enzima do HIV, a integrase, que catalisa a incorporacéo
do DNA viral ao material genético do hospedeiro. A partir da etapa anterior, 0 genoma
viral seré transcrito, transportado para o citoplasma, onde serdo traduzidos em proteinas
e poliproteinas. Posteriormente, os virions serdo montados proximo a membrana celular,
na forma de particulas imaturas, podendo, desta forma, iniciar o processo de
brotamento. Durante ou apds este momento, as particulas virais sofrem modificacdo
morfolégica conhecida como maturacdo, é nesta fase final que a enzima protease atua,
clivando as poliproteinas gag e gag-pol, originando enzimas e proteinas que sao
necessarias para a estrutura do capsideo. Desta forma, os virions maduros ja sdo capazes
de infectar novos linfocitos e iniciar um novo ciclo (Figura 1) (PECANHA; ANTUNES,
2002; SOUZA, 2005).

Apoés a exposicdo ao HIV, aproximadamente duas a trés semanas, antes do
aparecimento de anticorpos contra o virus, as pessoas infectadas geralmente apresentam
uma doenca aguda que estd associada a sintomas inespecificos, comuns a varias
infeccdes virais, incluindo febre, dor de garganta e mal estar (RUBIM, 2006). A
proxima fase, denominada de assintomatica, & caracterizada pela ocorréncia da
soroconversao e intensa resposta imune que contém parcialmente a replicacdo viral
fazendo a viremia cair e os niveis de CD4+ aumentar, porém nunca aos niveis anteriores
normais. Essa fase pode durar de 2 a 20 anos (em média 10 anos) e geralmente a
contagem do CD4+ é maior que 350 celss/mm®. Este estado pode evoluir para a fase
sintomatica da doenca, denominada AIDS, caracterizada pela alta redugéo dos linfécitos
T CD4+, com consequentemente susceptibilidade do organismo as infeccles
oportunistas (BRASIL, 2013a).


http://www.aids.gov.br/pagina/sistema-imunologico
http://www.aids.gov.br/pagina/sistema-imunologico
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No final de 2011, 34 milhGes de pessoas, no mundo, viviam com a infec¢do por
HIV. Neste mesmo ano, constatou-se que 1,7 milhdes de pessoas morreram por AIDS e
mais de 2,5 milhdes, foram infectadas pelo HIV. A infeccdo por HIV tem uma
distribuicdo mundial, porém, a Africa Subsaariana continua sendo a mais severamente

afetada, sendo responsavel por cerca de 70% das pessoas vivendo com HIV em todo
mundo (UNAIDS, 2012).

Figura 1 - Ciclo de Replicacdo do Virus HIV.
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Desde o inicio da epidemia, em 1980, até junho de 2012, o Brasil tem 656.701
casos registrados de AIDS, de acordo com o Boletim Epidemioldgico do ano de 2012.
Em 2011, foram notificados 38.776 casos da doenca e 12.044 Oébitos e a taxa de
incidéncia no Brasil foi de 20,2 casos por 100 mil habitantes. Embora dados
epidemioldgicos indiguem uma reducéo de cerca de 6% na taxa de incidéncia de casos
de AIDS no Brasil como um todo, observa-se diferencas significativas entre as regioes
do pais. Em um periodo de 10 anos, 2002 a 2011, houve diminuicdo de 23,7, 8,3 € 5,4%
nas taxas de incidéncia de casos de AIDS da regido Sudeste, Sul e Centro-Oeste,
respectivamente, enquanto que nas regifes Nordeste e Norte, houve um incremento de
49,7 e 90,8%, respectivamente (BRASIL, 2012).

3.2 Terapia Antiretroviral

O isolamento do agente etioldgico da AIDS permitiu que medidas de prevencdo
fossem implantadas, além de favorecer o inicio de pesquisas por inibidores virais
eficientes. O primeiro candidato, azidotimidina, foi um eficiente inibidor da TR em
experimentos in vitru. Porém seu uso em pacientes portadores de AIDS ndo foi
considerado eficiente (MONTAGNIER, 2010).

No ano de 1987, a zidovudina foi considerada o primeiro farmaco disponivel no
mercado para o tratamento da AIDS. Este sucesso inicial estimulou a avaliacdo da
atividade anti-HIV de diversos analogos de nucleosideos, resultando na aprovacdo de
cinco Inibidores da Transcriptase Reversa Nucleosidicos (ITRNs) (BETHUNE, 2010;
PECANHA; ANTUNES; TANURI, 2002).

No final da década de 80, verificou-se que dois compostos, HEPT e TIBO eram
potentes protétipos anti-HIV em cultura de células infectadas, ja que foi observada a
alta poténcia e especificidade destes compostos na inibicdo da enzima TR do HIV-1. A
descoberta destes novos inibidores estimulou a busca por novos compostos com
atividade semelhante. Dentre 0s compostos que apresentaram atividade, a nevirapina
(Viramune®), delavirdina (Rescriptor®) e efavirenz (Sustiva®) foram aprovados para o
tratamento da AIDS (PECANHA; ANTUNES; TANURI, 2002).

Em meados da década de 90, principalmente entre 1996 e 1997, houve o
surgimento da terapia antirretroviral de alta eficiéncia (HAART), conhecida como

coquetel de drogas, e uma nova perspectiva e dimenséo foram dadas a doenga, uma vez


http://www.aids.gov.br/publicacao/2012/boletim-epidemiologico-aids-e-dst-2012
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que esta deixou de ser considerada como doenca incuravel, fatal e irreversivel,
tornando-se uma condicdo cronica potencialmente controlavel (BUCCIARDINI et al.,
2006; FEITOSA et al., 2008).

As abordagens terapéuticas utilizadas no tratamento da infeccdo pelo HIV tém
enfocado as proteinas do HIV que sdo obrigatdrias para a replicacdo do virus e sdo
suficientemente diferentes daquelas da célula normal, conferindo alvos especificos
(PECANHA; ANTUNES; TANURI, 2002; RUBIN, 2006). O controle viroldgico e
restauracdo da imunidade sdo considerados os dois principais objetivos da terapia
antirretroviral. Uma vez alcancados estes objetivos, € possivel retardar a progressao da
doenga, minimizar infecgfes oportunistas, neoplasias e prolongar o tempo de vida do
paciente (GUPTA; JAIN, 2010).

Atualmente, ha cinco classes de medicamentos antirretrovirais disponiveis no
mercado: Inibidores Nucleosideos da Transcriptase Reversa (ITRNs), Inibidores Nao-
Nucleosideos da Transcriptase Reversa (ITRNNSs), Inibidores da Protease (IP) e, mais
recentemente, os Inibidores de Entrada (antagonistas do CCR5 e inibidores de fusdo) e
Inibidores da Integrase. A escolha entre esta variedade de farmacos e seus regimes nao é
simples e esta vinculada a uma série de variaveis relacionadas as suas caracteristicas
farmacoldgicas e toxicoldgicas, custos da terapia, estagio e progressdo da doenga,
aparecimento de resisténcia e caracteristicas do paciente (GUPTA; JAIN, 2010; NEVES
etal., 2010; OFOTOKUN; CHUCK; HITTI, 2007).

A introducdo da HAART vem contribuindo para uma dramética queda no
namero de mortes relacionadas ao virus HIV e representa um padrdo de terapia para o
tratamento da AIDS. E uma combinagdo de farmacos que tem a capacidade de inibir
duas etapas da replicacédo viral, promovendo uma diminuicdo em cerca de 100 vezes na
velocidade de producdo do virus em comparacdo com as monoterapias utilizadas até o
momento. O regime recomendado € constituido por dois ITRNs associado com um
ITRNNs ou um IP, com o objetivo de aumentar a poténcia, minimizar a toxicidade e
diminuir o risco de resisténcia (MARIER et al., 2007; MELO; BRUNI; FERREIRA,
2006).

Mesmo que regimes de HAART apresentem atividade anti-HIV consideravel e
venha contribuindo de forma significativa para a melhoria da gestdo da doenga no que
diz respeito a qualidade de vida do paciente, seu uso atual esta associado
com varias desvantagens e incovenientes. O principal deles é que o virus HIV persiste

em estado de laténcia em reservatdrios no organismo, tais como o sistema nervoso
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central (SNC), o sistema linfatico e dentro dos macrofagos, onde a maioria das drogas,
nas concentracles terapéuticas requeridas, ndo conseguem ter acesso, além de ndo
conseguir manter o tempo de duracdo necessario no local de acdo. Concentracfes
subterapéuticas da droga e tempo de residéncia curto nos locais de acdo, contribuem de
forma significativa para a falha do tratamento, tanto para eliminar o HIV destes
reservatorios quanto para o aparecimento de virus multirresistentes a diferentes
combinacdes de farmacos disponiveis no mercado (MELO; BRUNI; FERREIRA, 2006;
OJEWOLE et al., 2008).

Além disto, o tratamento proporciona importantes efeitos colaterais (vomitos,
diarréias, néduseas, dores abdominais, dores de cabeca e, até mesmo, alteracGes da
coloracdo da pele), que podem ser atribuidos a necessidade de altas dosagens e
frequentes administracbes, que na maioria das vezes sdo incompativeis com as
atividades diarias dos pacientes, a fim de alcancar o efeito terapéutico desejado. Isto
pode ser explicado devido a inadequada concentracdo da droga no local de acdo, ja que
a maioria dos anti-retrovirais apresentam inadequadas propriedades fisico-quimicas e
baixa biodisponibilidade. Todos estes fatores representam dificuldades para o sucesso
do tratamento, visto que a ndo adesdo ou negligéncia do regime terapéutico expde o
paciente aos riscos da medicacdo, ndo resultando em beneficio terapéutico (MELO;
BRUNI; FERREIRA, 2006; PIERI; LAURENTI, 2012).

3.3 SISTEMA DE CLASSIFICACAO BIOFARMACEUTICA (SCB): Aspectos
Gerais

Testes de bioequivaléncia assumem papel de suma importancia no
desenvolvimento de produtos farmacéuticos e correspondem ao padrdo aceito para
assegurar o desempenho terapéutico de medicamentos que passaram por alteracdes em
processos de fabricacdo, modificacbes de formulacdo e também para a aprovagédo de
medicamentos genéricos. Esses padrdes estdo baseados em assegurar que tanto o
produto de referéncia, como o produto teste, apresente 0 mesmo perfil de concentragdo
plasmatica pelo tempo (TAKAGI et al., 2006).

Nas ultimas trés decadas, testes de bioequivaléncia tém sido bastante utilizados,
porém, recentemente, um novo padrdo, aplicavel a um ndmero consideravel de
medicamentos, foi desenvolvido baseado na classificacdo de farmacos de acordo com

suas propriedades biofarmacéuticas (TAKAGI et al., 2006).
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Este novo padrdo é denominado de Sistema de Classificacdo Biofarmacéutica
(SCB). Criado por Amidon e colaboradores em 1995, o SCB estd baseado nos
resultados de um conjunto de modelos de absorcdo, que foram capazes de demonstrar
que a absorcdo de farmacos por via oral € controlada principalmente pela sua
solubilidade aquosa sob condicdes fisiologicas e permeabilidade intestinal, além de esta
relacionada com sua taxa de dissolu¢cdo (CRISTOFOLETTI et al., 2013). Desta forma,
subdivide os farmacos em quatro classes: alta solubilidade e alta permeabilidade (Classe
1), baixa solubilidade e alta permeabilidade (Classe II), alta solubilidade e baixa
permeabilidade (Classe Ill) e, baixa solubilidade e baixa permeabilidade (Classe V)

(Figura 2) (DEZANI et al., 2013).

Figura 2 - Classificacdo dos farmacos de acordo com o Sistema de Classificacdo
Biofarmacéutica (SCB).
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Fonte: Adaptado de BENET, 2013

Considera-se que um farmaco tem alta solubilidade quando a maior dose é
soltvel em volume igual ou menor que 250 mL de meio aquoso dentro de uma faixa de
pH de 1,0 a 7,5. O volume estimado de 250 mL ¢é originado de protocolos tradicionais

de estudos de bioequivaléncia que recomendam a administracdo do medicamento aos
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voluntarios em jejum com um copo de agua (CHARKOFTAKI et al., 2009; FDA,
2000).

A permeabilidade pode ser determinada indiretamente, através da estimativa do
grau de absorcdo da droga ou, diretamente, pela medicdo da taxa de transferéncia de
massa entre a membrana intestinal humana. Desta forma, quando a extensdo de
absorcdo de um farmaco for maior ou igual a 90% da dose administrada comparada a
uma dose de referéncia por via intravenosa, este & considerado como altamente
permeavel. Alternativamente, diferentes sistemas podem ser utilizados para estimar a
absorcdo oral de farmacos em seres humanos e, consequentemente, classifica-los de
acordo com sua permeabilidade. Tais modelos incluem membranas artificiais e cultura
de células in vitro (PAMPA, Caco-2 e MDCK), estudos de perfusdo intestinal (métodos
in situ) e estudos ex vivo utilizando segmentos intestinas de animais ou seres humanos
(DEZANI et al., 2013; FDA, 2000).

O objetivo do SCB ¢é utilizar as informacgdes dos estudos provenientes da
dissolugéo in vitro para correlacionar com a dissolugdo in vivo e, consequentemente,
evitar a exposicdo de humanos sadios aos farmacos candidatos aos estudos de
bioequivaléncia, bem como reduzir 0s custos e tempo necessarios para o0
desenvolvimento de medicamentos genéricos (BENET, 2012; NAIR et al., 2012). Desta
forma, a classificacdo biofarmacéutica tem sido bastante utilizada como ferramenta de
auxilio na decisdo sobre a isencdo de estudos de biodisponibilidade (bioisencdo) para
registro de medicamentos. Agéncias regulatérias, como o Food Drug Administration
(FDA), European Medicines Agency (EMEA) e a Organizacdo Mundial de Salde
(OMS) admitem a bioisenc¢do para farmacos de classe |, quando 0s mesmos apresentam
velocidade de dissolucdo rapida. Porem, a OMS amplia a bioisencdo para alguns
farmacos de classe Il (aqueles que apresentam propriedades acidas fracas) e para os de
classe Ill, enquanto que EMEA amplia apenas para farmacos da classe Il
(KAWABATA et al., 2011).

Atualmente, o conceito de SCB vai além da bioisengdo de farmacos, ja& que o
mesmo vem sendo bastante utilizado nas etapas de formulagcdo que antecedem aos
estudos clinicos (COOK et al., 2008; KU, 2008). A classificacdo biofarmacéutica de
drogas, que futuramente podem ser candidatas a farmacos, pode fornecer uma indicacédo
da dificuldade das etapas para o seu desenvolvimento. Para drogas classes | ou IlI,
formulacdes sdo desenvolvidas com estratégias mais simples. No entanto, para drogas

classe 1l ou IV é necessario que suas formulacdes estejam baseadas nas propriedades
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fisico-quimicas e biofarmacéuticas, a fim de obter a biodisponibilidade necessaria e
reprodutivel apds sua administracdo oral (KAWABATA et al., 2011).

3.4 INSUMO FARMACEUTICO: EFAVIRENZ

Dentre os farmacos utilizados na terapia antirretroviral, encontra-se o EFZ
(Figura 3), que, segundo Madhavi et al. (2011), é uma farmaco frequentemente utilizado
em protocolos terapéuticos para o tratamento do HIV. Esta inserido na classe dos
ITRNNs, enzima responsavel pela conversio do RNA viral em 4cido
desoxirribonucléico (DNA), permitindo que este entre e chegue ao ndcleo da célula
infectada, assumindo o controle dos mecanismos de replicacdo. (CHADA et al, 2012;
GUPTA,; JAIN, 2010). No que diz respeito a escolha do ITRNNs para compor o regime
terapéutico, o0 EFZ é considerado como farmaco de primeira escolha, preferencial a
nevirapina, exceto para gestantes e criancas menores de 3 anos. Essa opcao estad
fundamentada na sua elevada poténcia de supressdo viral, na comprovada eficacia em

longo prazo e no menor risco de efeitos adversos sérios (BRASIL, 2008).

Figura 3 - Estrutura quimica do EFZ.

ci

Fonte: MADHAVI et al., 2011

EFZ foi descoberto pelos pesquisadores da Merck, desenvolvido em conjunto
com a DuPont e sua comercializacdo liberada pelo FDA em setembro de 1998
(BETHUNE, 2010). O Ministério da Satde (MS) brasileiro, a fim de assegurar a
viabilidade do tratamento contra o HIV/AIDS pelo Sistema Unico de Salde (SUS),
decretou, em 4 de maio de 2007, o licenciamento compulsorio do EFZ para uso publico
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ndo-comercial, através da assinatura do decreto 6 108/2007 (RODRIGUES; SOLER,
2009). Posteriormente, o MS passou a importar da india genéricos pré-qualificados pela
OMS que provocou um impacto imediato de US$ 31,5 milhGes de economia para o
pais. Paralelamente, foi iniciado o desenvolvimento do EFZ nacional, através do
Laboratorio de Medicamentos de Pernambuco (LAFEPE) e Farmanguinhos que
estabeleceram uma parceira com as empresas privadas Globequimica (SP), Cristalia
(SP) e Nortec (RJ). O laboratério indiano forneceu o medicamento até 2010 e seus
estoques duraram até 2011. Desta forma, a producdo passou a ser inteiramente
nacional. Em maio de 2012, houve a renovacéao do licenciamento compulsoério do EFZ
por mais cinco anos e neste mesmo ano, o0 MS contratou 57 milhdes de comprimidos do
farmaco junto ao laboratério Farmanguinhos, pelo valor de R$ 76,9 milhdes, a fim de
estabelecer esquemas terapéuticos para aproximadamente 104 mil pessoas no pais, 0
que representa quase 50% das pessoas em tratamento no Brasil (BRASIL, 2013b).

O EFZ possui forma molecular C14H9CIF3NO2, com massa molecular de
315,68, pKa no valor de 10,2 e um Log P de 5,4. Possui aparéncia de pé cristalino
branco ou levemente amarelado e apresenta faixa de fusdo de 136,0 °C a 141,0 °C.
Apesar de ser solivel em metanol e diclorometano, é considerado praticamente
insolGvel em &gua e, devido a isto, exibe baixa e varidvel biodisponibilidade oral, sendo
classificado como um farmaco de Classe Il, segundo o SCB (ROEW et al., 1999;
SHANKAR; CHOWDARY, 2013; VIANA et al., 2006).

O EFZ apresenta-se na forma cristalina, descrito com pelo menos cinco
diferentes polimorfos por Radesca et al (1999) através da patente WO 99/6445, sendo 0
polimorfo 1 considerado o mais estivel termodinamicamente, apresentando faixa de
fusdo entre 138° e 140°C, por essa caracteristica deve ser 0 mais comumente utilizado
nas formulacBes para uma garantia de maior estabilidade do produto farmacéutico.
Segundo Chada et al., 2012, foram divulgadas mais algumas patentes e publicacdes,
posterior a este relatorio do ano de 1999, que descreveram os métodos para a preparacao
de novas modificacdes utilizando diferentes solventes e anti-solventes. Porém, segundo
0s autores, 0s aspectos termodinamicos de varios polimorfos ndo foram levados em
consideracao, além disso, a transformacdo de uma forma polimorfica para outra néo foi
relatada, havendo, desta forma, varias lacunas que precisam ser preenchidas para
completa caracterizacao destes polimorfos.

O EFZ é comercializado sob os nomes Stocrin e Sustiva, dependendo do pais. O

primeiro é fabricado pela Merck Sharp & Dohme, enquanto que o segundo €é produzido
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pela Bristol-Myers Squibb (EMEA, 2013). No mercado farmacéutico, o EFZ pode ser
encontrado como cépsulas duras de 50, 100 e 200 mg, como comprimido revestido de
50, 200, 300 e 600 mg e, também, como formulacio liquida de 30 mg.mL™. Além
disso, existe uma associacdo do efavirenz (600 mg) com os farmacos emtricitabine (200
mg) e tenofovir disoproxil (245 mg), denominada Atripla (BETHUNE, 2010; EMEA,
2013).

No Brasil, encontram-se registrados na Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
(ANVISA), as seguintes apresentacdes farmacéuticas: solucdo oral de 30 mg.mL™,
capsulas gelatinosas duras de 50 e 200 mg e comprimidos revestidos de 300 e 600 mg
(BRASIL, 2013c).

A dose recomendada de EFZ para adultos é de 600 mg uma vez ao dia., porém
em pacientes com idade entre trés e dezessete anos, a dose dependera do peso corporal
(RIBERA et al.,, 2011). Devido ao aparecimento relativamente rapido de cepas
resistentes, 0 EFZ néo pode ser administrado em monoterapia e, portanto, no momento
da escolha dos novos agentes anti-retrovirais para serem usados em combinagéo, deve
ser levada em consideracdo a possibilidade de resisténcia viral cruzada (FDA, 2013).
Geralmente 0 EFZ € usado em combinacdo tanto com IP quanto com ITRNs (MISHRA
et al., 2010).

Os efeitos adversos mais caracteristicos do EFZ sdo as alteracbes do SNC, tais
como: tontura, insbnia, sonoléncia, dificuldade de concentracdo, sonhos anormais e
ansiedade, que estdo presentes em mais de 50% dos casos, principalmente, nas
primeiras semanas de tratamento. Além disso, o tratamento com EFZ também esta
associado com o aparecimento de erupcao cutanea e transtornos psiquiatricos (depressao
grave, pensamentos suicidas, tentativa de suicidio, comportamento agressivo) (EMEA,
2013; MARZOLINI et al., 2001).

O EFZ apresenta uma biodisponibilidade oral de 40 a 45% e uma variabilidade
inter e intraindividual de 54,6% e 26%, respectivamente. Diante da alta variabilidade, a
monitorizacdo terapéutica dos niveis plasmaticos de EFZ é recomendada para evitar
efeitos colaterais e descontinuacdo do tratamento (CHIAPPETTA et al., 2011).

O aumento da absor¢do do EFZ é observado quando o mesmo é ingerido com
alimentos, conduzindo, assim, 0 aumento da freqliéncia das reacdes adversas. Desta
forma, recomenda-se que seja administrado com o estdbmago vazio, preferencialmente
ao deitar (FDA, 2013).
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A farmacocinética do EFZ é caracterizada por uma elevada meia-vida
plasmaética, entre 52 a 76 horas apds administracdo de dose Unica e de 40 a 55 horas
ap6s administracdo de doses multiplas. Apresenta alta taxa de ligacdo protéica,
principalmente a albumina, no entanto atinge o liquido cefalorraguidiano com
concentracdes em média de 0,69% (0,26 e 1,19) da concentracdo plasmatica
correspondente (EMEA, 2013).

A concentragdo plasméatica maxima (Cmax) ap6s administracdo oral de 600 mg é
de 12,9 + 3,7 uM,, a concentragdo plasmatica minima ¢ de 5.6 = 3.2 uM ¢ a area sob a
curva (AUC) ¢ de 184 + 73 uM/h. O tempo para a Cméax e o estado de equilibrio ser
alcancado € de 3 - 5 horas e 6 - 10 dias, respectivamente (RIBERA et al., 2011).

A metabolizacdo do EFZ acontece a nivel hepatico, principalmente, pelo
citocromo P450 (CYP3A4 e 2B6) a metabdlitos hidroxilados com posterior
glicuronoconjugacdo. As principais vias de eliminacdo dos metabolitos inativos sdo a
via renal (34%) e as fezes (16-61%). E considerado um forte indutor de CYP3A4, desta
forma, compostos que sdo substratos desta isoenzima (anticoncepcionais orais,
estatinas, claritromicina, itraconazol ou cetoconazol) podem ter suas concentracdes
plasmaticas reduzidas quando administrados concomitantemente com EFZ (EMEA,
2013; RIBERA et al., 2011).

Farmacos como terfenadina, astemizol, cisaprida, midazolam, triazolam,
pimozida, bepridilo ou alcal6ides do ergot (por exemplo, ergotamina, diidroergotamina,
ergonovina e metilergonovina) podem sofrer inibicdo do seu metabolismo devido a
competicdo do sitio da isoenzima CYP3A4 pelo EFZ, levando a efeitos adversos graves
e/lou potencialmente mortais, como arritmias cardiacas, sedacdo prolongada ou
depressao respiratoria. Além disso, pode se comportar como um inibidor da isoenzima
2C9/19, aumentando os efeitos dos farmacos que sdo eliminados por estas vias, como

por exemplo, o voriconazol (FDA, 2013).

3.5 SISTEMAS BASEADOS NO MELHORAMENTO DA SOLUBILIDADE DO
EFAVIRENZ

Enfocando o aumento da biodisponibilidade de farmacos classe IlI, um dos
desafios mais relevantes no desenvolvimento de formulagdes seria incorporar
tecnologias oriundas das ciéncias dos materiais e excipientes que se comportem como
incrementadores de dissolugdo (COSTA, 2011).
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Atualmente, a tecnologia farmacéutica fornece muitas abordagens para melhoria
da taxa de dissolugdo de farmacos pouco solUveis. Assim, incorporar uma matriz
polimérica sollvel em agua na formulacdo é uma abordagem bésica na pesquisa em
tecnologia farmacéutica em termos de aumento da taxa de dissolucdo de farmacos
pouco soliveis em agua, bem como modificacdes fisicas normalmente aumentam a area
superficial, a solubilidade e/ou a molhabilidade de particulas de pé (RUDNIC;
SCHWARTZ, 2000). Essas modificac@es fisicas sdo focadas na reducdo do tamanho de
particula ou geracao de estados amorfos (VOGT; KUNATH; DRESSMAN, 2008).

Trabalhos recentes foram publicados corroborando com as ideias anteriormente
citadas, empregando a utilizagdo de tecnologias para melhoramento da solubilidade do
EFZ.

3.5.1 Dispers0es solidas

O termo dispersdo solida (DS) refere-se a um produto sélido constituido por pelo
menos dois componentes diferentes, em geral, uma matriz ou carreador e um farmaco
hidrofébico (SHARMA; JAIN, 2011). Em outros termos, as DS sdo sistemas que
proporcionam um melhor desempenho de um farmaco hidrofébico no meio de
dissolugdo por funcionarem como uma barreira ou sistemas estabilizadores. Isso
acontece porque o farmaco ou parte dele no estado amorfo - estado em que este
apresenta maior solubilidade — estara presente disperso no carreador e, assim, este ira
dificultar a juncdo das moléculas do farmaco e, consequentemente, sua cristalizacdo por
tempo suficiente para que grande quantidade do farmaco amorfo fique disponivel para
ser dissolvido no meio de dissolu¢do (MEDEIRQS, 2013).

O melhor desempenho de farmacos no meio de dissolucdo causado pela
formacdo de DS esta baseado na reducdo do tamanho de particula do farmaco quase a
nivel molecular, proporcionando, desta forma, uma melhor molhabilidade e
dispersibilidade pelo carreador, além da formag&o de uma estrutura amorfa do farmaco
no carreador (SINGH; SAYYAD; SAWANT, 2010). As DS também tém sido utilizadas
para aumentar a estabilidade quimica de farmacos em solucdo ou suspensao, preparar
formas farmacéuticas de liberacdo controlada, reduzir efeitos colaterais e mascarar
sabores desagradaveis (SHARMA; JAIN, 2011).

Kolhe, Chaudari e More (2013) investigaram a obtengdo de DS através da

técnica hot melt extrusion (HME) e utilizaram Copovidona e polietilenoglicol (PEG)


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Vogt%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17574403
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Kunath%20K%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17574403
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Dressman%20JB%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17574403
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como polimeros, 6leo de ricino e monolaurato de sorbitano como plastificantes. DS com
proporcdo farmaco:polimero de 1:1 foi formulada e caracterizada através das técnicas:
solubilidade de saturacdo, o efeito da temperatura sobre a preparagdo dos sistemas,
Calorimetria Exploratéria Diferencial (DSC), Difracdo de Raios-X (DRX),
Infravermelho (IV), dissolucdo e estudos de permeabilidade in vitro. Os autores
verificaram através dos dados de DRX e DSC, que o processo HME permitiu a
desaparecimento dos picos de EFZ, que indicam a conversdo completa da forma
cristalina de EFZ para a forma amorfa. Estudos de dissolucdo e solubilidade também
mostraram um aumento na taxa de liberacéo dos sistemas preparados por HME.

Chowdary e Enturi (2013) avaliaram o desempenho in vivo e a farmacocinética
das DS de EFZ utilizando citrato e fosfato de amido, como polimeros. Observou-se um
aumento de 9,90 e 9,14 vezes na taxa de absorcdo do farmaco ao utilizar a DS
EFZ:citrato de amido (1:2) e a DS EFZ:fosfato de amido (1:2), respectivamente, quando
comparado com o EFZ puro. As DS de EFZ com os dois novos amidos modificados
(citrato de amido e fosfato de amido) exibiram taxas significativamente superiores de
absorcéo e biodisponibilidade do EFZ, quando comparado ao EFZ sozinho na avaliagédo
in vivo.

Koh et al. (2013) aumentaram a taxa de dissolugdo do EFZ utilizando sistemas
de DS (binarios e ternarios). No sistema binario foram utilizadas trés proporces em
peso de farmaco: polimero diferentes (1:5, 1:10 e 1:15) de EFZ, PEG 8000 e/ou PVP
K30. No sistema ternario, Tween 80 foi incorporado em todas as formulacbes de 1:10
por adicdo de 10% do peso total do farmaco para se obter a relagdo farmaco: polimero:
surfactante 1:10:1,1. A dissolucéo de ambos os sistemas foi notavelmente melhorada em
compara¢do ao EFZ sozinho. Uma relacdo 6tima farmaco: polimero (1:10) foi
identificada. Incorporacdo de Tween 80 nessas formulacdes 1:10 através do método de
solvente mostrou melhoria na velocidade de dissolucdo. Resultados das caracterizagdes
fisico-quimicas sugeriram que o EFZ existia na forma amorfa em todos os sistemas de
DS, fornecendo evidéncias do motivo da melhora na dissolucdo. Nao foi observada
diferenga estatisticamente significativa (P> 0,05) na dissolucdo entre os dois métodos
aplicados (fusdo e solvente). Ambos os sistemas, binarios e ternarios, de DS mostraram
uma melhora significativa na taxa de dissolucdo do EFZ. Formulagdes com apenas PVP
K-30 obtiveram melhor perfil de dissolu¢éo e uma proporgéo farmaco:polimero 1:10 foi

considerada como uma relacéo ideal.
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Kumar, Devi e Bhikshapathi (2012) formularam e caracterizaram DS de
EFZ:Kollidon 30 nas proporgdes 1:1 e 1:2, utilizando Neusilin como antiagregante.
Estudos de dissolucdo indicaram que a formulacdo EFZ: Kollidon 30: Neusilin 1:2:2
apresentou uma dissolucdo significativamente superior ao farmaco puro e as MF.
Estudos de DRX e de DSC mostraram que o farmaco estava na forma amorfa. A
comparacao da biodisponibilidade em estudos in vivo da formulacdo e do farmaco puro
em ratos Wistar confirmou a quantidade mais elevada da concentragdo do farmaco no
sangue indicando uma melhor absorc¢éo e biodisponibilidade sistémica.

Sathigari et al. (2012) prepararam DS de EFZ, através da técnica HME,
utilizando Eudragit EPO e Plasdone S-630 como polimeros. As misturas fisicas entre o
farmaco e o polimero foram preparadas em vérias concentracdes (1:1, 1:4 e 4:1), porém,
através de investigacdo reoldgica foi demonstrado que a proporcdo 1:1 era a mais
indicada para preparar as DS por diminuir suficientemente a viscosidade dos sistemas a
fim de facilitar o fluxo do material fundido no processo de extrusdo. Estudos de DRX e
DSC confirmaram a existéncia do EFZ no estado amorfo nas DS. A taxa de dissolucdo
do EFZ das DS foi substancialmente mais elevada do que a do farmaco na sua forma
cristalina. Estudos de estabilidade indicaram que os sistemas permaneceram estaveis por
9 meses. Estudos de 1V revelaram interacdes entre 0 EFZ e Plasdone S-630, sendo estas,
particularmente, ligacdes de hidrogénio, o que reduziu a mobilidade molecular e
impediu a cristalizacdo durante o armazenamento. O estudo de 1V das DS com Eudragit
EPO ndo revelaram interacdes especificas, mas a estabilidade fisica da formulacdo pode
ser atribuida ao efeito antiplastificante do polimero sobre o farmaco.

Chowdary e Enturi (2011) prepararam, caracterizaram e avaliaram o fosfato de
amido como um carreador em DS para aumentar a taxa de dissolucdo do EFZ. As DS
foram preparadas pelo método do solvente empregando varias proporcdes (p/p) de
farmaco: fosfato de amido, tais como 2:1 (DS-1), 1:1 (DS-2), 1:2 (DS-3), 1:3 (DS-4) e
1:9 (DS-5) e, em seguida, foram avaliadas quanto a taxa e eficiéncia de dissolucéo.
Todas as DS preparadas se dissolveram rapidamente e maior quantidade de EFZ se fez
presente no meio de dissolugdo quando em comparagdo com o farmaco puro. A taxa de
dissolucdo (K1) do EFZ aumentou 13,98 e 31,37 vezes para as DS-4 e DS-5,
respectivamente. A eficiéncia de dissolucdo nos primeiros 30 minutos (ED30) tambem
foi aumentada de 10,66%, no caso do EFZ puro, para 51,13% e 71,51%, no caso dessas
DS. Comprimidos de EFZ (50 mg) foram preparados empregando o EFZ sozinho e suas

DS-3 e DS-4 pelo método de granulacdo por via imida e, em seguida, foram avaliados.
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Um aumento na K1 de 16,71 e 31,04 foi observado com as formulacdes de
comprimidos que continham as DS-3 e DS-4, respectivamente, quando em comparagéo
com os comprimidos simples.

Deshmukh et al. (2011) formularam e caracterizaram um comprimido de
liberacdo imediata do EFZ utilizando Soluplus® como carreador em uma DS. A
formulagdo proposta foi preparada atraves da técnica HME. Através de estudos de
solubilidade e dissolu¢cdo a DS com propor¢des de farmaco e polimero 1:3 foi
selecionada. O lote obtido foi caracterizado através da DSC, DRX (analise da
cristalinidade), IV e estudo de dissolucdo in vitro. Ndo houve problemas de
compatibilidade e a cristalinidade do farmaco foi reduzida no comprimido preparado,
dados confirmados pelos estudos de DSC e DRX. O IV confirmou a presenca de
interaces intermoleculares entre o Soluplus® e o EFZ. A taxa média de dissolucio dos
seis comprimidos de EFZ e da formulacdo comercializada em 45 minutos foi 72,77% e
69,37%, respectivamente, enquanto em 120 min elas foram 90,08% e 88,24%,
respectivamente. Isso mostra que os perfis de dissolucdo da DS e da formulacdo
comercializada eram comparaveis. Isto pode ser devido ao Lauril Sulfato de Sodio
(LSS) que atua como surfactante. Os estudos de estabilidade foram realizados e, desta
forma, verificou-se que comprimido com a DS apresentou-se estavel por 30 dias.

Madhavi et al. (2011) prepararam DS de EFZ:PEG 6000 pelo método do
solvente nas proporc¢des 1:1 e 1:2 (p/p). O solvente utilizado foi acetona e 0 método de
evaporacdo do solvente foi o rotaevaporador. Os resultados mostraram um alargamento
do pico de fusdo indicando a reducédo da cristalinidade do farmaco nas DS, bem como
uma melhora na taxa de dissolucdo de 16% para 70% que foi relacionada com a
melhora da molhagem do farmaco devido ao microambiente formado na superficie do
farmaco ap6s a dissolucao do polimero.

Srinarong et al. (2010) investigaram a aplicabilidade do Inutec® SP1 como
carreador para obtencdo de DS com varios farmacos pouco solUveis em agua, incluindo
0 EFZ, e compararam o seu comportamento com Inulina e PVP. As DS foram
preparadas por spray-dryer utilizando quantidades de 20 e 30% (p/p) de farmaco e,
como solvente, uma mistura de agua e alcool tert-butilico foi utilizada. A Microscopia
eletrobnica de varredura (MEV) mostrou que as amostras obtidas foram altamente
porosas e apresentaram formato esférico. O DSC mostrou que os farmacos incorporados
nos carreadores analisados encontravam-se totalmente ou parcialmente amorfos. Em

estudos de dissolugdo, os comprimidos das DS obtidas com o Inutec® SP1
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apresentaram melhor desempenho, pois cerca de 80% do farmaco dissolveu-se em
menos de 30 minutos, seguidos por PVP e Inulina. Estudos de estabilidade foram
realizados e verificou-se que os comprimidos foram estaveis durante 3 meses.

Yang, Grey e Doney (2010) investigaram os fatores que regem a recristalizacédo
de DS e desenvolveram um modelo de cinética capaz de prever com precisdo as suas
estabilidades fisicas. As DS de EFZ-PVP K29/32 preparadas por spray-dryer em
diferentes proporcbes (13%, 14%, 15% e 17% de polimero) foram armazenadas a
temperatura e umidade relativamente controladas e os estudos de sua cinética de
recristalizacdo realizada por DSC. O teor de polimero inibiu o processo de
recristalizacdo, aumentando a energia de ativacdo de cristalizacdo e diminuindo a
cristalinidade de equilibrio. Desta forma, um pequeno aumento na quantidade de PVP
resultou em melhorias de estabilidade da DS.

Alves (2010) produziu DS de EFZ com o polimero PVP K-30 nas proporgdes
1:1, 2:1 e 4:1 (farmaco: polimero) através dos métodos de malaxagem (MX) e do
solvente, sendo que o método de secagem para este ultimo foi o rotaevaporador. As
dispersdes foram analisadas por MEV, DSC, DRX, IV e ensaios de dissolu¢do. No
geral, as MF em todas as proporcdes apresentaram desempenho superior as DS e ao
EFZ no estudo de dissolucdo, no que diz respeito a melhora da velocidade e da
quantidade de farmaco dissolvido. Dentre as DS, a que apresentou melhor desempenho
no estudo de dissolucdo foi o sistema obtido por malaxagem na proporcdo de 4:1
(farmaco: polimero). Verificou-se que para as DS rotaevaporadas quanto maior a
quantidade de polimero no sistema, melhor o desempenho no estudo de dissolugcdo. O
contrario aconteceu para as DS obtidas por malaxagem. A andlise de DRX do estudo
confirma a presenca do EFZ na forma cristalina para todas as DS obtidas com excec¢édo
das DS secadas por rotaevaporador nas proporcdes de 1:1 e 2:1. As analises de DSC e
MEV também evidenciaram a presenca do EFZ na forma amorfa nesses sistemas. A
analise de IV mostrou que houve interacdo intermolecular entre 0 PVP K-30 e 0 EFZ
nas DS, principalmente ligacBes de hidrogénio, o que ndo aconteceu para as MF. Esse
estudo indicou que o fator limitante da dissolugcdo do EFZ néo € a solubilidade, uma vez
que, a forma amorfa do EFZ ndo beneficiou sua dissolucdo. O autor sugeriu que para as
DS o PVP K-30 funcionou como um aglutinante no meio de dissolucdo impedindo a
liberacdo do farmaco e, desta forma, o que contribuiu para o alto desempenho das MF
foi o fato das mesmas melhorarem a molhabilidade do EFZ no meio de dissolugéo. Um

teste de estabilidade foi realizado com a DS obtida por malaxagem 4:1 e sua respectiva
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MF, analisando atraves de Termogravimetria (TG) e IV antes e depois de estocadas em
camera climatica a 40°C e 75%UR. Nenhuma mudanca foi verificada nas amostras
através das técnicas analisadas ap6s a estocagem.

3.5.2 Complexos de Inclusdo

As ciclodextrinas (CDs) constituem uma nova classe de excipientes que tem se
expandido exponencialmente a cada década em aplicacbes farmacéuticas envolvendo
solubilizacdo (ALVES et al, 2012; BARRETO; CUNHA-FILHO, 2008). As CDs séo
carboidratos ciclicos de origem natural com estrutura espacial conica apresentando
cavidade hidrofébica e exterior hidrofilico, o que conferem a estes acucares ciclicos
propriedades fisico-quimicas Unicas, sendo capazes de solubilizar-se em meio aquoso e
ao mesmo tempo encapsular no interior da sua cavidade moléculas hidrofobicas,
proporcionando habilidades em formar complexos de inclusdo no estado liquido ou
solido (BARRETO; CUNHA-FILHO, 2008; SOARES-SOBRINHO et al, 2012).

Na industria farmacéutica, as CDs tém sido particularmente usadas devido as
suas propriedades complexantes, principalmente por aumentar a solubilidade e
dissolugdo dos farmacos pouco sollveis, sua biodisponibilidade e estabilidade, bem
como diminuir a irritacdo gastrica, dérmica ou ocular causada por determinados
farmacos, diminuir ou eliminar odores ou sabores desagradaveis, prevenir interacdes
entre diferentes farmacos ou entre farmacos e excipientes (GUEDES et al., 2008;
RASHEED; KUMAR; SRAVANTHI, 2008).

A formacao de complexo de inclusdo entre o Efavirenz (EFZ) e derivados da -
ciclodextrina (BCD) foi estudada por Sathigari et al. (2009). Os complexos foram
preparados com B-ciclodextina (BCD), hidroxipropil B-ciclodextrina (HPBCD) e metil B-
ciclodextrina randomizada (RMBCD) através das técnicas de malaxagem e liofilizagao.
O estudo de solubilidade de fases indicou a formagdo dos complexos na proporcao
molar de 1:1. As técnicas de DSC, DRX, e estudos de MEV confirmaram a formacao de
complexos de EFZ-HPBCD e RMBCD obtidos por liofilizagdo, bem como a dissolug@o
do EFZ foi substancialmente maior para estes complexos, atingindo 55% da

concentragdo em 30 min e 180 min, respectivamente.
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3.5.3 Sistemas multicomponentes (ternarios)

As DS séo frequentemente utilizadas na obtencdo de formas farmacéuticas
solidas, como exemplos comprimidos convencionais, onde a dureza, 0 tempo de
desintegracdo e taxa de dissolucdo sdo importantes atributos de estabilidade fisica
(LEANE et al., 2013). Assim como a complexacdo de fa&rmacos com CDs, 0s quais sdo
utilizados no objetivo de incrementar a solubilidade de farmacos de baixa solubilidade
(RIBEIRO et al., 2005).

Frequentemente, a eficiéncia de complexacio de CD ¢é baixa e,
consequentemente, uma quantidade significativamente alta de CD € exigida, sendo neste
sentido invidvel para o uso nas formas farmacéuticas sélidas e liquidas do agente
complexante (VIEIRA, 2011).

No entanto, a solubilidade do farmaco na presenca de CD pode ser
dramaticamente melhorada pela adigdo de um terceiro componente, um polimero
hidrossollvel, resultando na formacdo de um complexo multicomponente farmaco-CD-
polimero (RIBEIRO et al., 2003; VIEIRA, 2011).

Os polimeros sdo conhecidos por interagir com CD aumentando a
disponibilidade de farmacos em solugcfes aquosas, no entanto o mecanismo pelo qual a
eficiéncia de complexacdo das CD € aumentada na presenca dos polimeros
hidrossolGveis ndo esté totalmente esclarecido (VALERO; CARRILLO; RODRIGUEZ,
2003; VIEIRA, 2011). Alguns autores sugerem um mecanismo por sinergismo onde a
CD ¢ considerada como agente complexante e o0 polimero como agente co-complexante
(LOFTSSON; FRIARINKSDOTTIR, 1998).

A utilizacdo de DS tem sido o foco de muitos estudos, como ja descrito acima,
no entanto existem algumas situacBes que limitam seus beneficios. O principal
problema com esta abordagem é que a forma amorfa é termodinamicamente instavel
(SHARMA,; JAIN, 2011). Em certas DS, o farmaco amorfo tende a recristalizar em
armazenamento, desta maneira tais DS amorfas instaveis podem tornar-se estaveis
mediante a incorporagdo de um terceiro polimero (AL-OBAIDI et al., 2011), também
chamados de DS ternérias.

Os sistemas multicomponentes termodinamicamente sdo vantajosos devido a
presenca de fortes interacOes intermoleculares (ligagdes de hidrogénio, interagbes ion-
ion e ion—dipolo) na estabilizacdo do seu estado amorfo. A adi¢do de outro polimero,

CD ou excipientes funcionais (surfactantes, acidos e bases orgénicas) na obtencdo do
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sistema multicomponente pode também aumentar o desempenho das DS, tais como a
taxa de dissolucéo e/ou processabilidade (YUSHEN; SHALAEV; SMITH, 2013).

Segundo Sakurai et al. (2012), incorporando dois polimeros diferentes aumenta
tanto estabilidade fisica do ativo como a absorcéo oral de farmacos pouco solveis em
agua com baixa temperatura de transicdo vitrea, em comparacdo com 0 uso de um
polimero apenas.

Os parémetros fisico-quimicos como solubilidade, energia da ligacdo de
hidrogénio, LogP , pKa e a Tg da dispersdo podem ser usados como fatores
termodinamicos e cinéticos para examinar as suas influéncias na miscibilidade e na
estabilidade fisica dos sistemas amorfos (TELANG; MUJUMDAR; MATHEW, 2009).

Shankar e Chowdary (2013) avaliou o aumento da taxa de solubilidade e
dissolucdo do EFZ utilizando o sistema de multicomponentes, com a combinacao da
BCD juntamente com o surfactante Soluplus® e o polimero PVP K30, observando os
principais efeitos individuais e combinados. O complexo do ativo com BCD mostrou um
aumento de 2,14 vezes na solubilidade do EFZ, e a obtencdo do sistema
multicomponente da CD com Soluplus® e PVP K30 foi significativamente maior as
taxas de dissolugdo e eficiéncia de dissolu¢ao em relagao a BCD sozinho.

Chadha et al. (2012) descreve o efeito do PVP na eficiéncia de complexacéo de
CDs com o farmaco EFZ, pela determinacdo da entalpia gerada pela interacdo do EFZ
com CDs na presenca e na auséncia de PVP. Na obtencdo do sistema ternario 0,20%
PVP foi adicionado a uma solucdo de EFZ e de CDs em agua, a mistura foi entdo
autoclavada a 120°C durante meia hora e posteriormente liofilizadas a -80°C. Nos
resultados observa-se que os valores das constantes de estabilidade dos complexos de
inclusdo utilizando a MBCD, HPBCD e a BCD foram aumentados na presenga do
polimero PVP, destacando o maior aumento de solubilidade e taxa de dissolucéo para o
EFZ no sistema multicomponente ternario com a MBCD.

Yogananda e Chowdary (2013) investigou a melhoria da solubilidade, taxa de
dissolucdo e biodisponibilidade do EFZ pelo uso de CDs como a BCD e HPBCD no
sistema multicomponente ternario com o surfactante solutol HS;s. Evidenciaram
claramente que a combinagdo do solutol HS;s com as CDs (tanto a BCD como a
HPBCD) resultaram numa melhoria muito maior na taxa de solubilidade e de dissolucao
do EFZ do que eles sozinhos. O multicomponente BCD- solutol HS;5 teve um maior
aumento, sendo de 54,43 vezes na solubilidade e 5,95 vezes na taxa de dissolugdo. Na

avaliacdo da farmacocinética e da biodisponibilidade no estudo in vivo foi verificado um
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aumento de 4,92 vezes na taxa de absorcdo e de 1,85 vezes na biodisponibilidade
(AUC) quando comparado ao farmaco puro.

Chowdary e Naresh (2011) avaliaram os efeitos individuais e combinados da
HPBCD, PVP K30 e do surfactante LSS no melhoramento da solubilidade do EFZ. A
sua solubilidade do foi marcadamente aumentada por HPBCD (2,95 vezes), PVP K30
(49 vezes) e LSS (226,96 vezes) individualmente. Enquanto que na associacdo da
HPBCD com o PVP K30 e LSS observou-se um aumento de 4,05 e 387,63 vezes,
respectivamente.

Chowdary e Devi (2012), avaliaram a possibilidade da formulacdo dos
multicomponentes EFZ/BCD/PVP K30 e EFZ/HPBCD/PVP K30 em comprimidos,
assim como avaliou a influéncia das CDs (BCD e HPBCD) e do polimero PVP K30 na
taxa de dissolucdo dos comprimidos de EFZ. Os comprimidos foram obtidos pelos
métodos de granulacdo Umida e compressdo direta contendo 50mg de EFZ e os
multicomponentes foram preparados por MX. Na avaliagdo dos resultados, o0s
comprimidos obtidos por compressdo direta apresentaram melhores tempos de
desintegracdo quando comparados ao método de granulacdo Umida, assim como as
formulagdes utilizando BCD quando comparadas as contendo HPBCD. Porém, na
avaliacdo da taxa de dissolucdo, observou-se que ambos os métodos e ambas CDs
associadas ao PVP K30 demonstraram um incremento de solubilidade aos comprimidos
de EFZ comparado aos comprimidos com o ativo apenas ou utilizando o PVP sozinho
(CHOWDARY; DEVI, 2012).

3.5.4 Sistemas particulados (Micro/nano)

A nanotecnologia vem ganhando espaco globalmente na obtencdo de novos
sistemas carreadores para o melhoramento de biodisponibilidade de farmacos com baixa
solubilidade aquosa. O tamanho nanométrico destes sistemas veiculares permite
passagem eficiente pelas barreiras biol6gicas, melhorando a tolerdncia do tecido, a
absorcéo e o transporte celulares, permitindo, assim, o fornecimento eficaz dos agentes
terapéuticos aos sitios alvo (GUPTA; JAIN, 2010).

Madhusudhan et al. (2012) prepararam nanoparticulas solidas de lipideos de
liberacdo controlada (SLN) com glicerilmonostearato (GMS), por método de
emulsificacdo de solvente seguido de evaporagdo, considerado um método simples,

confiavel e reprodutivel. Foi observado um tamanho de particula de 85,55 + 0,8 nm, o
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potencial zeta de -24,44 + (0,4) mV, eficiéncia de encapsulacdo de 92 + 9,7% e a
microscopia confirmou a ndo esfericidade das nanoparticulas. Estudos de
compatibilidade foram realizados usando IV e DSC. Apds a formacdo do SLN os
espectros de IV mostraram os picos de GMS e EFZ nédo alterados indicando que nédo
existe qualquer interacdo quimica entre eles. A curva DSC do EFZ ndo mostrou o pico
de fusdo indicando que o EFZ ndo esta no estado cristalino, mas estad em estado amorfo,
fato confirmado também pela DRX. O estudo de dissolugdo in vitro mostrou um
comportamento de liberacdo controlada. O farmaco foi liberado cerca de 36% nas
primeiras 2 horas, podendo estar relacionada a presenca de EFZ livre e na superficie das
nanoparticulas e o prolongamento da concentracdo devido a uma distribuicdo
homogénea do fa&rmaco dentro da matriz de lipidios.

Chiappetta et al. (2010) encapsularam EFZ em micelas poliméricas dos
copolimeros, poli (6xido de etileno) e poli (6xido de propileno) (PEO-PPO) lineares e
ramificados. Estes sdo considerados polimeros em blocos amplamente investigados e
aprovados pelo FDA e EMEA para utilizagdo em produtos farmacéuticos ou
dispositivos medicos. A escolha da concentracdo e dos polimeros foi baseada no peso
molecular, equilibrio hidrofilico-lipofilico e concentracdo micelar critica. Desta maneira
foi selecionada a concentracdo de 10% para os polimeros T1307 (polixamina) e F127
(polixamer) para a obtencdo dos sistemas micelares que promoveram a melhor
solubilizacdo do EFZ. Os autores demonstraram que a solubilidade aumentou de 4
ug/ml para mais de 20 mg/ml nos sistemas micelares. Estas melhorias representam até
5365 vezes maior solubilidade. As micelas apresentaram-se com tamanhos semelhantes,
cerca de 25nm, e a microscopia confirmou a morfologia esférica.

Ainda em 2010, Chiappetta et al. realizaram uma N-metilacdo e N-alquilacdo
destes polimeros com o objetivo de modificar a interacdo farmaco-polimero e com isso
modular a liberacdo do farmaco. Os sistemas N-metilados mostraram um aumento na
liberacdo do farmaco de 48% em 24h em comparacdo com o polimero puro (36%),
representando um aumento na solubilidade aquosa do farmaco de 0,004 mg / mL a
aproximadamente 30 mg/ml. Estes resultados sugerem um mecanismo de liberagédo
imediata, pois uma vez incorporado grupos N-alquil a estrutura, favorece a
desmontagem das micelas e enfraquece a interacdo farmaco/polimero, néo
comprometendo significativamente a capacidade de carga de farmaco.

Chiappetta et al. (2011) avaliaram a farmacocinética oral das micelas de EFZ ja

previamente obtidas pelo grupo em 2010 e compararam com a formulacdo pediatrica
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disponivel (solucdo obtida com veiculo oleoso). Os estudos indicaram que o0 EFZ exibe
uma farmacocinética ndo-linear. Este comportamento foi atribuido a saturacdo do
metabolismo, o atraso do esvaziamento gastrico e a absorcdo prolongada provocada
pelo EFZ. Os resultados mostraram aumento significativo na taxa de absorcdo, como
por exemplo, os valores de Cmax, nas trés diferentes doses administradas (entre 20 e 80
mg / kg), foi igual a 687, 1789 e 2657 ng/ml para o sistema oleoso e aumentou para
1145, 2856 e 7056 ng/ml, quando o sistema micelar foi administrado.

Dutta et al. (2007), a fim de promover o direcionamento de EFZ para mondcitos
e macrofagos, desenvolveram e caracterizaram dendrimeros a partir de
polipropilenimina (PPI), bem como seus conjugados com t-Boc-glicina e manose.
Verificou-se que a eficicia de encapsula¢do do dendrimero conjugado com manose foi
igual a 47,4%, seguido pelo dendrimero-PPI (32,15%) e, por ualtimo, o dendrimero
conjugado com a t-Boc-glicina (23,1%). Enquanto que o dendrimero-PPI libera o EFZ
por um periodo de 24h, os seus conjugados conseguiram prolongar a liberagdo do
farmaco em até 144 horas (83% e 91% para os dendrimeros conjugados a t-Boc-glicina
e manose, respectivamente). Verificou-se que houve um aumento na absorcéo celular do
EFZ quando o dendrimero conjugado com manose foi administrado, sendo 12 vezes
maior do que a do farmaco livre e 5,5 vezes mais elevada do que o dendrimero-PPI
conjugado com t-Boc-glicina. Curiosamente, a atividade hemolitica e citotoxica
dendrimero-PPI foi muito elevada, enquanto que a citotoxicidade dos dendrimeros
modificados foi considerada insignificante.

Costa et al. (2013) desenvolveram e caracterizaram sistemas coprocessados de
EFZ com LSS e PVP K-30, a partir da técnica de co-micronizacdo, em diferentes
proporc¢oes, para facilitar a molhagem e, consequentemente, sua dissolucao. Os perfis de
dissolucdo obtidos para o sistema contendo EFZ e LSS na proporc¢éo (1:0,25) provaram
ser superiores aos do co-micronizado contendo PVP. As melhorias podem ser
explicadas pela hipotese de que a formagéo de uma camada hidrofilica na superficie do
farmaco micronizado aumenta a molhabilidade do sistema formado, corroborado pelos
resultados de caracterizagdo que indicaram que ndo houve perda de cristalinidade e

auséncia de interacdo ao nivel molecular.
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Material e Métodos
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4 MATERIAL E METODOS

41PARTE |I: DESENVOLVIMENTO E CARACTERIZACAO DE
DISPERSOES SOLIDAS COM O EFZ

4.1.1 Matérias-primas e Solventes

Efavirenz (Cristalia®, lote: 1289/07), (S)-(-)-6-cloro-4-(ciclopropiletinil)-4-
(trifluormetil)-2,4-dihidro-1H-3,1-benzoxazin-2-ona, doado pelo LAFEPE, com pureza
estimada, por meio da técnica de cromatografia liquida de alta eficiéncia, de teor 98 %.
Os polimeros utilizados foram: PVP-K30 (ISO do Brasil®, lote 05500138511\V06/08),
Soluplus (BASF, lote: 84414368E0), PVPVA-64 (BASF, lote: 62416609T0) ©,
HPMCAS (SHIN-ETSU CHEMICAL, lote: 9123308).

Também foi utilizado alcool metilico (Vetec, lote: 1103372), acetonitrila (J.T.
Baker, lote: L10C70), alcool etilico absoluto (Vetec, lote: 1002744) e &gua purificada
obtida pelo sistema de osmose reversa (Gehaka®).

4.1.2 Desenvolvimento de Dispers6es Solidas (DS)

As propriedades finais de um sistema de DS s&o influenciadas pelas
propriedades fisico-quimicas tanto do farmaco quanto do polimero (SHAH et al., 2012).
Desta forma, inicialmente, realizou-se a escolha do carreador a ser utilizado. Para isto,

analisaram-se diferentes critérios, tais como:

e Temperatura de transicdo vitrea do polimero: polimeros que apresentam
elevadas temperatura de transicdo vitrea (Tg) foram escolhidos, ja que estes
aumentam Tg da mistura miscivel, favorecendo a redugdo da mobilidade
molecular do sistema e, consequentemente, ao aumento da estabilidade da forma
amorfa do farmaco (JANSSENS; MOOTER, 2009; TEJA et al., 2013).

e Interacdo com o farmaco: interagfes intra e intermoleculares do tipo ligagdes
de hidrogénio podem impactar significativamente na estabilidade de DS amorfas
(BALANI et al., 2010). Desta forma, realizou-se um estudo teérico da presenca
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de possiveis grupos doadores e aceptores de hidrogénio nos polimeros a serem
estudados.

e Miscibilidade entre o EFZ e o polimero: no final do processo de producgédo das
DS obtiveram-se filmes. Desta forma, a miscibilidade foi verificada, por
inspecdo visual, a partir da transparéncia e homogeneidade dos mesmos.
Miscibilidade consiste de uma Unica fase homogénea em que todos os
componentes sdo misturados a nivel molecular e as propriedades das misturas
sdo diferentes das dos compostos puros (BAIRD; TAYLOR, 2012). E
considerada de extrema importancia no que diz respeito a estabilidade de
formulacBes farmacéuticas amorfas, ja que a imiscibilidade pode favorecer a
formacdo de dominios de recristalizacdo do farmaco e, consequentemente,
diminuir a estabilidade fisica da formulacdo (DINUNZIO et al., 2008).

A escolha do método de obtencdo das DS partiu da analise de qual dos métodos
€ 0 mais consolidado na industria e na literatura.

Posteriormente, a escolha das concentragcGes do farmaco e dos carreadores nas
dispersdes foi realizada. Procurou-se obter DS que apresentassem o farmaco na sua
forma amorfa ou menos cristalina; para isto, a medida que as DS eram obtidas, as
mesmas eram analisadas por difracdo de raios-X (DRX).

DS sdo mais estaveis quanto maior a quantidade de polimero presente na
formulacdo (BAIRD; TAYLOR, 2012; JANSSENS; MOOTER, 2009). Partindo deste
principio, preparou-se, inicialmente, DS contendo 10% de farmaco e, em seguida,
aumentou-se a sua concentracdo até que o difratograma apresentasse indicios da
presenca de EFZ na sua forma cristalina. A partir deste momento, ndo se produziria DS
com concentracdo maior de farmaco.

A melhor formulacdo entre as DS obtidas foi selecionada através do teste de
dissolugdo in vitro. Por fim, o sistema carreador-farmaco escolhido, em todas as
proporcdes obtidas, foi analisado quimica e fisicamente através das seguintes técnicas:
Calorimetria Exploratoria Diferencial (DSC), Microscopia de Polarizacdo, Microscopia
Eletrénica de Varredura (MEV) e Espectrofotometria de absorcdo na regido do
infravermelho (1V). A analise também foi realizada com o0s compostos isolados e suas

respectivas MF.
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4.1.3 Obtencao das misturas fisicas (MF)

EFZ e os polimeros (Soluplus, PVPVA 64, PVP-K30 e HPMCAS) foram
precisamente pesados de forma a garantir uma proporc¢édo de 10%, 20%, 50% e 80% de
farmaco (p/p). As MF foram obtidas com auxilio de gral de porcelana, pistilo e uma
pequena quantidade de nitrogénio liquido, utilizando o método de diluicdo geométrica,
de forma a garantir a homogeneidade do produto, com posterior tamisacdo em malha de
425 um para uniformizagdo do tamanho das particulas. As MF foram acondicionadas
em frascos-ampola hermeticamente fechados e armazenados em dessecador sob vacuo e

umidade controlada.

4.1.4 Obtencéo das Dispersdes Solidas (DS)

As DS binarias com Soluplus, PVPVA 64, PVP-K30 e HPMCAS, nas mesmas
propor¢des utilizadas na preparacdo das MF, foram obtidas utilizado o método do
solvente. O EFZ e os respectivos polimeros, nas devidas proporcBes, foram
separadamente dissolvidos, sendo utilizado 2 ml de acetonitrila e 10 ml de metanol para
a solubilizacdo do EFZ e 10 ml de metanol para a solubilizacdo do carreador. A solucédo
contendo EFZ foi vertida na solucéo contendo o polimero e posteriormente a mistura foi
mantida durante 15 minutos no ultrassom. A solu¢do com o carreador e o farmaco foi
vertida em um recipiente de silicone e o solvente foi removido completamente por
evaporacdo a 60 + 5°C sob pressdo normal em estufa Fabbe-Primar por 4 horas.

O filme obtido com cada DS foi pulverizado com auxilio de gral de porcelana,
pistilo e uma pequena quantidade de nitrogénio liquido para facilitar o processo de
pulverizacdo além de, evitar a inducdo da cristalizacdo do farmaco devido ao calor. As
DS resultantes foram tamisadas em malha de 425 pum, acondicionadas em frascos-
ampola hermeticamente fechados e armazenadas em dessecador sob vacuo com

umidade controlada.
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4.1.5 Escolha da Concentracao do Farmaco e do Carreador

4.1.5.1 Difracao de Raios-X (DRX)

Os difratogramas do EFZ, dos polimeros, das MF e das DS foram obtidos no
difratdmetro SHIMADZU® (XRD-7000), equipado com anodo de cobre. As amostras
foram analisadas no intervalo de angulo de 3-50° a uma velocidade de digitalizacdo de
0,02° por segundo e no difratdmetro Miniflex 11® (Rigaku®) com intervalo de angulo de 2-
40° para as DS com o polimero HPMCAS. As amostras foram preparadas em suportes de

vidro com uma fina camada de amostra.

4.1.6 Selecao do Melhor Sistema de Dispersdo Solida

4.1.6.1 Teste de Dissolucéo In Vitro

Os ensaios de dissolugdo dos compostos isolados, das MF e das DS foram
realizados sob temperatura de 37+ 0,5 °C, utilizando 250 ml de tampé&o fosfato pH 6,8
como meio de dissolucdo, aparato 2 (pa) e velocidade de rotacdo 50 rpm, utilizando
dissolutor Varian® VK 7010.

Para esse estudo, foram pesadas quantidades equivalentes a 15 mg de EFZ. Em
intervalos de tempo predefinidos de 5, 15, 30, 45, 60, 90 e 120 min as amostras foram
coletadas, filtradas em filtro de membrana 0,45 um e devidamente diluidas (1:10) para
posterior quantificacdo do EFZ por espectroscopia no UV-vis a 247 nm (Modelo B582,
Micronal®), utilizando a metodologia previamente validada (ALVES et al., 2010), com
alteracdes. Foi efetuada a reposicdo do meio de dissolu¢gdo com o mesmo volume de
cada aliquota retirada. Todos 0s ensaios foram efetuados em triplicata.

Para as DS e as respectivas MF com o polimero HPMCAS utilizou-se o Sirius,
uma vez que foi o equipamento disponivel no laboratdrio Ping I. Lee Research Group,
onde este projeto teve parte do trabalho desenvolvido em parceria com a Universidade
de Toronto. Para isso, quantidades equivalentes a 5 mg de EFZ das DS HPMCAS - EFZ,
DS PVP VA-64 EFZ 10% e suas respectivas MF foram cuidadosamente pesados e
colocados em tubo de dissolucdo. O ensaio foi realizado & temperatura de 25°C, utilizando

cerca de 15 mL do mesmo tampé&o fosfato pH 6,8. Em intervalos pré-determinados de 1
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minuto, durante 2 horas, foi realizada a leitura da absorvancia da amostra atraves da sonda
de UV acoplada ao equipamento. O ensaio foi efetuado em triplicata. Os perfis de
dissolucdo foram avaliados e comparados utilizando o parametro de area sob a curva
(AUC).

Este equipamento (Figura 4) consiste de trés modulos: distribuidor, titulador e
carregador automatico. O distribuidor comporta os reagentes (agua, solventes, co-
solventes e agentes titulantes). O titulador consiste de eletrodo de pH, sonda de imerséo
de fibra dptica UV, agitador, sensor de temperatura e capilares para adi¢do de reagentes.
Na parte frontal do titulador, encontra-se a posi¢cdo da amostra, onde a temperatura é
controlada por um dispositivo de Peltier (totalmente controlado pelo computador), e ha
um dispositivo de deteccdo de turbidez. O carregador automatico possui um braco
robdtico que recolhe e move automaticamente os frascos com as amostras para o

titulador (Sirius®, 2013).

Figura 4: Equipamento SiriusT3® e seus 3 modulos. Em detalhe, o eletrodo de pH, o termémetro
eletrdnico, o agitador, a sonda de imersao de fibra Optica e os capilares contidos neste equipamento

SIRIUST3

Distribuidor Carregador Titulador
' Tk l ' I l l'
.‘, - -

g =

J

+

! v
Agitador
Sonda de UV
Termémetro eletrénico
Capilares
Eletrodo de pH

Fonte: Figura adaptada de Sirius®, 2013.

v




57

O coeficiente de extingdo molar (CEM) de um composto € a magnitude da
absorvancia em um determinado comprimento de onda de uma concentracdo especifica

de acordo com a Lei de Beer-Lambert:

1
A=¢gclI @

Onde A ¢ a absorvéncia, € é 0 coeficiente de extingdo molar (L.mol*.cm™), C é a
concentrac&o (mol.L™) e | é o comprimento do trajeto da luz (cm).

A média de coeficientes de extin¢do molar (figura 5) pdde ser calculada através do
estudo de determinacdo espectrofotométrica do pk, do EFZ. De posse dessa informacao,
a aplicacdo da equacdo 3 pelo software SiriusT3Control permitiu a quantificagdo do
composto em solucdo a medida que o mesmo se dissolveu durante o estudo de

dissolucdo.

Figura 5 - Média de coeficientes de extingio molar de ambas as espécies (ionizada BH*
e neutra B) do EFZ em solucéo.
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4.1.7 Analise Fisico-Quimica dos Sistemas Selecionados
4.1.7.1 Calorimetria Exploratoria Diferencial (DSC)

As curvas de DSC foram obtidas em Calorimetro de Varredura Setaram Labsys
Evo — TG-DSC 1600°C interligado ao software Calisto Acquisition com atmosfera de
argonio e razdo de aquecimento de 10°C/min, na faixa de temperatura de 25-500°C e o
Calorimetro de Varredura DSC Q200® (TA instruments®), interligado ao software
TABO® versdo 2.20 (TA instruments®) nas mesmas condiges supracitadas. Utilizou-se
porta amostra de alumina e massa de amostra equivalente a 10 mg + 0,2. indio e Zinco

foram utilizados para calibrar a escala de temperatura e a resposta de entalpia.

4.1.7.2 Microscopia de Luz Polarizada

As propriedades da luz polarizada das amostras do EFZ, dos carreadores, das
MF e das DS obtidas foram avaliadas com auxilio de microscépio polarizador Olympus
BX51, presente no Laboratério de Gemologia do Departamento de Geologia da
Universidade Federal de Pernambuco (UFPE).

Os carreadores e todas as amostras das DS foram analisados na forma de filme a
fim de facilitar a visualizacdo de cristais do EFZ. Este e as MF nédo sofreram alteracdes,
sendo visualizados na forma de po.

A mesma ampliagdo foi mantida para a andlise de todas as amostras. A fim de
comprovar a anisotropia ou isotropia das DS, utilizou-se um filme anizotropico como

referéncia.

4.1.7.3 Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

As amostras dos compostos isolados, das MF e das DS foram montadas em
suporte de cobre (stub) e fixadas em fita de carbono dupla face. Devido a caracteristica
isolante dos materiais foi necessario realizar metalizagdo sob vacuo com a deposicéo de
uma fina camada de ouro em equipamento BAL-TEC® modelo SCD e, desta forma,
possibilitar uma melhor conducdo dos elétrons, proporcionando uma melhor
caracterizacdo das amostras. A morfologia das amostras foi verificada em Microscopio
Eletronico de Varredura Jeol® JSM-5900, e um microscopio JEOL JSM-6610-LV
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equipado com um detector Oxford/SDD EDS e um processador IXRF com um
Metalizador SCD500. As eletromicrografias foram obtidas em uma cadmara com tenséo
de excitacdo de 15 KV.

4.1.7.4 Espectrofotometria de absorcao na regido do infravermelho (1V)

O espectro de 1V foi obtido utilizando o equipamento PerkinElmer® (Spectrum
400) com dispositivo de reflectancia total atenuada (ATR) (Miracle ATR, Pike
Technologies Spectroscopic Creativity) com cristal de selénio. As amostras a serem
analisadas foram transferidas diretamente para o compartimento do dispositivo de ATR.
As micrografias foram obtidas de 650 a 4000 cm™ com de resolucdo de 4 cm™.

4.1.8. Cinética de liberacao in vitro pelo método de membrana de dialise

A cinética de liberacdo do EFZ e da DS PVP VA-64 EFZ 10% foi realizada
utilizando a técnica de saco de dialise (membrana de celulose 12.400 MW, Sartorius,
Alemanha). Para este efeito, as condicbes de imersdo e quantificacdo foram
estabelecidas de acordo com os estudos de dissolugdo in vitro (item 4.1.6.1). Uma
quantidade de 15 mg referente a EFZ foi transferida ao saco de dialise, que foi selado e
imersa em frascos contendo 250 ml de solucdo tampédo fosfato (pH 6,8). O sistema de
libertacdo foi mantida sob banho maria e agitacdo de 100 rpm a 37 + 1°C. Aliquota de 5
ml do meio foi retirado e substituido com o mesmo volume do meio. Os resultados s&o
expressos como a percentagem de droga liberada em funcdo do tempo e os valores
representam a media £ desvio padrdo (DP) de trés repeti¢cdes do ensaio (D’SOUZA,
2014; CADENA et al., 2013).

4.1.9. Estudo de estabilidade

As amostras das dispersfes sélidas foram acondicionadas em camara climatica
qualificada para estudo de estabilidade acelerada de acordo com as especificacdes do
International Conference on Harmonisation (ICH) (40°C = 2°C /75 % UR = 5 % UR). As
dispersdes solidas foram examinadas periodicamente para verificar as mudancas fisicas
causadas pelas condigdes de armazenamento e foram, também, analisadas através de
difracdo de raios-X para determinar o inicio da conversdo da forma amorfa para a forma
cristalina do EFZ.
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4.2 PARTE IlI: CARACTERIZACAO E ESTUDO DE ESTABILIDADE
TERMICA DO EFAVIRENZ E DA DISPERSAO SOLIDA COM PVPVA 64
POR ANALISE TERMICA E PIROLISE ACOPLADA A CG/MS

4.2.1 Matérias-primas e Solventes

Efavirenz (Cristalia®, lote: 1289/07), (S)-(-)-6-cloro-4-(ciclopropiletinil)-4-
(trifluormetil)-2,4-dihidro-1H-3,1-benzoxazin-2-ona, = doado  pelo Laboratorio
Farmacéutico do Estado de Pernambuco (LAFEPE), com pureza estimada, por meio da
técnica de cromatografia liquida de alta eficiéncia, de teor 98 %. A matéria-prima
PVPVA-64 (Kollidon, lote: 62416609T0) ® foi cedida pela BASF®.

Também foram utilizados alcool metilico (Vetec, lote: 1103372), acetonitrila
(J.T. Baker, lote: L10C70), alcool etilico absoluto (Vetec, lote: 1002744) e agua obtida
pelo sistema de osmose reversa (Gehaka®).

4.2.2 Obtencéo das Dispersdes Solidas (DS)

As quantidades de EFZ (10%) e do polimero PVPVA 64 foram cuidadosamente
pesadas e, nas devidas proporcoes, foram separadamente dissolvidos, sendo utilizado 2
ml de acetonitrila e 10 ml de metanol para a solubilizacdo do EFZ e 10 ml de metanol
para a solubilizacdo do PVPVA 64. A solucdo contendo EFZ foi vertida na solucéo
contendo o polimero e posteriormente a mistura foi mantida durante 15 minutos no
ultrassom. A solu¢do com o carreador e o farmaco foi vertida em um recipiente de
silicone e o solvente foi removido completamente por evaporacdo a 60 = 5°C sob
pressdo normal em estufa Fabbe-Primar por 4 horas.

O filme obtido foi pulverizado com auxilio de gral de porcelana, pistilo e uma
pequena quantidade de nitrogénio liquido para facilitar o processo de pulverizacao além
de, evitar a inducdo da cristalizacdo do farmaco devido ao calor. As DS resultantes
foram tamisadas em malha de 425 pm, acondicionadas em frascos-ampola
hermeticamente fechados e armazenadas em dessecador sob vacuo com umidade

controlada.



61
4.2.3 Analise Térmica
4.2.3.1 Calorimetria exploratdria diferencial (DSC)

As curvas de DSC foram obtidas em Calorimetro de Varredura Setaram Labsys
Evo — TG-DSC 1600°C interligado ao software Calisto Acquisition com atmosfera de
argonio e razdo de aquecimento de 10°C/min, na faixa de temperatura de 25-500°C.
Utilizou-se porta amostra de alumina e massa de amostra equivalente a 10 mg + 0,2. As
determinagbes foram realizadas em triplicata. indio e Zinco foram utilizados para

calibrar a escala de temperatura e a resposta de entalpia.

4.2.3.2 Termogravimetria (TG)

A caracterizacdo termoanalitica através de TG foi realizada em triplicata por
meio de termobalanca, modelo TGA Q60 da marca Shimadzu®, em atmosfera de
nitrogénio com fluxo de 50 mL.min*, sendo a massa da amostra de cerca de 1 mg (+
0.5) de EFZ, acondicionadas em cadinho de alumina na faixa de temperatura de 25-600
°C e razdo de aquecimento de 10°C/min. Antes do inicio dos experimentos, foi realizada
a limpeza do equipamento, obten¢do do branco e a verificagdo da normalidade do
equipamento procedendo a corrida prévia do padrdo de oxalato de célcio monoidratado,
conforme norma ASTM E1582-93 (The American Society for Testing and Materials,
1993) (ARAUJO et al., 2006; STORPITS et al., 2009; KLANCNIK et al., 2010).

4.2 .4 Pirolise — CG/MS

Os estudos de pirélise foram conduzidos no pirolisador acoplado a um
cromatdgrafo gasoso da Universidade Federal da Paraiba (UFPB) (Shimadzu, GC/MS -
QP5050A) diretamente ligado a um espectrometro de massa usando elétrons como fonte
de ionizagdo. A amostra do EFZ no estado solido foi colocada em um cadinho de
platina e introduzida no pirolisador para cada grupo de experimento, que apresentou
temperaturas isotérmicas iguais a 270, 400 e 500°C.

A fragmentacdo foi realizada pelo impacto eletrénico com energia de ionizagéo
de 70 eV. O espectrometro foi operado no modo de varredura, varrendo na faixa de 50-
600 m/z. A temperatura da fonte i6nica foi de 300°C. A separacdo dos fragmentos foi

realizada  utilizando um  coluna capilar com fase estacionaria de
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fenil:dimetilpolisiloxano (5:95), com 30 m de comprimento, 0,25 mm de diametro
interno e 0,25 mm de tamanho de particula. A temperatura da coluna foi programada
para uma taxa de aquecimento de 15°C min™ até a temperatura final de 280° C. Gés
hélio foi utilizado como gés de arraste a um fluxo de 1,0 mL.min"*. A identificagdo dos
compostos foi realizada comparando os espectros de massa obtidos com a biblioteca
Wiley/NBS (MOURA et al., 2010; OLIVEIRA et al., 2011; BOER et al., 2013)

4.2.5 DSC foto-visual

Os estudos de DSC foram realizados com um calorimetro modelo DSC-50
Shimadzu numa atmosfera de nitrogénio a um fluxo de 50,0 mL.min™, a uma taxa de
aquecimento de 10°C min™, até 500°C. O DSC foi acoplado a um sistema fotovisual
envolvendo um Microscopio Olympus ligado a uma Camera Sanyo modelo VCC-D520,
uma imagem de alta resolucdo. As amostras (2 mg) foram colocadas num suporte de
amostras em aluminio, em seguida, 0 mesmo foi selado hermeticamente. A temperatura
e fluxo de calor do instrumento DSC foram calibrados pelo ponto de fusdo e entalpia
dos padrdes de indio e zinco (MACEDO; NASCIMENTO, 2001; SILVA et al., 2009).

4.2.6 Cinética de degradacédo térmica

A determinacdo dos parametros cinéticos por TG pode ser realizada pelos
métodos isotérmico e dinamico. A investigacdo cinética de degradacdo ndo isotérmica
da DS PVPVA 64 — EFZ 10% foi obtida a partir dos dados de TG pela aplicacdo do
método de Ozawa. Para a realizagdo do experimento, amostras (~10 mg) foram
colocadas em cadinhos de aluminio e aquecidas a uma faixa de temperatura entre 30-
600°C, a taxas de aquecimento iguais a 7,5, 10 e 15°C.min*, sob atmosfera dinamica de
nitrogénio (N,) com fluxo igual a 50 mL.min(COSTA et al., 2013; VIANA et al.,
2008).

Para o estudo cinético isotérmico, as curvas TG foram obtidas a partir do
aquecimento das amostras até as temperaturas de 245, 250, 255, 260 e 265 °C, e
mantidas em condiges isotérmicas sob atmosfera de N, (50 mL min™) durante o tempo
necessario para uma perda de massa igual a 10% * 0,5 em cadinhos de aluminio com

aproximadamente 10 mg de amostras.
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O procedimento de aquecimento foi realizado conforme descrito na tabela 1,
visando atingir a temperatura de trabalho em menor tempo. Desta forma, a amostra foi
aquecida até 200°C a uma razdo de 20°C/min, posteriormente foi aquecida a uma razéo
de 10°C/min até 20°C abaixo da temperatura da isoterma (Tis,) desejada, ao atingir esta

temperatura isotérmica de trabalho permaneceu por 170 min (PEREIRA, 2013).

Tabela 1 - Programa de aquecimento para obtencdo das curvas termogravimétricas
isotérmicas.

Razédo (°C/min) Temperatura (°C) Tempo (min)
20 200 0
10 (Tiso™desejada) — 20 0
2 Tiso 170

Fonte: autoria propria

4.2.7 Modelos matematicos isoconvencionais empregados no estudo cinético de
decomposicéo térmica

Com base nos dados obtidos através das curvas TG/DTG € possivel estudar o
processo de decomposicdo térmica de um material, com a determinacdo da triplice
cinética das substancias sélidas, também conhecida como a triplice de Arrhenius. O
conhecimento detalhado deste processo é importante tendo em vista que, permite o
calculo dos parametros termodindmicos, da estabilidade térmica no tocante ao prazo de
validade do produto desenvolvido, além, de aferir quais sdo as condi¢des de temperatura
mais adequadas em processos de estocagem de produtos desenvolvidos.

A variacdo de massa em funcdo do tempo e temperatura observada em uma
analise termogravimétrica é denominada de fracdo de conversdo de massa (KHAWAM;
FLANAGAN, 2006 ) e pode ser determinacédo pela Equacéo (01):

My — Mg

Onde mp € a massa inicial, m¢ € a massa em um determinado tempo ou
temperatura de reacdo e m; € a massa no final.

Em condigdes dindmicas ou ndo-isotérmicas, a fracdo do processo de conversdo

de massa (do/dt) pode ser representada como uma funcao linear da variacdo de massa
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em funcdo do tempo, e independe da temperatura, podendo ser expressa pela equacgéo
02 (BROWN, 2001):

da/dt = k- f(a) (3)

Onde a ¢ a fragdo de conversdao de massa, k € a constante de proporcionalidade dada
pela expressdao empirica de Arrhenius, escrita sob a forma da equacao (3), e f{a) € a
funcdo de conversdo de massa que fornece informages do modo como o processo de
degradacéo ocorre (BROWN, 2001).
k=Aexp— % ()

O perfil cinético de degradacdo térmica, na equacao 3, A representa o numero de
colisOes totais entre as moléculas e Ea é a energia de ativacdo necesséria para romper
um mol de ligagdes entre os atomos das moléculas. Os parametros T e R sdo,
respectivamente, a temperatura absoluta (Kelvin) e a constante dos gases ideais
(8,31451 J/mol K).

Assim as equacdes (2) e (3) podem ser reescritas sob a forma da Equacéo 4:
g =a(exp—) Fla) ®)

A partir da equacdo de taxa bésica (4) foram desenvolvidos os diversos métodos
para o estudo do perfil cinético de degradacao térmica dos materiais para a obtencdo dos
parametros que capazes de descrever esse processo. Sendo que a resolucdo da Equacao
(4) pode ser realizada por meio de aproximacdes diferenciais ou integrais. Dentre 0s
métodos integrais mais utilizados na estimativa de pardmetros cinéticos, destacam-se 0s
métodos do tipo “Model Free Analysis”: como o de Friedman, de Kissinger-Akahura-
Sunose e Flynn-Wall-Ozawa (JANKOVIC et al., 2008; TITA et al., 2013) .

4.2.7.1 Modelos do tipo “MODEL FREE ANALYSIS”

4.2.7.1.1 Método Kissinger-Akahira-Sunose (KAS)

Este modelo (KISSINGER, 1957; AKAHIRA, 1971) pode ser obtido através da
derivatizacao da equacéo (4) com aplicagéo de logaritmos e rearranjada como se segue:
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%= gexp(—j—T)dT
(6)

Essa equacdo pode ser integrada a partir da condicdo inicial de x =0em T=T,

para obter a seguinte expressao:
(]_J'x dx _ﬂf ( E)dT_f-lE (E’)
T ) F@ Bl PR T BRP &Y
(7)

Partindo o pressuposto que A, f(x) e E, sdo independentes da T, enquanto A e E
sdo independente de x. O método KAS baseia-se na aproximacao de Coats-Redfern e na

seguinte relagéo:

8 AR E
=In -
Eg(x) RT

In

p

T&

(8)

Dessa forma, a partir do gréafico In B / 72 Vs 1/T podemos determinar a energia

de ativacdo através do coeficiente angular.

4.2.7.1.2 Método de Friedman (FD)

Este € um modelo isoconversional diferencial (FRIEDMAN, 1965) que pode ser

obtido a partir da aplicagdo do logaritmo na equagéo (4):

In (%) =In (ﬁ jx—T) =In[Af(x)] — If_T o

A partir desta equacao pode obter os valores da energia de ativacdo a partir do

coeficiente angular do grafico /n(p/dx/dT) vs 1/T para o valor da constante de x.

4.2.7.1.3 Método Flynn, Wall e Ozawa (FWO)

Este método ( FLYNN, WALL, 1996; OZAWA, 1965) foi proposto de forma
independente por Flynn, Wall e Ozawa com o uso da a aproximagao de Doyle:
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pl(x) = exp(—0,4567 - x — 2,315 )
(10)

Com a integracédo da equacdo (4) podemos reorganizar a equacao da seguinte
forma:

[l

logf=1 AE 2.315 — 0.4567 Ea
ogli = lo — 2. — 0. —
g g Rg(a) RT

(11)
Assim, quando o=constante, o grafico log f vs 1/T obtidos a partir dos

termogramas realizados em diferentes razGes de aquecimentos, com a obtencdo do

coeficiente angular, e, assim, o céalculo da energia de ativacao.

4.2.7.2 Mecanismo de decomposi¢ao

Com o valor da energia de ativacdo do processo ja determinado, o modelo do
mecanismo de decomposicdo pode ser determinado pelo método de Criado (CRIADO et
al., 2008). Combinando a equagdo (1) com a equacédo (7) podemos obter a seguinte
equacéo:

x

20 _ JWe)__ (T, (%/ar)
Z(0.5) f(0.5)g(0.5) (dx}zdt)

(1R

(12)
Onde 0.5 refere-se ao grau de conversdo em x = 0.5.

O lado esquerdo da equacdo (11) é uma curva tedrica reduzida, caracteristico de
cada um dos mecanismos de reacdo, enquanto que o lado direito da equacdo esta
associada com a taxa de reducdo e pode ser obtidos a partir de dados experimentais.
Uma comparacdo de ambos os lados da equacdo (11) nos diz que o modelo cinético
descreve um processo reativo experimental. A tabela 2 indica as expressfes algébricas
de f(x) e g(x) para os modelos cinéticos utilizados.
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Tabela 2 - Modelos cinéticos para avaliacdo do perfil de decomposicdo no estado

solido.
Modelo Forma Diferencial Forma Integral
Modelos de Nucleacao
Lei das poténcias (P,) 20 ol
Lei das poténcias (P3) 3023 o3
Lei das poténcias (Ps) 4o o
(I\’IAt\J(;Ieat;ao e crescimento unidimensional Avrami —Erofeyev 2(1- o)[-In(1- 01)]1/2 [In(1- (x)]llz
2
z\’l:(;Iea(;ao e crescimento unidimensional Avrami —Erofeyev 3(1- a)[-In(1- o)]2° [In(1- o2
3
Nucleacdo e crescimento unidimensional Avrami —Erofeyev 4(1- o)[-In(1- o)) [In(1- o]
(As)
Modelos de Contracdo Geométrica
Contracdo unidimensional (Ry) 1 A
Contracdo de &rea (R,) 2(1- o)'? 1-(1- o)
Contracdo de volume (Rs) 3(1- o)®? 1-(1- o)
Modelos de Difuséo
Difus&o unidimensional (D1) 1/20) o
Difuséo tridimensional (equagéo de Jander) (Ds) -[1/In(1- a)] ((1- o)In(1- a))+ @
Difusdo tridimensional (equagdo de Ginstling-Brounshtein)  3/[2((1- a) -1/3 - 1-(2/3) a—(1-
(Ds) 1] o™

Modelos de Ordem de Reacao

Ordem zero (FO/R1) 1 A
Primeira ordem (F1) (1-o) -In(1- o)
Segunda ordem (F2) (1-a)? [1/(1- a)]-1
Terceira ordem (F3) (1-a)® (1/2)[ (1- a)? -1]

Fonte: Adaptado de KHAWAN et al., 2006
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43 PARTE IlI: ~C0-VALIDA(}AO DO METODO ANALITICO PARA
QUANTIFICACAO DO EFZ POR ESPECTROFOTOMETRIA NO UV-VIS

4.3.1. Matérias-Primas e reagentes

No desenvolvimento do método analitico foi utilizado o EFZ (Cristalia®, lote:
1289/07), (S)-(-)-6-cloro-4-(ciclopropiletinil)-4-(trifluormetil)-2,4-dihidro-1H-3,1-
benzoxazin-2-ona, doado pelo LAFEPE, com pureza estimada, por meio da técnica de
cromatografia liquida de alta eficiéncia, de teor 98%. Alcool etilico absoluto (Vetec, lote:
1002744) e agua purificada obtida pelo sistema de osmose reversa (Gehaka®) foram
utilizados como solventes para a preparacdo das amostras e das curvas controle. Todos
os solventes empregados foram de grau analitico. Utilizaram-se vidrarias volumétricas

calibradas com certificado de calibragdo por lote do fabricante Satelit®.

4.3.2 Equipamentos

Balanca Analitica (Bioprecisa®, modelo FA2104N), Ultrassom 1500 (Barson®),

Espectrofotdmetro UV-Visivel (Micronal®, modelo B-582), forma utilizados no estudo.

4.3.3 Desenvolvimento do Método Analitico

O método foi desenvolvido e validado por Alves e colaboradores (2010).

4.3.4 Preparagéo das amostras

Foram pesadas, em triplicata, 50 mg do EFZ e diluidos em etanol. Apds
sonicagdo durante 10 minutos, as amostras foram aferidas em baldo volumétrico
obtendo-se uma concentracdo final de 500 pg/mL. Foram retiradas aliquotas da amostra
volumeétrica que foram diluidas em solugdo tampédo fosfato pH 6,8 obtendo-se a
concentracdo final de 10pg/mL. As amostras foram lidas no comprimento de onda 247

nm.
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4.3.5 Preparacéo da curva-controle

Foi preparada uma solucdo mée de EFZ com o padréo de trabalho em etanol,
com posteriores diluicbes volumétricas utilizando a solucéo tampéo fosfato pH 6,8, para

obtencdo da curva de calibracdo com as concentracdes de 8, 9, 10,11 e 12 pg/mL.

4.3.6 Co-Validagdo do método analitico

O preparo da amostra do método validado demonstrou um impasse: a diluigdo é
realizada com uma solucdo hidroalcoodlica. Tal procedimento pode acarretar um maior
namero de erros analiticos, tendo em vista que o EFZ sera quantificado em uma solucéo
tampdo fosfato pH 6,8. No intuito de contornar esse problema foi realizada uma
comparacao estatistica (através de teste T-student) entre as duas formas de diluigdes.

Uma vez desenvolvido, o método foi co-validado seguindo pardmetros de
linearidade, precisdo, exatiddo, limite de deteccdo e limite de quantificacdo de acordo
com as normas estabelecidas na International Conference on Harmonization (ICH Q2A
e ICH Q2B) e a RE 899, de 29 de maio de 2003, da Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitéaria (ANVISA).

A confiabilidade dos parametros estudados pode ser observada pelo coeficiente
de variacdo (CV%) ou desvio padréo relativo de uma série de medidas. Para os estudos
realizados, foi determinado um coeficiente de variagdo menor que 5 % (BRASIL,
2003). Para cada parametro avaliado foi realizado andlise estatistica dos resultados
obtidos, utilizando a Analise de Variancia One-Way e Two-Way e teste t Student.
4.3.6.1 Linearidade

A fim de analisar a capacidade do método em demonstrar que os resultados
obtidos sdo diretamente proporcionais a concentracdo do analito da amostra foi
realizada a regressao linear de trés curvas auténticas, utilizando ajuste dos dados pelo
método dos minimos quadrados dos pontos medios, em cinco concentracdes diferentes:
8, 9, 10, 11 e 12 ug.mL™. A variacdo média do estudo foi realizada com intervalo de
80% a 120% da concentracdo média de EFZ.
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4.3.6.2. Limite de detec¢édo (LD) e Limite de quantificacdo (LQ)

O LD representa a menor concentragcdo da substancia em exame que pode ser
detectada com determinado limite de confiabilidade. Corresponde a concentracdo que
produz um sinal trés vezes maior que o nivel de ruido médio medido com o branco ou
solucdo controle. O LD foi calculado através da razdo entre o desvio padrdo dos
coeficientes lineares das trés curvas de calibragdo dos ensaios de linearidade e a média
dos coeficientes angulares das respectivas curvas multiplicado por 3. Esse mesmo
principio foi utilizado para o calculo do LQ. Entretanto, foi considerada a razdo de 10
vezes a linha de base (LEITE, 1989; SWARTZ & KRULL, 1998; GREEN, 1996; ICH,
1995°). As duas equacdes utilizadas estdo expostas a seguir (BRASIL, 2003).

3DP 13

Limite de Detecgio=——o
a

10DP 14

Limite de Quantificacio=

4.3.6.3 Precisao

Tal par@metro corresponde aos critérios de repetitividade, precisao intermediaria
e reprodutibilidade. Neste trabalho, dois niveis foram avaliados. A repetibidade
(precisdo intra-ensaio) corresponde a proximidade estatistica entre os resultados de um
mesmo grupo de amostras entre si foi realizada por meio do mesmo analista e mesmo
equipamento. A precisdo intermediaria (precisdo inter-ensaio) corresponde a
concordancia dos resultados obtidos no mesmo laboratdrio, porém em dias diferentes e
realizados por diferentes analistas. A repetitividade foi verificada por seis
determinac6es auténticas a 100% da concentragédo do teste. O mesmo foi utilizado para
a precisdo intermediaria, porém essa foi realizada em diferentes dias por analistas
diferentes (Brasil, 2003; ICH, 1995% ICH, 1995").
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4.3.6.4 Exatidao

A semelhanca estatistica dos resultados obtidos em comparacdo a valores
teodricos padrao foi analisada a partir de amostras de sulfato de EFZ matéria-prima nas

concentragdes de 50, 100 e 150% da contracéo de leitura (10 pg.mL™), em triplicata.
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Resultados e Discussao
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

51 PARTE |I: DESENVOLVIMENTO E CARACTERIZACAO DE
DISPERSOES SOLIDAS COM O EFZ

5.1.1 Escolha do Carreador

Na preparacdo de DS, muitas substancias podem ser utilizadas, porém, os
polimeros hidrofilicos s&o os mais citados e utilizados como carreadores de substancias
solidas para as dispersdes (ALVES et al., 2012; PAUDEL et al., 2012). Vaérios
polimeros apresentam os critérios que foram definidos para a escolha do carreador,
porém, optou-se por utilizar apenas quatro candidatos neste estudo: PVP-K30, PVPVA
64 (Kollidon), Soluplus e HPMCAS.

Alves (2010) realizou estudos com DS utilizando EFZ e PVP-K30 e, assim,
verificou que houve um incremento na taxa de dissolucdo na dispersdo malaxada 4:1
(farmaco:polimero). A fim de verificar se a mudanca da técnica de obtencéo
influenciaria nos resultados, bem como realizar comparag¢fes com o0s outros polimeros
estudados, este polimero foi selecionado.

O PVPVA 64 ¢ um copolimero que apresenta a combinacdo de cadeias de PVP
(polivinilpirrolidona) e PVAc (acetato de polivinila) nas proporcbes 6:4,
respectivamente. Por apresentar esta cadeia de PVAc, ha maior propensdo para
realizacdo de ligacBes de hidrogénio, alem de apresentar menor higroscopicidade
comparado ao PVP (PAUDEL et al., 2012). Segundo Albers e colaboradores (2009), a
presenca de agua tem uma influéncia negativa na estabilidade das DS, ja que a mesma
diminui a Tg do sistema e, assim, facilita a recristalizacdo. Devido a presenca destas
caracteristicas, o0 PVPVA 64, teoricamente, possibilitaria melhores resultados quando
comparados ao PVP-K30 e, desta forma, foi considerado um forte candidato na
producéo de DS.

Soluplus € um  copolimero  (composto  por:  polietilenoglicol,
polivinilcaprolactama e acetato de polivinila) inovador desenvolvido pela BASF que
apresenta tanto grupos hidrofilicos quanto hidrofdbicos, e que, desta forma, aumentam a
possibilidade de formagdo de solucbes solidas bem como garante o incremento da
solubilidade de farmacos pouco soltveis em meio aquoso (HARDUNG; DJURIC; ALI,
2010; SHAH et al., 2013). Apesar de haver poucos trabalhos publicados na literatura,



74

ele tem se mostrado eficaz em retardar e inibir a cristalizacdo de farmacos quando
utilizado para obter DS amorfas, proporcionando aumento da taxa de dissolucdo, da
solubilidade (SHAMMA,; BASHA, 2012; LINN et al., 2012; THAKRAL et al., 2012) e
da biodisponibilidade (HARDUNG; DJURIC; ALI, 2010). A presenca destes fatores
contribuiu para a inclusao deste polimero durante a realizacao deste estudo.

O HPMCAS é um polimero que apresenta uma mistura de acido acético e
ésteres de &cido monosuccinico em diferentes proporgGes ligados a cadeia de
hidroxipropilmetilcelulose. Este material foi desenvolvido para revestimento entérico e
preparacdo de formulacdes de libertagdo prolongada (Shin-Etsu, 2005; Ashland, 2013).
Hoje, é amplamente utilizado nas tecnologias de DS. A versatilidade deste polimero em
relagdo as questdes de solubilidade é um melhor resultado no efeito de inibicdo da
cristalizacdo frente a um conjunto de polimeros, como por exemplo, HPMC, PVP,
MAEA entre outros como mostra Curatolo e colaboradores (2009).

A Tabela 2 exibe um resumo das caracteristicas de cada polimero, incluindo a
Tg de cada um deles, que foi considerada um dos critérios durante a sele¢do dos

mesmaos.

Tabela 3 - Resumo das caracteristicas do PVP K30, PVPVA 64, SOLUPLUS® e
HPMCAS.

Carreador Peso Molecular Tg (°C) Higroscopicidade
(8/mol)
PVP-K30 ~ 58.000* ~ 164* 40% (75% RH)+
PVPVA 64 ~45.000** ~101%* <10% (50%RH)+
Soluplus 90.000 - ~ TO*** Ndo descrito
140.000***
HPMCAS 18000++ 117++ Nao descrito

Fonte: autoria propria. Baseado nos textos de *ISP (2010); **Kolter, Karl e Gryczk (2012);
***BASF (2010); +Paudel et al. (2012); ++Al-Obaidi, Buckton (2009).

O quadro 1 exibe as estruturas quimicas do EFZ e dos polimeros (PVP-K30,

PVPVA 64, Soluplus e HPMCAS), bem como, seus potenciais grupos doadores e
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aceptores de hidrogénio. Verifica-se que a formacao de ligacdo de hidrogénio entre EFZ
e os polimeros é possivel uma vez que estes possuem grupos aceptores de hidrogénio
capazes de interagir com o grupo doador de hidrogénio do farmaco.

A figura 6 exibe os filmes obtidos ao final da producdo das DS EFZ - PVPVA
64 10 e 80%. Verifica-se que ambos os filmes, independente da concentracao utilizada,
apresentavam-se homogéneos e transparentes. E interessante ressaltar que este
comportamento se repetiu para os filmes das DS contendo PVP-K30, Soluplus e
HPMCAS. Desta forma, pode-se afirmar que o EFZ é miscivel nos quatro polimeros
utilizados no estudo: PVP-K30, PVPVA 64, Soluplus e HPMCAS. Isto é de extrema
importancia ja que os carreadores s6 podem atuar, de maneira eficaz, como inibidores
da cristalizacdo quando estdo presente numa mesma fase que o farmaco (BAIRD;
TAYLOR, 2012).
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Quadro 1 - Estruturas quimicas do Efavirenz (EFZ) e polimeros (Soluplus, PVPVA 64,
PVP-K30 e HPMCAS) e seus potenciais grupos doadores e aceptores de hidrogénio.

Substéncia

Estrutura Quimica

Grupos doadores
de hidrogénio

Grupos aceptores
de hidrogénio

EFZ

N-H

C=0 da fungéo
carbamato
N da funcéo
carbamato
O da funcéo
carbamato

PVP K-30*

C=0 da amida
ciclica
N da amida ciclica

PVPVA 64
(KOLIDON)®+

C=0 da amida
ciclica

N da amida ciclica
C=0 do éster

O do éster

SOLUPLUS++

2-OH

Vérios O de éter
N da amida
C=0 da amida
O do éster

C=0 do éster

HPMCAS**

CHOR

R= -H -CH,CHCH;
-CHy bcocH;
-COCH3
-COCH;CH,COOH ~CHiCHCH;
-CH,CH(OH)CH, OCOCH;CH;COOH

O-H

Varios O de éter
O do éster

C=0 de éster e
acido carboxilico

Fonte: autoria propria. Estruturas quimicas baseadas nas respectivas fichas técnicas da *ISP
(2010), +Kaolter, Karl e Gryczke (2012), ++BASF (2010); ** Shin-Etsu (2005).
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Figura 6 - Filmes do sistema DS EFZ — PVPVA 64 10% e DS EFZ — PVPVA 64 80%.

DS PVPVA 64 - EFZ 10% DS PVPVA 64 - EFZ 80%

Fonte: autoria prépria

5.1.2 Escolha da Metodologia de Obtencéao

Vérios métodos de obtencdo de DS sdo reportados na literatura, dentre eles: o
método de fusdo, evaporacdo de solvente, fusdo-solvente e malaxagem (ALVES et al.,
2012; PATEL et al., 2008). Porém, do ponto de vista de producdo em escala industrial é
interessante ressaltar que as DS sdo convencionalmente preparadas pelo método de
extrusdo por fusdo ou por evaporacdo de solvente (EERDENBRUGH; BAIRD;
TAYLOR, 2010).

O método de evaporagdo de solvente consiste na solubilizacdo simultanea do
farmaco e do carreador em um determinado solvente, o qual € submetido a um processo
de secagem (ALVES et al., 2012). Nesta tecnologia a decomposi¢cdo de drogas ou
carreadores pode ser prevenida, uma vez que, a evaporacgdo de solvente organico ocorre
a baixas temperaturas, desta forma, pode-se haver a utilizacdo de substancias
termolabeis, sendo uma das principais vantagens deste método (SHARMA,; JAIN, 2011;
VASCONCELOS; SARMENTO; COSTA, 2007). Devido a estas caracteristicas citadas
acima, este método foi escolhido neste estudo.

Para evaporacdo do solvente, optou-se pela estufa com temperatura constante, a
fim de se obter DS na forma de filmes, uma vez que esta técnica permite verificar com

facilidade a miscibilidade do carreador com o farmaco, além de, evidenciar a formacao
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de uma solucédo solida. Para a escolha do solvente, partiu-se do sistema selecionado por
Alves (2010), sendo utilizado 10 mL de &lcool metilico e 2 mL de acetonitrila para a
solubilizacdo do EFZ e 10 mL &lcool metilico para solubilizacdo dos polimeros. Apds a
obtencdo dos filmes, utilizando estes solventes, verificou-se que 0S MesmMOos
apresentavam-se homogéneos e transparentes e, desta forma, decidiu-se manter este

mesmo sistema de solventes.

5.1.3 Escolha da Concentracéo do Farmaco e do Carreador

5.1.3.1 Difragéo de Raios-X (DRX)

A DRX é uma técnica considerada de suma importancia no campo farmacéutico
e, no que diz respeito as DS, é amplamente utilizada para estudar e caracterizar a
cristalinidade ou o processo de amorfizacdo dos farmacos utilizados na formulagao
(BAIRD; TAYLOR, 2012; SHARMA; JAIN, 2011). Os difratogramas dos compostos
isolados (EFZ, PVP-K30, PVPVA 64, Soluplus e HPMCAS), de suas respectivas MF e
DS, nas diferentes concentragdes, encontram-se representados na figura 7.

O perfil de difracdo do EFZ apresenta pico principal a 20 em torno de 6,24°,
além de outros picos secundarios em 14,34°, 17,08°, 20,3°, 21,36° e 25,06°,
evidenciando o seu carater cristalino, apresentando 69% de cristalinidade, calculado
pelo software XRD — 6100/7000 Ver 7.0. Por outro lado, os polimeros apresentaram
natureza amorfa, evidenciada pela auséncia de picos em seus difratogramas.

Os difratogramas das MF revelaram a sobreposicdo do perfil do farmaco
juntamente com o do polimero, evidenciando a presenca do EFZ em sua forma
cristalina. A intensidade dos picos do farmaco é menor, provavelmente, devido a sua
menor proporgao na amostra, uma vez que, a MF com a proporcéo de farmaco igual a
80%, apresentou em seu difratograma picos mais intensos quando comparado aos das
MF com menores proporgoes.

Independente da proporcdo de farmaco utilizada nas DS, as mesmas
apresentaram difratogramas com auséncia de picos caracteristicos do EFZ, evidenciando
comportamento amorfo dos produtos formados. Desta forma, observa-se que 0s
polimeros possibilitaram, efetivamente, a formagdo de DS amorfas, provavelmente
devido as possiveis ligagdes de hidrogénio entre ele e o farmaco, corroborando com os

posteriores resultados obtidos a partir da analise de IV.
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Assim, DS contendo até 80% de farmaco foram obtidas utilizando os trés

polimeros em estudo. Apesar de os difratogramas apresentarem-se amorfos, decidiu-se

ndo mais aumentar a concentra¢do de farmaco por motivos de estabilidade fisica da

formulacéo.

Figura 7 - Difratogramas do EFZ, dos carreadores e de suas respectivas DS e MF.
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Os estudos de dissolucdo sdo uma importante ferramenta de controle de

qualidade nas vaérias etapas dos processos de desenvolvimento de farmacos
(MANADAS; PINA; VEIGA, 2002). Estes estudos sdo realizados geralmente em

condicBes sink, que preconiza a utilizacdo de um volume néo inferior a trés vezes o

necessario para formar uma solucdo saturada do farmaco (FDA,1997; ROSA, 2005). No
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entanto, realizar correlacdo in vitro - in vivo sob condicédo sink pode ser considerado um
problema quando uma formulagcdo amorfa esta sendo investigada, j& que a capacidade
de supersaturacdo destes sistemas, que também pode acontecer in vivo, pode ndo ser
visualizada sob estas condigfes (DINUNZIO et al.,, 2008; MEDEIROS, 2013).
Corroborando com a idéia acima, Sun e colaboradores (2012) realizaram estudos de
dissolucgdo in vitro com DS de indometacina sob condi¢do non-sink alegando que esta é
capaz de permitir a visualizacdo dos eventos de supersaturacdo, que comumente
ocorrem no trato gastrointestinal, além de verificar as etapas de nucleacdo e
cristalizacdo do farmaco. Os mesmos autores sugeriram a implementacdo de um Sink
index (SI) quando se estiver realizando um estudo de dissolugdo em condi¢do non-sink,
a fim de saber o quanto “non-sink” é o estudo (SI= C;V/dose, onde Cs é a solubilidade
do farmaco em &gua, V é o volume do meio de dissolucdo e a dose corresponde a
quantidade do farmaco na amostra utilizada no estudo). Para a obtencdo de uma
condicéo sink o SI deve ser maior que 10.

Neste trabalho, amostras que apresentavam quantidades equivalentes a 15mg de
EFZ foram utilizados nos estudos de dissolucdo, significando que, se completamente
dissolvido num volume de 250 ml apresentara uma concentragdo igual a 60 pg/mL e SI
igual a 0,15, estabelecendo, desta forma, a condi¢do non sink.

Um estudo realizado pela Sirius Analytical Instruments (2013) mostra que 0s
resultados do estudo de dissolucdo in vitro realizados no SiriusT3® e no equipamento
USP® foram semelhantes, mas o SiriusT3® apresenta algumas vantagens como a
reducdo significativa da quantidade de amostra necessaria para executar a analise e do
volume de meio de dissolucdo, a detec¢do da amostra durante o estudo de dissolucao,
entre outras (MEDEIRQOS, 2013). Para as DS e as respectivas MF com o polimero
HPMCAS utilizou-se o Sirius. Nesse contexto, a utilizacdo do SiriusT3e foi totalmente
adequada, uma vez que também foi realizada a dissolugdo, bem como todas a
caracterizacdes com a DS PVP VA-64 EFZ 10% para fins comparativos. Da mesma forma,
apresentaram uma condi¢do non sink, uma vez que as amostras utilizadas apresentavam

quantidades equivalentes a 5mg de EFZ em um volume de 25 ml e Sl igual a 0,045.
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Os perfis de dissolucdo do EFZ, das DS e das MF contendo a concentracéo de

farmaco correspondente a DS com melhor desempenho no estudo de dissolu¢do sob

condicdo non-sink estéo exibidos na figura 8.

A partir deste estudo, os valores da area sob a curva (AUC) e da concentracdo

méaxima (Cméax) foram calculados e, assim, suas respectivas médias estdo representadas

nas figuras 9 a 12. Os valores da AUC representam a manutencdo da supersaturagéo,

que é alcancada através das interacdes fisicas e/ou quimicas entre o polimero e as

moléculas do farmaco que, assim, inibem a sua precipitacdo e proporciona aumento dos

seus niveis em solucdo, garantindo melhora da sua biodisponibilidade (DINUNZIO et
al., 2008; SUN; JU; LEE, 2012).

Figura 5 - Perfis de dissolucdo do EFZ, das DS e MF com PVP K-30, PVPVA 64,
SOLUPLUS e HPMCAS.
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Figura 6 - Os valores da concentracdo méxima (Cmax) do EFZ, das misturas fisicas
contendo a concentracdo de prot6tipo correspondente a dispersao solida com melhor
desempenho no estudo de dissolucdo in vitro e das dispersdes sélidas nas diferentes
proporgoes.
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Figura 7 - Os valores da concentracdo méxima (Cmax) do EFZ, das misturas fisicas
contendo a concentracdo de prototipo correspondente a dispersdao sélida com melhor
desempenho no estudo de dissolugdo in vitro realizada no sirius T3 e das dispersoes
solidas nas diferentes proporcdes.
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Figura 8 - A AUC e seus respectivos coeficientes de variagdo do EFZ, das MF
contendo a concentracdo de farmaco correspondente a DS com melhor desempenho no
estudo de dissolugéo in vitro e das DS nas diferentes proporgdes.

MFSOLUPLUS - EFZ 10% 975,44+0,69
DSSOLUPLUS - EFZ 80% 512,27 +0,64
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DSSOLUPLUS-EFZ 10% 592,56+0,98

MF PVP-K30 - EFZ 10%
DS PVP-K30 - EFZ 80%
DS PVP-K30 - EFZ 50%
DS PVP-K30 - EFZ 20%
DS PVP-K30 - EFZ 10%
MFPVPVA 64 - EFZ 10%
DS PVPVA 64 - EFZ 80%
DS PVPVA 64 - EFZ 50%
DS PVPVA 64 - EFZ 20%
DS PVPVA 64 - EFZ 10%
EFZ

2258,09+£0,07
1362,4+0,29
1418,41+0,29
1485,03+0,20
4701,05%£0,08
2163,28+0,02

700,27+1,12

1813,16+ 0,09

1788,88+0,14

5078,53+£0,04
828422016

0] 1000 2000 3000 4000 5000 6000

AUC{min.uL/mL)

Fonte: autoria propria

Figura 9 - A AUC do EFZ, das MF contendo a concentracdo de farmaco
correspondente a DS com melhor desempenho no estudo de dissolucdo in vitro no Sirius
T3® e das DS nas diferentes proporgdes.
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Os resultados contidos na figura 11 e 12 demonstram que a AUC de todas as MF
foi superior ao do EFZ isolado, que, segundo Alves (2010), este resultado é proveniente
das propriedades hidrofilicas dos polimeros que, desta forma, favorecem a diminuicéo
da tensdo superficial entre o farmaco e o meio de dissolucdo, bem como garante um
aumento da molhabilidade do farmaco. Alem disso, comparando a AUC das MF com a
das DS, mantendo a mesma proporg¢éo de EFZ, observa-se que sdo mais baixas quando
se utiliza PVP-K30, PVPVA 64 e HPMCAS, porém maior, quando o Soluplus atua
como carreador.

Paralelamente, verifica-se que todas as DS obtiveram valores de AUC superior e
estatisticamente significativos ao EFZ isolado, exceto para a DS PVPVA 64 — EFZ
80%, DS HPMCAS — EFZ 20, 50 e 80% e para as DS contendo Soluplus. E interessante
ressaltar que ndo houve variagdes, estatisticamente significativas, quando foi alterada a
concentracdo de farmaco nas DS tendo o Soluplus como polimero.

Estes resultados demonstram que o método de evaporacdo de solvente ndo €
considerado uma boa escolha quando se utiliza o Soluplus como carreador, uma vez que
suas DS tiveram resultados inferiores ao EFZ puro, bem como sua MF mostrou
melhores resultados quando comparados aos das DS. Desta forma, as justificativas
iniciais que foram dadas para a escolha deste polimero ndo foram eficazes quando se
utilizou EFZ como farmaco de escolha.

A dissolucdo das DS HPMCAS — EFZ 20%, 50% e 80% apresentarem-se muito
baixa, sugerindo drogas cristalinas. Esta discrepancia em comparacdo com a DS
HPMCAS — EFZ 10% pode ser causada por alteracdes do estado de agregacao durante o
armazenamento, devido a absor¢do de humidade que conduz a conversdao de droga
cristalina. Experimentos mais cuidadosos provavelmente teria que ser feito para
confirmar esse aspecto e para manter um sistema estavel. Tal hipétese sera confirmada
nos estudos de estabilidade.

Além disso, observa-se que quando os polimeros (PVPVA 64 e PVP K-30) estdo
presentes na formulacdo ha uma liberagdo imediata do farmaco durante os primeiros 15
minutos 0 que ndo acontece com o EFZ isolado, jA que o mesmo possui elevada
hidrofobia, dificultando, assim, o contato de sua superficie com o meio de dissolucdo. Ja
o0 polimero HPMCAS provocou um efeito de liberagdo prolongada ao farmaco, o que
pode também pode ser interessante a fim de reduzindo os efeitos colaterais causados

pelo EFZ e sem perda da acéo terapéutica.
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As DS que apresentaram maiores valores de AUC foram as contendo maior
quantidade de polimero (com apenas 10% de farmaco). Além disso, & medida que a
quantidade de farmaco aumenta, percebe-se que estes resultados decrescem ou s&o
estatisticamente similares. Os valores de AUC das DS, utilizando os quatro diferentes
polimeros, seguem a seguinte ordem decrescente: DS PVPVA 64 — EFZ 10% > DS
PVP-K30- EFZ 10% > DS HPMCAS — EFZ 10% > DS SOLUPLUS — EFZ 10%.

E interessante ressaltar que nos estudos realizados por Alves (2010), a
formulacdo que apresentou melhores resultados foi a DS PVP-K30 - EFZ 80%, obtida
através do método de malaxagem (MX). Além disso, este mesmo autor evidenciou que
DS obtidas pelo método de solvente por rotaevaporacao ndo proporcionaram incremento
na quantidade de farmaco dissolvido. Porém, isto ndo foi verificado neste estudo, ja que
a DS PVP-K30 - EFZ 80% obteve desempenho inferior a todas as outras DS (10, 20 e
50% de EFZ) utilizando este mesmo polimero, bem como a todas as DS com PVPVA
64, exceto para a que continha 80% de farmaco. Estes resultados confirmam que os
métodos de obtencdo, técnica de secagem escolhida, bem como a escolha do polimero a
ser utilizado, influenciam diretamente nas propriedades fisicas das DS obtidas e,
conseqlientemente, no seu desempenho durante os testes de dissolu¢éo in vitro (ALVES
etal., 2012; JANSSENS et al., 2009).

E notdrio que varios fatores interferem ao mesmo tempo no comportamento das
DS durante a dissolucdo (CRAIG, 2002; VASCONCELOS; SARMENTO; COSTA,
2007). Desta forma, o melhor desempenho das DS, comparado ao farmaco isolado,
pode ser explicado, principalmente, devido a alteracdo da forma cristalina do EFZ para
0 seu estado amorfo, que ndo necessita de energia para quebrar a estrutura cristalina
durante o processo de dissolucéo, reduzindo, assim, a entalpia do sistema. O aumento da
molhabilidade, devido as propriedades hidrofilicas dos polimeros, bem como a reducéo
do tamanho das particulas e, consequentemente, aumento da area superficial, sdo outros
fatores que contribuem para os melhores resultados de dissolucdo (SHAMMA;
BASHA, 2012).

Apesar de a forma amorfa apresentar uma maior solubilidade, a mesma possui
alto grau de instabilidade, ja que tende a precipitar para uma forma cristalina de mais
baixa energia apos atingir a supersaturacdo no meio de dissolu¢cdo (MATTEUCCI et al.,
2009). Desta forma, estabilidade fisica da forma amorfa, quando em contato com o0 meio

de dissolugcdo, bem como a cinética de cristalizacdo da solugdo supersaturada que foi
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produzida sdo importantes fatores durante os testes de dissolucédo in vitro (ALONZO et
al., 2011).

Para que o impacto desejado sobre a biodisponibilidade seja alcangado é
necessario nao so atingir altos graus de supersaturacdo, mas também sustenta-la por um
longo periodo de tempo, através da inibicdo da cristalizacdo. A fim de alcancar estes
objetivos, varios polimeros hidrofilicos tém sido empregados com sucesso, ja que 0S
mesmos estabelecem ligagOes intermoleculares com o farmaco, principalmente, ligacGes
de hidrogénio, que assumem um papel de grande importancia no aumento e manutencéo
da supersaturacdo (SARODE et al., 2013). Além da escolha do polimero a ser utilizado,
é de extrema importancia a porcentagem de farmaco presente na formulacdo, ja que
altas proporc¢des podem favorecer a precipitagdo, devido a diminuicdo da quantidade de
sitios de interacdo disponiveis no polimero, e, consequentemente, reduzir o grau de
supersaturacdo (ALIl; KOLTER, 2012).

Isto explica os diferentes desempenhos das DS, representadas pelos valores de
AUC, quando se utilizou os quatro diferentes polimeros (PVP-K30, PVPVA 64,
Soluplus e HPMCAS) nas diferentes proporces.

Ao comparar os resultados das duas melhores formulacGes, DS PVPVA 64 —
EFZ 10%, DS PVP-K30 — EFZ 10%, e DS HPMCAS — EFZ 10% pode-se verificar que
o polimero PVPVA 64 foi bastante eficaz, uma vez que este alcangou altos niveis de
supersaturacdo, além de conseguir manté-la por um periodo de 120 minutos, assim
como a DS HPMCAS - EFZ 10% pois atingiu uma concentracdo 219 mg/mL em 120
min, enquanto que a DS contendo PVP-K30 apresentou uma diminui¢do da sua AUC
apo6s os 60 min. Estes resultados podem ser explicados devido a presenca da cadeia de
PVACc no polimero PVPVA 64, que promove uma maior propensao para realizacdo de
ligacGes de hidrogénio quando comparado ao PVP-K30, confirmando, desta forma, que
interacOes entre farmaco e polimero sdo de grande importancia no que diz respeito a

manutencdo da supersaturacdo, bem como inibicao da cristalizacao.

5.1.5 Analise Fisico-Quimica dos Sistemas Selecionados

5.1.5.1 Calorimetria Exploratoria Diferencial (DSC)

A DSC, técnica que mede o fluxo de calor de um material em fungdo do tempo

ou da temperatura, é considerada uma das técnicas de analise térmica mais comumente
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utilizadas devido a sua ampla disponibilidade tanto no ambiente académico quanto no
industrial, bem como sua vasta aplicabilidade na analise de sistemas amorfos (BAIRD
etal., 2012; SHARMA,; JAIN, 2011).

Neste estudo, DSC foi utilizada para analisar a forma do farmaco (amorfa ou
cristalina) nas MF e DS com PVP K-30, PVPVA 64 e HPMCAS bem como para
verificar a miscibilidade entre o EFZ e os carreadores. As curvas de DSC dos
compostos isolados (EFZ, PVP-K30, PVPVA 64 e HPMCAS), de suas respectivas MF
e DS, nas concentra¢fes minima e maxima, encontram-se representados na figura 13.

O comportamento térmico do EFZ pdde ser evidenciado através de um pico
endotérmico em 140°C, caracteristico do processo de fusdo da sua estrutura cristalina. O
perfil térmico dos polimeros isolados ndo apresentou evento endotérmico caracteristico
de processo de fusdo, evidenciando a natureza amorfa dos mesmos, corroborando com
os resultados de DRX. Além disso, o PVP-K30 apresentou fendmeno endotérmico
alargado entre 45 e 125°C, que esté associado com a evaporagdo de agua do material.
Adicionalmente, € possivel observar os eventos de Tg dos polimeros em,
aproximadamente, 104°C, 165°C e 120°C para o PVPVA 64, PVP-K30 e HPMCAS
respectivamente. Segundo Baird e colaboradores (2012), Tg € considerada a
temperatura em que as propriedades dos materiais amorfos variam de liquido para
solido ou vice-versa.

O pico caracteristico do EFZ p6de ser observado nas MF contendo 80% de
farmaco, utilizando tanto o PVP-K30, PVPVA 64 e HPMCAS como polimeros. Porém
na proporgdo de 10% o mesmo ndo foi observado e, assim, especula-se que o EFZ se
solubilizou no polimero durante a analise por DSC (BISWAL et al., 2008), ja que nas
analises de DRX houve o aparecimento do pico principal do farmaco em ambas as
concentracdes. Paralelamente, foi observado um adiantamento do pico de fusdo do
farmaco, sugerindo que os carreadores foram capazes de proporcionar uma leve
solubilizacdo do EFZ presente na sua forma cristalina durante o processo de
aguecimento.

Adicionalmente, as curvas de DSC das DS ndo apresentaram 0 evento
endotérmico caracteristico do processo de fusdo do farmaco, sugerindo que o EFZ foi
convertido para o seu estado amorfo, corroborando com os resultados de DRX e MEV
(PLANINSEK; KOVACIC; VRECER, 2011).

Outras informagdes que podem ser retiradas a partir das curvas DSC das DS é a

observacgdo da Tg, pois permite verificar a miscibilidade do farmaco com o carreador ao
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determinar a quantidade de Tgs em uma curva de DSC de uma DS, uma vez que,
quando este sistema contém duas fases, apresenta uma curva de DSC com duas Tgs
devido a presenca de duas substancias amorfas separadas (BAIRD et al., 2012). Os
eventos referentes as Tgs estdo indicados através de setas na Figura 13.

Pode-se observar que as DS que exibiram apenas um evento de transicdo vitrea
foram: DS PVP-K30 - EFZ 10%, DS PVP-K30 - EFZ 80%, DS PVPVA 64 — EFZ 10%
e DS HPMCAS - EFZ 10% confirmando, desta forma, a miscibilidade entre os
compostos. Nas curvas DSC da DS PVPVA 64 - EFZ 80% e DS HPMCAS — EFZ 80%
h& um pequeno evento endotérmico que pode ser devido a separacdo de fases entre a
forma amorfa do farmaco e do carreador ou até mesmo decorrente do processo de fusao
de pequenas quantidades de cristais presentes na formulagdo. De qualquer forma, isto
indica uma menor miscibilidade do polimero com o EFZ, quando este se encontra nessa
concentracao.

Além disso, observa-se uma diminuicdo da Tg do sistema quando se compara
com a DS PVPVA 64 — EFZ 10%, indicando o efeito plastificante do farmaco sobre o
polimero, ja que este se instala nas cadeias poliméricas e, assim, diminui a interacao
entre as moléculas do polimero. Desta forma, as cadeias tornam-se mais flexiveis,
favorecendo uma diminuicdo na Tg do polimero e que, consequentemente, promovera
uma diminuigédo da Tg do sistema. Isto favorece ao aumento da mobilidade molecular e,
conseqiente, diminuicdo da estabilidade fisica da formulacdo, o que pode explicar a
presenca deste pico endotérmico na curva DSC da DS PVPVA 64 - EFZ 80%
(ALBERS et al., 2009; BAIRD et al., 2012).
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Figura 10 - Curvas de DSC do EFZ, dos carreadores e de suas respectivas DS e MF.
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Fonte: autoria prépria

5.1.5.2 Microscopia de Luz Polarizada

A Microscopia de Luz Polarizada quando empregada em combinacdo com
outras técnicas analiticas é considerada de suma importancia no que diz respeito a
deteccéo de cristalinidade em formulages amorfas (SHAH et al., 2013).

Esta técnica diferencia sistemas amorfos e cristalinos atraves da investigacdo da
birrefringéncia, que consiste na propriedade que certos cristais possuem de originar
raios refratados, a partir de um dnico raio incidente. Desta forma, materiais amorfos nao
apresentam esta propriedade e, assim, sdo denominados de substancias isotropicas,
enquanto que, materiais cristalinos, que possuem birrefringéncia, sdo considerados
anisotropicos (BIRREFRINGENCIA, 2014; ONOUE et al., 2010; SHAH et al, 2013).
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As fotomicrografias dos compostos isolados (EFZ, PVP-K30, PVPVA 64 e
HPMCAS), de suas respectivas MF e DS, nas concentragdes minima e méaxima,
encontram-se representados na figura 14. O filme anizotropico utilizado como

referéncia esta indicado por setas.

Figura 11 - Fotomicrografias de Microscopia de Luz Polarizada do EFZ, dos
carreadores e de suas respectivas DS e MF.

EFZ MF PVP K-30 - EFZ 10% DS PVP K-30 - EFZ 10%

PVP K-30 MF PVP K-30 - EFZ 80% DS PVP K-30 - EFZ 80%
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O EFZ, que mostrou difratograma e perfil térmico caracteristicos de material
cristalino, apresentou uma forte birrefringéncia, confirmando, desta forma, seu carater
anisotrdpico. Este resultado ndo foi observado nos filmes dos polimeros isolados,
caracterizando como materiais isotrépicos. Exceto para o filme do polimero HPMCAS
que mostrou a presenca de pequenos cristalitos, tal comportamento também foi
evidenciado por Hong 2009. Devido a essa caracteristica do farmaco e dos polimeros, é
possivel identificar se existem cristais do EFZ nas MF e nas DS, ao buscar detectar a
auséncia ou presenca da birrefringéncia cristalina do farmaco.

As MF apresentaram significativa birrefringéncia, porém isto ndo foi observado
com os filmes das DS, sugerindo, assim, a transformacdo do farmaco do estado
cristalino para o amorfo, o que corrobora com os resultados de DRX e DSC.

5.1.5.3 Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

A anélise por MEV possui uma grande importancia na area farmacéutica ja que
pode ser utilizada para o conhecimento detalhado da microestrutura dos produtos
isolados e seus binarios que, desta forma, permite realizar uma correlacdo entre a
estrutura morfoldgica e o tamanho das particulas com os resultados obtidos através das
demais anélises realizadas na investigacdo da formacdo das DS (DINUNZIO et al.,
2008). As eletromicrografias dos produtos isolados e seus sistemas binarios (MF e DS)
estdo ilustradas na figura 15 e 16.

O EFZ apresenta-se como cristais irregulares de formato ortorrombico, enquanto
que o PVP-K30 e PVPVA 64 se caracterizam por particulas esféricas de superficie lisa.
O HPMCAS apresenta-se como particulas muito finas arredondadas para alongadas que
variam cerca de 0,5 a 1,5 microns de diametro (ASHLAND, 2013).

Nas eletromicrografias das MF com o PVP-K30, PVPVA 64, e HPMCAS
independentemente da porcentagem de farmaco, a estrutura cristalina do EFZ foi
claramente detectavel, apresentando-se de maneira isolada ou aderido na superficie do
respectivo polimero, o qual permaneceu com a mesma morfologia, indicando, desta
forma, que ndo houve interacdes entre o fArmaco e o polimero no estado sélido.

Por outro lado, nas eletromicrografias das DS com os trés polimeros, nas
diferentes proporcdes estudadas, observou-se a presenca de particulas de tamanho e

morfologia irregulares, onde ndo foi visualizada a morfologia cristalina original do EFZ,
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ocorrendo também uma extensa mudanga no aspecto do polimero, ndo sendo possivel a
diferenciagédo entre os dois componentes.

E interessante destacar que nas DS contendo 80% do farmaco foi observado que
na superficie das particulas existiam filamentos de tamanhos e espessuras heterogéneas
e que, provavelmente podem ser atribuidas a forma amorfa do EFZ, pois a
homogeneidade destes sistemas pode estar comprometida devido a menor quantidade de
polimero. Tal andlise corrobora com os resultados de DSC da DS PVPVA64 — EFZ
80%, que evidencia uma separacdo entre as formas amorfas do farmaco e do polimero.
Desta forma, é de suma importancia a analise da estabilidade destas formulacdes, ja que,
segundo Janssens e Van den Mooter (2009), para que haja 0 aumento da estabilidade de
uma DS, é necessario que o teor de polimero na formulacéo seja elevado, o que, neste
caso, ndo é observado, pois contém apenas 20% de polimero.

Portanto, a drastica mudanca da forma e do aspecto das particulas, sugere a
formacdo de uma nova fase solida, que pode ser atribuida a uma real conversdo do
estado cristalino ao estado amorfo devido as possiveis interacdes quimicas ocorridas

entre o polimero e o ativo durante o processo de obtencdo das DS.



93

Figura 12 - Fotomicrografias de MEV do EFZ, dos carreadores e de suas respectivas
DS e MF.

PVP K-30 PVPVA 64
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Figura 13- Fotomicrografias de MEV do EFZ, do carreador HPMCAS e de suas
respectivas DS e MF.
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5.1.5.4 Espectrofotometria de absor¢do na regido do infravermelho (1V)

A técnica de IV tem sido bastante utilizada para investigar possiveis interacdes
entre farmaco e polimero nos sistemas de DS, ja que é capaz de detectar diferencas sutis
na energia vibracional entre estado amorfo e cristalino (SHAH et al., 2013,
SATHIGARI et al., 2012). O estudo destas interagOes, principalmente ligacOes de
hidrogénio, é de extrema importancia, uma vez que estdo relacionadas com a
estabilidade dos sistemas de DS (BALANI et al., 2010; SUN; JU; LEE, 2012; TEJA et
al., 2013) e com a compatibilidade entre o farmaco e o polimero (YU et al., 2010).

Desta forma, espectros de IV do EFZ, dos polimeros (PVPVA 64, PVP-K30 e
HPMCAS), das respectivas MF e DS foram examinados (Figura 17, 18 e 19).

No espectro de IV do EFZ as bandas referentes aos possiveis grupos doadores e
aceptores de hidrogénio do EFZ podem ser observadas: deformacdo axial de N-H em
3313,38 cm™, além dos picos em 1743,34 cm™ e 1240,69 cm’1, caracteristicos da funcao
carbamato presente na estrutura do farmaco e que seriam referentes a deformacéo axial
da ligagdo C=0 e C(C=0)-0, respectivamente. Adicionalmente, as seguintes bandas
tipicas também foram visualizadas: estiramento C=C (2249,72 cm™), estiramento axial
C-F (1183,54 cm™) e deformacdo angular de C-H em grupamentos ciclicos tensionados
(1494,72 cm™), evidenciando a presenca do radical ciclopropil na molécula do EFZ.

Paralelamente, no espectro do PVP-K30 foram visualizadas importantes bandas
em 1644,21 cm™' (estiramento C=0O de amida ciclica) e em 1288 cm ™' (estiramento C-
N), que sdo referentes aos provaveis grupos aceptores de hidrogénio do polimero.
Enquanto que o espectro do PVPVA-64 apresentou uma banda em 1666,99 cm™
(estiramento C=0 da amida ciclica), além das bandas em 1731,56 cm™(estiramento
C=0) e em 1234,22 cm™ (deformagéo axial C-O), que sdo referentes ao grupamento
éster da cadeia lateral do PVAc. Foi possivel observar também no espectro do
HPMCAS bandas na faixa de 2996 - 3015 cm™ (estiramento O-H), referente ao provavel
grupo doador de hidrogénio, em 1738 cm™ (estiramento C=0O de éster) e em 1139 cm™e
1234 cm™ (estiramento C-O e C-O-C de éter respectivamente), que sdo referentes aos
grupamentos aceptores de hidrogénio do polimero.

Os espectros das MF correspondem a sobreposi¢do das bandas do EFZ e dos
polimeros indicando, desta forma, que ndo ocorreu interacdo entre eles
(KAEWNOPPARAT et al., 2009).
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Os espectros de IV de todas as DS apresentaram completo desaparecimento da
banda referente & deformacéo axial do grupo N-H do EFZ (3313,38 cm™), com excecéo
daquelas contendo 50 e 80% de farmaco, em que foi possivel verificar esta banda em
menor intensidade, indicando, desta forma, a diminuicdo da interacdo entre o EFZ e o
polimero. Este resultado corrobora com o estudo de dissolucdo in vitro, que indicou
performances inferiores para as DS contendo maior proporcdo de farmaco na
formulacdo. No entanto, tal efeito sobre os espectros de IV para as DS contendo 50% e
80% com o HPMCAS também ocorreu o desaparecimento das bandas, porém o efeito
sobre a dissolucdo foi o mesmo, indicando performances inferiores as DS contendo
maior proporcdo de farmaco na formulag&o.

Adicionamente, houve diminuicdo da intensidade da banda da carbonila de
todos os polimeros (1644,21 cm™', 1666,99 cm™ e 1738 cm™ para o PVP-K30, PVPVA
64 e HPMCAS respectivamente), como também da carbonila pertencente ao
grupamento éster do PVPVA 64 (1731,56 cm 1), e das bandas referentes ao grupamento
éter pertencente ao HPMCAS, além de serem observados pequenos deslocamentos de
frequiéncias destas bandas citadas. Isto confirma que o PVPVA 64 interage de maneira
mais efetiva com o EFZ quando comparado ao PVP-K30, devido a presenca destas duas
carbonilas, que funcionam como grupos aceptores de hidrogénio. Isto corrobora com 0s
resultados da dissolucdo in vitro que evidenciou resultados superiores quando o PVPVA
64 era o carreador de escolha.

Desta forma, ao comparar 0s espectros de IV das DS e das MF, observa-se que
as mudancas que foram visualizadas ndo sdo decorrentes apenas das diferentes
proporcdes de farmaco utilizadas, mas sim, provavelmente, da possivel ocorréncia de
interacdes intermoleculares, principalmente ligacdes de hidrogénio, entre o grupamento

N-H do EFZ com o grupamento C=0 dos polimeros.



Figura 14 - Espectros de IV do EFZ, do PVP K-30 e de suas DS e MF.
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Figura 15 - Espectros de IV do EFZ, do PVPVA 64 e de suas DS e MF.
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Figura 16 - Espectros de IV do EFZ, do HPMCAS e de suas DS e MF.
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5.1.5.5 Cinética de liberacgdo in vitro por membrana de dialise

O método de dialise é o mais versatil e popular dentre todos os métodos
utilizados para avaliar a liberacéo de sistemas de tamanho nano (D’SOUZA, 2014). Por
exemplo, Gaur e colaboradores (2014) desenvolveram lipossomas (124 nm) para
melhorar a solubilidade e biodisponibilidade do EFZ e utilizaram o a membrana de
dialise 14KDa como método para avaliar a dissolucdo in vitro dos sistemas e obteve
60,6-98,2% de libertacdo do farmaco em um periodo de tempo de 24 horas. Da mesma
maneira, Makwana e colaboradores 2015 também desenvolveram lipossomas com EFZ.
Neste estudo na tentativa de atingir, ou ter como alvo o sistema linfatico.

Neste método a separacdo fisica dos sistemas e 0 meio de liberacao é conseguida
pelo uso de uma membrana de dialise onde as nanoparticulas difundem-se através da
membrana para o exterior, onde é submetido a amostragem para andlise. Tal como
acontece com outros métodos, a solubilidade do farmaco é essencial para o seu
transporte através da membrana de dialise, assim como € importante selecionar o
tamanho do poro da membrana. Em geral, membranas de 10-14kDa sdo utilizadas para
a libertacdo de pequeno moléculas, e membranas de 1 kDa séo adequado para avaliar
libertacdo de moléculas grandes (D’SOUZA, 2014).

Desta forma foi realizado a cinética de liberagdo in vitro em membrana de
dialise para a DS PVPVA 64 10%. Foi considerado uma membrana de 10KDa, assim
como também foi levado em consideracdo o EFZ sollvel, uma vez que, 0 mesmo
obteve através da dispersao solida sua dissolugdo in vitro melhorada, como mostra na
sessdo 5.1.4.1. O experimento foi realizado com o objetivo de avaliar a passagem do
EFZ por uma membrana, e desta forma avaliar de maneira preliminar a permeabilidade.

A Figura 20 mostra a liberagéo de 25% de EFZ da DS em 144h. Praticamente a
DS teve 0 mesmo comportamento do EFZ puro, o que nos leva a sugerir que, uma vez o
polimero intumescido forma-se uma malha bloqueando os poros da membrana
dificultando a passagem do EFZ.

A incorporagdo de ensaio de dissolugdo por membrana de didlise apresentam
algumas limitacdo quanto aos tipos de amostras ou uma solucéo supersaturada. Embora
as membranas de dialises oferecam uma absorcdo, estas membranas ndo s&o
necessariamente biorrelevantes (NEWMAN, 2015). Desta forma, neste estudo se faz
importante a utilizacdo de novas alternativas de métodos de analise de permeabilidade,

como por exemplo membranas celulares.
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Figura 17 - Perfis de liberagdo in vitro em membrana de dialise do EFZ e da DS PVPVA 64
10%.
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5.1.6 Solucdo Sélida, Suspensdo Sélida Amorfa ou Suspenséao Solida Cristalina?

Apesar dos diferentes tipos de classificagdo para as DS, apenas trés tipos vém
comumente sendo utilizados para incrementar a solubilidade: suspensao cristalina
vitrea, suspensdo amorfa vitrea e solucdo sélida vitrea. Os dois primeiros tipos séo
constituidos por duas fases, a diferenca é que o farmaco estd em sua forma cristalina na
suspensdo cristalina vitrea, enquanto que na suspensdo amorfa vitrea 0 mesmo se
encontra no seu estado amorfo. A solucdo solida é considerada a formulagédo
termodinamicamente mais estavel, ja& que o farmaco esta molecularmente disperso no
polimero e, assim, apresenta apenas uma fase (KOLTER; KARL; GRYCZKE, 2012).

Desta forma, ao comparar as DS PVP-K30, PVPVA64 ¢ HPMCAS, nas
concentracdes de 10 e 80%, a partir dos resultados da caracterizacdo, observa-se que
todas as DS foram consideradas como soluc@es solidas, com excecdo da DS PVPVA 64
— EFZ 80% e DS HPMCAS — EFZ 80%, que foram classificadas como uma suspenséo
solida amorfa, uma vez que, a microscopia de polarizacdo ndo revelou presenca de
cristais e para a DS com HPMCAS o DR-X ndo apresentou picos caracteristicos do
EFZ, porém nos perfis do DSC foi evidenciado um pico endotérmico, caracterizando

separacgdo de fases entre a forma amorfa dos polimeros e do EFZ.
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5.1.7 Estudo de estabilidade

Para o estudo de estabilidade fisica escolheu-se as DS que apresentaram melhor
desempenho nos ensaios de dissolucdo. As amostras foram examinadas através de DRX
apos exposicao as condicBes de armazenagem para o estudo acelerado (40°C + 2°C/75% UR
+ 5%) ao longo de 3 meses. A figura 21 mostra as curvas DRX das dispersdes solidas com
10% dos polimeros PVPVA 64 e HPMCAS examinadas ap0s o estudo ao longo das
primeiras semanas do primeiro més, segundo e terceiro més de exposicao das condicdes de
estudo.

A transformagdo da forma amorfa do farmaco na cristalina é acelerada com
condicdes como a umidade relativa alta, temperatura elevada e envelhecimento das
amostras (KONNO; TAYLOR, 2006). Sendo assim, o estudo de estabilidade acelerada
permite avaliar em um curto espaco de tempo qual sistema de dispersao solida serd mais
eficaz em prevenir essa transformacéo ao longo do tempo.

Com base nos resultados preliminares do estudo de estabilidade, pode-se observar
que ndo ocorreu transicao entre a forma amorfa e cristalina do EFZ durante os trés meses de

estabilidade, sendo ambos os polimeros capazes de inibir a cristalizacdo do farmaco.

Figura 18 - Espectros de DRX do EFZ e das dispersdes solidas com PVPVA 64 e PVP
K-30 apds armazenamento sob condi¢des do ICH para estudo de estabilidade acelerada
(~75% UR a 40°C). O tempo de mudanca (T) indica o tempo de exposi¢do as condicdes.
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52 PARTE Il: CARACTERIZACAO E ESTUDO DE ESTABILIDADE
TERMICA DO EFAVIRENZ E DA DISPERSAO SOLIDA COM PVPVA 64
POR ANALISE TERMICA E PIROLISE ACOPLADA A CG/MS

5.2.1 Caracterizacdo térmica

As figuras 22 e 23 representam as curvas TG e DSC do EFZ, PVPVA 64 e da
DS PVPVA 64 EFZ 10%, respectivamente. A curva DSC do EFZ mostrou um pico
endotérmico correspondente ao evento de fusdo, (T pico = 140°C; T onset = 138; AH
fusdo = -70,58 J.g*), caracterizando o farmaco na sua forma cristalina. Os eventos
exotérmicos na sequéncia correspondem ao processo de degradagdo, que ocorre em uma
Unica etapa definida, como mostra a curva TG (figura 15a), na faixa de temperaturas de
210°C até a 255°C e com perda de massa Am = 86,16% (FANDARUFF et al., 2013;
VIANA et al., 2008).

Figura 19 - Curvas DSC do EFZ (a), KL (b) e da DS PVPVA 64 - EFZ 10% (c)
obtidos em atmosfera de dindmica do nitrogénio (50 mL. min™) e taxa de aquecimento
de 10°C - min™.
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Figura 20 - Curvas TG do EFZ (a), KL (b) e da DS PVP VA 64 - EFZ 10% (c) obtidos em

atmosfera de dinamica do nitrogénio (50 mL.min™) e taxa de aquecimento de 10°C - min™
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Na figura 22b pOde-se observar a Tg do PVPVA 64 na faixa de 100 - 104°C
representada por uma leve mudanca na linha de base, seguida por dois eventos
endotérmicos, referentes a sua degradacdo, que podem ser melhor visualizados pela
curva TG (Figura 23b). Tal processo ocorre em dois eventos bem definidos. O primeiro
evento na faixa de temperatura entre 270°C e 350°C e o segundo entre 350°C e 450°C,
mostrando ser um polimero bastante estavel termicamente (KOLTER et al., 2012).

Para fins farmacéuticos, o uso da analise térmica é descrito na caracterizacao,
determinacdo de pureza e de umidade, identificacdo de polimorfos, na avaliacdo da
estabilidade de farmacos e medicamentos através de estudos de cinética de degradacao
térmica (OLIVEIRA, 2011). Outro grande potencial é a sua utilizacdo na caracterizacao
de DS, que segundo Baird e Taylor (2012) uma das principais contribui¢fes desta
técnica é a determinacdo da estabilidade fisica de uma DS, através, principalmente, da
avaliacdo da mobilidade molecular, comportamento de cristalizacdo e miscibilidade
entre o farmaco e polimero.

Analisando a curva DSC (figura 22c) observa-se que houve desaparecimento do
pico de fusdo do farmaco, conforme descrito na se¢do 5.1.5.1. Além disso, a curva TG

(figura 23c), demonstrou que a DS permaneceu termicamente estavel até a temperatura
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de 270°C, podendo-se sugerir que o polimero promoveu uma protecdo térmica ao

farmaco.

5.2.2 Pirolise CG/MS

Os produtos de degradagdo correspondentes a fase de perda de massa do EFZ
foram identificados através de pir6lise acoplado a CG/MS. A Figura 24 mostra 0s
pirogramas obtidos a temperaturas de 270, 400 e 500°C, onde foi possivel identificar a
fragmentacdo do EFZ durante a decomposicéo térmica.

O pico do ion molecular do EFZ ndo foi identificado nos espectros de massas
(EM). Confirmando, desta forma, que na faixa de temperatura de 230 a 255°C a perda
de massa observada na curva termogravimétrica (figura 14a), corresponde a degradacéo
do farmaco. Esse fato significa que a partir desta temperatura ndo existe a presenca de
EFZ intacto (OLIVEIRA et al., 2011; MOURA et al., 2010).

Através do conhecimento do mecanismo de degradacdo do EFZ por hidrolise
proposto por Maurin et al. (2002) foi possivel identificar os mesmos produtos de
degradacdo obtidos na decomposicdo térmica por pir6lise, assim como foi possivel
propor outros produtos, que estdo sumarizados na tabela 4.

Desta maneira, € possivel sugerir que a molécula do EFZ sofre fragmentacdo
térmica em seus sitios mais propensos a quebra, uma vez que a maioria dos fragmentos
observados apareceu nas diferentes temperaturas, mostrando que, possivelmente, 0s
mesmos nao sofrem fragmentacdes secundarias, 0 que torna a técnica elucidativa no que

diz respeito a identificacdo de fragmentos de decomposicédo térmica.
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Figura 21 - Pirogramas obtidos do EFZ nas temperaturas 270, 400 e 500°C mostrando 0s
produtos de degradacédo do processo de decomposicdo térmica do farmaco.
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Tabela 4 - Produtos de degradacéo térmica do EFZ obtidos através da pirolise CG/MS.

Pico m/z Férmula molecular Formula estrutural
1 44 CO,
Cl
2 270 C13HoCI N F3
FiC /A
3 256 C1sHsCINOFs o i N
4 207 CgH;O,NF; \T(
5 91 CsHsN @\
T_
H
6 77 C6H5 Tq

Fonte: autoria propria

5.2.3 DSC-fotovisual

O DSC-fotovisual apresenta um microscopio acoplado na parte superior do

equipamento, permitindo uma visualizagcdo das alteragdes morfologicas da amostra

durante o aquecimento e/ou resfriamento (STORPITIS et a., 2009).

As imagens capturadas durante a analise do DSC-fotovisual da amostra DS

PVPVA 64 - EFZ 10% estdo ilustradas na Figura 25, mostrando auséncia da forma
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cristalina do EFZ na DS assim como foi revelado na secdo 5.1.5.2, resultado também
corroborado atraves da analise de DSC, uma vez que a curva ndo apresentou pico de
fusdo referente ao farmaco (MEDEIROS, 2013).

Os solidos amorfos, como os polimeros em estudo, tem a capacidade de exibir
comportamento tanto de liquido quanto de solido a depender da temperatura do sistema.
Assim, a baixas temperaturas, materiais amorfos exibem propriedades estruturais de
solidos normais, porém a uma determinada temperatura conhecida como temperatura de
transicdo vitrea (Tg) estes materiais comecam a exibir um estado Vviscoso.
(BAIRD;TAYLOR, 2012; BEYLER; HIRSCHLER, 2002).

Desta forma, nas figuras 25d-g visualiza-se a transicdo do estado so6lido para o
viscoso do PVPVA 64. Em seguida pdde ser observada a mudanca na cor do amarelo
para castanho-escuro, sugerindo se tratar da degradacdo da DS de acordo com a curva
TG (Figura 23) (MACEDO; NASCIMENTO, 2001; MACEDO; NASCIMENTO, 2002;
SILVA et al., 2009).

Figura 22- Fotomicrografias do DSC-fotovisual da DS EFZ:KL 10%.
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Fonte: autoria propria

5.2.4 Cinética de degradacéo

De acordo com Costa (2013), as cinéticas de degradacdo térmica sdo
efetivamente utilizadas na determinacdo dos parametros cinéticos, tais como, ordem de
reacdo, energia de ativacdo (Ea) e fator de frequéncia (A). Através dos quais é possivel
determinar a estabilidade térmica de farmacos e formulac¢Ges farmacéuticas e até mesmo
caracteriza-los. Vale ressaltar, que no estudo isotérmico existe a possibilidade de
determinar o prazo de validade por extrapolacdo, utilizando a equacao de Arrhenius.

Neste estudo foi aplicado o método de Ozawa disponivel no software TASYS
Shimadsu (Kinetic Analysis TG), realizado através da utilizacdo das curvas TG néo-
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isotérmica. O método é baseado nos calculos da integral a partir da equagdo da
Arrhenius para calcular os pardmetros cinéticos no inicio da etapa de decomposicdo
térmica em torno de 270- 340°C, tal etapa representa o primeiro evento de perda de
massa, a qual teoricamente esta relacionado com a degradacdo do EFZ na DS. Para
aplicacdo deste método € necessario a obtencdo de pelo menos trés curvas TG em
diferentes razdes de aquecimento. Este trabalho utilizou 3 curvas TG nas razbes de
aguecimento 7,5, 10 e 15°C.mim™.

Na figura 26 sdo mostradas as curvas TG das DS obtidas através do método nédo
isotérmico juntamente com o gréfico do logaritmo da razdo de aquecimento em fungéo
do inverso da temperatura absoluta, apds o tratamento de dados pelo método de Ozawa,
enguanto que na figura 27 observa-se o grafico da massa residual G(x) em funcdo do
tempo reduzido. A partir da plotagem do gréfico G(x) em funcdo do tempo reduzido
(min), que promove a formagdo de uma linha reta, pdde-se escolher o melhor
mecanismo de reacdo através de tratamento estatistico de modelo de regresséo linear,
realizando a escolha do valor de coeficiente de correlago linear (r?) o mais préximo da
unidade (Tabela 5).

Nesse caso, 0 primeiro evento de degradacdo foi caracterizado como reacao de
primeira ordem (n=1) por apresentar r°=0,9861, considerado mais significativo que
aqueles obtidos para n=0 e n=2. Os demais parametros cinéticos foram mensurados a
partir da escolha do melhor modelo reacional. A Ea calculada pelo método de Ozawa
apresentou um valor de 101,6 kd/mol e A de 8, 724 x 10'min™ (Tabela 6). Tais
parametros mostraram-se diferentes quando comparados com o farmaco isolado, como
mostraram Fandaruff et al. (2013) e Viana et al. (2008)

Tabela 5 - r’das ordens de reacdes da cinética de degradagdo obtidas pelo modelo n&o
isotérmico.

r2 r2 r2
Ordem Zero Ordem Um Ordem Dois
0,9827 0,9861 0,7995

Fonte: autoria propria
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Figura 23- Curvas TG e o gréfico de Ozawa da DS PVP VA64 - EFZ 10% obtido em
cinco razbes de aquecimento sob atmosfera dindmica de nitrogénio no método néo-
isotérmico.
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Figura 24- Massa residual G(x) em funcéo do tempo reduzido.
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Ocorreu um aumento na Ea e uma diminuicdo do A resultando, desta forma, em
um aumento na estabilidade do EFZ. Bem como a ordem de reacdo mudou de zero para
um. O resultado sugere que a reacdo de degradacdo da DS envolve mais de uma etapa,
ocorrendo através de mecanismos complexos (TITA et al., 2013).

A superposicdo das trés curvas TG obtidas em diferentes taxas de aquecimento,
sdo deslocadas para temperaturas mais elevadas quando as taxas de aquecimento
aumentam. Uma tendéncia linear é demonstrada pela correlacdo das trés curvas
representada pelo o grafico de Ozawa (FANDARUFF et al., 2013; COSTA et al., 2013;
TITA etal., 2013).

Tabela 6 - Energia de ativacdo e parametros cinéticos obtidos pelos métodos nédo
isotérmico e isotérmico.

Amostra Nao- isotérmico Isotérmico
Ea A (minY)  Ordem r? Ea Ordem r?
(kJ mol™) de (kd/mol™)  de reacgo
reacao
EFZ* 93.24 1.67 x 10° 0 - 91.58 0 0.9634
DS PVP VA 101,6 8,72 x 10’ 1 0,9861 132,508 1 0,9669

64/EFZ 10%

Fonte: autoria propria. * Dados obtidos de Fandaruff et al. (2013)

As curvas TG isotérmicas para a primeira etapa de decomposi¢cdo das DS
EFZ/KL 10% séo mostradas na Figura 28. Estas curvas indicam a dependéncia da taxa
de perda de massa na isotérmica com a temperatura, ou seja, quanto maior for a
temperatura, menor é o tempo necessario para alcancar a mesma perda de massa. Estas
curvas foram utilizadas para tracar o grafico da Int versus o inverso da temperatura, 1/T
(K™, também chamado de grafico de Arrhenius (Figura 29), onde a equacio da reta foi
obtida por regressdo linear (y = ax + b), para avaliar a validade do modelo cinético,
mensurar a linearidade e o r* (Figura 28) (COSTA et al., 2013; FANDARUFF et al.,
3013;).
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Figura 25- Curvas isotérmicas da DS EFZ/KL 10% em diferentes temperaturas na
atmosfera de N2 (50 mL min-1).

40 min = 56 min —
265°C g min
100.0 e s (255°C)
114 min
90.0 (250°C)
e
é —— 138 min
g 800 245°C)
_HHH‘\_
é = =S 1 N
-R_‘_-R
o 700 ———
=] H—R‘h“&—-u
1 v
=
& 600
50.0
400
-0.00 100.00 200.00

Fonte: autoria prépria

Tempo ( min)

Figura 26 - Grafico de Arrhenius.
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Além disso, essas curvas foram utilizadas para realizar os calculos para
determinacédo da ordem de reacdo utilizando o modelo de Arrhenius. Estes dados foram
plotados e estdo representados na tabela 7. A escolha da ordem de reacdo foi
determinada a partir dos valores de r?, cujos valores mais proximos da unidade foi a

ordem de escolha, confirmando-se a ordem um (PEREIRA, 2013).

Tabela 7 - Correlacdo das ordens de reacdo da cinética de degradacdo isotérmica nas
temperaturas 245, 250, 255, 260 e 265°C da DS PVP VAG64 - EFZ 10%.

Temperatura (°C) r* re re
Ordem 0 Ordem 1 Ordem 2
245 0,9893 0,994 0,9919
250 0,9657 0,9739 0,97
255 0,9153 0,9831 0,978
260 0,9847 0,9922 0,9888
265 0,8806 0,9008 0,8909
Média 0,94712 0,96688 0,96392

Fonte: autoria propria

O valor da Ea para a DS PVPVA 64 — EFZ 10% foi de 132,508 kJ mol™,
calculada a partir do produto do coeficiente angular da inclinacdo da reta com a
constante geral dos gases (R) (8,314 J mol-1 K-1) (Tabela 6).

Calculou-se a estabilidade (em dias) com base na equacdo de Arrehenius,
utilizando 25°C como padrdo de temperatura ambiente. O resultado foi um tempo
estimado de estabilidade térmica de 214 dias, ou seja, aproximadamente, 7 meses para
um decaimento de 10% de massa.

Pode-se observar um aumento da Ea da DS, independentemente do método
utilizado, quando se compara com o EFZ isolado, tal resultado pode sugerir uma
auséncia de incompatibilidade entre o polimero e o farmaco, bem como um aumento na
estabilidade térmica.

As experiéncias combinadas utilizando condi¢Ges isotérmica e ndo isotérmica é
considerada a melhor maneira de determinar corretamente os parametros cinéticos
(TITA et al., 2013). Neste caso, foi possivel perceber uma boa aplicabilidade dos

métodos, tendo em vista que o valor de r?, na correlacdo linear, foi proximo a um.
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5.2.5 Determinaciio da Energia de Ativacao (Ea): “Model-Free Analysis”

A importancia da realizacdo de estudos cinéticos de degradacdo aplicada a
farmacos foi anteriormente apresentado. Tais estudos sdo utilizados para encontrar o
modelo cinético mais provavel e que forneca a melhor descri¢do do processo estudado,
além de obter os parametros cinéticos (triplete cinético), como energia de Ativacao,
Fator de frequéncia e Ordem de Reacdo (OLIVEIRA et al., 2011).

Esses estudos de cinética de degradagdo por TG, geralmente sdo realizados
através dos modelos experimentais, isotérmico e ndo isotérmico. A determinacdo dos
paramentos cinéticos para 0 EFZ e a DS PVPVA 64 — 10% foi realizada nos modelos
isotérmico e ndo isotérmico aplicando-se 0 método de Ozawa.

Diante disso, deu-se continuidade a uma analise mais profunda da cinética, que
foi realizada de acordo com as recomendacoes feitas pelo ICTAC 2000, nomeadamente
a utilizacdo de métodos isoconversionais.

Os métodos isoconversionais permitem a avaliacdo da Ea sem o conhecimento
da funcdo matemaética que descreve o modelo de reacdo (g(x)). Sua hipotese basica é
que o modelo de reacdo ndo € dependente, nem da temperatura nem da razdo de
aquecimento como Ozawa (BIANCHI et al., 2010; ORNAGHI et al., 2013).

A aplicagdo dos modelos do tipo “Model-free Analysis” foi realizada com base
nas curvas TG (Figura 23a). Apos o tratamento dos dados foram obtidos os graficos do
tipo Conversdo de massa /o. vs Temperatura /K. Em seguida foram calculados os
valores do grau de conversdao em funcdo da razdo de aquecimento (f), para os niveis
conversionais (o) entre 5 a 95%. A partir desses dados foi realizada a determinacéo dos
parametros cinéticos aplicando os métodos de Friedman, Flynn-Wal-Ozawa e
Kissinger-Akahura-Sunoses.

As Figuras 30 e 31 mostram a relacdo entre o. e temperatura nas diferentes
razbes de aquecimento (2,5, 7,5 e 15°C), e como esperado, a medida que aumenta a
razdo de aquecimento, as fracdes de conversdes passam a ocorrer em temperaturas mais

elevadas.
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Figura 27 - Curvas de conversdao experimental (o — T) para 0 processo de
decomposicdo térmica do EFZ em atmosfera de nitrogénio em diferentes razdes de
aquecimento.
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Figura 28- Curvas de conversdo experimental (o — T) para o processo de decomposicao
térmica do DS PVPVA 64 - EFZ 10% em atmosfera de nitrogénio em diferentes razdes
de aquecimento.
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Os graficos isoconversionais e os valores de E, obtidos através dos modelos
escolhidos para 0 EFZ e a DS PVPVA 64 — 10% estéo representados na Figura 32 e 33
respectivamente.

Em todos os modelos apresentados, para ambas as amostras, as retas obtidas do
ajuste linear apresentam um espacamento irregular entre as curvas para as fragcdes de 5 a

35%. O paralelismo destas retas é observado a partir de 40% de conversdao de massa,
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onde apresentam um comportamento cinético semelhante, indicando que provavelmente

0 mecanismo de reacdo para essas faixas de conversdo é o mesmo, ou, possivelmente

existe uma unificacdo dos mecanismos de reacdes multiplas (ORNAGHI et al., 2013).

Figura 29 - Grafico de FR, FWO e KAS utilizado 0 EFZ e DS PVPVA 64 — 10%
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A ocorréncia do ndo paralelismo das retas entre 5 e 35% de converséo indica que
existe mudangas nos mecanismos de reacdo no inicio do processo de decomposicao.
Segundo Ornaghi e colaboradores (2013) esse tipo de comportamento observado sugere
a ocorréncia de dois modelos cinéticos de degradacao térmica.

Assim, mecanismos distintos apresentam diferentes valores de energia de
ativacdo. Dessa forma, podemos concluir que a aplicagdo dos modelos do tipo “model-
free Analysis” foi satisfatoria para as fragdes de 40 a 95%, uma vez que apresentaram
coeficientes de correcdo na ordem de 0,99. Vale salientar que o comportamento da DS
PVPVA 64 — EFZ 10% as fracbes entre 5 e 35% os coeficientes de correlacdo
encontrado ficaram em torno de 0,78 a 0,98%.

A Figura 33 demonstra o comportamento da E, de decomposicdo térmica em
funcdo do grau de conversdo, calculada a partir dos métodos de FR, FWO e KAS. Ao
observar 0 EFZ 0 mesmo apresenta os menores valores de E,, sugerindo a formacéo de
sistemas menos estaveis. Com a elaboragdo da DS, demonstrou um aumento da
estabilidade do sistema tendo em vista que os valores de E, foram superiores ao
determinado para o farmaco puro. Vale salientar que a energia de ativacdo varia com o
aumento do grau de conversdo, 0 que pode indicar uma variagdo nos mecanismos de
decomposicdo do material analisado. Portando fica evidente que g Ea necessaria para
que ocorra a degradacdo para cada fracdo de conversdo de uma substancia é diretamente
proporcional a sua estabilidade térmica (BIANCHI, et al., 2010).

Figura 30— Dependéncia da energia de ativacdo com o grau de conversao da reacdo de
decomposicéo calculada pelos métodos do tipo “Model-Free Analysis” para EFZ e DS
PVPVA 64 — 10% respectivamente
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Pode-se observar também que os valores das Ea do EFZ sofreram um aumento
continuo no processo de decomposicdo para as fragfes de 5 a 35%, variando de
60kJ/mol para 97kJ/mol. Para a faixa de conversdo compreendida entre 40 e 95% os
valore de Ea tiveram uma discreta variacdo de 98kJ/mol para 100kJ/mol. A observacéo
do aumento agudo nos valores de Ea nas primeiras faixas de conversdo e posteriormente
a manutengdo quase constante da Ea, é corroborada pela observacdo dos coeficientes de
correlacdo e paralelismo das retas no gréfico de FWO, onde podemos sugerir que o
mecanismo de decomposic¢do do EFZ ocorre em dois modelos cinéticos de degradacao

térmica.

Para a DS PVPVA 64 — EFZ 10%, de acordo com a Figura 33, pode-se observar
praticamente 0 mesmo comportamento do EFZ, sugerindo que mecanismo de
decomposicdo segue dois modelos cinéticos de degradacdo térmica, evidenciado pela
ascendéncia das retas. No entanto, € visto que ocorre uma pequena variacdo de Ea nos
processos de decomposicdo para todas as fracGes conversdo, variando entre 100kJ/mol e
120kJ/mol. Desta forma, pode-se propor que o fato de o EFZ estar veiculado em uma
DS, além de melhorar a estabilidade térmica, os processos de decomposi¢do ocorrem de

forma mais uniforme, uma vez requerem pequenas variagdes de energia.

5.2.6 Determinacdo do provavel mecanismo de decomposi¢cao

Foi realizada a construcdo das curvas mestras Z(o) tedricas, utilizando os
diferentes modelos mostrados na Tabela 2. A curva mestra Z(a) experimental foi obtida
através dos valores de energia de ativacdo calculados pelo método de FWO. A
comparagdo entre os graficos tedricos g(a)/g(a )0,5 vs conversdo a e os experimentais
estdo exibidos na Figuras 34 e 35.

O controle do processo de degradacdo térmica para o EFZ (Figura 34) faz por
mecanismos do tipo contracdo geométrica (Rn) até valores de converséo de 0,15. Apos
esta etapa a degradacao passa a exibir um comportamento do tipo nucleacdo (An) até o
final do processo de decomposigéo analisado pelos mecanismos do tipo Nucleagéo e
crescimento unidimensional Avrami —Erofeyev A2, A3 e A4. Ao avaliar o processo de
decomposicgéo térmica da DS PVPVA 64 — EFZ 10% (Figura 34) observou-se 0 mesmo

comportamento.
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Figura 31- Curva mestra Z(a) em funcdo de o utilizada na determinacdo do
mecanismo de decomposicéo para EFZ
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Figura 32 — Curva mestra Z(a) em funcdo de o utilizada na determinacdo do

mecanismo de decomposigéo para DS PVPVA 64 — EZF 10%
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Diante do exposto, as principais vantagens resultantes da aplicacdo dos métodos
Model-Free Analysis residem em varios aspectos, como a deteccdo de processos
complexos que ocorrem durante a decomposicdo das amostras, a estimativa da
independéncia do valor de Ea contra o grau de conversdo (a) e, assim, indicando se o
mecanismo da decomposicdo térmica € dependente ou independente com a modificacédo
da temperatura. Como principal vantagem, pode-se notar que, na avaliacdo do tripleto
cinético, a utilizacdo de métodos isoconversionais ndo é necessario o conhecimento do

modelo de reagéo.

53 PARTE I Co-VALIDACAO DO METODO ANALITICO PARA
QUANTIFICACAO DO EFZ POR ESPECTROFOTOMETRIA NO UV-VIS

5.3.1 Co-validacdo do método analitico

A modificacdo do preparo da amostra que consistia em, ao invés de promover a
diluicdo em solucdo hidroalcodlica (1:1), realizar em solucdo tampdo fosfato pH 6,8
para alcancar a concentracdo de leitura, demonstrou-se satisfatoria. O teste t student foi
utilizado para evidenciar se houve diferenca entre as médias obtidas. . Nesse caso, a
hipbtese nula (Ho) deve ser aceita, uma vez que 0 tcy foi menor que 0 tp com 95% de
intervalo de confianca e 5 graus de liberdade (tabela 8). Isso implica em dizer que as
médias obtidas sdo estatisticamente iguais entre si e que a diluicdo pode ser realizada

utilizando a solucdo tampéo pH 6,8 para o preparo da amostra.

Tabela 8 - Comparacdo entre os resultados obtidos das analises realizadas com as
diferentes formas de preparacdo de amostra e tratamento estatistico presumindo

diferentes variancias

Amostras — Concentragao
(ug/mL) Média Desvio

Preparo da amostra t t
P (ng/mL) Padrio ! 0959
1 2 3
Diluicéo (Tampao) 9,82 9,90 9,78 9,83 0,003
Diluicao 0,00001 2,776
10,67 10,72 10,84 10,84 0,004

(hidroalcodlica)
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Os resultados dos pontos obtidos das trés curvas auténticas de amostras de EFZ
estdo plotados na figura 36. Através da analise de regressao linear pelo método dos
minimos quadrados foi possivel determinar o valor do coeficiente de correlacdo
r’=0,986. Esse valor indica que 98,6% da variacdo total em torno da média é explicada
pela regressdo. Assim, de fato hd uma correlacdo linear entre as duas variaveis
(absorbancia e concentragdo), uma vez que 0s parametros estdo dentro dos limites
minimos preconizados (r>>0,99) (ICH, 1995").

Figura 33 - Grafico de regressdo linear do pardmetro linearidade

0,65
0,60 —
0,55 4
0,50 —

0,45
.

Absorbancia

0,40 -

0,35 - ] R’= 0,986

Equagéo da Reta: Absorbancia = (Concentracdo x 0,05638) - 0,0907
0,30 T T T T T T T T T T T ]
7 8 9 10 11 12 13

Concentragdo (pg.mL™)

Os valores dos LD e LQ foram 0,174 e 0,58 pug.mL™, respectivamente. Tais
valores indicam que o método é bastante sensivel no que tange a deteccdo e
quantificacdo do farmaco sem grandes interferéncias do equipamento.

O método mostrou-se preciso nos niveis avaliados: repetitividade e precisdo
intermedidria. No que tange a repetitividade (tabela 10), os resultados obtidos
mostraram-se satisfatorios, apresentando a média de 10,02825 + 0,052149 pg.mL™ com
coeficiente de variancia de 0,520022%, sendo esse valor abaixo do limite maximo
preconizado pela ANVISA (5%) (BRASIL, 2003).

Quanto a precisdo intermediadria (tabela 10), foi evidenciado através de

tratamento estatistico por ANOVA two-way, que 0 método demonstrou-se preciso para
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as andlises efetuadas por analistas diferentes tanto no mesmo dia quanto em dias
diferentes. Isso se deve ao fato de que os valores de F calculados foram sempre menores
que os F tabelados (criticos).

Tabela 10 - Resultados obtidos para as analises do parametro precisdo e tratamento

estatistico através de coeficiente de variancia e ANOVA one-way e ANOVA two-way.

Repetibilidade

1 2 3 4 5 6  Média (ug.mLY)+DP CV (%)

Amostra 9,86 10,18 10,03 10,30 10,32 10,08 10,13+ 0,17 1,72

Precisdo Intermediéria

Dial Dia2 ANOVA two-way: Analista ANOVA two-way: Dia
Analistal 10,27 10,07 F calculado: 2,73 F calculado: 0,48
Analista2 10,29 9,43 F tabelado: 18,51 F tabelado: 18,51

A exatiddo do método foi avaliada comparando cada uma das concentraces
tedricas e reais, através de teste t student presumindo variancias equivalentes. Os

resultados do parametro mencionado estdo dispostos na tabela 11.

Tabela 11 - Resultados obtidos para as analises do parametro exatiddo e tratamento

estatistico teste t student presumindo variancias equivalentes.

Concentragao Resultados o .
L Meédia (ug.mL™) + DP Teste t student
(ng.mL™) 1 2
t calculado (bi-caudal): 0,03
5 6,22 6,00 6,43 6,22 + 0,21 _
t tabelado (bi-caudal): 4,30
t calculado (bi-caudal): 0,59
10 10,76 10,03 10,08 10,29 + 0,40 _
t tabelado (bi-caudal): 4,30
t calculado (bi-caudal): 0,50
15 15,05 13,98 14,46 14,50 + 0,53

t tabelado (bi-caudal): 4,30
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Conclusoes
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6 CONCLUSAO

e Através dos estudos tedrico e pratico foi possivel selecionar os seguintes carreadores
para compor a DS: PVP K-30, PVPVA 64, SOLUPLUS e HPMCAS. Ligacédo de
hidrogénio entre o EFZ e os carreadores foi possivel. Além disso, farmaco e
polimero mostraram-se misciveis entre si apos a obtencdo de filmes.

e Através da técnica de DRX observou-se que as DS, independentemente do polimero
utilizado, apresentaram-se amorfas até uma concentracdo de 80% de farmaco;

e No estudo de dissolucdo in vitro as DS que apresentaram maiores valores de AUC
foram as contendo maior quantidade de polimero (com apenas 10% de farmaco). Os
valores de AUC das DS, utilizando os trés diferentes polimeros, seguem a seguinte
ordem decrescente: DS PVPVA 64 — EFZ 10% > DS HPMCAS — EFZ 10% > DS
PVP-K30- EFZ 10% > DS SOLUPLUS — EFZ 10%;

e O polimero PVPVA 64 foi mais eficaz, uma vez que este alcancou melhores niveis
de supersaturacdo, além de conseguir manté-la por um periodo de 120 minutos,
enquanto que a DS contendo PVP-K30 apresentou uma diminuigéo da sua AUC
apos 0s 60 min;

e A caracterizacdo fisico-quimica das DS com PVP K-30 e PVPVA 64, através de
técnicas calorimétricas, microscopicas e espectrofotométricas, evidenciou a
conversao do EFZ para o seu estado amorfo e verificou que o PVPVA 64 interage
de maneira mais efetiva quando comparado ao PVP-K30;

e Com base nos resultados preliminares do estudo de estabilidade, pode-se observar que o
PVP K-30 foi o polimero com maior capacidade inibitdria da cristalizacdo do farmaco,
ao final de seis meses de estudo.

e O estudo do comportamento térmico permitiu caracterizar a DS e verificar que a
cinética de degradacédo térmica da DS apresentou ordem igual a 1 (um) para ambos
0s métodos, isotérmico e ndo isotérmico. Os valores dos parametros cineticos
realizados por ambos os modelos estdo de acordo, situados em uma faixa larga ( Ea
= 101 — 132kJ mo'?). Desta maneira, pode-se sugerir um aumento na estabilidade
térmica do EFZ quando o mesmo se encontra disperso na matriz polimérica em

comparagdo com o farmaco isolado.



125

Os valores das Ea obtidas pelos trés métodos isoconversionais indicaram uma boa
concordancia entre eles e a dependéncia da Ea com o o mostra o fato de que o
processo de decomposicdo do EFZ é relativamente complexo, com sucessivas
reagoes.

Foi possivel observar uma boa correlacdo entre a perda de massa e a técnica de
Pirdlise-GC-MS. Pode-se também sugerir a formacdo de fragmentos iguais aos
obtidos por hidrolise, bem como propor a formacdo de outros fragmentos. O que
torna a técnica elucidativa no que diz respeito a identificacdo de fragmentos de
decomposicdo térmica.

O método para quantificacdo do EFZ proposto possui a vantagem de utilizar o meio
de dissolucdo (solucdo tampdo pH 6,8) como solucdo diluente e deixando-0

economicamente mais viavel e sustentavel, diante dos conceitos da quimica verde.

e O método otimizado foi co-validado de acordo com o preconizado pela RE n°

899/03 da ANVISA e pelo ICH e demonstrou-se: linear, preciso e exato para 0S
pardmetros avaliados. Além disso, a metodologia se mostrou adequada para
substituir o método validado, pois ndo houve diferencas significativas entre 0s

resultados obtidos pelas diferentes diluicoes.
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Perspectivas
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7 PERSPECTIVAS

e Determinar a solubilidade e permeabilidade da DS selecionada, conforme o Sistema
de Classificacdo Biofarmacéutica.

e Realizar caracterizagdo quimica por RMN *H e *3C para as DS obtidas;

e Desenvolver e caracterizar novos sistemas de DS utilizando spray-drying como
método de secagem;

e Realizar o estudo de estabilidade acelerada das DS

e Obtencgéo da forma farmacéutica com a melhor DS obtida
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APENDICE

APENDICE A — Tabela com os valores das Ea calculados através dos métodos do tipo
“Model Free Analysis”: Friedman, de Kissinger-Akahura-Sunose e Flynn-Wall-Ozawa

obtidos para 0 EFZ e a DS

Grau de Conversio /a Ea kJ mol™
0,05 0,1 0,15 0,2 0,25 0,3 0,35 0,4 0,45 0,50
EFZap
FR 67,35 76,87 84,03 86,06 87,88 88,58 89,18 89,79 90,37 90,61
FWO 59,74 70,78 80,75 88,23 90,35 92,25 92,98 93,60 94,24 94,84
KAS 62,84 74,45 84,93 92,80 95,04 97,04 97,80 98,46 99,13 99,76
EFZps
FR 100,58 94,06 94,62 100,12 100,95 100,95 104,71 106,58 106,56 115,13
FWO 99,53 92,68 93,56 99,98 101,02 103,99 10543 107,62 107,59 107,89
KAS 104,69 97,49 98,42 105,12 106,25 109,38 110,90 113,20 113,17 113,48
Grau de Conversio /a Ea kJ mol™
0,55 0,60 0,65 0,70 0,75 0,80 0,85 0,90 0,95 M=SD
EFZap
FR 90,86 90,86 91,03 91,20 91,28 91,36 91,24 91,12 91,00 88,44+6,73
FWO 95,10 95,36 95,54 95,71 95,79 95,87 95,75 95,63 95,50 90,42+9,77
KAS 100,03 100,30 100,49 100,67 100,76 100,84 100,72 100,58 100,45 95,14+10,28
EFZps
FR 115,25 115,77 108,59 109,60 110,66 111,48 112,07 112,69 113,43 107,18%6,73
FWO 108,03 108,61 109,84 110,92 112,10 113,02 113,66 114,35 115,15 106,58%6,62

KAS 113,62 114,24 11554 116,67 117,92 118,88 119,56 120,28 121,12 112,10+6,92
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APENDICE B: Artigo de revisdo: “Estratégias utilizadas para o incremento da
solubilidade do farmaco antiretroviral classe Il: efavirenz” publicado n a Revista de
Ciéncias Farmacéuticas Bésica e Aplicada.
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APENDICE C: Comprovante de deposito de pedido de patente da invencdo intitulada
“Dispersoes Solidas Moleculares de Efavirenz em PVPVA 64 (Kollidon) e PVP K30
para o Incremento da Solubilidade na Terapia Anti-HIV".

< Uso exclusivo do INPI >

v IHSTITUTO HACTCHAL DA PROPRIECADE 1IQUSTRIAL

FRoToCoL cepr
019140000024

aayanepc

27/01/2014  10°53 Repe

Wi

1883 2

Espago reservado para o protocolo Espago reservado para a etiqueta Espago reservado para o codigo QR

S INSTITUTO NACIONAL DA PROPRIEDADE INDUSTRIAL
IN & |50 Sistema de Gestéo da Qualidade
Diretoria de Patentes

Tipo de Documento: Pagina:
DIRPA i BRA
Formulario 113
Titulo do Documento: Cédigo: Versdo:
FQO001
Depésito de Pedido de Patente Frocadiments:
DIRPA-PQO006

Ao Instituto Nacional da Propriedade Industrial:
O requerente solicita a concessao de um privilégio na natureza e nas condigdes abaixo indicadas:

1. Depositante (71):
14 Nome: UNIVERSIDADE FEDERAL DE PERNAMBUCO
1.2 Qualificagdo: IFES - INSTITUIGAO FEDERAL DE ENSINO SUPERIOR - AUTARQUIA

1.3 CNPJICPF: 24134488/0001-08

14 Enderego Completo: AV.PROF. MORAES REGO,1235 - CIDADE UNIVERSITARIA-RECIFE-PE
1:5 CEP: 50670-901

1.6 Telefone: 81-2126-8959 1.7 Fax. 81-2126-8600

1.8 E-mail. patentes dine.propesgeufpe.br

continua em folha anexa

2. Natureza: Invengao [ Modelo de Utilidade ] Certificado de Adigéo

3. Titulo da Invengao ou Modelo de Utilidade (54):

DISPERSOES SOLIDAS MOLECULARES DE EFAVIREZ EM PVPVA 64 (KOLIDON) E PVP K30
PARA O INCREMENTO DA SOLUBILIDADE NA TERAPIA ANTI-HIV

i [] continua em folha anexa

4, Pedido de Divisdo: do pedido N° XXXXXXXXXXXXXXXXX Data de Depésito: XXXXXXXXXXXX
5. Prioridade: L] Intema (66) [] Unionista (30)
O depositante reivindica a(s) seguinte(s):
Pais ou Organizagao do depésito Nimero do depésito (se disponivel) Data de deposito
XXXXXXXXXXXXXXKXXXXXXXXXXK) | XXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXX XX XXXXXXXXXX
XXXXXXXXKXXXXXXXXXXXXXXX XXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXXD XXXXXXXXXX
XXXXXXXXXXXXXXXKXXXXXXXXXXK) | XXXXXXXXXXXXXXXXXXXX XX XXX XXXXXXXXXX

[] continua em folha anexa
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v P— INSTITUTO NACIONAL DA PROPRIEDADE INDUSTRIAL
l A H;?ﬁ‘ﬁk%'l‘iz‘mws Sistema de Gestido da Qualidade
Diretoria de Patentes

Tipo de Documento: Péagina:
ym Formulario DIRPA 2/3
Titulo do Documento: Cédigo: Versao:
o ) FQ001 2
Depésito de Pedido de Patente Procedimento:
DIRPA-PQ006

6. Inventor (72):
[] Assinale aqui se o(s) mesmo(s) requer(em) a ndo divulgagao de seus nome(s), neste caso néo preencher os
campos abaixo. ’
6.1 Nome: PEDRO JOSE ROLIM NETO
6.2 Qualificagdo: PROFESSOR UNIV.
6.3 CPF: 270.542.334-68
6.4 Enderego Completo: AV. ARTUR DE SA, S/N
6.5 CEP: 50740-520
6.6 Telefone: 81-2126-8959 6.7 FAX: 81-2126-8600
6.8 E-mail. rolim.pedroegmail.com
continua em folha anexa
7 Declaragéo de divulgagéo anterior néo prejudicial. O
Artigo 12 da LPI - periodo de graga.
Informe no item 11.13 os documentos anexados, se houver.
8. Declaragéo na forma do item 3.2 da Instrugéo Normativa PR n° 17/2013:
[] Declaro que os dados fornecidos no presente formulario séo idénticos ao da certiddo de deposito ou documento
equivalente do pedido cuja prioridade esta sendo reivindicada.
9. Procurador (74):
91 Nomej xxmmxxxxmcxxxxxxxxmoommmucxxxxxxxxxxxxxxxxmxxxxxxxxxxxxxxxxx
9.2 CNPJ/CPF: XXXXXXXXXXXXXXXXXX 93 AP|/OAB PO 0600066 6000066s6060d
9.4 Enderego Complefo: xxxxxx XXX XXX XX XXX XXX KKK KKK KKK KKK KX KKK KKK KK XXX KKK KK KKK KK KKKKK
9.5 CEP: XXXXXXXXXXXXXXX ‘
9.6 Telefone: XXXXXXXKXXKXKXKXXX 9.7 FAX: XXXXXXXXXXXKXXK
9.8 E-mail: xxxxxxxxx XXX XXXXXXXKXKXKXXXKXKKKKKX XXX XXX XXX XXX XKLL
[ continua em folha anexa
10. Listagem de sequéncias bioldgicas.

Informe nos itens 11.9 ao 11.12 os documentos anexados, se houver.

[
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— INSTITUTO NACIONAL DA PROPRIEDADE INDUSTRIAL
IN » | Sistema de Gestio da Qualidade
Diretoria de Patentes

Tipo de Documento: Pagina:
DIRPA Formulario DIRPA 3/3
Titulo do Documento: Cédigo: Versdo:
. . FQ001 2
Depésito de Pedido de Patente Procedimento:
DIRPA-PQ006

1. Documentos Anexados:

(Assinale e indique também o niimero de folhas):
(Devera ser indicado o niimero total de somente uma das vias de cada documento).

Documentos Anexados folhas
[x] [11.1 | Guia de Recolhimento da Unido (GRU). 01
O [11.2 | Procuragao.
[J | 11.3 | Documentos de Prioridade.
[ [11.4 | Documento de contrato de trabalho.
[x] |11.5 |Relatério descritivo. 04
[x] | 11.6 |Reivindicagdes. 01
[0 | 11.7 | Desenho(s) (se houver). Sugestéo de figura a ser publicada com o resumo: n®, por
melhor representar a invengéo (sujeito a avaliagao do INPI).
[x] [11.8 |Resumo. 01
O | 119 | Listagem de sequéncias em arquivo eletrdnico: n°® de CDs ou DVDs (original e copia).
[J | 11.10 | Codigo de controle alfanumérico no formato de cadigo de barras referente as listagem de
sequéncias.
[ | 11.11 | Listagem de sequéncias em formato impresso.
[ [11.12 | Declaragéo relativa a Listagem de sequéncias.
[x | 11.13 | Outros (especificar) 6
Anexo 1(co-titulares), Anexo 2 (co-inventores)declaragdo
de poderes
12. Total de folhas anexadas: 13 fls.
13. Declaro, sob as penas da Lei que todas as informagées acima prestadas sdo completas e verdadeiras.

Recife de Janeiro de 2014 /é i b i
Local e Data As?nﬁﬂuﬁv%g;‘ﬁﬁ’
ad Prof. Padro Rolim
Diretor de Inovagdo
e Empreendedodsmo
DINE-PROPESU-UFPE
SIAPE: 2218937

v
UFPE
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APENDICE D: Certificado de anéalise da matéria-prima Efavirenz.
CRISTALIA PRODS. QUIMs™FARMACEUT. LTDA. e o -
ROD. ITAPIRA-LINDOIA S/N - KM 14 Itapira-SP  COPIA NAO CONTROLADA

INFORMATIVA
CERTIFICADO DE ANALISE ( )

N 423.681 DCB: 03.308

PRODUTO: EFAVIRENZ MICRONIZADO

Codigo: 18.0396 Nro. RDP: 0 Lote: 0378/11

_____________________________ IO ATE: e, Data Fabr: 5201

TESTES ESPECIFICACOES "rgito! RESULTADOS
DESCRICAO PO CRISTALINO BRANCO, QUASE BRANCO OU CONFORME
LEVEMENTE ROSADO (INTERNA)

ABSORCAO CONFORME PADRAQO (INTERNA) CONFORME

INFRAVERMELHO

HPLC TEMPO DE RETENCAO CONCORDANTE COM O CONFORME

PADRAO (INTERNA)

DSC CONFORME PADRAO (INTERNA) CONFORME

RESIDUO APOS NAO MAIS QUE 0,2% (INTERNA) 0.1%

IGNICAO

METAIS PESADOS NAO MAIS QUE 20 ppm (INTERNA) < 20 ppm

CICLOHEXANO NAO MAIS QUE 3880 ppm (INTERNA) 8 ppm

ETBE NAQO MAIS QUE 5000 ppm (INTERNA) 0 ppm

ISOPROPANOL NAO MAIS QUE 5000 ppm (INTERNA) 0 ppm

TEOR DE AGUA NAO MAIS QUE 1,0% (INTERNA) 0.1%

(KF)

EXCESSO NAO MENOS QUE 99,0% ee (INTERNA) 100,0 % "

ENANTIOMERICO

(HPLC)

IMPUREZA NAO MAIS QUE 0,1% (INTERNA) 0,17%

INDIVIDUAL

IMPUREZA TOTAL NAO MAIS QUE 0,65% (INTERNA) 0,13 %

TEOR (BA/ HPLC) | 98,0% A 102,0% (INTERNA) 99,7 %

TAMANHO DE d 0,9 inferior a 20 pm 79% < 6 MICRAS

PARTIICULAS d 0,5 inferior a 6 ym (INTERNA) 100% < 20

MICRAS
MROADO [ X 1T REPROVADO [ ]
OBSERVACOES:
Data: 27/07/2011 Q‘M‘w 22t J‘Y‘ﬁtﬁﬂl& o
~ Vv Supervisor C.Q. Garantia QuaTidade
Ana Paula Bertelle

Coordenadora Garantia Qualidade
Diviso Farmoquimica
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