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Resumo

Os ensaios de dissolucdo sdo uma ferramenta importante em diversas etapas da Inddstria
Farmacéutica. Contudo, o devido reconhecimento e importancia deste ensaio ocorreu ha
cerca de 50 anos atrds, com a consciencializagcdo e comprovacgdo de que a dissolucao do
farmaco é um fator crucial na biodisponibilidade do mesmo. Na Industria Farmacéutica
e nas diversas etapas de pesquisa, desenvolvimento e otimizacdo de novas formas
farmacéuticas, os ensaios de dissolugdo demonstram ser relevantes na sele¢do de uma
composicdo farmacologica ideal, na caracteriza¢do biofarmacéutica do medicamento, no
controlo de qualidade do farmaco nos periodos de producdo, armazenamento e
transporte, na caracterizacdo do perfil de dissolucdo, entre outros. Inicialmente, estes
ensaios foram desenvolvidos para avaliar a velocidade e o perfil de dissolucdo de
formas farmacéuticas soélidas, contudo atualmente ja sdo aplicados a sistemas
transdérmicos, suspensdes, supositorios, preparacdes semi-solidas, aerossois e outros. O
ensaio de dissolucdo pretende prever o comportamento cinético do farmaco em
condicBes fisioldgicas simuladas, estabelecendo correlagdes in vitro-in vivo ou até
mesmo a similaridade entre diferentes formas farmacéuticas, tudo isto com o auxilio de

alguns modelos matematicos de comparacéo de perfis de dissolucéo.



Abstract

Dissolution tests are an important tool in several stages of the Pharmaceutical Industry.
However, its importance was acknowledged about 50 years ago, with awareness and
evidence that the drug dissolution is a crucial factor in drug’s bioavailability. In the
Pharmaceutical Industry and in the different stages of research, development and
optimization of novel dosage forms, dissolution testing proves to be relevant for
example: in the selection of an ideal pharmaceutical composition, in the characterizing
of the biopharmaceutical medicine, in the control of drug quality in phases of
production, storage and transportation, in characterization of the dissolution profile.
These experiments were originally developed to evaluate the rate and dissolution profile
of solid dosage forms, however dissolution tests are currently applied to transdermal
patches, suspensions, suppositories, semisolid preparations, aerosols and others
pharmaceutical dosage forms. Through the dissolution test, it could predict the behavior
of the drug under simulated physiological and establish in vitro-in vivo correlations or
even similarity among dosage forms, with the aid of some comparison mathematical

models of dissolution profiles.
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1. Introducéo

Segundo Jato (2001), a dissolucdo é o processo pelo qual uma substancia quimica se
dissolve num solvente. No organismo, este mesmo fendmeno ocorre em meio aquoso
sob as condicoes fisioldgicas e antecede a absorcdo da substancia quimica. Quando a
particula do farmaco é submetida a dissolucdo, as moléculas mais externas séo as
primeiras a serem dissolvidas, criando-se uma camada de saturacdo de farmaco em
solucdo envolvendo a particula, a esta camada denomina-se de camada de difuséo. E a
partir desta camada, que as moléculas sdo dissolvidas, entram em contacto com as
membranas e sdo absorvidas para a corrente sanguinea. Por este motivo, pode afirmar-se
que o fenémeno de dissolugdo de um farmaco é um fator limitante para a

biodisponibilidade do mesmo, ao nivel do organismo humano (Allen et al., 2007).

Os ensaios de dissolugdo foram desenvolvidos pela necessidade de se verificar a
biodisponibilidade, a bioequivaléncia, a performance in vivo dos medicamentos,
avaliando-se assim a qualidade dos mesmos (Arzamastsev et al., 2003 (a); Graffner,
2006). Este ensaio analitico consiste em submeter unidades individuais de uma forma
farmacéutica a um conjunto de condi¢cfes previamente definidas e, assim, determinar
quer a velocidade de dissolucdo do farmaco em meio aquoso quer a quantidade total de
farmaco capaz de dissolver-se no solvente. Desta forma, os ensaios de dissolucdo
apresentam um papel relevante no controlo da qualidade e no desenvolvimento e

otimizagao de novas formas farmacéuticas.

Numa fase inicial dos estudos de desenvolvimento, os ensaios de dissolucao
demonstram ser vantajosos nos estudos de pré-formulacdo, ou seja, no desenvolvimento
e na otimizacgdo da forma farmacéutica, no que diz respeito ao tipo de libertacdo que se
pretende com a mesma. Durante as primeiras trés fases dos ensaios clinicos, 0s ensaios
de dissolucdo relacionam-se com a identificacdo de um método que ofereca informacdes
no sentido de prever o comportamento in vivo de libertacdo do farmaco, ou seja,
pretende-se estabelecer uma correlagdo in vivo-in vitro (CIVIV). Na fase de registo do
produto e apds, os ensaios de dissolucédo sdo importantes no controlo de qualidade dos

diferentes segmentos de producao (Graffner, 2006; Jorgensen e Bhagwat, 1998).

Atualmente, os ensaios de dissolucdo sdo requeridos para diversos aspetos na area

farmacéutica, nomeadamente: (i) na selecdo de uma composicdo farmacoldgica ideal;
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(i) na avaliacdo/comparacdo de diferentes excipientes na formulacdo, durante o
desenvolvimento do farmaco; (iii) na caracterizacdo biofarmacéutica do medicamento
quanto & libertacdo (imediata ou modificada) do farmaco, dosagem, interacdo com os
alimentos, entre outros; (iv) na avaliagdo do controlo de qualidade do medicamento
durante as etapas de producdo, armazenamento e transporte; (v) na avaliacdo de
alteracbes na composicdo da formulacdo do medicamento, do local e volume de
producdo; (vi) na comparacdo do perfil de dissolucdo dos produtos genéricos
(Arzamastsev et al., 2003 (b)).

Segundo a Farmacopeia Portuguesa 9.0, os ensaios de dissolucdo podem ser aplicados a
formas farmacéuticas sélidas (comprimidos, cépsulas ou supositérios), a sistemas
transdérmicos e ainda a principios ativos contidos em gomas medicamentosas. A
Farmacopeia coloca a disposicdo, para a realizacdo dos ensaios de dissolucdo, todo o

tipo de informacdo desde o tipo de equipamento até as préprias condi¢fes do ensaio.

A velocidade de dissolucdo pode ser influenciada ndo so6 por fatores inerentes ao proprio
farmaco, como o peso molecular, a polaridade, o tamanho da particula, a cristalinidade,
o polimorfismo, mas também pelas caracteristicas das formas farmacéuticas (ex.:
sistema matricial, sistema reservatorio) e ainda pelas condi¢es do prdprio ensaio, como
por exemplo o meio de dissolu¢do ou as caracteristicas do equipamento (Jato, 2001;
Gray, 2002).

De acordo com as consideracGes anteriores, torna-se importante estandardizar as
condigdes dos ensaios de dissolucdo, ndo sé para fidelizacdo dos resultados obtidos nos
diferentes paises, como também para a correlagdo in vivo e para a avaliacdo da

bioequivaléncia de farmacos (Jato, 2001).

Os ensaios de dissolucdo tentam relacionar a dissolucdo do farmaco in vitro com a
dissolucdo in vivo. No entanto, até ao momento, tal tentativa de correlacdo, para
algumas situagOes, ndo parece ser verdadeiramente linear. Num esfor¢o de solucionar
este impasse, minimizando os ensaios em humanos, diversas investigaces na area da

correlagéo IVIV tém sido desenvolvidas (Uppoor, 2000; Costa e Lobo, 2000).

Atualmente, na IndUstria Farmacéutica verifica-se um interesse crescente nos

medicamentos genéricos. Contudo, ndo sé as Industrias Farmacéuticas demonstram
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interesse nesta area como também os préprios sistemas de salde em que 0s gastos com
a salde e medicamentos sdo elevados (Gonzalez et al., 2008). Os medicamentos
genéricos de qualidade baseiam-se na combinagdo da equivaléncia farmacéutica e da
bioequivaléncia relativamente ao produto de marca que entretanto perdeu a sua patente
de exclusividade (Raw et al., 2011).
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2. Fundamentos da Dissolugdo

Farmacologicamente, a dissolucdo engloba a solubilizacdo homogénea do farmaco num
solvente, ocorrendo assim a formacéo de uma solucao de farmaco homogénea (Manadas
et al., 2002; Beyssac, 2004). Essencialmente, o processo de dissolucdo encontra-se
relacionado com a afinidade de uma substancia sélida para com o solvente e a forma
como a substancia é libertada. No entanto, no decorrer do desenvolvimento de uma
forma farmacéutica, algumas substancias podem ser incorporadas de forma a otimizar a

solubilidade do farmaco no meio solvente (Manadas et al., 2002).

O processo de dissolucdo consiste na interacdo do soluto com as moléculas do solvente
e a difusdo das moléculas mais externas do soluto no meio envolvente, através da
denominada camada de difuséo (Allen et al., 2007; Allaboun et al., 2007). Este

fendmeno esta representado na Figura 1.

Figura 1 - Desintegracdo da forma farmacéutica e difusdo das moléculas do farmaco no meio solvente.
Adaptado de Duran et al., 2010.

Segundo Dokoumetzidis e Macheras (2006), a verdadeira importancia dos ensaios de
dissolugéo so foi reconhecida a 50 anos ou mais, com a constatacdo de que a dissolucédo

do farmaco é um fator muito importante para a sua biodisponibilidade.

Em meados de 1897, Noyes e Whitney formularam a lei fundamental que tentava
descrever matematicamente a velocidade de dissolucdo de uma substancia, apdés o
primeiro ensaio experimental de dissolugéo e a publicagdo do artigo intitulado “The
rate of solution of solid substances in their own solutions” (Dokoumetzidis e Macheras,

2006; Jato, 2001; Manadas et al., 2002). Com esta experiéncia, 0s autores verificaram
_ . . . d . . «
que a velocidade de dissolugéo ( d—i ) era proporcional a diferenga entre a concentragao

4
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de saturacdo do farmaco no meio (C;) e a concentracdo do farmaco num momento t (Cy).

Esta relacdo pode ser expressa da seguinte forma:

% =K (C; —Cp) Equacgdol

em que K é uma constante.

No decorrer da experiéncia, 0s autores garantiram a constante exposicao da superficie
externa das substancias (acido benzdico e cloreto de chumbo) com o meio de dissolugédo
e, ainda, um excesso de quantidade de substancia necessaria de forma a atingir a
concentracdo de saturacdo do proprio meio (Dokoumetzidis e Macheras, 2006). Deste
ensaio, Noyes e Whitney atribuiram o fenémeno de dissolu¢do das moléculas a uma
fina camada que se forma a volta das particulas, através da qual as mesmas se difundem

para 0 meio envolvente, sendo designado de modelo da camada de difusao (Figura 2).

|
Zolido

Solido

Faz=

estacionaria

Solugio

Figura 2 - Modelo da camada de difusdo. Adaptado de Costa e Lobo, 2000.

Mais tarde, em 1900, Brunner e Stanislaus VVon Tolloczko através dos seus trabalhos
alargaram as condigdes para as quais a equagdo 1 € valida e demonstraram que, a
velocidade de dissolucdo também depende da superficie da particula exposta, da
temperatura, da configuracdo do equipamento do ensaio e da estrutura de superficie da
particula. Desta forma, surgiu a seguinte equacdo para descrever a dissolucdo das

substancias (Dokoumetzidis e Macheras, 2006).

dc

” K, S (C; —Cy) Equagdo 2

em que S é a area de superficie e K uma constante.
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Em 1904, como resultado da publicacdo dos trabalhos de Brunner e Nernst, a equacédo 2
foi alterada com base no conceito da camada de difusdo da segunda lei de Fick
(Dokoumetzidis e Macheras, 2006; Manadas et al.,, 2002). Sendo assim, na nova
equacdo (Equacdo 3) foram introduzidos importantes pardmetros, tais como: o
coeficiente de difusdo (D), a superficie (S), a espessura da camada de difuséo (h) e o
volume do meio de dissolucao (V). Adicionalmente € necessario atender a influéncia da
temperatura, da pressdo, da natureza quimica do farmaco, das condi¢des de agitacdo, da
concentracdo de soluto e das propriedades do solvente no préprio coeficiente de difusdo
(Jato, 2001).

dc DS
== (Cs —Cp) Equacéo 3

Quando o volume do meio de dissolucédo é suficiente para verificar que a concentracao
num dado momento € inferior & concentracdo de saturacdo, a concentracédo do soluto no
solvente acaba por ndo influenciar a velocidade de dissolucdo. Esta é uma condigdo que
todos os ensaios de dissolucdo devem satisfazer, as designadas condicfes sink (Jato,
2001).

A Equacdo 3 é a equacdo ou a teoria da velocidade de dissolucdo mais aceite por entre 0
mundo cientifico. No entanto, a velocidade de dissolucdo também pode ser avaliada
relacionando a massa inicial de substancia e a que fica por dissolver-se, em funcdo do
tempo, surgindo assim a equacdo de Hixon e Crowell, que expressa a superficie do
soluto em massa. Hixon e Crowell assumiram que uma parte da massa da substancia
inicial dissolve-se para 0 meio envolvente e progressivamente a particula vai

diminuindo o seu tamanho (Equagéo 4).
DS <
dw = h C, dt Equagcéo 4

Derivando esta mesma expressdo obtém-se a equacdo de Hixon e Crowell (Equacgéo 5),
designada da Lei da raiz cubica, em que m wg representa a massa inicial e K, é uma
constante (Jato, 2001):

m wy B omw®= Kyt Equacdo 5
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Também em meados dos anos 50, surgiram outras teorias de dissolucdo alternativas as
anteriormente referidas, como o modelo da Barreira Interfacial e a teoria da renovacao
superficial ou da penetragdo de Danckwerts (Danckwerts, 1951). O modelo da Barreira
Interfacial, proposto por Wilderman, considera o transporte interfacial das particulas de
soluto para o solvente como o passo limitante da dissolucdo, em vez do modelo da
camada de difusdo, uma vez que é o transporte interfacial que necessita de maior
energia de ativacdo (Dokoumetzidis e Macheras, 2006). A teoria de Danckwerts
considera a continua renovacdo do meio de dissolucdo na superficie das particulas de
soluto, ndo atingindo assim a concentracdo de saturacdo na interface e a consequente

diminuicdo da velocidade de dissolucdo (Danckwerts, 1951).

2.1 Condicdes Sink

Uma das exigéncias na determinacdo do perfil de dissolucédo in vitro de um farmaco é a
manutencdo das condicdes sink. Segundo Brown et al. (2004), o termo condic¢des sink é
definido como sendo o volume do meio trés vezes superior a0 necessario para criar uma

solucdo saturada do farmaco.

As condic¢bes sink sdo tidas em consideracdo para evitar a saturacdo do farmaco no meio
envolvente, melhorando a velocidade de dissolucdo das particulas de farmaco. Contudo,
tal situacdo de saturacdo ndo ocorre tdo frequentemente in vivo, devido a proximidade
dos tecidos e/ou a rapida absorcdo para a corrente sanguinea (Klose et al., 2011). Em
determinados ensaios, como os de farmacos pouco soliveis em agua, sdo adotadas
estratégias no sentido de manter as condicdes sink, nomeadamente a adicdo ao meio de
dissolugdo de surfactante, solventes organicos e outras classes de compostos (Saarinen-
Savolainen et al., 1997). Um exemplo destas estratégias estd evidenciado pelos
trabalhos de Felle et al. (1984) quando determinaram a velocidade de dissolucdo da
felodipina, um vasodilatador praticamente insolivel em &gua. Nesta investigacdo, as
condicGes sink foram mantidas pela adigdo de um agente oxidante, o sulfato cérico, que
reage facilmente com o farmaco dissolvido no meio produzindo um derivado de
piridina, cuja concentracdo é proporcional as moléculas de farmaco dissolvidas e
determinada posteriormente por cromatografia liquida de fase reversa. Na investigacédo

verificou-se que a velocidade de dissolugcdo dependeu da concentracdo do agente
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oxidante, isto é, quanto maior a sua concentracdo maior foi a velocidade de dissolugédo

da felodipina.

Uma vez que existe uma diversidade de moléculas com as respetivas condi¢cdes ideias
para a dissolucdo, torna-se dificil estabelecer rigorosamente condi¢fes sink universais.
As proprias condicfes sink variam com um grande ndmero de fatores, tais como: a
velocidade e o tipo de agitagdo, a solubilidade do farmaco, o volume e pH do meio de
dissolucdo (Costa e Lobo, 2000).

Quando os ensaios de dissolucdo sdo utilizados para identificar as propriedades
biofarmacéuticas de uma forma farmacéutica torna-se mais importante simular as
condigdes gastrintestinais do que produzir necessariamente as condi¢fes sink
(Dokoumetzidis e Macheras, 2006).
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3. Ensaios de Dissolucéo

3.1 Equipamentos previstos em documentos oficiais

Na Europa, assim como nos Estados Unidos, mais de 40 anos de investigacdo tém sido
dedicados a avaliacdo das propriedades biofarmacéuticas dos medicamentos, bem como
a publicacdo de guidelines nesta area (Beyssac, 2004). Com o tempo, constatou-se a
necessidade de desenvolver normas para a realizagéo dos ensaios de dissolucgéo, que ndo
apresentassem resultados distintos quando realizados a uma mesma forma farmacéutica,

mas em diferentes laboratérios (Wang et al., 2009).

Os ensaios de dissolucdo devem ser suficientemente sensiveis a qualquer variacao que

tenha grande impacto na performance in vivo da forma farmacéutica (Beyssac, 2004).

A Farmacopeia dos Estados Unidos (USP, “United States Pharmacopeia’) propde para
a realizacdo dos ensaios de dissolucdo a formas farmacéuticas soélidas quatro
equipamentos: equipamento 1 (método do cesto), equipamento 2 (método da pa
agitadora), equipamento 3 (método do cilindro oscilante) e o equipamento 4 (método do
fluxo continuo) (Wang et al., 2009). O mesmo acontece com a Farmacopeia Portuguesa
9.0, que propGe o0 equipamento de cesto de rede, da pa agitadora, de pistdes e o do fluxo
continuo (Farmacopeia Portuguesa 9.0)

Os ensaios de dissolucgéo in vitro devem ser executados de acordo com as indicacfes da
Farmacopeia em vigor no pais em questdo. Sendo assim, na Farmacopeia Portuguesa
9.0 estdo descritos ensaios de dissolucdo para as formas farmacéuticas solidas,
nomeadamente comprimidos, cdpsulas e supositorios, para sistemas transdérmicos e
ainda para gomas medicamentosas. Na mesma Farmacopeia, para cada ensaio de
dissolucdo, séo fornecidas algumas informag6es, como: o equipamento a utilizar, a
composicdo e o volume do liquido de dissolucéo, a velocidade de agitacdo, o intervalo
de tempo para recolha da amostra, o processo de recolha, a quantidade de solucdo de

amostra e 0 método analitico a usar para a quantificacdo do farmaco.

Um aspeto importante é a selecdo do equipamento para realizar o ensaio de dissolucdo,
para tal é fundamental ter especial atencéo as propriedades fisicas e quimicas da forma

farmacéutica (Farmacopeia Portuguesa 9.0).
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3.1.1 Ensaio de dissolucéo para formas farmacéuticas sélidas

Para as formas farmacéuticas soélidas, o ensaio de dissolucdo pode realizar-se no
aparelho com cesto de rede (Figura 3), no aparelho com pa agitadora (Figura 4), no
aparelho de pistdes (Figura 5) ou ainda no aparelho de fluxo continuo (Figura 6), sendo
a escolha determinada pelas caracteristicas fisico-quimicas da forma farmacéutica
(Farmacopeia Portuguesa 9.0).

Os equipamentos com pa agitadora e com cesto de rede sdo normalmente a primeira
opcao para realizar os ensaios de dissolucdo em formas farmacéuticas solidas de
libertacdo imediata. No entanto, ndo sdo apropriados para todo o tipo de principio ativo
e forma farmacéutica (Wang et al., 2009). Nestes equipamentos estdo identificados
alguns aspetos negativos, nomeadamente a baixa homogeneidade na concentragdo do
principio ativo no vaso de dissolucdo ou a aglomeracdo de particulas devido as

caracteristicas hidrodinamicas e velocidade de agitacdo do préprio equipamento.

O equipamento de fluxo continuo demonstra ser mais apropriado para os ensaios de
dissolucdo de formas farmacéuticas de libertacdo modificada, em que sdo necessarias
alteracbes sequenciais nas caracteristicas do meio de dissolucdo, como por exemplo,
alteracOes dos valores de pH, de forma a mimetizar a respetiva dissolugdo in vivo
(Wang et al., 2009).

3.1.1.1 Equipamento com cesto de rede

Este equipamento é constituido por um recipiente cilindrico de fundo hemisférico de
vidro, ou outro material transparente e inerte, com a possibilidade de ser tapado por uma
tampa que evita a evaporacdo do meio de dissolucdo. No entanto, o aparelho com cesto
de rede apresenta orificios que permitem a passagem da haste do agitador, do
termometro e outros dispositivos. Este equipamento também apresenta um agitador que
consiste numa haste vertical ligada a um motor com regulagéo na velocidade de rotagéo

e a um cesto cilindrico fixo na sua extremidade.

O cesto de aco inoxidavel é composto por duas partes: a superior, uma placa com
orificio de 2 mm soldada a haste do agitador, e a parte inferior também cilindrica
constituida por uma rede de aco inoxidavel com dimensdes de malha bem definidas

(Figura 3). A porcao inferior do cesto destina-se a acolher a amostra, para tal é
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amovivel. O cesto pode ser ainda composto por um metal folheado a ouro com 2,5 pm
de espessura, quando o meio de dissolucdo do ensaio € um meio acido diluido

(Farmacopeia Portuguesa 8.0 e 9.0).

No equipamento com cesto de rede é possivel criar um banho termostatizado e manter a
temperatura do liquido de dissolucéo a 37°C + 0,5°C durante todo o ensaio. Para realizar
0 ensaio com este aparelho, a amostra € introduzida no cesto, previamente seco, e

posteriormente introduzido no recipiente de dissolucdo até a correta posicdo do mesmo.

Segundo a Farmacopeia Portuguesa 9.0, as amostras devem ser retiradas a meia
distancia da superficie do liquido de dissolucdo e o cimo do cesto e a pelo menos 1cm
da parede do recipiente. A amostragem deve ocorrer no momento indicado ou com
intervalos de tempos previamente estabelecidos ou ainda de forma continua. Quando a
amostra € retirada numa toma unica, o volume retirado deve ser compensado com igual
volume em novo liquido de dissolugdo. Caso ndo ocorra reposicdo do volume de
amostra retirado, a variacdo de volume deve ser tida em consideracdo nos célculos da

dissolucdo.

Quando necessario, as amostras devem ser filtradas, através de um filtro inerte que
como tal ndo absorva o principio ativo nem contenha substancias extraiveis que

interfiram posteriormente no doseamento (Farmacopeia Portuguesa 9.0).

Este equipamento é mais indicado para a analise da velocidade de dissolucdo de

capsulas e comprimidos (Brown et al., 2004; Maddineni et al., 2012).
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Figura 3 - Aparelho de dissolucéo com cesto de rede (dimensfes em milimetros). Legenda: A - haste, B -

Cesto de rede, C - Recipiente cilindrico. Adaptado da Farmacopeia Portuguesa 8.0 e 9.0.

3.1.1.2 Equipamento com pé giratdria

O equipamento de dissolucdo com pé agitadora apresenta uma configuracdo idéntica ao
equipamento com cesto de rede, no entanto difere pela presenca de uma pa na
extremidade da haste vertical. Esta haste € inserida no recipiente de dissolugéo
requerendo-se que 0 seu eixo ndo esteja a mais de 2 mm do eixo vertical do recipiente e
a sua parte inferior a mais de 25 £ 2mm do fundo do mesmo (Figura 4). Também neste
equipamento € possivel criar um banho termostatizado (37°C £ 0,5°C) e manter a
temperatura do liquido de dissolucdo constante durante o ensaio (Farmacopeia

Portuguesa 9.0).

Para iniciar o ensaio de dissolucdo, a amostra deve ser introduzida de forma a ficar
depositada no fundo do recipiente de dissolucdo e antes do dispositivo de agitacdo ser

colocado em movimento. Caso a forma farmacéutica tenha tendéncia a flutuar (ex.: nas

12
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capsulas) deve utilizar-se um dispositivo apropriado (ex.: hélice de vidro ou de fio
metalico), designados de sinkers, para fixar a respetiva forma farmacéutica numa
posicdo horizontal, no fundo do recipiente. A formacgdo de bolhas gasosas deve ser
evitada recorrendo frequentemente a desgaseificacdo do meio de dissolucdo

(Farmacopeia Portuguesa 9.0).

A amostragem neste equipamento segue as mesmas recomendacdes da Farmacopeia
Portuguesa ja anteriormente mencionadas para o equipamento com cesto de rede, assim

como o posterior tratamento da amostra, em caso de necessidade.

Também este equipamento é mais utilizado para a analise da velocidade de dissolugédo

de cépsulas e comprimidos (Brown et al., 2004; Maddineni et al., 2012).
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Figura 4 - Aparelho de dissolucdo com péa agitadora (dimensGes em milimetros). Adaptado da

Farmacopeia Portuguesa 9.0.

3.1.1.3 Equipamento de pistdes

O equipamento de pistdes, Figura 5, é constituido por um conjunto de tubos cilindricos
de vidro; outro conjunto de pistdes tubulares de vidro; ligacGes inerte e tamises, que se

adaptam as extremidades dos pistdes; um motor e um sistema mecanico que permitem o
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movimento vertical e horizontal dos pistées. Os recipientes sdo parcialmente imersos

num banho de 4gua termostatizado, a temperatura de 37°C + 0,5°C.

Em cada pistdo é colocado uma unidade da forma farmacéutica sélida, com o devido
cuidado, para evitar a formacéo de bolhas de ar a superficie da amostra. De imediato, 0
equipamento deve entrar em funcionamento sob as condicGes estabelecidas pela
Farmacopeia Portuguesa 9.0.

Para a recolha de amostras (a meia distancia da superficie do meio e do fundo de cada
tubo), nos intervalos de tempos delineados, os pistdes devem estar subidos. O volume
retirado pode ser restabelecido por um novo meio de dissolucdo, com 0 mesmo volume
ou entdo os célculos da velocidade de dissolucdo das seguintes amostragens devem ter

em consideracdo a variacdo do volume que ocorreu.
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Figura 5 - Aparelho de pistdes (dimensGes em milimetros). Adaptado da Farmacopeia Portuguesa 9.0.

3.1.1.4 Equipamento de fluxo continuo

O equipamento de fluxo continuo, Figura 6, € constituido por um reservatorio para o
liquido de dissolucdo, uma bomba que permite a circulagdo do liquido de dissolucéo
através da célula de fluxo continuo posicionada de forma vertical e munida de um filtro

para a retencéo das particulas ndo dissolvidas.

Neste equipamento pode encontrar-se trés tipos de células de fluxo continuo, como
demonstra a Figura 7 (a), (b) e (c). No entanto a Figura 7 (c) é mais apropriada para
realizar ensaios de dissolucdo de formas farmacéuticas solidas lipofilas, como
supositorios e capsulas moles. Independente do tipo de célula, neste equipamento é
possivel manter a temperatura do liquido de dissolugédo a 37°C + 0,5°C.

14
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E importante ter um especial cuidado com a presenca de gases dissolvidos no liquido de
dissolucdo, uma vez que pode formar bolhas capazes de alterar os resultados. Desta
forma, antes de se iniciar o ensaio os gases dissolvidos devem ser eliminados por

processos adequados.

Este equipamento torna-se mais aceitavel para farmacos com pouca solubilidade, uma
vez que o meio de dissolucdo é continuamente renovado, evitando assim que a
concentracdo do principio ativo chegue a niveis muito préximos da concentracdo de
saturacdo (Maddineni et al., 2012; Jorgensen e Bhagwat, 1998). Para aléem de que
apresenta a capacidade de eliminar problemas relacionados com corre¢des de pH ou
adicdo de surfactante no meio de dissolugdo no decorrer do ensaio (Farmacopeia

Portuguesa 9.0).

Reservatirio Bomba Célula de fluxo Recipiente
para o meio de continuo para as
dissolugio termostatada e filtro solugdes a analisar

Figura 6 - Aparelho de fluxo continuo. Adaptado da Farmacopeia Portuguesa 9.0.

No que diz respeito as células 7a e 7b, para a realizagdo do ensaio de dissolucdo é
necessario colocar uma esfera de 5mm no fundo do cone, de forma a proteger a entrada
do tudo e ainda outras esferas com diametro inferior (Imm = 0,1mm). A amostra pode
ser introduzida sobre a camada de esferas ou com a ajuda de um suporte. Liga-se o
dispositivo de filtracdo e por meio de uma bomba prépria introduz-se o liquido de
dissolugéo aquecido a 37°C * 0,5°C pela porgéo inferior da célula, de forma a obter um

fluxo continuo.

Este tipo de sistema de fluxo é o mais adequado para a analise do comportamento de
dissolucao dos principios ativos sob as condicdes in vivo, para além de que permite, no
decorrer do ensaio, alterar os parametros e a composicdo do liquido de dissolucéo e
ainda permite a constante imersdo de amostra durante o ensaio (Arzamastsev et al.,
2003 (a)).
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3.1.2 Ensaio de dissolucéo das formas solidas lipdfilas

Tal como anteriormente referido e de acordo com a Farmacopeia Portuguesa 9.0, os
ensaios de dissolucéo de formas solidas lipdfilas (supositdrios e capsulas moles) devem
ser realizados num equipamento de fluxo continuo, mais propriamente o equipamento

da Figura 7 (c).

As capsulas moles podem apresentar um conteddo hidréfilo ou lipofilo. No caso das
capsulas moles hidrdfilas, o ensaio de dissolucdo pode ser facilmente realizado no
equipamento 2 da USP, no entanto 0 mesmo ndo ocorre para as capsulas moles lipéfilas.
Para ultrapassar o problema do ensaio de dissolucdo das capsulas moles lipéfilas
aconselha-se a utilizacdo do equipamento de fluxo continuo, que apresenta uma facil

amostragem e perfusdo do meio dissolvente pela capsula (Azarmi et al., 2007).

No que diz respeito aos supositorios, estes sdo preparacGes farmacéuticas sélidas de
dose Unica, contendo uma ou varias substancias ativas dispersas ou dissolvidas num
excipiente hidréfilo ou hidréfobo. Os ensaios de libertacdo in vitro dos supositorios por
vezes apresentam alguns problemas devido aos fendmenos que estas formas
farmacéuticas podem sofrer, nomeadamente fusdo, deformacéo e dispersdo no meio de

dissolucdo (Azarmi et al., 2007).

No caso dos supositorios hidréfobos, a libertacdo do principio ativo contido na
formulacdo ocorre apdés a fusdo da massa do supositério na via rectal, sendo a
temperatura rectal de 36 - 37,5°C. De acordo com estas consideragdes, para aléem do
controlo da temperatura rectal, € importante conhecer a temperatura de fusdo dos
excipientes presentes no supositorio. Quanto aos supositorios hidrofilos, estes libertam
o farmaco por dissolugdo nos fluidos rectais. Sendo assim, para este tipo de sistema é
recomendado a utilizagdo do método de fluxo continuo, no entanto, ndo existe ainda
descrito qualquer meio de dissolucdo capaz de simular o fluido rectal (Janicki et al.,
2001; Siewert et al., 2003).

No equipamento do método de fluxo continuo, representado pela Figura 7 (c), a mostra
é colocada na cdmara A e, antes de se iniciar o0 ensaio, todo o ar da camara é retirado. O
liquido de dissolugdo é aquecido até a temperatura apropriada, posteriormente, através
de uma bomba, é introduzido pela porcdo inferior da célula, de forma a obter um fluxo
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continuo ascendente e descendente na camara A e B, respetivamente. Quando o liquido
de dissolucdo atinge a camara B, o fluxo comeca a sair por um orificio de pequeno
didmetro e sobe para a porcdo superior do equipamento. Na unidade intermédia do
equipamento ficam retidos os excipientes lipéfilos, se estiverem presentes nas
formulacGes testadas. Adicionalmente, na porcao superior do equipamento € possivel
introduzir um filtro (ex.: de papel ou fibra de vidro), de forma a filtrar o liquido de

dissolucgdo, que servird de amostra (Farmacopeia Portuguesa 9.0).
3.1.3 Ensaio de dissolucdo dos adesivos transdérmicos

Os adesivos transdérmicos sdo preparaces farmacéuticas maleaveis que apresentam
dimensfes variaveis, que servem de suporte a uma ou mais substancias ativas
(Farmacopeia Portuguesa 9.0). Estes adesivos transdérmicos sdo utilizados para a
libertacdo e a difusdo de principios ativos para a corrente sanguinea, apos passagem pela
barreira cutanea, quando aplicados em pele saudavel e ndo lesada. Estes sistemas sdo
capazes de veicular farmacos, cuja biodisponibilidade oral é reduzida e, como tal,
exigem administracGes frequentes, de forma a manter as concentragdes plasmaticas
mais estaveis (Allevato, 2007). No entanto, existem pontos negativos associados a estas
formas farmacéuticas, como a irritacdo cutanea, custos de producdo relativamente

elevados e 0 aspeto estético pouco aceite pelos utilizadores (Thomas e Finnin, 2004).

Para determinar a velocidade de dissolu¢do dos principios ativos presentes em adesivos
transdérmicos, a Farmacopeia Portuguesa apresenta 3 métodos: o do aparelho com
disco, da celula e do cilindro rotativo, sendo o método do disco o mais facilmente
reproduzido (Farmacopeia Portuguesa 9.0; Azarmi et al., 2007). Para a escolha do
método mais apropriado, deve considerar-se a composic¢do, as dimensdes e ainda a

forma do adesivo transdérmico em ensaio (Farmacopeia Portuguesa 9.0).
3.1.3.1 Método do aparelho com disco

Este método utiliza o equipamento com pa giratoria, ja referido no ensaio de dissolucao
das formas farmacéuticas solidas, e ainda um disco constituido por um crivo de aco
inoxidavel de 125 um de abertura de malha (Figura 8). Este disco permite reduzir o
volume morto do fundo do recipiente de dissolucdo, para além de manter o adesivo

transdérmico imerso com a superficie de libertacdo direcionada para cima e paralela ao
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bordo inferior da pa durante o ensaio. Para que o sistema transdérmico fique imerso,
este deve estar fixo ao disco atraves de um adesivo apropriado, isto €, um adesivo cujo
material ndo interfira com o doseamento ou ndo absorva a(s) substancia(s) ativa(s)

(Farmacopeia Portuguesa 9.0).

~1
[ Rede de aco inoxidavel 4,5 mm
de malha de 125 pm <>
\J U __Q 3,3mm

—+— Recipiente

Pa

\ 2
/mlzm <— M2mm —>

\__/R I 3.3 mm

Disco

Figura 8 - Equipamento de dissolugdo de pa e disco para adesivos transdérmicos. Adaptado da

Farmacopeia Portuguesa 9.0.

Para a realizagdo do ensaio, inicialmente deve introduzir-se o liquido de dissolugdo com
o0 volume correto e regular a temperatura do mesmo para 32°C + 0,5°C. Posteriormente,
coloca-se o conjunto adesivo transdérmico-disco no fundo do recipiente e inicia-se 0
movimento giratorio da pad com as rotacdes pré-definidas. Em intervalos previamente
estabelecidos, sdo retiradas amostras do liquido de dissolucdo, para se proceder ao
doseamento e, se necessario, o volume retirado deve ser compensado (Farmacopeia

Portuguesa 9.0).

E possivel avaliar a velocidade de dissolugio de adesivos transdérmicos com dimensdes
apropriadas caso o sistema seja homogéneo e esteja uniformemente distribuido no
suporte externo e ndo seja um adesivo transdérmico do tipo reservatorio (Farmacopeia

Portuguesa 9.0).
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3.1.3.2 Método da célula

Também este método utiliza como base o equipamento com a pa giratoria,
anteriormente descrito para os ensaios de dissolucao das formas farmacéuticas solidas, e
ainda uma célula quimicamente inerte composta por um suporte, cobertura e, se
necessario, por uma membrana (Figura 9). A utilizacdo da membrana na célula do
equipamento € necessaria quando o sistema em andlise é suscetivel de sofrer alteracfes
nas suas propriedades fisico-quimicas, por estar em contacto com o liquido de

dissolucdo (Farmacopeia Portuguesa 9.0).

" Porca

~ Tampa

P4 & S
o Membrana

* Recipiente

26mm A Parafuso
=

- Junta de borracha

|
25+ 2mm

v |
| ‘ 52 mm

—T | Reservatorio
—— Célulade ‘ 21,23 et ‘

extracio 70.5 mm

| > 27 mm
—— 38 mm

|
|
45 mm |

=52 mm
| |
Figura 9 - Aparelho de dissolugdo com pé e célula de extragdo para adesivos transdérmicos. Adaptado da

Farmacopeia Portuguesa 9.0.

Durante o ensaio, a célula mantém o adesivo transdérmico na posic¢do horizontal com a
superficie de libertacdo para cima e paralela ao bordo inferior da pa, tal como acontece

no aparelho do disco (Farmacopeia Portuguesa 9.0).

O suporte apresenta uma cavidade com 2,6 mm de profundidade e um diametro

adaptado as dimensdes dos sistemas em estudo.

No caso da cobertura, esta apresenta uma abertura central cujo diametro varia em
funcdo do tamanho do adesivo transdérmico, permitindo deste modo a centralizacdo do
sistema em estudo e a limitacdo da superficie de difusdo. A cobertura € mantida na
posicdo adequada, através de porcas e parafusos fixos no suporte.
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Para o ensaio de dissolucdo, a célula contendo o adesivo transdérmico € inserida no
recipiente em posic¢ao horizontal, com a cobertura para acima e mantida num ambiente
envolvente de 32°C + 0,5°C, de forma a mimetizar a temperatura corporal. No decorrer
do ensaio, em intervalos definidos, sdo retiradas amostras do liquido de dissolucao para
se proceder ao doseamento e se assim for necessario o volume retirado devera ser

compensado (Farmacopeia Portuguesa 9.0).
3.1.3.3 Método do cilindro rotativo

Este método utiliza como base o equipamento com a péa giratdria, anteriormente descrito
para os ensaios das formas farmacéuticas sélidas. No entanto, a substituir a pa e a haste
existe um agitador cilindrico de ago inoxidavel (Figura 10). O adesivo transdérmico é
colocado sobre o cilindro, ou seja, sobre uma membrana porosa inerte cujo tamanho
ultrapassa o tamanho do adesivo transdérmico em, pelo menos, lcm. O adesivo
transdérmico pode permanecer fixo ao cilindro através de um adesivo sobre os bordos
da membrana ou entdo através de uma fita adesiva de face dupla na parede exterior do
cilindro. Independentemente do método de fixacdo do sistema, € importante que o
adesivo utilizado nédo interfira no doseamento, isto é, ndo deve absorver a(s)

substancia(s) ativa(s) em solu¢do (Farmacopeia Portuguesa 9.0).

A face ndo adesiva do sistema em andlise deve ser aplicada ao cilindro e submetida a
um pouco de pressdo, para que a superficie de libertacdo contacte com o meio de

dissolucdo e o eixo longitudinal rodeie o cilindro.

Para iniciar o ensaio de dissolucdo, o equipamento deve conter uma determinada
quantidade de liquido de dissolucdo & temperatura de 32°C + 0,5°C, o cilindro deve ser
instalado e colocado em funcionamento imediato. Posteriormente, em intervalos
pré-definidos, as amostras s@o recolhidas e o volume retirado compensado. A
Farmacopeia recomenda que o local de recolha da amostra seja na meia distancia entre a

superficie do liquido e o bordo superior do cilindro e a, pelo menos, 1cm da parede.
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Figura 10 - Agitador cilindrico para os ensaios de dissolugdo nos adesivos transdérmicos (dimensdes em
centimetros). Adaptado da Farmacopeia Portuguesa 9.0.

3.14 Libertacdo de substancias ativas contidas em gomas

medicamentosas

As gomas medicamentosas sdo constituidas por uma mistura de gomas naturais ou
sintéticas e resinas, adocadas com aclcar ou adocantes artificiais. Estas gomas podem
ainda conter a substancia ativa e outros excipientes, como por exemplo corantes e
aromatizantes. Algumas das substancias ativas incorporadas em gomas medicamentosas
sdo antissépticos locais (ex.: clorohexidina), analgésicos (ex.: aspirina), nicotina para a

cessacao tabagica, entre outras (Heema, 2010).

Este tipo de sistema farmacéutico é uma alternativa apelativa para a libertacdo da(s)
substancia(s) ativa(s), uma vez que apresenta uma eficaz e controlada libertacdo e ainda

uma facil administracdo (Hooda et al., 2012).
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O ensaio de libertacdo de principios ativos contidos em gomas consiste em submeter um
pedaco da goma medicamentosa a mastigacdo mecanica artificial, a qual é realizada

numa pequena camara cilindrica contendo um determinado volume de solug&o tampao.

O equipamento, todo ele de material inerte, é constituido por uma camara de
mastigacdo, um pistdo vertical e dois horizontais. E na cAmara de mastigacdo que a
goma é submetida a um processo de mastigacdo mecanico resultante da acdo dos dois
pistBes horizontais, devidamente sincronizados e com velocidades constante (Figura 11)

(Farmacopeia Portuguesa 9.0).

O pistdo vertical funciona em alternancia com os dois pistdes horizontais, impedindo
que a goma ndo se desloque entre os ciclos de mastigacdo. A frequéncia de mastigacao €
normalmente 60 ciclos/minuto (Azarmi et al., 2007; Farmacopeia Portuguesa 9.0).

o016 M6x16
lﬁ’
/% g ®

SECCAD G-G

&

SECGAQ F-F

e

- Sahe gy st B 6 s
=0 HE e
~] 124 _
3 _!'—!J E.' 5‘1 5 g1214 =
A B C

Figura 11 - Aparelho para o ensaio de libertacdo de substdncias ativas contidas em gomas
medicamentosas (dimensdes em milimetros). Legenda: A — Pistdo horizontal; B — Elemento de
orientacdo; C — Camara de mastigacdo; D — Chaminé; E — Pistdo vertical. Adaptado da Farmacopeia

Portuguesa 9.0.
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Para o ensaio de dissolucdo é importante regular a temperatura interna da camara
cilindrica, para os 37 £ 0,5°C, e a velocidade dos pistdes. Antes de introduzir a amostra,
0 equipamento é colocado em funcionamento durante 2 minutos, com 40 ml de solugédo
tampdo com um pH préximo de 6 e sem qualquer goma no sistema (Azarmi et al., 2007,
Farmacopeia Portuguesa 8.0). Apds 0s 2 minutos, retira-se a solucdo tampdao
substituindo-a por uma mesma solugdo “mais fresca”. Antes de introduzir a goma na
camara cilindrica esta deve ser rigorosamente pesada. Com o decorrer do ensaio, e em
intervalos de tempo pré-estabelecidos, sdo recolhidas amostras da cadmara, de forma a

determinar a quantidade de substancia ativa libertada (Farmacopeia Portuguesa 8.0).

3.2 Ensaios de dissolucdo de outras formas farmacéuticas

Na fase inicial do desenvolvimento e aplicacdo dos ensaios de dissolugdo, estes
destinavam-se, na maioria das vezes, a formas farmacéuticas solidas orais. No entanto, o
desenvolvimento de novos sistemas farmacéuticos, como resposta as necessidades no
tratamento farmacoldgico, conduziu ao desenvolvimento de novos ensaios de
dissolucdo. Os novos sistemas farmacéuticos incluem ndo sO6 outras formas
farmacéuticas orais, como também formas farmacéuticas semi-solidas, suspensdes,

aerossois e formas de libertacdo modificada (Siewert et al., 2003; Azarmi et al., 2007).

Os principios gerais que se verificam nos ensaios de dissolucdo das formas
farmacéuticas sélidas, como por exemplo as condicdes sink, também se aplicam a outras

formas farmacéuticas (Siewert et al., 2003).

De forma a evitar a difusdo e a utilizacdo de outros equipamentos de dissolucéo
alternativos, os equipamentos oficiais acabam por fazer parte da primeira linha de
escolha. Contudo, para determinadas formas farmacéuticas é importante ter especial
atencdo a composicdo do meio, agitacdo, temperatura durante 0 método implementado
(Siewert et al., 2003). Mesmo apds 0s ajustes aos ensaios originais, 0 novo método

desenvolvido deve ser validado quanto a exatidao, precisdo e reprodutibilidade.
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3.2.1.Formas farmacéuticas semi-solidas

As preparacgdes farmacéuticas semi-solidas, como cremes, pomadas ou geles, destinam-
se a aplicacdo cutanea ou em mucosas, de forma a exercer a sua a¢édo local ou sistémica

através da penetracdo cuténea dos principios ativos (Farmacopeia Portuguesa 9.0).

Tal como os sistemas transdérmicos, o0s testes de dissolucdo destas formas
farmacéuticas apenas indicam o perfil de permeacdo in vitro das substancias ativas,
através da utilizacdo do sistema de difusdo por células Franz com membranas sintéticas
ou bioldgicas (Ng et al., 2010; Siewert et al., 2003).

Até a data, nenhum equipamento, procedimento ou requisitos para 0s ensaios de
libertacdo em formas farmacéuticas semi-sélidas tém sido reportados nas farmacopeias.
Contudo, as guidelines “FDA’s Guidance for Industry on Non sterile semisolid dosage
forms - Scale Up and Post Approval Changes for Semi Solid” recomenda estudos de
velocidade de libertacdo em células de difusdo vertical com células de Franz
(FDA/CDER., 1997 (b)).

As células Enhancer, desenvolvidas pelo grupo de tecnologia da Vankel, sdo também
utilizadas nos ensaios de dissolucdo de formas farmacéuticas semi-solidas. Estas células
correspondem a células de Teflon com o respetivo volume ajustavel e com parafusos de

forma a reter a membrana (Azarmi et al., 2007).

De uma forma geral, neste tipo de ensaio de dissolucdo existe importantes aspetos a
considerar, nomeadamente: (i) o volume da célula de difuséo, (ii) a selecdo apropriada
do tipo de membrana, (iii) a natureza do meio recetor do principio ativo, (iv) a
temperatura, (v) a velocidade de rotagédo e (vi) a validacdo do método. A membrana do
ensaio deve ser quimica e fisicamente inerte de forma a ndo interferir com o ensaio.
Quanto ao meio recetor do principio ativo, este deve ser capaz de simular as condigdes
fisiologicas da pele e manter as condi¢fes sink do ensaio através da sua elevada

capacidade de absorcéo e dissolugéo da substancia ativa (Ueda et al., 2006).
3.2.2.Suspensoes

A velocidade de dissolucdo do farmaco presente num sistema disperso, como as

suspensdes, € influenciada pelas propriedades fisico-quimicas do farmaco, pelas
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caracteristicas da propria formulacdo e ainda pelo método de dissolucdo (Farmacopeia

Portuguesa 9.0).

O método de dissolucdo mais aplicavel as suspensdes, formas farmacéuticas liquidas de
uso oral, € o modelo da pa agitadora. Alguns aspetos, como a introducéo da amostra e a
velocidade de agitagdo, devem ser estabelecidos consoante a viscosidade e a
composicdo da suspensdo. No que diz respeito a técnica de introdugdo da amostra, esta

também deve ser precisa, reprodutivel e exata (Siewert et al., 2003).

No caso das suspensdes que apresentam viscosidade baixa, uma quantidade rigorosa de
amostra pode ser introduzida na porcéo inferior do recipiente de dissolucéo, através de
uma pipeta volumétrica. Para suspensdes com uma viscosidade elevada, como a
suspensdo de nimesulide, a quantidade da amostra a introduzir no vaso de dissolucgéo
pode ser determinada pelo respetivo peso e, assim, transferida quantitativamente para o
equipamento (Fonseca et al., 2009). No que concerne a agitacdo, as suspensdes mais
viscosas necessitam de uma maior velocidade de agitacdo do que as suspensdes menos

viscosas (Siewert et al., 2003).
3.2.3. Aerossois

A eficécia terapéutica dos agentes inalados no sistema respiratorio depende em muito do
local de deposicédo das particulas, bem como das suas propriedades fisico-quimicas. No
que diz respeito ao tamanho, as particulas com didmetro entre 1 e 5/6 pm atingem o
sistema respiratdrio e podem ser assimiladas para a corrente sanguinea, ja as particulas
com didmetro superior a 6 um podem atingir o trato respiratorio superior (Taylor e
McCallion, 1997; Labiris e Dolovich, 2003).

Até a0 momento, nenhum ensaio in vitro em aerossois surgiu como um método ideal
para avaliar a dissolugdo in vivo dos farmacos, ao nivel dos fluidos pulmonares. No
entanto, Davies e Feddah (2003) apresentaram um método para o estudo da dissolucéo
de aerossois, o método de fluxo continuo, contendo particulas de diferentes
glucocorticoides (budesonide, propionato de fluticasona e acetonide de triancinolona).
As particulas do aerossol obtidas por impacto foram recolhidas para o ensaio de
dissolucdo num recipiente com um filtro de fibra apresentando 0,45 um de diametro de

poros. O ensaio realizou-se com trés meios de dissolucdo a 37°C: agua, uma simulagao
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do fluido pulmonar em pH acidico e uma simulacdo do fluido pulmonar modificado
com 0,02% de L-fosfatidilcolina. Os meios de dissolucdo foram injetados por entre as
particulas do aerossol, através de uma bomba de Cromatografia Liquida de Elevada
Performance (HPLC) calibrada de forma a oferecer um fluxo controlado e continuo de
0,7ml/min. Da fracdo dissolvida e que passou pelo filtro, foram retiradas amostras em
determinados intervalos de tempo, para posterior quantificacdo dos glucocorticéides. Os
resultados obtidos demonstraram que a variacdo do pH ndo obteve nenhum efeito
significativo no perfil de dissolugdo. Contudo, a presenca da L-fosfatidilcolina no meio

dissolvente aumentou a velocidade de dissolucdo dos glucocorticéides.
3.2.4.Formas farmacéuticas orais de libertacdo modificada

A Farmacopeia Portuguesa 9.0 entende como formas farmacéuticas orais de libertagio
modificada os comprimidos revestidos ou ndo, preparados com excipientes adjuvantes
especiais ou por outros processos particulares, que visam, separadamente ou em

conjunto, modificar a velocidade ou local de libertacdo dos principios ativos.

As formas de libertacdo modificada incluem as formas de libertacdo prolongada e as
formas de libertacdo retardada (Farmacopeia Portuguesa 9.0). Estas formas
farmacéuticas apresentam algumas vantagens face as formas de libertacdo imediata,
nomeadamente: (i) o melhoramento do efeito terapéutico, (ii) a adesdo do doente ao
tratamento por reducdo do nimero de administracdes do medicamento e (iii) a reducédo
da incidéncia ou intensidade dos efeitos adversos, por manutencdo dos niveis das
concentracdes plasmaticas do farmaco constantes (Rosca e Vergnaud, 2008; Riis et al.,
2007).

Nos anos 80 reconheceu-se que estas novas formas farmacéuticas eram Unicas e
vantajosas para a terapéutica dos doentes. Com a preocupacdo em manter a qualidade
dos produtos produzidos, a USP formou um subcomité de avaliadores e ainda, em 1983,
pela primeira vez, publicou uma série de politicas relacionadas com a dissolugéo dos
farmacos de libertagdo modificada. Mais tarde, estas mesmas politicas foram incluidas
na farmacopeia através de um capitulo denominado de Libertagdo de Farmaco
(Jorgensen e Bhagwat, 1998).

27



Ensaio de Dissolucéo das Formas Farmacéuticas: Aplicacdes na Investigagdo Cientifica e na IndUstria

Farmacéutica

Os ensaios de dissolucdo numa fase inicial do desenvolvimento das formas de libertacédo
modificada fazem previsdes e estimativas do perfil de libertacdo e da performance in
vivo do farmaco. Contudo, existem desafios aquando do desenvolvimento destes
sistemas terapéuticos, nomeadamente no que diz respeito as condi¢des adequadas para
0s ensaios de dissolucéo in vitro, como o pH, os fluidos intestinais e o tempo de transito
intestinal (Heigoldt et al., 2010).

O sistema de avaliacdo da libertacdo e dissolucdo in vitro destas formas farmacéuticas
deve ser um método simples, econémico e capaz de mimetizar as condices fisioldgicas

e manter as condigdes sink do ensaio (Heigoldt, et al., 2010).

Na USP j& existe algumas monografias individuais de formas farmacéuticas de
libertacdo modificada, como por exemplo, de comprimidos de &cido acetilsalicilico,
acetaminofeno, carbamazepina, claritromicina, felodipina e capsulas de maleato de
clorfeniramina, diltiazem, diazepam, entre outras substancias ativas (US Pharmacopeia
29; Azarmi et al., 2007). Nas diferentes formas farmacéuticas de libertagdo modificada
presentes na USP é possivel verificar a sugestdo dos métodos do cesto de rede e da pa
agitadora, para a realizacdo dos ensaios de dissolucdo. No entanto, estes métodos
apresentam uma limitacdo importante na previsdo dos perfis de dissolucdo in vivo,
nomeadamente sdo métodos que avaliam o comportamento da forma farmacéutica a

valores de pH permanentes ao longo de todo o ensaio (Jantratid et al., 2009).

Como alternativa aos métodos propostos pela USP, alguns autores sugerem como um
método mais vantajoso para as formas farmacéuticas de libertagdo modificada, o
método de fluxo continuo. As vantagens inerentes a este método relacionam-se com o
ajuste dos valores de pH durante um mesmo ensaio, simulando assim o trajeto do
farmaco ao longo do trato gastrintestinal e, ainda, a possibilidade de manutencdo das
condigdes sink (Heigoldt et al., 2010).

Jantratid et al. (2009) avaliaram a dissolucéo in vitro de 100 mg de diclofenac sodico
através dos métodos do cesto de rede, da pa agitadora e do fluxo continuo. Da avaliagdo
também fez parte a simulacdo do estado pré-prandial e pos-prandial. No método do
cesto e da pa, o ensaio de dissolucao decorreu com 900 ml de solugdo tampéo de fosfato
(pH 6,8) a 37°C + 0,5°C, no entanto a velocidade de rotacdo variou entre os 50 rpm,

para 0 método do cesto, e 0s 75/125 rpm, para 0 método da pa agitadora. Amostras de
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5ml foram retiradas aos 30, 60, 180 e 240 minutos e, apés filtracdo, foram analisadas
por espectrofotometria. No método do fluxo continuo, o meio de dissolu¢éo foi mantido
a 37°C = 0,5°C e simulou a composicdo do estbmago, do duodeno e do cdlon
ascendente, em situacdo pré-prandial e pos-prandial. As amostras foram retiradas de 20
em 20 minutos até aos 420 minutos e, apés o devido tratamento, foram analisadas por
HPLC. Relativamente aos resultados obtidos, verificou-se que a velocidade de rotacao
(75 rpm e 125 rpm), no caso do metodo da pa, ndo influenciou os resultados do perfil de
dissolugdo. Quer no método de dissolucdo do cesto quer no método da pa obteve-se uma
libertacdo de aproximadamente 85% do farmaco em 120 minutos. No caso do ensaio de
fluxo continuo, ocorreu uma diminuicdo da velocidade de dissolucdo em comparagédo

com os anteriores métodos, na simulagdo pés-prandial.

De uma forma geral, e tendo em consideracdo os resultados obtidos por Jantratid e
colaboradores (2009), o método de fluxo continuo para avaliar o perfil de dissolucdo
demonstrou ser apropriado para formas farmacéuticas de libertagdo modificada.

Apesar de tudo, também a Farmacopeia Portuguesa 9.0 sugere a realizacdo de ensaios
de dissolucdo em formas de libertacdo prolongada e retardada nos equipamentos de
cesto em rede e pa giratéria. Sendo que no caso das formas de libertacdo retardada, a
farmacopeia propde dois tipos de métodos (A e B), que diferem entre si no periodo em

meio acido e em meio tamponado.

No método A, o periodo em meio acidico consiste na introdugdo de 750 ml de acido
cloridrico 0,1M a 37°C £ 0,5°C, como meio de dissolugédo durante duas horas de ensaio.
Apos estas duas horas, o meio de dissolucdo anterior € substituido por um meio
tamponado, através da adicdo de uma solugdo tampao que faz o ajuste de pH para 6,8 +
0,05. O meio tamponado permanece posteriormente por 45 minutos em agitacédo
(Farmacopeia Portuguesa 9.0).

Quanto ao método B, no periodo em meio acidico introduz-se 1000 ml de acido
cloridrico 0,1M a 37°C £ 0,5°C, como meio de dissolucdo, também durante duas horas
de ensaio. Apds as duas horas, 0 meio de dissolugédo anterior é completamente retirado e
substituido por uma solucdo tampdo de 6,8 £ 0,05. Também neste método, 0 meio

tamponado fica em agitacdo por 45 minutos (Farmacopeia Portuguesa 9.0).
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Também no equipamento de fluxo continuo, a Farmacopeia Portuguesa 9.0 sugere a
utilizacdo dos métodos A e B para as formas de libertacdo retardada. A diferenca deste
equipamento para o do cesto em rede e da pé giratério é a introducdo das mudancas do

periodo em meio acidico e tamponado através do fluxo continuo do meio dissolvente.
3.3 Equipamentos para ensaios de dissolu¢éo ndo oficiais

Como ja mencionado, os ensaios de dissolucdo sdo testes de controlo de qualidade
importantes na avaliacdo da qualidade dos medicamentos durante 0s processos de
producdo e armazenamento e, ainda, durante o periodo de comercializa¢do. No entanto,
estes ensaios de dissolucdo in vitro conseguem ser estaticos e ndo oferecem informacdes
precisas sobre a influéncia de determinadas condic¢des e varidveis ao longo do percurso
do medicamento pelo organismo humano, mais precisamente ao longo do trato
gastrintestinal (TGI). Por este motivo, tém sido pesquisados diversos modelos de
ensaios de dissolucdo baseados nas condicBes fisiologicas (Gamsiz et al., 2010;
Blanquet et al., 2004; Dokoumetzidis e Macheras, 2006).

Para desenvolver novos modelos de ensaios de dissolucdo, torna-se relevante conhecer
as caracteristicas do TGl e compreender a sua influéncia sobre a dissolucéo e a absor¢édo
dos farmacos.

O TGI é composto pela boca, faringe, eso6fago, estomago, intestino delgado, intestino
grosso, reto, anus e ainda pelas glandulas anexas, como as salivares, gastricas, vesicula
biliar e pancreas. No que diz respeito ao intestino delgado, esta é a por¢do do TGl onde

ocorre a absorcdo da maioria dos compostos (Rang et al., 2007).

No TGI existem diversos parametros que influenciam a dissolucdo dos farmacos, como
por exemplo: o pH estomacal e duodenal, a presenca de sais biliares, a presenca de

alimentos no limen, o volume luminal, a prépria motilidade estomacal, entre outros.

No que diz respeito ao pH, este varia ao longo do TGI e ainda se o estdmago estiver na
fase pré-prandial (jejum) ou pos-prandial (“alimentado™). Importa realcar também o
facto de os valores de pH dependerem de fatores intrinsecos ao proprio individuo, tais
como: idade, situaces fisiopatologicas (ex.: Sindrome de Imuno Deficiéncia Adquirida

- SIDA e acloridria) e de fatores extrinsecos como o tratamento terapéutico com
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antagonistas dos receptores histaminicos H2 ou inibidores da bomba de prot6es (Horter
e Dressman, 2001; Russell et al.,1993).

No estado de jejum, o estbmago apresenta valores de pH mais acidicos (cerca de 1,7 e
1,8), apos a refeicdo os valores de pH tendem a aumentar, pelo efeito dos alimentos.
Momentos mais tarde apds a ingestdo de alimentos, os valores de pH tendem a
restabelecer o equilibrio inicial (Horter e Dressman, 2001).

No caso de farmacos que sejam acidos e bases fracas, a sua solubilidade encontra-se
dependente das constantes de ionizacdo e do pH do meio envolvente. A medida que o
valor de pH aumenta a solubilidade de farmacos acidicos também aumenta, no entanto o
aumento da solubilidade de farmacos do tipo base fraca verifica-se com a diminuigéo do
pH (Rang et al., 2007).

A questdo de um estdmago em jejum ou pds-prandial, ndo sO se relaciona com as
variacdes de pH, mas também com a inevitavel presenca ou auséncia de comida. De
uma forma geral, os alimentos tendem a retardar a absorcdo de alguns farmacos, como
por exemplo da azitromicina, da eritromicina e da ampicilina, por alterarem a secrecao
gastrica e consequentemente o pH. No caso de outros farmacos, como o albendazol, a
isotretinoina, a lovastatina, entre outros, verifica-se uma maior absorcdo e
biodisponibilidade na corrente sanguinea apos as refeicdes. A maioria das interacfes
farmaco/nutriente relacionam-se com fenémenos de quelatacdo do farmaco com o
alimento (ex.: acido alendronico e tetraciclinas), ou mesmo com os produtos derivados

do leite, como ciprofloxacina, norfloxacina (Le e Dalhoff, 2002).

Quanto a presenca de compostos anfifilicos da bilis, como os sais biliares, estes ajudam
a solubilizacdo das gorduras ingeridas durante as refeicGes, mas também facilitam a
solubilizacdo de farmacos hidréfobos, através da producdo de micelas capazes de
posteriormente serem absorvidas pelos enterocitos, quando a quantidade de sais biliares
ultrapassa a concentracdo critica micelar (Horter e Dressman, 2001; Le e Dalhoff,
2002).

Outro fator importante a considerar € o tempo de residéncia de um farmaco no TGI, que
ndo sO depende da forma farmacéutica como também do tempo de esvaziamento

gastrico e da motilidade géstrica. Quanto mais movimentos peristalticos apresentar o

31


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Dalhoff%20K%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12093316
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Dalhoff%20K%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12093316

Ensaio de Dissolucéo das Formas Farmacéuticas: Aplicacdes na Investigagdo Cientifica e na IndUstria

Farmacéutica

TGI, menor é o tempo de residéncia da comida e do farmaco ingerido e, portanto, menor
quantidade de farmaco e nutrientes sdo absorvidos. Por outro lado também temos a
quantidade de comida e &gua ingerida ao longo de uma refeicdo, que ndo so6 influenciam
0 volume do TGI, como também as excrecOes das secrecOes gastricas, biliares e
pancreaticas, estimulando assim a absorcdo dos nutrientes e de alguns farmacos (Maio e
Carrier, 2011; Blanquet et al., 2004).

Os recentes modelos de ensaios de dissolucdo ja apresentam a preocupacdo sob as
diversas condicdes fisiologicas anteriormente supracitadas. No entanto, alguns modelos
até agora propostos ndo seguem alguns requisitos, como a introducdo sequencial de
enzimas nas quantidades fisiologicas, o adequado ajuste dos valores de pH para o
funcionamento das enzimas e seus co-fatores, a remocdo dos produtos de digestdo e o
tempo de digestdo. No caso do modelo de dissolucdo proposto por Blanquet et al.
(2004), que consiste num sistema multicompartimental e dindmico controlado por um

computador, 0s anteriores requisitos ja sdo cumpridos.

Segundo Blanquet et al. (2004), este modelo de dissolucdo € bastante vantajoso, por se
tratar de um modelo preciso, reprodutivel, de facil manipulacéo e recolha de amostras, e

ainda por ndo sofre restricdes éticas, quando comparado com ensaios in vivo.

O modelo, Figura 12, apresenta quatro compartimentos a simular o estbmago, duodeno,
jejuno e o ilio. Cada compartimento é formado por um revestimento de vidro com uma
parede interna flexivel, para a qual se bombeia &gua com diferentes pressdes, através de
valvulas, de forma a simular os movimentos peristalticos. Através do computador, é
possivel controlar quer o volume de cada compartimento, por sensores de pressao
presentes ao longo do modelo, quer as secre¢des de dgua e solugdo acidica no estbmago,
e eletrolitos ou solugédo béasica no intestino delgado. Outras secrecGes (ex.: pancreaticas
e biliares) sdo também bombeadas para os respetivos compartimentos, simulando um

sistema gastrintestinal em situa¢do pds-prandial.

Ao longo do modelo proposto torna-se possivel a recolha de moléculas ou farmacos
dissolvidos por intermédio de um processo de dialise, utilizando uma membrana de
dialise que recolhe os compostos que por ela atravessam por difusdo passiva e ndo por
transporte ativo. Atendendo a estas consideragfes, neste modelo apenas podem ser

estudados os farmacos que por difusdo passiva sao absorvidos ao nivel gastrointestinal.
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Figura 12 - Modelo de dissolugéo proposto por Blanquet et al. (2004). Legenda: 1 - Bomba de secrecdes

gastricas; 2 - Bomba de secrecdes do intestino delgado; 3 - Bomba de solucéo de eletrdlitos; 4 - Valvulas
para simulacdo dos movimentos peristalticos; 5 - Fibras membranares ocas; 6 - Fluido da dialise
duodenal; 7 - Fluido da dialise ileal. Adaptado de Blanquet et al., 2004.

Para demonstrar a aplicacdo deste modelo, Blanguet et al. (2004) estudaram a absorcao
do paracetamol e a viabilidade de Lactobacillus. No caso do paracetamol, estudou-se o
perfil de dissolugdo em duas formas farmacéuticas diferentes, uma de libertagéo
imediata e outra de libertacdo modificada e ainda o efeito da refeicdo sob a libertacéo e
absorcdo do farmaco. Quanto ao Lactobacillus, avaliou-se a viabilidade apos a

simulacgdo de um sistema gastrintestinal jovem e adulto.

Nos resultados obtidos verificou-se uma absor¢do mais rapida do paracetamol quando
administrado na forma farmacéutica de libertacdo imediata do que na forma modificada
(tal como os resultados in vivo). Contudo, o paracetamol demonstrou uma absorcao
mais lenta, na administracdo conjunta de uma refeicdo standard, um tipico pequeno
almocgo europeu. J& a viabilidade do Lactobacillus foi maior nas condi¢Bes géstricas e

intestinais de um jovem comparativamente com o adulto.
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4. Fatores que interferem na dissolucdo de farmacos

A analise da dissolucdo das formas farmacéuticas emergiu com 0s ensaios de
dissolucdo, os quais garantem a qualidade e a biodisponibilidade do medicamento. No
entanto, sdo diversas as variaveis que podem alterar o perfil de dissolucdo das
substancias ativas. O conhecimento destas varidveis assume um papel fundamental
durante o desenvolvimento do produto e o respetivo controlo de qualidade (Cascone et
al., 2011).

As variaveis que influenciam a dissolucdo das substancias podem ser agrupadas em: (i)
fatores relacionados com o farmaco e a sua formulacéo, (ii) fatores relacionados com o
ensaio de dissolucdo e (iii) fatores relacionados com o método analitico (Cascone et al.
2011; Arzamastsev et al., 2003 (a)).

4.1 Fatores relacionados com o farmaco e a sua formulagéo

Como fatores intrinsecos ao préprio farmaco podem ser citados: o peso molecular, a
polaridade, o tamanho da particula, a cristalinidade e o polimorfismo. A tenuidade das
particulas assume um papel muito relevante na velocidade de dissolucdo de uma
substancia, facilmente demonstrado pelas equacdes da velocidade de dissolucédo

debatidas anteriormente.
4.1.1 Solubilidade

A solubilidade pode ser definida como a quantidade de uma substancia que se dissolve
num determinado volume de solvente quando submetido a uma determinada
temperatura (Alsenz e Kansy, 2007). Quanto maior a solubilidade do farmaco, maior
sera a quantidade de farmaco dissolvido no meio e, consequentemente, maior a sua
biodisponibilidade (Faller e Ertl, 2007).

A solubilidade intrinseca de uma substancia pode ser influenciada por inimeras
variaveis dependentes do proprio farmaco, como a polaridade, o tamanho e a forma de
apresentacdo (Alsenz e Kansy, 2007). A baixa solubilidade pode ser causada por dois
fatores, nomeadamente a elevada lipofilia ou as fortes interagcdes intramoleculares, que
proporcionam a necessidade de uma maior quantidade de energia para ocorrer a
solubilizacéo (Faller e Ertl, 2007; Stegemann et al., 2007).
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Diversas estratégias podem ser adotadas com o objetivo de melhorar a solubilidade dos
farmacos ao nivel dos fluidos humanos, como: (i) a diminuicdo do tamanho da particula,
(if) a preparacdo de formulacbes contendo microemulsdes, lipossomas, ciclodextrinas,
tensioativos (Stegemann et al., 2007).

4.1.2 Tamanho da particula

A velocidade de dissolucéo é diretamente proporcional ao tamanho da particula, isto &,
quanto menor for o didmetro da particula maior sera a superficie de contacto com o
meio de dissolucdo, facilitando o processo de solubilizagcdo. Diversos estudos sobre
particulas pouco solUveis em agua demonstraram que a reducdo do seu tamanho, para
microparticulas ou nanoparticulas, melhora os processos de dissolugdo (Duran et al.,
2010; Horter e Dressman, 2001).

4.1.3 Natureza quimica

Os farmacos podem ser produzidos numa forma amorfa ou cristalina. O polimorfismo,
ou seja a existéncia de diferentes formas cristalinas de um mesmo farmaco, pode alterar
as propriedades fisico-quimicas de uma substancia (ex.: ponto de fusdo, densidade,

estabilidade, solubilidade e velocidade de dissolucdo) (Horter e Dressman, 2001).

As formas polimorficas influenciam a concentracdo de saturacdo, sendo que a
solubilidade é maior para as modificacdes polimdrficas que apresentam elevada energia
interna. As formas cristalinas sdo mais estaveis e consequentemente menos sollveis,

uma vez que apresentam reduzida energia interna (Duran et al., 2010).
4.1.4 Excipientes

Os excipientes utilizados na formulagcdo de um medicamento permitem uma
administracdo adequada da substancia ativa, facilitam a producdo, aumentam a
estabilidade e ainda melhoram o aspeto externo do medicamento (Jackson et al., 2000;
Panakanti e Narang, 2012). Um requisito fundamental nos excipientes é a auséncia de
atividade farmacologica, contudo diversos estudos demonstram que alguns excipientes
tém a capacidade de interagir com o principio ativo na formulagéo e, assim, promover
ou ndo uma melhor dissolugdo do medicamento nos fluidos humanos (Chen, 2008).

Estes excipientes podem agir como promotores da solubilidade, melhorando a

35



Ensaio de Dissolucéo das Formas Farmacéuticas: Aplicacdes na Investigagdo Cientifica e na IndUstria

Farmacéutica

molhabilidade do farmaco por um mecanismo de diminui¢cdo da tensdo superficial que
se cria entre o liquido e a particula, como € o caso do polissorbato e outros agentes
emulsivos (Jato, 2001). Outros excipientes sollveis podem promover a desintegracao da
forma farmacéutica permitindo uma dissolugdo mais rapida do contetdo libertado,
como é o caso da lactose, amido, cloreto de sddio, entre outros. Adicionalmente, o0s
excipientes podem ser responsaveis pela modelagdo da velocidade de dissolucdo da
substancia ativa, tornando-a mais lenta/prolongada devido a utilizacdo de matrizes
hidrofobas. Este tipo de sistema matricial liberta lentamente o farmaco, mantendo a
biodisponibilidade e a concentracdo plasmaética constante (Jackson et al., 2000;
Panakanti e Narang, 2012).

4.2 Fatores relacionados com o ensaio de dissolucéo

As condicdes do ensaio que interferem na velocidade de dissolucdo do farmaco séo as
caracteristicas do meio de dissolucdo e do equipamento utilizado. Dentro das
caracteristicas do meio de dissolu¢cdo podem ser referidas a tensdo superficial, a
temperatura, o pH, a polaridade, a viscosidade, a forca idnica, entre outros.
Relativamente as caracteristicas do equipamento, o préprio equipamento em si, a
agitacdo aplicada e o recipiente de dissolucdo sdo suscetiveis de influenciar o perfil de
libertacdo (Jato, 2001).

4.2.1 Meio de dissolugéo

Como referido anteriormente, os ensaios de dissolugdo devem de mimetizar, 0 mais
possivel, as condigdes fisioldgicas que o farmaco encontra no organismo humano, para
que os resultados obtidos in vitro possam ser correlacionados com o0 comportamento in
vivo. A mimetizagéo requerida pode ser conseguida, em parte, pela composi¢do do meio

de dissolucdo.

No meio de dissolucdo, alguns pardmetros como a temperatura, 0 pH, a tensdo
superficial, o volume, a viscosidade, podem ser controlados e ajustados no decorrer do
ensaio de dissolucdo. O ajustamento destes parametros faz-se de acordo com o teste de
dissolucdo a realizar, com o objetivo de se manter as condi¢Bes sink durante todo o

ensaio. Os ensaios de dissolugéo para formas farmacéuticas orais devem ser realizados a
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valores de pH acidicos e/ou basicos, numa tentativa de simular o contedo gastrico e

duodenal respetivamente (Farmacopeia Portuguesa 9.0).

No caso de farmacos que sejam acidos e bases fracas, a solubilidade depende das suas
constantes de ionizacdo e do pH do meio de dissolucdo. A medida que o valor de pH
aumenta, a solubilidade dos farmacos acidicos também aumenta, no entanto o aumento
da solubilidade dos farmacos base fraca ocorre com a diminui¢do do pH (Rang et al.,
2007).

Quanto a presenca de compostos anfifilicos da bilis, como os sais biliares, estes
auxiliam na solubilizacdo de farmacos hidréfobos (Horter e Dressman, 2001; Brown et
al., 2004).

Segundo as guidelines dos ensaios de dissolucdo para a IndUstria Farmacéutica, para
simular o ambiente duodenal, o pH do meio deve ser preferencialmente de 6,8 ou, entédo,
sofrer variaces até 8,0 (em casos excecionais e devidamente justificados)
(FDA/CDER., 1997 (d)). Para simular os fluidos gastricos, o pH do meio de dissolucao
deve apresentar um valor de 1,2, sem enzimas presentes, com a excec¢do de casos
especificos, cujas formulacdes necessitem de enzimas para libertar o farmaco para o

meio solvente

Relativamente a temperatura, as Farmacopeias especificam a manutencdo de 37°C +
0,5°C para formas farmacéuticas orais e 32°C + 0,5°C para formas farmacéuticas
transdérmicas como objetivo de simular a temperatura corporal interna e externa,
respetivamente. Na maioria das situacdes, a dissolucdo € um fenémeno endotérmico,
como tal, o aumento da temperatura contribui para o aumento da solubilidade e

consequente dissolucdo (Mota et al., 2009; Jato, 2001).

No caso da tenséo superficial criada pelo meio de dissolucdo, quanto menor for, maior
sera a solubilidade da particula. Por este motivo, em alguns ensaios de dissolucdo séo
adicionados agentes tensioativos com a finalidade de diminuir o angulo entre 0 meio
solvente e a particula, favorecendo a dissolucdo das particulas (Jato, 2001; He et al.,
2004).

Pela lei de Stokes-Einstein, facilmente se compreende que a viscosidade do meio é

indiretamente proporcional ao coeficiente de difusdo da molécula. Os meios com
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elevada viscosidade diminuem o coeficiente de difusdo da molécula e assim a

velocidade de dissolucéo (Jato, 2001).
4.2.2 Equipamento

Tendo em conta a forma farmacéutica, a selecdo do método para avaliar o perfil de
dissolucdo da substancia ativa € fundamental. Cada método utilizado para avaliar o
perfil de dissolugdo apresenta caracteristicas hidrodindmicas e pardmetros de velocidade
de agitacdo proprios, consoante a forma farmacéutica. Os métodos do cesto de rede e da
pa agitadora sdo principalmente recomendados para capsulas e comprimido, enquanto o

método de fluxo continuo para farmacos pouco sollveis (Wang et al., 2009).
4.2.3 Velocidade de agitacéo

As condi¢cdes de agitacdo média devem ser mantidas durante todo o ensaio de
dissolucdo. Com o uso do metodo do cesto, para os ensaios de controlo qualidade
recomenda-se uma velocidade de agitacdo de 50 a 100 rpm e 50-75 rpm no caso do
método da pa agitadora (Farmacopeia Portuguesa 9.0).

A agitacdo diminui a camada de difusdo, aumentando o contacto da particula com o
meio de dissolucdo. Este fendmeno também aumenta a velocidade de dissolucdo, uma
vez que evita 0 aumento da concentracao de soluto na camada de difusdo, para além de

favorecer a homogeneizagio do meio.
4.2.4 Bolhas de ar

A Farmacopeia Portuguesa 9.0 recomenda a eliminacdo de bolhas de ar durante os
ensaios de dissolucdo, uma vez que a presencga destas pode influenciar os resultados
obtidos. As bolhas de ar ou gases dissolvidos presentes no meio de dissolu¢do podem
associar-se as particulas e diminuir o contacto do soluto com o solvente (Fliszar et al.,

2005; Farmacopeia Portuguesa 9.0).

No sentido de eliminar os gases presentes no meio de dissolugdo, a Farmacopeia
Portuguesa 9.0 recomenda um método de desgaseificacdo, no qual o meio € aquecido a
uma temperatura de 41°C, agitado suavemente e filtrado a pressdo reduzida através de

um filtro de 0,45 pm ou de dimensdes de poros inferiores.
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4.2.5 Vibracéo do sistema

Qualquer alteracdo no fluxo hidrodindmico criado pelo dispositivo de agitacdo altera a
camada de difusdo e, consequentemente, a velocidade de dissolucdo. S&o inimeras as
fontes de vibracdo que podem existir no ambiente do laboratério (Dissolution Reference
Guide, 2010), como por exemplo banhos ultrassonicos, centrifugadoras, radios, bombas
de vécuo, vortex, impressoras. Atendendo a este facto, os equipamentos referidos ndo
devem estar posicionados proximos do aparelho de dissolucdo. Intrinseco ao proprio
equipamento é de referir situacbes que influenciam o funcionamento do mesmo, como
pecas gastas ou soltas; falta de lubrificacdo dos componentes internos e turbuléncia no
banho de &gua (Dissolution Reference Guide, 2010).

4.2.6 Posicdo e método de amostragem

Segundo a Farmacopeia Portuguesa 9.0, as amostras devem ser retidas a meia distancia
da superficie do liquido e o cimo da pa e a uma distancia de, pelo menos, 10 mm da
parede do recipiente. A amostragem deve ser 0 mais rigorosa possivel tendo em conta,
ndo s6 o local de amostragem como também o equipamento a usar para retirar o volume

preciso da amostra.

4.3 Fatores relacionados com o método analitico
4.3.1 Método de filtracao e analitico

O método analitico para a quantificagdo/doseamento da substancia ativa deve
corresponder ao método analitico referenciado na respetiva monografia descrita na

Farmacopeia (Farmacopeia Portuguesa 9.0).

Em relacdo aos filtros utilizados durante os ensaios de dissolugéo, estes devem ser

inerte, isto &, ndo absorver farmaco nem libertar particulas para a solugéo.
5. Comparacéo de perfis de dissolugdo

O ensaio de dissolucdo é cada vez mais reconhecido como um elemento essencial no
desenvolvimento e otimizagdo dos produtos farmacéuticos bem como na avaliagéo da

qualidade dos mesmos. Os ensaios de dissolu¢cdo demonstraram possuir aplicacdes em
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diversas areas de investigacdo, como as correlagdes in vitro-in vivo e o estabelecimento
de similaridade entre diferentes formas farmacéuticas. Do ensaio de dissolucdo obtém-
se a velocidade de dissolugdo, parametro Gtil para verificar o comportamento do
farmaco em condicGes fisioldgicas simuladas e também para avaliar a qualidade de
producdo e a consisténcia dos resultados nos ensaios clinicos (Adams et al., 2002;
O’Hara et al., 1998).

A curva de dissolucdo é obtida por determinacdo da concentracdo de farmaco no meio
de dissolucdo em funcdo do tempo, como representado na Figura 13. Por razdes
praticas, a curva de dissolugcdo ndo € observada de forma continua, mas por conjunto de

tempos definidos.

% de Farmaco 3o
Dissolvido o5
20

15 H

10 H

5 4

o] SIO 1CIJO 1é0 200
T (min)

Figura 13 - Perfil de dissolu¢do de uma forma farmacéutica.

Véarios métodos tém sido propostos para a comparacdo dos perfis de dissolucao,
podendo ser agrupados em (Serra e Storpirtis, 2007; Adams et al., 2001; Adams et al.,
2002): (i) método baseado na andlise de variancia, (ii) métodos de modelos
independentes e (iii) métodos de modelos dependentes. Outro método utilizado para
avaliar e comparar os perfis de dissolucdo é a eficacia de dissolucdo (DE) (Adams et al.,
2001).

Os modelos independentes usam os dados da dissolugdo na sua forma nativa (Yuksel et
al., 2000), como o tempo médio de dissolucdo (MDT), o tempo médio de residéncia
(MRT) e o método dos fatores de diferenca e similaridade. Alguns destes métodos
analisam a caracterizacao individual de cada curva, como é o caso do método baseado
no MDT, enquanto outros analisam a curva de dissolugéo de forma conjunta, como por
exemplo o método de similaridade (FDA/CDER, 1997 (d)).
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Os modelos dependentes baseiam-se em modelos matematicos, sendo possivel analisar
os perfis de dissolucdo em relacdo aos parametros derivados de uma fungdo matematica
(Yuksel et al., 2000). Nos modelos dependentes incluem-se os modelos lineares (ex.:
ordem zero, modelo Higuchi, modelo Hixon-Crowell e o modelo quadrético) e os
modelos ndo lineares (ex.. modelo de primeira ordem, o modelo Weibull, o modelo
Korsmeyer-Peppas) (Yuksel et al., 2000; Freitag, 2001). Estes métodos procedem a um
ajuste das curvas de dissolucdo, facilitando a interpretacdo das mesmas, uma vez que
descrevem os perfis de dissolucdo em fungdo de um parametro que pode ser
determinado estatisticamente. No geral, estes sdo modelos rigidos, isto €, ndo existe um
modelo transversal para todos os perfis de dissolucdo, bem como nédo existe um critério

de selecdo do modelo matemético mais apropriado (Maggio et al., 2008).
5.1 Método baseado na anélise da variancia

Segundo Adams et al. (2002), o método baseado na analise da variancia para
comparacdo de perfis de dissolucdo pode ser considerado também um método
independente.

Neste método pode ser realizada uma analise da variancia unidirecional (ANOVA) ou
uma analise da variancia multidirecional (MANOVA) (Yuksel et al., 2000). Ambos os
métodos estatisticos assentam na diferenca entre dois produtos em analise, no entanto a
analise ANOVA compara os perfis num Unico tempo de amostragem da curva de
dissolucdo e a analise MANOVA faz a comparacdo em multiplos tempos de
amostragem (Yuksel et al., 2000; Costa e Lobo, 2001).

O teste MANOVA avalia a existéncia ou ndo de diferengas significativas nas
percentagens de farmaco dissolvido a cada tempo do ensaio de dissolugdo, ou seja, este
método avalia se os perfis de dissolugdo sdo paralelos (Yuksel et al., 2000). Quanto ao
método ANOVA, este considera a variabilidade do ensaio e analisa individualmente
cada ponto (tempo) da curva de dissolucdo. A analise ANOVA pressupfe a existéncia
de modelos subjacentes, mas ndo necessitam de ajuste de uma curva (Maggio et al.,
2008).
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A utilizagdo dos métodos ANOVA apresenta algumas desvantagens como a pressuposta
independéncia do método que € infringida pela correlagdo entre os dados da

percentagem de dissolug@o ao longo do tempo (O’Hara et al., 1998).

5.2 Meétodos baseados em modelos independentes

5.2.1 Fatores de diferenca e similaridade

Apesar da variedade de modelos sugeridos pela literatura cientifica, as guidelines da
FDA recomendam a utilizagdio do fator de similaridade (f2) (Freitag, 2001;
FDA/CDER, 1997 (d)). A FDA sugere que este método de modelo independente € o
mais apropriado para comparar os perfis de dissolucdo, quando trés ou mais pontos do

tempo de dissolucéo estdo disponiveis.

Os fatores de diferenga (f1) e similaridade (f2) foram introduzidos por Moore e
Flanner, em 1996, como instrumentos matematicos para comparar perfis de dissolucao
(Maggio et al., 2008; Costa e Lobo, 2001). Com estes modelos analisa-se o
comportamento de dissolu¢cdo de um determinado nimero de amostras de produtos de

referéncia e de teste a determinados tempos.

O fator de diferenca € uma medida de erro relativo entre duas curvas, isto €, através da
determinacdo do fator de diferenca obtém-se, em percentagem, a diferenca entre duas
curvas (FDA/CDER, 1997 (d); Costa e Lobo, 2001; Maggio et al., 2008). Este fator é
descrito pela seguinte equacao:

fl :{M } * 100 Equacdo 6

n
t=1Rt

em que: n € o numero de tempos do ensaio; R; € o valor de dissolucdo do produto de
referéncia (em percentagem) no tempo t e T; é o valor de dissolucdo do produto teste

(em percentagem) no tempo t.

Quanto ao fator de similaridade, este é a transformacdo logaritmica da soma do
quadrado do erro. Através deste fator é possivel obter a percentagem de similaridade da
dissolucdo entre duas curvas (FDA/CDER, 1997 (d); Costa e Lobo, 2001; Maggio et al.,

2008). O fator de similaridade pode ser traduzido pela seguinte equacao:
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2=50 xlogf{|1+ (3) B (R, — To) 2] 07°% « 100} Equagio 7

em que: n € o numero de tempos do ensaio; R; € o valor de dissolucdo do produto de
referéncia (em percentagem) no tempo t e T, é o valor de dissolucdo do produto teste

(em percentagem) no tempo t.

Segundo a “Guidance for Industry for Dissolution testing of immediate release solid
oral dosage forms, 1997”, para se determinar a diferenga ou a similaridade a cada tempo
do ensaio de dissolucéo, alguns aspetos devem ser considerados, como a utilizagéo de
no méaximo doze unidades de produto de referéncia e de teste e ainda os parametros para

se considerar similar ou ndo os perfis em analise.

Duas curvas de dissolucdo sdo consideradas similares quando os valores de f1 estdo
proximos de 0 e os valores de f2 proximos de 100. No entanto, valores de f1 inseridos
no intervalo de 0 a 15 ¢ valores de f2 superiores a 50 (50- 100) também demonstram

similaridade.

A aplicagdo do documento “Guidance for Industry for Dissolution testing of immediate
release solid oral dosage forms, 1997” recomenda o cumprimento de algumas
restricdes, nomeadamente, (i) apenas uma medicdo pode ser considerada valida, apos a
dissolucdo de 85% de ambos os produtos em analise (produto referéncia e teste); (ii)
para a utilizacdo dos dados obtidos na curva de dissolucédo, o coeficiente de variagcdo nos
tempos iniciais ndo deve ser superior a 20% e a 10% nos restantes tempos de ensaio;
(iii) o valor de dissolucao do produto de referéncia pode derivar de um Gltimo ensaio de
dissolucgdo realizado ou de dois ultimos ensaios consecutivos; e (iv) a diferenga média
em qualquer ponto da curva de dissolucdo entre o produto referéncia e teste ndo deve
exceder 15% (FDA/CDER, 1997 (d); FDA/CDER., 1997 (c); Maggio et al., 2008).

Comparativamente com os restantes métodos, 0 método da diferenca e de similaridade
sdo dos métodos mais faceis de aplicar e interpretar, uma vez que fornece um Unico
namero para comparacdo dos perfis de dissolucdo (O’Hara et al., 1998). No entanto,
existem algumas desvantagens associadas a este método, tais como (O’Hara et al.,

1998): a baixa sensibilidade nos valores obtidos com 0 f1 ¢ o f2, a modificagao do
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valor obtido em f1 caso o produto teste ou referéncia sejam alterados e ainda a falta de

critério na decisdao do uso do fator f1 ou do fator f2.
5.2.2 Tempo meédio de dissolucéo

O tempo médio de dissolucdo (MDT, “Mean Dissolution Time”) pode ser calculado

pela seguinte equacdo (Rinaki et al., 2003; Costa et al., 2003):

)t -aw (o)

MDT = “5——
Jo aw ®

Equacdo 8

em que: W (t) é a quantidade acumulativa do farmaco dissolvido no tempo t.

Esta equacdo sO pode ser aplicada quando ocorrer uma completa solubilizacdo do
farmaco durante o ensaio de dissolucéo, caso contrario o tempo médio de dissolucéo é
indefinido (Rinaki et al., 2003).

Uma das vantagens deste método é a comparacdo dos perfis de dissolucdo realizar-se
com base no nimero de moléculas de farmaco libertado da forma farmacéutica (Costa et
al., 2003).

5.3 Modelos dependentes

Alguns modelos matematicos tém sido descritos na literatura como modelos
dependentes. De forma a permitir o uso destes modelos, a (FDA) recomenda alguns
procedimentos, como (i) a escolha do método de comparacédo mais adequado, com nao
mais de 3 parametros; (ii) a regido de semelhanca ser definida com base nos pardmetros
de ajuste do modelo para o produto de referéncia e teste; (iii) estimar a regido de
confianca a 90% da diferenca entre os dois lotes; (iv) comparar os limites de confianca e
semelhanca, caso os limites de confianca estejam dentro dos limites de semelhanca o
perfil de dissolucdo do produto teste é considerado similar ao produto referéncia
(FDA/CDER, 1997 (d)).
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5.3.1 Modelo de ordem zero

O modelo de ordem zero representa a dissolucdo do farmaco a partir de formas
farmacéuticas que ndo sofrem desintegracdo e com libertacdo lenta do farmaco,

podendo ser traduzida pela seguinte equacdo (Costa e Lobo, 2001; Costa et al., 2003):
W, — W, =Kt Equagdo 9

em que: W, é a quantidade inicial de farmaco presente na forma farmacéutica; W, a
quantidade de farmaco ainda presente na forma farmacéutica no tempo t e K uma

constante de proporcionalidade (constante de ordem zero).

Esta equacdo descreve sistemas farmacéuticos cuja velocidade de dissolucdo é

independente da concentra¢do dissolvida do principio ativo (Costa et al., 2003).

Esta equacdo pode descrever a dissolucdo dos principios ativos a partir de algumas
formas farmacéuticas de libertacdo modificada, como sistemas transdérmicos,
osmoticos, em que uma mesma quantidade de farmaco € libertada a cada periodo de
tempo (Costa e Lobo, 2001).

5.3.2 Modelo Higuchi

Higuchi desenvolveu alguns modelos matematicos para o estudo da libertacdo de
farmacos sollveis e pouco sollveis em agua quando incorporados em sistemas solidos e

semi-soélidos.

A equacdo simplificada de Higuchi pode ser expressa pela seguinte expressdo

matematica;
Q = KHt1/2 Equacéo 10

em que: Q é a quantidade acumulada de farmaco dissolvido no tempo t (horas) e K a

constante de Higuchi.

Esta equacdo descreve a libertagdo do farmaco pelo processo de difusdo, com base na
lei de Fick. Inicialmente esta equacdo foi proposta para descrever a dissolucdo de

farmacos contidos em pomadas, no entanto esta equacdo também se adequa a dissolugéo

45



Ensaio de Dissolucéo das Formas Farmacéuticas: Aplicacdes na Investigagdo Cientifica e na IndUstria

Farmacéutica

de outras formas farmacéuticas, até mesmo as de libertacdo modificada (Costa e Lobo,
2001).

5.3.3 Modelo de primeira ordem

O modelo de primeira ordem foi proposto inicialmente por Gibaldi e Feldman, em 1967,
e mais tarde por Wagner, em 1969. Este modelo tem sido utilizado para analisar o
processo da dissolucdo, bem como o processo de eliminacdo de farmacos (Costa e
Lobo, 2001).

O modelo de primeira ordem é obtido por aplicacdo de logaritmos decimais a equacao
adaptada de Hixson e Crowell, na equacdo de Noyes-Whitney e expressa-se pela
seguinte equacdo (Costa e Lobo, 2001; Manadas et al., 2002):

Kyt
2,303

logQ; — logQy + Equagéo 11

em que: Q; é a quantidade de farmaco libertado no tempo t; Q, a quantidade inicial de

farmaco na solucédo e K, a constante de libertacdo de primeira ordem.

Um ajuste dos perfis de dissolugéo a este modelo significa que as formas farmacéuticas
libertam o farmaco de forma proporcional a quantidade que ainda falta dissolver. Desta
forma, a quantidade de farmaco libertada vai diminuindo a medida que diminui também

a quantidade de farmaco presente ainda na forma farmacéutica para dissolucéo.
5.3.4 Modelo Hixson e Crowell

Hixon e Crowell baseando-se na equacdo de Noyes-Whitney, desenvolveram uma
equacdo que descreve a dissolugdo de particulas considerando a superficie especifica,
bem como o diametro. Desta forma quanto maior a superficie, maior € a velocidade de
dissolucdo (Costa e Lobo, 2001).

I/Vol/3 — I/th/3 = Kt Equagdo 12

em que: W, é a quantidade inicial de farmaco presente na forma farmacéutica; W, a
quantidade de farmaco ainda presente na forma farmacéutica no tempo t e K a

constante de Hixon e Crowell que integra a relacdo superficie especifica-volume.
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Segundo Manadas et al. (2002), esta equacao aplica-se a formas farmacéuticas em que a
dissolucdo do farmaco ocorre em planos paralelos a superficie da particula, se as

dimens6es do farmaco diminuir proporcionalmente.

5.3.5 Modelo Weibull
O modelo Weibull é considerado o melhor método de comparacdo, por ser dos métodos
que permite um melhor ajuste aos diferentes tipos de perfis de dissolugdo (Adams et al.,
2001). Este método expressa a quantidade acumulada de farmaco no meio de dissolugédo

a um determinado tempo e traduz-se pela seguinte equacéo:
— (t-TpP
m=1-—exp [%] Equago 13

em que: T; é o periodo lag antes do processo de dissolucéo ou libertacdo do farmaco (na
maioria dos casos é igual a zero); a representa um fator escala de tempo do ensaio e 8 0
fator da forma do perfil de dissolucdo (exponencial g = 1; sigmoide g > 1; parabdlica
B < 1) (Adams et al., 2002).

A equacdo anterior pode ser ajustada numa equacao linear (Adams et al., 2002; Costa e
Lobo, 2001):

log[—In(1 —m)] = blog(t —T;) — loga Equagio 14

em que: 0 S representa o fator da forma do perfil de dissolugdo sendo obtido pelo
declive da equacdo e a a partir do valor da ordenada na origema t = 1 (1/ a) (Costa e
Lobo, 2001).

O fator a ainda pode ser substituido pelo tempo de dissolu¢do — (T,;)? e o respectivo
valor pode ser obtido através do grafico, pela ordenada na origem, que corresponde a
—In(1 —m). E caso —In(1 —m) seja igual a 1, m tera um valor de 0,632. Sendo
assim, T, corresponde ao intervalo de tempo necessario para que haja 63,2% de

dissolugéo do farmaco presente na forma farmacéutica (Costa e Lobo, 2001).

Apesar de ser um modelo de comparacdo bastante utilizado, algumas criticas tém
surgido. As criticas relacionam-se com o facto de este modelo ndo ter em consideracéo
qualquer parametro relacionado com da velocidade de dissolucdo intrinseca e ainda por
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ser um meétodo com uso limitado no estabelecimento de correlagdes in vivo/in vitro
(Costa e Lobo, 2001).

5.4 Eficiéncia de dissolucdo

A eficiéncia de dissolucdo (DE), sugerida por Khan e Rhodes em 1975, também
representa um importante parametro cinético de comparacao do perfil de dissolucao
(Adams et al., 2001). Este pardmetro é calculado considerando a area abaixo da curva
de dissolu¢do num determinado tempo t, através da regra do trapézio (Menegola et al.,
2007; Mourdo et al., 2010). A DE (Figura 14) expressa-se como a percentagem da area

do retangulo resultante de 100% da dissolucgéo e é representada pela seguinte equacéo:

foty xdt

V100Xt

DE = X 100% Equagdo 15

em que: y é a percentagem de farmaco dissolvido no tempo t e y;,, a percentagem total

de farmaco dissolvido no ensaio de dissolucdo (Costa e Lobo, 2001).

Y100

0 Tempo t

Figura 14 - Curva de dissolucéo do farmaco e respetiva area abaixo da curva de dissolugdo. Adaptado de
Costa e Lobo, 2001.

O parametro de ED permite uma comparacdo mais fidedigna entre os perfis de
dissolugdo de dois produtos. Adicionalmente, este € um parametro relacionado com a
quantidade de farmaco que realmente esta dissolvida no meio de dissolucéo, obtendo-se

uma correlacdo dos resultados in vitro com os in vivo (Ofoefule et al., 2001).
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6. Correlacdes in-vitro/in-vivo (CIVIV)

Tal como referido anteriormente, os ensaios de dissolucdo in vitro sdo importantes para
0 desenvolvimento e otimizacdo dos produtos farmacéuticos sélidos e no controlo de
qualidade (Uppoor, 2000; Lennernds e Abrahamsson, 2005). Sendo que esta
importancia depende sobretudo da intensa relagdo das caracteristicas de dissolugdo do
farmaco in vitro, em termos de velocidade e extensdo, com a respetiva
biodisponibilidade in vivo. Desta forma, torna-se essencial avaliar a correlacdo in

vitro/in vivo (CIVIV) dos diversos medicamentos (Lennernds e Abrahamsson, 2005).

A FDA define CIVIV como um modelo matematico que descreve a relacdo entre as
propriedades in vitro de uma forma farmacéutica oral e seu comportamento in vivo
(FDA/CDER, 1997 (a)).

E com o desenvolvimento e aplicacdo da CIVIV que o comportamento in vivo de um
farmaco pode ser previsto através do seu comportamento in vitro. Uma boa correlacéo
in vitro/in vivo consegue substituir os estudos de bioequivaléncia, melhorar a qualidade
do produto/medicamento e reduzir a carga regulamentar (Lu et al., 2011). A CIVIV
também pode ser utilizada para estabelecer as especificacfes de dissolucdo e para
suportar e/ou validar a utilizacdo de métodos de dissolugdo (Emami, 2006).

Para estabelecer uma boa correlagdo in vitro/in vivo, a dissolugéo in vitro deve ser um
fator limitante na sequéncia do processo de absor¢do do farmaco para a corrente

sanguinea (Uppoor, 2000).

Segundo o documento “Guidance for Industry on Extended Release Solid Dosage
Forms, 1997 existem 4 niveis de correlagao in vitro/in vivo: nivel A, nivel B, nivel C,

maltiplo nivel C.

Uma correlacdo de nivel A é geralmente linear e representa uma relagdo ponto a ponto
entre os perfis de dissolucdo in vitro e in vivo (FDA/CDER, 1997 (a); Nainar et al.,
2012). Numa correlagdo linear as curvas sobrepdem-se diretamente ou através da
aplicacdo de um fator escala. Este nivel é considerado o nivel mais alto de correlacéo,
permitindo uma melhor previsdo do comportamento in vivo do medicamento (Lu et al.,
2011). Qualquer que seja 0 metodo para estabelecer uma correlacdo de nivel A, este

deve prever todo o percurso in vivo através dos dados in vitro (FDA/CDER, 1997 (a)).
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O nivel de correlacdo B usa os principios de analise estatistica na comparacdo dos perfis
de dissolucéo e, apesar de considerar os dados in vivo e in vitro, ndo é considerado uma
correlagdo ponto a ponto (Emami, 2006). Neste tipo de correlagdo, a comparagdo do
tempo médio de dissolucdo in vitro com o tempo médio de residéncia ou com o tempo
médio de dissolu¢éo in vivo é pouco util (Lu et al., 2011; FDA/CDER., 1997 (a)).

Quanto ao nivel C de correlacdo, apenas se estabelece um unico ponto de relacdo entre
os parametros de dissolucdo (Nainar et al., 2012). Esta correlacdo ndo reflete

completamente a curva de concentracdo de farmaco no plasma vs tempo.

O quarto nivel de correlacdo é uma extensdo do nivel C designado de multiplo nivel C.
Este nivel refere um ou véarios parametros farmacocinéticos de interesse para a
quantidade de medicamento dissolvido em varios pontos temporais do perfil de
dissolucdo, no minimo trés pontos de forma a abranger o inicio, meio e fim da curva de
dissolucdo (FDA/CDER, 1997 (a); Emami, 2006). Este multiplo nivel C é considerado
mais Util que o préprio nivel C (Lu et al., 2011).

Segundo Emami (2006), quando o processo de dissolucdo nédo é influenciado por fatores
como pH, surfactantes, pressdo osmética, enzimas, forga ionica, os dados obtidos de
uma formulagdo sdo correlacionados com os dados da concentracdo-tempo do farmaco
no plasma. Caso a correlacdo seja linear, as curvas sdo sobreponiveis e como tal,

representam uma CIVIV de nivel A (Emami, 2006).

Mesmo que uma ou mais das formulacGes em analise ndo demonstre relacdo entre o
desempenho in vitro e in vivo, em comparacdo com as restantes formulagdes, a
correlagéo é ainda véalida dentro da gama de velocidades de libertacdo abrangida pelas

restantes formulagdes (Emami, 2006).

Qualquer abordagem para estabelecer uma correlag¢do in vitro/in vivo sera aceite se for
bem desenvolvida e cientificamente comprovada, no entanto existem determinados

requisitos que devem ser considerados (Emami, 2006; Uppoor, 2000).

A CIVIV deve ser desenvolvida com a analise de duas ou mais formulacBes com
diferentes velocidades de libertacdo, ou com apenas uma formulagdo quando se
considera que a dissolucgéo in vitro ndo € influenciada pelas condic¢des de ensaio, como

pH, meio e agitacdo (FDA/CDER., 1997 (a)). Quando as formulacGes em estudo sdo
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desenvolvidas com diferentes velocidades de dissolucdo, os respetivos perfis de
dissolugdo devem ser obtidos por métodos apropriados. E conveniente que o método de
dissolucdo selecionado seja testado para todas as formulagdes. Posteriormente, s&o
desenvolvidos estudos de biodisponibilidade que proporcionam as concentragoes
plasmaticas in vivo para cada formulacdo. Importante referir que a CIVIV deve ser a
mesma para as diferentes formulacBes testadas, caso apenas uma das formulacGes
apresentar uma diferente relacdo, a formulacdo em estudo deve ser excluida do
desenvolvimento da CIVIV (Uppoor, 2000). Caso seja necessario aplicar algum fator
escala, este deve ser igual para todas as formulacbes. Os diferentes fatores tempo para
cada formulacéo indicam auséncia de uma CIVIV (FDA/CDER, 1997 (a).

Alguns estudos de CIVIV tém sido desenvolvidos e reportados na literatura cientifica.
Buch et al. (2010) estudaram a CIVIV em seis formas farmacéuticas de libertacéo
imediata de fenofibrato. Os dados in vitro de solubilidade e permeabilidade foram
comparados com os valores de concentracdo maxima obtida nos estudos in vivo. Das
seis formulacBes analisadas, cinco delas apresentaram uma correlacdo entre o

comportamento in vitro e in vivo muito préximo.

Li et al. (2011) desenvolveram um sistema in vitro para simular o processo de
dissolugéo e permeabilidade de formas farmacéuticas orais in vivo e assim estabelecer
uma CIVIV para prever a biodisponibilidade. Quatro formas farmacéuticas de
mononitrato de isosorbido (compridos, capsulas, comprimidos de libertacdo prolongada
e cépsulas de libertacdo prolongada) foram avaliadas pelo método de dissolucdo do
cesto/pa agitadora e por um sistema de simulacdo de dissolugdo/absorcdo. Para as
formas farmacéuticas de libertacdo imediata verificou-se uma correlagdo significativa
entre o sistema de simulacdo de dissolugdo/absorcdo e o ensaio in vivo realizado em

caes ao contrario da correlacdo entre 0 modelo cesta/pa e 0 mesmo ensaio in vivo.

Amann et al. (2010) tentaram estabelecer uma CIVIV em implantes contendo um
antipsicotico (risperidona) e um polimero biodegradavel (acido poli lactico-co-glicol —
PLGA). Foram testadas diferentes composi¢cdes de PLGA, no que diz respeito ao
conteddo de &cido lactico e glicolico (50:50, 65:35; 15:25; 85:15). A libertacdo e
dissolucdo da risperidona foi avaliada por ensaios in vitro e in vivo em ratos, assim

como estudos de correlagdo de nivel A, B, C foram realizados. Foi possivel estabelecer
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uma correlacdo de nivel A, B e C, no entanto, a correlacdo de nivel A e C obtiveram

valores inferiores.
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7. Sistema de Classificacdo Biofarmacéutica

O Sistema de Classificacdo Biofarmacéutica (BCS) representa uma estrutura cientifica
para a classificacdo dos farmacos com base na solubilidade e na permeabilidade
intestinal (Lennernds e Abrahamsson, 2005). Esta classificacdo demonstra ser uma
mais-valia na descoberta e desenvolvimento de novos farmacos (Dash e Kesari, 2011).
O objetivo da BCS é promover uma ferramenta de regulacdo para a identificacdo de
substancias, para a substituicdo de certos estudos de bioequivaléncia por testes de

dissolucdo in vitro mais precisos.

De acordo com o BCS, Figura 15, os farmacos podem ser classificados em quatro
classes (Lobenberg e Amidon, 2000; Yu et al., 2002; Breda et al., 2009; Dash e
Kesarie., 2011):

eClasse | com elevada solubilidade e elevada permeabilidade (por
exemplo: metoprolol, diltiazem, verapamil, propanolol). Este tipo de
substancias apresentam uma elevada dissolucdo e absorcao intestinal, caso
a velocidade de dissolucdo seja rapida em seguida a retencdo gastrica
transforma-se no passo limitante, sobretudo nos casos de formas

farmacéuticas de libertacdo imediata;

e Classe Il com baixa solubilidade e elevada permeabilidade (por exemplo:
fenitoina, danazol, cetoconazol, nifedipina). A dissolugédo in vivo destes
farmacos é um passo limitante na absorcéo, exceto em doses elevadas de

farmaco. Neste tipo de farmacos ja é necessario estabelecer uma CIVIV;

e Classe Il com elevada solubilidade e baixa permeabilidade (exemplo:
aciclovir, captopril, cimetidina, neomicina B). Esta classe apresenta uma
elevada variagdo na velocidade e extensdo da absor¢do do farmaco e, uma
vez que a solubilidade € répida, estas varia¢Oes sdo atribuidas a alteracdes
fisiologicas e de permeabilidade membranar e ndo a forma farmacéutica.
Para farmacos desta classe, estabelecer uma CIVIV torna-se improvavel,
contudo possivel dependendo da velocidade relativa de dissolucdo e do

transito intestinal;
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eClasse IV com baixa solubilidade e baixa permeabilidade (exemplo:
Taxol). Estes farmacos apresentam muitos problemas com a administracéo
oral, nomeadamente, com a absorc¢do oral eficaz. Contudo sdo poucos 0s
exemplos deste tipo de substancias, pois raros sdo 0s que conseguem
atingir o mercado farmacéutico e, como tal, muito pouco provavel o

estabelecimento de uma CIVIV.

P Solubilidade
A
Permeabilidade | 1|

Elevada solubilidade Baixa solubilidade

Elevada permeabilidade Elevada permeabilidade

11 v

Elevada solubilidade Baixa solubilidade
Baixa permeabilidade Baixa permeabilidade

Figura 15 - Sistema de Classificagdo Biofarmacéutica. Adaptado de Barreto, et al., 2002.

Para a anterior classificacdo € necessario considerar que os ensaios de solubilidade e de
permeabilidade sdo desenvolvidos nos respetivos principios ativos de interesse. As
substancias com elevada solubilidade sdo substancias cuja dose clinica mais elevada se
dissolve em 250 ml de solugdo tampdo, em todos os valores de pH entre 1,2 a 6,8.
Enquanto substancias permeaveis sao aquelas cuja extensdo de farmaco absorvido ao
nivel intestinal do homem é 100% (FDA/CDER, 2000; EMEA/CPMP, 2000).

Quando uma substancia é classificada como pouco soltvel, a sua velocidade e extensao
de absorcdo esta comprometida, no entanto, existe a possibilidade de melhora

(Lennernas e Abrahamsson, 2005; Rama et al., 2006).

Inicialmente, a BCS foi desenvolvida para aplicacdes regulamentares, no entanto, este
apresenta diversas aplicacbes no desenvolvimento pré-clinico ou clinico das

formulacBes, tendo ganho um grande reconhecimento na investigacdo industrial
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farmacéutica. Com isto, nos ultimos tempos a BCS ndo s6 tem sido utilizada para o
estudo de formas farmacéuticas solidas de libertacdo imediata como também de

libertac&o prolongada (Breda et al., 2009).

O BCS tem demonstrado ser bastante util (i) na previsdo da absor¢do intestinal do
farmaco com base nas propriedades biofarmacéuticas primérias (ex.: solubilidade e
efetiva permeabilidade intestinal) (Lennernéds e Abrahamsson, 2005); e (ii) na previséo
antecipada da possivel realiza¢do ou ndo de uma CIVIV para novos farmacos (Lu, et al.
2011).

Muitos sdo os casos de farmacos classificados na classe 1V do BSC que se encontram
em investigacdo para melhorar a sua estrutura quimica ou formulagdo. O exemestano,
um inibidor irreversivel da aromatase utilizado no tratamento de cancro da mama pos-
menopausa avancado, € um exemplo deste tipo de situacdo. Este farmaco apresenta uma
biodisponibilidade de apenas 5%, devido a baixa solubilidade e efeito de primeira
passagem. Considerando as caracteristicas quimicas do exemestano e a sua classificacdo
segundo BCS, Yavuz et al. (2010) investigaram as vantagens/desvantagens da
associacdo das ciclodextrinas ao farmaco, com o objetivo de melhorara dissolucéo e a
permeabilidade. Neste estudo desenvolveram-se trés complexos derivados de
ciclodextrina (metil-B-ciclodextrina, hidroxipropil-p-ciclodextrina e hidroxipropil-y-
ciclodextrina). Os resulados obtidos nos estudos de dissolucdo e de permeabilidade
revelaram um melhoramento no perfil de dissolucdo deste farmaco, mais precisamente
na formulagdo de exemestano complexado com metil-B-ciclodextrina. Pela utilizacdo
destes complexos de ciclodextrinas, o exemestano com comportamento de farmaco de
classe 1V, no decorrer da investigacdo ja tinha comportamento de um farmaco de classe
lell (Yavuz etal., 2010).
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8. Biodisponibilidade e Bioequivalentes

Para as formas farmacéuticas, a biodisponibilidade traduz-se na extensdo com que um
farmaco atinge a circulacdo sanguinea a partir da forma de farmacéutica administrada
(Herkenne et al., 2007). Dentro deste parametro distingue-se dois tipos de
biodisponibilidade, a biodisponibilidade absoluta e a biodisponibilidade relativa. A
biodisponibilidade absoluta relaciona-se com a disponibilidade de 100% do farmaco
presente na formulacdo administrada. A biodisponibilidade relativa esta relacionada
com a administracdo de outras formas farmacéuticas que ndo a intravenosa, como 0s
comprimidos e solucdes orais (EMEA/CPMP, 2000).

Para se verificar o efeito terapéutico de um farmaco, este deve ser transportado para o
seu local de agdo nas concentracdes terapéuticas e durante um determinado periodo de
tempo. Sendo assim, é importante conhecer a formulacdo farmacéutica, no que diz

respeito a sua biodisponibilidade no organismo humano.

A biodisponibilidade torna-se um fator notavel para avaliar a eficacia terapéutica. Como
tal, diversos estudos foram desenvolvidos para 0 aumento da mesma em formulagdes
com pouca eficécia terapéutica inicial (Alhnan et al., 2011; Chakraborty et al., 2009; He
et al., 2004). Os estudos de biodisponibilidade analisam os ensaios de dissolucdo das

mesmas formulacdes e ainda os niveis de concentra¢fes plasmaticas dos ensaios in vivo.

Também a determinacdo da biodisponibilidade é Gtil para a atribuicdo da designacdo de
produto bioequivalente. Segundo a Agéncia Europeia do Medicamento (EMEA) (2000),
dois produtos sdo considerados bioequivalentes quando no seu processo de comparagédo
é possivel verificar que ambos os produtos em analise sdo farmacologicamente
equivalentes ou alternativos e, ainda, quando a sua biodisponibilidade apds a

administragdo da mesma dose é similar.

Entende-se como equivaléncia farmacoldgica quando duas formulagbes com a mesma
quantidade de substancia ativa e forma farmacéutica apresentam os mesmos padrdes. Ja
dois produtos séo alternativas farmacoldgicas, quando apresentam a mesma quantidade
de substancia ativa em diferentes formas farmacéuticas (EMEA/CPMP, 2008; Raw et
al., 2011).
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Os estudos de bioequivaléncia sdo basicamente estudos de biodisponibilidade
comparativos entre o farmaco de referéncia e o de teste. A metodologia dos estudos
pode ser utilizada para a avaliacdo de diferentes pardmetros farmacocinéticos entre
farmaco-farmaco ou até mesmo alimentos-farmaco (EMEA/CPMP, 2000).

Nos ensaios de bioequivaléncia sdo obtidas curvas de concentracdo do farmaco no
plasma vs tempo, com o objetivo de analisar a velocidade e extensdo da absorgdo do
farmaco para a corrente sanguinea. De uma forma geral, sdo parametros como a area
sob a curva (AUC), a concentracdo plasmatica maxima (Cnax) € 0 tempo de
concentracdo maxima no plasma, que sdo analisados (EMEA/CPMP, 2008;
EMEA/CPMP, 2000). Sdo considerados vélidos os ensaios onde se verifique um
intervalo de confianca de 90%, bem como um intervalo de aceitacdo de 0,80-1,25 para
todos os parametros anteriormente referidos. No caso da AUC, o intervalo de aceitacdo
pode ser alargado em casos excecionais e com a devida justificacdo clinica, assim como,
o intervalo da Cmax que pode variar para 0,75-1,34 (EMEA/CPMP, 2000; Karalis et al.,
2011).

A estruturacdo de um ensaio de biodisponibilidade deve ser cuidadosa, considerando
diversos pormenores importantes. Segundo a EMEA (2000), no desenvolvimento de
ensaios de bioequivaléncia deve ser considerada a selecdo dos individuos, a
estandardizacdo do método, os parametros a serem avaliados e a analise estatistica dos

resultados obtidos.

Diversos estudos de bioequivaléncia estdo descritos na literatura cientifica, utilizando
diferentes formas farmacéuticas. Kress et al. (2010) avaliaram os perfis
farmacocinéticos de dois sistemas transdérmicos comercializado (Matrifen® e
Durogesic® DTrans®). Os sistemas transdérmicos, contendo fentanil, foram aplicados
durante 72 horas a 30 homens saudaveis (por um estudo cross-over). Os parametros
farmacocinéticos foram avaliados por amostras de sangue e tragcou-se as curvas de
concentracdo plasmatica vs tempo. Pela andlise dos resultados verificou-se que as
curvas obtidas eram similares e que os parametros de AUC e Cpax encontravam-se
dentro dos limites estabelecidos pelas guidelines. Os autores concluiram que, apesar das

diferengas tecnoldgicas, os dois sistemas transdérmicos séo bioequivalentes.
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Rhim et al. (2008) analisaram duas formulacdes de aceclofenac 100mg (anti-
inflamatdrio, analgésico), uma como referéncia e outra como teste. O estudo,
randomizado e com dois periodos de cross-over, realizou-se com uma dose Unica de
aceclofenac a voluntérios saudaveis. Foi administrado aos voluntarios koreanos um
comprimido de 100 mg de aceclofenac com 240 ml de agua. As amostras de sangue
foram retiradas no periodo de 12 horas e foram avaliados os parametros de AUC e Cax.
Uma vez que os resultados encontravam-se dentro dos limites de aceitagdo e de
confianca, as duas formulacdes de aceclofenac foram consideradas bioequivalentes.

8.1 Medicamentos genéricos

Os ensaios de bioequivaléncia demonstram ser uma mais-valia na Industria
Farmacéutica, sendo que uma das grandes aplicagbes relaciona-se com o0s

medicamentos genéricos.

Importante referir que os medicamentos genéricos sdo terapeuticamente equivalentes
com o produto de marca inicialmente comercializado, cuja patente expirou (Gonzalez et
al., 2008). Como tal, 0 medicamento genérico tem o mesmo efeito clinico e 0 mesmo

perfil de seguranca quando administrado aos individuos (Raw et al., 2011).

Os produtos genéricos apresentam a mesma composi¢cdo qualitativa e quantitativa de
substancia ativa e ainda a mesma forma farmacéutica que o produto de referéncia
(Dighe, 1999; Raw et al., 2004). Nestes produtos, a bioequivaléncia deve ser
demonstrada com os estudos de biodisponibilidade juntamente com o medicamento de

referéncia.

A EMEA considera sais, éteres, isomeros, mistura de isomeros, esteres, complexos ou
derivados de uma substancia ativa a mesma substancia ativa, a menos que existam

diferengas significativas na seguranca e eficdcia (EMEA/ CPMP, 2000).

Para um farmaco ser aprovado sem estudos de registo, estudos de biodisponibilidade e
estudos em animais, o fabricante deve mostrar uma similaridade entre o farmaco
proposto e o outro j& comercializado. Isto é, o fabricante de um medicamento genérico
ndo tem de provar a equivaléncia terapéutica, o que exigiria mais estudos de eficacia e
seguranga, mas sim provar simplesmente a bioequivaléncia do produto (Raw et al.,
2004; Borgherini, 2003).
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Concluséao

O ensaio de dissolucdo encontra-se presente em todas as fases de pesquisa e
desenvolvimento de novas formas farmacéuticas, na avaliacdo/comparacéo de diferentes
compostos na formulacdo, na caracterizacdo biofarmacéutica do medicamento, na
avaliacdo de alteragfes na composicdo da formulagcdo do medicamento, do local e
volume de producdo, nas investigagdes comparativas dos perfis de dissolucéo.

Apesar destes ensaios serem relativamente simples, existem diversos aspetos que devem
ser tidos em consideracdo para o correto desempenho do mesmo. Alguns parametros
que influenciam a dissolucdo dos principios ativos, tais como parametros relacionados
ndo s6 com as moléculas do principio ativo e respetiva formulacdo como também o
proprio ensaio de dissolugdo. Sendo assim € pertinente o conhecimento prévio das
diversas caracteristicas da nossa forma farmacéutica com vista na escolha mais

apropriada de método de ensaio de dissolucéo.

Através do ensaio de dissolucdo é possivel estabelecer-se uma correlagdo in vitro-in
vivo, no que diz respeito a performance de um mesmo principio ativo em diferentes
formas farmacéuticas. Para se desenvolver uma correlagdo in vitro/in vivo, é importante
que a dissolucdo in vitro do farmaco seja um fator limitante na sequéncia do processo de
absorcdo do farmaco para a corrente sanguinea, caso contrario uma correlacao in vitro-

in vivo ndo seria possivel.

Em suma, os ensaios de dissolugédo ocupam uma posicéo fulcral no controlo qualidade
dos medicamentos, no desenvolvimento e otimizagdo das formulagdes e formas
farmacéuticas, ndo sé pela especificidade, como também pelo impacto dos resultados

obtidos e ambito de aplicag&o.
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