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RESUMO

ALVES, L. D. S. Desenvolvimento de dispersdes sélidas binarias visando o incremento da
solubilidade aquosa do antirretroviral Efavirenz. 2010. 131f. Dissertacdo (Mestrado).
Universidade Federal de Pernambuco, Recife, Pernambuco, Brasil.

O efavirenz (EFZ), utilizado como parte do tratamento de primeira escolha na terapia
antirretroviral para a AIDS, possui baixa molhabilidade e solubilidade aquosa, apresentando
problemas de absor¢do no trato gastrointestinal e baixa biodisponibilidade. Uma das
abordagens utilizadas para o contorno desses entraves se da através da obtencdo de dispersoes
solidas (DS), técnica esta utilizada para o EFZ. Para o desenvolvimento deste trabalho,
realizou-se inicialmente o desenvolvimento e a validagdo, segundo o ICH ¢ a RE n° 899/03
(ANVISA), de um método para o doseamento do EFZ por espectrofotometria no UV-Vis,
utilizando como sistema os solventes alcool etilico/agua (60:40) (A = 247 nm), permitindo a
quantificacdo do farmaco através de um método pratico, confiavel e de baixo custo para a
rotina laboratorial. Visando o desenvolvimento das DS, realizou-se inicialmente um diagrama
de solubilidade de fases com carreadores de diferentes classes (polimeros, surfactantes, acidos
organicos, poliol e hidrotopo) nas concentragdes de 0,01 %; 0,05 %; 0,1 %; 0,3 %; 0,5 %; 0,7
% e 1 %, p/v. De acordo com os resultados apresentados, os surfactantes apresentaram 0s
maiores incrementos de solubilidade, com destaque para o polissorbato (aumento de 928
vezes). Contudo, visando uma DS com consisténcia adequada para uma formulacéo sélida,
optou-se pela utilizacdo do PVP K-30, por apresentar dentre os polimeros o melhor
incremento de solubilizacdo (cerca de 25 %) como o mais adequando para a preparacdo das
dispersdes. Dessa forma, obtiveram-se os sistemas binarios utilizando o PVP K-30, através
dos métodos de malaxagem e solvente (rotaevaporacdo) nas proporcdes 1:1; 2:1 e 4:1
(farmaco: polimero). Esses foram avaliados e caracterizados através das técnicas de DSC, IV-
TF, MEV, DR-X e ensaio de dissolucdo. Através dessas andlises observou-se que as DS
rotaevaporadas apresentaram resultados insatisfatorios no incremento da taxa de dissolucéo,
apesar do estado amorfo apresentando por essas amostras, enquanto que a DS malaxada 4:1 e
as misturas fisicas (MF) apresentaram um alto incremento na taxa de dissolucédo, devido a
diminuicdo da tensdo superficial entre sélido-liquido e o aumento da molhabilidade do
farmaco. A DS malaxada 4:1 e sua respectiva MF, também foram avaliadas com relacdo as
suas caracteristicas de densidade e compressibilidade, e de estabilidade através de TG e IV
antes e apds a serem submetidas a condicGes de estocagem em camara de estabilidade
acelerada (40 °C/75 % UR) durante 30 dias. Através desses estudos, pode-se observar
vantagens na densidade dos sistemas binarios em relagéo ao farmaco isolado, assim como foi
observada uma maior estabilidade térmica do EFZ nesses sistemas, ndo havendo diferengas
entre as amostras submetidas a condi¢Oes adversas de estocagem e as analisadas no tempo
inicial (To). Para a obtencdo de uma forma farmacéutica solida a partir das dispersdes, serdo
necessarios alguns estudos adicionais para o ajuste de uma formulagdo. Neste caso, a
obtencédo da forma farmacéutica capsula mostrou-se promissora.

PALAVRAS-CHAVE: efavirenz, carreadores hidrofilicos, dispersdes sélidas



ABSTRACT

ALVES, L. D. S. Development of solid dispersions order to increase the binary aqueous
solubility of antiretroviral Efavirenz. 2010. 131f. Dissertation (Master). Universidade Federal
de Pernambuco, Recife, Pernambuco, Brazil.

Efavirenz (EFZ), used as part of the treatment of choice for antiretroviral therapy for AIDS,
has low wettability and aqueous solubility, presenting problems of absorption in the
gastrointestinal tract and low bioavailability. One of the approaches used for the outline of
these obstacles is through obtaining solid dispersions (SD), this technique used for the EFZ.
To develop this work, there was initially the development and validation according to ICH
and RE n° 899/03 (ANVISA), a method for the determination of EFZ by UV-Vis
spectrophotometry, using alcohol as the solvents system ethanol/water (60:40) (A = 247 nm),
allowing quantification of the drug through a practical, reliable and low cost to the laboratory
routine. Aiming at the development of the SD, there was initially a phase solubility diagram
with carriers of different classes (polymers, surfactants, organic acids, polyol and hidrotopo)
at concentrations of 0,01 %, 0,05 %, 0,1 %, 0,3 %, 0,5 %, 0,7 % and 1 % wi/v. According to
the results presented, the surfactants had the highest increase in solubility, especially
polysorbate (increase of 928 times). However, seeking an appropriate consistency for SD with
a solid formulation, we opted for the use of PVP K-30, for presenting the best among the
polymers to increase solubility (25 %) as the most relevant for the preparation of dispersions.
Thus, we obtained the binary systems using PVP K-30 using the methods of kneading and
solvent (rotaevaporacdo) 1:1, 2:1 and 4:1 (drug: polymer). These were evaluated and
characterized using the techniques of DSC, FT-IR, SEM, DRX and dissolution test. Through
these tests showed that the SD rotatory evaporator showed unsatisfactory results in increasing
the rate of dissolution, although the amorphous state by presenting the samples, while the SD
kneading and 4:1 physical mixtures (PM) had a high growth rate dissolution, due to decreased
surface tension between solid-liquid and increasing the wettability of the drug. SD kneading
4:1 and its respective PM, were also evaluated with respect to their characteristics of density
and compressibility, and stability through TG and IV before and after being subjected to
storage conditions of accelerated stability chamber (40 ° C/75 % RH) for 30 days. Through
these studies, we can see advantages in the density of binary systems in relation to the drug
alone, as was observed a higher thermal stability of these systems EFZ, with no differences
between the samples subjected to adverse storage conditions and analyzed in time initial (To).
To obtain a solid dosage form from the dispersions will require some additional studies to fit
in a formulation. In this case, obtaining the capsule dosage form was shown to be promising.

KEYWORDS: efavirenz, hydrophilic carriers, solid dispersions
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1. INTRODUCAO

Segundo a UNAIDS (Programa Conjunto das Nacbes Unidas sobre AIDS) (2009),
cerca de 33 milhdes de pessoas vivem com Sindrome da Imunodeficiéncia Humana (SIDA),
mais conhecida como AIDS. Grande parte dessa populagdo infectada reside nos paises em
desenvolvimento, visto que 0 acesso a prevencdo primaria e o diagnostico sdo restritos e
muitas vezes inexistentes.

O governo brasileiro vem sendo reconhecido, hd muitos anos, como lider mundial na
defesa e garantia dos direitos de individuos infectados pelo virus da Imunodeficiéncia
Humana (HIV). Esse estabeleceu ainda que o acesso aos farmacos antirretrovirais para o
tratamento da infec¢do pelo HIV é um direito de todos os seus cidaddos. Mas, ao lado da
distribuicdo, vem ganhando importancia a producdo nacional de medicamentos, que é
apresentada como uma estratégia fundamental para a manutencdo do programa de distribuicao
(MINISTERIO DA SAUDE, 2001). Sobretudo, a producéo local dos antirretrovirais deu
destaque internacional a forma como o Brasil esta enfrentando a epidemia (ROSENBERG,
2001).

O Efavirenz (EFZ), utilizado no tratamento como farmaco de primeira escolha,
juntamente com a Zidovudina (AZT) e Lamivudina (3TC), faz parte da terapia de 75 mil das
200 mil pessoas e chegou a representar o custo de US$ 42.930.000 no ano de 2007
(MINISTERIO DA SAUDE, 2008). Contudo, o licenciamento compulsério ocorrido no final
deste mesmo ano (previsto no artigo 31 do Acordo sobre os Aspectos dos Direitos de
Propriedade Intelectual), possibilitou ao Brasil a producdo nacional do medicamento,
garantindo o acesso universal a um nimero cada vez maior de pacientes, reduzindo custos e
viabilizando a sustentabilidade do Programa de Doencas Sexualmente Transmissiveis (DST)
/AIDS.

Apesar das vantagens terapéuticas proporcionadas pelo EFZ, a sua baixa solubilidade
aquosa proporciona problemas de absor¢do no trato gastrointestinal e consequentemente
biodisponibilidade inadequada para sua agéo terapéutica, sendo classificado como de classe 11
(baixa solubilidade, alta permeabilidade), segundo o sistema de classificacdo biofarmacéutica
(SATHIGARI et al., 2009). Essa caracteristica, portanto, torna-se um aspecto relevante a ser

superado uma vez que o aumento da hidrossolubilidade de farmacos pouco sollveis €
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considerado um dos mais desafiantes aspectos no desenvolvimento moderno de farmacos e de
novas formas farmacéuticas (RATHBONE; HADGRAFT; ROBERTS, 2003; KARAVAS et
al., 2007).

Neste sentido, uma das mais tradicionais abordagens para o incremento da
biodisponibilidade de farmacos com essa caracteristica se da através do aumento da
velocidade e taxa de dissolucdo pela formacao de dispersdes solidas (DS) (BIKIARIS et al.,
2005). No entanto, existem poucos relatos da aplicacdo desta técnica em produtos acabados,
demonstrando a necessidade do conhecimento aprofundado em relacdo as possibilidades de
aplicacbes e do comportamento do farmaco nesses sistemas, de forma a se obter
medicamentos que garantam a eficacia terapéutica desejada, utilizando uma técnica simples e
de baixo custo (LEONARDI et al., 2007).

Paralelamente a este aspecto, diversos métodos analiticos para a quantificacdo do
EFZ sdo preconizados na literatura cientifica utilizando cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE) do farmaco isolado e na forma farmacéutica capsula (MONTGOMERY et
al., 2001), assim como em plasma na forma isolada e associado a outros antirretrovirais
(MOGATLE; KANFER, 2009; MARTIN et al., 2009; RAMACHANDRAN et al., 2006;
DAILLY; RAFFI; JOLLIET, 2004; MATTHEWS et al., 2002; KAPPELHOFF et al., 2003;
REZK; TIDWELL; KASHUBA, 2002; LANGMANN et al., 2001; SARASA-NACENTA et
al., 2001; MARZOLINI et al., 2000; VELDKAMP et al., 1999). Contudo, nenhum método
analitico por espectrofotometria de absorcdo no ultravioleta visivel (UV-Vis) foi relatado.

Portanto, esse trabalho descreve o desenvolvimento e a validacdo de um método
analitico para quantificacdo da matéria prima EFZ, atendendo as exigéncias da International
Conference on Harmonization (ICH Q2A e ICH Q2B) e da Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria (ANVISA), Resolu¢do (RE) n° 899 de 2003, (BRASIL, 2003), conferindo
praticidade, confiabilidade e baixo custo para a utilizacdo deste método na rotina laboratorial
da industria farmacéutica, inexiste na literatura atual. Adicionalmente, o carater inovador
desse trabalho estara suportado na utilizagdo de metodologias utilizadas para obtencdo de
sistemas de DS binarios de EFZ e um polimero hidrofilico ndo toxico e de baixo custo,
proporcionando vantagens relacionadas & otimizagdo das caracteristicas fisico-quimicas e
farmacotécnicas em relacdo ao farmaco isolado, e consequentemente de melhores
propriedades que podem vir a otimizar eficacia terapéutica do EFZ em relacdo ao

medicamento atualmente utilizado.

ALVES, L. D. S. Desenvolvimento de dispersdes solidas binarias visando o incremento da solubilidade aquosa
do antirretroviral Efavirenz.



23

Objetivos

ALVES, L. D. S. Desenvolvimento de dispersdes solidas binarias visando o incremento da solubilidade aquosa
do antirretroviral Efavirenz.



24

2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Obter dispersdes solidas pelos métodos de malaxagem e solvente utilizando a
polivinilpirrolidona (PVP) K-30 como carreador hidrofilico, visando o incremento da taxa e

do percentual de EFZ dissolvido.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Desenvolver meétodo  analitico para  quantificacio do EFZ  por
espectrofotometria no UV-Vis;

e Avaliar o incremento da solubilizacdo do EFZ por diferentes tipos de carreadores em
solucdo através do diagrama de solubilidade de fases, objetivando a escolha do
carreador a ser utilizado na preparacdo das dispersées solidas;

e Obter misturas fisicas e DS pelos métodos de malaxagem e solvente, utilizando o
carreador selecionado apds avaliacdo do diagrama de solubilidade;

e Realizar caracterizacdo do farmaco EFZ, das misturas fisicas e dispersdes sélidas
através de ensaio de dissolucdo, Calorimetria Diferencial Exploratéria (DSC),
Microscopia Eletronica de Varredura (MEV), Difracdo de Raios-X (DRX) e
Infravermelho por Transformada de Fourrier (IV-TF);

e Realizar caracterizagdo farmacotécnica através de avaliacdo de densidade e
compressibilidade do EFZ e do sistema binario que apresentou a melhor taxa de
dissolugéo (DS MX 4:1), e sua respectiva mistura fisica (MF 4:1);

e Avaliar estabilidade do EFZ e desse sistemas binarios escolhidos através de
Termogravimetria (TG) e IV-TF. Adicionalmente avaliar a estabilidade dos mesmos
apos serem submetidos a estocagem sob condi¢cbes de umidade e temperatura
controladas (75 % UR/40 °C) em camara de estabilidade acelerada através de TG e
IV-TF.
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 AIDS: Aspectos gerais

Desde sua descoberta, a epidemia da infeccdo pelo HIV representa um fenémeno
global, dindmico e instavel, cuja forma de ocorréncia nas diferentes regies do mundo
depende, entre outros determinantes, do comportamento humano individual e coletivo. A
AIDS destaca-se entre as enfermidades infecciosas emergentes pela grande magnitude e
extensdo dos danos causados as populacdes e, desde a sua origem, cada uma de suas
caracteristicas e repercussdes tem sido exaustivamente discutida pela comunidade cientifica e
pela sociedade em geral (BRITO et al., 2000).

A sua identificacdo, no inicio da década de 80 tornou-se um marco na historia da
humanidade. Os primeiros casos identificados relatavam a presenca de uma pneumonia
extremamente grave causada por Pneumocystis carinni e um determinado tipo de cancer de
pele raro conhecido como sarcoma de Kaposi, nos Estados Unidos, em homens jovens
homossexuais e alguns usuarios de drogas. Logo, se estabeleceu que se tratava de uma doenca
infecciosa, cuja transmissdo se dava por um microorganismo transmitido de maneira
semelhante a hepatite B, por contato sexual, inoculacdo de sangue ou seus subprodutos e
transmisséo vertical (LANCELLOTTI; GAGLIANI, 2005).

Por volta de 1984, pesquisadores de Sdo Francisco conseguiram isolar um retrovirus
a partir de pacientes aidéticos de diferentes grupos de riscos, que foi identificado como o
possivel agente etiolégico da AIDS, sendo posteriormente designado pelo Comité
Internacional de Taxonomia dos Virus como Virus da Imunodeficiéncia Humana, cuja
fisiopatologia atacava especialmente os linfocitos T CD 4+ (“helper”). Este virus pertence a
familia Retroviridae e possui material genético composto com acido ribonucléico (RNA)
(LANCELLOTTI; GAGLIANI, 2005) (Figura 1).
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Reverse
Transcriptase

Credit: NIAID

Figura 1. Estrutura do virus HIV.

Foram evidenciados por estudos soroldgicos até o presente momento dois tipos
antigénicos: HIV-1 e HIV-2, sendo o tipo 1 o mais virulento e o principal responsavel pela
pandemia da AIDS. O HIV- 2, aparentemente menos patogénico, é encontrado quase
exclusivamente no oeste da Africa (GRANT; COCK, 2001).

A infecgdo por esse virus se da quando o HIV funde a sua membrana celular ao do
linfocito, por meio da proteina gp 120, sendo em seguida liberado o contetido do capsideo do
virus, contendo o seu RNA e enzimas, no citoplasma celular das células T CD 4+.
Posteriormente, a enzima transcriptase reversa (TR) atua na conversdo do RNA viral em
acido desoxirribonucléico (DNA), permitindo que este entre chegue ao nucleo da célula
infectada, assumindo o controle dos mecanismos de replicacdo. Desta forma, o DNA viral
entdo transportado ao nucleo celular, ocorre a atuacdo de uma segunda enzima do HIV, a
integrase, que catalisa a incorporacdo do DNA viral ao material genético do hospedeiro. Em
seguida, apos a transcricao e traducdo dos genes virais, a enzima protease atua na fase final da
montagem de um novo virus, fundamental para a clivagem das cadeias protéicas produzidas
pela célula infectada em proteinas virais estruturais e enzimas que formardo cada particula do
HIV (Figura 2) (SOUZA, 2005).
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Figura 2. Ciclo do retrovirus HIV.

A infeccdo pelo HIV-1 cursa com amplo espectro de apresentacfes clinicas, desde a
fase aguda, que pode se manifestar como sindrome retroviral aguda, até fase avancada da
doenca com as manifestacfes definidoras da sindrome da imunodeficiéncia. Em individuos
ndo-tratados, estima-se em que o tempo médio entre 0 contagio e o aparecimento da doenca
seja de 10 anos (BRASIL, 2008).

A infeccdo aguda ou Sindrome Retroviral Aguda é caracterizada por uma doenca
transitoria sintomatica, que ocorre logo ap6s exposicdo ao HIV. Esta associada a intensa
replicacdo viral e a uma resposta imunoldgica virus especifica. Ap6s a transmissdo do HIV-1,
manifestacdes clinicas podem ocorrer em cerca de 50 a 90% dos individuos. O inicio dos
sintomas ocorre entre duas a quatro semanas apds a exposicao, porém, ja foi descrito em até
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10 meses apds a infeccdo priméria. A duracdo dessa fase sintomaética pode ser de sete a dez
dias e, raramente, até duas semanas. Os sintomas, quando ocorrem, incluem febre alta por um
ou dois dias, suores, linfoadenomegalia transitoria, que se caracteriza pela presenca de
nodulos indolores, esplenomegalia, fadiga, falta de apetite, depressao que pode durar semanas
ou até meses, entre outros (BRASIL, 2008).

O diagnostico clinico da infeccdo aguda pelo HIV, geralmente, passa despercebido por
seu carater inespecifico ou pela auséncia de sintomas. O clinico deve estar atento para avaliar
ndo s6 os dados do exame fisico e as queixas, mas também a situacdo epidemiologica,
incluindo historia de possivel exposicdo de risco para o HIV, tais como relagbes sexuais
desprotegidas, utilizacdo de drogas endovenosas e acidente com material bioldgico (BRASIL,
2008).

Denomina-se fase assintomatica o estdgio em que a pessoa infectada ndo apresenta
qualquer sintoma. Esse periodo de laténcia do virus € marcado pela forte interacdo entre o
sistema imune e as constantes e rapidas mutacdes do virus. Durante essa fase, 0s virus
amadurecem e morrem de forma equilibrada (BRASIL, 2008).

A fase sintomatica é a fase em que se instalam doencas oportunistas, que sdo as
doencas que se desenvolvem em decorréncia de uma alteracdo imunitaria do hospedeiro,
devido a reducdo critica de células T, que chegam abaixo de 200 unidades por mm3 de sangue.
Adultos saudaveis possuem de 800 a 1200 unidades. Nessa fase, surgem os sintomas tipicos
da AIDS, tais como: diarréia persistente, dores de cabeca, contracbes abdominais, febre, falta
de coordenacdo, nduseas, vomitos, fadiga extrema, perda de peso e cancer (BRASIL, 2009).

No inicio da década de 1980, essa epidemia atingiu principalmente os usuarios de
drogas injetaveis, homossexuais, assim como o0s individuos que receberam transfusdo de
sangue e hemoderivados. Ja nos ultimos anos da década de 80 e inicio dos anos 90, a
epidemia assumiu outro perfil. A transmissdo heterossexual passou a ser a principal via de
transmissdo do HIV, a qual vem apresentando maior tendéncia de crescimento em anos
recentes, acompanhada de uma expressiva participacdo das mulheres na dinamica da
epidemia. Osultimos anos sdo marcados também pelo processo de interiorizacdo
(MINISTERIO DA SAUDE, 2009).

No Brasil, desde a identificacdo do primeiro caso até junho de 2008, ja foram
identificados, aproximadamente, 506 mil casos da doenca. Do total de notificacdes, cerca de

80% estdo concentrados nas regides Sudeste e Sul. Nesses estados, atualmente, observa-se um
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lento processo de estabilizacdo desde 1998, acompanhado mais recentemente pelo Centro-
Oeste. As regides Norte e Nordeste mantém a tendéncia de crescimento do nimero de casos.
Como resultado dessa dindmica regional da epidemia, a taxa de incidéncia de AIDS no pais
mantém-se estabilizada, ainda que em patamares elevados (MINISTERIO DA SAUDE,
2009).

3.2 Terapia antirretroviral: avancgos e conquistas

Uma vez identificado o retrovirus, comecaram as pesquisas por agentes que
pudessem agir em diferentes enzimas e estruturas do virus, possibilitando a pesquisa de
diferentes farmacos que evitassem a multiplicacéo viral, diminuindo a progressdo da infeccao
(LANCELLOTTI; GAGLIANI, 2005).

Em 1986, surgiu o primeiro antirretroviral, a Zidovudina (AZT), sintetizado
inicialmente como um agente antitumoral, que demonstrou atividade inibitéria contra HIV-1
in vitro, tornando-se o primeiro farmaco a ser aprovado para o tratamento da AIDS e
condicdes relacionadas a ela (PECANHA; ANTUNES; TANURI, 2002). A partir de entdo,
gradativamente foi se conhecendo mais sobre a situacdo epidemioldgica e as medidas
preventivas necessarias (GIR; VAICHULONIS; OLIVEIRA, 2005).

Ao final da década de 80, dois compostos, HEPT e TIBO foram identificados como
potentes prototipos anti-HIV em programas de selecdo em cultura de células infectadas, sendo
verificada a alta poténcia e especificidade destes compostos na inibicdo da enzima
transcriptase reversa (TR) do HIV-1 (PECANHA; ANTUNES; TANURI, 2002).

A descoberta destes novos inibidores estimulou o rastreamento de novos compostos
com atividade semelhante. Dentre os compostos que apresentaram atividade, a nevirapina
(Viramune®), delavirdina (Rescriptor®) e efavirenz (Sustiva®), foram aprovados para o
tratamento da AIDS (PECANHA; ANTUNES; TANURI, 2002).

Posteriormente, a partir do desenvolvimento de novos medicamentos e dos estudos
clinicos realizados, foi proposto o tratamento dos pacientes utilizando associacGes de
farmacos antirretrovirais, sendo introduzida no ano de 1996 a terapia triplice (BONOLO;
GOMES; GUIMARAES, 2007).
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Esta ultima é também conhecida como terapia antirretroviral de alta eficiéncia, Highly
Active Antiretroviral Therapy (HAART), ou como coquetel de drogas, que vem contribuindo
para uma dramatica queda no nimero de mortes relacionadas ao virus HIV e representa um
padrdo de terapia para o tratamento da AIDS (MARIER et al., 2007). Essa terapéutica tem
imposto beneficios consideraveis ao seu usuario como prolongamento de sobrevida melhoria
da qualidade de vida, diminuic&o de episddios mérbidos e diminui¢do do nimero e freqliéncia
de internagdes; entretanto, requer perfeita adesdo (GIR; VAICHULONIS; OLIVEIRA, 2005).

A eficiéncia dos esquemas terapéuticos esta fundamentada na atuagcdo conjunta dos
diferentes farmacos nas diferentes etapas do ciclo de replicacdo viral, que apresenta diversos
eventos exclusivamente relacionados a componentes virais, que podem ser utilizados como
alvos para intervencao quimioterapica (MARIER et al., 2007).

Neste sentido, a partir do ciclo viral, a atual classificacdo dos agentes antirretrovirais
utilizados no combate ao virus HIV esté dividida em quatro classes de farmacos, classificadas
de acordo com as enzimas virais que inibem. Estes sdo: Inibidores da Transcriptase Reversa
Analogos de Nucleosidicos (ITRNSs), Inibidores da Transcriptase Reversa Ndo-Analogos de
Nucleosidicos (ITRNNs), Inibidores da Protease (IP) e Inibidores de Fusdo (IF)
(CHEARSKUL et al., 2006).

Os ITRNs foram a primeira classe de farmacos que demonstraram atividade
antirretroviral em pacientes tratados, para possuir atividade precisam sofrer fosforilacdo
intracelular que os converte em sua forma 5°- trifosfato, a qual atua como um inibidor
competitivo ou um substrato alternativo da TR. Se o inibidor for incorporado a cadeia de
DNA, torna-se impossivel a continuidade do crescimento desta. Assim, os ITRNs atuam
como terminadores de cadeia (PECANHA; ANTUNES; TANURE, 2002).

A principal vantagem dos ITRNNs sobre os ITRNs é que estes ndo necessitam de
uma etapa inicial de ativacdo intracelular através de fosforilagdo. Os ITRNNs n&o interagem
com o sitio ativo da TR, mas sim com um sitio de ligacdo alostérico, localizado a
aproximadamente 10000pm de distancia do sitio catalitico (PECANHA; ANTUNES;
TANURE, 2002).

A introducéo dos IP do HIV foi feita, a partir de 1996, para uso em combinagéo com
os inibidores da TR do virus. A protease apresenta um papel fundamental para a maturacédo
viral, sendo necessaria para o processamento das poliproteinas Gag-Pol. Os inibidores de

protease se ligam a enzima com mais afinidade do que o substrato natural, promovendo a

ALVES, L. D. S. Desenvolvimento de dispersdes solidas binarias visando o incremento da solubilidade aquosa
do antirretroviral Efavirenz.



32

inibicdo por competicdo. Na presenca de um IP, as novas particulas virais geradas sdo
defectivas e incapazes de infectar novas células (FERRARINI et al., 2004).

Os IF representam uma nova abordagem na estratégia de combate de replicacdo do
HIV, pois atua na fase inicial do ciclo viral durante a fusdo do virus no linfocito T. Enquanto
os IP e da TR visam a interrupcéo do processo de replicagdo viral em uma fase onde a célula
ja foi infectada, os IFs impedem o inicio da infecgdo (SOUZA; ALMEIDA, 2003). O fuseon é
0 primeiro farmaco dessa promissora classe, no entanto, ainda ndo é uma alternativa tdo
vantajosa devido ao seu elevado custo e dificuldade de administracdo, por ser através de
injecdes subcutaneas. Além disso, este farmaco necessita de condi¢des especiais de estoque,
devendo ser conservado a baixa temperatura, 0 que torna a sua utilizacdo delicada em varios
paises quentes, como na Africa (SOUZA, 2005). Segue na Tabela 1, os antirretrovirais

disponiveis de acordo com a sua classificacao.
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Tabela 1. Medicamentos antirretrovirais disponiveis no mercado brasileiro (ANVISA, 2010).

Nome genérico  Sigla Classe  Apresentacao Medicamento de
referéncia
ABACAVIR ABC INTR Comp. 300 mg Ziagenavir
sol. oral 20 mg/ml
DIDANOSINA  Ddl INTR Comp. 25 e 100 mg; comp. Videx
revestido para liberacdo entérica
250 e 400 mg.
ESTAVUDINA d4T INTR Cap. 30 e 40 mg Zeritavir
LAMIVUDINA 3TC INTR Comp. 150 mg; comp. dose fixa Epivir /Lafepe
AZT 300 mg + 3TC 150 mg; Lamivudina
sol. oral 10 mg/ml.
TENOFOVIR TDF INTR  Comp. 300 mg Viread
ZIDOVUDINA AZT INTR  Cap. 100 mg; ; comp. dose fixa Biovir / Lafepe
ou AZT 300 mg + 3TC 150 mg; Zidovudina
ZDV sol. oral 10 mg/ml
EFAVIRENZ EFZ INNTR Cap. 50 e 200 mg; comp. 300 e Stocrin
600 mg; sol. oral 30 mg/mi
NEVIRAPINA NVP INNTR Comp. 200 mg; susp. oral 10 Viramune
mg/mi
AMPRENAVIR APV IP Cap. 150 mg; sol. oral 15 mg/ml  Agenerase
ATAZANAVIR ATV IP Cép. 100, 150, 200 e 300 mg; Reyataz
Pé extemporaneo. 50 mg/1,5 g
INDINAVIR IDV IP Cap. 200 e 400 mg Crixivan
LOPINAVIR/r  LPVIr 1P Cép. 133,3/33,3 mg; sol. oral 80 Kaletra
mg/ml + 20 mg/ml
NELFINAVIR NFV IP Comp. 250 mg; pé oral 50 mg.  Viracept
RITONAVIR RTV IP Cap. 100 mg; sol. oral 80 mg/ml  Norvir
SAQUINAVIR SQV IP Cép. 200 mg; comp. 500 mg. Invirase
DARUNAVIR DRV IP Comp. 300 mg Prezista
ENFURVITIDA ENF IF Frascos descartaveis com 108 Fuzeon

(T20)

mg para reconstituicdo em 1,1
ml de 4gua
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O regime recomendado na HAART é constituido, de forma geral, por trés farmacos,
sendo dois ITRNs associados a um ITRNN ou um IP (MARIER et al., 2007).

Esquemas que utilizam 2 ITRN + 1 ITRNN séo de posologia mais simples, facilitam
a adesdo ao tratamento, apresentam tempo de supressdo viral mais prolongado e, de modo
geral, tem perfil de toxicidade mais favoravel. Portanto, os esquemas com ITRNN séo
preferenciais na terapia inicial. A experiéncia acumulada ao longo da Ultima década permite
concluir que esta é a melhor estratégia para maximizar a supressao da replicacdo viral,
preservar e/ou restaurar o sistema imune, retardando a progressao da doenca e aumentando a
sobrevida (MINISTERIO DA SAUDE, 2008).

Além dessas consideragdes, também leva-se em consideragdo alguns critérios para as
recomendacdes dos esquemas propostos, dentre eles podemos citar a disponibilidade e
palatabilidade das formulacGes pediatricas, incluindo sabor, volume e tamanho; assim como a
comodidade posoldgica, incluindo o nimero de doses, necessidade de jejum ou ingestdo com
alimentos e preparagéo.

O Brasil foi um dos primeiros paises em desenvolvimento a garantir 0 acesso
universal e gratuito aos medicamentos antirretrovirais no Sistema Unico de Satde (SUS), a
partir de 1996, sendo reconhecido como lider mundial na defesa e garantia dos direitos de
individuos infectados por HIV/AIDS, pois estabeleceu o acesso aos medicamentos antirretrovirais
para o tratamento da infec¢io pelo HIV como um direito de todos os seus cidaddos (MINISERIO
DA SAUDE, 2001). A politica para a assisténcia aos individuos infectados pelo HIV inclui
também outras modalidades assistenciais que visam a reducdo das internacdes hospitalares,
tais como assisténcia ambulatorial especializada, hospital-dia e assisténcia domiciliar
terapéutica, aumentando a sobrevida e a qualidade de vidas das pacientes infectados
(DOURADO et al., 2006).

Uma importante estratégia da Politica de Medicamentos do Programa Nacional de
DST e AIDS (PN-DST/AIDS) foi o estabelecimento de recomendagfes técnicas consensuais
para utilizagdo da mesma, por meio de comités assessores. Segundo o Consenso DST/AIDS
de recomendacdes para terapia antirretroviral para criancas e adolescentes 2009 e para adultos
2008, a associagdo AZT/3TC como ITRN é considerada como dupla de primeira escolha pelo
Ministério da Saude para compor o esquema antirretroviral inicial. Este esquema é o mais
estudado e amplamente utilizado em todo mundo, apresentando menor custo comparativo

dentro da classe, o que fortalece a sustentabilidade do acesso universal ao tratamento.
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Juntamente a estes, dentro da classe de ITRNN, o EFZ é considerado como farmaco de
primeira escolha, preferencial a nevirapina, exceto para gestantes e criancas menores de 3
anos. Essa opc¢do esta fundamentada na sua elevada poténcia de supressao viral, comprovada
eficacia a longo prazo e ao menor risco de efeitos adversos sérios (BRASIL, 2008; BRASIL,
2009).

Esse farmaco é utilizado por cerca de 75 mil das 180 mil pessoas em terapia
antirretroviral e chegou a representar o custo de US$ 42.930.000 no ano de 2007. Apos seu
licenciamento compulsorio (Lei 9.313/96), o Ministério da Sadde passou a importar da india
genéricos pre-qualificados pela OMS. Essa medida provocou um impacto imediato de US$ 30
milhdes de economia para o pais (MINISTERIO DA SAUDE, 2008).

Apesar de sua eficacia terapéutica, o EFZ apresenta baixa solubilidade aquosa,
apresentando problemas de absorcdo no trato gastrointestinal e consequentemente
biodisponibilidade inadequada para sua acdo (SATHIGARI et al., 2009).

Diante desse aspecto, novas técnicas de formulacdo devem ser preferencialmente
aplicadas para qualquer farmacos pouco sollveis, independente de sua estrutura quimica e
dimensdo molecular espacial, visando solucionar esse aspecto (RATHBONE; HADGRAFT,;
ROBERTS, 2003). Dentre as vérias técnicas utilizadas para melhorar a solubilidade e a taxa
de dissolucdo de farmacos pouco sollveis em &gua, incluem a formulacdo com
nanoparticulas, microemulsdes, dispersao sélida (DS), extrusao por fusdo, formacao de sal e
formacdo de complexos de inclusdo sollveis em agua. Por estas técnicas tenta-se aumentar a
solubilidade aparente de compostos lipofilicos sem diminuir a otimizacdo de seu potencial
(LOFTSSON; HREINSDOTTIR; MASSON, 2005). Devido as promessas de aumento da
biodisponibilidade de farmacos pouco sollveis em &gua, 0 emprego de DS se tornou uma das

mais ativas areas de pesquisas, com o objetivo de superar 0s entraves ligados a esse aspecto.

3.3 As dispersdes solidas como alternativa tecnoldgica para o desenvolvimento de
medicamentos

Nos ultimos anos, diversos sistemas de administracdo de farmacos surgiram com a
finalidade de modelar a cinética de liberacdo, melhorar a absor¢do e aumentar a estabilidade

de farmacos. A partir disto, levantaram-se as principais dificuldades no que diz respeito ao
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desenvolvimento e atividade terapéutica de diversos medicamentos, que resultam em grande
parte, da baixa solubilidade aquosa dos farmacos. Das novas entidades quimicas, de 35 a
45% possuem essa caracteristica, o que conduz a uma baixa taxa de incorporacdo do ativo ou
de sua liberacdo incompleta (SALTAO; VEIGA, 2001; KARAVAS et al., 2007).

A solubilidade aquosa de um farmaco constitui requisito prévio a absorcdo e
obtencdo de resposta clinica, para a maioria dos medicamentos administrados por via oral
(RAMA et al.,, 2006). Farmacos pouco soluveis sdo lentamente absorvidos quando
comparados aos que possui alta solubilidade em agua (PATEL et al., 2008).

Diante disso, algumas técnicas podem ser utilizadas para o incremento da
solubilidade de farmacos, independente de sua estrutura quimica e dimensdo molecular
espacial (LOFTSSON; HREINSDOTTIR; MASSON, 2005). Devido & promessa de
incremento de hidrossolubilidade, o emprego de DS tornou-se uma das mais ativas areas de
pesquisas no campo farmacéutico. Esta técnica produz uma significante reducdo no tamanho
da particula do farmaco, com um aumento da uniformidade e superficie de contato,
propiciando uma dissolucdo e absorcao mais rapida (BIKIARIS et al., 2005).

Os problemas que limitavam os estudos pioneiros para aplicacdo comercial das DS
envolviam: método de preparacdo; reprodutibilidade das propriedades fisico-quimicas;
dosagem na formulacgdo; processo de fabricacdo em grande escala e estabilidade quimica do
farmaco e do veiculo. Contudo, a utilizagdo desse sistema em algumas formulagcfes, como
por exemplo, no desenvolvimento de tecnologias para enchimento direto de DS dentro de
capsulas de gelatina dura, renovaram o interesse desse sistema para o uso pré-clinico, clinico
e desenvolvimento comercial, em grande escala, de produtos farmacéuticos (SERAJUDDIN,
1999).

No entanto, apesar dos avancos alcangados, existem poucos relatos da aplicagdo
desta técnica em medicamentos (LEONARDI et al., 2007), demonstrando a necessidade do
conhecimento aprofundado com relagédo as possibilidades de aplicacdes, de forma a se obter
medicamentos que garantam a eficacia terapéutica desejada, utilizando uma técnica simples e

de baixo custo para as industrias farmacéuticas.
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3.3.1 Avancos e aplicacdes das dispersdes solidas

As dispersdes solidas sdo obtidas através de distintos processos tecnolégicos que
consistem em dispersar um componente farmacologicamente ativo em um carreador ou matriz
no estado solido, a fim de melhorar a solubilidade, aumentar a taxa de dissolucdo, modular a
acao terapéutica e a permeabilidade do farmaco através das membranas absortivas
(JANSSENS et al., 2008a; LIMA et al., 2008). Também tem sido utilizado para aumentar a
estabilidade quimica de farmacos em solugdo ou suspensdo (SETHIA; SQUILANTE, 2003).

A primeira geracdo de DS foi preparada empregando carreadores cristalinos, a partir
da década de 60. Estes carreadores incluiam uréia e agUcares, que possuem com desvantagens
a formacdo de DS cristalinas, que por serem mais estaveis termodinamicamente, nao liberam
o farmaco com a rapidez desejada (VASCONCELOS; SARMENTO; COSTA, 2007).

Ao final dessa década, observou-se que a obtencdo de DS poderia ser mais eficaz
guando obtida no estado amorfo. Iniciou-se entdo, a segunda geracdo das DS, caracterizada
pela preparacdo de sistemas onde o farmaco encontra-se molecularmente disperso de forma
irregular num carreador amorfo (VILHELMSEN et al., 2005).

Esses carreadores foram relatados em 1971 por Chiou, demonstrando que polimeros
hidrofilicos poderiam ser utilizados para melhorar a solubilidade e o grau de dissolucéo de
farmacos pouco hidrossoltveis. Como exemplos desses polimeros, podemos citar os sintéticos
que incluem a polivinilpirrolidona (PVP) e polietilenoglicol (PEG); e os derivados celulésicos
naturais, como a hidroxipropilmetilcelulose (HPMC), etilcelulose e hidroxipropilcelulose
(CIRRI et al., 2004).

Embora o farmaco no estado amorfo possua uma dissolucdo mais rapida quando
comparada a sua estrutura cristalina, a primeira ndo é fisicamente estavel, sendo possivel a
recristalizacdo do produto obtido durante o periodo de vida Util de sua utilizacdo, facilmente
verificada através da técnica de difragdo de raios-X (KIMURA et al., 2000).

Com o intuito de contornar esse problema, estudos realizados demonstraram que o
perfil dissolucdo das DS poderia ser melhorado através da adicdo de surfactantes ou de
agentes com propriedade emulsionante. Iniciou-se assim a terceira geracdo das DS. Esta foi

desenvolvida, com o objetivo de alcangar o mais elevado grau de biodisponibilidade dos
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farmacos pouco sollveis e de estabilizar as DS, evitando a recristalizacdo dos farmacos
(VASCONCELOS; SARMENTO; COSTA, 2007).

Estes sistemas sdo capazes de reduzir o tamanho de particula do farmaco quase a
nivel molecular, proporcionando uma melhor molhabilidade e dispersibilidade pelo carreador,
pela formacdo de uma estrutura amorfa do farmaco e carreador (KARATAS; YUKSEL;
BAYKARA, 2005). Nestas DS, a dissolugédo do carreador ou misturas deles determina o perfil
de libertacdo do farmaco (OHARA et al., 2005).

Como exemplo da utilizacdo desse sistema tem o estudo realizado po Liu & Wang
(2007) que utilizaram o surfactante Polissorbato 80 como terceiro componente na preparacao
da DS contendo acido oléico e PVP K-30, que exerceu um importante incremento na taxa de
dissolucdo, quando comparado ao sistema bifasico contendo apenas o polimero e o farmaco.

As vantagens relacionadas as DS quando comparadas as formulacGes convencionais
de cépsulas e comprimidos convencionais (Figura 3), é de que o farmaco carreado é liberado
na forma de particulas de tamanho inferior a 1 pum quando dissolvido, enquanto que em
formulagcGes convencionais o tamanho de particula é superior a 5 um (SERAJUDDIN, 1999;
BIKIARIS et al., 2005).

FARMACOSPOUCO SOLUVEIS EM AGUA

—

COMPRIMIDOS/ CAPSULAS | FORMA DE DOSAGEM | DISPERSOES SOLIDAS
DESINTEGRACAO DESINTEGRAGAO
PARTICULAS SOLIDAS FARMACO NO TGl PARTICULAS SOLIDAS FINAS
GRANDES (Usualmente 5-100 pm) (Usualmente < 1 pm)

| !

SP—— ALTA TAXA DE
ALXA TAXA DISSOLUCAO
DISSOLUCAO

Figura 3. Representacdo esquematica do aumento da biodisponibilidade de farmacos pouco
hidrossollveis através de DS comparado com convencionais formula¢fes de comprimidos e
capsulas.
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Além disso, as transformagbes do fa&rmaco no estado sélido cristalino para o estado
amorfo é um dos principais motivos que leva ao aumento na sua solubilidade aparente,
melhorando o contato entre o farmaco e o meio de dissolucdo, reduzindo a formacdo de
agregados e aglomerados, favorecendo a estabilidade das dispersdes (JANSSENS et al.,
2008a; JANSSENS et al., 2008b).

A maior solubilizacdo aquosa no estado amorfo baseia-se na energia de solvatagdo
envolvida no processo de dissolucdo, devido a disposicdo das moléculas nesse sistema, que
sdo arranjadas ao acaso. Portanto, neste caso, baixa energia de solvatacdo é requerida para
separa-las e homogeneizé-las ao meio, proporcionando uma dissolucdo mais rapida e efetiva.
Assim, o desenvolvimento de formulagGes contendo o farmaco na forma amorfa é
frequentemente benéfico em termos de dissolucdo e biodisponibilidade (STULZER et al.,
2007).

A dissolugdo do farmaco contido na DS é influenciada por varios outros fatores,
dentre eles podemos citar o0 método empregado na obtencdo, proporcao e caracteristicas do
carreador utilizado, pH do meio de dissolucdo, temperatura e caracteristicas da superficie das
particulas resultantes da DS (OZKAN et al., 2000). Dentre as influéncias citadas, as mais
relevantes na determinacdo das propriedades das DS sdo 0s métodos de preparacao e os tipos
de carreadores utilizados.

3.3.2 Métodos de preparacdo das dispersdes sélidas

Diversos estudos demonstram que as propriedades fisico-quimicas de DS obtidas
atraves de diferentes métodos de preparacédo estao diretamente relacionadas. Dessa forma, este
fato se estabelece como pré-requisito no desenvolvimento de DS, sendo necessaria a avaliagdo
da interferéncia do método utilizado, visando a escolha daquele que seja mais eficientes com
relacdo a dissolucdo e a estabilidade dos produtos obtidos nas condigdes de armazenamento
(BIKIARIS et al., 2005).

Os métodos de obtencdo das dispersdes comumente utilizados sdo o método de

fusdo, solvente, fusdo-solvente, e malaxagem (PATEL et al., 2008). Contudo, ja estdo sendo
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citados outros métodos, dentre eles fluido supercritico e spray drying, que ja sdéo comumente
utilizados como métodos de obtencdo de complexos de inclusdo utilizando ciclodextrinas,
sendo empregadas com sucesso para a preparacgdo de DS (CHAUHAN; SHIMPI;
PARADKAR, 2005).

3.3.2.1 Método de fusdo

Devido a toxicidade e aos problemas ecoldgicos associados ao uso de solventes
organicos, a utilizacdo do método por fusdo representa um meio vantajoso na preparacdo das
DS quando o farmaco apresenta estabilidade térmica. Contudo, seu uso é inadequado quando
ocorre polimorfismo, devido a transicdo que pode ocorrer durante a fusdo entre as formas
polimorficas (ZAJC et al., 2005).

Neste método, o carreador e o farmaco sdo aquecidos a temperatura ligeiramente
superior ao seu ponto de fusdo, e o farmaco € incorporado ao carreador fundido. O sistema
permanece sob aquecimento, até obtencdo de uma solucdo homogénea, macro e
microscopicamente. Posteriormente o sistema é resfriado sob agitacdo constante. Neste caso
ha maior probabilidade da quebra do estado cristalino do farmaco para o estado amorfo,
devido a utilizacdo de temperaturas elevadas. Porém ha possibilidade de miscibilidade
incompleta entre farmaco e carreador devido a alta viscosidade do polimero no estado
fundido, além da degradacdo de farmacos termolabeis (HASEGAWA, et al., 2005; KIM et
al., 2006).

Quando o farmaco possui um alto grau de solubilidade no carreador, ele pode
permanecer “dissolvido” no estado sélido, originado o que ¢ conhecido como solucdo sélida.
Sob estas condicdes, a reducdo no tamanho das particulas prové um nivel maximo de

dispersédo molecular do farmaco no carreador (JUPPO et al., 2003).
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3.3.2.2 Método de solvente

Neste método, também conhecido com método de co-evaporagdo, o fa&rmaco e o
carreador sdo solubilizados em solvente organico comum que é em seguida evaporado sob
agitacdo constante, obtendo-se um residuo seco e solido. A remoc¢do do solvente pode ser
realizada a vacuo, num rotaevaporador ou liofilizador. Esse método muitas vezes €
confundido com o de co-precipitacdo, no entanto, neste caso o farmaco e o polimero sédo
dissolvidos, e posteriormente induz-se a precipitacdo pela adicdo de um co-solvente. A
natureza do solvente e a taxa e temperatura de evaporacdo do solvente sdo particularmente
criticos nesse método. Paralelamente, a principal desvantagem desse método € a utilizacao de
solventes organicos e a formacdo de residuos, apesar de ser um método simples, de baixo
custo e muito utilizado em escala laboratorial. Alem da dificuldade de selecionar um solvente
comum que dissolva o farmaco com caracteristicas hidrofobicas e o carreador hidrofilico
(SETHIA; SQUILLANTE, 2003).

3.3.2.3 Método fusao-solvente

Neste método, o polimero é aquecido a temperatura ligeiramente superior ao seu
ponto de fusdo e o farmaco, previamente solubilizado em solvente orgéanico, é incorporado ao
carreador fundido. Posteriormente o sistema é resfriado sob agitacdo constante, e seco por
liofilizacdo, quando necessario. Este método torna-se Gtil para farmacos que tenham elevado
ponto de fusdo ou termolabeis (FERNANDEZ et al., 1992), no entanto, € um método pouco

relatado na literatura.

ALVES, L. D. S. Desenvolvimento de dispersdes solidas binarias visando o incremento da solubilidade aquosa
do antirretroviral Efavirenz.



42

3.3.2.4 Método de malaxagem

Neste método, o polimero e o farmaco sdo misturados por diluicdo geométrica. A
mistura € malaxada com a adi¢do de minina quantidade de solvente (equivalente & 30% do
peso dos pds) visando a obtencdo de uma consisténcia Umida. Industrialmente, a mistura de
componentes é efetuada em uma malaxadora, sendo neste caso, necessario alguns ajustes na
metodologia utilizada inicialmente a nivel de bancada, o que pode acarretar em algumas
modificacbes das caracteristicas fisico-quimicas e farmacotécnicas do produto obtido. A
secagem do material pode ser feita em estufa ou diretamente na malaxadora acompanhada de
pulverizacdo para uniformizar o tamanho de particula. Devido a simplicidade, ao elevado
rendimento e a facilidade de transposicéo de escala, este método é um dos mais utilizados na
indUstria farmacéutica (LIMA et al., 2008).

3.3.2.5 Método de atomizacao por spray drying

Esta técnica possui 0s mesmos principios do método de solvente, que assim como
outras técnicas que vem sendo desenvolvidas, se distingue apenas na forma de secagem do
solvente, o que produz diferencas nas caracteristicas dos produtos obtidos. Neste caso, o
processo produz DS de particulas com tamanho reduzidos e amorfas, com alta taxa de
dissolucdo, com minimo residuo de solvente nos sistemas, além da possibilidade de
transposicédo industrial (CHAUHAN; SHIMPI; PARADKAR, 2005).

Embora a técnica por spray drying seja uma tecnologia que necessita de elevados
investimentos em instalacbes e operacfes, muitas sdo as razdes pelas quais a mesma €
amplamente utilizada, apesar do custo. Esta vem sendo recentemente utilizada, principalmente
no incremento da biodisponibilidade de farmacos da classe biofarmacéutica Il (reduzida
solubilidade e elevada permeabilidade), resultando em produtos com melhores propriedades
funcionais, tais como tamanho de particula, compactacéo e taxa de dissolu¢cdo (CHAUHAN;
SHIMPI; PARADKAR, 2005; CORRIGAN; HEALY; CORRIGAN, 2002). Para os farmacos
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dessa classe, a solubilidade é o fator limitante da absor¢do e os dados e estudos in vitro podem
ser Uteis (RAMA et al., 2006).

As vantagens relacionadas a essa técnica incluem: a producdo de particulas de
qualidade consistente, facilidade em relacdo ao uso continuo, aplicabilidade da técnica tanto
em materiais sensiveis quanto resistentes ao aquecimento e capacidade de processar Varios
tipos de matéria prima, producdo de sistemas de liberacdo prolongada, além de aumentar a
hidrossolubilidade de farmacos (STULZER et al., 2007).

3.3.2.6 Método de fluido supercritico

O processo de fluido supercritico vem emergindo como um método alternativo ao
tradicional método de evaporacdo de solvente através de outras técnicas, formando co-
precipitados de pequeno tamanho de particula e com baixo teor de residuo organico,
apresentando também melhor escoamento. O dioxido de carbono é atualmente utilizado por
essa técnica, devido as vantagens associadas ao Seu uso, por ser um gas ndo toxico, nao
inflamavel, barato, e de baixa temperatura critica, tornando-se atraente no processamento de
farmacos sensiveis ao calor, sendo o processo de remocdo do solvente extremamente
controlado (SETHIA; SQUILLANTE, 2003). Apesar dos resultados promissores descritos na
literatura, ainda é uma técnica experimental e que apresenta um custo inicial bastante elevado
(AL-MARZOUQI et al., 2007).

3.4 Agentes carreadores utilizados nas dispersdes solidas

Na preparagdo de DS, muitas substancias podem ser utilizadas, dentre elas podemos
citar os polidis (manitol e sorbitol); acidos organicos (acido citrico); ureia; poloxamer;
quitosana e glicerideos poliglicosilados. Contudo, os polimeros hidrofilicos sdo 0s mais
citados e utilizados como carreadores de substancias solidas para as dispersdes (BROMAN;

KHOO; TAYLOR, 2001).
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As propriedades dos polimeros estdo diretamente relacionadas com a natureza
quimica dos mondémeros, 0 peso molecular e a estrutura macromolecular (LOFTSSON;
MASSON; BREWSTER, 2004). CombinacGes de polimeros ou de polimeros e surfactantes
tém sido propostos na tentativa de adequar as propriedades fisico-quimicas dos polimeros ao
sistema de dispersdo solida (JANSSENS et al., 2008b). Além disso, a escolha dos carreadores
poliméricos pode determinar a inibicdo ou o periodo que o farmaco disperso possa vir a se
recristalizar, sendo este fator dependente do grau de miscibilidade do farmaco no polimero em
determinada umidade (VASANTHAVADA et al., 2005).

Dentre os polimeros hidrofilicos mais relatados na literatura para preparacdo das DS
temos o PEG, PVP e HPMC. Esses sdo freqlientemente empregados em diversas formulacgdes
farmacéuticas, devido a baixa toxicidade, taxa de solidificacdo rapida, alta solubilidade
aquosa, disponibilidade em varias pesos moleculares, custo econdmico, e fisiologicamente
toleraveis (PATEL et al., 2008; LIU; WANG, 2007).

3.4.1 Polivinilpirrolidona (PVP)

O PVP, também chamado de povidona (Figura 4), € um homopolimero de N-vinil-2-
pirrolidona, capaz de formar ligacGes de hidrogénio com outras moléculas por conter grupos

elétrons doadores como nitrogénio e oxigénio.

Figura 4. Estrutura quimica do mondémero do PVP.

Apresenta-se como um pé branco amorfo de fluxo livre e seu peso molecular é
frequentemente relatado por K, valor de Fikentscher, derivado da viscosidade destes em

solucdo. A variacéo de peso molecular entre 10.000 a 700.000, apresenta uma ampla faixa de
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aplica¢des na industria farmacéutica devido a alta hidrossolubilidade Para as DS, o PVP K-12
e K-30 (PM 2500-50.000) sdo os mais utilizados. Acima de 50.000 a solubilidade aquosa do
PVP diminui, sendo sua viscosidade diretamente aumentada, podendo ser utilizado para
liberacdo controlada de farmacos. (VALERO et al., 2003; SETHIA; SQUILLANTE, 2003;
DORNELAS et al., 2008; PATEL et al., 2008).

O PVP apresenta um anel lactdmico como parte da unidade monomeérica. A alta
polaridade do anel pode ser atribuida a forte estabilizacdo de ressonancia, mostrada na Figura
5, facilitada pela geometria planar do anel, contribuindo na ligagdo com farmacos pouco
hidrossollveis (M) através de ligagdes de hidrogénio, possibilitando o processo de formacédo
das DS (KARAVAS et al., 2007).

N, ° N_ [ N'—"
— g -~ Y N

Figura 5. Representacdo da estrutura monomérica do PVP e a formacdo da ligacdo entre

farmaco (M) e o polimero.

Em geral, a temperatura de transicdo vitrea do PVVP é elevada, para o PVP K-30 é de
163 °C. Por esta razdo, o PVP tem aplicacdo limitada para a preparacdo de DS pelo método de
fusdo. Devido a sua boa solubilidade em uma ampla variedade de solventes organicos, é
particularmente adequado para a preparacdo pelo método de solvente (BROMAN; KHOO;
TAYLOR, 2001).

O aumento da dissolucdo de farmacos pouco hidrossoltveis proporcionado pelos
polimeros, em geral, se d& através da maximizacdo da estrutura porosa de uma matriz
polimérica solivel em agua, como é o caso do PVP. Logo, o objetivo desse recurso é
aumentar a superficie de contato do farmaco com o meio dissolutor, facilitando o processo de
solubilizacdo (DORNELAS et al., 2008).
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3.4.2 Polietilenoglicol (PEG)

A utilizacdo do PEG, polimero de oxido etileno, caracterizado pelas unidades (-CH2-
CH2-0O-) de repeticdo, torna-se vantajosa na obtencdo de DS, devido as suas propriedades
fisico-quimicas. Dentre elas, a presenca de grupamentos hidroxila (-OH) como doadores de
elétrons (Figura 6); responsaveis pela interacdo com compostos hidrofobicos, através de
ligacbes de hidrogénio; biocompatibilidade; caracteristicas inodoras; neutro e ndo-irritante;
baixa toxicidade in vivo e solubilidade em diversos solventes organicos e em agua,
proporcionando uma liberacdo rdpida do farmaco disperso e facilitando o processo de
obtencdo pelo método solvente (LEAO; SYU, 2009; PATIL; GAIKWAD, 2009; MA et al.,
2009).

Os limites da aplicacdo do PEG podem ser estendidos pela biodegradabilidade em
resposta aos fatores especificos tais como o aumento na temperatura ou pH (LEUNER;
DRESSMAN, 2000; KOO et al., 2009).

O PEG apresenta diversos PM (200 a 300.000) e diferentes temperaturas de fusao, o
que proporciona sua ampla aplicacdo industrial nos processos que envolvem aquecimento
(PATEL et al., 2008). Comumente, na preparacdo de DS e de solugdes, séo utilizados PEGs
com PM entre 1500 e 20.000. O aumento do peso molecular do PEG, leva a elevagao da sua
viscosidade e de seu ponto de fusdo (PF). Nas estruturas de PM de até 600, os PEGs sdo
fluidos; na escala entre 800-1500 apresentam maior consisténcia; entre 2000 a 6000, em geral,
apresentam aspectos cerosos e aqueles com PM acima de 20000, possuem forma de cristais
frageis a temperatura ambiente (LEUNER; DRESSMAN, 2000).

A variagdo do PF dos PEGs é inferior a 65 °C, por exemplo, o PEG 1000 é de 30-40
°C, PEG 4000 ¢é 50-58 °C e 0 PEG 20000 é de 60-63 °C (WANG et al, 2009). Estas baixas
temperaturas de PF sdo vantajosas para a obtencdo de DS pelo método de fusdo (LEUNER;
DRESSMAN, 2000).

ALVES, L. D. S. Desenvolvimento de dispersdes solidas binarias visando o incremento da solubilidade aquosa
do antirretroviral Efavirenz.



47

H H
HO——C— (CH,—O—CH,),7—C——OH

H H

Figura 6. Estrutura quimica do monémero de PEG.

3.4.3 Hidroxipropilmetilcelulose (HPMC)

Dentre os materiais poliméricos, os derivados da celulose sdo bastante populares,
principalmente o HPMC. Este polimero € descrito pela farmacopéia européia como uma parte
da celulose orto-metilada e da celulose orto-2-hidroxipropilada (Figura 7). Classifica-se com
um éter de celulose onde os hidrogénios e grupos hidroxilas da celulose foram parcialmente
substituidos por grupos alquila, substituidos para modificar as caracteristicas da celulose
nativa (GUIMARAES et al., 2008).

A popularidade do HPMC esta associada a natureza néo toxica, biocompatibilidade e
biodegradabilidade, a pequena influéncia das varidveis de processamento sobre a liberacdo do
farmaco e além de sua facilidade de compressdo. Uma das caracteristicas mais importantes
deste polimero hidrofilico linear é a sua capacidade de solubilizacdo de farmacos de baixa
solubilidade em comparacdo a outros polimeros hidrossoliveis (LYRA et al.,, 2007;
GUIMARAES et al., 2008). Além do fato de que o seu emprego previne ou retarda o efeito de
nucleacdo que leva a recristalizacdo do farmaco, podendo ser associado a outros polimeros em
distintas formulacdes; e de acordo com a viscosidade do tipo de HPMC escolhido, possibilita
adicionalmente uma liberagéo prolongada (KAPSI; AYRES, 2001).

O HPMC ¢ bastante soluvel em agua, misturas hidroalcodlicas e solventes clorados,
ndo sendo solivel em etanol puro (KUSHIDA et al., 2002).Usualmente é relatada a
preparacdo de DS com HPMC utilizando misturas de solventes com diclorometano pelo
método de solvente (YAMASHITA et al., 2003).
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Figura 7. Estrutura quimica do monémero de HPMC.

As propriedades fisico-quimicas deste polimero sdo fortemente afetadas por
modificagdes nos grupamentos metoxi (OCH) e hidroxipropoxi (OCH-CH (CH) OH), e pelo
peso molecular. A United States Pharmacopeia (USP) distingue quatro diferentes tipos de
HPMC: HPMC 1828, HPMC 2208, HPMC 2906 e HPMC 2910. Os dois primeiros nimeros
indicam a percentagem de grupos metoxi, os dois Ultimos nimeros, a percentagem de grupos
hidroxipropoxi, determinados ap6s secagem a 1058 °C por 2 h. (SIEPMANNA; PEPPAS,
2001). Na obtencao de DS ¢ relatada a utilizacao dos diferentes tipos de HPMC, ndo havendo
um predominio de um determinado tipo, demonstrando que a escolha é realizada de acordo

com a finalidade pretendida.

3.4.4 Novos carreadores

A utilizacdo de carreadores anfifilicos constituidos de lipidios como Gelucire® e a
Vitamina E TPGS (TPGS), tem atraido recente interesse nos estudos de incremento de
solubilidade de farmacos. As substancias lipidicas com baixo equilibrio hidrofilo lipofilo
(EHL) podem ser empregadas para diminuir a velocidade de dissolugdo de farmacos e as com
alto EHL sdo utilizadas para uma rapida liberacio (KARATAS; YUKSEL; BAYKARA,
2005).
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Gelucires® sdo glicerideos saturados poliglicosilados constituidos de mono-, di-, e
tri- glicerideos e de mono- e di- ésteres de &cido graxo de polietilenoglicol. Quando em
contato com os fluidos aquosos, essa substancia forma uma fina emulséo, que possibilita a
solubilizacdo da substancia ativa. Além disso, suas propriedades permitem o controle da
liberagdo do farmaco na formulagio (KARATAS; YUKSEL; BAYKARA, 2005).

O TPGS é um derivado da vitamina E solivel em agua que consiste em um grupo
polar hidrofilico de polietilenoglicol e uma cauda lipofilica, constituida de tocoferol
succinato, resultando num tensoativo de propriedades anfifilicas (EHL~13). Assim como o
Gelucires®, o TPGS apresenta a vantagem de formar espontaneamente emulsdes, facilitando
a solubilizacdo de farmacos lipofilicos quando em meio aquoso, por apresentar uma baixa
concentracdo micelar critica, garantindo o incremento da absorcdo gastrointestinal (KHOO;
PORTER; CHARMAN, 2000).

A utilizagdo da associacdo do Gelucires® e do TPGS em formulagdes com PVP
também se mostrou eficiente na reducdo da taxa de cristalizacdo, evento comum quando se
utiliza carreadores com baixo ponto de fusdo. Sendo, contudo, o aumento da
biodisponibilidade a maior vantagem oferecida por estas associacbes (KHOO; PORTER,;
CHARMAN, 2000).

O Labrasol®, um tensoativo da mesma natureza quimica do Gelucires®, também
vem sendo extensivamente explorado para aumentar a solubilidade e permeabilidade
intestinal e biodisponibilidade oral de farmacos pouco sollveis em &agua. Apresentando-se
como um liquido transparente e com valor de EHL de 14 (KARATAS; YUKSEL;
BAYKARA, 2005; KOGA et al., 2006).

Juntamente a estes, os polaxamers, conhecidos comercialmente como Lutrol®,
também vem sendo relatados na preparacdo de DS. Sua constitui¢do intercalar de unidades de
copolimero hidrofilicas e hidrofébicas possibilita sua ampla utilizagdo como agentes
solubilizadores, molhantes e estabilizadores de suspensédo. Como exemplo dessa classe, tem-
se 0 Poloxamer 188, que & um copolimero composto de duas cadeias hidrofilicas de
polioxietileno ligadas por uma cadeia hidrofébica de polioxipropileno, que vem sendo
frequentemente selecionado como carreador na dissolucdo de farmacos pouco solGvel em
agua (SHAH et al., 2007).

Diante do exposto, podemos afirmar que das teécnicas aplicadas para o incremento de

solubilidade de farmaco pouco hidrossoluvel, o emprego de DS tem se destacado como um
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dos avancos nas areas de pesquisas no campo farmacéutico. Portanto, diversos polimeros
hidrofilicos tém sido utilizados com esta finalidade. Além desses, a adicdo de agentes
surfactantes com propriedade emulsionante também vem sendo utilizados tanto isolados
guanto em associacdo. Portanto, mesmo com os varios métodos de obtencéo e diferentes tipos
de agentes carreadores, investigacOes tém sido aprofundadas no desenvolvimento de DS mais
eficientes frente as melhorias observadas na dissolugcdo dos farmacos.
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Material e Métodos
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4. MATERIAL E METODOS

PARTE EXPERIMENTAL |

4.1 DESENVOLVIMENTO DE METODO ANALITICO PARA QUANTIFICACAO
DO EFAVIRENZ POR ESPECTROFOTOMETRIA NO UV-VIS

4.1.1 Matéria prima, reagentes e vidrarias

Para as etapas correspondentes ao desenvolvimento do método e sua validacao, foram
utilizados a matéria prima EFZ (Cristalia®, lote: 1289/07, teor 98,00 %) e 0 seu respectivo
padrdo de trabalho (Xiamem Mchem®, lote 050501, teor 98,32 %); a matéria-prima
zidovudina (Northeast® lote: DY 070041, teor 97,88 %) para a determinacdo da
especificidade do método desenvolvido. Os reagentes utilizados foram: acetonitrila (Vetec®,
lote 0806979); metanol (Cinética®, lote 11850); &lcool etilico absoluto (Dinamica®, lote
30065 e Vetec®, lote 0806654); 4cido cloridrico (Dindmica®, lote 10023) e &gua ultra-
purificada obtido por Milli-Q Millipore® (Milli-Q® System, Massachusetts, USA). Utilizou-se

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

4.1.2 Equipamentos

Os equipamentos utilizados no estudo foram Balanca Analitica Bioprecisa®, modelo
FA2104N, Espectofotdmetro UV-Vis B582 Micronal®, Agitador magnético SBSR, Ultra-som
1.500 Barnson® (70 W poténcia). Para a reprodutibilidade foram utilizados os seguintes
equipamentos: Balanca Analitica CT 225 Sartorius®, Espectofotometro UV-Vis modelo 50

Vankel®, Ultra-som 2.510 Barnson®.
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4.1.3 Desenvolvimento do método analitico

Primeiramente realizou-se um teste de solubilidade (a 25 °C) com diferentes solventes
(&gua, alcool etilico absoluto, metanol, acetonitrila e &cido cloridrico 0,1 M), de acordo com a
Farmacopéia Brasileira. Esse estudo observou-se o comportamento do farmaco em diferentes
solventes, com objetivo de definir a melhor solucdo diluente para o método analitico
desenvolvido. Para tal, levou-se em consideracdo o poder de solubilizacdo do farmaco, custo e
toxicidade do solvente; e a sensibilidade do farmaco frente ao comprimento de onda utilizado.
Diante disto, realizou-se uma varredura na faixa de 200 a 700 nm nos diferentes sistemas de
solventes propostos (Tabela 1), para a identificacdo do comprimento de onda que apresentaria
o valor de absorbancia mais adequado para o método. A calibracdo do equipamento
espectrofotdmetro foi realizada através de padrdes de referéncia rastreados pelo National
Institute of Standards and Technology (NIST).

Posteriormente foram realizadas comparagfes entre as amostras obtidas pelas técnicas
de agitacdo por ultrassonicacdo e agitacdo magnética (ambos sem aquecimento),
paralelamente a variagdo do tempo de agitagédo (5, 10 e 15 min para ultrassonicacdo e 10 e 15
min para agitagdo magnetica). Alem disso, realizou-se a verificagdo da estabilidade das
amostras, no sistema de solvente escolhido, avaliando-se o aspecto visual e a absorbancia das

mesmas, preparadas em triplicata no intervalo de 0, 24 e 48 h, na presenca e auséncia de luz.

4.1.4 Preparacao da solucdo amostra

As amostras de EFZ foram analiticamente pesadas e solubilizadas em alcool etilico
absoluto, ultrassonicadas por 10 min, obtendo-se uma concentragao final de 500 pg/mL, apds
afericdo do baldo volumétrico. Uma aliquota foi retirada dessa solucdo para diluigéo,
utilizando-se como sistema de solventes alcool etilico absoluto: agua purificada (60:40, v/v),
obtendo-se uma concentragéo final de 10 pg/mL. As amostras foram preparadas em triplicatas

e lidas no comprimento de onda de 247 nm.
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4.1.5 Preparacédo da curva controle

Partindo da solucdo estoque do padrdo de EFZ (500 pg/mL), foram realizadas
diluicbes com o sistema alcool etilico absoluto:dgua purificada (60:40, v/v) para a obtencdo
das seguintes concentracdes: 8, 10 e 12 pg/mL. A curva controle foi preparada diariamente e

utilizada para os calculos das concentracdes.

4.1.6 Validacao do método analitico

4.1.6.1Parametros avaliados

No processo de validacdo desta metodologia analitica foram avaliados os seguintes
parametros: robustez, linearidade, intervalo, limite de deteccdo, limite de quantificacao,
precisdo, exatiddo e especificidade de acordo com as normas estabelecidas pelo ICH 31°
pela RE n° 899/03 (ANVISA).

A confiabilidade dos parametros avaliados pode ser observada pelo coeficiente de

e

variacdo (CV %) ou desvio padrédo relativo de uma serie de medidas. Para cada parametro
avaliado, foi determinado um CV % menor que 5 % e tratados estatisticamente por Anélise de
Variancia (ANOVA) One-Way e teste t de Student com um nivel de significancia de 95 %.

O ensaio para determinacédo da robustez foi realizado a partir da varia¢do dos seguintes
parametros: fabricante do alcool etilico absoluto (Dinamica® e Vetec®), influéncia da
luminosidade (presenca e auséncia de luz) e tempo de preparacdo das amostras (0, 1, 2, 3, 4
h).

A linearidade do método foi verificada a partir da analise de trés curvas auténticas nas
concentragOes de 5, 8, 9, 10, 11, 12 e 15 pg/mL de EFZ. Os resultados obtidos foram tratados
estatisticamente através do célculo de regresséo linear pelo método dos minimos quadrados.
Também foram estimados os limites de deteccdo (LD) e quantificacdo (LQ) de acordo com as
equacOes LD = DP x 3/IC e LQ = DP x 10/IC, onde DP é o desvio padrédo do intercepto com o
eixo do Y obtido com as trés curvas de linearidade e IC é a média dos coeficientes angulares
das respectivas curvas. Para calcula-los, foi considerado o desvio padrédo da reta com relacéo a

absorbancia do primeiro nivel de concentracdo de EFZ das trés curvas de calibracdo. Apesar
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desses parametros ndo serem considerados como requisitos necessarios para testes da
categoria | de validagdo (Testes quantitativos para a determinacdo do principio ativo em
produtos farmacéuticos e matérias primas) (BRASIL, 2003), os mesmos foram realizados para
a utilizacdo em uma posterior validacdo de limpeza de equipamentos.

A precisdo do método foi avaliada nos niveis de repetitividade (precisao intra-corrida),
precisdo intermediéria (precisdo inter-corridas) e reprodutibilidade (precisdo inter-
laboratorial). A repetitividade foi verificada por seis determinac6es individuais a 100 % da
concentracdo teste (10 ug/mL), analisadas em um pequeno intervalo de tempo. Para o
pardmetro precisdo intermediaria, trés réplicas foram analisadas variando-se os dias e 0s
analistas, ambas também na concentracdo de 100 %. A reprodutibilidade foi realizada em dois
laboratdrios diferentes em triplicata de amostras.

A exatidao foi definida através da manipulacdo de amostras preparadas em triplicata
nas concentragdes de 80 %, 100 % e 120 % da concentracdo tedrica do EFZ, sendo
determinada apds o estabelecimento da linearidade e intervalo do método.

O parametro especificidade foi verificado atraves da contaminacdo da solucdo mae de
500 pg/mL de EFZ com 1 mg do antirretroviral zidovudina, com o objetivo de observar a
especificidade do método frente a uma possivel contaminacgdo, ja que ambos sdo manipulados
na mesma area de producdo de uma industria. A solu¢do mae contaminada foi diluida para
obter uma solucdo na concentracdo de 10 pg/mL. Também foi preparada uma solu¢do amostra
ndo contaminada, contendo apenas 0 EFZ na mesma concentracdo e outra solu¢cdo numa
concentracdo de 0,2 pg/mL de zidovudina, correspondente a concentracdo final deste farmaco

na solucdo contaminada de EFZ ap6s diluic&o.

4.1.7 Determinacgéo da Absortividade Molar

A espectrofotometria é fundamentada na lei de Lambert-Beer, que € a base matematica
para medidas de absorcéo de radiacdo por amostras no estado solido, liquido ou gasoso, nas
regides ultravioleta, visivel e infravermelho do espectro eletromagnético. A absortividade
molar (¢) é uma grandeza caracteristica da espécie absorvente, cuja magnitude depende do
comprimento de onda da radiagdo incidente (ROCHA; TEXEIRA, 2004). As amostras para a
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determinacdo da absortividade molar do EFZ nos solventes &gua purificada e metanol, foram
preparadas utilizando a mesma técnica descrita anteriormente, variando apenas o tempo de
sonicacdo das amostras preparadas em agua (4 h). Para as leituras das amostras, também se

utilizou o comprimento de onda de 247 nm do método desenvolvido e validado.

4.1.8 Verificacdo da Aplicabilidade da Absortividade Molar

Por meio dos trés pardmetros utilizados na co-validagdo do método analitico,
verificou-se estatisticamente a diferenca dos resultados tedricos obtidos por meio do célculo
da absortividade molar e dos resultados praticos realizados com os dois solventes, agua
purificada e metanol. Tais parametros foram executados de forma idéntica a validacdo do
método desenvolvido com o sistema solvente alcool etilico absoluto: dgua purificada (60:40,

vIv).
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PARTE EXPERIMENTAL II

4.2 OBTENCAO E AVALIACAO DOS SISTEMAS BINARIOS COM EFAVIRENZ

4.2.1 Matérias primas e Reagentes

O Efavirenz utilizado (Cristalia®, lote 1289/07, teor 98%) foi fornecido pelo
Laboratério Farmacéutico do Estado de Pernambuco (LAFEPE).

Para a realizagdo do diagrama de solubilidade foram utilizadas as seguintes matérias
primas: PVP K-30 (ISSO do Brasil ®, lote 05500138511V06/08); PEG 4000 (Vetec®, lote
0503226); PEG 6000 (USP®, lote 61002637941); hidroxipropilmetilcelulose K100 (Methocel
K 100, Colorcon®, lote UC02012N24); polissorbato 80 (Tween 80, Vetec®, lote 0803511);
uréia (Vetec®, lote 0807029); manitol (Vetec®, lote 0805738); Lauril Sulfato de Sodio (LSS)
(Vetec®, lote 0806072); polyoxyethylene (40) monostearate (Myrj 52) (Spectrum®, lote
WAO0462); polyoxyethylene (50) monostearate (Myrj 53) (Spectrum®, lote QBO0083);
Gelucire 44/14 (Gattefosse®, lote 101012; e Solutol HS15 (Basf®, lote 12256575L0).
Posteriormente, o PVP K-30 utilizado neste estudo, também foi utilizado na preparacdo das
misturas fisicas (MF) e dispers@es sélidas (DS).

Também foram utilizados alcool etilico absoluto (Dinamica®, lote 30065) e agua
purificada obtida pelo sistema de osmose reversa (Gehaka®) na preparacdo das amostras para

a analise de doseamento.

4.2.2 Diagrama de Solubilidade de Fases

Esse estudo foi realizado em triplicata, a temperatura de 25 °C = 2. Em tubos de
ensaio de 20 mL adicionado excesso do EFZ (~30mg), e posteriormente 10 mL de solucgéo
aquosa dos carreadores em concentragOes crescentes (0,01 %; 0,05 %; 0,1 %; 0,3 %; 0,5 %;
0,7 %; 1 %, pl/v), exceto para 0 HPMC, que devido a divergéncia de viscosidade em agua,
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dificultou a preparacéo de solugdes mais concentradas. Nesse caso, as concentragdes testadas
foram de 0,01 %; 0,05 %; 0,1%; e 0,3 %. Paralelamente foram preparadas amostras do
farmaco apenas em dgua (AHUJA et al., 2007; HIGUCHI; CONNORS, 1965).

As misturas foram agitadas em um banho com 4gua (Banho Dubnoff, Nova Etica®)

durante seis dias. Posteriormente, as suspensdes foram filtradas em filtros de nylon com poros

de 0,22 pum e lidas em espectrofotdmetro de UV-Vis (Modelo B582, Micronal®), no

comprimento de onda de 247 nm, utilizando o método previamente validado.

4.2.2.1 Determinacao da energia livre de Gibbs

Os valores de energia livre de Gibbs (AG®) relacionados a espontaneidade do processo
de solubilizacdo do farmaco nas solucBes aquosas contendo os carreadores hidrofilicos, foram

calculados para cada carreador nas concentracdes testadas de acordo com a equacao 1:

AG =-2.303RT.log ? Eq. 1
0

Onde, R é a constante universal dos gases perfeitos (8.314472 J. K. mol™), T é a
temperatura em kelvin, Sc é a solubilidade do EFZ numa determinada concentragdo do

carreador e So é a concentracdo do EFZ em agua na auséncia de carreador, ambos em pg/mL.

4.2.3 Preparacao das Misturas Fisicas (MF)

Foram preparadas misturas fisicas com o0 EFZ e polimero PVP K-30 nas proporgdes 1:1,
2:1 e 4:1 (p/p), respectivamente. O método de diluicdo geométrica foi utilizado de forma a
garantir a homogeneidade do produto com posterior tamisacdo em malha de 250 um para
uniformizagdo do tamanho das particulas. As misturas fisicas foram acondicionadas em

frascos-ampola hermeticamente fechados e armazenados em dessecador de vidro sob vacuo.

ALVES, L. D. S. Desenvolvimento de dispersdes solidas binarias visando o incremento da solubilidade aquosa
do antirretroviral Efavirenz.



59

4.2.4 Preparacao das Dispersoes Solidas (DS)

4.2.4.1 Preparacdo pele método de malaxagem (MX)

A preparacdo das DS malaxadas com EFZ e PVP K-30, foram efetuadas partindo-se
das misturas fisicas, sendo esta posteriormente malaxada com a adi¢cdo de uma mistura de
uma solucdo etanol: agua (50:50) na quantidade necessaria para manter a consisténcia
levemente imida (aproximadamente 10 % do peso). Apds 20 min de malaxagem o produto foi
colocado em estufa industrial a 50 °C por 16 h. O produto seco foi tamisado em malha de 250
pum e acondicionado em frasco ampola hermeticamente fechados e armazenados em

dessecador de vidro sob vacuo.

4.2.4.2 Preparacdo pelo método de solvente por rotaevaporacao (EV)

Para este método, as DS foram preparadas nas mesmas proporcdes citadas
anteriormente, utilizando um rotaevaporador (Evaporador rotativo Marconi®) para a
evaporacado dos solventes utilizados para solubilizacéo.

O EFZ e o polimero PVP K-30, nas devidas proporcGes, foram separadamente
dissolvidos em quantidades minimas dos solventes, sendo utilizado 10 mL de &lcool metilico
e 2 mL de acetonitrila para a solubilizacdo do EFZ e 10 mL alcool metilico para solubilizacdo
do PVP K-30 (KIM et al., 2006). A solucdo contendo EFZ foi vertida na solucdo contendo o
polimero e posteriormente foram homogeneizadas. Os solventes foram removidos lentamente
através de evaporacdo sob temperatura controlada (60 °C + 5 °C) e pressao reduzida (-900
mbar = 20 mbar) com agitacdo continua de 90 £ 3rpm, havendo uma precipitacdo do EFZ
juntamente com o polimero. Apds a secagem as dispersdes foram pulverizadas, misturadas em
gral de porcelana com auxilio de pistilo e tamisadas em malha de 250 um. Posteriormente 0S
produtos foram acondicionados em frascos ampola hermeticamente fechados e armazenados

em dessecador de vidro sob vacuo.
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4.2.5 Ensaio de dissolucéo

A velocidade de solubilizacdo do EFZ matéria prima, das dispersdes solidas e misturas
fisicas foram avaliadas através dos perfis de dissolucdo in vitro, utilizando as condigdes
baseadas nas especificagbes do FDA (Food and Drug Administration) para a forma
farmacéutica capsula (FDA, 2010) e em estudos de solubilidade prévios com o farmaco em
diferentes meios com a finalidade de manter as condicdes sink. Os ensaios foram realizados a
37 = 0,5 °C, utilizando 900 mL da &gua purificada com 0,5 % de Lauril Sulfato de Sédio
(LSS) como meio de dissolucdo, aparato 2 (pa) e velocidade de rotacdo de 50 rpm, utilizando
o dissolutor Varian VK 7010. Para esse estudo, foram pesadas quantidades equivalentes a 300
mg de EFZ em cépsulas gelatinosas duras n° 00. Em intervalos de tempo predefinidos de 15,
30, 45, e 60 min as amostras foram coletas, filtradas em filtro de membrana 0,45 um e
devidamente diluidas para posterior quantificacdo do EFZ por espectroscopia no UV a 247
nm (Modelo B582, Micronal®), utilizando a metodologia previamente validada (ALVES et
al., 2010). Foi efetuada a reposicdo do meio de dissolu¢cdo com o mesmo volume de cada
aliquota retirada. Todos os ensaios foram efetuados em triplicata.

Os perfis de dissolucdo foram avaliados e comparados em relacdo a percentagem de
farmaco dissolvido (Qismin, Qzomin e Qgmin) e em relacdo a eficiéncia de dissolucdo em
(ED%), que foi calculada com o objetivo de comparar 0 desempenho relativo das dispersdes
em 15 e 60 min para cada formulacdo. Estes foram calculados a partir da area da curva de
dissolugdo até um tempo t, expressa como a percentagem da area do retangulo correspondente
a 100% da dissolucéo, conforme a equacdo 2 (KHAN, 1975).

t
EDv% | 0¥ dt o0 Eq. 2
Yi0o*1
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4.2.6 Caracterizacdo fisico-quimica

4.2.6.1 Calorimetria Exploratoria Diferencial (DSC)

Os termogramas foram obtidos em Calorimetro de Varredura Shimadzu® DSC-60
interligado ao software Shimadzu® TA-60WS com atmosfera de nitrogénio de 50 mL.min™ e
razdo de aquecimento de 10°C/min, na faixa de temperatura de 25-200°C. As amostras foram
colocadas em porta amostra de aluminio hermeticamente fechados com o equivalente a 2 mg
+ 0,2 de farmaco. indio e Zinco foram utilizados para calibrar a escala de temperatura e a

resposta de entalpia.

4.2.6.2 Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV)

Amostras dos produtos isolados e dos sistemas binarios (MF e DS) foram montadas em
stub, fixadas em fita de dupla face de carbono e metalizadas com ouro por 15 min
(Metalizador Baltec® SCD 050). A morfologia das amostras foi verificada em Microscopio
Eletrdnico de Varredura Jeol® JSM-5900, onde foram obtidas as eletromicrografias em

camara com tensdo de excitacdo de 15 KV.

4.2.6.3 Difracdo de p6 de Raios X (DRX)

Os difratogramas dos produtos isolados e binarios foram obtidos no difratbmetro
SIEMENS (X-Ray Diffractometer, D-5000), equipado com anodo de cobre. As amostras
foram analisadas no intervalo de angulo 26 de 2-60 a uma velocidade de digitalizacédo de 0,02°
20/s. As amostras foram preparadas em suportes de vidro com uma fina camada de material

do po sem solvente.
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4.2.6.4 Infravermelho com transformada de Fourier (IV-TF)

O espectro de infravermelho 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™ de resolugo de 4 cm™.

4.2.7 Caracterizacdo farmacotécnica

4.2.7.1 Densidade e propriedade de compactacao

Visando a avaliacdo da DS que apresentou o melhor perfil de dissolucdo em relacdo a
sua respectiva MF e farmaco isolado, determinou-se as propriedades de compactacdo do EFZ,
DS MX 4:1 e MF 4:1. Esses foram obtidos através da determinacdo da capacidade de
compactacgao, densidade aparente (dap) € densidade de compactagéo (dcp). Este ensaio foi
realizado com 10 g das amostras em um compactador automatico (Tap Density, Varian®)
provido de uma proveta normatizada, em triplicata. O volume inicial (Vo) ocupado pelo
produto foi medido, e posteriormente foram realizadas 10 compactacGes para acomodacéo do
p6. Em seguida, foram realizadas 1250 compactacfes (Vi2s0), que foram repetidas em
seguida, de forma que ndo foi observada mudanca no volume medido. A relacdo entre a massa
das amostras e o volume ocupado pelo p6 antes e apds a compactacdo determinou as
densidades aparente dap € de compactacgao dcp, respectivamente.

A compressibilidade do p6 foi avaliada através do indice de Hausner (IH) e o Indice
de Carr (IC) de acordo com as seguintes equagfes: IH = dcp/dap € 1C (%) = (dcp-dap) /dcp X
100, respectivamente (SCHMIDT; RUBENSDORFER, 1994; SOARES-SOBRINHO, 2008).
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4.2 .8 Estudo de Estabilidade

Apos realizacdo das caracterizagGes do farmaco, polimeros e sistemas binarios (MF e
DS), avaliou-se a estabilidade da dispersdo malaxada 4:1 e respectiva MF ap0s serem
armazenados em camara climatica qualificada para estudo de estabilidade acelerada (40 °C +
2°C/75% UR £ 5 % UR) (CUNHA-FILHO; PACHECO; LANDIN, 2007). As amostras
foram analisadas apds 1 més por I\V-TF e Termogravimetria (TG). Para o IV-TF, utilizou-se a

metodologia anteriormente descrita.

4.2.8.1 Termogravimetria

A caracterizacdo termoanalitica através de TG foi realizada em duplicata por meio de
termobalanga, modelo TGA Q50, em atmosfera de nitrogénio em fluxo de 50 mL/min, sendo
a massa da amostra equivalente a cerca de 4,0 mg (x 0,4) de EFZ, acondicionadas em cadinho
de alumina e analisadas na faixa de temperatura entre 25 °C ¢ 800 °C na razdo de aquecimento
de 10 °C/min. Antes dos ensaios, verificou-se a calibracdo do instrumento empregando-se

uma amostra de aluminio e zinco.
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Resultados e Discussao
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

PARTE EXPERIMENTAL |

5.1 DESENVOLVIMENTO DE METODO ANALITICO PARA QUANTIFICACAO
DO EFAVIRENZ POR ESPECTROFOTOMETRIA NO UV-VIS

5.1.1 Desenvolvimento do método analitico

Conforme avaliacdo da solubilidade do EFZ frente a diferentes solventes, observou-se que
este se apresenta como praticamente insoltvel ou insolGvel em agua e em acido cloridrico 0,1
M, conforme classificacdo da Farmacopéia Brasileira (2003). Para o solvente acetonitrila, o
farmaco apresentou-se facilmente sollvel, enquanto que para os solventes metanol e alcool
etilico absoluto o farmaco mostrou-se pouco soluvel.

Os resultados obtidos fornecem informagdes importantes do comportamento do
farmaco, possibilitando a escolha inicial dos solventes mais adequados para a completa
solubilizacdo do EFZ e que permitam a méxima estabilidade da solucéo, proporcionando a
quantificacdo adequada do farmaco.

Para 0 método em desenvolvimento, utilizaram-se inicialmente metanol, &lcool
etilico e acetonitrila, como solventes iniciais de solubilizagdo. Apo6s a escolha destes
solventes, foram realizadas varreduras utilizando véarias combinacdes de solventes para a
diluicdo das solugdes, incluindo a possibilidade da adicdo de uma proporcdo de agua. A
proporcdo deste no sistema foi determinada de acordo com a estabilidade do EFZ em
permanecer soltvel por 48 h em repouso apds completa solubilizagdo. As combinagfes dos

sistemas testados para a preparacdo das amostras estdo descritas na Tabela 2.
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Tabela 2. Sistemas solventes utilizado na preparagéo da solugdo mée de 500 pg/mL (primeira
diluicdo) e da solugdo amostra de 10 pg/mL (segundo diluigéo).

1% diluigéo 2% diluicéo
metanol metanol
metanol alcool etilico
metanol sistema de diluigdo (&lcool etilico: agua

purificada, 60:40, v/v)

alcool etilico alcool etilico
alcool etilico metanol
alcool etilico sistema de diluicdo
acetonitrila agua purificada

As varreduras espectrofotométricas realizadas para verificacdo dos sistemas que
apresentavam as melhores absorcGes na faixa de comprimentos de onda entre 200 e 700 nm,
demonstraram que todos os sistemas testados apresentaram absor¢fes semelhantes no
comprimento de 247 nm; com excecdo do sistema acetonitrila/agua, que apresentou uma
absor¢do duas vezes maior aos outros sistemas na concentragcdo de 10 pg/mL. Portanto,
devido a alta solubilizacdo deste farmaco neste solvente, e consequentemente da absorcao
elevada na faixa de concentracédo testada, esse sistema mostrou-se inadequado para 0 método.

Somado a este fato, para a escolha final do sistema a ser utilizado, levou-se em
consideracdo: a toxicidade e o custo do solvente; além da possivel adicdo de uma proporgéo
de 4gua ao sistema, o que as facilita as leituras provenientes de estudos de preparacdo de
complexos com ciclodextrinas, dispersdes sélidas e ensaios de dissolugdo. Logo, levando em
consideracao esses critérios, optou-se pelos solventes alcool etilico/sistema de dilui¢do (alcool

etilico: &gua, 60:40, v/v) para a primeira e segunda diluicéo, respectivamente (Figura 8).
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Figura 8. Estrutura quimica do EFZ (C14HoCIF3NO,) e varredura espectrofotométrica no

sistema solvente selecionado.

Nas andlises realizadas para a determinacdo do tipo e tempo de agitacdo na preparacao
das amostras, foi possivel definir a ultrassonicdo por 10 min como o método a ser
padronizado, uma vez que este se apresentou como o mais eficiente para 0 método proposto
(Tabela 3).

Tabela 3. Resultados experimentais do desenvolvimento do método com relagdo ao tipo e

tempo de agitacdo das amostras.

Tipo/Tempo de Agitagdo  Amostral  Amostra2  Amostra 3 Média CV%

Sonicagdo 5 min 0,490 0,495 0,495 0,493 0,58
Sonicacdo 10 min 0,510 0,511 0,519 0,513 0,96
Sonicagdo 15 min 0,505 0,502 0,503 0,503 0,30

F calculado = 25,7146 F tabelado = 5,1432
Agitacdo 10 min 0,471 0,476 0,491 0,474 0,53
Agitacdo 15 min 0,495 0,491 0,496 0,494 0,54

F calculado = 93,0250 F tabelado = 7,7086
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5.1.2 Validacdo do método analitico

5.1.2.1 Robustez

68

O método desenvolvido demonstrou ser robusto quanto a variacdo dos fabricantes de

alcool etilico absoluto. De acordo com os resultados obtidos, o F calculado para esse
parametro foi de 0,0218, inferior ao F tabelado (7,7086), sendo o CV % de 0,28 e 0,14 para 0s

fabricantes Dindmica® e Vetec®, respectivamente. Com relacdo a avaliacdo da estabilidade

das solucBes no intervalo de 4 h a partir da preparacdo das amostras e da influéncia da
luminosidade, obteve-se um F calculado de 2,1185 (F tabelado = 5,1922) e 4,1784 (F tabelado
= 5,3176), respectivamente, demonstrando que ndo houve diferencas estatisticamente

significativas entre mesmos (Tabela 4).

Tabela 4. Resultados da robustez com relagdo ao parametro luminosidade e estabilidade das

amostras.

Concentracéo %

Tempo Presencade  Auséncia de
Luz Luz

Oh 100,96 100,51

1h 100,77 100,58

2h 100,22 100,83

3h 101,15 100,83

4 h 101,41 100,15

Média 101,10 100,78

CV% 0,24 0,25
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A analise de regressdo linear dos minimos quadrados apresentou um coeficiente de

correlagdo de 0,99978, indicando linearidade dentro dos limites das concentragdes estudadas,

obtendo-se a equacéo da reta y = 0,0520x — 0,0099 (Figura 9).

Absorvancia

0,8

0,7 H

0,64

0,54

04+

0,3

0,2

y =0,05209x - 0,00999
R’=0, 99978

12

14

Figura 9. Gréfico de linearidade do método desenvolvido.

Através da analise de variancia (Tabela 5) pode-se testar a validacdo do método e a

significancia estatistica da curva ajustada. De acordo os resultados, observou-se que 0 método

é linear e ndo houve falta de ajustes para as médias estudadas, apresentando um valor de F de
2,9582, abaixo do valor critico tabelado (4,3807).
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Tabela 5. Resultado do tratamento estatistico por ANOVA One-Way para a regressao linear.

Fonte SQ GL MQ F F-critico
Modelo 0,488486777 1 0,488486777  15515,9 4,3807
Residual 0,000598175 19 3,14829E-05  Curva Linear

Falta de ajuste 9,28417E-05 5 1,85683E-05  0,51443 2,9582
Erro puro 0,000505333 14 3,60952E-05  N&o ha falta de ajuste
Total 0,489084952 20 0,024454248

5.1.2.3 Precisao

O método desenvolvido demonstrou ser preciso nos trés niveis avaliados:

repetitividade, precisdo intermediaria e reprodutibilidade. Para o parametro repetitividade os

resultados obtidos apresentaram uma média de 100,32 e um CV de 1,35 %, abaixo do valor
méaximo especificado (BRASIL, 2003).
Na precisdo intermediaria foi demonstrado que o método é preciso para analises

realizadas por analistas diferentes em um mesmo dia e em dias diferentes, estando a variacao

encontrada dentro dos limites especificados, pois através do tratamento estatistico foi

demonstrado que os F calculados para as analises foram menores do que o F critico (Tabela

6).
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Tabela 6. Resultados experimentais obtidos na precisdo intermediaria com o sistema testado.

Alcool Etilico: 4gua
(60:40, viv)
Dia
F calculado = 2,1109
F tabelado = 18,5128

Analistas Dial Dia 2

Analista 1 100,84 % 100,51 %

Analista
F calculado = 1,8408

Analista 2 100,52 % 100,26 %
F tabelado = 18,5128

O método também se apresentou reprodutivo quando avaliado em diferentes
laboratérios, utilizando equipamentos diferentes. Os resultados avaliados podem ser

visualizados na Tabela 7.

Tabela 7. Resultados experimentais obtidos para a reprodutibilidade.

Laboratério 1 2 3 Média CV %

I 100,77 08,08 100,58 99,81 1,505
F calculado = 0,7384

F tabelado = 7,7086
I 99,42 98,65 99,04 99,04 0,390
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5.1.2.4 Exatidéo
A exatiddo do método foi averiguada através da andlise de trés concentracdes distintas
(80 %, 100 %, 120 %), encontrando-se os resultados dentro dos limites especificados (Tabela

8).

Tabela 8. Resultados da Exatiddo do método.

Amostras 8 ng/mL % 10 pg/mL % 12 pg/mL %
1 8,06 100,74 10,08 100,78 11,88 99,03
2 7,96 99,50 10,04 100,39 11,88 99,03
3 8,06 100,74 9,90 99,03 11,90 99,19
Média 8,03 100,33 10,01 100,6 11,89 99,08
DP 0,057 0,714 0,091 0,919 0,011 0,093
CV % 0,712 0,712 0,919 0,919 0,094 0,094

Para este parametro, foi aplicado o teste t Student, o qual demonstrou que o t calculado
para cada concentracdo foi de 0,8308, 0,8543 e 0,3523, respectivamente, sendo estes menores
que o t tabelado (4,3026), comprovando que ndo houve diferenca significativa entre as médias

das trés concentracdes analisadas.

5.1.2.5 Especificidade

Para 0 método proposto, a solucdo amostra de EFZ foi contaminada com uma
impureza, a zidovudina. Embora este farmaco possua absor¢do maxima no comprimento de
onde de 270 nm (RANDAU et al., 2005), muito proximo ao comprimento em estudo (247
nm), ndo houve interferéncia na absorcdo do EFZ neste comprimento de onda e na

concentracdo de 0,2 pg/mL de zidovudina. Esse valor encontra-se dentro do intervalo que

ALVES, L. D. S. Desenvolvimento de dispersdes solidas binarias visando o incremento da solubilidade aquosa
do antirretroviral Efavirenz.



73

compreende 0os LD e LQ da zidovudina, que sdo de 0,0394 e 0,0597 pg/mL (RANDAU et al.,
2005), respectivamente (Figura 10).
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Figura 10. Varreduras realizadas para a avaliacdo da especificidade do método.

5.1.3 Absortividade Molar (¢)

A absorbancia da amostra foi de 0,555 para o solvente metanol e 0,318 para a agua
purificada, por meio da aplicacdo da equacdo M = m/mol x V; onde M € a concentracao
molar, m é a massa e V o0 volume. Conhecida a massa molar do EFZ (315,68 g/mol), tem-se
que a concentrac&o molar do mesmo a 10 pug/mL é igual a 3,1677 x 10° mol/L.

Aplicando-se a equacéo ¢ = Abs.M™, calculou-se a absortividade molar do EFZ em
4gua purificada (9028,63 M *.cm™) e metanol (17520,59 M *.cm™). Uma vez realizado o
calculado da absortividade molar do farmaco no solvente de interesse, pode-se descobrir a

concentracdo molar de qualquer amostra desconhecida solubilizada no solvente em questéo.

ALVES, L. D. S. Desenvolvimento de dispersdes solidas binarias visando o incremento da solubilidade aquosa
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O método desenvolvido demonstrou ser preciso por meio da repetitividade e precisao

intermediaria para os dois solventes analisados. Na repetitividade, os resultados obtidos

apresentaram um CV de 0,92 % para a agua purificada e 1,13 % para 0 metanol. Na precisdo

intermediaria foi demonstrado que o método é preciso para analises realizadas por analistas

diferentes em um mesmo dia e em dias diferentes, sendo a variacdo enquadrada dentro dos

limites especificados para ambos solventes (Tabela 9).

Tabela 9. Resultados experimentais obtidos na precisao intermediaria com os diferentes

sistemas testados.

Analistas

Dial

Dia 2

Agua Purificada

Analista 1

Analista 2

100,67 %

99,92 %

100,17 %

100,50 %

Dia
F calculado = 0,0095
F tabelado = 18,5128
Analista
F calculado = 0,3008
F tabelado = 18,5128

Metanol

Analista 1

Analista 2

100,15 %

99,77 %

100,39 %

100,30 %

Dia
F calculado = 3,8879
F tabelado = 18,5128
Analista
F calculado = 0,6526
F tabelado = 18,5128
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5.1.4.2 Especificidade

Para o método proposto, a solucdo amostra de EFZ nos dois solventes analisados
foram contaminadas com uma impureza zidovudina, ndo havendo interferéncia na absorcao

do EFZ neste comprimento de onda.

5.1.4.3 Linearidade

Os resultados do estudo de linearidade estdo agrupados na Tabela 10, bem como a
média dos pontos estudados. A analise de regressdo linear dos minimos quadrados
demonstrou um coeficiente de correlacdo de 0,9994 e 0,9939 para metanol e &gua,
respectivamente, indicando a linearidade dentro dos limites das concentracdes estudados,
obtendo-se a equacdo da reta y = 1,1107x + 0,0011 para o metanol e y = 0,9308x + 0,0081
para agua. De acordo os resultados, observou-se que o método é linear e ndo houve falta de
ajustes para as médias estudadas, apresentando um valor de F de 2,9582, abaixo do valor
critico tabelado de 4,3807.

Aplicando-se 0 método de comparacgdo entre duas grandezas, no qual o moédulo do
valor tedrico subtraido do valor pratico, sendo o resultado dividido pelo valor tedrico e
multiplicando por cem, obtém em percentual o quéo distante o resultado experimental esta do
modelo tedrico. Para os valores avaliados na linearidade, para ambos solventes menores, a
variacdo encontrada foi menor do que 5 %, sendo, portanto, adequados analiticamente
(BRASIL, 2003).
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Tabela 10. Resultados experimentais e tedricos para o parametro linearidade nos solventes
agua purificada e metanol.

Resultados Tedrico x
Préaticos Prético
Concentracao Abs Abs Prética
(ug/mL) Teorica Média (n3) DP% CV% %
5 0,143 0,146 0,004 2,986 2,098
8 0,229 0,228 0,002 0,914 0,437
Agua 9 0,257 0,252 0,007 2,646 1,946
purificada 10 0,286 0,292 0,006 1,907 2,098
11 0,315 0,322 0,003 1,076 2,222
12 0,343 0,338 0,004 1,067 1,458
15 0,429 0,421 0,006 1,323 1,865
5 0,277 0,275 0,004 1,455 0,722
8 0,444 0,448 0,005 1,007 0,901
9 0,499 0,502 0,005 0,913 0,601
Metanol 10 0,555 0,555 0,005 0,826 0,000
11 0,611 0,607 0,003 0,414 0,655
12 0,666 0,668 0,004 0,605 0,300
15 0,833 0,832 0,003 0,367 0,120

O método desenvolvido e validado segundo o ICH (ICH Q2A, 2005; ICHQ2B, 2005)
e a ANVISA (RE n° 899, 2003), apresentou a confiabilidade requerida para um método
analitico. Além de se mostrar como uma alternativa rapida, segura e de baixo custo quando
comparado ao método por CLAE.

Paralelamente, a absortividade molar demonstrou que pode ser utilizada no setor de
Desenvolvimento Analitico para facilitar o desenvolvimento de novos métodos, investigacdo
de desvios de qualidade e/ou adaptacdo dos mesmos. Por meio dos pardmetros utilizados,

demonstraram-se as vantagens do uso dentro do limite de confiabilidade analitica.
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PARTE EXPERIMENTAL II

5.2 OBTENCAO E AVALIACAO DE SISTEMAS BINARIOS COM EFAVIRENZ

5.2.1 Diagrama de Solubilidade de Fases

A solubilidade do EFZ em &gua foi de 8,34 ug/mL, indicando que este é insoluvel
em &gua, como relatado na literatura (F. BRAS 1V, 1988; SATHIGARI et al., 2009).
Paralelamente, de acordo com as curvas obtidas com os diferentes carreadores utilizados,
observou-se que esses influenciaram de forma distinta o comportamento do EFZ em &gua para
0 incremento da solubilidade.

Dentre os parametros avaliados, analisou-se a linearidade das curvas obtidas para
cada carreador, com o objetivo de observar a tendéncia no incremento da solubilidade do
farmaco em relagcdo ao aumento da concentracdo do carreador em solucéo, além do percentual
de solubilizacdo proporcionado em relacdo ao farmaco. Esses resultados foram avaliados a
partir do coeficiente de correlacdo (R? de cada curva e da concentracdo de farmaco
dissolvido nas concentracBes testadas. Os valores de R? variaram entre 0,1863 e 0,9968,
demonstrando que nem todos os carreadores proporcionaram um incremento linear da
solubilidade, apresentando variacOes aleatorias para as diferentes concentracdes (Tabela 11),
ndo sendo possivel prever, em alguns casos, 0 comportamento da solubilidade do EFZ em
solugdo com o aumento da concentragdo do carreador.

As solucbes que apresentaram um comportamento mais previsivel e linear foram
aqueles com os seguintes carreadores: polissorbato 80, Solutol HS15, LSS, Myrj 52, PVP K-
30 e &cido citrico. Para esses, 0 aumento da concentracdo do carreador foi acompanhado de
um incremento de solubilidade proporcional, demonstrando claramente a influéncia positiva

do carreador no meio aquoso.
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Tabela 11. Pardmetros do estudo de solubilidade do efavirenz obtidos com os carreadores a

25 °C.
Carreador Coeficiente R? % de incremento (conc.
angular carreador %o)
Acido Organico
Acido Citrico 4,24 x10° 0,9711 12,21 (1 %)
Hidrotopo
Uréia -8,04x10*t 0,5099 8,85 (0,5 %)
Polimeros
PVP K-30 1,50x 10* 0,9968 24,20 (1 %)
PEG 4000 435x10° 0,8859 14,64 (1 %)
PEG 6000 7,13x10* 0,8899 9,05 (1 %)
HPMC K-100 2,91x10° 0,7521 10,44 (0,3 %)
Poliol
Manitol -4,80x10 " 0,1863 11,17 (0,1 %)
Surfactantes
Polissorbato 9,01 x 102 0,9710 928,73 (1 %)
LSS 3,51 x 102 0,9522 318,18 (1 %)
Myrj 52 2,52 x 102 0,9534 248,85 (1 %)
Myrj 53 1,55 x 10 2 0,7542 216,66 (0,5 %)
Solutol HS15 4,08 x 102 0,9826 429,63 (1 %)
Gelucire 44/14 3,92 x 102 0,9028 378,87 (1 %)
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Na avaliagdo dos coeficientes angulares das curvas lineares pode-se observar a

seguinte ordem crescente de valores, com relacdo ao incremento de solubilidade do EFZ:
uréia < manitol < PEG 6000 < HPMC K100 < 4cido citrico < PEG 4000 < PVP K-30 < Myrj
53 < Myrj 52 < LSS < Gelucire 44/14 < Solutol HS15 < polissorbato 80. Esses resultados

estdo diretamente relacionados ao incremento de solubilidade observado do EFZ (ug/mL)

para cada carreador utilizado, como ilustra as curvas das figuras 11, 12 e 13, além dos

resultados do aumento de solubilizacdo apresentados na tabela 11. De acordo com esses,

quanto maior o valor do coeficiente angular, maior o incremento da solubilidade aquosa

proporcionado.
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Figura 11. Curvas do diagrama de solubilidade com polimeros hidrofilicos.
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Todos os dados relatados também podem ser visualizados através dos resultados
obtidos com o célculo da energia livre de Gibbs que demonstra a espontaneidade no processo
de solubilizacdo do EFZ. Em geral, o incremento da solubilidade esta diretamente associado a
valores de AG* < 0, que comumente é proporcional ao aumento da concentracdo do agente
solubilizante, logo quanto maior a contribuigdo para o valor negativo de AG, melhor serd o
efeito solubilizante (PATEL et al., 2008).

Em conformidade com os resultados anteriormente descritos, o valor mais negativo
de AG” foi encontrado para o polissorbato, seguido do sorbitol, gelucire, LSS, Myrj 52, Myrj
53, PVP K-30, PEG 4000, &cido citrico, HPMC, PEG 6000 e manitol, sendo os valores de
AG® mais negativos na concentracdo de 1 % de carreador (Tabela 12). Para uréia, nessa
mesma concentracdo, observou-se um valor de AG® positivo, evidenciando a ndo
espontaneidade do processo de solubilizacdo, 0 que pode ser constatado com a diminuicdo da
solubilidade do EFZ na presenca de uréia.

Apesar dos resultados demonstrarem que 0s agentes surfactantes/emulsionantes
proporcionam um incremento na solubilidade aquosa mais significativa em relacdo aos outros
carreadores, atraves de avaliacdes prévias demonstrou-se que estes se mostraram inadequados
para a preparacdo das dispersdes no estado sélido a partir das metodologias utilizadas visando
uma formulacdo sélida. Diante do exposto e dos resultados obtidos, optou-se pela preparacao
de dispersdes solidas utilizando o polimero PVP K-30, que dentre os polimeros testados,
proporcionou o0 maior incremento de solubilizacdo do farmaco (cerca de 25 %).
Adicionalmente, também é um polimero amplamente utilizado pela indUstria farmacéutica

com diversas finalidades, e amplamente citado na preparacdo de dispersdes.
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Tabela 12. Valores de energia livre de Gibbs para o processo de solubilizagédo do EFZ em meio aquoso com diferentes carreadores.

AG' (J.mol*) para os carreadores hidrossoliivess a 25 °C

carreador Acido Uréia PVP  PEG  PEG HPMC Manitol Polissorbatoe LSS Myrj My Solutol ~ Gelucire
% Citrico K-30 4000 6000 4 3 4

001  -19L18 -10386 -170.08 -333.80 3724 41377 810  -245040 25514 11292 4145 63710 -12733
0.05 68.88 -28398 46133 -664.73 -74.67 -31582 -35546  -60213  -1675.83 -3030.72 -3416.93 -3630.2 4I78.13
0.1 171 6888 -52182 81624 4885 -33407 72546  -7385.83  -3030.83 -524691 -3293.74 394189  -6307.81
03 19818 14501 126443 -777.84 -116.53 -347.74 49253  -10251.80  -775342 -716256 -6984.80 -8002.52 -8043.50
05 51569 -14880 -165748 -867.42 -147.02 -536.82 -315.82  -1033420 811540 -783097 -8076.40 -840839 -0057.82
07  -707.76 -30.23 -1995.82 -1059.12 -138.09 17537 -1083020  -8875.89 -8005.52 -6930.65 -8825.82  -0136.92
1 046.13 26086 -2642.03 -134.95 -205.15 11833 1168510  -902924 -8419.83 -7101.84 977379  -9462.04
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5.2.3 Ensaio de dissolugdo

Os perfis de dissolugcdo do EFZ isolado, DS e MF sdo mostrados na Figura 14 e 15,
resumidos na Tabela 13. A partir da analise desses resultados, observou-se que os perfis de
dissolugdo indicaram que o comportamento do EFZ incorporado nas dispersdes solidas
malaxadas, rotaevaporadas e misturas fisicas apresentam liberacGes totalmente distintas.

Comparando o farmaco puro as MF, observou-se que estas ultimas apresentaram as
mais elevadas taxas de dissolucdo de EFZ dissolvido. Dentre estes, a proporcdo 1:1 obteve o
melhor resultado (Qgo 76,08), demonstrando que mesmo sem interacdo quimica, as mistura do
farmaco com o PVP K-30 proporcionam melhores caracteristicas de dissolucdo. Esses
resultados podem ser atribuidos principalmente ao efeito hidrofilico do carreador, que além de
diminuir a tensdo interfacial entre o farmaco e o meio de dissolucdo, também contribui na
molhabilidade do farmaco, através da formacdo de um microambiente favoravel para
solubilizagdo em torno das particulas.

Com relacdo as DS rotaevaporadas, pode-se observar que este método ndo
proporcionou incremento na quantidade de farmaco dissolvido, sendo observado apenas um
aumento na taxa de dissolucdo nas dispersdes nas proporcdes 1:1 e 2:1 nos primeiros 15 min
de dissolugdo (Figura 14 e Tabela 13). Paralelamente, a propor¢do 4:1 obteve resultados
inferiores em relacdo a taxa de dissolucdo e ao percentual de farmaco dissolvido (Qeo 3,44),
guando comparado ao farmaco isolado (Qgo 34,19). Esse fato demonstra o efeito negativo do
processo de obtencdo por solvente nas dispersdes, principalmente com altas proporcdes de
EFZ.
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Figura 14. Perfis de dissolucéo das DS EV, MF e EFZ.
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Ao contrario das dispersdes obtidas pelo método solvente, o EFZ apresentou um perfil

de dissolugdo diferenciado nas dispersdes malaxadas. Embora 0 aumento da taxa de

dissolucdo seja geralmente observado em proporc¢des elevadas de polimero, em particular

neste estudo, observou-se um comportamento inverso para as DS malaxadas (Figura 15).
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Figura 15. Perfis de dissolugéo das DS MX, MF e EFZ.
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Neste caso, o sistema com o menor percentual de PVP K-30 (propor¢édo 4:1) mostrou-
se mais efetivo na taxa de dissolucédo do EFZ. Cabe salientar que em todas as DS, incluindo as
rotaevaporadas, foi observada a formacdo de uma malha consistente que tomou a forma da
capsula gelatinosa, apds a solubilizacdo do invélucro (Figura 16), sendo mais predominante
nas proporgdes 1:1 e 2:1, levando a uma lenta dissolu¢do das DS através de um processo
predominantemente erosivo. Esse fato pode estar relacionado a natureza do transportador
utilizado, associado ao processo de obtencdo, fazendo com que o polimero haja como um
forte aglutinante em contato com o meio liquido. Isso pode ser facilmente avaliado levando-se
em consideracdo a DS MX 4:1, onde a dissolugéo observada foi maior, devido a menor
quantidade de PVP K-30 incorporado ao sistema. O comportamento ora descrito, também foi
observado quando o p6 das amostras foram colocados diretamente nas cubas de dissolucdo.

Adicionalmente, a camada exterior da matriz polimérica formada pelo PVP K-30
hidratado pode ter conduzido a transformacao do polimero do estado vitreo para o maleavel
fazendo o polimero intumescer. A camada de pseudo-gel formada controla a taxa de liberagéo
do farmaco, que também é dependente da solubilidade deste, uma vez que 0 mecanismos de
liberacdo de farmacos com solubilidade inferiores a 0,5 mg/mL a partir de uma matriz €
predominantemente pelo processo de erosao, que também é influenciada pela propriedade do
polimero. Para estes casos, a velocidade de dissolugdo também dependera em grande parte de
algumas caracteristicas do farmaco incluso neste sistema, tais como: estado cristalino,
ionizacdo e tamanho de particula (ANDREETTA, 2003; HARDY et al., 2007).

Neste sentido, as MF demonstraram a influéncia negativa que os métodos de obtencéo
podem ter favorecendo este evento, sendo o incremento da molhabilidade proporcionado pelo
polimero hidrofilico nas MF relevante para proporcionar a melhora da taxa e do percentual de
farmaco dissolvido. Esse mesmo fendmeno de aglutinacdo também foi relatado em outros
estudos com diferentes tipos de carreadores, incluindo diferentes tipos de PEG e PVP
(AKBUGA; GURSOY; YETIMOGLU, 1998; SERAJUDDIN, 1999).
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Figura 16. Comportamento de DS MX 1:1 em cépsula gelatinosa no meio de dissolugdo com
LSS 0,5%. (A) Antes da dissolucgéo, (B) 10 min, (C) 15 min, (D) 30 min, (E) 45 min, (F) 60
min, (G) Aspecto da DS ap6s 60 min de dissolucéo.
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Para a analise comparativa de todas as formulacdes, foram calculados as ED nos
primeiros 15 min e ao final da dissolucdo (Tabela 13). Os valores de ED;s permitiram uma
avaliacdo comparativa das formula¢fes com relagdo a velocidade de liberagcdo mais rapida do
farmaco quando em contato com o meio. Enquanto que os valores de EDgy forneceram
informacdes sobre a eficiéncia do processo como um todo, levando em consideracdo a
eficiéncia total do processo de liberacdo do farmaco a partir dos sistemas avaliados. O valor
de EDys para o EFZ puro (1,93) demonstra a sua baixa dissolugéo inicial, que pode ser
fortemente atribuida a sua resisténcia a molhagem nos minutos iniciais da dissolucéo.
Contudo, o contato permanente com o meio adicionado de LSS, permite a diminuicdo da
tensdo superficial entre 0 meio aquoso e o EFZ, melhorando a molhabilidade do mesmo,
permitindo a dissolucdo gradual do farmaco.

Por outro lado, observou-se que as MF proporcionaram uma melhora nesse aspecto,
inclusive em relacdo as DS, devido a caracteristica hidrofilica do polimero, que contribui para
a dissolucdo instantanea do EFZ em contato com o meio; além de ndo haver interferéncia do
processo de preparacdo das DS, conforme descrito anteriormente. Esse mesmo fato pode ser
aplicado com relagdo aos dados de EDgp obtidos, sendo possivel também inferir que 0 EFZ
puro quando comparando as DS EV 1:1 e MX 4:1, estes ultimos proporcionaram uma

influéncia notavel na dissolucdo do EFZ, sendo mais significante paraa DS MX 4:1.
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Tabela 13. Percentagem e eficiéncia de dissolugdo do EFZ e sistemas binarios dissolvido ap6s
15, 30 e 60 min.

PARAMETROS DA DISSOLUCAO

Produto Qs Q30 Qeo ED;5 % EDgo %0
EFZ 14,87 + 5,23 2767+£3,02 34,19+397 1,93 22,66
MF 1:1 46,25 + 3,61 64,59 +510 76,08 +3,78 5,78 54,82
MF 2:1 22,82 +£9,98 50,12+ 7,54 69,46 £ 2,52 2,85 42,90
MF 4:1 44,20 + 4,47 57,35+8,73 71,61 +6,86 5,52 50,34

Dispersoes rotaevaporadas
DSEV 11 27,39+274 29,46+294 30,88 3,09 3,07 26,43
DSEV 2:1 5,713+ 7,29 7,04 £5,73 7,29 +7,04 3,15 22,30
DSEV 4:1 1,25+0,22 2,68 £ 0,39 3,74 £ 0,85 0,16 2,37
Dispersbes malaxadas

DSMX1:1 3,66 + 0,97 7,46 + 2,38 8,54 +241 0,46 5,85
DS MX 2:1 9,76 + 1,44 12,99+201 18,43+0,97 1,22 11,29
DSMX4:1 25,50 +6,42 45,15+9,20 58,83%6,72 3,19 38,51
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5.2.4 Caracterizag0es fisico-quimicas

5.2.4.1 Calorimetria Exploratdria Diferencial (DSC)

As curvas de DSC obtidas do material puro, processados e suas correspondentes

misturas fisicas foram representadas na Figura 17.
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Figura 17. Curvas DSC para componentes isolados e sistemas binarios de BNZ e PVP K-30:
(A) EFZ, (B) PVP K-30, (C) DSEV 1:1, (D) DS EV 2:1, (E) DS EV 4:1, (F) DS MX 1:1, (G)
DS MX 2:1, (H) DS MX 4:1, (1) MF 1:1, (J) MF 2:1, (L) MF 4:1.
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O comportamento térmico do EFZ pbdde ser evidenciado através de um pico
endotérmico correspondente a faixa de temperatura de 136,86 a 141,75 °C, caracteristico do
processo de fusdo da sua estrutura cristalina (Figura 17A), confirmada através de MEV
(Figura 18A) e DRX (Figura 19A). Para o PVP K-30 pode-se observar uma leve curva no
sentido endotérmico, no intervalo entre 36,99 e 143,07 °C, sendo até a temperatura de 102,36
°C devido a evaporacgdo de agua do material (Figura 17B), confirmado atraves da anélise de
TG, responsavel pela perda de 12,26% da massa do PVP K-30; ocorrendo paralelamente até a
temperatura de final o processo de transi¢éo vitrea do polimero.

O pico caracteristico do EFZ pode ser observado em todas as propor¢es das MF.
Paralelamente, foi observado um deslocamento nos picos de fusdo das MF de em média 3,21
°C, além de que quanto menor a proporcdo de EFZ no sistema em relacdo ao PVP K-30,
menor a energia requerida para o processo de fusdo do mesmo (Tabela 14). Esse fato sugere
que o PVP K-30 foi capaz de proporcionar uma leve solubilizagdo da fracdo de EFZ em
excesso no estado solido durante o processo de aquecimento, conforme fendmeno relatado
anteriormente por Kaewnopparat et al. (2009). Apesar desse fato, podemos observar através
dessa técnica que nao houve indicios de interacdes quimicas e incompatibilidades entre o
farmaco e o polimero nas MF. Paralelamente, também ha indicios de que o EFZ esteja
presente na forma cristalina, podendo ser confirmado atraves dos resultados dos estudos de
DRX.
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Tabela 14. Dados térmicos obtidos por DSC do evento de fusdo do EFZ

nas diferentes amostras avaliadas.

Amostra Intervalo de fuséo T max AH
(°C) (°C) (J/9)
EFZ 136,54 - 141,75 139,54 41,27
MF 1:1 129,26 — 138,84 135,31 4,87
MF 2:1 131,73 -139, 13 136,67 17,11
MF 4:1 133, 23 — 138,96 137,01 26,68
DSEV 11 - - -
DSEV 21 - - -
DSEV 4:1 115,89 - 131,67 125,10 3,00
DSMX 1:1 - - -
DS MX 2:1 - - -
DS MX 4:1 95,39 -114,01 107,57 3,26
118,18 — 134,71 124,95 4,07

Adicionalmente, as DS MX e EV nas propor¢des 1:1 e 2:1 (Figura 17C, D, F e G),
apresentaram comportamento térmico semelhante, devido a auséncia de picos do EFZ,
possibilitando inferir sobre uma possivel perda da estrutura cristalina do farmaco nessas
amostras. Contudo, essa informacdo s6 pode ser confirmada através do auxilio das demais
técnicas utilizadas, como a DRX.

Através da curva de DSC referente a DS EV 4:1 foi possivel evidenciar a presenca de
um pico de fusdo com um deslocamento de 14,44 °C, além de uma baixa variagdo de energia
requerida para esse processo, que provavelmente indica uma diminuicdo da cristalinidade das
particulas avaliadas, decorrente de alguma interagdo entre os componentes. Paralelamente, na
curva da DS MX 4:1, observou-se a presenca de dois picos deslocados, corresponde a
formacdo de duas fases devido ao excesso de farmaco, sendo a quantidade de polimero
adicionada insuficiente para a solubilizacdo completa do farmaco. Apesar desse fato, pode-se
observar uma diminuicdo acentuada da fusdo do farmaco ainda presente forma cristalina no

sistema avaliado.
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5.2.4.2 Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

A analise de MEV permite avaliar a morfologia dos produtos isolados e na forma de
sistemas binarios, possibilitando uma possivel correlacdo entre a estrutura morfoldgica e o
tamanho das particulas com os resultados obtidos através das demais analises realizadas na
investigacdo da formagdo de uma dispersdo solida com o aumento da solubilidade de
farmacos. As eletromicrografias dos materiais isolados (EFZ e PVP K-30) e dos sistemas

binarios (MF e DS) estao ilustradas na Figura 18.

Figura 18. Eletromicrografias de MEV: (A) EFZ, (B) PVP K-30, (C) DS EV 1:1, (D) DS MX
1:1, (E) MF 1:1, (F) DS EV 2:1, (G) DS MX 2:1, (H) MF 2:1, (I) DSEV 4:1, (J) DS MX 4:1,
(L) MF 4:1.
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Através dessas pode-se observa a forma cristalina do farmaco EFZ, apresentando
cristais irregulares de formato ortorrombico (Figura 18A); enquanto que o PVP K-30 (Figura
18B) é composto por particulas amorfas esféricas bem caracteristicas.

Por outro lado, nas eletromicrografias das DS MX e das EV 1:1 e 2:1 nédo foi
visualizada a morfologia cristalina original do EFZ, ocorrendo também uma dréstica mudanca
no aspecto do polimero. Diante disso, esses sistemas apresentaram-se cOmMoO pequenos
agregados amorfos de particulas ndo sendo possivel a separacdo visual entre farmaco e
polimero. Contudo, observou-se uma diferenca nitida entre a morfologia das dispersdes
obtidas pelo método de MX e EV. Portanto, a drastica mudanca da forma e do aspecto das
particulas, sugere a formacdo de uma nova fase solida, que pode ser atribuida & mudanca do
estado cristalino desses sistemas binarios, levando a existéncia de uma unica fase; ou a uma
real conversdo do estado cristalino ao estado amorfo devido as possiveis interacfes quimicas
ocorridas entre o polimero e o ativo no processo de obtencdo das dispersbes solidas
(PRESMISH, 2009).

Com relacdo a DS EV 4:1, foi possivel visualizar algumas particulas do EFZ
inseridas em particulas maiores de dispersdo, demonstrando que apesar das mudancas
observadas em relacdo as particulas originais, ainda ha particulas do farmacos na forma
cristalina, o que pode ser confirmado pela curva de DSC dessa DS, que apresentou picos
referentes a fusdo do EFZ nas fases do sistema avaliado. Apesar de ndo ser possivel a
visualizacdo nitida dos cristais de EFZ na DS MX 4:1 por MEV, sendo possivel ver apenas
pequenas particulas no aumento de 8.500X, ha indicios de sua presenca através das demais
técnicas utilizadas.

Portanto, embora esta técnica ndo seja conclusiva para avaliar a existéncia da
formacdo de dispersdes verdadeiras no estado sélido, pode ser util para provar a

homogeneidade dos sistemas.
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5.2.4.3 Difracéo de Raios X (DRX)

Os difratogramas do farmaco em relacdo a algumas dispersfes indicam alteracfes
produzidas na estrutura cristalina originais do EFZ. o0 difratograma deste, revelou a presenca
de um pico bem distinto que pode ser observado a 26 em torno de 6,24°, além de outros de
menor intensidade em 10,56°, 11,04°, 12,34°, 13,34°, 14,28°, 15,36°, 17,0°, 19,4°, 20,3°,
21,38° e 25,02° (Figura 19A). Por sua vez, o PVP K-30 foi caracterizado por completa
auséncia de picos, caracteristico de composto amorfo (Figura 19B), colaborando com os
dados obtidos com 0 DSC e MEV.
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Figura 19. Difratogramas do EFZ, PVP K-30 e sistemas binarios: (A) EFZ, (B) PVP K-30,
(C)DSEV 1:1, (D) DSEV 2:1, (E) DSEV 4:1, (F) DS MX 1:1, (G) DS MX 2:1, (H) DS MX
4:1, () MF 1:1, (J) MF 2:1, (L) MF 4:1.
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As MF apresentaram difratogramas similarmente sobreponiveis ao fa&rmaco indicando
que a cristalinidade néo foi afetada pelo processo de obtengdo das mesmas (Figuras 191, J, L).
O resultado ora apresentado esta em concordancia com os anteriormente descritos.

Nas DS EV (Figuras 19C, D, E) apenas na proporcdo 4:1 foi observado no
difratograma a presenca do pico principal do farmaco, apesar de ter ocorrido uma diminuigao
da intensidade do mesmo. Essa caracteristica também foi apresentada nas proporc¢des 1:1 e
2:1 das DS MX, sendo mais evidente na propor¢do 2:1. Contudo, pode-se afirmar que ainda
h& uma tendéncia ao comportamento amorfo nas amostras analisadas. Por outro lado, a DS
MX 4:1 apresentou um comportamento mais cristalino, apesar de haver uma diminui¢do da
intensidade dos picos em comparacao ao EFZ.

Diante do exposto, € possivel sugerir que o PVP K-30, durante os processos de
obtencdo das DS, diminui o estado cristalino do EFZ tanto nos sistemas malaxados quanto
nos rotaevaporados, apesar de as DS EV apresentarem uma reducdo mais acentuada da
cristalinidade nas proporcdes analisadas. Apesar de esse aspecto contribuir para incremento da
solubilidade do farmaco, uma vez que as formas amorfas possuem mais facilidade de
solubilizacdo do que as formas cristalinas, o estudo de dissolu¢cdo demonstrou juntamente
com esta caracterizacdo que neste caso, a cristalinidade ndo € o fator limitante no incremento
da taxa e do percentual de farmaco dissolvido. Por outro lado, o processo de preparacdo
utilizado também possui influéncia direta nos resultados apresentados, devendo ser

cuidadosamente avaliado na obtencao desses sistemas.
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5.2.4.4 Infravermelho com transformada de Fourier (IV-TF)

Utilizando esta técnica obtivemos o espectro do EFZ, representado na Figura 20A.
Neste foi observado a presenca das seguintes bandas caracteristicas: 3314 cm™ (vibragéo de
estiramento N-H), 2249 cm™ (vibragdo do estiramento C=C), 1742 cm™ (vibracio de
estiramento C=0), 1601 e 1494 cm™ (vibracdo de estiramento C=C do anel benzeno), 1240
(estiramento C-N) e 1165 cm™(vibracdo de estiramento C-O). Na regido de menor
frequiéncia, as bandas de 1073 e 1037 cm™ foram atribuidas as vibracdes de deformagdo C-H
no plano e em 976 e 926 cm™ na deformacdo C-H fora do plano. E por fim, as vibragdes de
estiramento de C-F é observada na freqiiéncia de 689 e 652 cm™.

Paralelamente, o espectro do PVP K-30 (Figura 20B) apresentou importantes bandas
em 2952 cm™' (estiramento C—H) e em 1647 cm™' (estiramento C=0). Em 3419 cm™ também
pode ser visualizada uma larga banda atribuida a presenca de agua, confirmando o pico
endotérmico detectado na analise por DSC.

Os espectros de IV das misturas fisicas (Figura 201, J, L), em geral, foram semelhantes
no que se refere a sobreposicdo das bandas de EFZ e PVP K-30, com predominio do EFZ,
indicando a ndo interacao entre esses.

Para todas as DS, a banda referente ao estiramento OH em 3419 cm™ do PVP K-30
mostrou-se ausente; assim como também a banda em 3314 (N-H) do EFZ, com excecdo das
proporcbes 4:1 (Figura 20E, H), em que foi verificada essa banda em menor intensidade.
Paralelamente, estiveram presentes em todos os espectros de dispersdes as bandas referentes
ao estiramento C—H e C=0 do PVP K-30 e do C=0 do EFZ, sendo estas sempre em menor
intensidade e apresentando um pequeno deslocamento. Esse comportamento também pode ser
aplicado as bandas em 689 e 652 cm ™.

Portanto, através dos resultados observados, pode-se inferir que em todas as dispersdes
solidas, independentemente do processo de obtencdo, houve interacdes intermoleculares entre

0 PVP K-30 e 0 EFZ, principalmente ligagdes de hidrogénio.
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Figura 20. Espectros de infravermelho dos componentes isolados, MF e DS. (A) EFZ, (B)
PVP K-30, (C) DSEV 1:1, (D) DS EV 2:1, (E) DS EV 4:1, (F) DS MX 1:1, (G) DS MX 2:1,

(H) DS MX 4:1, (I) MF 1:1, (J) MF 2:1, (L) MF 4:1.
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5.2.5 Caracterizacdo farmacotécnica

As propriedades fisico-mecénicas de compressibilidade e compatibilidade foram
avaliadas para a DS MX 4:1, e sua respectiva MF, visando avaliar qual a vantagem que o
processamento para a obtencdo da DS tras em relacdo a simples mistura fisica dos
componentes e do farmaco isolado destinados a formas farmacéuticas solidas. Tais resultados
foram mensurados a partir da densidade aparente, compactada, Indice de Hausner e Carr,
sendo os resultados apresentados na Tabela 15.

Tabela 15. Resultados das propriedades de compressibilidade das amostras analisadas.

PRODUTOS dap dcp IH IC
(g/mL) (g/mL)

EFZ 0,16 0,26 1,61 37,89%
MF 4:1 0,35 0,55 1,59 37,14%
DS MX 4:1 0,71 111 1,54 35,23%

*dap = densidade aparente; dcp = densidade compactada; IH = indice de Hausner; IC = indice de Carr.

De acordo com os dados apresentados, observou-se a baixa densidade do efavirenz
matéria, conforme relatado na literatura (VIANA et al. 2006), sendo evidenciada uma
melhora expressiva das densidades da dispersdo malaxada.

O indice de Carr exprimiu de forma percentual a capacidade de compressibilidade dos
p6s analisados, onde valores acima de 21 % sdo considerados de baixo fluxo e
compressibilidade. Adicionalmente, o indice de Hausner, similar ao IC, indicam que valores
entre 1,25 e 1,5 exigem a adicdo de lubrificantes para melhorar o escoamento, enquanto que
valores superiores indicam fluxo ruim (AULTON, 1998). Logo, de acordo com esses
parametros, todas as amostras apresentaram caracteristicas de baixo fluxo, apesar de ter
ocorrido um aumento significativo das densidades, principalmente da DS. Contudo, apesar
desses dois ultimos pardmetros, indice de Hausner e Carr, nio apresentarem melhoras
consideravel na caracteristica da DS, pode-se observar que houve uma modificagdo na

caracteristica de aderéncia do farmaco, que apresenta afinidade por superficies de diferentes
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tipos de materiais, dificultando ainda mais o seu manuseio e escoamento, sendo considerado,

portanto, um aspecto positivo do sistema malaxado em relagdo ao farmaco e MF.

5.2.6 Estudo de Estabilidade

A partir da avaliacdo das curvas de TG das amostras antes de serem submetidas a
estocagem na condi¢des determinadas, obteve-se que o EFZ apresenta dois estagios de
decomposigéo, sendo o primeiro entre 230,38 a 276,58 °C e o segundo relativo a carbonizagao
(Figura 21).
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Figura 21. Curvas de TG das amostras antes de estocagem (o), obtidos a 10 °C/min sob

atmosfera de nitrogénio com fluxo de 50 mL/min.

Analisando-se a curva de TG para o PVP K-30, observa-se uma perda de massa
relativa a perda de agua (Am = 12,55 %), que ocorre entre 42,28 e 102 °C e posteriormente
um processo principal de decomposicdo na faixa entre 405-458 °C, na ordem de 58,20 %;

seguido de carbonizacao.
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Com relagdo as MF 4:1 e DS MX 4:1, pode-se verificar trés processos de
decomposicdo, sendo dois principais. Nesse estudo, serd considerada a primeira etapa de
decomposicéo para a avaliacdo da estabilidade do farmaco. Essa primeira etapa encontra-se
na faixa de 231,76-283,13 °C para a MF e 237,15-278,76 °C para a DS. Logo, pode-se
evidenciar que o PVP K-30 proporcionou uma maior estabilidade no sistema binéario farmaco-
polimero, uma vez que houve uma diminuicdo estatisticamente significativa (ANOVA one-
way) da quantidade de farmaco degradado na mesma faixa de temperatura.

Para as amostras submetidas as condi¢cdes de estocagem, em temperatura e umidade
controladas, concluiu-se que ndo houve mudancas em relacdo ao comportamento inicialmente

observado (Figura 22), sendo os dados obtido apresentados na Tabela 16.
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Figura 22. Curvas de TG das amostras ap6s serem submetidas a estocagem (30 dias), obtidos

a 10 °C/min sob atmosfera de nitrogénio com fluxo de 50 mL/min.
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Tabela 16. Resultados obtidos com sistemas avaliados antes e apds condi¢fes adversas de

estocagem.

To (antes da estocagem)

Tao (@pbs estocagem)

Amostra Intervalo de Am (%) Intervalo de Am (%)
decomposicéo decomposicao
(°C) °C)
EFZ 230,38 - 276,58 75,91 232,45 277,42 75,55
MF 4:1 231,76 — 283,13 54,18 236,04 — 283,95 56,69
DSMX 4:1 237,15-278,76 53,99 236,28 — 280,51 58,47

Para a curva de TG do PVP K-30, observa-se apenas uma perda de massa mais

acentuada de agua (Am = 20,76 %), devido a sua natureza higroscopica e a atmosfera imida

submetida.

As analises realizadas no 1V-TF, também confirmaram a auséncia de modificacdes das

bandas apresentadas pelas amostras iniciais, demonstrando que as amostras permanecem

estaveis mesmo em condicBes adversas de estocagem (Figura 23).
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Figura 23. Espetros de infravermelho das amostras submetidas a condi¢6es de estocagem
durante 30 dias: (A) EFZ, (B) MF 4:1, (C) DS MX 4:1.
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Conclusao
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6. CONCLUSAO

e O método desenvolvimento e validado por espectrofotometria no UV-Vis para doseamento
do farmaco EFZ mostrou-se adequado para rotina laboratorial, sendo de fundamental
importancia para as analises realizadas, apresentando a confiabilidade requerida para um

método analitico;

¢ Na avaliacdo dos sistemas binarios com o antirretroviral EFZ e PVP K-30, observou-se que
as metodologias empregadas para a preparacdo e as propor¢oes utilizadas do carreador em
relacdo ao farmaco influenciaram significativamente nas caracteristicas fisico-quimicas desses

sistemas.

e Observou-se um incremento na taxa de dissolucdo na dispersdo malaxada 4:1 e nas
misturas fisicas devido as caracteristicas dos sistemas formados na presenca do PVP K-30 e

dos métodos de obtencdo utilizados;

e Em altas proporcdes, o PVP K-30 mostrou-se inadequado nesses sistemas por dificultar a

liberacdo do farmaco, apesar de diminuir a cristalinidade do efavirenz;

e Diante dos resultados apresentados, a DS MX 4:1 também foi avaliada com relacdo a
densidade e compressibilidade, demonstrando um aumento significativo na densidade
aparente e compacta apresentada em relacdo ao farmaco isolado. Adicionalmente, esse
sistema também se mostrou vantajoso com relagéo a estabilidade, apds avaliagdo por TG, uma
vez que diminuiu a quantidade de farmaco degradado, mesmo apOs serem submetidos a

condigdes de estocagem em condigOes adversas.
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7. PERSPECTIVAS

e Testar a obtencdo de DS pelo método de evaporacdo por spray dried, o qual podera
proporcionar caracteristicas fisico-quimicas, farmacotécnicas e de dissolucdo mais

diferenciadas;

e Realizar estudos adicionais dando continuidade ao desenvolvimento de uma formulagdo
solida, através do planejamento de formulacbes para adequacdo dos parametros requeridos a

uma forma farmacéutica sélida.
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UV-VIS SPECTROPEOTOMETRY ANMALYTICAL METHOD DEVELOPMENT FOR QUANTIFYING EFAVIRENZ An UV-Vis
specirophoinmetry analytical method for quantifyisg, Efaviress wis developed and velidaied o an allemative to replace the HPLEC
currest metkod. The eport methad presents sample concentration of 10 pg ml.-, dissolved in o sohiSos sthanol-water (G0R4D0, Wi,
economic and technically adequale for the purpose sdopied. The resulis and the: sintstical treated peoved that the method being
coonsidered an precise and soourale analytical low oost aliemative for lsboraiony routse. The sdapahility of s methed in product
and other aralytical methods development has been challenged by mattematical caloslation of dmg extincSos coefficiest i water

and methanal and practical exg

Eepwords: LY. i spectroscopy; Efuvirem: amalytical method.

INTRODUCAD

() Efavirenz (EFE) € um firmace inibidor da tmnscriplass -
versz nio mocleosidion, ublbado desde 1998 em msociscio com
oulros agenics antirciroyimis no rminmonio do infocg e pole vines
da imunodeficiéncia humana ' Atualmentc € utilizade por oorca do
75 mil dax 200 mil peseoss cm terpis antirretroviral no Bmsil, che-
sando & represeniar um custe de U058 42,930,000 cm 37, Contodo,
a licenciamonio compulsdnio, ocomido no fnal desic mesmao ano,
passibilitou 20 Brasil a prodogio mcional do medicamenio, goran-
tindo o socsso wniversal 2 um nimen cada ver meior de pacionics,
medusindo custos ¢ vishilizando a susientabilidade do Programa de
Toongas Scxnalmentc Transmissiveis

Mo Brasil, sssim como cm gmande parie do mundo, esie frmeco
€ considomdo como de primeirne cscolho, associndo sos Hirmacos
widivuding o lamivuding na torapis antimctravirl; coooio pam. gos-
tmnies & criagngas menones de 3 amos. FExso opcio ot fundsmentsds
m clevada potfincin do supressSo viral, comprovada eficiicia o lango
|raro o a0 menar risce do ofcitos advorsos.

Mo Hierolwra cientifica inbomacional, diversos méiodos anali-
ticos pare @ quantificacie do EFE sio preconirados oilizando-se
cromalografio liquida de alta chciéncia (CLAE) do firmaco isalado
© ma forma farmacéutica cipsula’ assim coma cm plasma na forma
isolada ¢ aszociade a oubrs anBrmciroevirais © % Contoda, nenhum
méiodi analitico por cspectrofiolzmetria de absorgiio no ultravislota
visfwel [L'Y-vis) il relatado,

Esin iécnica € reconhecida peles vanisgens relacionndos s s
i, sondo ulilizada principalmonic no controle de qualidade oo indiis-
trin farmaofatica, que oxipe mpidor ¢ confinbilidads nos reselindos.
Alm disso, possui baino cusio operacional, sendo de Rl oiilizoacio
© produz resultades de inlerpeeingiio bastanie: simples. ™

Paralclamenis, & noocssidade de propercionar qualidede is medi-
gites quimices cetd sendo cada ver mais neconhecida e exigida ¥ Logo,
jpam garantir que um nova miodo analilico gore informagicos confid-
Weis, & mesmi dove passar por wma avaliag e denominads validecio.

nits, showing i nng resulis.

4z mail: pedo polim & pg.copg br

A validacio & wm procosso continoe que comega no plancjamenio
da cstmidgia analitica ¢ continua 20 longo de tndo o doscovolvimento
¢ ansforincia do wm méinde. Para regisime do noves prodotos. o
dirgdo regulador do Bracil, o A péncia Nacicnal de Vigilincia Sanitinia
(ANVISA), oo dus Estadoes Unidos da América, o Food and Dirug Ad-
mimistration (FIMA), cxipom o validagio das meledologias analiticas
©, para isso, sio cstabelocidos dooomentns oficinis goe dinocionom
as critérios a sorem adotados nossc processa.

Logo, o validegdo lomou-sc wma fommenia de gualidade o ndo
mais um proforme inflecivel ¢ miomatizadn. Com o deseovalvi-
menko do schor de Descovolvimente Analitico dentre do Conbrole
de CQualidade, os cnicos ganharam fGexibilidade para adaplar os
miéindins antipos, imvestigar doswios da qualidade ofou desoovolver
mivens mitodos pars o8 firmaccs de micresse.

Mo atmalidade, o fundamento da Wécnica amalitica c 2 splicago do
oguatdos conhocidas acclem o imvestigagio o atimizacio dos méodos
© priticas aplicados. Aplicando-se o cilowly de shsornividade malar
a0 méiodo desemvolvide © validado parm o fimeco EFE pode-se
meclativizar gualquer resuliado perade cm absorvincia para qualgquer
sistcma de solvenic cmprogado, perando ngilidede o Boxibilidade ao
setor de Desemvalvimente Analilica.

Portanto, cssc estudo desorovs o descmval vimenioe © o validagio
de um método onal flico parn quantificaciio do mabéria prima EFE, de
forma que o meéioda olenda s cxigincias do fefermatione] Conference
an Hermowization (ICH Q2A © ICH Q2ZE)™" ¢ da ANVISA (RE o°
99 de 2003),™ conficrindo praticidade, confinbilidade ¢ baixo custo
para 2 viilizngio desic méioda no rotine labomional da indisina
farmacéutica

PARTE EXPERIMENTAL

Material ¢ meétodos

Matéria-prima, reagentes £ vidrorias

Pam &5 ciapas comespondonics @ doservivimonio do método o
sun validogio, fornm utilizades o molérin-prima EFE (Cristilia®, lote:
128507, toor SR 0FE) © o soo nespoctivo padriio de trabalhao {Xiamem
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Mchem®, lote 050501, twor SB.A2%) c 2 madérin-prima ridavuding
(Mortheast® lote: DY 070041, toor 97.88%) parn o dotcrminagio
ia cepocificidade do méledo dosoovalvido. (s reagonics utilizados
fiaram scetonitrila [Yelec®, lole 0806979 metanol (Cinética®, lole
11850); dlcoal ctifico shsoluta (I¥inimica®, kot 30065 ¢ Yoiec®, lole
DRG], Scido cloridrico (Dinfimica®, lote 10023) ¢ dgua ulirapuri-
ficada obtida por Willi-C) Millipore® (Milli-0) System, Masschuscis,
LUSAL Uitlizarmm-se vidraras voluméincas calibradas com cerizhi-
cadi de calibragio por loie do fabricanic Saclic®

Equipameatos

(0% cquipamenics utilizados foram balanga amalilica Bioprocisa®,
madcle Ft 21 MN; espoctrofotiimetno LY. Yis B5E2 Micronal®; agita-
dor magndiion SRER ¢ uliressoen 1.500 Bamson®(70W de polfncia).
Parn a reprodutibilidade fomm utilizados os scguinios oguipamonios:
balanga amalitica CT 225 Sartorins® cspoctrofolimetn UY-Vis
miadele 50 Vankel® o ltrassom 2510 Bamson™®.

Desemvolvimeate do métode anelitice

Primecimmenic realizow-se om icsic de selubilidade (2 25 %)
com diferentes solvontes (Sgun. dloood ctilico absoluio, metanol,
accbanitrila ¢ fcido cloridrico 0,1 M), do aconda com o Fanmacopeio
Hrasileim. ' Meste estudo obscrsou-sc o comporamente do frmace
cm diforenbes solvenies, com objotive de definir o melhor solugdo
diluenic parn o méndo analitico descnvolvida. Para tal, levou-sc om
oonsidemagio o poder do salubiliragio do firmmecs, oosto o iovicidade
do sebvenic ¢ a sonsthilidade do firmoce frenie a0 comprimenta de
onda utilizada. Diante disio, realizoe-sc uma varmcdura ma (@i de
200 a 70 mm nos difcrenies sisicmas do solvenies proposios {Tabela
11, parn o identi ficagdo do comprimento de onda que opmesentsris o
valor do absorbdincia mais adeguade parn o mélode. A calibragio
o oquipamenta cspoctrafolémetro foi roalizads straves do padrics
de refordncia mstreados pelo Natione] Institute of Steadords cad
Teckaclogy (NIST)L

Tabela 1. Sisiemos solvesirs wtifrados s peeponcio da solugio mids 4=
500 pg mll.” {1 diluigo) = da siugdo amostra de 10pg ml (2 diluigio)

1= dilsicio I diluigio

mesimanl metanal

mstascd dlcoad etilios

mstasc] sedema de diluiglo (flcoal silico:
g purificadas, G40, wivd

dlcoo etilios dlccal etilios

dlooo] exilioo metanal

flooo edilios seiema de diluiglo

aceinmitrla figun purificada

FPostcriormeonie fvram realivndos comparagios ontre s amosims
abiidos peles icnicas de agitscdn por olimssonicagio o ogitag o mag-
nélica (ambas scm aguocimenta), paralclamente & variacio do lompo
de ngitacdo (5, 10 ¢ 15 min para ultmssomicacdo ¢ 10 ¢ 15 min pam.
agitacio magnéiica). Alm dissa, realizou-se s verificacio da csiahi-
lidade dax amastras, no Ssicma de selvenic escolhido, svofando-se o
mspecio visual o o absorhiingia das mesmas, propamdas cm triplicaln
no inbervalo de 0, 24 ¢ 48 h. na presenga © suséncin de oz

Preparacio da sologio amostra

As amesiras de EFY. fomm analiticamonic pesadas ¢ solubilizades
cm dloool ctilico absolulo, wlimssonicadas par 10 min, obicndo-sc
uma conocnimgio final de 500 pg ml.?, opds aferigio do balio
volnmétricn. Uma aliquots fiod retirdn dessa solugio pam diloigSa,

{huim. Noviz

ubilizamdn-sr coma sistema de sobvenies flonol etifion shsnlulazdgus
purificada (60:40, v, obiemdo-se uma concontracio fnal de 10 pg
mil. . As amostras foram proparadas e iriplicaia ¢ lides ne compri-
mento de anda de 247 nmo

Freparacio da curva controle

Partinde da. soluglo cstoque do padriie de EFE (500 pg mL"),
Foram realizadas diluicdcs com o sistoma dlcoo] ciilico absoluto:dgua
puri ficada (6040, vfv) para 2 obicng o das scguinics conoomitragdos:
B. 10« 12 pg ml-\. A curva conbmle foi preparads disriemenic ©
utilizada para os célculbos das conconbmpics.

Pardmetros ovalicdos

Mo processo de validaciio dests metodologiz snalitica foram
avalindos o scguinics pariimetros: mobusice, lncaridade. intorvalo,
limille de deloogdo, limile do quantificacio, procisio, coatidio ¢ es-
pecificidade, de acordo com a5 normas exstahelecidas pelo ICH® ¢
pela RE o° 90003 (ANVIZA)LY

A confiabilidade dos parfimetros avalindos podc ser ocbsonvada
pelo cochicionie do variagho (CY'E) oo desvio padrio relativo de
uma séric do modides. Pam cads pardmetr svalisde, foi doicrminado
um CW% menar que 5% ™ ¢ tralodes estatisticamente par Amdlise do
Yarifincia (ANOVAY One- Wiy o oste § do Stodent com um nivel do
significiincia de 95%.

) onsaio pam detorminagio da robuster: foi realiosado  parti da
variagdo dos scguinics parfimotros: fabricanto do dloond clilico ab-
soiluta {Tindmica® ¢ Vetec™), influEncia da lnminosidade (presenga o
ausEncia de lur) o empo de proparacio dos omostras (0, 1, 2, 3, 4 k).

A lincaridade do método foi worificada o partic da andlisc de rés
curvas mléntices nos concentraghes de 5, 8,9, 10011, 12 15 pp
ml." de EFE Os resultadas oblides foram tratados estatisticamente
atrwwés do cilcule de ognessio lincar pole método dos minimos
quadradas. Também foram oslimados os Gmites de detoccio (LI
« quantificacin (L) dc acords com o cquagdes LD = DP x 30 ¢
Ly = DN x 1V, onde DP € o dosvio padrio do inleroopto com o
cino do ¥ oblide com os rés curvas de lncaridade © IC ¢ a médin
dos cocficicnics angulores des respoctivas corvas. Pa calould-bos,
foi considerado o desvio padrie do rola com relegdo i absorbiincia do
primeire nivel de concentrgian de EFFE das trés curvas do calibragio.
Apezar desses parimetros ndo serem cansiderados como requisitos
nooessdrios para tesies do categoria | de validecdo (Tesies quantitati-
Vs pan & detorminagio do principie ative om produlos (ermactuticos
« mat€rins—primas).” os mesmos Foram realizados para a utilizagio
om nma pastorior validscdo de limpeza de cquipamentes.

A precisio do mélodo foi avalinda nos niveis de repetitividade
« reprodutibilidade (precisio interlabomborial). A repetitividade foi
werificada por & dolcrminagics individunis o 100% da conconbragio
tesiz (10 pg ml."), analisadas em um pogqueno intervalo de tempae.
Para o parkmetro procisio miermedifins, 3 réplicas foram analissdos
varando-sc os dios © os amalistes, ambas ambém na conconbragio
de 100%. A reprodutibilidade foi realisada om dois labombdrics
diferenies em irplicais de amostras.

A oxatidio foi definida através da manipulagio do amastras
proparades om triplicats nes conocntmpies do 80, 100 o 1206 da
concentragio iedrica do EFE, senda determinnda apss o exiobeleri-
menio da lincaridade ¢ intorvalo do método.

0 parimctre cspecificidade foi ver ioado atnnds da contaming-
o da solucio mie de 500 g mlde FFE com 1 myg do antinnetroviml
zidavuding, com o abjetive de observar o cspecificidade do méindo
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frenic 2 wma possivel contamimaciie, j§ que ambos sfio manipulados
ma mosma dmra de prodogio de oma indistria. A sologio milc conta-
mimacs foi diluids para sc abler wma solugiio no concentracie de 10
pg mi ! Também foi proparada uma solugiio amostra néo conlaming-
da, contendi apenas o EFF ma mosma concontrag o © oute: sologio
ruma concentragio de 0.2 pp ml.! do widovoding, comespandenic
4 concenitragdo final desic firmaco no solughe contominada de EFE
apdis diluigia,

Determinag o da nbsortividade mokar

A mspectrofoiometrin € fundomentadn na bei de Lambeont-Beer,
que € o base mabcmilica para medidas de sbsorgio de radingiio par
amasiras no cstado sdlida, Hguido o gascso, nos negidos wlimmvickos,
visivel ¢ infraverme lho do cspoctno cletmmag nétion. A absortividads
maodar () ¢ wma gmndern cancioristica da espécic absorvenie, cnja

gritudc depende de campri de onda da rading o incidente T
s amisiras para & dotorminagio da shsortividade molar do EFE nos
ol venies igua purificads ¢« metsns fomm preparados oiilizando-se
2 mesma bionica descrila anlericemente, variando-sc aponas o lempo
de sanicagiio das amostras proparades cm dgua (4 h). Pam as loituras
das amninsires, lnmibém s uklinon o comprimento de onda de 247 nm
do métnda deseovolvido e validade.

Verificogio da aplicabilidade da absortividade molar

For meic dos s parfimetros nitifizados me oovalid scie do miéodo
analition, vworificou-so cetatisticamente a diforenga dos esoliados
indricos obiidos por meie do cilculo da ohsorividade molar e dos
rosuliadas priiticos realivados com os dois solvenics, dgua purificads
© molanol. This parimetros foram caccutados do forma. idéntica &
validagio do método desomealvido com o sisiema solvente Sloool
ciflico shsoluta: dgua purificada (60640, v

RESULTADNOS E MSCUSSAD
Desenvel vimenio do métode analitico

Canforme avalisgiio da solubilidade do EFZ frenie a diferenies
w0l venics, obscrvou-50 que CsiC sC aprosenia como pralicamonle in-
solinec] 0w insolivel cm dgua o om dcido cloddrico 0.1 M, conforms
clazsificacio da Farmacepein Brasileira T Para o solfvente soctonitila,
o fiirmaco apresentou-so facilmonie soldvel. coguanio que para os
solvenics melancl © floool cilico abselulo o fBrmaco =0 mostron
jpouc solivel.

s resuliados obtidos formecem informagpdes imporianies sobe
o companamenie do fimmaco, possibilitando o cscolha inicial dos
=0l venies mais adoquados parn 3 completa solubilivag o do EFE ©
qui pormilemn o méxima csizhilidade da solugio, proporcicnando &

Parn o méindo cm descovolvimenia, uiilizarm-se inicial meondc
metanal, flcool eiflico © acdoninla, come selvenics micais de
solubiliragio. Apis o cscolba destes salvenics, foram realimmdas
varnoduras utilizando virias combinaghes do solvenics paa a dilwgo
dax solughes, incluinda & possibilidade da sdigfo de uma propargia
de dgun. A proporgio dosic no sSsicma foi doicrminada de acordo com
a cxtmhilidade do EFYE cm pormancocr seldvel por 48 h om repouso,
apds complcta saluhilizsgdn. Ax combinagfies dos sistemas esindos
jpar o preparsgio dos amostras osido descrites na Tabela 1.

s vancduras cspectrofoiométricas, roalizades para verificagio
dos sisbemas que aprosentavam os melhones absompbes no fice de
comprimenies do onda cotre 3K ¢ 700 nm, domonsiraram que
tndos s sistcmas wosiados aproscotaram absorpbes scrmclh o

Despavolvimenio de méindo smliics pars quantificas o do Efaviress 3

comprimenie de 247 nm; com excogdao di sistoma acclonitrilatigua,
que aproscnion wma ahsongio duns vorrs maior aos oulos sislcmas
na concenitragdo do 10 pg ml. . Porlania, devido i alis solubilizagio
deste fimaco nestc solvenbc ©, conscquenicmente, do absorgio
clovada na faixn do conoontragio woslada, csso sistoma mosLon-so
inadequada par o méinda.

Somada oesic faio, pars o cscalha final do sistoma o sor utilomdo,
lovou-sc om considoragiio a tox icidades ¢ o custo do solvenic, além da
pussive] ndiciin de wma propongio die Sgna 5o sistema, o gue 5 Escilits
ax britwras provenicnies de estndos de preparag o de complexos com
ciclodextrinas, disporsics sdlidas ¢ cnsaios do dissolugio. Levando
om considerngdo cssos critérios, optou-so pelos solvenios dloond
ciilicafsisiema de diluigio {looo] ciilicocigua, 60:40, vv) poa &
primein o sogunda diluigics, respoctivamcnic (Figem 1)

i s et
2045 nin

12

Figun 1. Extratar gaimica do EFE (C_H CF N0} ¢ varrederns expectre-
Jomitrica me sisfena selvenie seleciomads

Mas enilises realivndos para & determinagdo do Gpo o mpe de
agitecio ma proparacio das amostras, foi possivel definir a olirassoni-
oo por 10 min como o méindo o ser padronizado, oma vee que csio
50 EpCsClo oo o mais oficionis pare o méodo proposio (Tabeda 23
Tabela 1. Resuliados experimeatais do desemvolvimesio do méiodo com
relagiio no Gpo e iempo de agitacio das amosins

“Tipa! Amosra | Ameernl Amosta3 Médin CVE
“lempeo de agitacio

Somicacgio Smin 0,400 0405 145 0403 058
Sosicacgo [0min 0,510 asil L519 0513 4%
Somicacgo ISmin 505 0502 LSO 0503 4

Fcalculado = 25,7146 F tnbeladn = 5,1432

Agitscso 10min 0,471 0476 041 04M 053
Agiticio 15 min 0,405 401 D46 0404 054

F caloulado = 130250 F sbelado = 7,086

Validagio do métedo analitico

Rofroerier

0 méinde desomvalvido domanstrou sor robusio guanio & va-
ringin dos fbricanies de dleool etilicn shsoluta, De scorda com os
ezl tadas ohiidos, o F calculsde pars esse parimetra foi de 00218,
inferior ao F abelado (7,7086), sondo o CV de 0028 © 0,14 pam os
fabricanics Dindmica® ¢ Yewex®, respoctivamente. Com relagdo &
avaliagiio da estabilidode das solugdics no intervalo de 4 b a partir da

giio dos amostrs © do influéncia do lominosidade, oblesc-sc

| s }
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um F calculode de 2,1 185 (F belada = 5,1922) ¢ 4. 1784 (F mbelsdn
= 53176}, respectivamente, demonstrando que nio hiove diferencas
aslatisticamentc significativas onitrs os mesmas | Tabcla 3).

Tubela 3. Resltados da robusies com melegio a0 parimetro lumincsidade =
estubalidads das nmostiras

Conceatracin %
“Fempao th) Presenca de fumfacia de e
0 100,24 100,51
1 10,77 100,58
1 100,22 100,83
3 101,15 100,83
4 101,41 100,15
Middia 101,10 100,76
V& oM 015
Linearidade

A aniilise do regrossio lncar dos minimos guadrados apresentou
um cocficiente de conrelagie de 099978, indicando Hncanidode
dentr dos |imiles dax concenbragées estudsdos, obiendo-sc o ogqua-
o da reta y = 000520x — 0,099 Atravds da andlise de varifincia
[Tabcla 4) pode-sc tostar o validegio do méiodo ¢ o significincia
aostatizlica da corva sjustadys. De scordo os nesulisdes, sheervon-se
qu o miétodo € lincar ¢ niio houve falin do ojustes para o midias
csindadas, aprescnlands um valor de F do 2,9582, ahaixe do valor
critice tabelade (4,3807).

Tubela 4. Resliado do traamesto ssiatistion por ANOVA onr-way pom 2
regressio [mmear

Fonie 0 Gl MO F_ Filo
Modele OABBERETTT 1 DABRERATTT 155150 43807
Residual O000SCRITS 19 31482005 Cuorva linsar

Falm de gjusie O2B4ITEDS 5 LESGERE0S 0543 20582
Esre purs 0000506333 14 3AMSHE0S Moo hd flis de ajuse
Trotal O4BDEA0S2 M0 D02S4ME

Ainda comeo rosuliado da ovaliaghe da lincaridade, caloularam-
e o8 LI e L. Os resulisdos encantrodes: fomm de 0,21 pars LD e
0,69 pg ml." para L0

Precixdo

(¥ mifinda desomval vido demonsirou ser precise nos s niveds
avalindos: ropetitividade, procisio intermedidirio o roproduti bilidade.
Parn o parimectrmo ropotitividade os rosuliadoes obtidos aprosooitamm
uma média de: 1032 & wm OV de 1.35%., abaixn do vabor mdximoe
specificado. ™

Ma procisio inborenodisinia fini demonstrado qgue o método & procisy
parn andlises realizadas por anolisios diferentes cm om mesma diae
«m diss diferenics, esiondo & variagis cnocontrads dontro dos limites
aspecificados, pois atrmds do tmamonlo cstatisticr foi domonstra-
o que o F calculados par as anilises fomm monomes do que o F
writica (Tabela 5}

0 méind iInmbém o aproscotou. reprodutivo quando avaliade
om diferenies Ishomldrios, utifrando oquipamentos diforentes. Os
resulindos avafisdos podem sor visualirados na Tabela &

Exatidia

A exatidio do método foi averigooda sirovés da anidlise de
tris concontragios distinkas (B0, 100 ¢ 120%], cncontrando-sc os
resuliados dontro dos limiles cspocificados. Par csic pardmetro, fai
aplicada o tesie f Stodent, o qual demanstrou goe o fcaloulsdo pam

(i Nova
Tabels 5. Remlindes syperimentais chiidos na peecislo islermedidnia com
o5 diferenies ssiemas iestado

Asalistas D | D2

Aloool etllice: dees (G40, wid
Dia
F calculado = 2119
F mhelado = 18,5118
Asalisiz
F calculado = 12408
F mbelado - 18,5128
Apua purificada
Dz
F calculado = (L0095
F mhelado = 18,5118
Asalisiz
F calculado = 0,308
F mbelado = 18,5128
Mtnsel
D
F calculado = 3 229
F mbelado = 18,5128
Asalisiz
F calculado = (LE526
F mbelado = 18,5118

Asalista | Ia%E  10051%

Aumalista 2 10052% 100265

Asalisia | IETE  10017T%

Asalista 2 20025 100 50%:

Aunalistz | 100,15%  1003%%

Asalisia 2 0% 100 30%

Tabels §. Reslidos enperimesiais obéidos para o reprodudibilidsde

Labormtédein 1 1 3 Mg COVG
I 100,77 D808 1058 MEl 1505 Fealculdo = L7384
i} 0047 DBES D004 004 03 Fisbelado = 7,086

coda concontregio foi de 08308; 0L8543  0,3515, nospoctivamenie,
scndo cxios monoees que a i abolado {4, 3026), comprovando que néo
hoaren difcronga significativa onbre as mddias das tifs conoonlmgics
analizadas.

Para o método proposio, o salugin amastra de FFE fod oontami-
nada com wma impurcea, o fdovoding. Embora csic firmaco possun
ahso; fic méxima no comprimente de onde de 270 nm. ™ mwito préxi-
ma a0 comprimenta em astwde (247 mm], nio howrve inlerferéncia
ahsorgiin do EFY neste comprimenio de onda © ma concontragiio de
0.2 g ! de ridovoding. Exse valor encontra-se dontro do intorvalo
que comproonde os LI e L) da rdoveding, que sio de 000394 ¢
00597 pg ml. T respoctivamenie (Figura X

= EFZ+Zidiovuding
—EFL
1.0 Tinwurding

0B+
e
LER

L=

o

o F] :In =0 43 1;11 500 5\'51 a0 ljﬂi ™
()
Fignara 2. Varredarar mepadar e @ mvafiopto de epenifinidads do mends
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Vol. XY Mo, OO0

Ahsortividade malar (£)

A nbsorbiincin da amostra foil de 0,555 para o solvenic motanol
< 0,318 parn a dgma purificada, por meio da aplicagio da cquagio
M = m/mal x ¥; onde M € 2 conoentracio molar, m € 8 massa ©
V¥ o volume. Conhecida o massa misder do FFFE (315,68 g mol ™),
ftom-sc que & concentragdo molar do mesmie 2 10 pg ml" € igual a
31677 x 10° mod. Aplicando-se o cquagio e = Abs M, caliculou-sc
Jim:l.ﬁvidaclsmuln.rdulﬂ'?::mi.gmpuriﬁud.lmﬂhl":m‘:]
o metanol (1753059 M~ cm L Uma wez realizndo o calculado da
absorividade molar do firmaco no solvenic do intcrosse, pode-sc
desoobrir & concentraciin malar de goalguer smestrn desconhecids
solubilirads no sehvenic cm questda.

Verificagio da aplicabilidade da absortividade miolar

Precisdo

) méindn desenvolvide demonstrou ser procise por meio da
mepetitividade o precisio inlermedifina pars os dois solvendes anali-
sados. Na ropolitividade, os resulindos obtidos aprescniaram um OV
do 0.92% para a dgua purificada o 1.13% pam o molanol. Na precisio
intermiditria fni demonstrado que o méindn € prociso pars anilises
mealiradas por snalisios diforenics cmum mosmo dio c om dias difc-
monies, scndo o vanisgio cnguadnda dentro dos lmiles cspecificados
jparn ambos sdvenics (Tabela 5

Expecificid

Parn o métndo proposio, a solugio amaostm de EFE nos diis sol-
venies amalisados foi contaminads com wma imponesrs, Gdovodina,
nia bavendo inbcrferéncia ma absorgiio do EFY nosto comprimenio
do onda,

Linearidads

s nesultados do cstudo de lincanidade cstdo agrupadas na Tabcla
T, bemn como a miédia dos pontos estndades. A onilise de regressio
linscar dos minimos quadrados demonsiron um oocficienic de come-
lagiio de 0,994 ¢ 0.9493% parn metanol © Sgun, espectivamenic, indi-
canda & lincaridade dontro dos limiles das concentmpies cxtudodas,
abicndo-sc o cguagio do retn v = 1,1107x + 0,0011 pam o moiand
oy = 0,9308x + 0L.00B] pam dgua D ocordo com os rosulisdos,
vorificon-s0 gque o método ¢ linmar o ndo houve falin do ajusics para
ax miédias exindndss, opresemtando om valor de F de 29582, shaino
o valor critico tabelado de 43807

Aplicando-sc o méiodo de compamgio ontro duas grandezas, no
qqual o médulo do valor ipérico sobtmide do valer pritico, senda o
mesulindo dividido pelo vabor bedrico ¢ multi plicando por cem, obiém-
5 cm porccninal o quio distanic o resoltade cxpeimental cstd do
modchs idrico. Para os volones ovalindos na lncoridade, parn nmbos
salvenics menores, @ varscio cnoonbmds {of memor do que 5%, sonda,
jparianta, adequadas analiticamente {Tabela 717

CONCLUSAD

Oy miéindo aprosontadao foi descovelvido o validado scgundis o K2H
(CH QXA 2005; CH 2B, 2005) ¢ o ANVISA (RE n” 890, 2003),
apresenion aconfinbifidade roquerida pars wm método analitico. Além
do 5o mostar como uma allcmativa rdpida, scpura © de baixe cuslo
cuands compamda s ménda por CLAE

Paralelamenie, o absartividade malar pode sor utilizsds no sciar
do Diemcorvalvimenin Analiticer pam facililar o descovolvimento do
novas mélndos, 2 invest pacio de desvios de gualidode céon adoptacio
dos mesmos. Por mcio dos pariimeiros utilizsdos, demonstarom-se
as vaniagens do uso dontm do limile do confiabilidade analitica.

Desegenbvimenio de méiodo amlitico pars quantifica o do Efnvares 5

Tnbels 7. Resulisdos Fyperimesinis = isérioos par o parimetrn linearidsde
mos solventes dgua pursficads ¢ metmol

Pemindes  Tidrico
prigons x Pritico
Concestracin  Abs A pniso
fpiml) i Médinty ¢ TV E®

5 0143 0146 00M 2086 LN
purficada B 010 02 OO0 0914 0457
0 0357 0257 0007 IedE 1M
1o 038 0207 00K 1907 LME
1 035 037 0 10E 1
12 043 033 00M 1067 1458
15 04 0421 0006 1373 LBS
Metanal 5 I 0275 oM 1435 0TR
B 0444 044 0005 1007 00l
v L4 0502 0005 093 el
] 0555 0555 0005 0&M 0D
1n 0611 0607 OO0 0414 0ESS
12 0666 Of6E  DOM 0605 030
15 083 081 000 0367 01
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