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RESUMO

MILARE, M. B. Desenvolvimento de método de dissolucédo baseado no delineamento de
experimentos (DoE) para forma farmacéutica de liberagcdo imediata contendo estradiol.
2020. 104f. Dissertacao (Mestrado) — Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas, Universidade de S&o
Paulo, S&o Paulo, 2020.

Apesar dos ensaios in vitro ndo poderem substituir totalmente a avaliacdo da biodisponibilidade
do farmaco, o ensaio de dissolucdo é uma ferramenta importante no desenvolvimento de
formulacbes e deve apresentar carater discriminativo para avaliacdo da qualidade do
medicamento para o qual foi desenvolvido. O objetivo do trabalho foi abordar os principais
aspectos envolvidos no desenvolvimento de ensaios de dissolucdo, especificamente para o
farmaco estradiol, através de desenvolvimento convencional (por meio de tentativa e erro) e
utilizando o delineamento de experimentos (DoE) com a finalidade de entender se ha possibilidade
de reduzir o niumero de testes aplicados durante o desenvolvimento analitico e obtencédo de
métodos capazes de discriminar diferencas nas formulacdes contendo estradiol. Ainda,
complementarmente, foi desenvolvido um método de dissolucao utilizando o aparato IV com foco
em adquirir um método com caréater discriminativo satisfatorio. Por outro lado, horménios sao
substancias quimicas que circulam por todo o corpo humano atuando como mensageiros, sendo
gue os estrégenos sao os hormonios femininos mais relevantes. Usualmente, nos produtos
farmacéuticos para contracepcdo ou reposicdo hormonal, os farmacos estdo em uma
concentracdo bastante baixa, portanto, requerem certos cuidados analiticos como um método
capaz de determinar as menores concentracdes com seletividade e demais parametros de
validacdo satisfatérios, avaliagdo critica dos filtros e seu impacto na dissolu¢cdo, bem como a
avaliacdo da adsorcdo do ativo com outros componentes plasticos, como por exemplo, seringas
e canulas de coleta. Diante deste quadro, o desenvolvimento das condi¢gfes ideais de dissolugdo
para comprimidos revestidos contendo estradiol, por duas abordagens distintas e trés aparatos,
apresentaram resultado satisfatorio, uma vez que, o método de dissolucdo foi considerado
adequado por apresentar carater discriminativo para o produto em andlise, sendo que o uso da
ferramenta de planejamento de experimentos permite otimizar o tempo na rotina através de um

namero menor de testes necessarios para definicdo dessas condiges.

Palavras-chaves: “ensaios de dissolugdo”, “desenvolvimento de métodos de dissolucéo”,

LT LT

“horménios sexuais”, “estradiol”, “delineamento de experimentos”, “aparato 1V”.



ABSTRACT

MILARE, M. B. Development of dissolution method based on design of experiments (DoE)
for immediate release pharmaceutical dosage form containing estradiol. 2020. 104p.
Dissertation (Master) - Faculty of Pharmaceutical Sciences, University of S&o Paulo, Sdo Paulo,
2020.

Although in vitro assays cannot completely replace the evaluation of the bioavailability of the drug,
the dissolution assay is an important tool in the development of formulations and must have a
discriminatory character to assess the quality of the drug for which it was developed. The objective
of this work was to approach the main aspects involved in the development of dissolution tests,
specifically for the drug estradiol, through conventional development (trial and error) and using the
design of experiments (DoE) to understand if reduces the number of tests applied during analytical
development is possible and obtaining methods capable of discriminating differences in
formulations containing estradiol. In addition, a dissolution method was developed using the
apparatus IV focusing to obtain a satisfactory discriminatory method. Still, hormones are chemicals
that circulate throughout the body acting as messengers, and estrogens are the most relevant
female hormones. Usually, in pharmaceutical products for contraception or hormone replacement
therapy, drugs substances are in a very low concentration, therefore, they require certain analytical
care as a method capable of determining the lowest concentrations with selectivity and other
satisfactory validation parameters, critical evaluation of the filters and their impact on dissolution,
as well as the evaluation of the adsorption with other plastic components, such as syringes and
collection cannulas. In view of this situation, the development of ideal dissolution conditions for
coated tablets containing estradiol, using two different approaches and three apparatus, presented
a satisfactory result, since the dissolution method was considered adequate because it ensures a
discriminatory character for the product under analysis, where the use of the design of experiments
optimize the time in the routine through a smaller number of tests necessary to define these

conditions.

non non "o

Keywords: "Dissolution tests", "dissolution methods development"”, "sex hormones", “estradiol”,

“design of experiments”, “apparatus IV”.
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RESUMO

O desenvolvimento de um novo método de dissolu¢gdo com carater discriminativo € sempre
desafiador dadas as particularidades de cada farmaco, formulacdo e processo. O primeiro capitulo
deste trabalho teve como objetivo principal revisar a literatura sobre os desafios no
desenvolvimento de métodos de dissolugéo, especialmente para horménios sexuais, com principal
foco no estradiol devido a sua relevancia e predominancia na clinica atual, seja utilizado
isoladamente ou em associacdo a outras drogas. Este hormdnio regula muitas fun¢cdes na mulher
e, ha menopausa, sua reposicdo € altamente indicada para reduzir riscos de problemas
musculares e esqueléticos, alguns tipos de cancer e sintomas genitais e urinarios. Por tratar-se
de um ensaio de grande importancia nos controles de qualidade das industrias farmacéuticas e,
em pesquisas de desenvolvimento galénico, principalmente com o intuito de prever o desempenho
do medicamento in vivo ha mais de 100 anos, sdo muitas as referéncias que relatam o emprego
de métodos de dissolugdo. Além disso, as principais agéncias regulatorias na area sanitaria
possuem guias para descrever quais sdo as etapas que devem ser avaliadas e requerimentos
esperados em um método de dissolucao para garantia da qualidade lote a lote de um medicamento
comercializado. Portanto, foram compiladas as principais abordagens da literatura a respeito dos
parametros e pontos criticos para o desenvolvimento de um método de dissolucdo para farmaco

hormonal de baixa dosagem.
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1. INTRODUCAO

O ensaio de dissolucéo é utilizado para avaliar formula¢des farmacéuticas desde 1960 com
o0 intuito de prever o desempenho do medicamento in vivo e sua importancia € reconhecida ha
mais de 100 anos (DUMONT et al, 2007; KOSTEWICZ et al, 2014). O desenvolvimento de um
método de dissolucdo especifico para cada formulagcdo em avaliacdo, bem como a garantia de
seu carater discriminativo, € recomendado pelos principais 6rgdos reguladores em vigilancia
sanitaria do mundo todo (BRASIL, 2010a; EMA, 2017; FDA, 1997).

Apesar dos ensaios in vitro ndo poderem substituir totalmente a avaliagdo da
biodisponibilidade do farmaco, o ensaio de dissolucdo € uma ferramenta importante no
desenvolvimento da formulacdo e para controle de qualidade do produto acabado (GITE et al,
2016). Farmacos de alta solubilidade, em formulagbes de liberagdo imediata, sdo candidatos a
bioiseng&o, ou seja, os ensaios de dissolu¢cdo podem substituir estudos in vivo, proporcionando
menor tempo para que o medicamento esteja disponivel para a populacdo e diminuindo a
exposicao de voluntarios a estudos de bioequivaléncia/ biodisponibilidade relativa (BRASIL, 2011;
FDA, 2017; EMA, 2020).

O capitulo geral <711> da Farmacopeia Americana (USP-NF, 2020a) traz as principais
recomendacbes para que os ensaios de dissolucdo previstos em suas monografias sejam
atendidos, como por exemplo, dimensao das cubas; posicionamento e centralizagdo dos aparatos
no equipamento de dissolucdo considerando, especialmente, os aparatos | e Il (cestos e pas,
respectivamente); quantidade e tipo de enzima aplicavel aos meios de dissolucao de acordo com
o pH para as formas farmacéuticas de capsulas gelatinosas; os procedimentos para condugao do
teste e; os critérios de aceitacdo para liberacdo das formas farmacéuticas no controle de

gualidade.

Tais informagBes também sdo previstas pelo capitulo 5.1.5 da Farmacopeia Brasileira
(BRASIL, 2019), indicando que os parametros a serem avaliados, critérios de aceitagdo e
principais cuidados nos ensaios de dissolugdo, para a rotina de controle de qualidade, séo

harmonizados.

Contudo, o desenvolvimento de um novo método de dissolu¢do com carater discriminativo,
€ sempre desafiador, dadas as particularidades de cada farmaco, formulacéo e processo. Visando
uma padronizacdo e uma orientacdo sobre o desenvolvimento desses métodos, as principais

agéncias sanitarias vém constantemente atualizando seus guias sobre dissolu¢gdo, bem como os
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capitulos das farmacopeias que também tratam desse tema (BRASIL, 2010; BRASIL, 2018; EMA,
2017; FDA, 1997; USP-NF, 2020b).

A Farmacopeia Americana traz no capitulo geral <1092> orientagfes detalhadas para
auxiliar no desenvolvimento de métodos de dissolu¢do (USP-NF, 2020b). Essas recomendactes
tém como objetivo auxiliar o desenvolvimento coerente de um novo método de dissolugéo, porém,
de uma forma geral, ndo entrando em detalhes sobre formas farmacéuticas ou classes

biofarmacéuticas dos farmacos.

Por outro lado, o termo horménio é originado do grego hormona e se refere aos
componentes quimicos responsaveis por circular por todo o organismo enviando “mensagens” as
células distantes de sua origem. Tais mensagens, ao serem recebidas pelas células
caracteristicas, através dos receptores especificos, sdo traduzidas em regulagdo do
armazenamento, producdo e utilizacdo de energia, na adaptacdo de novos ambientes, sob
condi¢cOes estressantes, no estimulo ao crescimento, desenvolvimento e maturacéo das fungdes
dos sistemas reprodutores masculino e feminino (PARKER & SHIMMER, 2012).

A endocrinologia é a area que estuda os horménios, e utilizou das metodologias
disponiveis em cada época para sondar os varios sistemas enddcrinos. No intervalo de 1900 a
1960, estudos na area de endocrinologia se aprofundaram ao nivel fisiol6gico, o que resultou na
descoberta de, aproximadamente, 25 hormonios. A era bioquimica dos hormonios se iniciou por
volta de 1955-1960 e se estende até os dias atuais (NORMAM & HENRY, 2014).

As atividades metabdlicas no ser humano sao lideradas pelo sistema neuroenddécrino,
sendo 0s processos mais complexos realizados por um ou mais horménios, através de
sinalizacbes neuronais ou hormonais tipicamente. No sistema hormonal, a sinalizacdo é feita
através da excre¢cdo de hormdnios na circulagéo sistémica e, neste caso, estes vao percorrer
longas distancias até a célula alvo (NELSON & COX, 2014).

Este trabalho teve como objetivo realizar uma revisdo na literatura sobre o0s principais
desafios no desenvolvimento de métodos de dissolucdo para hormoénios sexuais, tendo como alvo
o farmaco estradiol devido a sua relevancia e predominéncia na clinica atual, sendo utilizado

isoladamente ou em associagao a outras substancias ativas.

2. MECANISMO DE ACAO DOS HORMONIOS

Os hormoénios agem principalmente através de duas maneiras: a primeira através da
ativacdo de adenilciclase de células-alvo, que resulta na formacdo de AMP-ciclico e a segunda

por indugéo da producao de enzimas que atuam no material genético. No Quadro 1 estéo alguns
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exemplos de hormdnios que tem mecanismo de agdo através da ativacdo de adenilciclase e os
gue atuam através da sintese de enzimas diretamente relacionadas ao gene (KOROLKOVAS &
BURCKHALTER, 1988).

Quadro 1 — Exemplos de hormoénios de acordo com seu mecanismo de agao.

Acéo através da ativacdo de adenilciclase Acdo através da sintese de enzimas
Insulina Androgénios e Estrogénios
Oxitocina Corticotrofina e Insulina
Tirotrofina Glicocorticéides e hormdnios da tirebide

Assim, de acordo com NELSON & COX (2014) horménios peptidicos (insulina, glucagon),
catecolaminas (adrenalina e noradrenalina), e eicosanoides (prostaglandinas, tromboxanos e
leucotrienos) (horménios denominados de mensageiros primarios) atuam se ligando
seletivamente a receptores na membrana plasmatica da célula-alvo, ativando um segundo
mensageiro sendo que 0S mensageiros primarios ndo entram na célula. Os esteroides
(adrenocorticoides e sexuais), vitamina D (calcitriol), retinoides (retinol, acido retindico) e os
horménios da tireoide entram nas células-alvo e alteram a expressdo génica, atuando em
receptores nucleares especificos.

3. CLASSIFICACAO DOS HORMONIOS

3.1. Breve introducdo aos horménios

Horménios podem pertencer as seguintes classes quimicas: peptideos, esteroides,
derivados de aminoacidos aromaticos e de acidos graxos, ou seja, podem ser moléculas organicas

pequenas ou grandes polipeptidios ou glicoproteinas (KOLKOROVAS & BURCKHALTER, 1988).

Ainda é dtil dividir os hormbnios em dois grupos: 0s que atuam na maior parte através de
receptores nucleares (esteroides, tireoidianos) e aqueles que atuam predominantemente através
de receptores de membrana (peptidicos e constituintes de aminoacidos). A atuacdo nos

receptores nucleares controla a transcricdo nas células alvos enquanto a atuacdo nos de
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membrana proporciona efeitos rapidos nas vias de transduc¢éo de sinais (PARKER & SHIMMER,
2012).

Em uma das referéncias consultadas (LARINI, 2008), e mais popularmente, os hormoénios
séo classificados em femininos, masculinos, corticosteroides, para tratamento de diabetes, da
tireoide e outros com acdo hormonal e anti-hormonal. Os sexuais podem ser naturais (produzidos
endogenamente) ou  sintéticos, ou seja, preparados quimicamente idénticos

aos hormonios produzidos pelo organismo.

3.2. Hormonios sexuais

Os hormonios sexuais se dividem, principalmente, em andrégenos e esteroides
anabolizantes, estrdgenos e progestogénios (KOLKOROVAS & BURCKHALTER, 1988; DELUCIA
& OLIVEIRA-FILHO, 2004).

Estrogenos sdo os horménios femininos, obtidos no ovario e na placenta, sendo produzidos
em menor guantidade nos testiculos e coértex da suprarrenal. S&o sintetizados a partir da
testosterona, cuja molécula principal é o colesterol e, o estrogénio mais potente é o estradiol,
seguido pela estrona e estriol (RANG et al, 2016a).

Esses horménios apresentam inimeras ac¢des na mulher, sendo responsaveis pelas
alteragcbes nas caracteristicas sexuais femininas, ciclo menstrual, aumento na vascularizacéo e
atividade do epitélio da vulva e vagina, aumento da reserva lipidica, aumento na espessura da
pele, atividade das glandulas sebaceas, entre outras (DELUCIA & OLIVEIRA-FILHO, 2004).

Os progestogénios, progestagenos, ou progestinas sdo produzidos pelas gbnadas
femininas (ovarios) e apresentam ac¢des conjuntas com 0s estrogénios para desenvolvimento e
modulacdo das caracteristicas sexuais na mulher, por exemplo, diminuem a proliferacdo
endometrial causada pelo estrogénio, suprimem a menstruagdo e contratilidade do utero para
manutencgdo da gestacdo. Além disso, também apresentam vérias fungdes metabdlicas (LEVIN &
HAMMES, 2012).

Mulheres ap6s a menopausa, ou seja, com suspensdo da menstruacao por, pelo menos,
12 meses, apresentam sintomas desagradaveis, que abalam a qualidade de vida, como por
exemplo, os “fogachos”, que s&o as sensacdes subitas de ondas de calor pelo corpo. Um dos

tratamentos para auxiliar a minimizar esses sintomas é o0 uso de hormonios estrogénios e

progestogénios em associacao ou a prescricdo de estrogénios isolados (MALLHI, 2018).
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A reposicao hormonal em mulheres na menopausa deve ser feita de forma continua para
qgue ndo haja deplecdo dos niveis de estrogénios e, assim, evitar que os sintomas dessa fase de
vida feminina se intensifiguem (ALLAIS, 2018).

Contraceptivos orais, usualmente, apresentam a associacdo de um estrogénio e um
progestogénio com eficacia tedrica de 99,9% e se apresentam no mercado comercialmente
disponiveis em diversas formulagfes (LEVIN & HAMMES, 2012).

O principal hormbénio sexual masculino (andrégeno) € a testosterona que € produzida
principalmente pelos testiculos, mas também pode ser produzida pelos ovarios e glandulas
suprarrenais (SIURANA et al, 2017). Esteroides androgénicos anabolizantes sdo quimicamente
semelhantes a testosterona e possuem propriedades responsaveis pelo desenvolvimento das
caracteristicas sexuais masculinas, como aumento de volume e for¢a, sendo, por este motivo,

usados, abundantemente, para fins estéticos (ABRAHIN et al, 2013).

A estrutura quimica comum aos horménios esteroides pode ser observada na Figura 1.
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Figura 1 - Estrutura basica dos horménios esteroides.
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Estruturas desenhadas com auxilio do software ChemSketch.

No topo da Figura 1, observa-se a estrutura basica dos hormonios sexuais e corticoides,
o ciclopentanoperidrofenantreno, identificando os 17 carbonos presentes em sua molécula. Nota-
se que 0s compostos utilizados para ilustragdo possuem apenas uma ligacdo dupla em sua
estrutura basica, sendo que, quanto menor a quantidade de ligagbes duplas nas cadeias lipidicas,
menor a solubilidade em agua (NELSON & COX, 2014). O caréter lipofilico dessa classe de

farmacos implica na dificuldade de solubilizacdo desses em meios aquosos.
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4. MENOPAUSA, REPOSICAO HORMONAL E ESTRADIOL

4.1. Menopausa

Com a puberdade feminina, ocorre um aumento na liberagdo de hormdnios do hipotadlamo
e da adeno-hipdéfise para estimular a secrecéo de estrogénios pelos ovarios com a finalidade de
desenvolver caracteristicas sexuais secundarias e regular o ciclo de menstruacao e gestacdo. No
ciclo normal da mulher, gue se inicia com a menstruacao ou liberacdo da camada mais superficial

da parede do Utero, ocorre a fase folicular e a fase litea (RANG et al, 2016a).

Na fase folicular, apés o fim da menstruacdo, o hormonio liberador de gonadotrofina por
sua vez estimula a adeno-hipdéfise a liberar o horménio foliculo-estimulante e o hormdnio
luteinizante. Esses estimulam a producéo de foliculos, sendo que, dentre eles, um cresce mais
(denominado foliculo de Graaf) e libera estrogénios, o qual é responsavel pela regeneragéo do
endométrio nessa fase e age retroalimentando negativamente a adeno-hipdfise na liberagdo dos
hormonios citados, seja pela via endégena ou pela administragéo oral de medicamentos contendo
estrogenos (RANG et al, 2016a).

Durante a metade do ciclo ocorre a ruptura do foliculo contendo o 6vulo, que pode ser
fecundado ou nao. Esse foliculo que rompeu forma o corpo lateo que estimula a liberacédo de
progesterona, a qual promove retroalimentagéo negativa para liberagdo do hormonio luteinizante,
e caso hao haja fecundacédo/gestacao, a secrecdo de progesterona cessa e ocorre novamente a
menstruacdo, reiniciando o ciclo e todas essas variacdes hormonais preservam a saude do

sistema reprodutor feminino. (RANG et al, 2016a).

Para a mulher, existe um momento em que o0 corpo passa por mudancas em sua fisiologia
gue resultam na menopausa. Naturalmente, esse periodo que pode durar até 5 anos é
denominado perimenopausa, € é onde ocorre uma queda do estrogénio. Na menopausa
(reconhecida ap0s passados 12 meses da Ultima menstruacdo e acontece geralmente em torno
dos 48 aos 50 anos de idade (BRASIL, 2020a)), seja natural ou induzida por cirurgias, ha o

encerramento dos ciclos menstruais ja que os ovarios ndo produzem mais horménios.

Nesse momento, muitas mulheres apresentam sintomas fisicos desagradaveis, problemas
de saude e psicologicos devido envelhecimento e perda da capacidade reprodutiva (FERREIRA
et al, 2013).
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4.2. Reposi¢cado hormonal

Nos casos onde ha sintomas desagradaveis e/ou indesejaveis na fase de menopausa, a
terapia de reposi¢cdo hormonal que pode ser feita com estrogenos isolados ou associados a
progestogenos (PARDINI, 2014), é indicada de maneira individualizada, preferencialmente, com
horménios naturais e de baixa dosagem (como exemplo, estradiol, estrona, estriol e estetrol), por

um determinado periodo de tempo.

BN

Em geral, a reposicdo hormonal é realizada concomitante a monitorizacdo anual com
mamografia, estimulos a atividade fisica, dieta equilibrada e abolicdo do tabagismo (LIMA &
ALDRIGUI, 2002).

Os principais sintomas apresentados ha menopausa e, que sdo comprovadamente
atenuados e/ou sanados com a terapia de reposi¢édo, sdo os fogachos e sudorese noturna, além
de contribuir com menor probabilidade de incontinéncia urinaria, infecgdes recorrentes do trato
urinario, atrofia vaginal, perda 6ssea/ osteoporose, risco de cancer de célon, risco de cancer e
hiperplasia endometrial ao utilizar estrogenos associados a progestogénios, risco de doenca de
Alzheimer, risco de diabetes melito tipo I, entre outros. Efeitos negativos da reposi¢cdo hormonal
incluem aumento de risco de eventos tromboembdlicos, risco de cancer e hiperplasia endometrial
guando utilizado estrégenos isolados e risco de acidente vascular cerebral (PARDINI, 2014;
CHUFFA et al, 2017).

Em 2017, a Sociedade Norte Americana de Menopausa publicou uma posi¢cdo em relacdo
ao entendimento dos riscos e beneficios do tratamento de reposicdo hormonal, indicando que a
terapia com estrogénios (estradiol, estrona) deve ser avaliada com a menor dose efetiva para
prevencdo dos sintomas mais criticos da menopausa como perda 6ssea e outros potenciais riscos
a saude (geniturinarios) da mulher, associando progestogénios quando necessario proteger o
endométrio (NORTH AMERICAN, 2017).

4.3. Estradiol

O 17B-estradiol € o hormonio sexual feminino circulante mais importante até a idade em
gue ocorre a menopausa, quando este tem seus niveis drasticamente reduzidos devido a
diminuicdo da funcdo ovariana. Este regula muitas fun¢gdes na mulher e por isso, nesse periodo,
sua reposicdo € altamente indicada para reduzir riscos de problemas musculares e esqueléticos,

determinados tipos de cancer e sintomas genitais e urinarios (LAAKKONEN et al, 2017).
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O estradiol, sindbnimo de 17(3-estradiol, € indicado, geralmente, para reposicdo hormonal,
para anticoncepcdo e para deficiéncia ovariana prematura, e apresenta férmula molecular
Ci18H240,, massa molecular de 272,39 g/mol, pKa 10,33 e a estrutura quimica abaixo (Figura 2)
(LOFTSSON, 2015; THE MERCK INDEX, 2018; CHEMICALIZE, 2020; USP-NF, 2020c). A sua
forma mais utilizada, devido sua estabilidade quimica, é a hemi-hidratada.

Figura 2 - Estrutura quimica do estradiol.

OH

Fonte: Chemicalize, 2020.

Na literatura, o estradiol foi relatado como pertencente as classes | (LOFTSSON, 2015) e
Il (EMA, 2009) no sistema de classificacdo biofarmacéutica (SCB) proposto por AMIDON et al
(1995) (Figura 3). A diferenca dessa classificacdo encontrada nas literaturas deve-se as doses
consideradas nos estudos (as doses registradas dos farmacos, em geral, podem variar de acordo
com cada pais). Como demonstrado na Figura 1, o estradiol apresenta caracteristicas que
dificultam a solubilidade em meios aquosos, porém, o grande nuimero de cadeias carbbnicas

favorece a permeabilidade através do trato gastrointestinal.

A absorcao de um farmaco administrado por via oral depende, especialmente, de sua
ionizacdo e sua lipofilicidade (RANG et al, 2016b). Nesse contexto, os hormonios, e mais
especificamente o estradiol, apresentam alta capacidade de atravessar as membranas do trato

gastrintestinal.
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Figura 3 -Sistema de classificacdo biofarmacéutica proposto por AMIDON et al (1995).

Classe | Classe Il
Alta solubilidade Baixa solubilidade
Alta permeabilidade Alta permeabilidade
Classe lll Classe IV
Alta solubilidade Baixa solubilidade
Baixa permeabilidade Baixa permeabilidade

Fonte: Adaptado de Amidon et al, 1995.

Um farmaco é considerado como sendo de alta solubilidade quando sua maior dose
registrada administrada oralmente de uma sé vez é sollvel em 250 mL, ou menos, em meios
aquosos dentro da faixa de pH fisiologico, ou seja, dentro da faixa de pH de 1,0 a 6,8, a 37 + 1°C
(BRASIL, 2010; BRASIL, 2013; BRASIL, 2018).

Na Tabela 1 séo apresentados alguns exemplos de horménios e suas classes
biofarmacéuticas. Com base nos dados, verificou-se que esses farmacos apresentam alta
permeabilidade, ndo tendo sido encontrado nas referéncias consultadas hormoénios pertencentes
as classes lll e IV do SCB. Vale ressaltar que a classificacdo biofarmacéutica de um farmaco pode
variar com base na dose utilizada (FDA, 2017), devido diferencas na solubilidade. Logo, observa-
se na Tabela 1 que um mesmo farmaco pode apresentar classificagdo como classe | ou Il e isso

se deve a variacao da maior dose registrada do mesmo principio ativo em cada pais.
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Tabela 1 — Classificacdo biofarmacéutica de algumas substancias ativas hormonais.

SCB Classe | SCB Classe
Farmacos Levonorgestrel* Medroxiprogesterona!
Etinilestradiol®:2 Progesterona??
Cortisol® Testosterona??
Desogestrel® Drospirenona?3

!BCS database, 2020; >°GOLFAR & SHAYANFAR, 2019; *BENET et al, 2011.

Assim, o estradiol tem alta permeabilidade, porém, a solubilidade do farmaco deve ser
determinada experimentalmente para cada fabricante de insumo farmacéutico ativo uma vez que
diferentes rotas de sintese podem fornecer substancias com caracteristicas fisico-quimicas
distintas, levando a possiveis diferencas na taxa de solubilizacéo e dissolugédo (BRASIL, 2018), e
a definicdo como alta ou baixa solubilidade deve ser feita considerando sua dose.

Atualmente, o estradiol isolado é comercializado em diversas formas farmacéuticas sendo
as mais comuns adesivo transdérmico, gel, comprimido e dragea (DrugBank, 2020; BRASIL,
2020b).

As formas farmacéuticas sélidas orais tém como vantagem maior estabilidade, facilidade
para adequacéo de dose, facilidade de transporte e armazenamento e melhor adesédo do paciente
ao tratamento, especialmente, devido menor frequéncia e facilidade de administracdo (LAJOINIE
et al, 2014).

5. METODOS DE DISSOLUCAO PARA MEDICAMENTOS SOLIDOS ORAIS CONTENDO
FARMACOS HORMONAIS

5.1. Aspectos gerais

A dissolucéo é o procedimento pelo qual o farmaco é liberado de sua forma farmacéutica,
sendo, entdo, possivel sua absorcdo pelo organismo humano. E um teste fisico-quimico
usualmente aplicado no controle de qualidade lote-a-lote na industria farmacéutica, sendo esse

uma ferramenta importante para demonstrar in vitro o desempenho dos medicamentos que
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necessitam de dissolucéo para absorcdo e, consequente, atingir seu efeito desejado (CHORILLI
et al, 2010; BRASIL, 2018).

De acordo com a resolu¢cdo RDC n°31/2010 (BRASIL, 2010), Nota Técnica n°003/2013
(BRASIL, 2013) e Guia n° 14 (BRASIL, 2018), para evidenciar que a condicdo de dissolucéo
escolhida para o medicamento teste é a mais adequada, diferentes combinagbes devem ser
avaliadas, incluindo as varidveis de aparato, velocidade de rotacdo, volume de meio, pH e sais

dos meios de dissolucdo, como exemplo.

Figura 4 - Esquema ilustrativo mostrando resumidamente as etapas para desenvolvimento de um

método de dissolucao.

Conhecimento das caracteristicas fisico-guimicas do farmaco e da forma farmacéutica

Estudo de sclubilidade: sink conditions e Sistema de Classificacdo Biofarmacéutica

Avaliacde de diferentes aparatos, rotacbes, volumes e meios de dissolucdo (pode ser necessario
uso de tensoativos)

Avaliagdo do carater discriminativo (uso de lotes-problema)

O principal desafio para desenvolvimento de um método de dissolugdo, atualmente, e seu
principal objetivo, é que este seja capaz de discriminar lotes com desvios ou variagbes que
comprometam o desempenho de um medicamento daqueles lotes adequados, quanto a
qualidade, seguranca e eficicia para comercializagdo, ou seja, que possua carater discriminativo
satisfatério (BRASIL, 2018).

Com a determinacdo das melhores condi¢cdes de dissolugdo para um farmaco em um

medicamento, outros pontos adicionalmente devem ser considerados para garantir a
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reprodutibilidade e robustez do método como, por exemplo, necessidade de desaeracdo do meio
de dissolugéo, tempos e modo de coleta e reposi¢do do meio, com posterior validacdo analitica.
A influéncia de microbolhas de ar presentes no meio de dissolucao pode ser avaliada através de
um estudo com o meio de dissolucdo sem desaeracdo em compara¢do a um estudo utilizando
meio desaerado (geralmente conforme previsto pelo capitulo <711> da Farmacopeia Americana
USP-NF), uma vez que as bolhas podem aumentar a flutuacdo do medicamento, alterar a taxa de
dissolucao (apresentando maior impacto para farmacos de baixa solubilidade) ou causar alteracdo
na hidrodin&mica dentro das cubas por aderir aos aparatos e/ ou paredes das mesmas. Para meios
de dissolucéo contendo tensoativo, a desaeracao ndo € recomendada pois esse processo pode
aumentar a presenca de espuma no meio. O processo de reposicdo do meio de dissolucdo pode
ser necessario para manutencao das condi¢des sink de volume na dissolugédo (USP-NF, 2020b),
contudo, também pode alterar a hidrodindmica dentro das cubas e deve ser averiguado.

Devem ser estabelecidos os tempos para coleta visando garantir a visualizagdo do perfil
de dissolucgéo todo, ou seja, com fase ascendente e fase de platd, sendo que podem ser realizadas
coletas de forma manual ou automatizada. A automatizacdo do método pode trazer grande
vantagem, desde que bem avaliadas as varidveis introduzidas através do procedimento de
validagdo analitica (USP-NF, 2020Db).

Particularmente esteroides costumam apresentar adsorcdo em materiais do sistema de
coleta no ensaio de dissolugéo, sendo que a influéncia € menor em materiais como fluorocarbono,
vidro e aco inoxidavel 360 (BANAKAR, 1991). Ao final do desenvolvimento, uma especificagéo e

os critérios de aceitacdo devem ser estabelecidos (USP-NF, 2020b).

5.2. Aparatos

Os aparatos | e Il (cestos e pas, respectivamente) sdo 0s mais utilizados na rotina da
industria farmacéutica, por isso, volumes que variam entre 500 a 1000 mL sdo mais comuns e a
velocidade de rotagdo pode variar de 50 a 100 rpm para ambos os aparatos, sendo que para
formas farmacéuticas de suspensdao € usualmente utilizado 25 rpm no aparato Il. Para
determinadas formula¢des ou farmacos de dificil solubilizacdo, alternativas podem ser utilizadas
considerando esses aparatos, como por exemplo, cubas peak vessel, alteracdo do tamanho da
malha dos cestos, uso de ancoras ou sinkers, rotacdes dos aparatos | e Il acima de 100 rpm, entre
outras, desde que devidamente justificadas (GOWTHAMARAJAN & SINGH, 2010; USP-NF,
2020Db).

Usualmente, o aparato | é utilizado para capsulas e formas farmacéuticas que flutuam em

meios aquosos, enquanto o aparato |l é bastante utilizado e preferivel para comprimidos e
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capsulas que nao flutuam. Porém, existem outros aparatos farmacopeicos, ndo comumente
aplicados na rotina de controle de qualidade e dos estudos de estabilidade, mas que podem ser
testados para o desenvolvimento de uma formulacdo e em ensaios de dissolucdo para casos
especificos, sendo eles o aparato 3: cilindros reciprocos, aplicavel a comprimidos mastigaveis, de
liberacao retardada e que ndo desintegram, por exemplo; aparato 4: células de fluxo continuo,
aplicivel a diversas formas farmacéuticas com destaque para formas com liberagdo modificada e
farmacos de baixa solubilidade devido a possibilidade de utilizar grandes volumes e gradientes de
pH com facilidade; aparato 5: pas sobre discos e aparato 6: cilindros rotativos, sdo aplicaveis as
formas farmacéuticas transdérmicas e; o aparato 7: cilindro rotatério cuja aplicacdo € mais comum
as formas transdérmicas (USP-NF, 2020b).

Os aparatos cestos e pas (Figura 5) sao os mais utilizados devido a maior acessibilidade,
uma vez gue um mesmo equipamento de dissolugdo (Figura 6) permite a troca do acessorio, uma
ampla faixa de volumes de meio de dissolucdo (de 500 a 4000 mL) e de rotacdo (25 a 150 rpm),
apresenta precos menores quando comparados aos demais equipamentos de dissolugéo
compendiais, niumero elevado de monografias e publicagbes de métodos utilizando esses

aparatos, entre outras vantagens.

Figura 5 - Aparato USP2 (pas) a esquerda e aparato USP1 (cestos) a direita.

Fonte: Adaptado de Capitulo 5.1.5. da Farmacopeia Brasileira 62 edi¢cdo (BRASIL, 2019).
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Figura 6 — Equipamento de dissolugéo para aparato USP1 e USP2.

Fonte: flowscience.com.br (2020).

Um dos fendbmenos que pode ser observado na utilizacdo das pas é a formacéo de cone
no fundo da cuba (Figura 7). Este evento impacta da dissolugdo gerando variabilidade nos
resultados e, por isso, deve ser evitado. A ndo formagé&o de cone é possivel, por exemplo, com o
aumento da rotac&o do aparato ou com a utilizagéo de cubas do tipo peak vessel (HIGUCHI et al,
2011).

Figura 7 - Fenébmeno de formacao de cone no ensaio de dissolucao.
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E importante conhecer e considerar as op¢Bes de aparatos oficiais uma vez que a
hidrodindmica no ensaio de dissolucdo € uma variavel importante e significativa, conforme
demonstrado por TODARO e colaboradores (2017). O grupo evidenciou, no trabalho publicado, a
diferenca da hidrodindmica do meio de dissolug&o dentro da cuba de dissolu¢cdo com os aparatos
I e Il, em diferentes velocidades de rotacdo desses aparatos (TODARO et al, 2017).

Essa variavel pode impactar significativamente a taxa de dissolucao de um farmaco e deve
ser controlada, por exemplo, através da calibracdo dos equipamentos e qualificacdo por equipe
técnica especializada. Sendo assim, a avaliacdo de aparatos e diferentes velocidades de rotacéo
pode ser necesséria para definir a melhor condicdo de dissolu¢do caso a caso (TODARO et al,
2017).

O aparato USP3 é uma excelente opgédo para medicamentos que ndo desintegram muito
rapido, sejam de liberagdo imediata ou controlada, pois este equipamento permite que a
dissolucdo seja observada em toda a faixa de pH fisioldgica e/ ou com diferentes velocidades de
agitacdo, sendo ainda possivel o uso de mais de um meio de dissolugéo biorrelevante em um
mesmo teste (PEZZINI et al, 2015; USP-NF, 2020b).

A célula de fluxo continuo, ou aparato USP4 (Figura 8), € uma 6tima alternativa para
avaliacao do perfil de dissolucdo de um produto farmacéutico em toda a faixa de pH fisiolégico,
sendo permitida a utilizacéo do sistema fechado ou sistema aberto, além de possibilitar a utilizacédo
de uma quantidade ilimitada de volume de meio de dissolu¢do, com ou sem gradiente de pH e
com ampla faixa de fluxo de trabalho. Os resultados obtidos nesse equipamento apresentam, com
base no desenho experimental adequado, grande potencial para correlacéo in vivo in vitro (CIVIV)
(HORI et al, 2017; USP-NF, 2020b).

Figura 8 - Aparelho dissolutor USP4: célula de fluxo continuo e exemplos de células utilizadas.

B
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Fonte: disotax.com.br (2020).
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5.3. Meios de dissolucdo

Outro parametro a se considerar é a escolha do pH e o tipo de sal do tampdao para ser
utilizado como meio de dissolucdo, pois, devido a baixa concentracdo normalmente encontrada
nos medicamentos contendo farmacos hormonais, muitas vezes é necesséario desafiar outros
valores de pH ou forca ibnica dos meios para conferir melhor solubilidade a substéncia ativa e
permitir o uso de volumes menores obtendo, assim, concentragcdes mais altas nas amostras
coletadas, além de permitir condicdes com maior biorrelevancia. MAUGER (2017) apresentou uma
revisdo das principais caracteristicas fisico-quimicas dos fluidos bioldgicos simulados e com
potencial para uso em testes de dissolucéo e discutiu sobre a influéncia do tamp&o na solubilidade
dos farmacos, ou seja, resumidamente demonstrou a importancia de conhecer sobre o farmaco e

sua interagcdo com o meio de dissolucdo escolhido.

O volume de meio de dissolugéo utilizado na cuba deve ser definido com base nos
resultados dos estudos de solubilidade e avaliacdo das sink conditions (BRASIL, 2013; BRASIL,
2018; USP-NF, 2020b), porém, como citado, considerando a limitacdo da técnica utilizada para
guantificacéo do ativo.

Para os ensaios de dissolucdo, considerando os medicamentos administrados via oral, os
meios devem estar a 37,0 + 0,5°C e com o seu pH dentro da faixa fisiol6gica, ou seja, de 1,0 a
6,8, sendo os meios usualmente recomendados o &cido cloridrico 0,1N, tampéo acetato pH 4,5 e
tampao fosfato pH 6,8. A agua pura também pode ser utilizada como meio de dissolu¢do, com
uma ressalva para farmacos que sé@o pH independentes, pois, as caracteristicas fisico-quimicas,
incluindo o pH, da agua podem variar de acordo com o local e dia da coleta (BRASIL, 2018; USP-
NF, 2020b).

Por outro lado, meios de dissolugdo com caracteristicas de maior biorrelevancia, ou seja,
meios de dissolugéo capazes de simular fluidos biolégicos em estados de jejum e pos-prandial do
trato gastrointestinal sdo descritos na literatura e, com um certo custo associado, disponiveis
comercialmente pré-preparados (MARQUES, 2004; ZOELLER & KLEIN, 2007, USP-NF, 2020b).

Tais meios de dissolugcédo permitem uma melhor proximidade de resultados in vitro com o
gue se espera da formulacdo in vivo, sendo, portanto, uma excelente e promissora ferramenta
para possiveis correlagdes in vivo in vitro, possibilitando uma associagdo entre os perfis de
dissolucéo e resultados de farmacocinética (CIVIV) (MARQUES, 2004; ZOELLER & KLEIN, 2007;
WANG et al, 2009).
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Estudos mais recentes apontam que uma alternativa, buscando maior biorrelevancia em
meios de dissolugdo, com um menor custo e maior viabilidade em uma rotina analitica, € o uso de
tampao bicarbonato (KRIEG, 2015; SILVA, 2019).

Hoje em dia, o uso de tampédo fosfato € o mais indicado nas referéncias legais e
compendiais (BRASIL, 2018; USP-NF, 2020b), todavia, SILVA e colaboradores (2019) relatam
gue a quantidade de fosfato presente no trato gastrointestinal é significativamente baixa, enquanto
gue o bicarbonato € mais presente e pode contribuir mais com predicdes de desempenho de uma

formulacdo in vivo através de seus resultados obtidos nos perfis de dissolugdo com este meio.

Contudo, a escolha do meio de dissolu¢cdo mais adequado para avaliagdo de desempenho
do produto deve levar em consideracdo, principalmente, as caracteristicas fisico-quimicas do

farmaco em estudo e a capacidade tamponante do meio (KRIEG, 2015).

5.4. Solubilidade

E importante observar que a baixa solubilidade aquosa de um farmaco e sua reduzida
velocidade de dissolucao podem impactar em menor disponibilidade oral e uma possivel ineficacia
na terapia medicamentosa. Por isso, varias estratégias farmacotécnicas podem ser utilizadas para
melhorar a solubilidade de um farmaco e, consequentemente a dissolucdo de um novo
medicamento, como por exemplo, sintese de pr6 farmacos, formacéo de nanocristais, dispersdes
sélidas, incorporacdo em nanoparticulas poliméricas (HASSAN, 2018), tamanho de particula,

entre outros.

Portanto, o desenvolvimento farmacéutico de um medicamento genérico ou similar, por
exemplo, deve buscar perfis de dissolu¢do, ndo mais rapidos ou mais lentos, mas iguais aos do
medicamento de referéncia, com mesma velocidade de dissolug&o, buscando garantir que in vivo
também se comportem da mesma maneira (BRASIL, 2010), em especial para farmacos com

classificagcéo biofarmacéutica Il e 1V, devido a solubilidade ser critica para absorgéo.

A solubilidade de um farmaco € um fator que contribui fortemente na taxa de dissolucéao
deste de sua forma farmacéutica, sendo, portanto, fundamental conhecer essa propriedade da
substéancia ativa para selecionar adequadamente o meio de dissolu¢céo e demonstrar esses dados
no desenvolvimento de um método de dissolugéo para atendimento a legislagédo vigente (SILVA
et al, 2016).

Nos casos dos farmacos classe Il e classe 1V, a solubilidade é considerada fator limitante
para absorcdo e seu estudo fornece informacgfes fundamentais para escolha de parametros

criticos durante o desenvolvimento de formulagbes através de ferramentas de quality by design,
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ou QbD (ISSA & FERRAZ, 2017). Cerca de 35 a 40% dos farmacos descobertos com auxilio de
novas tecnologias tém baixa solubilidade (GOWTHAMARAJAN & SINGH, 2010).

A determinacdo da solubilidade de um farmaco na faixa de pH fisiolégica a 37°C + 1°C
deve ser feita através do método de equilibrio utilizando o shake flask (Figura 9) (BRASIL, 2018).

Figura 9 — Shaker ou incubadora com agitacdo orbital: equipamento utilizado para estudos de

solubilidade pelo método de equilibrio shake-flask.

Fonte: https://www.bioprocessonline.com/ (2020).

5.5. Sink conditions

Para métodos de dissolucao é recomendado o uso de volumes de meio de dissolugcéo que
atendam as condi¢des sink. Sink condition € um termo utilizado para definir uma condicdo de nédo
saturacdo para ensaios de dissolugdo, ou seja, uma condigdo em que o volume de meio de
dissolucdo disponivel €, no minimo, trés vezes maior que 0 volume necessario para atingir a
saturacao deste pelo farmaco, de acordo com o capitulo <1092> da Farmacopeia Americana
(USP-NF, 2020b).

No caso de farmacos que possuem classificacdo biofarmacéutica Il ou IV, com baixa
solubilidade, o principal desafio no desenvolvimento de um método de dissolugdo é a escolha do
meio, pois, espera-se que este apresente minimamente condi¢des satisfatérias de solubilidade


https://www.bioprocessonline.com/
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(sink conditions) e adequada condicdo de quantificacdo por técnicas usuais, como
espectrofotometria no UV-VIS e cromatografia liquida por UV e FLD (fluorescéncia) devido as

baixas concentragc6es do farmaco no medicamento.

5.6. Baixa solubilidade dos farmacos e tensoativos

Durante o desenvolvimento de um método de dissolucdo para farmacos de baixa
solubilidade, para atender as sink conditions, algumas alternativas podem ser avaliadas, como por
exemplo, maior volume de meio de dissolu¢do, aumento da velocidade de rotacdo do aparato ou
do fluxo (no caso de aparato 1V), alteragdo na composi¢éo, molaridade e for¢a idnica do meio de

dissolucéo e adicdo de tensoativos (USP-NF, 2020b).

Os hormdnios sexuais, por terem sua estrutura basica formada pelo colesterol, tendem a

apresentar menor solubilidade em meios aguosos (MARTINS et al, 2013).

De acordo com a base de dados de métodos de dissolugdo da Farmacopeia Americana,
0s principais métodos de dissolu¢do disponiveis para hormonios femininos isolados ou em
associacdo, contém tensoativo, sendo o mais utilizado o lauril sulfato de sédio (LSS) (USP
Dissolution Methods Database, 2020).

Na Tabela 2, observa-se a solubilidade de alguns farmacos hormonais e as condi¢fes de
dissolucdo preconizadas na Farmacopeia Americana (BCS database, 2020; USP Dissolution
Methods Database, 2020).
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Tabela 2 — Solubilidade de alguns farmacos hormonais e suas respectivas condicdes de

dissolucdo descritas na farmacopeia americana, para comprimidos.

Farmaco Menor solubilidade* Método de dissolucao**

Meio de dissolugdo: 4gua com 0,05% p/V de LSS; Volume:
Desogestrel -
500 mL; Aparato/ rotagdo: Il, 50 rpm (teste 1)

) Meio de dissolucdo: 4gua; Volume: 500 mL; Aparato/
Drospirenona -
rotagdo: I, 50 rpm (teste 1)

Meio de dissolugdo: agua com 0,3% p/V de LSS; Volume:

Etinilestradiol 0,01 mg/mL
500 mL; Aparato/ rotagdo: Il, 100 rpm (teste 1)
) Meio de dissolugdo: agua com 0,3% p/V de LSS; Volume:
Estradiol -
500 mL; Aparato/ rotagéo: Il, 100 rpm
Meio de dissolugdo: agua com 0,0005% p/V de polissorbato

Levonorgestrel 0,01 mg/mL

80; Volume: 500 mL; Aparato/ rotacdo: Il, 75 rpm (teste 1)

) Meio de dissolucéo: agua; Volume: 900 mL; Aparato/
Medroxiprogesterona 0,01 mg/mL ~
rotacao: I, 100 rpm

) Meio de dissolucédo: HCI com 0,5% p/V de LSS; Volume:

Noretisterona 0,01 mg/mL

500 mL; Aparato/ rotagdo: Il, 75 rpm (teste 3)

*Extraido de: BCS database, 2020.

**Extraido de: USP Dissolution Methods Database, 2020.

Porém, a legislacdo nacional que aborda o desenvolvimento de métodos de dissolugao
(BRASIL, 2010) e a propria Farmacopeia Americana, no capitulo geral <1092> (USP-NF, 2020b),
recomendam que a escolha do tensoativo e sua concentracdo sejam justificadas, sendo sugerido
0 uso da menor concentracdo possivel deste, pois, uma maior quantidade de tensoativo no meio
de dissolugcdo promove uma diminuicdo na capacidade discriminativa do método por aumentar

significativamente a velocidade de solubilizacdo do farmaco e dos componentes de formulacéo.

Os tensoativos séo indicados em meios de dissolugéo para farmacos de baixa solubilidade
a fim de promover as condi¢gBes sink pois no corpo humano ha compostos que apresentam a

funcéo tensoativa, como por exemplo, os sais biliares (USP-NF, 2020b).

A Farmacopeia Americana (USP-NF, 2020b) indica quais sdo os principais tensoativos

utilizados em meios de dissolu¢do, bem como sua caracteristica (aniénico, ndo iénico, catiénico



35

ou zwiteribnico) e sua concentragdo micelar critica para auxiliar na escolha do mesmo, quando

necessario, considerando as propriedades fisico-quimicas do farmaco e formulacéo (Tabela 3).

Para escolha do tensoativo, é de extrema importancia avaliar o grau de pureza do reagente,
pois diferencas nos niveis de pureza podem afetar significativamente a solubilidade do farmaco e
alterar os resultados de perfis de dissolucao, consequentemente, além de possiveis complicacdes
analiticas, como por exemplo, formacéo de precipitados nas amostras contendo o meio de
dissolucdo e impacto na andlise cromatogréfica. Neste caso, € recomendado que a Ultima opcao
seja aumentar a concentracdo de tensoativo, sendo que, se necessario 0 acréscimo deve ser
devidamente justificado, bem como seu uso. Logo, antes devem ser testados diferentes aparatos,
alteracBes de pHs, velocidades de rotacao e volumes de meio de dissolucdo nas cubas, como ja
citado (BREDAEL et al, 2015; USP-NF, 2020b).

Tabela 3 - Tensoativos comumente utilizados em meios de dissolu¢do (Fonte: Capitulo <1092>

da Farmacopeia Americana (USP-NF, 2020b)).

Tensoativo Concentracdo micelar critica
(% p/V)

Dodecil sulfato de sédio (DSS), lauril sulfato .
de sodio (LSS) 0,18 a 0,23%

Anibnico Sal de sédio do &cido taurocdlico 0,20%
Sal de sédio de &cido célico 0,16%
Sal de sédio do &cido desoxicolico 0,12%
0, 0,
Brometo de cetiltrimetilamo6nio (CTAB) 0,033% a Oon?sl)/o (092210
Catidnico
Cloreto de benzetdnio (Hiamina 1622) 0,18% (4 mM)
Polissorbato 20 (Tween 20) 0,07 a 0,09%
Polissorbato 80 (Tween 80) 0,02 a 0,08%
Glicerideos Caprilocaproil 8-polioxil (Labrasol) 0,01%
N&o ibnico . .
Polioxil 35 Oleo de castor (Cremophor EL) 0,02%
Polioxietileno 23 lauril éter (Brij 35) 0,01%
Octoxinol (Triton X-100) 0,01 a 0,03%

Zwiteriénico N-6xido de laurildimetilamina (LDAO) 0,02%
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Os tensoativos mais utilizados, principalmente devido ao baixo custo, sédo o lauril sulfato
de sdédio, brometo de cetiltrimetilambnio e polissorbatos (anidnico, catibnico e ndo idnico,
respectivamente) (GOWTHAMARAJAN & SINGH, 2010; GUPTA et al, 2010).

Os tensoativos anidnicos contém uma regido polar de carga negativa em sua estrutura
molecular; os ndo ibnicos ndo apresentam em suas moléculas qualquer regido com cargas
verdadeiras, sendo compostos de grupos hidrofilicos sem cargas; os catibnicos possuem um
grupo hidrofilico com cargas positivas e; os anfoteros ou zwiteribnico oferecem na mesma
molécula grupos carregados positiva e negativamente (DALTIN, 2011). A escolha do uso de uma
ou outra classe de tensoativo deve ser feita considerando suas propriedades e as caracteristicas

do meio de dissolucédo utilizado, do farmaco e da formulacdo em estudo.

5.7. Interacdo de horménios com filtros

Outro desafio no desenvolvimento de um método de dissolugéo € a escolha dos filtros,
pois, estes podem apresentar interacdes quimicas ou regides de adsor¢do com o farmaco
(BERTHELSEN, 2016).

A etapa de filtracdo é de extrema importancia nos ensaios de dissolu¢ao pois é responsavel
pela separacdo de particulas ndo dissolvidas do material coletado no tempo especificado. Dentre
as vérias maneiras de realizar essa fase, o uso de filtros de seringa é o mais utilizado, porém, a
adequabilidade de cada membrana deve ser avaliada para que nao haja presenca de impurezas

residuais dos filtros ou alteracédo do resultado do teste (JOSHI et al, 2008).

Existem diversos tipos de membranas filtrantes disponiveis no mercado para utilizagdo em
ensaios de dissolu¢do, sendo que os mais usuais séo as de fluoreto de polivinilideno (PVDF),
polietersulfona (PES), politetrafluoroetileno (PTFE), polipropileno (PP), polissulfona (PS), acetato
de celulose (AC) e nylon (CHEN et al, 2002; VOLGY!I et al, 2018).

Outro ponto a ser considerado na escolha do filtro é o seu didmetro e o tamanho do poro,
pois, dependendo desses aspectos, € necessario avaliar diferentes volumes de descarte para

atingir a saturagdo da membrana e minimizar a interferéncia da mesma (HAN et al, 2010).
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Figura 10 - Exemplo de modelos de filtros para dissolu¢ao disponiveis comercialmente.

g r
L

'

Fonte: www.merckmillipore.com (2020).

t
«

HAN e colaboradores (2010) estudaram a interacdo/ adsorcdo da estrona, um metabdlito
do estradiol, e com caracteristicas estruturais muito semelhantes a este, com seis diferentes filtros
(nylon, celulose regenerada, microfibras de vidro, AC, PP, PTFE) e verificaram que a adsor¢ao do
ativo esta altamente relacionada ao tipo de material utilizado como filtro e, em menor proporgéo,
dependente do tamanho do poro da membrana. Foi observado que a estrona apresentou maior
adsorgcao com nylon, provavelmente devido a formacéo de ligagbes de hidrogénio com os grupos
amida do filtro. Somente a microfibra de vidro apresentou resultados satisfatérios com valor de
adsorcao de 2,3%, enquanto filtros de nylon e PP tiveram mais de 90% do farmaco adsorvido. As
possiveis interagdes apontadas pelo grupo de pesquisadores foram: “(1) adsorcao fisica dentro
das membranas devido as suas estruturas altamente porosas; (2) interacbes de carga entre
moléculas de estrona e filtros; (3) moléculas de estrona que se ligam a membranas reagindo com
certos grupos funcionais nas superficies delas”. Com a celulose regenerada, PP e PTFE foi
observada uma reducéo da porcentagem de adsorcao da estrona a medida que foi aumentado o
volume de descarte, 0 que sugere a adsorc¢ao fisica nessas membranas filtrantes, sendo que este

processo nao foi observado com a utiliza¢do do nylon, evidenciando a suspeita de ligacéo quimica.

Portanto, para optar por qual membrana filtrante € mais adequada, deve ser considerada
a lipofilicidade do farmaco e suas propriedades acido-base (Figura 11). De modo geral, Nylon e
PTFE sé&o utilizados para filtracdo de moléculas ionizadas enquanto os filtros hidrofilicos sdo mais
indicados as néo ionizadas, ou seja, espécies ionizadas sofrem menor interacdo com membranas
hidrofébicas e espécies ionizadas e neutras interagem menos com filtros hidrofilicos (VOLGY! et
al, 2018).
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Figura 11 - Esquema simplificado para escolha dos filtros, considerando as caracteristicas do

farmaco.

Desta forma, a escolha do filtro adequado deve ser criteriosamente avaliada para
horménios devido a baixa dosagem do farmaco no medicamento, especialmente em ensaios de
dissolucédo (concentracdo reduzida e grandes volumes utilizados para promover a solubilidade do
ativo), pois, para uma solugdo contendo uma menor concentragcdo do farmaco, mesmo minima
adsorcao do farmaco com o filtro promove uma variacao significativa da concentracéo do ativo na

solucdo filtrada e, consequentemente, na sua resposta analitica (CHEN et al, 2002).

6. CONCLUSAO

O tratamento de reposicdo hormonal é altamente recomendavel para mulheres onde ha
deplecdo da producdo enddgena de estrogénios e o estradiol é utilizado nesses casos, sendo
amplamente prescrito na forma de administragéo oral, por isso, os medicamentos devem ter sua
gualidade assegurada especialmente em relacdo a sua dissolu¢cao uma vez que o farmaco possui

baixas dosagens e baixa solubilidade, portanto, a sua liberacéo total deve ser garantida.

Os métodos de dissolucao para farmacos de baixa dosagem e baixa solubilidade tém
inimeros desafios na etapa de desenvolvimento, sendo 0s pontos criticos a obtencao de condicao
de solubilidade adequada ao ensaio de dissolucao (sink condition), possiveis interacdes fisico-
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guimicas da substancia ativa com os filtros utilizados no teste e dificuldades na quantificagédo
devido a baixa concentracao do farmaco.

Para o desenvolvimento do ensaio de dissolucdo para hormonios, tais particularidades
devem ser consideradas e criticamente avaliadas para que seja possivel obter um método com
adequado carater discriminativo. Todavia, atualmente h4 um ndmero pequeno de estudos sobre
ensaios de dissolucdo de farmacos hormonais, bem como poucas publicacdes sobre a interacdo
dos horménios sexuais, portanto, existe a necessidade e possibilidade de mais estudos nessa

area para contribuir com este entendimento.
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RESUMO

O presente trabalho teve como objetivo desenvolver um método de dissolugdo, com capacidade
discriminativa satisfatéria, para comprimidos contendo 1 mg de estradiol, utilizando planejamento
experimental (DoE) para reduzir o tempo através de um ndmero menor de ensaios. Para tanto, foi
realizado o estudo de solubilidade do farmaco para definicdo de volume necessario e meio de
dissolucdo mais adequado e, posteriormente o desenvolvimento do método com as definicdes das
demais condicBes de dissolucdo, bem como a investigacdo das membranas filtrantes e outras
interferéncias possiveis no ensaio. O desenvolvimento do método de dissolugéo foi realizado
avaliando-se os aparatos | (cestos), Il (pas) e IV (célula de fluxo continuo). Logo, foram obtidos
dois métodos com condi¢gbes de dissolucdo capazes de diferenciar as formulagdes analisadas
entre si, sendo um pelo aparato Il, empregando 500 mL de tampé&o fosfato pH 6,8 com pas a 75
rpm e; outro pelo aparato 1V, utilizando 1500 mL de tampao fosfato pH 6,8 com fluxo de 25
mL/minuto e célula de 12mm, evidenciando ser possivel esse desenvolvimento com um ndmero
reduzido de experimentos com a mesma confianga hoje praticada pela abordagem de tentativa e
erro obtendo, portanto, método adequado para utilizacdo na rotina de controle de qualidade do
medicamento Natifa® 1 mg.
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1. INTRODUCAO

Quando administrado por via oral, para ser absorvido pelo organismo e promover sua a¢cao
terapéutica, o farmaco deve estar dissolvido nos fluidos biolédgicos, ou seja, liberado de sua forma
farmacéutica e disponivel para ser solubilizado, pois a substéncia ativa s6 se dissolve apés a
desintegracdo e sO pode ser absorvido apds a dissolucao/ solubilizacdo (PITA et al, 2004,
RODRIGUES et al, 2008; SILVA et al, 2018).

O ensaio de dissolucdo permite verificar a quantidade de farmaco dissolvido no meio de
dissolucéo, no tempo t, sob condi¢bes previamente determinadas e este ensaio tem como objetivo
avaliar se o produto atende a uma especificacdo definida de forma a garantir a qualidade e
desempenho do produto que sera comercializado. O resultado obtido deve ser determinado em
porcentagem da quantidade declarada no rétulo do medicamento. (BRASIL, 2019; USP-NF,
2020a).

Nas industrias farmacéuticas, o ensaio de dissolucdo é utilizado especialmente para
desenvolvimento de novos medicamentos, inovadores, genéricos e/ou similares, buscando a
formulacdo mais adequada para realizar testes in vivo; e, no controle de qualidade do produto
acabado apos registro, para comercializagdo lote a lote. Para o controle de qualidade, o método
e sua especificacdo devem garantir que os lotes distribuidos mantenham o desempenho do lote

submetido aos estudos in vivo durante toda sua vida util (SHAH, 2001).

Ainda, deve ser evidenciado que o método de dissolugdo possui carater discriminativo,
sendo capaz de garantir com confianga que é capaz de aprovar lotes com a mesma qualidade e
desempenho do biolote (lote avaliado in vivo frente ao medicamento de referéncia/ comparador

com bioequivaléncia pivotal aprovada) bem como reprovar um lote ndo conforme (KHAN, 2017).

Para auxiliar no desenvolvimento de métodos de dissolu¢éo cada vez mais robustos e com
a finalidade de padronizar as recomendagfes entre as agéncias de todo o mundo, uma vez que
0s produtos podem ser registrados e comercializados em mais de um pais, varios guias técnicos
e resolucdes estdo sendo harmonizadas e estéo disponiveis para consulta (FDA, 1997; BRASIL,
2010, EMA, 2010; FDA, 2017; BRASIL 2018, BRASIL, 2019; JPMA, 2019; USP-NF, 2020Db).

AMIDON et al (1995) sugerem que a predicdo da biodisponibilidade de um farmaco deve
ser embasada na sua classificacdo biofarmacéutica (SCB), uma vez que esta considera a

solubilidade e a permeabilidade através de absor¢éo oral.

Os dados do estudo de solubilidade devem ser utilizados para a escolha do meio de
dissolucédo e do volume necessario para garantir a condicao sink (ou sink conditions). Esse estudo

deve ser realizado para cada fabricante do insumo farmacéutico ativo, pois avalia o impacto do
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pH e meio de dissolucao no processo de liberacédo do farmaco em meios aquosos na faixa de pH
fisiolégico (MARQUES et al, 2013; BRASIL, 2018; USP-NF, 2020b).

Aresolucdo RDC n°31/2010 e demais guias que tratam sobre desenvolvimento de métodos
de dissolucédo, preveem que, para evidenciar que as condicfes de dissolugdo sdo as mais
adequadas, devem ser avaliados os parametros criticos do ensaio, incluindo aparato, velocidade
de rotacdo, volume de meio, pH e composi¢cdo dos meios de dissolucdo (FDA, 1997; BRASIL,
2010, EMA, 2010; FDA, 2017; BRASIL, 2018, JPMA, 2019; USP-NF, 2020b).

Muitas vezes, estas condi¢des sdo estudadas através de tentativa e erro, porém, utilizar o
planejamento experimental, entre outras vantagens, possibilita a avaliacdo do efeito de cada
variavel, otimizacdo de mais de uma resposta ao mesmo tempo e a reducdo de experimentos com
melhora na qualidade dos resultados (RODRIGUES & IEMMA, 2014).

ABUZARUR-ALOUL et al (1997) também relatam que o método de desenho estatistico
experimental consegue alterar mais de uma variavel independente ao mesmo tempo e relacionar
os resultados obtidos através de um modelo matematico que descreve o dominio dos
experimentos investigados, contrario & abordagem classica realizada através da alteracdo de uma

Unica variavel e a manutenc¢do das demais.

Existem véarias maneiras de realizar um planejamento experimental para desenvolvimento
de um método analitico (Design of Experiments ou somente “DoE”): um fator por vez, matriz,
delineamento composto central rotacional (DCCR). A avaliacao critica do delineamento a cada
estudo deve ser realizada utilizando o bom senso, disponibilidade de tempo e recursos, e as

respostas desejadas.

Este trabalho teve como objetivo desenvolver um método de dissolugdo para comprimidos
revestidos contendo 1 mg de estradiol, através do planejamento experimental utilizando DoE,
buscando diminuir o tempo na etapa de desenvolvimento analitico, através da reducdo do numero
de testes praticos, para este farmaco, comparado ao desenvolvimento do método pela abordagem

convencional (ou tentativa e erro).

1.1. Informag@es sobre o farmaco

O estradiol hemi-hidratado apresenta as seguintes caracteristicas fisico-quimicas:
Nome quimico: Estra-1,3,5(10)-trieno-3,17-diol (17p)-, hidrato (2:1);
CAS: 35380-71-3;

Formula estrutural:
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Figura 12 - Férmula estrutural do estradiol hemi-hidratado.

cH, OH

HO
Fonte: British Pharmacopoeia BP2020.

Formula molecular: CigH240: . %2 H,0;
Massa molar: 281,4 mols/L;
Aparéncia: P4 branco ou amarelado;

Solubilidade: Praticamente insolivel em agua, solivel em acetona, facilmente solivel em etanol

(96%), pouco soluvel em diclorometano;

Classificagé@o biofarmacéutica: Classe | (LOFTSSON, 2015) ou classe Il (EMA, 2009).

1.2.  Informagdes sobre o medicamento

Os medicamentos que contém 1,0 mg por comprimido revestido da substancia ativa
estradiol, usado para suplementar ou substituir a producdo dos estrogénios endbgenos,
comercialmente disponiveis no Brasil sdo o Natifa® (Libbs Farmacéutica) e o Primogyna® (Bayer
AG).

Neste trabalho, o produto escolhido foi o Natifa® 1 mg (Figura 14), por ser o medicamento

de referéncia registrado na Anvisa (Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria) (BRASIL, 2020a).
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Figura 13 - Medicamento de referéncia para comprimidos contendo 1 mg de estradiol no Brasil:
Natifa®.

De acordo com a bula do medicamento registrada na Anvisa, “Natifa® é indicado como
terapia hormonal para o tratamento dos sintomas da deficiéncia estrogénica, incluindo ondas de
calor, suor noturno e secura vaginal, assim como prevenc¢ao da perda do contetdo mineral 6sseo
em mulheres na pés-menopausa com alto risco de apresentar fraturas. Natifa® é particularmente
indicado para mulheres que removeram o Utero (histerectomizadas), que ndo necessitam de
terapia combinada com progestagénio. Para mulheres com utero intacto, deve ser considerada
terapia combinada com progestagénio durante pelo menos dez a doze dias em cada ciclo. A
experiéncia de tratamento em mulheres com mais de 65 anos de idade é limitada” (BRASIL,
2020b).

2. MATERIAIS E METODOS

2.1. Materiais

O medicamento utilizado, Natifa® (lote 19D1202), o padrdo analitico caracterizado de
estradiol hemi-hidratado (lote 86224, grau de pureza de 99,9% base anidra), a matéria prima do
farmaco analisado (lote 44376, poténcia de 100,2% base anidra) e o placebo (lote PLA041/19)
foram gentilmente cedidos pela empresa Libbs Farmacéutica Ltda (SP, Brasil).
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Para preparo dos meios de dissolucdo, dos padrbes e amostras foram utilizadas as
balangas analiticas Shimadzu ATY-224 (Shimadzu, Japdo) e Mettler Toledo XS205 DU (Mettler
Toledo, Estados Unidos); a balanca semi-analitica Ohaus ARA520 (OHAUS, Estados Unidos) €;
os pHmetros Gehaka PG2000 (Gehaka, Brasil) e Metrohm 913 (Metrohm, Suica).

Durante o estudo de solubilidade e desenvolvimento do método de dissolugéo foram utilizados os
reagentes acetonitrila grau HPLC (Merck, Alemanha), acido cloridrico (HCI) p.a. (Synth, Brasil),
acetato de sdédio tri-hidratado p.a. (Casa Americana, Brasil), acido acético glacial p.a. (Casa
Americana, Brasil), fosfato de potassio monobdasico p.a. (Synth, Brasil), fosfato de sddio
monobasico anidro p.a. (Indukern Brasil Quimica, Brasil), hidroxido de sédio p.a. (Synth, Brasil),
acido fosforico p.a. (Synth, Brasil), lauril sulfato de sédio p.a. (Tedia, Estados Unidos), polissorbato
80 (tween®80 — Sigma-Aldrich, Estados Unidos) e, os filtros de seringa de PVDF (fluoreto de
polivinilideno) de 0,45 um (Jet Biofil, China) e filtros de canula de polietileno de 1,0 um (QLA, Reino
Unido).

Foi utilizada a base de dados do Chemicalize.com (software ChemAxon) para avaliacao
da estrutura quimica do estradiol e o software Statistica 13.5 para tratamento estatistico dos

resultados dos ensaios obtidos pelo planejamento DoE.

2.2. Métodos

O desenvolvimento do método de dissolucao foi planejado conforme esquema ilustrativo

demonstrado na Figura 14.


https://en.wikipedia.org/wiki/ChemAxon
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Figura 14 - Estrutura Analitica do Trabalho.

Desenvolvimento do método Tratamento dos resultados e
de dissolucio conclusdo

Estudo de solubilidade

Meios de dissolucio Planejamento Tempo médio para
sem tensoativo experimental fatorial dissolucio
fracionado

Eficiéncia da

Meios de dissolucio dissolucs
com tensoativo issolucdo

Escolha do volume e % dissolvida em 15 e
A o
meio de dissolugio 30 minutos (Q)

O método escolhido para quantificacdo das amostras apés ensaios de dissolucao foi por
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE ou HPLC) devido maior seletividade da técnica
analitica, com o uso de cromatografo liquido com detector UV/DAD e forno Hitachi LaChrom Elite
(Hitachi, Jap&o) para os ensaios conduzidos no aparelho de dissolugéo aparato USP1 e USP2
Agilent 708-DS (Agilent, Estados Unidos) e cromatografo liquido com detector UV/DA e forno
Agilent 1260 Infinity (Agilent, Estados Unidos) para os ensaios realizados com o aparelho de
dissolucéo Flow Through Cell Apparatus USP4 Sotax CE7 Smart (Sotax, Suicga).

Na cromatografia foi utilizada a coluna cromatografica ODS Hypersil (250 mm x 4,6 mm x
5,0 um) (Thermo Fischer Scientific, Estados Unidos) e como fase mével acetonitrila grau HPLC e
agua ultrapura na propor¢éo de 50:50 V/V, com fluxo de 1,0 mL/minuto, temperatura do forno a
25°C, volume de injecédo de 50 pL, com deteccdo no UV no comprimento de onda de 205 nm.

2.3.  Preparo das solucbes
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2.3.1. Preparo de HCI 0,1N

Foram adicionados 8,5 mL de &cido cloridrico (HCI) 37% p.a. em um béquer de 1000 mL
contendo aproximadamente 800 mL de &gua pura. O volume foi completado para 1 L e a solugéo
foi homogeneizada.

2.3.2. Preparo de tampéao acetato pH 4,5

Foram pesados 2,99 g de acetato de sédio triidratado p.a. e transferidos para um béquer
de 1000 mL. Foram adicionados cerca de 900 mL de 4gua pura, homogeneizando-se até completa
solubilizacdo. Foram adicionados, volumetricamente, 1,62 mL de acido acético glacial p.a. e o pH
foi ajustado para 4,5 + 0,1 com acido acético p.a. O volume foi completado para 1 L com agua

pura e homogeneizado.

2.3.3. Preparo de tampao fosfato pH 6,8

Foram pesados 6,81 g de fosfato de sédio monobasico anidro p.a. e 0,9 g de hidréxido de
sédio p.a. em um béquer de 1 L. Foram adicionados cerca de 800 mL de &agua pura,
homogeneizando-se até completa solubilizacdo. O pH foi ajustado para 6,8 + 0,1, quando
necessario, com hidréxido de sédio 1 mol/L ou acido fosférico 1 mol/L. O volume foi completado
para 1 L com 4gua pura e homogeneizado.

Tampéo fosfato pH 6,8 com 0,025% p/V de LSS: Foram dissolvidos 6,81 g de fosfato de
sédio monobasico anidro p.a, 0,9 g de hidréxido de sédio p.a. e 2,5 g de LSS (lauril sulfato de
sédio p.a.) em 1000 mL de agua pura. O pH final da solucéo foi verificado e, quando necessario,
foi ajustado para 6,8 + 0,1 com &cido fosférico 1 mol/L ou com hidréxido de sédio 1 mol/L. O

volume foi completado para 1 L com agua pura e homogeneizado.

Tampao fosfato pH 6,8 com 0,05% p/V de LSS: Foram dissolvidos 6,81 g de fosfato de
sodio monobasico anidro p.a, 0,9 g de hidréxido de sédio p.a. e 5 g de LSS (lauril sulfato de s6dio
p.a.) em 1000 mL de &gua pura. O pH final da solugé&o foi verificado e, quando necessario, foi
ajustado para 6,8 £ 0,1 com acido fosférico 1 mol/L ou com hidréxido de sédio 1 mol/L. O volume

foi completado para 1 L com &gua pura e homogeneizado.
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Tampao fosfato pH 6,8 com 0,025% p/V de tween®80: Foram dissolvidos 6,81 g de fosfato
de so6dio monobasico anidro p.a, 0,9 g de hidroxido de sodio p.a. e 2,5 g de Tween®80
(polissorbato 80 p.a.) em 1000 mL de &gua pura. O pH final da solugéo foi verificado e, quando
necessario, foi ajustado para 6,8 + 0,1 com &cido fosférico 1 mol/L ou com hidroxido de sédio 1
mol/L. O volume foi completado para 1 L com agua pura e homogeneizado.

2.3.4. Preparo do diluente e fase movel

Foram adicionados 500 mL de agua ultrapura e 500 mL de acetonitrila grau HPLC e a

solucéo foi homogeneizada.

2.3.5. Preparo da solugéo padréo

Foram pesados 25,8 mg de estradiol hemi-hidratado (equivalente a 25 mg de estradiol) e
transferidos para baldo volumétrico ambar de 100 mL. Foram adicionados 70 mL de acetonitrila e
o baldo foi colocado em banho de ultrassom por 10 minutos ou até completa solubilizacdo. Apos
a solucéo atingir temperatura ambiente, o volume do baldo foi completado com acetonitrila e a
solucéo foi homogeneizada. Em seguida, foi pipetado 1,0 mL e transferido para baldao volumétrico.
De 10 mL. O volume do baldo foi completado com o diluente e homogeneizado. A solucéo foi
filtrada em membrana PVDF 0,45 pum, descartando os primeiros 2 mL do filtrado.

2.3.6. Preparo da amostra

Foi inserido o volume de meio de dissolugdo em teste a 37 £ 0,5 °C em cada uma das seis
cubas do equipamento de dissolucdo. Foi introduzido um comprimido em cada cuba e
imediatamente a rotacdo do aparato foi acionada. Uma aliquota de 5,0 mL, em cada tempo
estabelecido, foi retirada com cénula contendo filtro full flow de 1,0 um e filtrado imediatamente
através de membrana de PVDF 0,45 um, descartando os primeiros 2 mL do filtrado. Em seguida,

foi realizada uma dilui¢do 50:50 V/V com o diluente.

2.4. Teste de filtros e estabilidade da solucéo

Foi avaliada experimentalmente a interferéncia das membranas filtrantes e a estabilidade
das solugBes da amostra e padréo conforme diretrizes descritas na Nota Técnica n°003/2013 e
guia n° 14 da Anvisa (BRASIL, 2013; BRASIL, 2018).
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A escolha da membrana filtrante durante o estudo de solubilidade do farmaco orienta sobre
gual deve ser utilizada nos ensaios de dissolucdo (BRASIL, 2010; BRASIL, 2013; BRASIL, 2018).
Por isso, no estudo foram testados os filtros de seringa de PVDF (fluoreto de polivinilideno) de 13
mm e 0,45 um e de polietileno de cénula de 1,0 um. A membrana filtrante foi considerada inerte e
adequada com o valor da recuperacdo da solucao filtrada comparada a solucdo nao filtrada
(centrifugada) entre 95,0 a 105,0%.

A estabilidade das soluc@es foi avaliada a partir da recuperacao da solucéo analisada apés
determinado tempo em compara¢édo com a solucéo recém preparada (tempo inicial). A solucéo foi
aceita como estavel com o valor da recuperac¢ao da solucdo em teste comparada a solugédo recém

preparada entre 95,0 a 105,0%.

2.5. Ensaio de solubilidade

Foi determinada experimentalmente a solubilidade do farmaco estradiol por meio do
método shake-flask, realizado conforme diretrizes descritas na Nota Técnica n°003/2013 e guia n°
14 da Anvisa (BRASIL, 2013; BRASIL 2018).

Para avaliar a solubilidade do estradiol, adicionou-se um quantidade de farmaco em um
frasco de vidro com tampa contendo 10 mL dos meios de dissolu¢éo em estudo, até obtencdo da
saturacao do meio, seguida de agitacao desta mistura por 24 horas em incubadora com plataforma

de agitacao orbital e temperatura controlada Tecnal TE-420 (Tecnal, Brasil) (Shaker) a 37°C + 1°C

e 150 rpm.

As amostras foram coletadas no tempo pré-estabelecido (24 horas) e filtradas em
membrana de PVDF (fluoreto de polivinilideno) descartando os primeiros 2 mL da solugéo para
saturacdo do filtro. Quando necesséario, as amostras foram diluidas no respectivo meio de
dissolucdo para obtencéo da solugdo com concentracéo dentro do intervalo linear do método de

quantificagéo.

A solubilidade no equilibrio do estradiol foi determinada experimentalmente na faixa de pH
fisiolégico em HCI 0,1N, tampéao acetato pH 4,5, tampéao fosfato pH 6,8 e em tampao fosfato pH
6,8 contendo 0,025% p/V e 0,05% p/V de LSS (lauril sulfato de so6dio).

Adicionalmente, foi avaliada a solubilidade no tampéo fosfato pH 6,8 com 0,01 mol/L, 0,025
mol/L e 0,05 mol/L para observar se haveria diferenca na solubilidade do farmaco, ndo s6 em
relacdo ao pH, como também, devido variacdo na molaridade (influéncia da forca ibnica) do meio

de dissolucéo.
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2.6. Determinagao das sink conditions

Uma vez que o estudo de solubilidade foi realizado para aplicagdo em um método de
dissolucdo para comprimidos revestidos de administracdo via oral contendo 1 mg de estradiol, foi
avaliada se ha sink conditions, ou seja, calculou-se qual o volume necessério para solubilizar, pelo

menos, 3 vezes a quantidade de farmaco presente no medicamento (USP-NF, 2020b).

2.7. Método de dissolucéo para comprimidos de estradiol

2.7.1. Tentativa e erro com aparato | e Il

O desenvolvimento de um método de dissolucdo, convencionalmente, é feito através de
diversos ensaios onde um parametro é variado enquanto os demais sdo fixados e, assim, é
possivel comparar o quanto cada variavel € capaz de impactar no perfil de dissolugdo do
medicamento. Essa forma convencional de tratar o desenvolvimento de um método analitico é

também chamada de tentativa e erro.

Neste caso, os parametros avaliados foram: meio de dissolugéo, aparato, velocidade de
rotacdo, volume de meio, desaeracdo (ou desgaseificacdo) e reposicdo do meio de dissolucéo.

Na Tabela 4 estdo resumidas as condi¢cbes analisadas em cada ensaio.

A interferéncia da coleta automatica versus manual também foi investigada ao final do
trabalho. Para os demais ensaios, as coletas, e reposi¢cao do meio quando aplicavel, foram feitas

manualmente.
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Tabela 4 — Planejamento dos ensaios para a abordagem de tentativa e erro.

Ensaio Aparato Rotacao Meio Volume Reposicéo Desaeracédo
1 Pa (1) 75 rpm HCI 0,1N 900 mL Sim Sim
2 Pa (1) 75 rpm Tampao acetato pH 4,5 900 mL Sim Sim
3 Pa (I1) 75 rpm Tampao fosfato pH 6,8 900 mL Sim Sim

Tampao fosfato pH 6,8
4 Pa (1) 75 rpm com 0,025% p/V de 900 mL Sim N&o

LSS

Tampao fosfato pH 6,8

5 Pa (1) 75 rpm com 0,025% p/V de 900 mL Sim N&o
Tween® 80

6 Pa (1) 50 rpm Tampao fosfato pH 6,8 900 mL Sim Sim
7 Pa (I1) 75 rpm Tampao fosfato pH 6,8 900 mL Sim Sim
8 Pa (I1) 100 rpm Tampao fosfato pH 6,8 900 mL Sim Sim
9 Cesto (1) 75 rpm Tampéo fosfato pH 6,8 900 mL Sim Sim
10 Cesto (I) 100 rpm Tampéo fosfato pH 6,8 900 mL Sim Sim
11 Pa (1) 75 rpm Tampao fosfato pH 6,8 1000 mL Sim Sim
12 Pa (I1) 75 rpm Tampao fosfato pH 6,8 500 mL Sim Sim
13 Pa (I1) 75 rpm Tampao fosfato pH 6,8 500 mL Sim N&o
14 Pa (Il 75 rpm Tampéo fosfato pH 6,8 500 mL Nao Sim

2.7.2. Método com planejamento experimental (DoE) com aparato | e |l

O desenvolvimento do método de dissolucdo para comprimidos de liberacéo
imediata contendo estradiol 1,0 mg também foi feito através de um conjunto de ensaios
dados por um delineamento experimental, do tipo fatorial fracionado 24! (RODRIGUES &
IEMMA, 2014), sem ponto central (ndo foi necessaria repeticdo uma vez que foram avaliadas 6
cubas e foi possivel avaliar a repeticdo através do desvio padrdo relativo - DPR - obtido),
considerando quatro fatores em dois niveis, de acordo com a Tabela 5, totalizando 8

ensaios.

BARROS NETO et al (2007) advertem sobre a possibilidade de ser necessario
complementar o delineamento experimental fatorial com oito ensaios para poder identificar qual o

efeito dos fatores.

A escolha do meio de dissolucéo e volume deste foi realizada através dos resultados do
estudo de solubilidade descrito no item 3.2, sendo utilizado, portanto, 500 mL de tampé&o fosfato
pH 6,8.
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Foram analisadas as repostas Y: para % dissolvida em fung&o do tempo em 15 minutos
(Q1), Y. para % dissolvida em funcdo do tempo em 30 minutos (Q2) e Ys para eficiéncia da
dissolucédo (ED%).

Os ensaios foram realizados conforme demonstrado na Tabela 6. Além disso, 0s ensaios
descritos na Tabela 6 foram numerados a partir de 15 para facilitar a identificacdo dos testes
durante a execucéo no laboratério, contudo, ndo sao continuidade dos ensaios da Tabela 4.

Foram realizadas coletas nos tempos em 5, 10, 15, 20, 30, 45 e 60.

Tabela 5 - Planejamento do desenvolvimento do método pelo experimento fracionado 241,

Variaveis Cédigo -1 +1
Aparato X1 Pa (Il Cesto (1)
Rotacao X2 50 rpm 100 rpm
Desaeracéo do meio de dissolucéo X3 N&o desaerado Desaerado
Reposicao do meio de dissolucéo Xa Sem reposigao Com reposicao

Tabela 6 — Ensaios realizados pelo experimento fracionado 24*.

Ensaio Aparato Rotacao Desaeracdo do meio Reposicéo
15 Pa (Il 50 rpm N&o desaerado Sem reposicao
16 Cesto (1) 50 rpm N&o desaerado Com reposic¢ao
17 Pa (1) 100 rpm N&o desaerado Com reposicao
18 Cesto (I) 100 rpm N&o desaerado Sem reposicdo
19 Pa (1) 50 rpm Desaerado Com reposicao
20 Cesto (1) 50 rpm Desaerado Sem reposicao
21 Pa (Il 100 rpm Desaerado Sem reposicao
22 Cesto (1) 100 rpm Desaerado Com reposicao

Tabela 7 — Codificagdo dos ensaios realizados pelo experimento fracionado 242

Ensaio Aparato Rotacgao Desaeracdo do meio Reposicao
15 -1 -1 -1 -1
16 +1 -1 -1 +1
17 -1 +1 -1 +1
18 +1 +1 -1 -1
19 -1 -1 +1 +1
20 +1 -1 +1 -1
21 -1 +1 +1 -1
22 +1 +1 +1 +1
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2.7.3. Ensaios complementares

Complementarmente, os ensaios descritos na Tabela 8 foram realizados apds 0s ensaios
descritos nos itens 2.6.1. e 2.6.2. para avalia¢do do carater discriminativo do método, robustez da
coleta automatica versus manual e comparagéo do resultado obtido no perfil de dissolugéo versus

obtido em coleta de ponto Unico.

As condicdes utilizadas foram Pa (ll) a 75 rpm, com 500 mL de tampao fosfato pH 6,8, sem

desaeracdo e com reposi¢do do meio de dissolucao.

Tabela 8 - Ensaios complementares para desenvolvimento do método de dissolucao.

Ensaio Item avaliado
23 Caréter discriminativo do método: Lote Problema 1
24 Caréater discriminativo do método: Lote Problema 2
25 Robustez de coleta: Automética versus manual
26 Robustez de coleta: Perfil versus pontual

Foram utilizados dois lotes problemas (Lote Problema 1 e Lote Problema 2) para avaliacao

do caréter discriminativo do método e as formulacdes estdo detalhadas na Tabela 21.

2.7.4. Método com planejamento experimental (DoE) com aparato IV

A escolha do meio de dissolugcdo e volume minimo deste foi realizada através dos

resultados do estudo de solubilidade descrito no item 3.2.

Foi utilizado o planejamento experimental de fatorial completo 23 (RODRIGUES & IEMMA,
2014), sem pontos centrais (ndo foi necesséria repeticdo uma vez que foram avaliadas 6 cubas e
foi possivel avaliar a repeticdo através do DPR obtido), analisando as repostas Y: para %
dissolvida em funcéo do tempo em 30 minutos (Q1) e Y. para eficiéncia da dissolu¢do (ED%) no

tempo de 60 minutos (Q2).

As variaveis avaliadas foram: fluxo do meio de dissolucdo (X1), tamanho da célula (X2) e
guantidade de esfera (Xs), sendo esta considerada uma variavel qualitativa, conforme

demonstrado nas Tabelas 9 e 10.
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Os perfis de dissolucdo foram tracados a partir de coletas nos tempos em 10, 15, 20, 30,
45 e 60.

Tabela 9 - Planejamento experimental fatorial completo 2° em dois niveis para desenvolvimento

do método de dissolucao de comprimidos contendo 1,0 mg de estradiol com o aparato V.

Variaveis Cédigo -1 +1
Fluxo X1 20 mL/ minuto 25 mL/ minuto
Tamanho da célula X2 12 mm 22 mm
12 mm: 1g 12 mm: 29
Quantidade de esfera X3
22 mm: 29 22 mm: 59

Tabela 10 — Valores codificados e respostas dos ensaios.

Ensaios X1 Xz X3 Fluxo Tamanho da célula Quantidade de esfera
1 1 1 1 25 mL/ minuto 22 mm 59
2 1 -1 -1 25 mL/ minuto 12 mm 19
3 -1 1 -1 20 mL/ minuto 22 mm 29
4 -1 -1 1 20 mL/ minuto 12 mm 29
5 1 1 -1 25 mL/ minuto 22 mm 29
6 1 -1 1 25 mL/ minuto 12 mm 29
7 -1 1 1 20 mL/ minuto 22 mm 59
8 -1 -1 -1 20 mL/ minuto 12 mm 19

Ao final dos testes descritos acima, foram realizados os perfis de dissolugcéo dos dois lotes
problemas (Lote Problema 1 e Lote Problema 2 — vide Tabela 21) a fim de avaliar o caréater

discriminativo do método, totalizando 10 ensaios.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Foram utilizadas as seguintes condi¢cdes cromatograficas: coluna cromatografica ODS
Hypersil (250 mm x 4,6 mm x 5,0 ym); fase movel acetonitrila grau HPLC e agua ultrapura na

proporcao de 50:50 V/V: fluxo 1,0 mL/minuto; temperatura do forno a 25°C; volume de inje¢éo de
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50 pL e; deteccdo UV em 205 nm. O método analitico foi desenvolvido internamente e validado,
apresentando resultados satisfatérios quanto a seletividade e especificidade, linearidade,
precisdo, exatiddo e robustez cromatogréfica. Foi elaborado um relatério contendo os
procedimentos e resultados da validacdo analitica, o qual foi entregue a Libbs Farmacéutica.

O peso médio obtido para o lote analisado de Natifa® foi de 92,2 mg, uniformidade de
doses unitarias com VA = 5 e resultado do teste de doseamento de 1,00 mg de estradiol por
comprimido (100%).

3.1. Avaliacao dos filtros e estabilidade das soluctes

Para escolher qual filtro € mais adequado, deve ser considerada a lipofilicidade do farmaco
e suas propriedades acido-base. De modo geral, espécies ionizadas sofrem menor interagdo com
membranas hidrofébicas e espécies ionizadas e neutras interagem menos com filtros hidrofilicos
(VOLGYI et al, 2018).

Com isso, o estradiol em meio aquoso na faixa de pH fisiolégico esta em sua forma
molecular, neutra, portanto, foram realizados os testes com filtros de seringa de PVDF de 0,45 pum
(Jet Biofil, China) e de canulas (full flow) de 1,0 um (QLA, Estados Unidos) (hidrofilicos) com
volume de descarte de 1 e 3 mL, em tampéo fosfato pH 6,8.

Os resultados obtidos estao resumidos na Tabela 11.

Tabela 11 - Resultados obtidos no teste de filtro da solugéo 0,002 mg/mL de estradiol em tampéo
fosfato pH 6,8.

Filtro % recuperacao
PVDF 0,45 um com descarte de 1 mL 100,1%
PVDF 0,45 um com descarte de 3 mL 99,8%
Full flow 1,0 pm com descarte de 1 mL 100,4%
Full flow 1,0 pm com descarte de 3 mL 100,0%

Com base nos resultados acima e considerando o critério de aceitacdo 95,0 a 105,0% de
recuperacao, observou-se que os filtros utilizados no estudo de solubilidade e nos ensaios de

dissolucéo para estradiol sdo adequados.
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Ainda, foi avaliada a estabilidade do estradiol em tampé&o fosfato pH 6,8 (0,002 mg/mL)
através da avaliacdo da recuperacdo da concentracdo do ativo em relagdo a solucao recém
preparada. Apos 55 horas em solucgéo, foi observada a recuperagéo de 97,2% de estradiol.

Portanto, utilizando o mesmo critério de aceitacdo adotado para avaliacdo dos filtros
(recuperacgéo de 95,0 a 105,0%), foi evidenciado que o estradiol apresenta estabilidade satisfatoria
na faixa de pH fisiologico até 55 horas, sendo esse tempo suficiente para todos os ensaios

conduzidos neste estudo.

3.2. Solubilidade do estradiol hemi-hidratado

O pH das amostras do estudo de solubilidade foi medido no inicio e ao final dos testes e
os valores obtidos evidenciaram a manutencdo desse nas solu¢des ensaiadas durante todo o

estudo.

Apo6s quantificagdo das amostras pelo sistema cromatogréfico, os resultados foram

calculados, bem como os valores médios e desvios padrao relativo (DPR).

Na Tabela 12 e Figura 15 estdo resumidos os valores de solubilidade obtidos no estudo
para determinacao da solubilidade em meios de dissolu¢do na faixa de pH fisiolégica do estradiol.

Tabela 12 - Resultados de solubilidade em meios de dissolugéo obtidos para o estradiol hemi-
hidratado.

Meio de Amostra 1 Amostra 2 Amostra 3 .
) . Média (mg/mL) DPR (%)
dissolugao (mg/mL) (mg/mL) (mg/mL)
HCI 0,1IN 0,003 0,003 0,003 0,003 9,82
Tampdao acetato
0,007 0,005 0,003 0,005 37,76
pH 4,5
Tampéo fosfato
0,008 0,007 0,005 0,006 20,35
0,01 M pH 6,8
Tampéo fosfato
0,009 0,004 0,003 0,005 59,81
0,025 M pH 6,8
Tampéo fosfato
0,012 0,013 0,008 0,011 25,60
0,05 M pH 6,8
Tampéo fosfato
com 0,025% p/V 0,033 0,023 0,023 0,026 21,01

de LSS

Tampao fosfato
com 0,05% p/V de 0,065 0,054 0,038 0,052 25,40
LSS
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Na Tabela 12, observa-se que, considerando os meios de dissolu¢cdo sem tensoativo, o
estradiol hemi-hidratado apresenta maior solubilidade no pH 6,8 em tampéao fosfato 0,05 mol/L.
Os valores de DPR obtidos foram altos e devem-se, provavelmente, a dificuldade de obtengéo do
equilibrio nesse estudo de solubilidade.

Figura 15 - Resultados de solubilidade do estradiol, em mg/mL.
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O farmaco é pH independente na faixa fisiologica. Essa afirmacdo € embasada pela
distribuicdo de microespécies da molécula do estradiol mostrada na Figura 16 e pela andlise da
variancia (ANOVA One-way) dos resultados dos meios HCI 0,1 M, tampéo pH 4,5 e Tampéao pH
6,8 0,01 M, onde néo foi observada diferenca significativa da solubilidade em fung&o do pH.

Foi observada diferenca de solubilidade do estradiol quando utilizado tampé&o fosfato pH
6,8 com molaridades distintas (0,01, 0,025 e 0,05 mol/L). Através da andlise de varidncia
(ANOVA), observou-se que em tampao pH 6,8 0,05 M a solubilidade é estatisticamente diferente

dos valores obtidos em tampao pH 6,8 0,1 M e tampéo pH 6,8 0,025 M.

Ainda, a solubilidade do estradiol foi favorecida quando adicionado o tensoativo, sendo
gque, ao dobrar a concentracdo do tensoativo, foi observada a mesma proporcionalidade no

resultado de concentracéo solubilizada do farmaco.

Sendo assim, optou-se pelo uso do tampéao fosfato 0,05 mol/L pH 6,8 para continuidade

dos testes por ser o meio em que o estradiol mostrou melhor solubilidade.



Figura 16 - Distribuicdo das microespécies e de cargas e valores de pH para o estradiol.
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O estradiol possui 5 carbonos quirais com estereoquimica absoluta definida, possibilitando
em teoria a existéncia de 2 estereoisdmeros distintos. E uma molécula pouco ionizavel (ioniza
adotando carga negativa), com valores de pKa e de distribuicdo de cargas conforme a figura 16.
Este farmaco encontra-se predominantemente na sua forma n&o ionizada na faixa de pH entre O
— 9,0 e a partir do pH 9,0 a microespécie ionizada da hidroxila fenélica passa a ser predominante

frente a forma molecular.

Devido sua estrutura quimica, o estradiol € um exemplo de molécula de baixa solubilidade
em meios aquosos, contudo, a solubilidade em condices do trato gastrointestinal é facilitada
devido a sua baixa dosagem nos medicamentos e por ndo apresentar pH dependéncia na faixa

de pH fisiolégica, de 1,0 a 6,8.

Uma vez que a classificacdo biofarmacéutica (AMIDON et al, 1995) de um farmaco pode
variar de acordo com a sua dose, observou-se que o estradiol foi classificado como um farmaco
classe | por LOFTSSON (2015) considerado a dose de 0,1mg, enguanto o relatdrio apresentado

ao EMA (2009) apresenta o estradiol como classe |l pois considera a dose de 1,5mg.

Com base nos resultados obtidos na Tabela 12, devido ao valor de solubilidade obtido em
HCI 0,1N (1,0 mg de estradiol insoluavel em 250 mL), o farmaco é classificado como de baixa
solubilidade. Sendo assim, considerando sua alta permeabilidade e a dose de 1 mg, conclui -se

gue o estradiol € um farmaco classe II.

3.3.  Calculo da sink condition para estradiol hemi-hidratado

Com base nos resultados obtidos e apresentados no estudo de solubilidade, foi realizado
o célculo para verificar se ha atendimento as sink conditions para o estradiol hemi-hidratado nos

meios de dissolugéo avaliados.
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Tabela 13 - Resultados obtidos para a condigdo sink, conforme Guia n° 14 (BRASIL, 2018).

Solubilidade VN** VCg*r* Razéo
Meio de dissolucéo Q* (mg)
(mg/mL) (mL) (mL) 500mL/VN
HCI 0,1N 0,003 15 333,3 1000,0 15
Tampé&o acetato pH 4,5 0,005 2,5 200,0 600,0 2,5
Tampéo fosfato 0,05 M pH 6,8 0,011 55 90,9 272,7 55
Tampéo fosfato 0,01 M pH 6,8 0,006 3,0 166,7 500,0 3,0
Tampéo fosfato 0,025 M pH 6,8 0,005 2,5 200,0 600,0 25
Tamp3o pH 6,8 + 0,025% LSS 0,026 13,0 38,5 1154 13,0
Tamp3o pH 6,8 + 0,05% LSS 0,052 26,0 19,2 S7,7 26,0

*Q = Quantidade de IFA dissolvida em 500 mL de meio de dissolu¢&o (Solubilidade x 500 mL).
**\/N = Volume necessario para dissolver 1 comprimido de 1 mg.
***\/Cs = Volume necessario para satisfazer condigdo sink (3 x VN).

De acordo com o capitulo geral <1092> da Farmacopeia Americana (USP-NF, 2020b), a
condicéo sink é definida como 3 vezes o0 volume necessario para satura¢cao do meio de dissolugéo.
Portanto, considerando 500 mL, os meios de dissolu¢gdo com resultado de Raz&o maior ou igual
a 3 sao satisfatdrios para atender as sink conditions para 1,0 mg de estradiol.

Os meios contendo tensoativos atendem as condic¢des sink, contudo, de acordo com a
resolucdo RDC n° 31/2010, Guia n°14 e capitulo <1092> da Farmacopeia Americana, o uso de
tensoativos deve ser evitado e quando necessério, deve ser justificado e utilizada a menor
concentracao possivel (BRASIL, 2010; BRASIL, 2018; USP-NF, 2020b).

3.4. Desenvolvimento do método de dissolucéo pelo aparato | e Il

3.4.1. Método convencional

3.4.1.1. Escolha do meio de dissolucao

Para desenvolvimento do método de dissolugdo para comprimidos contendo 1 mg de
estradiol foram realizados inicialmente os ensaios previstos na Tabela 4.

Dessa forma, os ensaios 1 a 5 foram executados para definicdo do meio de dissolucéo
mais adequado, enquanto os parametros de rotacao (75 rpm), aparato (p4), volume (900 mL) e
reposicao do meio foram mantidos.

O parametro de desaeracdo do meio de dissolucdo ndo é aplicado para meios de

dissolucdo contendo tensoativos, conforme recomendacdo do capitulo geral <711> da
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Farmacopeia Americana (USP-NF, 2020a), pois, o0 processo de desaeracdo pode gerar bolhas
excessivamente no meio de dissolucdo. Todavia, antes da adi¢éo do tensoativo, o tampéao fosfato
foi desaerado.

A desaeracgédo foi realizada de acordo com o procedimento validado e apresentado no
capitulo geral <711> da Farmacopeia Americana (USP-NF, 2020a), ou seja, 0 meio foi aquecido
em agitacdo suave até cerca de 41°C e imediatamente filtrado sob vacuo utilizando filtro de PVDF
de 0,45 um e; logo apds, foi mantido sob agitacdo e vacuo por mais 5 minutos.

Os resultados obtidos estéo apresentados na Tabela 14 e Figura 17.

Ressalta-se que, nesse trabalho, nas tabelas contendo os resultados, serdao apresentados
os valores médios da % de estradiol dissolvido (% diss) e desvios padrdo relativos (DPR% ou

coeficiente de variagdo) para cada tempo (T, em minutos) avaliado.

Tabela 14 - Resultados de estradiol dissolvido em fung&o do tempo nos ensaios 1 a 5.

) Ensaio 5
£ 01 £ i0 2 £ i0 3 Ensaio 4
nsaio nsaio nsaio
. Tampé&o pH 6,8
. . Tampdo pH 6,8
HCI 0,1 N Tampéao pH 4,5 Tampéao pH 6,8 com 0,025%
com 0,025% LSS
Tween80

% diss DPR% % diss DPR% % diss DPR% % diss DPR% % diss DPR%

(min)
0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
5 63 7 77 6 81 5 89 1 82 7
10 70 4 89 2 92 3 95 1 91 9
15 76 3 97 4 99 3 95 2 90 8
20 80 4 98 2 103 3 95 1 93 4
30 84 3 104 2 109 3 95 2 89 6
45 85 2 102 1 109 5 96 1 91 3

60 88 1 104 1 106 6 93 1 90 4
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Figura 17 — Resultados de estradiol dissolvido em funcdo do tempo nos ensaios 1 a 5.
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De acordo com o Guia n°14/2018 (BRASIL, 2018) e capitulo geral <1092> da Farmacopeia
Americana (USP-NF, 2020b), “para formulag6es de liberacdo imediata, a duragéo do processo de
dissolucdo é, geralmente, de 30 a 60 minutos. O perfil de dissolucéo tipico desses produtos
demonstra um aumento gradual, alcangando 85 a 100% entre 30 a 45 minutos”.

Observou-se nos resultados acima que, em meio de dissolu¢do HCI 0,1N o estradiol ndo
alcancou dissolucéo satisfatéria (liberacéo esperada préxima a 100%, conforme observado nos
demais perfis), alcancando um platé com liberacdo maxima de 87% em 60 minutos.

Os ensaios 4 e 5 contemplam o emprego de tensoativos nos meios de dissolugéo, sendo
utilizado no ensaio 4 o lauril sulfato de s6dio (anidénico) e no ensaio 5 o polissorbato 80 (n&o idnico),
ambos na concentracdo de 0,025% p/V. Observou-se que os perfis de dissolucdo para esses
ensaios foram semelhantes, com dissolucdo de estradiol superior a 85% em 15 minutos, indicando

um perfil de dissolug&o muito rapida (BRASIL, 2010; BRASIL, 2018; USP-NF, 2020b; EMA, 2020),

onde as propriedades dos tensoativos utilizados ndo apresenta relevancia para dissolugdo do

estradiol.
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Os perfis de dissolucéo dos ensaios 2 (tampéo acetato pH 4,5) e 3 (tampéo fosfato pH 6,8)
também apresentaram dissolucdo muito rapida, ou seja, dissolugcdo superior a 85% em 15
minutos. Nesse caso os perfis de dissolugdo sdo considerados semelhantes e o célculo de F2
(fator de similaridade) perde ser caréater discriminativo, ndo sendo aplicavel (BRASIL, 2010;
BRASIL, 2018; USP-NF, 2020b; EMA, 2020).

Portanto, o uso de tensoativos ndo € necessario e foi definido o meio de dissolugéo tampéao
fosfato 0,05 mol/L pH 6,8 para continuacdo do desenvolvimento do método de dissolucao para

comprimidos contendo 1 mg de estradiol.
3.4.1.2. Escolha do aparato e velocidade de rotacéo
Em seguida, foram realizados os ensaios de 6 a 10 para definicdo do melhor aparato e sua

velocidade de agitagé@o para dissolu¢éo do Natifa®, usando 900 mL de tampé&o fosfato 0,05 M pH

6,8, e os resultados estdo apresentados na Tabela 15 e Figura 18.

Tabela 15 - Resultados médios de estradiol dissolvido em fun¢éo do tempo nos ensaios 6 a 10.

Ensaio 6 Ensaio 7 Ensaio 8 Ensaio 9 Ensaio 10

Pés 50 rpm Pas 75 rpm Péas 100 rpm Cestos 75 rpm Cestos 100 rpm

% diss DPR% % diss DPR% % diss DPR% % diss DPR% % diss DPR%

(min)
0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
5 73 7 88 4 81 6 68 13 72 5
10 80 3 90 3 90 8 77 8 84 3
15 89 3 96 4 102 2 85 5 93 3
20 90 4 96 4 102 8 88 5 95 1
30 97 3 99 1 106 6 97 4 99 5
45 98 6 99 2 105 6 100 2 101 2

60 101 3 97 5 107 4 101 2 104 3
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Figura 18 - Resultados de estradiol dissolvido em fun¢édo do tempo nos ensaios 6 a 10.
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Os resultados evidenciam que o0s ensaios 6 (pa com 50 rpm), 7 (pa com 75 rpm), 8 (pa
com 100 rpm), 9 (cesto com 75 rpm) e 10 (cesto com 100 rpm) apresentam perfil de dissolugéo
muito rapida e séo considerados semelhantes.

Portanto, uma vez que o farmaco apresenta dissolu¢cdo muito rapida (85% dissolvido em
15 minutos), sendo um perfil caracteristico e esperado para um classe | pelo sistema de
classificacdo biofarmacéutica, qualquer condicdo poderia ser utilizada de modo satisfatorio. Foi
definido o aparato Il (p&) com rotacao de 75 rpm para dissolucéo do Natifa® usando como critério

de deciséo os valores de dissolugédo e DPR robustos nessa condicéo.
3.4.1.3. Escolha do volume de meio de dissolugéo
Foram realizados os ensaios 11 e 12 em comparagdo com o0 ensaio 7 para definicdo do

volume de meio de dissolucdo mais adequado para dissolugcédo do estradiol, com pas a 75 rpm e

tampao fosfato pH 6,8. Os resultados sdo apresentados na Tabela 16 e Figura 19.



Tabela 16 - Resultados de estradiol dissolvido em fung&o do tempo nos ensaios 7, 11 e 12.

74

Ensaio 7 Ensaio 11 Ensaio 12
900 mL 1000 mL 500 mL
T (min) % diss DPR% % diss DPR% % diss DPR%

0 0 0 0 0 0 0
5 88 4 33 4 61 0
10 90 3 73 1 76 2
15 96 4 82 1 95 0
20 96 4 91 1 103 1
30 99 1 96 2 109 3
45 99 2 98 1 113 3
60 97 5 98 0 114 1

Figura 19 - Resultados de estradiol dissolvido em fung&o do tempo nos ensaios 7, 11 e 12.
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Os ensaios 7 (900 mL) e 12 (500 mL) apresentam perfis de dissolu¢cdo muito rapida (85%
dissolvido em 15 minutos) enquanto o ensaio 11 (1000 mL) apresenta perfil de dissolucado rapida,
ou seja, 85% de farmaco dissolvido em 30 minutos.

De acordo com o ICH M9 (EMA, 2020), quando as velocidades de dissolucdo séo
diferentes os perfis podem ser comparados pelo calculo de F2 e considerados semelhantes
guando o valor de F2 obtido estiver dentro da faixa de 50 a 100.

Dessa forma, foram calculados os valores de F2 para os perfis obtidos, considerando os 4

primeiros pontos para comparacao, e esses estdo apresentados na Tabela 17.

Tabela 17 - Valores de F2 obtidos para os ensaios 6 a 10.

Ensaios Valor de F2
7x11 26
7x12 N&o se aplica
11x12 39

Os perfis ndo sdo semelhantes, portanto, o volume de meio de dissolucdo é um parametro
critico para a dissolugdo do estradiol, pois, apesar de atender a condi¢cdo sink com todos os
volumes avaliados, o aumento do volume na cuba de dissolucao altera a hidrodindmica e muda o
perfil de liberag@o do farmaco.

Ou seja, o0 volume de 1000 mL na cuba (ensaio 11) diminui a velocidade de liberagéo do
farmaco provavelmente devido menor hidrodindmica. Sendo assim, foi definido o volume de 500
mL de tampéo fosfato pH 6,8 para dissolugéo do estradiol devido ser o menor volume permitido
para uso no aparato I, atendimento as condi¢cdes sink e propiciar visualmente melhor

hidrodinamica na cuba.

3.4.1.4. Coleta automatica versus coleta manual

Apos definicdo das condi¢es de dissolugdo para meio de dissolucao, aparato (pa), volume
(500 mL) e velocidade de agitacéo (75 rpm), foi avaliado o impacto da coleta através de coletor
automatico (ensaio 25) frente ao perfil de dissolucao coletado manualmente (ensaio 12).

Os resultados estéo apresentados na Tabela 18 e Figura 20.



Tabela 18 - Resultados de estradiol dissolvido em fungédo do tempo nos ensaios 12 e 25.
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Ensaio 12

Coleta manual

Ensaio 25

Coleta automatica

T (min) % diss DPR% % diss DPR%
0 0 0 0 0
5 61 0 62 2
10 76 2 74 1
15 95 0 83 2
20 103 1 87 1
30 109 3 93 2
45 113 3 97 2
60 114 1 98 2
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Figura 20 - Resultados de estradiol dissolvido em fungédo do tempo nos ensaios 12 e 25.
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Observou-se que o perfil de dissolugéo realizado com coletor automético apresentou um
perfil de dissolucao rapido (velocidade de dissolucao limitrofe para muito rapida), enquanto o perfil
coletado manualmente apresentou perfil de dissolu¢cdo muito rapido.

Portanto, a coleta apresenta impacto na velocidade dos perfis de dissolu¢do do estradiol 1
mg. Tal interferéncia pode ser promovida por turbuléncia nas cubas devido entrada e saida do
probes do coletor automatico e canulas nas coletas manuais, interacdo do farmaco com o plastico
das tubulagbes do coletor automatico, entre outros possiveis fatores que ndo foram possiveis de
serem investigados nesse trabalho. Essa avaliacdo do real fator de interferéncia pode ser
abordada em um projeto futuro. Todavia, essa diferenca observada néo foi considerada relevante
levando em conta que os resultados obtidos sdo capazes de aprovar os lotes mediante
especificagdo proposta para avaliagdo da qualidade do produto no item 3.4.1.7 deste trabalho.

Dessa forma, foi definida a coleta manual para os ensaios de dissolu¢éo do Natifa® visando

diminuir as variaveis do método e garantir maior robustez entre os resultados.

3.4.1.5. Avaliacdo da interferéncia da reposi¢do do meio de dissolugéo

Em seguida, o perfil de dissolucao tracado sem a reposicao do meio apés as coletas

(ensaio 14) e foi comparado ao perfil de dissolucdo com reposi¢cao do meio apés cada coleta. O
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volume de coleta e reposicdo foi padronizado em 5 mL. Os resultados obtidos podem ser

encontrados na Tabela 19 e Figura 21.

Tabela 19 - Resultados de estradiol dissolvido em fungdo do tempo nos ensaios 12 e 14.

Ensaio 12 Ensaio 14
Com reposigdo do meio Sem reposi¢do do meio
T (min) % diss DPR% % diss DPR%

0 0 0 0 0
5 61 0 89 5
10 76 2 94 3
15 95 0 100 2
20 103 1 99 3
30 109 3 103 2
45 113 3 102 9

60 114 1 105 3
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Figura 21 - Resultados de estradiol dissolvido em fun¢édo do tempo nos ensaios 12 e 14.
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Os dois perfis de dissolugdo apresentaram dissolucdo muito rapida, sendo dessa forma,
considerados semelhantes. Portanto, a reposicdo ou ndo do meio de dissolugdo ndo impacta no
perfil de dissolu¢éo do estradiol.

Contudo, a fim de minimizar as variaveis do método, padronizando o0s ensaios e garantindo
a manutencgdo das condigfes sink, foi definido para este método a coleta e reposicdo de 5 mL

para perfis de dissolugéo.

3.4.1.6. Avaliacdo do impacto da desaeracdo do meio de dissolucéo

Seguindo com o desenvolvimento do método de dissolug¢éo para comprimidos contendo 1
mg de estradiol, foi realizado um perfil de dissolugdo do Natifa® com 500 mL do meio de
dissolucdo tampao fosfato 0,05 mol/L pH 6,8 ndo desaerado (ensaio 13) em comparacéo ao perfil
do mesmo produto e com o mesmo tampao desaerado (ensaio 12), com pas a 75 rpm.

Os resultados obtidos sé@o apresentados na Tabela 20 e Figura 22.



Tabela 20 - Resultados de estradiol dissolvido em fung&o do tempo nos ensaios 12 e 13.
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Ensaio 12

Meio desaerado

Ensaio 13

Meio nao desaerado

T (min) % diss DPR% % diss DPR%
0 0 0 0 0
5 61 0 81 3
10 76 2 86 3
15 95 0 92 4
20 103 1 94 4
30 109 3 95 3
45 113 3 97 2
60 114 1 100 9

Figura 22 - Resultados de estradiol dissolvido em fungéo do tempo nos ensaios 12 e 13.
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Os perfis de dissolugdo foram considerados semelhantes pois ambos apresentaram
dissolugdo muito rapida.
Sendo assim, foi definido que o meio de dissolu¢édo nédo serd desaerado para uso narotina,

pois a etapa de desaeragao confere uma variavel a mais no método.

3.4.1.7. Avaliagdo do caréter discriminativo do método e defini¢do do Q

Para avaliar se 0 método em desenvolvimento apresenta carater discriminativo, ou seja,
avaliar se 0 método é capaz de detectar alteracdes de atributos farmacéuticos que possam afetar
o desempenho do medicamento in vivo (BRASIL, 2018), foram preparados dois lotes problemas.

Lotes problemas séo formula¢des com alteracdes propositais na formula e/ou no processo
visando desafiar o método desenvolvido com o principal objetivo estabelecer um ensaio capaz de
reprovar lotes com desempenho in vivo indesejado (BRASIL, 2018).

Na Tabela 21 estdo descritos os dois lotes problemas preparados com alteragées nas

formulacdes e no processo.

Tabela 21 — Formulacgdes utilizadas para avaliacdo do carater discriminativo do método de

dissolucdo em desenvolvimento.

% meédia de estradiol dissolvido

Formulacéo Natifa® Lote Problema 1 Lote problema 2
Estradiol hemi-hidratado 1,033 mg 1,033 mg
Celulose microcristalina 102 Formulacéo 192,967 mg 116,967 mg
Crospovidona protegida pelo 4,000 mg N&o se aplica
Estearato de magnésio segredo industrial 2,000 mg 2,000 mg
Lactose mono hidratada N&o se aplica 80,000 mg
Via Umida/ Mistura seca e Mistura seca e
Processo ) )
granulacao compressao direta compressao direta
Atributo critico de Atributo critico de
) ) qualidade do produto/ gualidade do
Designacéo (BRASIL, 2018) N&o se aplica

Parametro critico de produto/ Parametro

processo critico de processo

Na Tabela 22 e Figura 23 estéo os resultados da avaliacdo do carater discriminativo do
método. O lote problema 1 (ensaio 23) e lote problema 2 (ensaio 24) foram comparados ao perfil
de dissolucdo do Natifa® realizado com as condi¢des finais do método, ou seja, em 500 mL de
tampao fosfato pH 6,8 ndo desaerado, pa a 75 rpm, com coleta manual e reposi¢do de 5 mL em

cada tempo analisado.
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Os valores discrepantes de DPR obtidos para os lotes problemas sdo decorrentes das
baixas concentra¢des encontradas nos perfis de dissolu¢éo devido a ndo liberacao do farmaco.

Tabela 22 - Resultados de estradiol dissolvido em fungé&o do tempo nos ensaios 13, 23 e 24.

Ensaio 13 Ensaio 23 Ensaio 24
Natifa 1 mg Lote problema 1 Lote problema 2
T (min) % diss DPR% % diss DPR% % diss DPR%
0 0 0 0 0 0 0
5 81 3 0 0 0 0
10 86 3 0 0 6 86
15 92 4 0 0 16 42
20 94 4 0 0 20 52
30 95 3 1 245 28 2
45 97 2 5 120 41 13

60 100 9 10 91 50 11
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Figura 23 - Resultados de estradiol dissolvido em funcdo do tempo nos ensaios 13, 23 e 24 para
avaliacdo do caréter discriminativo do método.
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Com base nos dados apresentados anteriormente, evidenciou-se que o método
desenvolvido é capaz de discriminar entre lotes problema e lote com qualidade aceitavel.

Ainda, observando os lotes problemas, verificou-se que a lactose apresenta maior
influéncia no perfil de dissolug&o do estradiol do que a crospovidona, contudo, apresentam efeito
sinérgico em relacgdo a liberacéo do farmaco.

Dessa forma, sabendo que o Natifa® apresentou perfil de dissolugdo muito rapido durante
todo o desenvolvimento, foi definido o Q de 80% em 15 minutos como especificacio para garantir
a qualidade lote a lote deste produto.

3.4.1.8. Coleta pontual versus coleta de perfil de dissolucéo

Uma vez definida a especificacdo para qualidade do produto, foi realizado o ensaio de
dissolucdo do Natifa® com coleta pontual em 15 minutos (ensaio 26). O resultado obtido foi
comparado ao resultado com o valor obtido nesse tempo no perfil de dissolug&o (ensaio 13).

Os resultados médios de estradiol dissolvido em 15 minutos nos ensaios 13 e 26 foram
92% e 95%, respectivamente.



84

Considerando a especificacdo definida (Q = 80% em 15 minutos), os resultados obtidos a
partir do perfil de dissolucéo e através da coleta Unica, pontual em 15 minutos, sédo satisfatorios.

3.4.1.9. Condigbes finais do método

A partir dos resultados obtidos no desenvolvimento do método de dissolu¢éo para Natifa®

foram definidas as seguintes condi¢des de dissolucéo.

o Meio de dissolucao: tampao fosfato de potassio 0,05 mol/L pH 6,8, ndo desaerado;
o Aparato: Il (pas);

o Velocidade de agitag&o: 75 rpm;

o Volume de meio: 500 mL;

o Coleta e reposi¢éo do meio: 5 mL;

o Tipo de coleta: manual;

o Filtros para canula: Polietileno 1,0 um;

o Filtros de seringa: PVDF de 13 mm e 0,45 pm;

o Especificagédo: Q de 80% em 15 minutos;

o Critério de aceitagdo: Nao menos que 85% de estradiol dissolvido em 15 minutos.

3.4.2. Planejamento experimental fatorial fracionado

No desenvolvimento do método de dissolucédo realizado através do planejamento de
experimentos (DoE) fatorial fracionado 24! foram realizados os ensaios descritos na Tabela 6,

considerando 500 mL de tampéo fosfato 0,05 mol/L pH 6,8.

Os resultados obtidos a partir desse desenho estdo apresentados na Tabela 23 e Figura
24,



Tabela 23 - Resultados de estradiol dissolvido em fung&o do tempo nos ensaios 15 a 22.

Ensaio 15 Ensaio 16 Ensaio 17 Ensaio 18 Ensaio 19 Ensaio 20 Ensaio 21 Ensaio 22
Pas 50 rpm Cestos 50 Pas 100 rpm Cestos 100 Péas 50 rpm Cestos 50 Péas 100 rpm Cestos 100 rpm
Nao rpm Néo Nao rpm Néo Desaerado e rpm Desaerado e Desaerado e com
desaerado e desaerado e desaerado e desaerado e com reposicao Desaerado e sem reposicao
sem com com sem reposigéo sem reposicéo
reposigéo reposigéo reposigéo reposigéo
T % % % % % % % %
. . DPR% . DPR% . DPR% . DPR% . DPR% ) DPR% . DPR% . DPR%
(min)  diss diss diss diss dis diss diss diss
0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
5 70 9 38 11 68 5 80 5 87 8 37 11 65 9 63 4
10 70 10 54 8 80 2 88 5 91 3 54 7 74 4 67 3
15 76 8 64 5 87 3 92 2 95 5 62 1 79 2 76 3
20 83 3 67 6 88 3 101 1 97 3 67 3 82 2 83 10
30 87 5 73 5 92 1 107 2 100 3 74 4 88 7 83 4
45 95 2 77 2 95 1 110 2 99 5 82 9 86 2 86 2
60 94 7 79 2 97 1 113 0 101 5 80 2 86 1 88 3




Figura 24 — Resultados médios de estradiol dissolvido em fun¢éo do tempo nos ensaios 15 a 22.
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Com esses resultados foram avaliadas estatisticamente o efeito das respostas Yi para %
dissolvida em funcdo do tempo 15 minutos (Q1), Y2 para % dissolvida em fung¢édo do tempo 30

minutos (Q2) e Y; para eficiéncia da dissolugdo (ED%) utilizando o software Statistica 13.5.

Os resultados obtidos na andlise estatistica (ANOVA: analise de variancia) e os graficos

de pareto estdo apresentados a seguir.



Figura 25 - Resultados de ANOVA para a resposta de % dissolvida em 15 minutos (Y1).
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Effect Estimates; Var.:Q%15 min; R-sqr=,42072; Adj:0

2**(4-1) design; MS Residual=197,125
DV: Q%15 min

Effect Std.Ermr. (3) p -95,% +95.% Coeff. Std.Err. -95,% +95,%
Factor Cnflimt | CnfLimt Coeff. nfLimt | CnfLimt
Mean/Interc. 78.87500 4963932 1588962 0.000542)  63.0776| 9467245 7887500 4,963932 63,0776 9467245
(1)Aparato -10,7500 9927865  -1,08281 0358157 42,3449 20,84490] -537500 4,963932 -21,1724 1042245
(2)Rotacdo 9,2500 9927865 093172 0420210 -22,3449 40,84490| 4.62500 4963932 -11,1724 2042245
(3)Desaeracdo do meio -1,7500  9,927865  -0,17627 0,871308  -33,3449  29,84490| -0.87500 4963932 -16,6724  14,92245
4)Reposicdo 32500 9,927865 032736 0764908 -28,3449 3484490 162500 4963932 14,1724  17.42245

DV: Q%15 min

ANOVA; Var.:Q%15 min; R-sqr=,42072; Adj:0
2**(4-1) design: MS Residual=197,125

Factor SS df | MS | F p
1)Aparato 23112501 1/ 2311250 1,172479  0,358157
(2)Rotacéo 171125 1 171,1250  0.868104  0,420210
(3)Desaeracio do meio 6125 1 61250 0031072 0871308
(4)Reposico 21125 1 211250 0107166  0,764908
Error 591375 3 197.1250

Total SS 1020875 7
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Figura 26 - Gréfico de pareto para a resposta de % dissolvida em 15 minutos (Y1).

Pareto Chart of Standardized Efiects: Variable: Q%15 min
2**(4-1) design; MS Residual=197,125

pvavsmn
(1Aparato | 1.08281
(2)Rotacdo 931721
(4)Reposicado r 3273614
(3)Desaerac 0 do meio - 176272

Standardized Effect Estimate (Absolute Value)

Como pode ser observado na Figura 26, nenhuma das variaveis apresenta interferéncia
significativa da dissolucéo do estradiol com p-valor < 0,05, contudo, os dados de ANOVA (Figura

25) demonstram gue o modelo ndo apresenta ajuste adequado com um r2 de 0,42072.



Figura 27 - Resultados de ANOVA para a resposta de % dissolvida em 30 minutos (Y2).
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Effect Estimates; Var.:Q%30 min; R-sqr=,31715; Adj:0,
2"*(4-1) design; MS Residual=220,3333
DV: Q%30 min
Effect | StdEm 1(3) P 95% | +95% | Coeff. | StdEm | -95% | +95.%
Factor CnfLimt | CnfLimt Coefi. | Cnflimt | Cnflimt
MeanlInterc. 88000001 524802 16.76824| 0,000462| 71,2985 1047015 88,00000 5248015 71,2985  104.7015
(1)Aparato 7.50000 1049603 -0,71456 0,526467 409031  259031| -375000 5248015 204515 12,9515
(2)Rotacdo 900000 1049603 085747 0454227 244031 424031 450000 5248015 -12.2015 21,2015
(3)D ¢éo do meio -3,50000 1049603 -0,33346 0,760734 -36,9031  29.9031] -1,75000 5248015 -184515 14,9515
(4)Reposicio -2,00000 1049603 -0,19055 0.861045 -354031  314031| -1.00000 5248015 -17.7015  15.7015
ANOVA; Var.:Q%30 min; R-sqr=,31715; Adj:0
2**(4-1) design; MS Residual=220,3333
DV: Q%30 min
Factor SS |df| MS | F | p
1 rato 11250000 1 1125000 0,510590 0,526467
(2)Rotacdo 162,00000 1 162,0000 0,735250 0,454227
(3)Desaeracdo do meio 245000 1 24,5000 0,111195 0,760734
(4)Reposicéo ~8,0000 18,0000 0036309 0,861045
Error 661.0000 3 220.3333 |
Total SS 968,0000 7 ?
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Figura 28 - Gréfico de pareto para a resposta de % dissolvida em 30 minutos (Y2).

Pareto Chart of Standardized Effects; Varable: GQ%30 min
2**(4-1) design; MS Residual=220,3333
DV: Q%30 min

(2)Rotacao - 857467
(1Wparato + - 714556
(3Desaerac do do meio - -333459
{4)Reposicdo -, 190548

Standardized Effect Estimate (Absolute Value)

Olhando para Figura 28, verificou-se que as variaveis estudadas ndo proporcionam
interferéncia estatisticamente significativa na dissolugéo do estradiol apresentando p-valor < 0,05,
todavia, os dados de ANOVA (Figura 27) demonstram que o modelo ndo apresenta ajuste

adequado com um r? de 0,31715.
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Figura 29 - Resultados de ANOVA para a resposta de eficiéncia da dissolugdo (ED%) em 60

minutos (Y3).

Effect Estimates; Var..ED%,; R-sqr=,32222; Adj0, _
2**(4-1) design; MS Residual=203,3333
DV: ED%
Effect s:d,En,‘ t(3) P -95,% +95,% Coeff. Std.En. -95,% +95,%
Factor CnfLimt | CnfLimt Coeff. || CnfLimt | CnfLimt
Mean/Interc. 81.00000] 5.04149] 16,06666] 0,000524] 64,9557 97.04429| 8100000 5041494 64,9557 97.04429
(1)Aparato -8.00000 10.08299 -0,79342] 0485496 40,0886 24,08857| -4,00000 5,041494| -20,0443  12,04429
(2)Rotacdo 8.00000 10.08299  0.79342] 0485496 -24,0886 40,08857| 4.00000 5,041494| -12,0443  20,04429
(3D cdo do meio -4.00000 10,08299 -0,39671] 0718118  -36,0886 28,08857| -2.00000 5,041494| -18,0443  14,04429
(4)Reposicao -1,00000 10.08299 -0,09918] 0.927253  -33,0886 31,08857| -0.50000 5,041494| -16,5443 1554429
ANOVA; Var:ED%; R-sqr=,32222; Adj:0,
2**(4-1) design; MS Residual=203,3333
DV: ED%
Factor SS df | MS F [ p
(1)Aparato 12810000 1 128,0000 0.629508 0,485496
(2)Rotacdo 128,00000 1 1280000 0629508 0,485496
(3)Desaeracdo do meio 32,0000 1 32,0000 0,157377 0,718118
(4)Reposicdo 2,0000 1 2,0000 0,009836 0927253
Error 610.0000 3 203.3333
Total SS 900,0000 7

Figura 30 - Gréfico de pareto para a resposta de eficiéncia de dissolugdo (ED%) em 60 minutos

(Y3).
Pareto Chart of Standardized Effiects; Variabler ED%
2"(4-1) design; MS Residual=203,3333
Dv: ED%

(Aparato | 793416

(?)Rotacdo - 7934155
(3)Desaerac d0 do meio - 306708

{4)Reposicdo r - 099177

Standardized Effect Estimate (Absolute Value)
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A Figura 30 mostra que as variaveis estudadas ndo apresentam impacto significativo na
dissolugéo do estradiol com p-valor < 0,05, porém, os dados de ANOVA (Figura 29) demonstram
que o modelo nédo apresenta ajuste adequado com um r? de 0,32222.

Os modelos obtidos pela andlise estatistica ndo apresentaram valores de ajustes
adequados (considerando adequados ou satisfatérios como maior que 0,95). BARROS NETO et
al (2007) advertem sobre a possibilidade de ser necessario complementar o delineamento
experimental fatorial com oito ensaios para poder identificar qual o efeito dos fatores. Contudo,
dadas as caracteristicas observadas de liberacdo imediata da formulacdo e dissolucdo muito

rapida, os parametros avaliados ndo demonstraram interferéncia relevante tecnicamente.

Sendo assim, o desenvolvimento do método de dissolugdo para comprimidos revestidos
contendo 1 mg de estradiol (Natifa®), através do planejamento experimental utilizando DoE, é
capaz de reduzir o numero de testes praticos comparado ao desenvolvimento do método pela

abordagem de tentativa e erro.

3.5. Desenvolvimento do método de dissolucdo pelo aparato IV utilizando planejamento

experimental fatorial completo

A escolha do meio de dissolucao (tampdao fosfato pH 6,8) e volume minimo deste foi

realizada através dos resultados do estudo de solubilidade descrito no item 3.2.

Os resultados de % dissolvida em funcdo do tempo em 30 minutos (Y1; Q1) e de eficiéncia
da dissolucdo (ED%) no tempo de 60 minutos (Y2 Q2) estdo apresentados na Tabela 24 e 26.
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Tabela 24 — Resultados de estradiol dissolvido em funcéo do tempo nos ensaios 1 a 8 no aparato

V.
Ensaio 1 Ensaio 2 Ensaio 3 Ensaio 4 Ensaio 5 Ensaio 6 Ensaio 7 Ensaio 8
25 mL/min; 25 mL/min; 20 mL/min; 20 mL/min; 25 mL/min; 25 mL/min; 20 mL/min; 20 mL/min;
22 mm; 59 12 mm; 1g 22 mm; 29 12 mm; 29 22 mm; 29 12 mm; 29 22 mm; 59 12 mm; 1g
T % % % % % % % %
) ) DPR% ) DPR% ) DPR% ) DPR% ) DPR% ) DPR% ) DPR% ) DPR%
(min) diss iss iss diss iss diss iss diss
0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
10 4 19 58 3 37 14 29 26 51 5 54 4 5 80 34 6
15 6 21 74 3 57 6 48 15 70 1 69 3 7 89 47 7
20 8 24 84 3 72 3 65 9 81 3 79 2 10 92 59 7
30 11 26 96 2 88 2 87 6 93 3 90 2 14 96 78 7
45 14 29 103 1 97 2 97 5 99 3 97 2 22 107 94 6
60 16 30 106 1 101 2 99 5 101 3 99 2 26 107 99 5




Figura 31 - Perfis de dissolugéo de estradiol nos ensaios 1 a 8 no aparato IV.
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O delineamento estudado foi um fatorial completo de dois niveis (2%), tendo como variaveis
independentes, o fluxo de meio de dissolug¢éo (20 e 25 mL/minuto), quantidade de esfera, neste
caso sendo considerada uma variavel qualitativa (Tabela 25) e tamanho da célula (12 mm e 22

mm).

Tabela 25 - Niveis considerados para a variavel quantidade de esfera.

Tamanho da célula (mm) Niveis
(-1) (+1)
12 1g 24
22 24 5g

Como respostas, foram consideradas as porcentagens de farmaco dissolvido no tempo de
30 minutos (Q%30min) e a eficiéncia de dissolucao, calculada em 60 minutos de ensaio (ED% 60

min), conforme a matriz de experimentos apresentada na Tabela 26.



Tabela 26 - Matriz de experimentos para avaliacdo das condi¢cdes de ensaio do aparato IV.
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Fluxo (mL/ min) Célula (mm) Nivel da Esfera % dissolvida em 30 min ED% em 60 min

20
25
20
25
20
25
20
25

12 1) 78,2 68,0
12 (-1) 96,1 83,0
22 (-1) 87,9 73,0
22 (-1) 93,1 77,0
12 (+1) 87,5 70,0
12 (+1) 90,0 78,0
22 (+1) 14,0 14,0
22 (+1) 10,7 10,0

3.5.1. Andlise de variancia Q% 30 minutos

Segundo a andlise de variancia (ANOVA) para a resposta porcentagem dissolvida em trinta

minutos (Figuras 32 e 33), o fluxo do meio de dissolucao é a Unica variavel que nao influencia de

modo significativo a resposta, dado o valor de p > 0,05%, considerando um nivel de significancia

de 5%.

Figura 32 - Andlise de variancia para a resposta de % dissolvida em 30 minutos (Q% 30 minutos).

ANOWA; Var_:(2%30 min; R-sgr=,99934; Adj: 99535 (Resultados DOE ap. IV importada)

2**(3-0) design: M3 Residual=5,95125

OV: Q%30 min
Factor 33 df | MS | F | p
(1)Fluxo | 621611 1 62,161 10,4451 0191033
(Z2)Celula 2668,151 1| 2668,151] 448,3346 0,030044
(3)Esfera 2929,951 1| 2929951 492 3254 0,028672
1 by 2 42,761 1 42,781 71886  0.227268
1 by 3 71.401 1 71.401 11,9977 0,1789%29
2by3 3180,031 1| 3180,031] 5343468 0,027523
Error 5.951 1 5.951
Total S5 8960429 7

Com o grafico de Pareto (Figura 33), é possivel observar que a influéncia da quantidade

de esfera e do tamanho da célula possuem efeitos parecidos. Neste caso, quando utilizados em

seu menor nivel, a porcentagem dissolvida € mais alta.
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Figura 33 - Gréfico de Pareto para a resposta de % dissolvida em 30 minutos (Q% 30 minutos).

Pareto Chart of Standardized Effects; Variable: Q%30 min

2*(3-0) design; MS Residual=5,95125

2by3 |

(3)Esfera |

(2)Célula

1by3 |

(1)Fluxo |

1by2 |

DV Q%30 min
-23,1159
22,1884
-21,1739
-3, 46377
3,231884
-2,68116
p=,05

Standardized Effect Estimate (Absolute Value)

Nesse caso, as barras localizadas a direita da linha vermelha indicam os parametros que

podem ser considerados significativos.

3.5.2. Analise de variancia ED% 60 minutos

Para a resposta de eficiéncia da dissolu¢cdo em 60 minutos (ED% 60 minutos) (Figura 34),

todos os fatores estudados e as suas respectivas interacdes apresentaram valor de p abaixo de

0,05, indicando que, neste caso, além as variaveis quantidade de esfera e tamanho da célula, o

fluxo também pode influenciar o resultado.
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Figura 34 - Analise de Variancia para a resposta de eficiéncia da dissolugdo em 60 minutos (ED%

60 minutos).
AMNOVA; Var:ED 60 min; R-sqr=,99998; Adj:,99986 (Resultados DOE ap. IV importada
27*(3-0) design; MS Residual=,125
OV: ED 60 min
Factor 3 df | MS F p
(Fluxe [ 661251 1 66,125 529,000 0,027662
(2)Célula 1953125 1| 1953125 1562500 00050930
(3)Esfera 2080125 1| 2080125 16641000 00049350
1 by 2 66,125 1 66,125 £29.000 0.0276620
1by 3 28125 1 28,125 22500 00423790
2by3 1891125 1| 1891.125] 1512900 00051760
Error 0125 1 0,125
Total S5 6084875 7

Ao avaliar o grafico de Pareto na Figura 35, é possivel destacar que embora, haja

influéncia do fluxo, a intensidade de seu efeito € bem reduzida, quando comparada com os demais

fatores. A combinagdo do fluxo mais alto, para a célula menor e menor quantidade de esferas,

levou a uma liberagéo melhor do farmaco (Figura 36).
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Figura 35 - Grafico de Pareto para a resposta de eficiéncia da dissolu¢do em 60 minutos (ED%

60 minutos).
Fareto Chart of Standardized Effects; Variable: ED 60 min
2**(3-0) design; MS Residual=,125
DV: ED 60 min
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Figura 36 - Grafico das médias para a resposta ED% 60 minutos
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Com base nos resultados apresentados, definiu-se as condicdes do Ensaio 2 (com
eficiéncia da dissolucdo de 83%) como satisfatorias para avaliar a dissolu¢cao do estradiol no
produto Natifa® 1 mg pelo aparato IV; ou seja, tampé&o fosfato 0,05 mol/L pH 6,8, com fluxo de 25
mL/minuto, célula de 12mm e 1 g de esfera.

Com essas condi¢des, foram analisados os lotes problema 1 e 2 para avaliar o carater

discriminativo do método.

Os resultados estdo apresentados na Tabela 27 e Figura 37.

Tabela 27 — Resultados de estradiol dissolvido em fung&o do tempo nos lotes problema 1 e 2 no
aparato IV para avaliagdo do carater discriminativo, comparado ao perfil de dissolu¢éo do Natifa®

com a condigéo de ensaio 2.

Natifa (Ensaio 2) Lote problema 1 Lote Problema 2
T (min) % diss DPR% % diss DPR% % diss DPR%

0 0 0 0 0 0 0
10 58 3 11 11 24 6
15 74 3 16 8 32 5
20 84 3 22 7 39 4
30 96 2 33 6 49 3
45 103 1 47 6 74 26

60 106 1 56 5 81 25
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Figura 37 - Perfis de dissolucéo de estradiol para avaliagdo do carater discriminativo do método
no aparato IV.
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Portanto, evidenciou-se que o método de dissolugédo desenvolvido no aparato 1V, através
de delineamento de experimento (DoE), totalizando 10 perfis, é satisfatério para o produto Natifa®
pois é capaz de discriminar entre perfis de dissolugéo distintos, sendo um lote comercial, fabricado
sob condi¢bes de Boas Praticas de Fabricacdo (Natifa®) com qualidade, seguranca e eficacia, e
outros dois lotes problema, produzidos em bancada, com altera¢des intencionais na formulagéo e

no processo, nao comercializados, elaborados para desafiar o método.

4. CONCLUSAO

Com base nos dados obtidos e apresentados nesse trabalho, apesar das caracteristicas
da formulacéo de liberacao imediata e dos perfis com dissolugdo muito rapida nos aparatos | e Il,
foi possivel desenvolver um método de dissolucdo para comprimidos revestidos contendo 1 mg
de estradiol (Natifa®) com carater discriminativo. Além disso, o desenvolvimento do método
através do planejamento experimental utilizando DoE, reduziu o nimero de testes necessarios

para definicho das condicdes de dissolucdo, diminuindo o tempo para conclusdo do
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desenvolvimento quando comparado ao nimero desses, e consequente tempo necessario, para

definir as condi¢gbes através da abordagem convencional, ou seja, por tentativa e erro.

Ainda, o aparato IV demonstrou capacidade discriminativa satisfatoria para avaliacdo dos
lotes mesmo para medicamentos de liberacéo imediata com farmaco de baixa solubilidade.

Portanto, os métodos de dissolugdo desenvolvidos neste trabalho possuem caréater
discriminativo adequados para avaliacdo da qualidade de comprimidos revestidos contendo 1 mg

de estradiol.
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