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RESUMO

A AIDS (sindrome da imunodeficiéncia adquirida) € uma doenga pandémica, que
representa questdo de Saude Publica considerando as milhdes de pessoas
infectadas, especialmente nos Paises menos desenvolvidos, e os altos custos dos
antirretrovirais. Em 2010, o governo brasileiro quebrou a patente do antirretroviral
fumarato de tenofovir desoproxila (TDF), comercializado sob o nome de Viread®,
considerando ser estratégico para o tratamento da AIDS e hepatite B. Isto estimulou
a concorréncia das industrias farmacéuticas para a produgcdo do TDF genérico,
distribuido nas redes publicas desde 2011.Entretanto, os métodos descritos na
literatura para a determinagdo do TDF, na sua grande maioria, s&o parafluidos
biolégicos e medicamentos em associagao utilizando cromatografia. Contudo, ainda
ndo foi encontrada monografia oficial para o TDF. Portanto, considerando o valor
agregado e estratégicodo ensaio de dissolugdo para o desenvolvimento e controle
de qualidade dos medicamentos, este trabalho objetivou desenvolver e validar
métodos para quantificacdo e dissolucdode comprimidos de TDF.Como diferencial,
utilizou planejamento experimental e eficiéncia de dissolugdo para encontrar as
melhores condi¢gdes analiticas.Buscou-se versatilidade,com aplicagao de um sistema
lab-madeautomatizado, controlado via software,utilizando a analise de inje¢cdo de
fluxo (FIA) para realizar a coleta sequencial das amostras nas 6 cubas e a
diluicdoon-line, com leitura em espectrofotometro UV.O planejamento fatorial utilizou
o tempo de dissolugdo e a velocidade de agitagdo como variaveis independentes.
N&o houve diferenga significativa em nivel de 5% na dissolugdo, mostrando que o
ensaio pode ser realizado em qualquer velocidade ou tempo dentro do intervalo
testado. Estabeleceu-seentdo, o uso do aparato de pa em50 rpm, com 900 mL de
meio, e tempo de coleta de 30 minutos. Diferentes tipos de filtros e modos de
filtracdo foram testados sem interferéncia significativa (p>0,05), optando-se pelo filtro
qualitativo de 1 mm na dissolugdo convencional e de |a de vidro para dissolugao
automatizada FIA-UV. Os meios de dissolugdo: aquoso; HCI 0,1 mol L™"; HCI 0,01
mol L"; e tampao fosfato pH 7,4, foram avaliados pelo perfil de dissolucdo, e a
porcentagem de eficiéncia de dissolugdo foi calculada, sendo o HCI 0,1 mol L
considerado o de melhor eficiéncia. Os métodos de teor; dissolugao convencional;
eem sistema de fluxo desenvolvidos e validados mostraram-se: especificos e
seletivos, sem interferéncia do placebo no UV; lineares, comlimites de detecgao e
quantificacdo adequadosna faixa terapéutica dos comprimidos; precisos, repetitivos
para quantificacdo e dissolucdo intradia e inter-dias; exatos, com recuperacdes
médiasna faixa recomendada pela ANVISA.Desta forma, considera-se que os
métodos propostos constituem alternativa viavel e ferramenta analitica aplicavelao
desenvolvimento e controle de qualidade dos comprimidos deTDF genérico.

Palavras-chave: Planejamento experimental. Dissolugdo. Instrumentagéo. FIA. UV.
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ABSTRACT

AIDS (acquired immunodeficiency syndrome) is a pandemic disease, which
represents public health issue, having millions of people infected, especially in less
developed countries, given to high-costs of antiretroviral drugs. In 2010, Brazilian
government broke the patent of antiretroviral tenofovir disoproxil fumarate (TDF)
traded under Viread® name, considering being strategic for AIDS and hepatitis B
treatment. This, stimulated national pharmaceutical industry competition for
production of TDF generic, distributed in public health care since 2011. However,
methods described in literature for TDF determination, in their major, use
chromatography for biological fluids with association of medicines. However, it still
not found any official monograph for TDF. Therefore, considering strategic value of
dissolution testing for development and quality control of medicines, this study aimed
to develop and validate methods for quantify TDF tablets and dissolution testing. As
differential, experimental design and dissolution efficiency were applied to find the
best analytical conditions, seeking versatility, with application of fully automated lab-
made system, controlled by software, using flow injection analysis (FIA) to perform
sequential samples collection in 6 baths, filtered and on-line diluted, reading on UV
spectrophotometer. Factorial design used dissolution time and rotation speed as
independent variables, show no significant difference at 5 % level of dissolution,
showing that assay can be performed at any speed or time within the tested range.
Analytical condition established, paddle apparatus at 50 rpm, with 900 mL of
medium, and collection time of 30 minutes. Different types of filters and filtration
modes were tested without significant interference (p>0.05), so 1 mm qualitative filter
was chosen for classical dissolution and glass wool for FIA-UV automated
dissolution. Dissolution media: water, HCI 0.1 mol L" ', HCI 0.01 mol L ', and
phosphate buffer pH 7.4 were evaluated by dissolution profile and efficiency of
dissolution was calculated, showing that HCI 0.1 mol L™ " has the best efficiency. The
methods developed and validated for content, conventional dissolution testing,
andusing flow system proved to be: specific and selective without placebo
interference in UV; linear, with appropriate detection and quantitation limits within
therapeutic range of tablets dosage; precise, with repeatability for intra-day and inter-
day quantification; accurate, with average recoveries within ANVISA recommended
range. Thus, it is considered that proposed methods are feasibly, an analytical tool
applicable to development and quality control of generic TDF tablets.

Keywords: Experimental design. Dissolution testing. Instrumentation. FIA. UV.
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1 INTRODUGAO

A sindrome da imunodeficiéncia adquirida (SIDA ou AIDS) € uma
doenga pandémica que tem como agente etiologico o virus HIV (Human
Immunodeficiency Virus). A AIDS infecta milhdes de pessoas em todo o mundo,
sendo o maior numero de casos nos paises em desenvolvimento (UNAIDS, 2013).
Na histéria da pandemia do HIV, o Brasil foi pioneiro ao criar um Programa Federal
com distribuicdo gratuita da terapia antirretroviral (TAR) (OKIE, 2006). A politica
brasileira dos antirretrovirais (ARVs) tem apresentado aspectos inovadores, nao
somente por garantir a distribuigdo gratuita dos medicamentos, mas também, por
estimular sua produgdo nacional (GALVAO, 2002). O antirretroviral utilizado no
Brasil desde julho de 2003 para o tratamento da AIDS é o fumarato de tenofovir
desoproxila (TDF). Esse farmaco apresenta ainda, resposta positiva para supressao
do virus da hepatite B (BERG et al., 2010; GISH et al., 2005; SWEETMAN et al.,
2007).

Quimicamente o TDF é o 9-[(R)-2-[bis[(isopropoxicarbonil)oxiimetoxi]
fosfonillmetoxi]propilladenina fumarato com a férmula molecular C19H30N501oP
*C4H404 (Fig. 1) e massa molar de 635,52 (BUDAWARI, 2001; USP, 2014),
pertencente a classe dos inibidores da transcriptase reversa analogo de nucleosideo
e nucleotideo (ITRNN) (GARFORTH, PARNIAK and PRASAD, 2008; LAVRA, 2006).

Figura 1 - Estrutura do fumarato de tenofovir desoproxila (TDF)

Fonte: USP (2014)
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O FTD é um pro-farmaco, ja que sua atividade antiviral necessita
que esse seja fosforilado por quinases (SOUZA e ALMEIDA, 2003; BENNETTO-
HOOD, LONG eACOSTA, 2007), cujo metabdlito trifosfato formado é o responsavel
por interromper a replicagcdo do DNA (LAVRA, 2006). O medicamento atua através
da inibicao competitiva com o desoxinucleotideo trifosfato fisiolégico, impedindo a
extensdo da fita e consequentemente a replicacdo viral (MANENTI, 2008). Os
farmacos analogos de nucleosideos destacam-se como terapéutica de primeira linha
contra a infec¢ao pelo HIV-1(GARFORTH, PARNIAK e PRASAD, 2008;BERG et al.,
2010). Existem no mercado no momento, oito medicamentos nucleosideo-
nucleotideo, capazes de inibir a enzima transcriptase reversa que sao: zidovudina
(AZT), estavudina (d4T), zalcitabina (ddC), lamivudina (3TC), didanosina (ddl),
abacavir (ABC), emtricitabina (FTC) e fumarato de tenofovir desoproxila (TDF)
(SOUZA, ALMEIDA, 2003;DE CLERCAQ, 2009).

O TDF por ser considerado estratégico pelo Programa Nacional de
DST-AIDS é de interesse para a saude publica no Pais, ja que corresponde a quase
10% dos gastos do programa. Em 2008, o Instituto Nacional de Propriedade
Industrial (INPI) negou a concessao da patente, detida pela Industria Farmacéutica
Gilead (EUA) para o Viread® (MINISTERIO DA SAUDE, 2014).Sem o
reconhecimento dos direitos da patente, surgiu a oportunidade em 2010, para outras
empresas solicitarem registro do TDF como medicamento genérico e similar.
Existem quatro registros de medicamentos genéricos do farmaco TDF, em nome das
empresas: Fundagdao Ezequiel Dias (FUNED), Blanver Farmoquimica, Laboratério
Farmacéutico do Estado de Pernambuco (LAFEPE) e Cristalia Produtos Quimicos
Farmacéuticos.

Entretanto, aproducido nacional do medicamento antirretroviral TDF
requer o cumprimento da legislagao vigente no pais para registro de medicamentos
genéricos ou similares (BRASIL, 2003; BRASIL, 2010). Dentre os requisitos exigidos
esta a realizacdo de testes in vitro e in vivo para comprovacdo da qualidade,
seguranca e eficacia.

Como as formas farmacéuticas sélidas orais tém aumentado de
maneira significativa nos ultimos anos, devido a ampliagao das prescricbes medicas,
os ensaios de dissolugdo vém ganhando consideravel importancia, ja que a
absorcdo do farmaco depende: da liberagdo da sua forma farmacéutica; da sua

dissolugdo ou solubilizagdo sob condigdes fisioldgicas; e de sua permeabilidade
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através do trato gastrointestinal (MARCOLONGO, 2003). Assim, ensaios de
dissolucdo in vitro constituem um dos instrumentos essenciais para avaliagao das
propriedades biofarmacotécnicas das formulagcbes (DALMORA et al., 2010;
SOARES et al., 2010).

Os resultados obtidos por estes ensaios: auxiliam no
desenvolvimento e avaliacdo de novas formulagdes; permitem verificar sua
estabilidade; possibilitam correlagdo in vivo — in vitro; e fazem parte da
documentagéo para registro de novos produtos, junto as autoridades regulatérias.
Ja, para a area de producdo e controle de qualidade, os resultados deles
possibilitam: detectar desvios de fabricacdo; assegurar uniformidade durante a
producao de um lote; reprodutibilidade lote a lote; avaliar a qualidade da formulagao,
em funcdo do tempo e condigbes de armazenagem, durante o periodo de validade
do produto. Permitem ainda, a avaliagdo apds o registro do produto, e podem
auxiliar na decisdo quanto a realizagdo de estudos de bioequivaléncia
(NICKERSON, 2001).

A realizagdo de testes para controle de qualidade in vitro de
produtos farmacéuticos requer a utilizagao de métodos publicados em farmacopeias
reconhecidas pelo 6rgédo regulatério nacional a Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria (ANVISA). Na auséncia de monografia oficial com métodos gerais para
controle de matéria-prima e formas farmacéuticas correlatas inscritas na
farmacopeia brasileira, pode se adotar a ultima edicdo da monografia oficial de um
dos seguintes compéndios internacionais das farmacopeias: Alema, Americana,
Argentina, Britanica, Europeia, Francesa, Internacional (OMS), Japonesa, Mexicana,
Portuguesa,e na auséncia destes podem ser utilizados métodos devidamente
validados (BRASIL, 2009).Apesar de o TDF estar disponivel comercialmente, sua
monografia ndo consta em farmacopeias recomendadas pela ANVISA.

O TDF esta descrito na lista da “USP Pending Monographs” e
embora a publicagdo na web tenha sido autorizada pela FDA (Food and Drug
Administration) para comercializagdo do farmaco em territério americano, ainda néo
faz parte do compéndio oficial e pode sofrer alteragcdes (USP, 2014). Outros
compéndios oficiais, inclusive a farmacopeia brasileira 5%Edigdo (2010), n&o
apresentam monografia para analise do tenofovir.

Sabe-se que a escolha do método analitico deve ser criteriosa, pois

falhas podem comprometer a seguranca e eficacia do medicamento. Por isto, a
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validagdo de métodos desenvolvidos deve avaliar parametros de adequabilidade
quanto a: especificidade, linearidade, precisao, exatiddo e robustez, segundo
preconizam os principais compéndios oficiais (FDA, 1994; ICH, 1996; USP, 2010;
BRASIL, 2003).

Convém ressaltar que, a validagao € o ato documentado que atesta
que qualquer procedimento, processo, equipamento, material, atividade ou sistema,
consistentemente levam aos resultados esperados (BRASIL, 2010). Portanto, a
andlise de farmacos é necessaria nas diversas fases do desenvolvimento
farmacéutico, desde os estudos de formulagao e de estabilidade, até o controle de
qualidade com testes farmacoldgicos e toxicoldgicos realizados em animais e
humanos. A falta de métodos confiaveis de avaliacdo de qualidade dos produtos
farmacéuticos limita a eficiéncia dos programas de validagéo e de vigilancia desses
produtos (BAKSHI e SINGH, 2002; TRULLOLS et al., 2004; WHO, 2006).

Pela sua confiabilidade, a maioria das monografias da Farmacopeia
Americana empregam meétodos cromatograficos (USP, 2011).Entretanto, apesar da
eficacia da técnica, deve-se considerar a necessidade de seu uso em um
monofarmaco, especialmente quanto a quantidade substancial de solventes
organicos utilizados na fase moével, por vezes téxicos. O uso de solventes tem
gerado preocupacgédo, e levado a busca por métodos alternativos que minimizem a
producdo de residuos. Neste sentido, esforgcos tém sido feitos, visando reduzir o
impacto desses solventes no meio ambiente. Este direcionamento na questao da
reducdo do impacto da atividade quimica ao ambiente vem sendo chamado de
greenchemistry, ou quimica verde, quimica limpa, quimica ambientalmente benigna,
ou ainda, quimica autossustentavel (LENARDAO et al., 2003).

Portanto, a utilizagdo de métodos alternativos a cromatografia que
nao necessitem de solventes com estimada toxicidade sdo bem vistos. A
espectrofotometria € um método simples sem ser simplista, que pode ser associado
com sistemas automatizados, como no caso de sistemas de injegdo em fluxo (FIA),
constituindo em uma ferramenta alternativa a cromatografia.

Apesar de haver métodos descritos na literatura para determinagao
do TDF, a maioria aborda a associagédo de farmacos, se destinaa fluidos bioldgicos,
emprega solventes organicos e utiliza equipamentos sofisticados, como o HPLC e o
LC-MS/MS.Encontrou-se a determinacdo de TDFem comprimidos por método

espectrofotométrico no UV, estudada por Shirkhedkar, Bhirud e Surana (2009).
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Shama e Mehta (2010) estudaram a associacdo de TDF, lamivudina e efavirenz; e
Sudha et al. (2010) a determinagcdo em matéria-prima e comprimidos de TDF e
emtricitabina. Ja, Joshi et al. (2009), Patel et al. (2009) e Sharma, Gupta (2009)
utilizaram o método HPTLC para determinar a associacdo de TDF e emtricitabina em
comprimidos.

Métodos de HPLC foram propostos por Mangoankar, Desai (2008) e
Appala et al. (2008) para a determinagdo simultdnea de TDF e efavirenz em
comprimidos; enquanto Raju & Begun (2008) realizaram sua determinagéo
simultanea de emtricitabina, TDF e efavirenz; Kandagal et al.(2008) quantificaram o
TDF em formulagdes farmacéuticas e plasma humano; Rezk, Crutchley, Kashuba
(2005) determinaram simultaneamente emtricitabina e TDF no plasma humano; e
King et al.(2006) determinaram o TDF no sangue.

A determinagdo do TDF no plasma empregando LC-MS/MS, e do
TDF associado a emtricitabina foi estudada por Delahunty, Bushman e Fletcher
(2006) e por Massaki et al.(2007). Ja, Gomes et al.(2008) utilizaram além do HPLC
também o detector de massas para a quantificagdo simultdnea do TDF e da
emtricitabina em plasma humano, para aplicacdo no estudo de bioequivaléncia de
ambos os farmacos.Porém, ndo foram encontrados na literatura, estudos de ensaio
de dissolugédo que utilizassem planejamento experimental e eficiéncia de dissolugéo
para encontrar as melhores condigbes analiticas, e que empregassem sistema
automatizado com injecao de fluxo para conferir versatilidade, seja na diluicdo on-
linecom reducao no uso de solventes, seja na aquisicdo da absorvancia sequencial
de amostragem nas cubas.

Assim, considerando:a importancia de se tratar a AIDS e a hepatite
B; os custos dos antirretrovirais;a escassez de métodos oficiais farmacopeicos
reconhecidos pela ANVISA para o TDF; a demanda por métodos limpos; o valor
agregado do ensaio de dissolugdo; itens imprescindiveis para o controle de
qualidade na fabricagdo nacional, especialmente por ser tratar de um genérico
distribuido pela rede publica;este trabalho propde o desenvolvimento e a validagcao
de métodos de quantificacdo e dissolugao, utilizando planejamento experimental
empregando sistemas automatizados por injecdo em fluxo e UV,para o controle de

comprimidos deTDF.
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2 REVIS AO BIBLIOGRAFICA

21 HIV

De acordo com Gilbert(2007) o virus HIV se iniciou em 1930 na
Africa Subsaariana. A partir do sequenciamento genético foi isolado o virus HIV-1,
grupo M, subtipo B, nos haitianos em 1966. Entretanto, em 1959 foi isolado do
sangue de uma mulher da Republica Democratica do Congo, um virus muito similar
ao HIV-1. Com isso, foi suposto que esse virus se originou em 1930, e entdo migrou
para o Haiti, quando profissionais voltaram do trabalho no Congo. Supostamente, o
virus migrou dos chimpanzés para os humanos, quando cagadores foram expostos
ao sangue contaminado dos animais. Acredita-se que o virus em questdo, era
geneticamente igual ao HIV-1, e foi chamado de SIV (virus da imunodeficiéncia
simia). Apds esse fato, o virus foi se diversificando até chegar em 1969 nos Estados
Unidos. Ja em 1981, depois do virus ter continuado a se diversificar, e uma grande
parte da populacdo homossexual ter sido contaminada, a AIDS foi entado
reconhecida.

O HIV pertence ao género lentivirus da familia Retroviridae.
Atualmente sdo conhecidos dois desses retrovirus, o HIV-1 e o HIV-2. Ambos estéo
estreitamente relacionados com os lentivirus de primatas, o SIV. Isto fornece base
para afirmar que muito provavelmente sao resultados de transmissdes entre as
especies de primatas africanos (ETIENNE, 2011).

O HIV-1 pode ser divido em quatro grupos principais (M, N, O e P),
sendo que cada um dos grupos podem ainda ser divididos em subtipos, como no
caso do grupo M, que compreende dez subtipos diferentes. O grupo M corresponde
a 99% das infecgdes ao HIV-1 no mundo. Esses subtipos estédo relacionados a uma
determinada area geografica e de transmissdo. Do grupo M, o subtipo B é
sobressalente na Australia, Europa e nas Américas, ja o subtipo C predomina no
leste e sul da Africa (PAYDARY, 2013). O HIV-2 inclui oito grupos (grupos A-H) se
originou a partir da SIV do primata SootyMangabey, e pode ser encontrado
principalmente na Africa Ocidental (STERLING, 2005; PAYDARY, 2013)

O virus HIV-1 e HVI-2 diferem em 60% as suas sequéncias de
acidos nucléicos. Ambos causam infeccdo das células CD4+ da linhagem dos

fagécitos e linfécitos mononucleares e progridem a AIDS. Sendo que o HIV-2 ainda
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apresenta cargas virais mais baixas, declinio mais lento de CD4+, menores taxas de
transmissao vertical, de 20 a 30% menor chance de progressdo a AIDS, e ainda
apresenta uma resisténcia inerente aos inibidores de transcriptase reversa nao
nucleosideos (ITRNNs) (LEVER, 2011; STERLING, 2005).

Ainda nao se sabe ao certo, quais foram as caracteristicas virais e
moleculares que permitiram aos ancestrais dos HIV-1 e HIV-2 aultrapassarem a
barreira entre as espécies, adaptando-se aos seres humanos, ja que a maioria dos
virus infectantes de animais selvagens, ndo tem capacidade para cruzar essa
barreira. Como também, se necessita de mais estudos para descobrir por que a SIV
de Mangabeys e chimpanzés ou gorilas tem sido transmitida em varias
ocasides,porém nao ocorre nos situados no ocidente como osColobus vermelhos e
outros macacos. Ao que tudo indica as transmissées nem sempre sdo seguidas de
eficientes propagac¢des para novas populagdes, poisdependem nao somente do
virus, mas também do hospedeiro e do seu meio ambiente (CHASTEL, 2000;
LLOYD-SMITH et al., 2009).

Apenas alguns estudos informaram algum tipo de adaptacéo viral,
como por exemplo, a posi¢gao Gag-30 na regiao p17 do gene gag, tera a presenca
de uma leucina ou metionina SIVcpz/SIVgor. Ja nos humanos, todas as linhagens do
HIV-1 contém uma arginina nesta posi¢cdo, o que sugere uma adaptagao do virus ao
seu hospedeiro. Estudos realizados por Sauter(2009) demonstraram que a proteina
Vpu da pandémica HIV-1M, tem a capacidade de bloquear a Tetharin(proteina
celular humana que impede a difusdao do virus apdés brotamento das células
infectadas), enquanto o HIV-10, n&o tem essa capacidade. Pode ser esta a razdo da
maior replicagcéo e transmisséao inter-humana do HIV-1M, permitindo-lhe uma maior
propagacao desse virus na populagdo humana (GUPTA et al., 2009).

Embora estudos tenham sugerido que existem diferengas bioldgicas
entre os subtipos de HIV-1, a progressdo da doenga ainda ndo havia sido estudada.
Essa necessidade levou Tarosso (2014) analisar 83 individuos infectados com HIV-1
subtipo B e subtipo BF recombinante. Seus estudos revelaram que o subtipo BF esta
associado a um declinio mais rapido de células T CD4+. Enquanto o subtipo B
apresentou perda de 3,6 células T CD4+/més, os individuos infectados pelo subtipo
BF mostrou uma perda de 6,3 células T CD4+/més. Sugerindo que essa forma de

HIV-1 pode ser mais patogénica que o subtipo B.
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Pode-se dizer que a cada dia a AIDS vem se tornando a mais
devastadora epidemia que o mundo ja presenciou. Dados da Unaids fortalecem esse
conceito, estabelecendo uma estimativa com mais de 36 milhdes de pessoas
vivendo com HIV em todo o mundo, contabilizando ainda mais de 16 milhdes de
obitos. Na América Latina e Caribe, tem-se uma estimativa de aproximadamente 1,4
milhdes de pessoas infectadas com HIV, e na regido os estados-partes do Mercosul,
estima-se de 650 a 700 mil pessoas. Entretanto até o momento, na mesma regiéo,
mais de 200 mil novos casos de AIDS ja foram notificados ao ministério de Saude
(MINISTERIO DA SAUDE DA NACAO, 2012).

No Brasil, desde 1980 até junho de 2012, foram contabilizados cerca
de 650 mil casos de HIV, contabilizando desse total 9,3% de O6bitos, sendo que
desses 0Obitos 67,5% do sexo masculino e 32,5% feminino. Contudo, nos ultimos dez
anos vém ocorrendo uma reducido de oObitos, com uma reducdo média anual de
3,0% para o sexo masculino € 2,0% para o feminino. Em 2011 foram notificados
quase 39 mil casos da doenga e uma taxa de incidéncia de 20,2 casos por 100 mil
habitantes (MINISTERIO DE SAUDE, 2012).

Quando o virus se encontra no sangue circulante de um ser vivo, se
denomina viremia que inicialmente pode ser confundida com uma gripe leve. O virus
age nas células T auxiliares (células brancas do sangue), o organismo responde ao
gerar linfécitos T citotoxicos que reconhecem e matam os virus. Entretanto, as
células de defesa que ja estao infectadas se multiplicam para combater a infecgao, e
produzem mais copias do virus. Com o enfraquecimento do sistema imune ocorre
uma fase de laténcia clinica, assintomatica, podendo durar anos. A AIDSé
diagnosticada quando ocorre 0 aumento da viremia, ou seja, quando as células
CD4+ estiverem a abaixo de 200 células/mL (BENTON, 2010).

Ainda nao existe uma vacina disponivel para infeccdo pelo HIV.
Porém, o uso de terapia antirretroviral tem como objetivo a cessagao da replicagéao
do HIV para evitar o surgimento de resisténcia, promovendo a recuperagéo
imunoldgica e melhorando a saude, prolongando a expectativa de vida das pessoas
infectadas (TEIXEIRA, 2011).
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2.2 ANTIRRETROVIRAL

O primeiro medicamento antirretroviral foi aprovado a cerca de 25
anos atras. Daquela época até hoje, houve uma grande redugdo no numero de
mortes e doencgas oportunistas, devido a evolucdo dos medicamentos, como
melhorias na poténcia, tolerdncia, simplicidade e disponibilidade de terapia
antirretroviral(TAR) ou do inglés antiretroviraltherapy (ART) (THOMPSON et al.,
2012).

Em 2008, o arsenal de farmacos utilizados na terapia anti-HIV
cresceu para um total de 25 farmacos licenciados pelo Food and Drug Administration
(FDA) em um periodo de 25 anos apds a aprovagao do primeiro medicamento
antirretroviral, indicando um avango na busca pelo combate ao HIV (DE CLERCAQ,
2010).

Antirretrovirais sdo os medicamentos utilizados no combate ao virus
HIV. Seu mecanismo se baseia na inibicao da replicagao do HIV, mantendo desse
modo a carga viral, mais baixa possivel. Na quimioterapia € comumente utilizada
uma combinacdo de medicamentos, visando a diminuicdo do virus HIV pela inibicdo
das enzimas (transcriptase reversa e protease) (DE SOUZA, 2004).

O ciclo de replicacdo do HIV contém diversas etapas que estado
relacionadas a componentes virais, podendo assim ser utilizado como alvo para

intervencao quimioterapica (Fig. 2).
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Figura 2 - Ciclo da replicagao viral do HIV
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Fonte: DE SOUZA, 2004.

Os Inibidores da Transcriptase Reversa apresentam-se em duas
classes: nao-nucleosidicos (NNRTIs) e nucleosidicos (NRTIs). Os NNRTIs possuem
a capacidade de interagao especifica com a transcriptase reversa do HIV-1. A
principal vantagem dos NNRTI sobre os NRTI é que ndo necessitam de uma etapa
inicial de ativagcao intracelular (fosforilagdo). Exemplos: efavirenz, nevirapina,
delavirdina, loviride e tivirapina. Ja os NRTIs atuam como terminadores de cadeia,
pois competem com os substratos alternativos da transcriptase reversa. Se o inibidor
for incorporado a cadeia de DNA, torna-se impossivel a continuidade do crescimento
da mesma. Exemplos: zidovudina, didanosina, zalcitabina, estavudina, lamivudina,
abacavir, emtricitabina (DE CLERCQ, 2004; DE SOUZA, 2004; PECANHA et al.,
2002).

Tém-se os inibidores da protease (IP), que geram a incapacidade
das particulas virais formadas de se replicarem, produzindo assim, apds a etapa de

“brotamento”, apenas virion nao infectivo. Exemplos: saquinavir, indinavir, ritonavir,
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nelfinavir, amprenavir, lopinavir e atazanavir (DE CLERCQ, 2004; DE SOUZA, 2004;
PECANHA et al., 2002).

No ciclo de reproducdo do HIV, um processo essencial € a
integragdo do DNA viral no cromossomo hospedeiro, desta maneira os inibidores da
integrase exibem uma interessante acdo antiviral. Exemplos: raltegravir (DE
CLERCQ, 2004; PECANHA et al., 2002)

Alguns compostos exibem a capacidade de bloquear ou inibir a
fusado virus-célula (Inibidores da Fusdo). Exemplos: enfuvirtida (DE CLERCQ, 2004;
DE SOUZA, 2004; PECANHA et al., 2002).

Estudos recentes relatam os beneficios de uma diminuigdo no limite
de contagem de células CD4, para iniciar o tratamento. Os beneficios de iniciar o
tratamento abaixo de 500 células CD4/uL sdo confirmados pelo grupo CASCADE,
com mais de 9.000 participantes. O COHERE, com 75.336 individuos estudados,
afirmam que os riscos de mortalidade diminuem ao iniciar o tratamento com
contagem abaixo de 500 células CD4/uL comparadoao acima de 500 células CD4/uL
(CAIN et al., 2011; JONSSON et al., 2011; COHERE, 2012).

Outros autores indicam que a terapia antirretroviral (TAR), para os
adultos infectados com HIV, deveria ocorrer independente da contagem de células
CD4, pois todos esses pacientes poderiam se beneficiar, sendo na reducdo de
doencgas oportunistasou de transmissao do HIV (THOMPSON et al., 2012).

Com o mesmo intuito, outros grupos indicam que quanto maior for o
numero de células CD4 atingidas depois de iniciar o tratamento TAR, maior serdo as
chances de sobrevivéncia, indicando que o quanto antes iniciar o tratamento,
maiores serdo os beneficios (VAN LELYVELD et al., 2012).

Estudos recentes realizados por Thompson et al.(2012) tem
demonstrado que a utilizagao de ART esta sendo eficiente, na diminuicao do virus
da imunodeficiéncia humana (HIV), tanto em relagcdo a transmissao individual,
quanto populacional. O ART pode até mesmo,fornecer uma protecdo contra a
infecgdo, ocorrendo um aumento dramatico da sobrevida e redugao expressiva dos
episodios de doencgas oportunistas (HACKER et al., 2007).
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2.3 TENOFOVIR

A era dos fosfonatos nucleosideos aciclicos (ANPs) comegou com
(S)-HPMPA [(S)-9-(3-hidroxi-2-fosfonometoxipropil) adenina], como sendo um novo
agente antiviral. Descritos com o mesmo papel os PMEA [9-(2- fosfonometoxietil)
adenina] foram testados in vitro, demonstrado sua acgao pela inibicdo da
transcriptase reversa, como terminadores de cadeia. Com isso, surgiu o
desenvolvimento de outros ANPs enantioméricos do PMEA, como no caso do (R)-
PMPA [(R)-9-(2-) fosfonometoxipropil)adenina], que mais tarde passou a se chamar
tenofovir (DE CLERCQ, 2012).

Quimicamente o tenofovir € um analogo da adenosina 5'-
monofosfato, pertencente a classe dos antirretrovirais inibidores da transcriptase
reversa (DELAHUNTY et al., 2006).

Os efeitos colaterais do tenofovir sdo considerados de leve a
moderado, como intolerancias gastrointestinais, nauseas, vOmitos, diarreia e
flatuléncia. Esse antirretroviral € eliminado principalmente através dos rins por
filtracdo glomerular e secrecéao tubular ativa (LEE, MAROSOK, 2003).

O tenofovir apresenta uma meia-vida intracelular longa, entretanto,
possui baixa biodisponibilidade, o que ocasionou limitagdes no seu desenvolvimento
como farmaco. Houve entdo, a adicdo de dois ésteres alquil metil carbonato,
ocasionando uma melhora na absorgao intestinal e na sua biodisponibilidade oral,
permitindo assim novas formulagdes como um comprimido para administracdo oral
(KEARNEY et al., 2004).

O fumarato de tenofovir desoproxila (FTD) € o primeiro analogo de
nucleotideo inibidor da transcriptase reversa, aprovado peloFood and Drug
Administration em 2001 para o tratamento do virus HIV (GALLANT, 2006).

Das suas caracteristicas fisico-quimicas, o fumarato de tenofovir
desoproxila € um po cristalino branco a quase branco, sem odor, com massa molar
de 635,52 g mol™”. Sua solubilidade é de 13,4 mgmL™" em agua a 25°C e pKa de
3,75(RXLIST, 2014;DECHRISTOFORO e PENZAK, 2004).

O tenofovir, administrado como fumarato de tenofovir desoproxila, &
considerado um pro-farmaco, ja que necessita etapas de fosforilagdo para se tornar
ativo, sendo este um limitante dos analogos de nucleosideos. Diferindo de outros

analogos, o TDF necessita de apenas uma ou duas etapas de fosforilagdo, enquanto
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outros inibidores da transcriptase reversa necessitam de trés etapas. Essa redugao
torna o processo de conversao ao metabdlito farmacologicamente ativo, mais rapido
e mais completo (GOMES et al., 2008; BENNETTO-HOOD et al., 2007).

Estudos realizados por Palombo et al. (2009) demonstram essa
melhora com um aumento da lipofilicidade do farmaco de log P = -2,5 para log P =
1,3. Esse aumento esta relacionado com a capacidade do farmaco em atravessar a
membrana intestinal.

Apds a administracdo oral, o pré-farmaco sofre hidrolise, mediada
por esterases, removendo assim os dois grupamentos éster formando o tenofovir
(Figura 3). O tenofovir por sua vez, penetra nas células e sofre fosforilacdo pela
adenilato quinase (AQ) formando um intermediario monofosfatado, que ¢é
rapidamente convertido pelo difosfato nucleosideo quinase (DNQ) a sua forma
bifosfatada (Fig. 4)(TEIXEIRA, 2011).

Figura 3 - Converséo do fumarato de tenofovir desoproxila (TDF) em tenofovir
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Fonte: TEIXEIRA, 2011.

Figura 4 - Conversao do tenofovir em tenofovir difosfato
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O tenofovir difosfato compete diretamente com o substrato natural
da transcriptase reversa do HIV-1, desoxiadenosina 5’-trifosfato. A ligagdo do
tenofovir difosfato, com o sitio ativo na transcriptase reversa viral (DNA polimerase
viral), resulta na terminacdo da cadeia, ja que no tenofovir difosfato falta o
grupamento hidroxila na posicdo 3’, que seria o ponto de ligacdo do préximo
desoxiadenosina trifosfato (TEIXEIRA, 2011).

Kearneyet al.(2004) relata que as células em repouso podem
metabolizar o tenofovir, atingindo assim uma concentragdo duas vezes maior em
mondocitos periféricos em repouso em relacdo aos ativos. Com o acumulo do
farmaco nessas células de repouso, o tenofovir tem a capacidade de inibir o HIV em
células latentes, caracteristica ausente nos ITRNs desenvolvidos anteriormente,
como a zidovudina ou estavudina (TEIXEIRA, 2011).

Usado para o tratamento da AIDS no Brasil desde julho de 2003, o
tenofovir, tem resposta positiva também para supressao do virus da hepatite B
(GISH et al., 2005; SWEETMAN, 2007).

Embora o Brasil ja produza o TDF, e este seja amplamente utilizado
nas terapias supressoras de AIDS e Hepatite, ha poucos métodos descritos na
literatura para a determinacao do seu teor. A maioria deles aplica HPLC para analise
em fluidos bioloégicos e no medicamento em associagdo com outros farmacos REZK
et al., 2005, KING et al., 2006, MANGOANKAR & DESAI, 2008, APPALA et al., 2008
e RAJU et al.,, 2008, KANDAGAL et al., 2008, DELAHUNTY et al., 2006 e por
MASSAKI et al., 2007, GOMES et al., 2008, JOSHI et al., 2009, PATEL et al., 2009
e SHARMA & GUPTA 2009. Ja a determinacdo do TDF por espectrofotometria foi
proposta por SHIRKHEDKAR et al., 2009, SUDHA et al., 2010, SHAMA e MEHTA,
2010.

Para que a produgdo deste medicamento seja realizada,
assegurando o cumprimento de padrdes de qualidade, de modo a garantir a eficacia
e seguranga dos medicamentos, o controle de qualidade dos produtos farmacéuticos
produzidos é imprescindivel, sendo necessaria a utilizacdo de métodos de analise

validados.
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2.4 ENSAIO DE DISSOLUCAO

2.4.1 Historico

Para avaliar a liberagdo de um farmaco de suas formas
farmacéuticas solidas e semissoélidas é utilizado o ensaio de dissolugdo, sendo esse
oficial,empregado pelas farmacopeias (AZARMI,ROA e LOBENBERG, 2007). O
desenvolvimento do ensaio de dissolugcdo tem o intuito de quantificar e avaliar a
extensdo da liberagdo de certo farmaco, sendo imediata ou prolongada, a partir de
suas formas farmacéuticas, como sélidas orais, capsulas e comprimidos (SIEWERT
et al., 2003),

As pesquisas voltadas aos ensaios de dissolu¢do comecaram a se
desenvolver a cerca de 100 anos atras, sendo um campo da fisico-quimica, no qual
tem tido importante progresso (DOKOUMETZIDIS e MARCHERAS, 2006). O
primeiro ensaio de dissolugdo foi conduzido por Noyes e Whitney em 1897,
publicado no artigo intitulado “The rate of solution of solid substances in the own
solution” (NOYES eWHITNEY, 1897). A partir desse experimento, os autores
conseguiram sugerir uma Equagao que descrevesse o processo de dissolugao.

Brunner e Tolloczko (1900) publicaram um artigo com varios
experimentos, ampliando as condi¢gdes da Equagado de Noyes-Whitney, mostrando
que a taxa de dissolugcdo € dependente da intensidade da agitagdo, temperatura,
aparato experimental, area e da estrutura da superficie exposta do solido
(DOKOUMETZIDIS e MARCHERAS, 2006; WAGNER, 1971).

Partindo do principio que: a dissolugao acontece normalmente na
superficie do sdlido; a agitacdo € homogénea em toda a superficie; ndo ocorre
estagnacédo do liquido em nenhuma parte; e a particula solida permanece intacta
durante o processo de dissolugao; Hixon e Crowell desenvolveram uma Equagao
matematica que descreve o modelo de dissolugdo, a chamada “Lei da raiz cubica”.
Esta lei se limita a processos em que exista agitacdo (HIXSON e CROWELL, 1931).

Apesar dos avangos nos ensaios de dissolugao, o conceito ndo era
amplamente utilizado até 1950. Até entdo, a disponibilidade in vivo da droga era
determinada exclusivamente pela desintegracao (MORRISON e CAMPBELL 1965).

Em 1934, foi publicado o primeiro ensaio de desintegragdo para

comprimidos na Farmacopeia Helvética, que utilizou agua a 37°C como meio, e
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agitacdo periddica, enquanto na Farmacopeia Americana (United States
Pharmacopeia — USP) o ensaio de dissolugao foi introduzido na 142 Edicdo em
1950.

Em 1948 Fileborn tentou reproduzir condigdes mais realistas para os
experimentos de desintegracdo, com a utilizacdo de fluidos gastricos simulado por
um estdmago artificial com as condi¢gbes in vivo, incluindo o nivel de pH e o
peristaltismo, na presenca de alimentos.

A partir de 1950 ficou evidente que por si s6 a desintegragdo nao
podia ser responsavel pela disponibilidade fisiolégica de drogas, sendo a dissolugao
0 passo limitante em alguns casos (DOKOUMETZIDIS e MARCHERAS, 2006).

Em meados dos anos sessenta o termo biodisponibilidade comecgou
a ser cunhado, devido a experimentos de Martin et al. (1968) que relataram
diferengas significativas entre marcas de sddio difenilhidantoina, cloranfenicol e
sulfisoxazol. Mais tarde, foi verificada uma diferenca de 20% na concentragdo do
pico e area da curva de concentragcdo plasmatica-tempo para trés produtos de
ampicilina (MACLEQOD et al., 1972). Os casos da fenitoina na Australia e na Nova
Zelandia em 1968,e da digoxina no Reino Unido e nos EUA em 1971, representaram
marcos significativospara a biodisponibilidade (DOKOUMETZIDIS e MARCHERAS,
2006). No caso da fenitoina ocorreu a troca do excipiente sulfato de calcio por
lactose, o que ocasionou uma maior biodisponibilidade e consequentemente uma
maior concentracdo de fenitoina no plasma (CLOYD et al.,, 1980). J4,no caso da
digoxina as grandes variagcdes de lote-a-lote e de fabricantes, levaram o FDA em
colaboragdo com John Wagner a realizarem estudos detalhados de dissolugéo
(SKELLY, 1988).

Os primeiros aparelhos para os ensaios de dissolugao, automaticos
ou ndo, comegaram a ser mencionados na década de 60 (WAGNER, 1971). Com
essa evolugcao os métodos comecgaram a ser oficialmente aceitos. Em 1970 a USP
(EdicaoXVIIl) publica o primeiro ensaio de dissolugdo, e em 1975 (Edicdo XIX),
recomenda dois equipamentos: aparato 1(cesta) e aparato 2 (pa).

Manadas et al.(2002) relatou problemas quanto aos ensaios de
dissolugédo, pois em diferentes laboratorios estavam apresentando resultados
distintos da mesma forma farmacéutica, e o cesto rotativo era inadequado a varias

formas farmacéuticas. Com isso, foram estudas as variaveis independentes
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envolvidas nos meétodos de dissolugdo, como a vibragdo, geometria do sistema,
agitagao, alinhamento, local de amostragem entre outras.

Inicialmente a USP optou por utilizar valores unitarios, como ocorre
até hoje na Farmacopéia Britanica (British Pharmacopeia — BP). Ja em 1977, foi
adotado o método para valores médios, entédo, o conceito de lote (GRADY, 1996).

No decorrer dos anos 90 o FDA, FIP e EMEA, elaboraram diversos
guias abrangendo a maioria dos aspectos dos ensaios de dissolugdo (MANADAS et
al., 2002). Em 1970, a USP apresentava 12 monografias que continham ensaio de
dissolucdo, em 1980 aumentou para 60, em 1990 para 462, e em 2002 para 630

monografias.

2.4.2 Fatores que Afetam a Dissolugao

2.4.2.1 Influéncia do farmaco e da formulagao

O conhecimento relacionado a solubilidade, permeabilidade,
dissolucdo e farmacocinética deve ser considerado para a definicdo de
especificagées de dissolugdo, visando a aprovagao do registro do medicamento.
Devido a isso se segue o Sistema de Classificagdo Biofarmacéutica (SCB), que
divide em quatro casos tendo como base a solubilidade e a permeabilidade dos
farmacos (BRASIL, 2014).

O fator que mais afeta a dissolugdo de um farmaco € a solubilidade.
Quando falamos de solubilidade, estamos falando sobre a concentracdo da solucéo
do farmaco em equilibrio com o soluto, sendo a mesma um parametro
termodinamico (ABDOU, 1989; STORPIRTIS, 1999). Podemos determina-la a partir
da adi¢cdo do farmaco ao meio, com subsequente agitagao, filtragdo e quantificagéo
do farmaco dissolvido (MANADAS et al., 2002).

A superficie exposta ao solvente controla a velocidade de
dissolucédo, logo, o tamanho da particula é de grande relevancia. Quando os
farmacos se encontram micronizados, tendem a facilitar a sua dissolugdo e
consequentemente sua absorg¢ao. Entretanto, quando se observa uma degradacgéo
dos farmacos no fluido gastrico,a diminuicdo da particula é contra indicada (LEVY,
1963). Além do tamanho da particula, a sua forma e sua densidade, também tém

influéncia na velocidade de dissolugao (ABDOU, 1989).
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A forma farmacéutica também influencia na velocidade de
dissolugdo. As capsulas em geral rompem-se rapidamente. Para que haja a
dissolugdo, é primordial que ocorra antes a desintegracdo dos comprimidos e dos
granulos. Os que sao revestidos, sendo de revestimento entérico ou nédo, devem
romper esse revestimento antes de sofrer a desintegragao (GIBALDI, 1991).

Um recurso muito utilizado para aumentar a solubilidade de acidos
fracos € converté-los em sais, principalmente de sédio e potassio (GIBALDI, 1991).
Cerca de 90% dos medicamentos estdao nas formas sélidas, logo conhecer a sua
estrutura fisica € de grande importancia, pois a forma sodlida afeta diretamente a
solubilidade do farmaco. Uma substancia cristalina apresenta menor solubilidade,
enquanto que a mesma na forma amorfa apresenta maior solubilidade e menor
estabilidade térmica (JOANA FEITEIRA, 2012).

Segundo Marcolongo (2003) os excipientes também influenciam na
velocidade de dissolugdo, de forma negativa ou positiva. Isto ocorre, devido as
caracteristicas fisico-quimicas dos diluentes. Polimeros hidrossoluveis e gelatina
como ligantes aumentam a taxa de dissolugdo de farmacos poucos soluveis. Ja,
com a utilizacdo de goma na granulagao umida, ocorre uma diminuicdo na taxa de
dissolugéo.

O processo de compressdo € outro fator importante, estudos
realizados por Chaud (2005) apontam que a diminuicdo da desagregacédo do
comprimido esta relacionada com a sua dureza, devido a forca de compressao, o
que influenciara na biodisponibilidade. Marcolongo (2003) relata que o tipo do
processo de granulagdo e compressédo, utilizando via umida ou seca, impacta na
dissolugéo. Para os farmacos que apresentam pouca solubilidade a granulagdo por
via umida é uma boa alternativa, pois conferem caracteristicas mais hidrofilicas a

estes farmacos.

2.4.2.2 Influéncias de equipamento e ambiente

Algumas variagbes que ocorrem nos ensaios de dissolugdo podem
estar relacionadas a falhas de equipamentos ou ao meio ambiente em que os
mesmos estao localizados.

Os equipamentos utilizados durante o processo de dissolugao

oferecem condicdes de trabalho diferentes, de acordo com seu mecanismo. Os
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parametros como: velocidade de agitacdo e meio de dissolugdo, diferem
significativamente de aparato para aparato (BANAKAR, 1992).

O elemento de agitacdo — as hastes devem ter uma variagao de no
maximo 2 mm do eixo principal de rotagdo. Essa variagao afeta a hidrodinamica do
meio de dissolucdo na cuba. Dependendo do produto, essa variagdo pode ser
desprezivel (FDA, 1997).

Os aparelhos devem ser posicionados em bancadas niveladas livres
de vibragao, essas vibracdes podem afetar o sistema, de um modo a alterar o fluxo
laminar e introduzir energia dindmica indesejavel, ocasionando alteracdes
significativas na velocidade de dissolucdo de alguns produtos (MARCOLONGO,
2003). De um modo geral, a vibragdo no sistema compromete a hidrodindmica do
meio de dissolugéo e do liquido dissolutor (DE NOVAIS, 2007).

A amostragem deve ser efetuada em um local especifico dentro da
cuba de dissolucao, pois caso seja feita em outro local os resultados podem variar. A
canula de amostragem deve estar posicionada na metade da disténcia entre o apice
superior do aparato e a superficie do meio de dissolugdo. Nao podendo amostrar
rente a parede da cuba, com uma distancia menor que 1,0cm. As canulas de
amostragem nédo podem permanecer mergulhadas durante o ensaio de dissolugao,
pois isso implicaria em uma modificagdo da hidrodindmica do meio de dissolugao
(USP, 2006).

A velocidade de agitagdo afeta diretamente a taxa de dissolugao.
Cada formulagdao contem varios fatores e caracteristicas que podem ser
influenciadas pela velocidade de agitagado afetando dissolugdo. As farmacopeias
americana e britanica permitem uma variacdo 4-5% nas velocidades de agitagéo
(MARCOLONGO, 2003).

O meio de dissolugao deve estar entre 36,5 e 37,5 °C, deixando o
meio de dissolugdo estabilizar nessa faixa, e sempre mantendo as cubas cobertas,
evitando-se assim a evaporacéo do meio (USP, 2006).

Gases dissolvidos podem alterar o pH e impedir a agitagao
adequada do meio de dissolugado, o que ocasiona numa diminuicdo de contato entre
0 sélido e o liquido do meio, devido a mudanga no movimento das particulas. Isto
pode ser observado pela presenca de bolhas na superficie do farmaco
(MARCOLONGO, 2003).
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A escolha dopH €& de grande importancia para a dissolugdo do
farmaco, pois deve-se considerar a liberagdo do mesmo a partir de sua forma
farmacéutica (imediata ou prolongada) e o local em que ocorrera a absorgao, ja que
o pH no trato gastrintestinal (TGI) pode variar de 1,0 a 7,8. E permitida uma variagéo
de 0,05 unidades em relagado aos ensaios de dissolugdo (MARCOLONGO, 2003).

A viscosidade afeta a taxa de dissolugdo, de maneira que quanto
menos viscoso for o meio, maior sera a velocidade de dissolugao, pois a viscosidade
afeta a difus&o das particulas, dificultando a dissolucdo (BANAKAR, 1992).

Os surfactantes sao utilizados pelo fato dos principios ativos dos
farmacos serem hidrofobicos, possuindo baixa solubilidade gastrintestinal. Sua acao
se da pela reducio da tensao superficial no meio de dissolugdo. Como exemplos de
surfactantes mais utilizados se tém oPolissorbato 80 (Tween 80) e olaurilsulfato de
sédio (DE NOVAIS, 2007).

Contudo, é importante que as condi¢gdes de estocagem sigam as
informagdes indicadas pelo fabricante, ja que podem ter suas caracteristicas fisico-
quimicas alteradas, se forfeita de maneira errbnea. A embalagem constitui outro
fator importante, devendo proteger o produto da melhor maneira possivel
(MARCOLONGO, 2003).

Outro fator a ser observado é quanto a utilizacido dos filtros de
amostragem, pois os mesmos ndo podem adsorver o farmaco, o que acarretaria na
reducdo da concentracdo medida. Do mesmo modo, caso se tenha uma forma
farmacéutica particulada, pode ocasionar uma obstru¢gao dos poros, causando assim
um colapso no coletor do dissolutor. Recomenda-se rinsar os filtros com amostra
para saturar evitando-se assim perdas, e também que se faga um estudo detalhado
da utilizagdo de cada filtro para um determinado farmaco (FDA, 1997).

Segundo Marcolongo (2003), o método deve estar validado para o
procedimento, e a grande maioria das monografias, especifica que se pode utilizar o

meétodo espectrofotométrico.
2.5 ANALISE POR INJECAO EM FLUXO (FIA)
A analise por injecao em fluxo, do inglés “FlowlnjectionAnalysis” &

representada pela sigla conhecida internacionalmente como FIA, técnica que vem

sendo bastante utilizada para analise de diversas substancias (DE OLIVEIRA, 2011).
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Essa técnica baseia-se na inser¢gao de uma aliquota de amostra ou
solugdo padrao em um fluido carregador, sofrendo dispersao ao ser transportada
pelo percurso analitico (tubulagdo), chegando até a unidade de deteccdo (DE
MIRANDA, 2011).

Esse processo de analise foi proposto pela primeira vez em 1975 por
Jaromir Ruzicka, que nesse periodo era professor na Universidade Técnica da
Dinamarca (RUZICKA, 1975). Desde entdo, em torno de 10.000 artigos cientificos
relacionados ao tema ja foram publicados (DE MIRANDA, 2011; DE OLIVEIRA,
2011).

Pode-se associar esse reconhecimento a grande versatilidade da
técnica, que possibilita a execugao em linha de etapa de pré-tratamento da amostra
como, por exemplo, procedimentos de batelada. Contudo, sendo um sistema
fechado, apresenta vantagens como: minimizagcdo de contaminagbes, alta
frequéncia analitica, boa precisdo, economia de reagentes e facilidade de
associagao a diversos detectores (DE MIRANDA, 2011).

O sistema que foi desenvolvido por Ruzicka em 1975 apresentava
uma seringa para inserir uma aliquota da amostra no fluido carregador, ja os
reagentes eram inseridos continuamente por uma bomba peristaltica a vazao
constante em pontos de confluéncia, nos quais ocorria a interagdo reagente/amostra
que, em seguida, era bombeada até o detector permitindo assim a obtengcdo de um

sinal transiente (Figura 5).

Figura 5 - Sistema FIA desenvolvido por Ruzicka
Amostra

Reagente D . » Descarte
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Bomba
peristdltica
Fonte: DE MIRANDA, 2011.

O sistema de Ruzicka foi utilizado para determinagao
potenciométrica de amoénio e espectrofotométrica de fosfato, seguindo a Equacéo de
Nerst para a potenciometria e a Lei de Lambert Beer para a espectrofotometria. Os

sistemas apresentaram adequada linearidade, repetibilidade nas analises e boa
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frequéncia analitica. Por essas qualidades, os sistemas FIA foram caracterizados
por sua versatilidade, simplicidade e viabilidade (DE MIRANDA, 2011).

Basicamente, um sistema FIA pode ser dividido em quatro
componentes: propulsdo do fluido ou do eletrélito carregador, injecdo da amostra,
reacdo em linha ou transporte da solugcdo e deteccdo (RUZICKA, 2008; DE
MIRANDA, 2011).

A propulsao dos fluidos pode ser dar, pela vaz&o utilizando bomba
peristaltica ou a pressao constante com dispositivo de agédo gravitacional, como
propulsores. O injetor € o dispositivo pelo qual a amostra € inserida no percurso
analitico. A bobina de reagao é o local em que ocorrem as interagdes necessarias a
detecgcdo da espécie de interesse. A unidade de deteccdo obtém os sinais
analiticospor meio de detectores como: espectrofotbmetros  UV-Vis,
espectrofotbmetros de absorcdo e emissdao atbmica, potencibmetros e
condutivimetros (RUZICKA, 2008; FELIX, 2010; DE MIRANDA, 2011).

Os sistemas de dissolugdo completamente automatizados trazem a
vantagem de amostragem automatizada, filtracdo e andlise de amostras através de
detectores, como UV, HPLC,entre outros. As amostras podem ser retiradas
simultaneamente, filtradas e coletadas em um coletor de fragao, retiradas utilizando
um brago robdtico e analisadas diretamente no UV ou HPLC. Também, pode se
realizar a analise in situpor fibra 6tica, chamado UVFO (DISOTAX, 2014). Outros
sistemas possuem seringas de precisdo, capacidade de conexao com até trés
dissolutores, reposi¢cao automatica de meios de dissolugéo, auto limpeza, diluigao e
interfaceamento com o UV (FLOWSCIENCE, 2014).

Na literatura foram encontrados trabalhos relacionados a farmacos
com utilizacdo de FIA. Por exemplo, Fatibello (2002) detectou paracetamol a partir
de sua oxidagao com hipoclorito e posterior reacdo com salicilato de sodio,
produzindo um composto indofendlico. Em outro trabalho Fatibello (2006)
desenvolveu um sistema de analise por injegdo em fluxo, com zonas coalescentes,
para determinacao turbidimétrica de metilborometo de homatropina em formulacdes
farmacéuticas. Schmidt Jr (2011) que desenvolveu um sistema de analise em fluxo
polivalente para determinacdo espectrofotométrica sequencial de farmacos
(captopril, paracetamol, dipirona, acido ascérbico e acetilcisteina), sendo detectados

pela redugao de Cu(ll) na presenga dos mesmos.
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Entretanto, até o exato momento ndo foi encontrado na literatura
nenhum trabalho associando o ensaio de dissolugdo com o mecanismo de injecao

em fluxo.
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3 JUSTIFICATIVA

Considerando que n&o existem métodos oficiais para dissolugdo do
TDF na literatura e os encontrados abordam de forma convencional o tema, esta
dissertacdo busca fornecer um diferencial, por meio de estudo utilizando
planejamento fatorial 2%e eficiéncia de dissolucdo, disponibilizando material técnico
para o controle de qualidade.Pretende-se que as informagdes sejam relevantes para
os profissionais do setor regulador, industrias, farmacias de manipulagao, servindo
como instrumento de referéncia.Uma vez que, metodologia analitica validada é
requisito fundamental no processo de registro de medicamentos pela Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria, espera-se que os conhecimentos auxiliem os
técnicos da ANVISA que trabalham na analise de registro e na inspecédo de Boas
Praticas de Fabricacao de Insumos e Medicamentos.

O ensaio de dissolugaoé indicado para avaliacao da qualidade das
formas farmacéuticas solidas de uso oral. O TDF, embora disponivel
comercialmente, nao possui monografia farmacopeica. Neste intuito, foi
desenvolvido ensaio para avaliar a liberacdo doTDF nas formas farmacéuticas
sélidas, disponiveis no mercado nacional. Visando seguir as tendéncias de mercado
de sustentabilidade e métodos limpos, utilizando um menor volume de reagentes
com minima toxicidade, porém,com maxima eficiéncia e versatilidade desenvolveu-
se e validou-se um sistema automatizado por injegdo em fluxo, capaz de efetuar on-

line a coleta e diluicdo de dissolugao do comprimido de TDF.
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4 MATERIAIS E METODOS

41  MATERIAIS
4.1.1 Produtos Farmacéuticos, Padrao de Referéncia e Reagentes

O padrdao secundario de fumarato de tenofovir desoproxila
(TDF)(99,9% - lote PD-0217) e a matéria-prima (98,9% - lote 13327/2011)
foramcedidos pela Cristdlia Produtos Quimicos Farmacéuticos Ltda (ltapira, Séo
Paulo, Brasil). O placebo - preparado com as matérias-primas (grau farmacéutico):
amido de milho, estearato de magnésio, croscarmelose sodica, lactose
monoidratada, celulose microcristalina, hidroxipropilmetilcelulose, didxido de titanio,
e triacetina foram cedidos pelo LM-UEL. O revestimento Opadry Il Y-30-10671-A
(composicéo: FD&C Azul n°2 laca de aluminio) foi retirado dos comprimidos de TDF.
Os frascos contendo comprimidos de 300 mg de TDF ndo comercializados,
distribuidos gratuitamente na rede publica do Pais a aidéticos e portadores de
hepatite B, foram cedidos pela Secretaria Municipal de Saude de Londrina. Os
solventes utilizados foram de grau p.a. - acido cloridrico (Biotec, Brasil), fosfato de

sédio monobasico (Nuclear) e agua ultrapura (Millipore, MA, EUA).
4.1.2 Equipamentos e Acessorios

- Detector Dual Absorbance Waters2487, utilizado com
espectrofotometro (Waters, Milford, MA, EUA)

- Balanga Analitica AX 200(Shimadzu, Quioto; Japao)

- Dissolutor Erweka DT 600 High Head com7 cubas (Fisher
Scientific, Shah Alam, Selangor, Malasia)

- Centrifuga Labstore®(rotor CP-16) (MINI G, Curitiba, PR, Brasil)

- SoftwaresCONTROL-FIA e UTI-FIA(Prof. Carlos A.P. da Camara
— Lab DIA, Londrina, Brasil)

- Valvula solenoidede baixa pressao de 3 vias NResearch161T031
(West Caldwell, NJ, EUA)

- Microcomputador Intel core 2 DuoE 4400
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- BombaPeristalticaGilsonMINIPULS® 3 (Gilson Inc., Middleton, WI,
EUA)

- Médulo USB-4RL (NSE solugdes eletrbnicas, Ourinhos, SP,
Brasil)

- Valvulaseletora de baixa pressdgo de 10 vias VICIC22Z-
3180EH(Valco Instruments Inc., Houston, TX, EUA)

- Cubeta de fluxo de quartzo 283-QS, volume de 85 pL com
caminho o6tico de 10 mm (HellmaGmbH& Co., Maullheim,
Germany)

- Cubeta de quartzo Q4, volume 3,5 mL com caminho 6tico de 10
mm — (Syscroma, Saint Vallen Biotecnologia, Santa Maria, RS,

Brasil)

4.2 METODOS

Métodos para a determinagdo do TDF em comprimidos foram
feitosvisando o desenvolvimento e a validacdo para: verificar a viabilidade
dequantificagdo confiavel por espectrofotometria ultravioleta (UV), ou necessidade
de uso de técnicas mais sofisticadas como a cromatografia liquida de alta
eficiéncia(HPLC); planejamento, teste de desempenho e execugdo de ensaio de
dissolugdoconvencional; verificar a viabilidade de realizagdo das analises em
sistema de fluxo; e por fim, aplicar estes métodos desenvolvidos e
validados,verificando o desempenhodo sistema na porcentagem dedissolugéo
automatizada por FIA-UV versus a convencional. Foram avaliados os parametros
linearidade, preciséo, especificidade/seletividade, limite de quantificagao, limite de
deteccédo, exatiddo, estabilidade da solugéo e eficiéncia do filtro, de acordo com os
critérios estabelecidos pela RE n° 899/03 (BRASIL, 2003).
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4.2.1 Desenvolvimento e Validagdo do Método de Teor

4.2.1.1 Parametros de validagao do método deteor de TDF para comprimido e

matéria-prima
Especificidade do método de teor

Para o estudo da interferéncia dos excipientes (Placebo) da
formulagdo do TDF foram preparadas em HCI 0,1mol L™, solugdo padréo (30,0 ug
mL'1) e solugcdo placebode acordo com sua propor¢ao no peso médio de um

comprimido
Linearidade do método de teor

Foram construidas tréscurvas de calibracdo analitica emcinco concentragdes
de padrao (n=3), preparados na faixa dinamica de trabalho de 4,00 a 38,00 ug mL™,
a partir da solucédo estoque de 300,00 pg mL"'de TDF em HCI 0,10 mol L™, Foram
avaliados o coeficiente de correlagdo linear (r), o desvio da normalidade e
homocedasticidade(BRASIL, 2003).

Precisdodo método de teor

A preciséo intradia (repetitividade) do método de teorfoi determinada
por meio da analise de seis solugdes de mesma concentragao (25,00 ug mL™" em
HCI 0,10 mol L") pelo mesmo analista, equipamento e dia. J& a precisdointer-
dias(intermediaria) foi avaliada no mesmo laboratério, utilizando o mesmo
equipamento, porém em dias diferentes e com analistas diferentes. Os resultados

foram avaliados pelos valores dos desvios padrao relativos (DPR) (BRASIL, 2003).
Exatiddodo método de teor
A exatidao do método deteor foi avaliada a partir da recuperacao de

quantidades conhecidas de solugdes de TDF padrao,nos niveis de concentragao

baixo (25,0 pg mL™), médio (30,0 pg mL") e alto (37,0 ug mL")adicionados a
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solugdes com placebo do comprimido, a fim de avaliar a recuperagao do ativo em
meio aos excipientes, simulando o comprimido. As quantidades de TDF recuperadas

foram calculadas utilizando-se a curva de calibracdo(BRASIL, 2003).

Limite de deteccao e limite de quantificacdodo método de teor

Limite de deteccdo e o limite de quantificagdo foram calculados
matematicamente através da relagao entre o desvio padrdo do intercepto da curva
de calibragdo e sua inclinagao, usando o fator multiplicador sugerido pela norma da

ANVISA A estimativa desses valores pode ser feita conforme as Equagdes1 e 2.
DEx B DFx 10

LD =
IC IC

Eq.1 LG =

Eq.

Na qual:

IC é a inclinag&o da curva

DPy é o desvio padrao do intercepto com eixo y das 3 curvas analiticas construidas
em triplicata(BRASIL, 2003).

Aplicagdo do método de teor

Para matéria-prima foram pesados, em triplicata, 300,0 mg e para o
comprimido foram determinados os pesos médios de 20 comprimidos e apés
triturados, pesou-se o0 equivalente a 300,0 mg do pd, em triplicata. As amostras
pesadas foram diluidas até concentragdo de 30,0 uyg mL" em HCI 0,1 mol L
filtradas em papel filtro qualitativo de 1,0 mm e suas concentragbes determinadas

em espectrofotometro (Waters 2487) a 260 nm.

4.2.2 Desenvolvimento e Validacdo deMétodo Para o Ensaio de
DissolugaoConvencional de Comprimidos de TDF

4.2.2.1 Planejamento fatorial para a dissolugao

Para o desenvolvimento do método de dissolugcdo, utilizou-se
planejamento fatorial a fim de analisar a interagdo entre os diferentes parametros. O

planejamento fatorial 22 foi definido com duas repeticdes no ponto central. Neste tipo
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de planejamento, os efeitos das variaveis independentes foram analisados em dois
niveis, um nivel alto, codificado pelo sinal positivo (+1), um nivel baixo (-1) e para

checagem da curvatura do modelo um nivel central (Tab. 1).

Tabela 1 - Variaveis independentes e niveis de variagdo do planejamento fatorial
para o método de dissolug¢ao proposto para o TDF
Niveis de variacao

Variaveis Independentes

-1 0 +1
X1 = Tempo (min) 30 45 60
X>= Velocidade (rpm) 50 75 100

As variaveis independentes analisadas foram tempo de coleta (30,
45 e 60 minutos) e velocidade de agitacdo (50, 75 e 100 rpm) em 3 meios de
dissolugéo: agua ultrapura; solugdo HCI 0,1 mol L™ e tampao fosfato pH 7,4 . Foram
realizados 18 ensaios do Perfil de Dissolugdo (Tab. 2), a fim de selecionar as

melhores condicdes.

Tabela 2 -Planejamento fatorial dos ensaios utilizando diferentes tipos de meio —
aquoso, acido e tamponado
Ensaios experimentais

Tempo (min) Velocidade (rpm) Meio de dissolugao
30 50
28 128 Agua uItrapura}/
HCI 0,1 mol L™/
60 100 Tampao Fosfato pH 7,4
45 75 ’
45 75

*Os ensaios experimentos foram realizados de forma aleatéria

4.2.2.2 Perfil de dissolucao

Para os ensaios de perfil de dissolugdo, um comprimido foi
transferido para cada cuba contendo 900 mL de meio de dissolugao com 50 rpm a
37+£0,5°C com aparato pa, coletando-se em seis tempos: 5, 10, 15, 20, 30, 35 e 60
minutos, repondo-se 0 mesmo volume retirado do meio (371£0,5°C). A cada tempo,
as aliquotas de 10 mL eram coletadas e repostas 10 mL do meio de dissolugéo para
cuba. As aliquotas coletadas foram filtradas em papel filtro qualitativo (1 mm),
diluidas dez vezes, até concentracdo de 30,0 ug mL" aproximadamente,e a

porcentagem dissolvida determinada em espectrofotometro a 260 nm. As respostas
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analiticas expressas em porcentagem de dissolugcdo (%) foram obtidas por
comparacgao entre as absorvancias de cada amostra e da solugdo padrao no mesmo
solvente (BRASIL, 2003).

4.2.2.3 Eficiéncia de dissolucao

A eficiéncia de dissolugédo (ED%) foi calculada a partir das curvas de
porcentagem de farmaco dissolvido versus tempo (KHAN e RHODES, 1975). A
comparagao entre os valores de ED% dos meios avaliados foi realizada através de
Analise de Variancia (ANOVA) e teste de Tukey.

4.2.2.4 Estabilidade na dissolugéo

A estabilidade da solugdo padrao em HCI 0,1 mol L™ (30,0 pg mL™)
foi determinada mantendo-se a solugao em temperatura ambiente ao abrigo da luz,
por 24 horas. Ja a estabilidade da amostra foi avaliada pela solugao apds 2 horas do
término do ensaio de dissolucdo realizado nas condi¢cbes padronizadas, mantendo-
se 0 meio de dissolugdo na temperatura de 37,0 £ 0,5 °C. As solugdes padrao e
amostra foram analisadas, por espectrofotometria no UV a 260 nm antes e depois do
tempo de estabilidade (MARQUES e BROWN, 2002; BRASIL, 2003).

4.2.2.5 Influéncia da membrana filtrante na dissolucao

Para avaliar a influéncia da membrana filtrante foram preparadas
solugdes de padrdo e da amostra na concentracéo de 30,0 ug mL™" em HCI 0,1 mol
L™ (n=3). Foram feitos testes: sem filtragdo; submetidas & filtragdo utilizando
membranas 0,22 um de Nylon, Celulose, PVDF, PTFE; submetidos a passagem por
filtro quantitativo (C41), filtro qualitativo e 1a de vidro; e sem filtragdo com
centrifugacao (BRASIL, 2003).
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4.2.2.6 Parametros de validagao na dissolugao
Especificidade: interferéncia do placebo na dissolucao

Para determinar a especificidade, foi avaliada a interferéncia do meio
de dissolucéo e do placebo na solugdo padrdo. O padrao de TDF (30,0 uyg mL™") e
placebo (formulagdo simulada do comprimido com revestimento) foram submetidos
as condigbes pré-definidas para o ensaio de dissolugéo (volume e aparato) por 60
minutos a 150 rpm (n=3). Apds o tempo definido, as solugdes placebo e solugao
padrao foram filtradas e a varredura espectral realizada na faixa de 200 a 300 nm
(MARQUES e BROWN, 2002; BRASIL, 2003).

Linearidade da dissolucao

A linearidade foi verificada através da construgao da trés curvas de
calibragdo analitica em ftriplicata (n=3), obtida com solugdes padrdo nas
concentracdes de 6,0; 12,0; 18,0; 24,0; 30,0 e 36,0 ug mL'de TDF, a partir da
solugdo estoque de 300,00 yg mL" em HCI 0,10 mol L. Foram avaliados o
coeficiente de correlagéo linear (r),0 desvio da normalidade e homocedasticidade
(BRASIL, 2003).

Limite de deteccao e limite de quantificacdo na dissolugao

O limite de deteccéo e de quantificacdo do método de dissolucio foi
realizado pelasEquacgdes 1 e 2 (BRASIL, 2003).

Precisdoda dissolucao

Nas condicbes padronizadas para o ensaio de dissolucdo, seis
comprimidos contendo TDF foram submetidos ao ensaio de dissolugdo no mesmo
dia (precisédo intradia) e em um segundo dia (precisédo inter-dias). A porcentagem
dissolvida de TDF foi determinada por espectrofotometria no UV a 260nm (BRASIL,
2003).

Exatidao da dissolugao
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O ensaio da exatidao foi realizado em ftriplicata, pelo método do
placebo com adicdo de padrdo. O placebo correspondente ao comprimido de TDF
foi submetido as condigcbes padronizadas para o ensaio de dissolugdo, onde
quantidades crescentes de padrao foram adicionadas as cubas para obtencido de
trés niveis de concentragdo: 25,0; 30,0 e 37,0 uyg mL" (80, 100 e 120%
respectivamente). As quantidades de TDF recuperadas foram calculadas utilizando-
se a curva de calibragdo (BRASIL, 2003).

Aplicacdo do método de dissolucéo

Para os ensaios de dissolu¢do, um comprimido de TDF 300 mg foi
transferido para cada cuba contendo 900 mL de meio de dissolugdo com aparato pa
ajustado para 50 rpm e mantendo-se 37+0,5°C. Apds os 30 minutos coletou-se uma
aliquota de 10 mL de cada cuba, solugao que foi filtrada em filtro qualitativo de 1,0
mm, realizando-se a diluicdo de dez vezes com HCI 0,1 mol L™ para concentracéo
de 33,0 pg mL™. Apds a diluigdo a amostra foi colocada na cubeta de quartzo e lida

no espectrofotdmetro (Waters 2487) a 260 nm.

4.2.3 Desenvolvimento e Validagdo de Método Empregando Sistema deAnalise por
Injecdo em Fluxo (FIA)

4.2.3.1 Parametros de validagao

LinearidadeFIA

Foram construidas trés curvas de calibragdo analitica em seis
concentragdes de padrao (n=3), preparados na faixa dindmica de trabalho de 10,00
a 45,00 ug mL™", a partir da solucéo estoque de 300,00 Mg mL"'de TDF em HCI 0,10
mol L. Foram avaliados o coeficiente de correlacdo linear (r), o desvio da
normalidade e homocedasticidade(BRASIL, 2003).

Precisao FIA
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A preciséao intradia (repetitividade) da analise de injecao em fluxo foi
determinada por meio da analise de seis solugbes de mesma concentracao (30,0 ug
mL™" em HCI 0,10 mol L'1) pelo mesmo analista, equipamento e dia. Ja a preciséo
inter-dias (intermediaria) foi avaliada no mesmo laboratério, utilizando o mesmo
equipamento, porém em dias diferentes e com analistas diferentes, pelos desvios
padrao relativos (DPR) (BRASIL, 2003).

Exatiddo FIA

A exatidao da analise de injecao em fluxo foi avaliada a partir da
recuperacao de quantidades conhecidas de solugdes de TDF padrao, nosniveis de
concentragdo baixo (25,0 ug mL™), médio (30,0 ug mL") e alto (37,0 ug mL™")
adicionados a solugdes com placebo do comprimido, a fim de avaliar a recuperagao
do ativo em meio aos excipientes, simulando o comprimido. As quantidades de TDF

recuperadas foram calculadas utilizando-se a curva de calibragdo (BRASIL, 2003).
Limite de deteccao e limite de quantificacao FIA

Limite de detecgao e o limite de quantificagdo da analise por injecéo

em fluxo foram calculados pelasEquacgdes 1 e 2 (BRASIL, 2003).

4.2.4 Aplicaggdo doMétodo deDissolugdo Automatizada por FIA-UV dos
Comprimidos de TDF

4.2.4.1 Instrumentagdo e partes integrantes do sistema FIA-UV
Microcomputador

Foi utilizado um microcomputador Intel core 2 Duo E 4400 de 2 GHz
com 1 GB de RAM com velocidade de 533 MHz. Disco rigido de 160 MB com 7200
RPM. Placa de video aceleradora AGP Riva TNT2 M64 - 32 MB e um monitor
SyncMaster 710N de 15”. A configuracdo da resolugcdo da tela do monitor foi de
1280 por 1024 pixels e a qualidade maxima de cor de 32 bits. Com este computador

efetuou-se o controle das valvulas solenoide e sequencial, a aquisicao dos dados
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experimentais, bem como o tratamento dos dados, de uma forma simples e

dinamica.
Bomba peristaltica

Foi utilizada uma bomba peristaltica MINIPULS® 3 com 8 canais da
Gilson, padrdao com vazao de 0,05 mL min™ a 40 mL min™ e pressao maxima de 5
bar. A velocidade do motor ajustavel de 0 a 48 rotagdo por minuto (rpm). Todas as
funcdes - ligar, parar, pausa, alterar velocidade, inverter a direcdo de rotagcéo e os
diferentes modos de operacdo da bomba peristaltica foram acionados
manualmente.Esta bomba esta equipada com tubos de propulsdo de Tygon® (1,52
mm) para proporcionar vazdes de até 8,1 mL min'. As tubulagdes utilizadas no

modulo foram de polietileno e teflon com diametros internos de 0,8mm.
Moédulo USB-4RL

O Mddulo USB (PUSB-4RL) possui quatro relés de saida (contatos
elétricos) que permitem o acionamento da valvula rotatériaseletora de baixa pressao
de dez viasVICI e da valvula solenoide de baixa pressao de trés vias por meio da

porta USB do computador.

Figura 6 - Modulo USB (PUSB-4RL) utilizado para ligar e desligar os reles
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Valvula solenoide de 3 vias

Utilizou-se uma valvula solenoide de baixa pressao de trés vias
(NResearch161T031) controlada pelo microcomputador. Esta valvula possui um
dispositivo que permite a passagem de um fluido. O fechamento da valvula
solenoide ocorre quando a bobina perde energia, exercendo uma forga pelo peso do
pinodeslocado por uma mola. A valvula foi utilizada parapermitira passagem das
amostras, solugdo carregadora e de limpeza, ocasionando o desvio do caminho
analitico nos modulos de analises. O acionamento da valvula solenoide é realizado
através de aplicagdo de uma voltagem DC nominal de 12 V pelo circuito externo de
chaveamento acessoério Modulo USB (PUSB-4RL) via computador, controlado pelo
programa CONTROL-FIA.

Figura 7 - Valvula solenoide de baixa pressao de trés vias (NResearch161T031)

Vélvula seletorade baixa pressao de 10 vias

A valvula seletora de 10 vias (C22Z-3186H) (Fig. 8)inclui
anilhas/ferrolhos de 1/16” em PEEK, permitindo o acionamentodo motor de passo
através de atuador elétrico (Fig. 9), acionado pelo Modulo USB-4RL.Foi utilizada

para a inje¢cao sequencial da solugao retirada de cada uma das cubas do dissolutor.



Figura 8 - Valvula seletora de 10 vias utilizada como injetor
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Figura 9 - Modelo esquematico da valvula seletora com seu controlador
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Os filtros foram feitos com ponteiras de micropipetas de 100
ML,cortadas e encaixados nas tubulagdes, com o intuito de impedir que particulados
provocassem entupimento nos canais e valvulas, e mesmo ocasionem desvios do
plano de Iluz no espectrofotbmetro, causando desta forma variagcbes na

quantificagcao. Os filtros sdo apresentados na Figura 10.

Figura 10 - Filtros ndo preenchidos (a) e preenchidos com la de vidro

Softwares CONTROL-FIA e UTI-FIA

Os softwares: CONTROL-FIAe UTI-FIA foram desenvolvidos pelo
prof. Dr. Carlos Alberto Paulinetti da Camara, do Departamento de Quimica — UEL
(Grupo DIA). Com objetivo de automatizar e facilitar o trabalho, estes programas
podem ser utilizados simultaneamente, economizando tempo, desde a aquisi¢ao até

o tratamento dos dados.

CONTROL-FIA

O CONTROL-FIA€é o software responsavel pelo controle a base de
tempo das valvulas solenoides: seletora de 10 vias VICI e de 3 vias NResearch,
sendo desenvolvido em linguagem Microsoft Visual Basic 6.0, que trabalha em
ambiente multitarefas Windows 9x/Me/XP/VIS - 32 bits. Através deste, € possivel
disparar o cronébmetro para inje¢do sequencial programada do injetor e subsequente
da valvula solenoide, responsavel pela diluigdo da solugéo por tempo, e pela limpeza

da tubulagéo posterior a leitura (Fig. 11 e 12).
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Figura 11 - Imagem digitalizada do software CONTROL-FIA e dos macrocomandos
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Os macrocomandos s&o acionados na janela de programagéo e
lidos sequencialmente durante a execucdo do experimento. A utilizacdo dos
macrocomandos permite encadear experimentos em diferentes condicoes,
proporcionado grande versatilidade e uma maior reprodutibilidade para exploragao

da analise.

UTI-FIA

O programa UTI-FIA foi desenvolvido em linguagem Microsoft Visual
Basic 6.0, e contém varios recursos graficos incorporados para facilitar a
visualizagdo de curvas experimentais e seu tratamento (normalizagdo por
intercalacdo ou remocado de pontos; inversdo de sinal; subtracdo do branco;
fornecimentodas alturas dos picos, que se utiliza para quantificacdo, por processo
manual ou automatico). Este programa permite ainda, a utilizacdo de diferentes
filtros digitais para: corre¢do do sinal/ruido, alinhamento da linha de base, inversao
do grafico, alteragdo das escalas e legendas; efeito “zoom”, entre outros. A
transferéncia dos dados experimentais pode ser feita de forma direta para planilha
eletrénica do Excel 2007. A Figura 12 mostra um exemplo de tratamento dos dados
com o softwareUTI-FIA para obtencéo das alturas dos picos (sinais transientes) nos

fiagramas.
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Figura12 - Imagem do tratamento de dados utilizando o softwareUTI-FIA,
desenvolvido no grupo DIA, para obtengéo das alturas dos picos (sinais
transientes) nos fiagramasutilizados no levantamento das curvas padrao
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4.2.4.2 Montagem do sistema FIA-UV

Inicialmente configuraram-se as valvulas de baixa presséo de 10 e 3
vias (Fig. 12) para que pudessem realizar a coleta, diluigdo, limpeza e quantificagéo
das amostras dos comprimidos de TDF. Entao, efetuou-se o acoplamento entre a
bomba peristaltica, as valvulas configuradas, o espectrofotdmetro com a cubeta de

fluxo, através da tubulagdo de polietiieno e Tygon, com o dissolutor contendo as7
cubas (Fig. 13)

Configuracéo das valvulas de baixa presséo

O esquema da Figura 13 demonstra como € realizado o
acionamento dos canais de 1 a 6 da valvula seletora de 10 vias, correspondendo as
6 cubas do dissolutor. Quando é realizada a coleta do TDF o sistema se encontra na
posicdo mostrada na Figura 13A, e quando estiver realizando a limpeza para trocar
o canal de coleta, ficara como na Figura 13B. Para realizar a diluicdo, a valvula

solenoide de 3 vias é acionada e desacionada, alternando entre a posi¢ao A e B,
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permanecendo 0,04 segundos aberta e 0,25 segundos fechada. Tanto, para realizar

a limpeza da tubulagdo entre as coletas, como para efetuar a diluicdo do TDF de
cada cuba, a solugdo de HCI 0,10 mol L™ é empregada.

Figura 13 - Esquema da amostragem analitica com o atuagao da valvula solenoide
de 3 vias do sistema FIA

B

( 33— per ) (—oer) =

A: Vélvula solenoide de 3 vias (VS 3) NResearch com solugéo de TDF aberta; B: Valvula solenoide

de 3 vias (VS 3) com solugcdo de TDF fechada; DET: Detector; B.P. :Bomba peristaltica; VS 10:
Valvula seletora de 10 vias VICI.

Figura 14 - Fluxograma do sistema FIA

Microcomputador

5
Modulo USB-4RL

1

Dissolutor Valvula

solenoide 6

000 wE g

Detector peristaltica

Valvula seletora
de 10 vias

HCI 0,10 mol L1 Descarte

No Dissolutor (1) ocorre o processo de dissolugdo do medicamento
em 6 cubas. Cada cuba contém uma tubulagéo de polietileno (0,8 mm) acoplada ao
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um filtro (Fig.10b), ligada a valvula seletora de 10 vias (2), a qual estaconectada a
valvula solenoide de 3 vias de baixa pressao (3),que direciona o caminho analitico
pela sua abertura/fechamento. A diluicdo ocorre pela mistura da amostra
proveniente de cada cuba com a solugdo de HCI 0,10 mol L™'(4). Esse controle é
realizado pelo Médulo USB-4RL (5) que também controla a valvula seletora de 10
vias, responsavel pela troca da coleta da cuba. A solugdo passa pelo detector (6),
impulsionadapela bomba peristaltica (7), em que o sistema todo & controlado pelo
microcomputador (8) e pelo software CONTROL-FIA até o descarte (9), como
mostrado na Figura 14.

Uma foto dosistema completo utilizado na dissolugdo automatizada

dos comprimidos de TDF pode ser visto na Figura 15.

Figura 15— Sistema FIA completo utilizado no ensaio de dissolugdo automatizada
FIA-UV

Bomba peristaltica MINIPULS® 3 Gilson;valvula seletora de 10 vias (VICI C22Z-3186H); valvula
solenoide de 3 vias (NResearch161T031); Modulo USB (PUSB-4RL);.Detector Dual Absorbance
Waters2487; Microcomputador Intel core 2 Duo E 4400.

4.2.4.3 Desempenho do sistema FIA-UV
O desempenho do sistema automatizado FIA-UV desenvolvido e

validado foi testado, considerando-se o sistema convencional como padrdo de

referéncia, comparando-se a porcentagem de dissolugéo pelo uso dos 2 sistemas.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 RESULTADOS DOS PARAMETROS DE VALIDACAO DO METODO DE TEOR DE TDFPARA
COMPRIMIDO E MATERIA-PRIMA

Especificidade do método de teor

A varredura espectral apresentou dois picos maximos (210 e 260
nm), sendo o ultimo utilizado para validagdo do método. Nao foram observadas
sinais de interferentes do placebo e nem do solvente utilizado (HCI 0,1mol L™),

conforme observado na Figura 16.

Figura 16 - Espectro de absorcdo da solugdo padrdo (30,0 ug mL™") e placebo em
HCI 0,1 mol L™ na faixa de 200 a 300 nm para o método de teor

1,6
2200  asssss Padrao (30 pg mL'1}
14 4 70
. —— Placebo
1,2 P .
i == = HCI 0,1 mol L
z :
o r
9 5
eg 08 -
: -.
2 06 - p 260
< : B Ll T
0.4 -
0,2 TERnes
R S ——
200 220 240 260 280 300

Comprimento de onda (nm)

Linearidadedo método de teor

O método de teor mostrou-se linear no intervalo estudado. A analise
de variancia (ANOVA) efetuada sobre os valores da absorvancia da curva de
calibragdo demonstraram regressao linear significativa, sem desvio da linearidade (p
<0,05) (Tab.3).
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Tabela 3 - Avaliacédo da linearidade das curvas padrao deTDF a partir dos residuos
utilizando o método de teor
Curva1 Curva2 Curva3 Curva Média

Estatistica (n=3) (n=3) (n=3) (n=9)
Normalidade dos 1. 5005 5005 005 >0,05
residuos
Homocedasticidade i 5005 005 0,05 50,05
dos residuos
Regress3o das r 0,999 0,999 0,999 0,999
curvas p-valor <0,05 <0,05 <0,05 <0,05

r: coeficiente de correlagdo. p: nivel de significancia de 5%

Os residuos possuem uma distribuicdo normal, verificada utilizando-
se o teste de Shapiro-Wilk, sendo o grafico linear, comprovado pelo coeficiente de
correlagdo (r >0,99). O grafico de residuo (Fig. 17b) demonstrou que os valores
residuais estiveram distribuidos aleatoriamente em torno do zero, indicando que séo
independentes e ndo apresentam tendéncias, com baixa dispersao em relagdo ao
valor médio, indicando que sao independentes da variancia, que foi avaliada pelo

teste de Levene, indicando uma variagao constante (homocedasticidade).

Figura 17 - Curvas analiticas de calibragao (a) e grafico de residuos (b) (n=9) para o

método de teor
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Limite de deteccao e quantificacdodo método de teor

O limitede deteccdo, definido como a menor quantidade que pode
ser detectada do ativo presente em uma amostra, porém nao necessariamente
quantificavel; sendo a menor quantidade quantificavel do ativo em uma amostra, que

pode ser determinada com precisao e exatidao, é dada pelo limite de quantificagao.
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Portanto, os limites de detecg¢ao e quantificagado, calculados pelas Equagdes 1 e 2a
partir das curvas de calibragdo foram de 0,81 pg mL' e 27 pug mL",

respectivamente.
Precisdodo método de teor

Para precisao intradia foram obtidos os valores de DPR 0,4 € 0,8 %,
ja a precisao inter-dias foi de 0,6 %, respectivamente (Tab. 4). Esses valores se
apresentaram de acordo com o limite estipulado pela ANVISA de 5% (BRASIL,
2003).

Tabela 4 - Valores de média, desvio padrdo e desvio padrao relativo das
concentragbes de TDF para avaliacdo da precisao e
precisdointermediariado método de teor

Parametros de Validag&o Média (ugmL")+ DP DPR (%)
Repetitividade 1° dia 100,6% + 0,4 0,4
Repetitividade 2° dia 101,0°+ 0,8 0,8
Precisao intermediaria 1° e 2° dia 100,82 + 0,6 0,6
p-valor >0,2

DP: desvio padrao. DPR: desvio padrdo relativo. Valor médio para repetitividade (n=6) e para
precisado intermediaria (n=12). Letras diferentes na mesma linha indicam diferenca significativa pelo
teste de Tukey.

Pelo teste de Tukey foi verificado que ndo ha diferenga significativa
entre o primeiro e segundo dia em nivel de 5%. Como p-valor foi maior que 0,2
podemos inferirque ndo ha diferenca entre os ensaios em nivel de 20%, indicando

que o meétodo de teor € preciso.

Exatiddo do método de teor

A exatidao, definida como a proximidade dos resultados obtidos pelo
método em estudo em relacdo ao valor verdadeiro, esta apresentada na Tabela 5.
Uma solucéo de 300,0 ug mL™" de TDF foi diluida nas concentracdes de 25,0, 30,0 e
37,0 uyg mL™, respectivamente. A essas solugdes foram adicionadas aos placebos
do comprimido, a fim de avaliar a recuperagdo do ativo juntamente com os

excipientes, simulando o comprimido e realizado o teste de exatidao.
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Tabela 5 -Valores experimentais do teste de recuperagao realizado com adigao
padrdo de TDFna amostra de TDF na proporgao de 80% (25,0ug mL'1),
100% (30,0pg mL™") e 120% (37,0ug mL™) (n=3) do método de teor

Amostra + Adi¢ao Concentracao B Recuperacéao
Recuperacéao _
de padrao recuperada (%) meédia
(0]

(ug mL™") (ug mL™") (%)
25,0 25,2+ 0,03 100,7+ 0,1
30,0 29,9+ 0,20 99,6+ 0,6 100,0+£0,9
37,0 36,9+ 0,40 99,8+ 1,3

Média = Desvio Padrao. Leitura por espectrofotometria no UV a 260 nm

O método de teor foi considerado exato,ja que as médias das
porcentagens de recuperagéo do padrdo de TDF (100,0 £ 0,9) estdo de acordo com
os limites especificados (98 a 102 %) (Tab.5) (BRASIL, 2003).

5.2 CONSIDERACOES PARA O METODO DE ENSAIO DE DISSOLUCAO

A solubilidade e a permeabilidade do farmaco, bem como a
estabilidade deste no meio, sao propriedades importantes a serem consideradas
durante a elaboragdo do ensaio de dissolugao (KASIN et al.,, 2004). O volume de
meio de dissolugcdo pode variar de 500 a 1000 mL, sendo 900 mL o volume mais
utilizado (USP 29, 2006). Deve-se assegurar, no entanto, que as condigdes sink
sejam mantidas, para evitar que a taxa de dissolugdo seja influenciada,
artificialmente, pela aproximacao da saturacido durante a realizacao do teste.

Enquanto, para comprimidos utiliza-se frequentemente o aparato pa,
com velocidades de rotagdo variando de 50 a 100 rpm (USP, 2006). Ressalta-se que
condicdo sink se refere a um excesso de volume de meio, que ira permitir que o
ativo dissolva-se continuamente. Isso porque in vivo a maioria dos farmacos é
absorvida em nivel de membrana epitelial intestinal, logo este se dissolve pelo
equilibrio que é estabelecido em pouco tempo, sem efeitos da diminuicdo do
gradiente de concentragdo cinética de dissolugdo (ABDOU, 1995; AULTON, 2005;
SHARGEL, 1999).

A solubilidade do TDF foi testada em diferentes meios. Verificou-se
que volumes de 300 mL de agua ultrapura, HCI 0,1 mol L™ e tampao fosfato pH 7,4

foram suficientes para garantir a solubilidade do farmaco e a condigao sink.
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As especificacbes para o ensaio de dissolugdo envolvem uma
quantidade minima dissolvida do farmaco em determinado intervalo de tempo (USP,
2006). Muitas monografias oficiais estabelecem que n&o menos que 75% do
farmaco devem estardissolvidos em 45 minutos. A farmacopeia britanica (BRITISH
PHARMACOPOEIA, 2003) adota esse critério para a quase totalidade de suas
monografias. Para farmacos altamente soluveis, uma especificacdo de unico ponto,
com no minimo 85% de dissolucdo em 60 minutos ou menos, é suficiente para
comprovar a qualidade lote a lote do produto (MARCOLONGO, 2003; BRASIL,
2003).

Considerando esses critérios, estabeleceu-se para avaliar a
dissolugdgo de TDF um minimo 85% de dissolugdo do farmaco em 30
minutos.Assumiu-se que o método de quantificagcdo a ser utilizado na avaliacdo da
porcentagem dissolvida de farmaco deve cumprir os parametros de validagao:
especificados pela especificidade, linearidade, precisdo e exatiddo, além do
emprego da membrana adequada de acordo com o teste de influéncia, considerando
ainda, estabilidade do farmaco no meio de dissolugdo (USP, 2006; ICH,
1996;MARQUES e BROWN, 2002).

5.2.1 Planejamento Fatorial

A fim de realizar o planejamento fatorial, alguns parametros tiveram
de serem pré-definidos para iniciar as analises, como no caso do volume da cuba e
do aparato utilizado no dissolutor. Para o volume do meio de dissolugao definiu-se
900 mL, por assegurar a condigdo sink conforme proposta da Farmacopeia
Internacional (WHO, 2010). O aparato pa foi definido pelo fato do comprimido nao
boiar, conforme recomendacdes do FDA (FDA, 2014).

Definindo-se essas condi¢cdes e as variaveis independentes, tempo
de coleta (30, 45 e 60 minutos) e velocidade de agitacao (50, 75 e 100 rpm) pode-se
construir o planejamento fatorial 2% para os trés diferentes meios de dissolugao,
obtendo-se como resposta a porcentagem de dissolugédo do TDF (%) nas diferentes

condigdes reacionais testadas (Tab.6).
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Tabela 6 -Tratamentos do planejamento fatorial 2° e respectivas porcentagens de

dissolu¢ao do TDF (%) nos trés diferentes meios

Variaveis Meios de dissolugao
Tempo Velocidade HCI Agua Tampao fosfato
(x1) (X2) 0,10mol L™ ultrapura pH 7,4
(min) (rpm) (%)
30 50 100,68 + 1,1 94,02+ 2,0 96,79 + 1,1
30 100 99,92+0,8 94,75 + 2,1 97,03+ 2,1
60 50 99,95+0,8 9481+15 97,36 £ 1,3
60 100 102,15+0,2 95,89+1,8 101,20 £ 0,6
45 75 101,54 £ 0,9 96,01 £ 0,9 100,45 £ 1,7
45 75 100,26 + 1,8 96,20 + 0,7 98,76 £ 1,5

A partir dos dados obtidos pelo planejamento fatorial foi possivel
gerar superficies de contorno (Fig. 18) e fungdes resposta (y) (Tab. 7) referente a
dissolugdo do TDF nos trés diferentes meios. A fungao resposta foi expressa em

porcentagem de dissolu¢ao do TDF.

Figura 18. Superficies de contorno para dissolugéo do TDF nos meios HCI 0,10mol
L™(a), Agua ultrapura (b) e Tamp3ao fosfato pH 7,4 (c)
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A Figura 18 refere-se os graficos das superficies de contorno de
dissolucdo do TDF nos trés diferentes meios. Nota-se que a area vermelha dos
graficos indica a utilizagcdo dos maiores tempos e rotagdes, nos quais se obteve a
maior porcentagem de dissolugdo do TDF. Mesmo com essa indicagédo de aumento,
pelas equagdes observa-se que as grandes meédias ja estdo todas préximas do

maximo de porcentagem de dissolugdo do medicamento.

Tabela 7 - Funcgdes resposta (y) do TDF nos trés meios de dissolugao e respectivos
coeficientes de determinagao

Meio de Dissolugao Fungao resposta R?
HCI1 0,10 mol L™ y = 100,68 — 0,38x; + 0,36x2 — 0,74x1X> 0,801
Agua ultrapura y =94,87 — 0,45x; + 0,48x, — 0,09%1X» 0,996
Tampao fosfato pH 7,4 y =98,09 — 1,02x; — 1,19%, + 0,89X1X> 0,918

Os valores de coeficientes de determinagéo foram obtidos considerando-se a checagem de curvatura
dos modelos, que nao foi significativa em nivel de 5% (p <0,05) para os diferentes meios

Os coeficientes de determinacéo para os meios foram de 0,801 para
o HCI 0,10 mol L™; 0,996 para a agua ultrapura e 0,918 para o tampao fosfato pH
7,4; indicando que 80,1 %, 99,6 % e 91,8 % da variancia dos dados puderam ser
explicados pelos referidos modelos estatisticos de cada meio, respectivamente.

Pelas funcdes resposta infere-se que as variaveis independentes x;e
X2 ndo exercem grande influéncia sobre a dissolugdo do medicamento, como
comentado anteriormente, fato confirmado pela analise de variancia.

A analise de varidancia (ANOVA) dos modelos ndo demonstrou
diferenca significativa (p>0,05) entre as variaveis independentes (tempo de
dissolugcédo x;e velocidade de agitagado x,) para nenhum dos meios testados: HCI
0,10 mol L™ (Tab. 8), agua ultrapura (Tab. 9) e tampao fosfato pH 7,4 (Tab. 10).

Tabela 8 - Analise de variancia (ANOVA) dos paréametros de regressdo para o meio
de dissolugdo HCI 0,10 mol L™

SS df MS F p
Curvatura 0,067 1 0,067 0,081 0,823
Tempo (L) 0,563 1 0,563 0,682 0,561
Velocidade (L) 0,516 1 0,516 0,625 0,574
Tempo e Velocidade 2,173 1 2,173 2,631 0,352
Erro 0,826 1 0,826

Total SS 4,145 5

(L): Efeito linear; 8S: Soma dos quadrados; df: Graus de liberdade; MS: Quadrado da média; F:
Valor calculado; p: Nivel de significancia
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Tabela 9 - Analise de variancia (ANOVA) dos parametros de regressao para o meio
de dissolugao agua ultrapura

SS df MS F p
Curvatura 2,030 1 2,030 120,44 0,058
Tempo (L) 0,813 1 0,813 48,25 0,091
Velocidade (L) 0,934 1 0,934 55,43 0,085
Tempo e Velocidade 0,032 1 0,032 1,884 0,401
Erro 0,017 1 0,017
Total SS 3,826 5

(L): Efeito linear; 8S: Soma dos quadrados; df: Graus de liberdade; MS: Quadrado da média; F:
Valor calculado; p: Nivel de significAncia

Tabela 10 -Analise de variancia (ANOVA) dos parametros de regressao para o meio
de dissolugado tampao fosfato pH 7,4

SS df MS F p
Curvatura 3,037 1 3,037 2,113 0,384
Tempo (L) 4,144 1 4,144 2,883 0,339
Velocidade (L) 5,620 1 5,620 3,909 0,298
Tempo e Velocidade 3,234 1 3,234 2,249 0,374
Erro 1,438 1 1,438
Total SS 17,47 5

(L): Efeito linear; 8S: Soma dos quadrados; df: Graus de liberdade; MS: Quadrado da média; F:
Valor calculado; p: Nivel de significancia

Esses resultados de analise de variancia indicam que o ensaio de
dissolucédo pode ser realizado em qualquer velocidade ou tempo, dentro do intervalo
testado, sem que haja interferéncia no resultado final da dissolugéo. Logo, dentre o
intervalo das variaveis independentes, foi escolhido 50 rpm, seguindo as
recomendagdes do FDA (FDA, 2009) e 30 minutos, adotando-se uma condigado mais
rigorosa para o ensaio de dissolugdo, uma vez que, o aumento da velocidade de
rotacédo e do tempo, poderia favorecer a dissolugio.

Pela analise do planejamento fatorial ndo foi possivel identificar
diferenca entre os meios de dissolugao. Portanto, avaliou-se a analise dos perfis de
dissolucéo, a fim de escolher o melhor meio a ser utilizado, tendo como enfoque a

maior porcentagem de cedéncia do farmaco.
5.2.2 Perfil de Dissolucao e Escolha do Meio
A Tabela 11 apresenta os valores de porcentagem de liberagao do

TDF nos diferentes meios, avaliados em cada tempo pelo teste de Tukey. Os perfis

de dissolugao estéo representados pela Figura 18.
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Tabela 11 -Perfil de dissolugdo do TDF em HCI 0,1 mol L™, 4gua ultrapura,e tamp3o
fosfato pH 7,4

% liberada no meio

T(?nrri]r?)o 0.1 OHrr?(l)I L Agua ultrapura TamSéHo;Zsfato p-valor
5 101,35° + 4,2 83,31+ 10,0  84,24°+9.2 <0,01
10 107,23+ 1,6 93,92°+ 1,3 95,52° + 2.4 <0,01
15 107,28+ 1,2 97,07° + 1,4 98,62° + 1,2 <0,01
20 106,08° + 1,6 98,22° + 2,0 97,76° £ 1,2 <0,01
30 104,94°+ 1,5 97,98° + 2,1 99,37° + 1,6 <0,01
60 105,90° + 4,8 98,07° + 1,8 106,17% + 3,0 <0,01

Valor médio (n=12) para ensaio realizado utilizando 900 mL de meio e velocidade de agitagdo 50 rpm
e aparato pa.*Média + Desvio Padrdo. Letras diferentes na mesma linha indicam diferenga
significativa pelo teste de Tukey

Verifica-se pela porcentagem de dissolugdo para os trés meios
analisados, que o HCI 0,10mol L™ a partir do tempo de cinco minutos ja apresenta
total liberagcdo do farmaco, sendo essa uma condi¢ao relevante para comparagao

entre os meios (Fig. 19).

Figura 19 - Perfil de dissolugdo do TDF emHCI 0,10mol L™, Agua,e Tampao fosfato
pH 7,4
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Com HCI 0,170 mol L™ a liberagao foi considerada adequada, sendo
este 0 meio escolhido. Contudo, a fim de se utilizar meios menos agressivos e
menos custosos, o perfil foi realizado em uma concentragdo menor. Desta forma,
efetuou-se o perfil de dissolucdo no acido HCI0,01 mol L™ e comparou-se com o HCI

0,10mol L™ (Tab. 12). A representacdo grafica pode ser visualizada pela Figura 20.

Tabela 12 - Perfil de dissolucdo do TDF em HCI 0,10mol L' e HCI 0,01 mol L™
% liberada no meio

Tempo

HC! 0,10 mol L™ HCI 0,01 mol L™ p-valor
5 101,357 + 4,2 80,81°+ 7,2 <0,01
10 107,237 + 1,6 95,52° + 2,4 <0,01
15 107,28% + 1,2 98,62° + 1,2 <0,01
20 106,08% + 1,6 97,48°+ 1.4 <0,01
30 104,942 + 1,5 99,38 + 1,6 <0,01
60 105,90% + 4,8 99,41° +1,7 <0,01

Valor médio (n=12) para ensaio realizado utilizando 900 mL de meio e velocidade de agitagao de 50
rpm com aparato pa.*Média + Desvio Padrdo. Letras diferentes na mesma linha indicam diferencga
significativa pelo teste T de Student.

Comparando-se os dois meios acidos pode-se verificar que o HCI
0,10mol L' se mostra mais efetivo que o HCI 0,01 mol L™ na liberagéo do farmaco
TDF. Isso pode ser explicado também pelo fato de que o farmaco apresenta um

carater basico (pKa= 3,75), o que lhe confere uma maior solubilidade no meio acido.

Figura 20 - Perfil de dissolugdo do TDF em HCI 0,10mol L™ e HCI 0,01 mol L™
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Portanto, o HCI 0,10mol L' foi escolhido dentre todos os meios
analisados, considerando a maior cedéncia do farmaco TDF. Este também é o meio
recomendado pelo FDA para comprimidos contendo este farmaco (FDA, 2014).

Através do teste T de Student foi verificado que para os perfis de
dissolugcéo, as porcentagens de dissolugdo nos tempo de 30 e 60 minutos, nao
apresentaram diferenga significativa em nivel de 5 % para os seus respectivos
meios, confirmando os resultados obtidos pelo planejamento fatorial.

Esses resultados também estdo de acordo com as recomendacgdes
disponibilizadas para o ensaio de dissolugdao pela ANVISA. Que preconiza a
realizagao do ensaio de dissolugdo em um unico ponto, 60 minutos ou menos, para
formas farmacéuticas sélidas orais de liberacdo imediata, que apresentem
dissolucdo minima de 85% do ativo, enquadrando-se no Sistema de Classificagao
Biofarmacéutica (caso | e lll), suficiente para controle da uniformidade lote a lote
(BRASIL, 2014). Deste modo considerando que a solubilidade do presente farmaco,
0 mesmo se enquadra no caso lll do Sistema de Classificagdo Biofarmacéutica
(TEIXEIRA, 2011).

5.2.3 Eficiéncia de Dissolugao

A eficiéncia de dissolugdo € comumente utilizada na avaliagdo de
um farmaco referéncia em relagdo ao seu similar, contudo podemos utilizar esses
calculos para avaliar a diferenca entre os meios de dissolugcdo de um mesmo
farmaco, podendo assim inferir sobre a eficiéncia de cada diluente (AMIDON, 1995).

Para analise da eficiéncia de dissolucdo, utiliza-se o Método Modelo
Independente Simples que emprega os fatores de diferenca (f1) e de semelhanga
(f2). Entretanto, esses fatores somente n&o sdo aplicados quando o farmaco
apresenta uma alta porcentagem de solubilidade, pois o fator f, perde seu poder
discriminativo. Avaliando-se os perfis de dissolugao descritos anteriormente, verifica-
se que as porcentagens de farmaco dissolvido nos diferentes meios testados foram
superiores a 85% ja em 10 minutos de ensaio, logo, a comparagao dos perfis por
este método, ndo pbde ser aplicada para o TDF (AMIDON, 1995).

Portanto, calculou-se a eficiéncia de dissolugdo (ED%) para cada

meio, estabelecida de acordo com Khan e Rhodes (1975). A ED% ¢é definida como
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area sob a curva de dissolugdo em um tempo especifico, sendo essa area 100% de

dissolugdo nesse tempo. A Tabela 13 exemplifica o célculo de ED%.

Tabela 13 - Eficiéncia de dissolu¢do do TDF para o meio de HCI 0,10 mol L™
% Dissolvida

Tempo Cuba1 Cuba2 Cuba3 Cubad4 Cuba5 Cuba6 Média

0 0 0 0 0 0 0 0
5 97,6 101,6 95,6 107,2 102,0 1041 101,4
10 110,0 106,6 107,5 105,4 106,4 107,4 107,2
15 108,3 105,8 106,9 106,6 107 1 109,0 107,3
20 104,1 104,4 107,5 106,2 106,0 108,2 106,1
30 107,3 103,1 104,7 103,5 105,1 106,0 104,9
60 105,4 102,5 105,1 102,3 104,7 1154 105,9
0-5 244 1 254,0 239,1 268,0 255,0 260,2 2534
5-10 519,1 520,5 507,9 531,5 521,1 528,6 521,55
10-15 545,8 531,1 536,0 530,1 533,8 540,9 536,3
15-20 530,9 525,6 536,0 532,1 532,9 542,9 5334
20-30 1056,6 1037,9 1061,0 1048,5 1055,8 1070,8 10551
30-60 3189,8 30854 3146,3 3086,9 3147,0 3320,2 3162,6
iounga 6086,3 59545 60264 59971 60455 62636 60622
ED (%) 1014 99,2 100,4 100,0 100,8 104,4 101,0

*AUC: Area sob a curva da concentragao versus tempo “ED: Eficiéncia de dissolugéo (n=12)

Foi possivel, calcular o parametro de eficiéncia de dissolugado (ED%)
para os diferentes meios através de ANOVA, indicando diferencgas significativas
(p<0,01) entre eles. Aplicando o teste de Tukey, verificou-se que houve diferencga
significativa entre a ED% do HCI 0,10 mol L™ e dos demais meios de dissolugéo
(Tabela 14).

Tabela 14 - Analise da diferenca de eficiéncia de dissolugao dentre os meios
Eficiéncia de Dissolugao (%)

Meio Média = DP
Agua 92,31° + 1,1
HCI 0,10 mol L 101,04 + 1,8
HCI 0,01 mol L™ 92,04° + 4 4
Tampso fosfatopH 7,4  95,08° + 0,6
p<0,05

Média + Desvio Padrao. Letras diferentes na mesma linha indicam diferenca significativa pelo teste de
Tukey (p<0,01)(n=12)
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O Sistema de Classificacao Biofarmacéutica (SCB) sugere que
farmacos de alta solubilidade e penetrabilidade tem cedéncia de 85% em HCI 0,10
mol L™ em 15 minutos, e isto é um forte indicativo de que a biodisponibilidade do

farmaco nao é afetada pela dissolugcéo (FDA, 1997).
5.2.4 Influéncia da Filtracdo no Ensaio de Dissolugao

Escolhido os meios a serem estudados, foi realizado o teste da
influéncia dos filtros, a fim de avaliar se houve retencdo do analito durante a
filtragdo. A avaliagao da influéncia do filtro no método proposto € muito importante, e
foi realizada visando verificar possiveis alteragcdes na concentragao do farmaco, seja
pela retencdo do TDF ou liberagdo de material da membrana na solugéo,
dependendo dos meios estudados. Os valores de absorvancia para cada filtro e

seus respectivos desvios padrao estdo apresentados na Tabela 15.

Tabela 15 -Avaliagcado da influéncia pela filtracdo dos padrdes pelo uso ou ndo de
diferentes tipos de filtros/membranas na absorvancia do TDF (n=3)

Tipo A + DP
Nylon 0,674°+0,03
Celulose 0,671°+0,03
PVDF Membrana 0,22 ym 0,670°+0,04
PTFE 0,670°+0,03
C41 Filtro quantitativo 12 ym e 2 ym 0,710%° +0,01
Papel Qualitativo Filtro qualitativo 1 mm 0,688ab +0,03
La de Vidro Synth 0,691 +0,03
Sem Filtragao Sem passar por filtro/membrana 0,673% +0,02
Centrifuga (2000 rpm — 10 min) 0,695% +0,04

A: absorbancia. Média + Desvio Padrdo. Letras diferentes na mesma coluna indicam diferenga
significativa (Tukey, p < 0,05)

Na analise dos resultados obtidos verificou-se que n&o houve
diferenca significativa nas leituras de absorvancia com e sem filtragcdo ou
centrifugag&o. Os resultados ficaram dentro dos limites de + 2% de variagao do teor
do padrao (sem filtracdo). Logo, optou-se por utilizar o filtro qualitativo, tendo esse

menor custo.
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5.2.5 Estabilidade

O farmaco mostrou-se estavel nas condicdes avaliadas, em
solugdes de HCI 0,10 mol L. O padrao de 30,0 Mg mL™ apresentou o valor de 101,4
+ 0,2 % mantido a temperatura ambiente 25+0,2 °C por 24 h, ja a amostra
apresentou valor de 100,7+0,9 %, estando tanto o padrao quanto a amostra, dentro
da variag&o permitida de 98 a 102% (n=3) (MARQUES e BROWN, 2002).

5.2.6 Parametros de Validagcao do Método para Ensaio de Dissolugao
Especificidade da dissolugéo

Assim, a especificidade do método foi confirmada pelo fato de tanto
o placebo, como o meio de dissolugdo nao apresentarem bandas de absorcédo a 260

nm, comprovando-se a auséncia de interferéncia dos excipientes (Fig. 21).

Figura 21 - Espectro de absorgédo da solu¢do padrao (30,0 ug mL'1) e placebo em
HCI 0,1 mol L™ na faixa de 200 a 300 nm a 37+0,5 °C com aparato pa a
50 rpm utilizando método da dissolugao
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Linearidade da dissolucao

Para avaliar a linearidade do método da dissolugdo foram
construidas trés curvas em triplicata para o padrao de TDF. Foram realizados testes
estatisticos para comprovar a homocedasticidade (Levene) e distribuicdo normal

(Shapiro-Wilk) dos padrdes a partir dos residuos, apresentados na Tabela 16.

Tabela 16 -Avaliacdo da linearidade do método de dissolucdodo TDFa partir dos
residuos utilizando o meétodo de dissolugao convencional
Curva1 Curva2 Curva3 Curva Média

Estatistica (n=3) (n=3) (n=3) (n=9)
Normalidade dos —  \ .\r 5005 5005 005 >0,05
residuos
Homocedasticidade |\ .\ 5005 005 0,05 >0,05
dos residuos
Regressio das r 0,999 0,999 0,999 0,999
curvas p-valor <0,05 <0,05 <0,05 <0,05

r: coeficiente de correlagdo.p: nivel de significancia de 5%
Pelos valores de p maior que o nivel de significAncia de 5%, pelo

teste de Shapiro-Wilker aceita-se a hipdtese de normalidade, e pelo teste de
Levene ndo se rejeita a hipdtese de igualdade das variancias. A analise de variancia
(ANOVA) efetuada sobre os valores da absorvancia da curva de calibragao

demonstraram regressao linear significativa, sem desvio da linearidade (p< 0,05).

Figura 22 -Curvas analiticas de calibragao(a) e grafico de residuos(b) (n=9) para o
meétodo de dissolugao
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Os residuospossuem uma distribuicdo normal que foi verificada pelo
teste de Shapiro-Wilk, sendo o grafico linear, comprovado pelo coeficiente de
correlagao (r >0,99). A variancia dos residuos é indicada pela largura da disperséo
dos residuos ao longo do eixo x e foi avaliada pelo teste de Levene indicando que a
variagdo é constante, ou seja, os residuos sao homocedasticos. Pode observar
também que os mesmos se distribuem aleatoriamente em torno do zero, indicando

que s&o independentes e n&o apresentam tendéncias (Fig. 22b).
Limite de deteccao e limite de quantificacao da dissolucéo

Os limites de deteccado e de quantificagdo, calculados a partir da
curva média de calibracdo do método de dissolugao pelas Equagdes 1 e 2 foram de

0,44 ugmL™ e 1,5 uyg mL™, respectivamente.
Precisdo da dissolucao

A precisdo e precisdo intermediaria para o método de dissolugéo
estiveram abaixo do valor maximo de 5% preconizado pela ANVISA, apresentando
preciséo (repetitividade intradia de 0,7 e 1,3 %) e precisao intermediaria (inter-dias
de 1,0 %)(Tab.17).

Tabela 17 - Valores de média, desvio padrdo e desvio padrao relativo das
concentracbes de TDF para avaliagdo da repetitividade e
precisdointermediaria do método de dissolu¢ao

Parametros de Validagao Média + DP DPR (%)
Repetitividade 1° dia 101,17 £ 0,7 0,7
Repetitividade 2° dia 100,4% £ 1,3 1,3
Preciséo intermediaria 1° e 2° dia 100,72+ 1,0 1,0
p-valor >0,2

DP: desvio padrao. DPR: desvio padrdo relativo. Valor médio (repetitividade n=6 e precisdo
intermediaria n=12) para ensaios realizados utilizando 900 mL de meio e velocidade de agitagéo de
50 rpmcom aparato pa. Letras diferentes na mesma linha indicam diferencga significativa pelo teste de
Tukey

Através da analise de variancia (ANOVA) foi verificada a
significancia entre o primeiro e segundo dia. Como o p-valor se apresentou maior

que 0,05 podemos inferir que ao nivel de 20% né&o ha diferenga significativa entre os
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dias.Portanto, como as analises apresentam desvios abaixo do limite estipulado de

5% indica que o método de dissolugéo € preciso.
Exatiddo da dissolucéao

Na avaliacdo da exatiddo, a porcentagem de recuperagao foi de
100,1 £+ 0,2 % para comprimidos (Tab.18). Segundo RE n° 899/03 (BRASIL,
2003),para a média de recuperagao o intervalo de confianga deve estar entre 98 a
102%.

Tabela18 - Valores experimentais do teste de recuperacgao realizado com adigao de
padrdao de TDF no placebo na propor¢cao de 80% (25,0ug mL'1), 100%
(30,0 ug mL") e 120% (37,0ug mL™") (n=3) para o método da dissolucéo

Adicao de ~ ~ Recuperacao
- Concentragaorecuperada  Recuperagao e
padrao (ug (g mL™") (%) média
mL™") (%)
25,0 24,9+ 0,1 99,6+ 0,4
30,0 29,8+ 0,3 99,2+ 1,1 100,1 £ 0,2
37,0 37,0+ 0,1 100,1+£ 0,2

Média + Desvio Padrdo. Realizada nas condigbes padronizadas para o ensaio de dissolugado e
determinados por espectrofotometria no UV a 260nm

5.3 PARAMETROS DE VALIDAGAO DO SISTEMA FIA

Linearidade FIA

O método deinjecdo em fluxo mostrou-se linear no intervalo
estudado. A analise de varidancia (ANOVA) com as absorvancias das curvas de
calibragdo demonstraram regressao linear significativa, sem desvio da linearidade (p
< 0,05) (Tab.19).

Tabela 19 -Avaliacado da linearidade para o sistema FIA das curvas de padrdao do
TDF a partir dos residuos
Curva1 Curva2 Curva3 Curva Média

Estatistica (n=3) (n=3) (n=3) (n=9)
Normalidade dos —  \ .\or 5005 5005 005 >0,05
residuos
Homocedasticidade pvalor 0,05 >0,05 >0,05 >0,05

dos residuos
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Regress&o das r 0,999 0,999 0,999 0,999
curvas p-valor  <0,05 <0,05 <0,05 <0,05

r: coeficiente de correlagao. p: nivel de significancia em 5%

Através do teste de Shapiro-Wilk foi verificada a normalidade dos
residuos, ou seja, estes seguem uma distribuicdo normal padrdo, sendo o grafico

linear comprovado pelo coeficiente de correlagao (r >0,99).

Figura 23 - Curva analitica de calibragcéo (a) e grafico de residuos (b) (n=9) para o

sistema FIA
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Pelo grafico de residuos (Fig. 23b) observa-se que os valores
residuais estédo distribuidos aleatoriamente com baixa dispersédo (-0,02 a 0,02) em
relagdo ao valor médio, indicando que sdo independentes da variancia que foi
avaliada pelo teste de Levene indicando uma variacdo constante

(homocedasticidade).
Limite de deteccao e limite de quantificacao FIA

O limite de deteccao e o limite de quantificagdo para a analise por
injecdo em fluxo, calculados a partir das curvas de calibragdo foram de 1,46 ug mL™"
e 4,88ug mL™, respectivamente.
Precisao FIA

Para preciséo intradia os DPR foram de0,6 e 0,3 %, ja a precisédo

inter-dias foi de 0,6 %, respectivamente (Tab. 20). Esses valores se apresentaram
de acordo com o limite estipulado de 5% (BRASIL, 2003).
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Tabela 20 - Valores de média, desvio padrédo e desvio padrao relativo das
concentracbes de TDF para avaliacdo da repetitividade e precisao
intermediaria do método de quantificagao utilizando o sistema FIA

Parémetros de Validagao Média (%) + DP DPR (%)
Repetitividade 1° dia 99,22+ 0,6 0,6
Repetitividade 2° dia 99,87+ 0,3 0,3
Precisao intermediaria 1° e 2° dia 99,42+ 0,6 0,6
p-valor >0,05

DP: desvio padrdo. DPR: desvio padrdo relativo. Valor médio para repetitividade (n=6) e para
precisdo intermediaria (n=12). Letras diferentes na mesma linha indicam diferenga significativa pelo
teste de Tukey.

A precisdo que se refere ao grau de concordancia mutua entre as
medidas individuais, ou seja, a repetitividade da medida. Quanto maior a dispersao
dos valores menor a precisdo. Pelo teste de Tukey foi verificado que ndo ha
diferencga significativa entre o primeiro e segundo dia em nivel de 5%. Como p-valor
foi maior que 0,05,ndo ha diferenca significativa entre os ensaiosem nivel de 5%,

sendo considerado um método de quantificagédo preciso.
Exatid&do FIA

A exatidao utilizando o sistema FIA pode ser visualizada na Tabela
21. Uma solucdo estoque de 300,0ug mL™" de TDF foi diluida nas concentragdes de
25,0, 30,0 e 37,0 ug mL™", respectivamente. A essas solugdes foram adicionadas os
placebos do comprimido, a fim de avaliar a recuperagao do ativo juntamente com os

excipientes, simulando o comprimido.

Tabela 21 - Valores experimentais do teste de recuperagao realizado com adigao
de padrdo na amostra de TDF na proporcdo de 80% (25,0ug mL™),
100% (30,0 ug mL™") e 120% (37,0ug mL™") (n=3) utilizando o sistema

FIA
Padrao + Concentracao B Recuperacéao
o Recuperagéo o
Excipientes recuperada (%) meédia
(0]
(ug mL™") (ug mL™") (%)
25,0 25,0+ 0,2 100,1£ 0,7
30,0 30,0+ 0,1 99,9+ 0,3 99,8 +£0,5
37,0 36,9+ 0,4 99,5+ 0,3

Média + Desvio Padrao. Leitura por espectrofotometria no UV a 260 nm
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O método utilizandoinjecdo em fluxo foi considerado exato tendo em
vista que as médias das porcentagens de recuperagcado do padréo de TDF (99,8 +
0,5) estdo de acordo com os limites especificados (98 a 102 %) (Tab. 21) (BRASIL,
2003).

5.4 DESEMPENHO NA APLICACAO DA DISSOLUGAO AUTOMATIZADA POR FIA-UV

O ensaio de dissolugadoempregando FIA foi realizado com o intuito
de se automatizar as coletas, filtragcao e diluicbes verificando se o desempenho
proporciona reducdo em relacdo a erros manuais dos analistas.Neste ensaio
utilizou-se a la de vidro, considerando que: ndo apresentou diferenga significativa
(Tab. 9); a facilidade de construgéo e reposicdo manual ede adaptagao no sistema
FIA; e a disponibilidade aliada ao custo.

Com o softwareCONTROL-FIA foi realizado a coleta e diluicdo em
tempos de 3 minutos de uma cuba para outra, sendo cada coleta em triplicata. As
coletas foram realizadas com a diluicdo simultanea ocorrendo com o fatiamento em
“Tandem” por 45 vezes feito pelo acionamento da valvula solenoide de 3 vias em
0,08 segundos para a solugao de TDF e 0,02 segundos a solugéo carregadora (HCI

0,10 mol L™"). Os resultados das coletas estdo expressos na Tabela 22.

Tabela 22 - Dissolucdo do TDFem HCI 0,10 mol L'automatizada utilizando FIA

Cuba % liberada no meio
1 102,3+£1,0
2 95,9+0,9
3 101,8 £1,0
4 103,2+1,0
5 97,8+0,9
6 98,5+1,3

Valor médio (n=6) para ensaio realizado utilizando 900 mL de meio e velocidade de agitagdo 50 rpm e
aparato pa.*Média + Desvio Padrao

Efetuou-se a coleta e diluicao manual, a fim de confrontar o
desempenho do sistema automatizado FIA proposto, cujos resultados estédo

expressos na Tabela 23.
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Tabela 23 -Comparagdo do ensaio dedissolugdo do TDF em HCI 0,10 mol L™
realizado utilizando o sistema FIA automatizado desenvolvido com a
dissolugéo convencional (manual)

% liberada no meio

Tempo FIA Manual p-valor
1 102,3%+1,0 101,32+ 0,4 >0,20
2 95,9+ 0,9 99,4° + 0,4 <0,04
3 101,8%+ 1,0 101,42+ 0,3 >0,30
4 103,2°+ 1,0 101,22+ 0,7 >0,05
5 97,87+ 0,9 99,0+ 0,3 >0,10
6 98,5%+ 1,3 100,12+ 0,3 >0,10

Valor médio (n=6) para ensaio realizado utilizando 900 mL de meio HCL 0,10 mol L™ com velocidade
de agitagdo 50 rpmutilizando aparato pa.*Média + Desvio Padrdo. Letras diferentes na mesma linha
indicam diferenca significativa pelo teste T de Student

E possivel verificar que em um dos pontos, mais especificamente na
cuba 2, houve diferenca significativa em nivel de 5 % pelo teste T de Student. Esse
foi atribuidoa dificuldade encontrada na reprodugao dos filtros, j4 que esses por
serem produzidos manualmente apresentam imperfeicdes em sua compactagao,
hora muito compactado perdendo eficiéncia da bomba na propulsdo da solugao,
hora pouco compactado, se deslocando e produzindo bolhas, ocasionando
variagdes nas leituras de absorvancia.Houve ainda entupimento pelo fato do filtro se
saturar rapidamente, ja que a solugdo se encontrava bastante turva. Entretanto,
mesmo com essas dificuldades e maior variacdo, ainda sim o sistema FIA se
mostrou efetivo, podendo ser utilizado no ensaio de dissolugao.

Espera-se no futuro préximo, com o aperfeicoamento do sistema de
filtracdo, que este método empregando o sistema automatizado FIA, possa ser
utilizado para o acompanhamento do perfil de dissolugdo, que requer coletas
simultdneas em menores tempos, e mesmo para ensaios de outros farmacos com
liberagao controlada, que requerem longos periodos do ensaio de dissolugao.

Outra comparacgao relevante a ser feita € em relagdo aos valores
econdmicos atribuidos aos sistemas de coletas automaticos, enquanto os sistemas
automaticos fornecidos por empresas especializadas em equipamentos de
dissolugéo, por exemplo, Flowscience e Erweka, custam em torno de 65 mil délares,

um sistema de analise de injecao em fluxo (FIA) custa cerca de 25 mil ddlares,
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sendo esse valor menos da metade dos sistemas vendidos pelas referidas

empresas.
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6 CONCLUS AO

O planejamento fatorial mostrou que na faixa estudadaa velocidade
de rotagao e o tempo nao interferiram de forma significativa (p>0,05) no ensaio de
dissolucdo dos comprimidos de TDF, possibilitando a escolha das melhores
condicbes analiticas. Os diferentes modos de filtracdo ndo afetaram as
absorbancias,possibilitando adotaros de menores custos, o qualitativo para a
dissolucédo convencional, e a |a de vidro para a automatizada. O meio de HCI 0,10
mol L' foi o que apresentou melhor cedéncia do farmaco dentre os avaliado pelo
perfil de dissolugdo e pela eficiéncia de dissolucdo entre: HCI 0,01 mol L™, agua
ultrapura e tampéao fosfato pH 7,4. A analise por injecdo em fluxo se mostrou
eficiente, possibilitando melhora e otimizacdo, com perspectivas para novos
trabalhos utilizando essa técnica. Portanto, os métodos desenvolvidos se
mostraramvalidos para avaliacdo da dissolugdo empregando espectrofotometria no
UV, ja que cumpriram todos os parametros de validagdo, considerando-se
seletividade, linearidade, precisao, exatidao e estabilidade. A automacao flexibilizou
e versatilizou a dissolugdo dos comprimidos de TDF peloemprego do sistema lab-
made,totalmente controlado por computador, desde a coleta sequencial nas varias
cubas, com a diluicdo em linha em tempo real, até o monitoramento e registro das
absorvancias, constituindo ferramenta analitica viavel e aplicavel pela industria
farmacéutica nacional, considerando desde a formulagdo até o controle de

qualidade.



79

REFERENCIAS

ABDOU, H.M. Dissolution .in: MISCHER, A. (Ed). Remington: The Science and
Practice of Pharmacy. 19" ed. Easton: Mack Publishing, 1995. v. 1. Cap.34, p.593-
604.

ABDOU, H. M. Dissolution, Bioavailability & Bioequivalence. Easton: Mack Publishing
Company.1989, 554p.

AMIDON, G. L., LENNERNAS, H., SHAH, V. P., CRISON, J. R. A theoretical basis
for a biopharmaceutical drug classification: the correlation of in vitro drug product
dissolution and in vivo bioavailability. Pharm. Res, New York, v. 12, n. 3, p. 413-420,
1995.

APPALA, N. R., RAO, V. J., VANITHA, P. K., MUKILTEO, K. AND SRINIVASU, K.
Simultaneous estimation of tenofovir disoproxil, emtricitabine and efavirenz in tablet
dosage form by RP- HPLC.Oriental Journal of Chemistry.v.24, n.2, p.1103-1106,
2008.

AULTON. M.E Delineamento de formas farmacéuticas. In: Dissolucéo e solubilidade.
2.ed. Artmed, p.31-37, 2005.

AZARMI, S.; ROA, W.; LOBENBERG, R. Current perspectives in dissolution testing
of conventional and novel dosage forms. International Journal of Pharmaceutics. v.
328, p. 12-21, 2007.

BANAKAR, U. V. Pharmaceutical Dissolution Testing. New York, Marcel Dekker Inc.,
1992. 437p.

BAKSHI, M.; SINGH, S. Development of validated stability-indicating assay methods
— critical review. Journal of Pharmaceutical and Biomedical Analysis.v.28 p.1011-
1040, 2002.

BENNETTO-HOOQOD, C.; LONG, M. C.; ACOSTA, E.P. Development of a sensitive
and specific liquid chromatography/mass spectrometry method for the determination
of tenofovir in human plasma.Rapid Communications In Mass Spectrometry 2007,
21, 2087.

BENTON, T. D. Psychiatric Considerations in Children and Adolescents with
HIV/Aids.Child and Adolescent Psychiatric Clinics of North America Philadelphia, v.
19, n. 2, p. 387-400, 2010.

BERG, T.; MARCELLIN, P.; ZOULIM, F.; MOLLER, B.; TRINH, H.; CHAN, S.;
SUAREZ, E.; LAVOCAT ,F.; SNOW-LAMPART, A.; FREDERICK, D.; SORBEL, J.;
BORROTO-ESODA, K.; OLDACH, D.; ROUSSEAU, F. Tenofovir is effective alone or
with emtricitabine in adefovir-treated patients with chronic-hepatitis B virus
infection.Gastroenterology2010,139, 1207.

BRASIL. Resolugcdo RE n° 899, 29 de maio de 2003. Guia para validagao de
métodos analiticos e bioanaliticos. Diario Oficial da Unido, Poder Executivo, Brasilia,
2 de junho de 2003.



80

.Resolugao n° 37, de 6 de julho de 2009, Publicado no DOU n° 128, quarta-
feira, 8 de julho de 2009, p. 40. Disponivel em <
http://portal.anvisa.gov.br/wps/wcm/connect/e9d6f98048e524df8f859f466b74119d/R
DC_37_2009_Trata%2Bda%2Badmissibilidade%2Bdas%2BFarmacop%C3%A9%ias%
2Bestrangeiras..pdf?MOD=AJPERES>. Acesso 15 dez 2013.

.Resolugéo - RDC n° 17, 16 de abril de 2010. Dispbe sobre as boas Praticas
de Fabricacdo de Medicamentos. Diario Oficial da Unido, Brasilia, se¢ao 1, p. 97, de
19 de abril de 2010.

.Ministério da Saude. Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria.
Recomendacgdes para realizagao de ensaios de dissolugao para formas
farmacéuticas solidas orais de liberagao imediata. Disponivel em
<http://www.anvisa.gov.br/medicamentos/recomenda/recomenda_dissolucao2.pdf.>
Acesso 15 abri 2014.

BRITISH Pharmacopeia 1999. London: Her Majesty’s Stationery Office, 1999. v. Il. p.
A198-A203.

BRUNER, L.; TOLLOCZKO, S. Uber die Auflosungsgeschwindigkeit Fester Korper.
Zeitschrift fur Physikalische Chemie. v. 35, p. 283-290, 1900.

BUDAWARI, S.The Merck Index, 13 ed., Merck and Co. Inc. Whitehouse Station.
NJ, p.630,1631-32, 2001.

CAIN LE, LOGAN R, ROBINS JM, et al; HIV-CAUSAL Collaboration. When to initiate
combined antiretroviral therapy to reduce mortality and AIDS-defining iliness in HIV-
infected persons in developed countries: an observational study. Annals of Internal
Medicine. v. 154, n. 8, p. 509-515, 2011.

CHASTEL, C. Emergential success: a new concept for a better appraisal of viral
emergences and reemergences. Acta virologica. v. 44, p. 375-376, 2000.

CHAUD, M. V,; LIMA, A. C.; MICHELIN, D. C.;SANTOS, M. R. C.;PAGANELLI, M.
0.; IGNACIO, R. F. Efeito da Forga de Compressao e da Umidade no Perfil de
Dissolugao de Farmacos. Saude em RevistaUniversidade Metodista de Piracicaba.
v.7,n. 15, p. 39-43, 2005.

CLOYD, J. C.; GUMNIT, R. J.; LESAR, T. S. Reduce seizure control due to spoiled
phenytoin capsules.Annals of Neurology. v. 7, p. 191-193, 1980.

COHERE. Opportunistic Infections Project Team of the Collaboration of
Observational HIV Epidemiological Research in Europe (COHERE) in EuroCoord.
CD4 cell count and the risk of AIDS or death in HIV-Infected adults on combination
antiretroviral therapy with a suppressed viral load: a longitudinal cohort study from
COHERE. PL0S Medicine. v. 9, n. 3, 2012.

DALMORA, S. L., NOGUEIRA, D. R., CALEGARI G. Z., BERGAMO, A. C., STAMM,
F. P. Development and validation of a dissolution test with reversed-phase liquid
chromatography analysis for rupatadine in tablet dosage formsQuimica Nova, v. 33,
p. 1150-54, 2010.



81

DECHRISTOFORO, R.; PENZAK, S. R. Tenofovir: A nucleotide analogue
reversetranscriptase inhibitor for treatment of HIV infection. American journal of
healthsystem pharmacy, Bethesda, v. 61, n. 1, p. 86-98, 2004.

DE CLERCAQ, E. Antiretroviraldrugs. Current Opinion in Pharmacology. v. 10, p. 507-
515, 2010.

DE CLERCQ, E. Anti-HIV drugs: 25 compounds approved within 25 years after the
discovery of HIV. International Journal of Antimicrobial Agents 2009, 33, 307.

DE CLERCQ, E.; NEYTS, J. Therapeutic potential of nucleoside/nucleotide
analogues against poxvirus infections.Reviews in Medical Virology. v. 14, p. 289-300,
2004.

DE CLERCQ, E. Tenofovir: Quo Vadis Anno 2012 (Where Is It Going in the Year
2012)?.Medicinal Research Reviews.v.32, n. 4, p. 765-785, 2012.

DELAHUNTY, T.; BUSHMAN, L.; FLETCHER, C. V. Sensitive assay for determining
plasma tenofovir concentrations by LC/MS/MS.The Journal ofChromatography B.
v.830, p.6-12, 2006.

DE MIRANDA, J. A. T. Determinagao simultdnea de aspirina e acido ascorbico em
medicamentos usando analise por injecao em fluxo com detecgcdo amperomeétrica.
2011, 88f. Dissertacdo de Mestrado. Universidade Federal de Uberlandia - Programa
de Pés-Graduacao em Quimica, Uberlandia, 2011.

DE NOVAIS, I. C. Ensaio de dissolucao e sua importancia no desenvolvimento de
novos medicamentos. 2007. 59f Tese (Trabalho de Conclusao de Curso em
Farmacia) — Centro Universitario das faculdades metropolitanas unidas, Sdo Paulo.
2007.

DE OLIVEIRA, L. S. Desenvolvimento de um sistema eletroquimico de analise por
injecao em fluxo para detecgao de cocaina. 2011, 79f. Dissertacdo de Mestrado.
Faculdade de Filosofia Ciéncias e Letras de Ribeirdo Preto — Universidade de Sao
Paulo, Ribeirao Preto, 2011.

DE SOUZA, M. V. N. Entry inhibitors — A New Class of Aids Drugs. Letters in Drug
Design & Discovery.v.1, p. 184-193, 2004.

DOKOUMETZIDIS, A.; MACHERAS, P.; A century of dissolution research: From
Noyes and Whitney to the Biopharmaceutics Classification System. International
Journal of Pharmaceutics. v. 321, p. 1-11, 2006.

ETIENNE, L.; DELAPORTE, E.; PEETERS, M. Origin and emergence of
HIV/AIDS.Genetics and Evolution of Infectious Diseases. 2011.

FATIBELLO-FILHO, O.; ANICETO, C. Determinagcao Espectrofotométrica por Injecao
em Fluxo de Paracetamol (Acetaminofeno) em Formulagdées Farmacéuticas.
Quimica Nova. v. 25, n. 3, p. 387-391, 2002.

FATIBELLO-FILHO, O.; CANAES, L. S. Determinacéo Turbidimétrica de
Metilbrometo de Homatropina em Formulagbées Farmacéuticas Empregando um



82

Sistema de Analise por Injecao em Fluxo. Quimica Nova. v. 29, n. 6, p. 1237-1240,
2006.

FELIX, F. S.; AGNES, L. Fast and accurate analysis of drugs using amperometry
associated with Flow Injection Analysis. Journal of Pharmaceutical Sciences. v. 99,
n. 12, p. 4784, 2010.

FDA.Food and Drug Administration Guidance for industry. Dissolution testing of
immediate release solid oral dosage forms. Center for Drug Evaluation and
Research, 1997.

FDA.Food and Drug Administration.Dissolution Methods. Disponivel em:
<http://www.accessdata.fda.gov/scripts/cder/dissolution/dsp_SearchResults_Dissolut
ions.cfm?PrintAll=1>. Acessoem: 30 maio 2014.

FDA.Food and Drug Administration Reviewer Guidance.Validation of
chromatographic method.Center for Drug Evaluation and Research, 1994.

FILLEBORN, V. M.A new approach to tablet disintegration testing.Journal of
Pharmaceutical Science. v. 120, p. 233-255, 1948.

FLOWSCIENCE - Hanson.
Disponivelem<http://www.flowscience.com.br/hanson_celula_difusao_vertical.htm|>A
cessoem 10 fev 2014.

GALLANT, J. E.; DEJESUS, E.; ARRIBAS, J. R.; et al. Tenofovir DF, emtricitabine,
and efavirenz vs zidovudine, lamivudine and efavirenz for HIV. The New England
Journal of Medicine. v. 354, p. 251-260, 2006.

GARFORTH, S. J.; PARNIAK, M. A.; PRASAD, V. R. Utilization of a
Deoxynucleoside Diphosphate Substrate by HIV Reverse Transcriptase. PLoS One.
2008, 3,1.

GIBALDI, M. Biopharmaceutics and clinical Pharmacokinetics.4.ed. Philadelphia: Lea
&Febiger, 1991. 406p.

GILBERT, M. T. P.; RAMBAUT, A.; WLASIUK, G.; SPIRA, T. J.; PITCHENIK, A. E.;
WOROBEY, M. The emergence of HIV/AIDS in the Americas and beyond.PNAS. v.
104, n. 47, p. 18566-18570, 2007.

GISH, R. G.; TRINH, H.; LEUNG, N.; CHAN, F. K. L.; FRIED, M. L.; WRIGHT, T. L.;
WAN, C.; ANDERSON, J.; MONDOU, E.; SNOW. A,; SORBEL, J.; ROUSSEAU, F;
COREY, L. Safety and antiviral activity of emtricitabine (FTC) for the chronic hepatitis
B infection: a two-year study. Journal ofHepatology.v.43, n.1, p.60-6, 2005.

GOMES, N. A.; VAIDYA, V. V.; PUDAGE, A.; JOSHI, S. S.; PAREKH, S.A, Liquid
chromatography—tandem mass spectrometry (LC—MS/MS) method for simultaneous
determination of tenofovir and emtricitabine in human plasma and its application to a
bioequivalence study.Journal of Pharmaceutical and Biomedical Analysis.v.48, n.3,
p.918-26, 2008.



83

GRADY, L. T. Third generation dissolution testing: dissolution as a batch
phenomenon. Drug Information Journal. v. 30, p. 1063-70, 1996.

GUPTA, R.K.; JORDAN, M. R.; SULTAN, B. J.; HILL ,A.; DAVIS, D. H. J,;
GREGSON, J.; et al. Global trends in antiretroviral resistance in treatment-naive
individuals with HIV after rollout of antiretroviral treatment in resource-limited settings:
a global collaborative study and metaregression analysis. Lancet. v. 6, p. 1250-1258,
2012.

HACKER, M. A.; KAIDA, A.; HOGG, R. S.; BASTOS, F. I. The first tem years:
achievements and challenges of the Brazilian programof universal access to
HIV/AIDS comprehensive management and care, 1996-2006. Cadernos de
SaudePublica. v. 23, 2007.

HIXSON, A. W.; CROWELL, J. H. Dependence of reaction velocity upon surface and
agitation.Industrial & Engineering Chemistry Research. v. 23, p. 923-931, 1931.

ICH.Validation of Analytical Procedures: Methodology. Q 2B, (International
Conference on Harmonization of Technical Requirements for Registration of
Pharmaceuticals for Human Use.Nov, 1996. Geneva, Switzerland).

JOANA FEITEIRA — Estudo Geral — Universidade de Coimbra 2010. Disponivelem
https://estudogeral.sib.uc.pt/bitstream/10316/14359/1/Tese%20-
%20Joana%20Feiteira.pdf > Acesso em 21 nov 2012.

JONSSON M, FUSCO JS, et al; Writing Committee for the CASCADE Collaboration.
Timing of HAART initiation and clinical outcomes in human immunodeficiency virus
type 1 seroconverters. Archives of Internal Medicine. v. 171, n. 17, p. 1560-1569,
2011.

JOSHI, M.; NIKALJE, A. P.; SHAHED, M.; DEHGHAN, M. HPTLC method for the
simultaneous estimation of emtricitabine and tenofovir in tablet dosage form. Indian
Journal of Pharmaceutical Sciences.v.71, n.1 p.95-97, 2009.

KANDAGAL, P. B.; MANJUNATH, D. H. SEETHARAMAPPA, J. AND KALANUR, S.
S. RP-HPLC method for the determination of tenofovir in pharmaceutical formulations
and spiked human plasma. Analytical Letters.v.41, n.4, p.561-70, 2008.

KASIN, N.A., WHITEHOUSE, M., RAMACHANDRAN, C., BERMEJO, M.,
LENNERNAS, H., HUSSIAN, A. S., JUNGINGER, H. E., STAVCHANSKY, S. A.,
MIDHA, K. K., SHAH, V. P., AMIDON, G. L. Molecular properties of WHO Essentials
drugs and provisional biopharmaceutical classification. Molecular Pharmacology. v.
1, p. 85-96,2004.

KEARNEY B. P.; FLAHERTY, J. F.; SHAH, J. Tenofovir Disoproxil Fumarate: Clinical
Pharmacology and Pharmacokinetics. Clinical Pharmacokinetics, New York, v. 43, n.
9, p. 613-622, 2004.

KHAN, K.A; RHODES, C. T.The concept of dissolution efficiency. Journal of
Pharmacy and Pharmacology. v. 27, p. 48-49, 1975.



84

KING, T.; BUSHMAN, L.; KISER, J.; ANDERSON, P. L.; MICHELLE, R;
DELAHUNTY, T. ; FLETCHER, C. V. Liquid chromatography-tandem mass
spectrometric determination of tenofovir-diphosphate in human peripheral blood
mononuclear cells The Journal ofChromatography B. v.843, n.2,7, p.47-56, 2006.

LAVRA, Z. M. M. Obtencéo Tecnoldgica de antirretroviral dose fixa combinada a
base de lamivudina, zidovudina e nevirapina. Recife, 2006. 63p. [Dissertacao de
Mestrado em Ciéncias Farmacéuticas. Departamento de Ciéncias Farmacéuticas.
Universidade Federal de Pernambuco, 2006.

LENARDAO, E. J.; FREITAG, R. A.; DABDOUB, M. J.; BATISTA, A. C. F.;
SILVEIRA, C. C. “Green Chemistry” — Os 12 Principios da Quimica Verde e sua
Insercao nas Atividades de Ensino e Pesquisa. Quimica Nova, v.26, n.1, p.123-
129,2003.

LEE, J. C.; MAROSOK, R. D. Acute tubular necrosis in a patient receiving
tenofovir.Official Journal of the International AIDS Society.v.17, p. 2543-2544, 2003.

LEVER, R. A.; LEVER, A. M. L. Intracellular defenses against HIV, viral evasion and
novel therapeutic approaches.The Journal of the Formosan Medical Association. v.
110, n. 6, p. 350-362, 2011.

LEVY, G. Effect of particle size on dissolution and gastrointestinal absorption rates of
pharmaceutics.American Journal of Pharmacy.v.135, n. 3, p. 78-92, 1963.

LOYD-SMITH, J.0.; GEORGE, D.; PEPIN, K. M.; PITZER, V. E.; PULLIAM, J. R;;
DOBSON, A. P.; et al. Epidemic dynamics at the human-animal interface. Science. v.
326, p. 1362-1367, 2009.

MACLEQD, C.; RABIN, H.; RUEDY, J.; CARON, M.; ZAROWNY, D.; DAVIES, R.
Comparative bioavailability of three brands of ampicillin.Canadian Medical
AssociationJournal.v. 107, p. 203-209, 1972.

MANADAS, R.; PINA, M. E.; VEIGA, F. A dissolugao in vitro na previsdo da absorgao
oral de farmacos em formas farmacéuticas de liberagao modificada. Revista
Brasileira de Ciéncias Farmacéuticas.v. 38, n. 4, p. 375-399, 2002.

MANENTI, S. A. Epidemiologia e caracterizagdo molecular do hiv-1 em gestantes do
sul de Santa Catarina no periodo de janeiro a dezembro de 2007. Dissertacao de
Mestrado, Universidade do Extremo Sul Catarinense, Brasil, 2008.

MANGOANKAR, K.; DESAI, A. Simultaneousestimationofemtricitabine,
tenofovirdisoproxilfumarateandefavirenzfromtabletsby reverse phase
highperformance liquidchromatographymethod. IndianDrugs.v.45, n.3, p.188-92,
2008.

MARCOLONGO, R. Dissolugédo de Medicamentos: fundamentos,aplicacdes,
aspectos regulatorios e perspectivas na area farmacéutica . Sao Paulo, 2003. 117p.
Dissertacdo de Mestrado - Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas, USP; 2003.

MARTIN, C. M.; RUBIN, M.; OMALLEY, W. G.; GARAGUSI, V. F.; MACCAULEY, C.
E. Brand, generic drugs differ in man. JAMA.v. 23, 1968.



85

MARQUES, M. R. C.; BROWN. W. Desenvolvimento e validagao de métodos de
dissolucdo para formas farmacéuticas solidas orais. Rev. Analytica 1.1. 2002.

MASSAKI, T.; YUICHI, K.; NAOYA, O.; ATSUSHI, H.; KAZUHIDE, B.; TSUGUHIRO,
K . Determination of plasma tenofovir concentration using a conventional LC-MS
method.Biological&PharmaceuticalBulletin.v.30, p.1784-86, 2007.

MINISTERIO DA SAUDE. Programa Nacional de DST/AIDS. Disponivel em<http://
www.aids.gov.br>. Acesso em:29 maio 2014.

MINISTERIO DA SAUDE DA NACAO. Boletim epidemiolégico da comisséo
intergovernamental de HIV/AIDS da reunido de ministros da saude do
MERCOSUL.n.1, 2012.

MINISTERIO DA SAUDE. Boletim epidemioldgico — AIDS e DST. ISSN 151771159,
ano 1, n.1, 2012.

MORRISON, A. B.; CAMPBELL, J. A. Tablet disintegration and physiological
availability of drugs.Journal of Pharmaceutical Sciences. v. 54, p.1-8, 1965.

NICKERSON, B. Challenges and Trends in Dissolution Testing. American
Pharmaceutical Review, 2001.

OKIE, S. Fighting HIV — Lessons from Brazil. The New England Journal of Medicine,
Boston, v. 354, n. 19, p. 1977-81, 2006.

PALOMBO, M.S., SINGH, Y., SINKO, P.J. Prodrug and conjugate drug
deliverystrategies for improving HIV/AIDS therapy. Journal of Drug Delivery Science
and Technology, Paris, v. 19, n. 1, p. 3-14, 2009.

PATEL, S.; BAGHEL, U.S.; RAJESH, P.; PRABHAKA,R D.; ENGLA, G.; NAGAR,
P.N. Spectrophotometric method development and validation for simultaneous
estimation of Tenofovir disoproxil fumarate and Emtricitabine in bulk drug and tablet
dosage form, International Journal of Clinical Pharmacy.v.1, n.1, p.28-30, 2009.

PAYDARY, K.; KHAGHANI, P.; EMAMZADEH-FARD, S.; ALINAGHI, S. A. S;
BAESI, K.The emergence of drug resistant HIV variants and novel anti-retroviral
therapy.Asian Pacific Journalof Tropical Biomedicine.v. 3, n. 7, p. 515-522, 2013.

PECANHA, E. P.; ANTUNES, O. A. C.; TANURI, A. Estratégias farmacolégicas para
a terapia anti-AIDS. Quimica Nova. v. 25, n. 6b, p.1108-1116, 2002.

RAJU, N. A.; BEGUM, S, Simultaneous RP-HPLC Method for the Estimation of the
Emtricitabine, TenofovirDisoproxilfumarate and Efavirenz in Tablet Dosage form.
Research Journal of Pharmacy and Technology.v.1, n.4, p.522-25, 2008.

REZK, N. L. ; CRUTCHLEY, R. D. ; KASHUBA, A.D. M. Simultaneous quantification
of emtricitabine and tenofovir in human plasma using high performance liquid
chromatography after solid phase extraction. The Journal ofChromatography B.
v.822, p.201-8, 2005.



86

RUZICKA, J.; HANSEN, E. H. Flow injection analyses. Part |. New concept of fast
continuous flow analysis.Analytica Chimica Acta.v. 78, n. 1, p. 145-57, 1975.

RXLIST. The Internet Drug Index. Truvada-Tenofovir Disoproxil Fumarate. Disponivel
em:<http://www.rxlist.com/truvada-drug.htm>. Acesso em: 15 abri 2014.

SANABANI, S. S.; PESSOA, R.;SOARES DE OLIVEIRA, A. C.; et al. Variability of
HIV-1 genomes among children and adolescents from Sao Paulo, Brazil. PLOS
ONE.v.8, n.5, 2013.

SCHMIDT JR, E.; MELCHERT, W. R.; ROCHA, F. R. P. Sistema de Analises em
Fluxo Polivalente para a Determinagao Espectrofotométricas de Farmacos. Quimica
Nova. v. 34,n.7, p. 1205-1210, 2011.

SHAMA, R.; MEHTA, K. Simultaneous spectrometric estimation of tenofovir
disoproxil fumarate and lamivudina in three component tablet formulation containing
efavirez.Indian Journal of Pharmaceutical Sciences.v.72, n.4, p.527-530, 2010.

SHARGEL , L. & YU, A. B. C. Biopharmaceutical consideration in drug product
design. In: Applied Biopharmaceutics & Pharmacokinetics. 4th ed. Stamford:
Appleton & Lange. cap.5, p.99-128, 1999.

SHARMA, R. & GUPTA, P.A validated RP HPLC method for simultaneousestimation
of emtricitabine and tenofovir disoproxil fumarate in a tablet dosage form.Eurasian
Journal of Analytical Chemistry. v.4, n.3, p.276-284,20009.

SHIRKHEDKAR, A. A.; BHIRUD, C. H.; SURANA, S. J. Application of UV
Spectrophotometric Methods for Estimation of Tenofovir Disoproxil Fumarate in
Tablets. Pakistan Journal of Pharmaceutical Sciences.v.22, p.1, p.27-29, 2009.

SIEWERT, M.; DRESSMAN, J.; BROWN, C.; SHAH, V.; WILLIAMS, R. FIP/AAPS
guidelines for dissolution/in vitro release testing of novel/special dosage
forms.Dissolution Technologies. v. 10, n. 15, p. 10-13, 2003.

SKELLY, J. P. Bioavailability of sustained release dosage forms-relationship with in-
vitro dissolution. In: Yacobi, A. Holperin-Walega, E. (Eds.), Oral Sustained Release
Formulations. Pergamon, New York, p. 57, 1988.

SOARES, M. F. L. R., SOARES SOBRINHO, J. L., GRANJEIRO JUNIOR, S., SILVA,
K.E.R., ALVES, L. D. S., ROLIM NETO, P. J. Development of new Dissolution Test
and HPLC-RP Method for anti-parasitic Ornidazole Coated Tablets. Quimica Nova
(Impresso), v. 33, p. 478-481, 2010.

SOUZA, M. V. N.; ALMEIDA, M. V. Drogas anti-HIV: passado, presente e
perspectivas futuras.Quimica Nova, Vol. 26, No. 3, 366-372, 2003.

STERLING,T.; CHAISSON, R. General clinical manifestations of human

immunodeficiency virus infection (including the acute retroviral syndrome and oral,
cutaneous, renal, ocular and cardiac diseases). In: Mandell G, Bennett J, Dolin R,
eds. Principles and practice of infectious diseases. 6™edn. Elsevier, Ch 117. 2005.



87

STORPIRTIS, S. Biofarmacotécnica: fundamentos de biodisponibilidade,
bioequivaléncia, dissolugéo e intercambialidade de medicamentos genéricos. Sao
Paulo: [s.n], 1999. 78p.

SUDHA, T.; SAMINATHAN, J.; HEMALATHA, P.V.; RAVIKUMAR, V.R.
Simultaneousultraviolet spectrophotometricestimation of Tenofovir Disproxil
Fumarate and Emitricitabine in Bulk and in Tablet Dosage Form. International Journal
of Biopharmaceutics.v.1, n.1, p.26-30, 2010.

SWEETMAN, S (ed). Martindale: the complete drug reference. 35rd. ed. London:
Pharmaceutical Press; 2007: 1030-1

TEIXEIRA, M. O. N. Desenvolvimento de métodos de determinacéo de tenofovir
para aplicacdo em controle de qualidade e estudo de bioequivaléncia/
biodisponibilidade relativa. 2011, 196f. Tese (Mestre em Ciéncias Farmacéuticas) —
Programa de pds-graduacédo em ciéncias farmacéuticas, Universidade Federal de
Minas Gerais, Belo Horizonte, 2011.

THOMPSON, M.A.; ABERG, J. A.; HOY, J.F.; TELENTI, A.;BENSON, C.; CAHN, P_;
ERON Jr, J. J.;GUNTHARD, H.F.; HAMMER, S. M.; REISS, P.; RICHMAN, D. D.;
RIZZARDINI, G.; THOMAS, D. L.; JACOBSEN, D. M.; VOLBERDING, P. A.
Antiretroviral treatment of adult HIV infection. The Journal of the American Medical
Association. v. 308, n. 4, p. 387-402, 2012.

TRULLOLS, E.; RUISANCHEZ, |.; RIUS, F. X. Validation of qualitative analytical
methods.Trends in analyticalchemistry.v.23, n.2, p.137-145, 2004.

UNAIDS.Disponivel em: <http://unaidstoday.org/>.Acesso em: 10 dez. 2013

UNITED STATES PHARMACOPEIAL CONVENTION - USP.Disponivel
em:<http://www.usp.org/sites/default/files/usp_pdf/EN/USPNF/pendingStandards/m3
429 authorized.pdf>. Acesso em 29 maio 2014.

USP — The United States Pharmacopeia: 34? ed.Rockville, NF 29, United States
Pharmacopeia Convention Inc., 2011.

USP — The United States Pharmacopeia, 332 ed.Rockville, MD20852, United States
Pharmacopeia Convention Inc., 2010.

USP — The United States Pharmacopoeia, 292 ed Rockville: United States
Pharmacopeial Convention, 2006.

WAGNER, J. G. Biopharmaceutics and Relevant Pharmacokinetics.Hamilton: Drug
Intelligence Publications, 1971. 375p.

WHO.Expert Committee on Specifications for Pharmaceutical Preparations. Thirty-
fourth report, 2006, Annex 7 (WHO Technical Report Series, No. 937) and Good
Clinical Practices. Disponivel em:<
http://whqglibdoc.who.int/trs/who_trs 937 eng.pdf>. Acessoem:30 maio 2014.

WHO.World Health Organization. Tenofovir tablets: final text for addition to The
International Pharmacopoeia. Geneva, 2010. Disponivel em:



88

<http://www.who.int/hiv/pub/imai/Chronic_HIV_Care7.05.07.pdf?ua=1 >. Acesso em:
30 maio 2014.



