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RESUMO

A dissolugéo intrinseca de farmacos é definida como a dissolugéo do farmaco
puro quando sao mantidas constantes area superficial da substancia, o pH do meio,
a velocidade de agitacédo e a temperatura. Através da realizagao deste teste é obtida
a velocidade de dissolugéo intrinseca (VDI) da substancia, informacéo que tem se
mostrado de grande importancia na industria farmacéutica. Este trabalho aborda
uma revisao bibliografica sobre dissolugao intrinseca com o objetivo de demonstrar
de forma breve a determinacao da VDI de farmacos, os fatores que podem causar
sua alteracdo, como o teste € realizado e os parametros que sdo utilizados no
Laboratério Analitico de Insumos Farmacéuticos (LAIF) para a validagdo das
analises realizadas. Com estas informacdes, foi elaborado um protocolo a ser
seguido nesse tipo de ensaio, o qual foi aplicado para o desenvolvimento e
validacdo da metodologia para a determinagéo da VDI da olanzapina.

Palavras-chave: Dissolugao Intrinseca. Validagao. Controle de Qualidade.



ABSTRACT

The intrinsic dissolution of drugs is defined as the dissolution of the pure drug
when surface area of the substance, pH, stirring speed and temperature are kept
constant. The result obtained with this test is the intrinsic dissolution rate (IDR) of the
substance, whose information are demonstrate to be of great importance in the
pharmaceutical industry. This study presents a literature review on intrinsic
dissolution in order to demonstrate briefly the determination of IDR of drugs, the
factors that can effect it, how the test is performed and the parameters that are used
in the Analytical Laboratory of Pharmaceutical Raw Ingredients (LAIF) for the
validation of the methodology. With this information, a protocol was designed to be
followed in this type of test, and it was applied in the development and validation of
the methodology for determining the IDR of olanzapine.

Keywords: Intrinsic Dissolution. Validation. Quality Control.
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1 INTRODUGAO

A velocidade de dissolucéo intrinseca (VDI) é definida como a taxa de dissolugao
de substancias puras quando a condi¢ao de area de superficie € mantida constante
(USP, 2012; ROSA, 2012), e € determinada através da compactagcdo de uma
quantidade de farmaco formando um disco comprimido, com o objetivo de manter
constante a area superficial em contato com o meio de dissolugdo. Além disso,
outros parametros também devem ser mantidos invariaveis, dentre eles estdo: a
velocidade de agitacdo, pH e temperatura do meio (ISSA, 2011a; ISSA, 2011b;
ROSA, 2012; ROSA, 2005).

O conhecimento da VDI se mostra importante no desenvolvimento e
caracterizagcao de novos farmacos, visto que fatores relacionados ao farmaco como:
tamanho de particula, higroscopicidade, cristanilidade, polimorfismo, dentre outros,
podem afeta-la (ROSA, 2005; ZAKERI-MILANI, 2009). O conhecimento da VDI pode
também ser utilizado para estudar os efeitos de agentes tensoativos e do pH sobre a
solubilizacdo de farmacos pouco soluveis, nos permitindo a identificacdo de
possiveis problemas de solubilidade e biodisponibilidade (ISSA, 2011a; ROSA,
2012)

A solubilidade de um farmaco é determinada pela dissolugdo da dosagem mais
alta de um medicamento em 250 mL de uma solu¢do tampao de pH entre 1,0 e 8,0.
Um farmaco € considerado altamente soluvel quando o resultado, em volume, da
relacdo dose/solubilidade € menor ou igual a 250 mL. Um farmaco de alta
permeabilidade é, geralmente, aquele cuja biodisponibilidade absoluta € maior que
90% na auséncia de instabilidade no trato gastrintestinal ou quando este parédmetro
é determinado experimentalmente (BRASIL, 2003a).

Amidon e colaboradores propuseram em 1995 uma classificacdo biofarmacéutica
baseada na solubilidade e permeabilidade dos farmacos e esta classificacdo
pretende correlacionar a dissolugdo in vitro e a biodisponibilidade in vivo. As
substancias farmacéuticas sao classificadas em quatro grupos (ROSA, 2005,
SINKO, 2008), conforme pode ser observado na figura 1.



Figura 1 — Sistema de classificagdo biofarmacéutica
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Fonte: ISSA, 2011a.

O teste de dissolucao intrinseca tem se mostrado como uma alternativa para
determinacdo da solubilidade de farmacos, pois podemos determinar o grau de
solubilizagdo ao qual o farmaco pertence pela sua VDI. Valores acima de 0,1
mg/cmz/min sugerem que a dissolugdo do farmaco nao sera o passo limitante na
absorcdo, enquanto uma VDI menor que 0,1 mg/cmz/min pode indicar que a
dissolugédo sera um passo limitante na absorgdo (DYAS, 2007; ROSA, 2005; ROSA
et al. 2012). A vantagem da utilizagcdo deste método no lugar do ensaio de
solubilidade é a baixa quantidade de amostra requerida, o que facilita a avaliacio da
solubilidade durante a etapa de pré-formulacdo, e a visualizacdo de possiveis
interferentes como: mudancga de forma cristalina ou formacao de sal, pela curvatura
nos graficos obtidos (ISSA, 2011a; ROSA, 2005).



2 DESENVOLVIMENTO
2.10BJETIVO DA REVISAO

Essa revisdo tem como objetivo abordar de forma breve a determinagdo da
velocidade de dissolugao intrinseca de farmacos, os fatores que podem causar sua
alteracdo, como o teste é realizado e os parametros que sao utilizados no
Laboratério Analitico de Insumos Farmacéuticos (LAIF) para a validagdo das

analises realizadas.

2.2PARAMETROS PESQUISADOS
2.2.1 Obtencao da taxa de dissolugao intrinseca

Para o calculo da VDI é necessario correlacionar-se a quantidade de farmaco
dissolvido pelo tempo, obtendo-se assim, através da regressao linear, a equagao da
reta. O resultado da VDI sera a inclinagdo da reta, expresso em mg/cm?/min (ISSA,
2011a, ROSA, 2012).

O grafico obtido pode apresentar curvatura (alteracdo na inclinacdo da reta);
neste caso devemos considerar para o calculo da VDI somente a area linear. A
obtengdo de uma curvatura positiva pode apontar algum problema experimental,
como por exemplo, desagregacdo do compacto, com consequente mudanga na area
superficial e velocidade de dissolugcdo. Enquanto que a presenga de uma curvatura
negativa pode estar relacionada a mudanga de forma do cristal ou a saturacéo do

meio de dissolugao que foi alcangada (ISSA, 2011a).



Figura 2 — Curvaturas que podem aparecer no grafico de velocidade de

dissolucgdo: (a) positiva e (b) negativa.
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Fonte: ISSA, 2011a.

2.2.2 Aparatos utilizados na determinag¢ao da dissolugao intrinseca

Existem dois aparatos para a realizagao do teste de dissolugao intrinseca: disco
de rotagao e o disco estacionario. Para a preparacido do disco comprimido utilizando
o aparato rotatério, uma quantidade de amostra é colocada na matriz, insere-se o
puncao e o material € compactado através de uma prensa hidraulica, obtendo—se
assim um compacto com uma unica “face” exposta. A matriz € encaixada na haste
do dissolutor onde ficara girando a uma velocidade constante (ROSA, 2012; USP,
2012).

No aparato estacionario a matriz é fixada no fundo achatado da cuba. A principal
diferengca entre eles esta na fonte de fluxo de liquido sobre a superficie de
dissolugdo. No aparato rotatorio o fluxo € gerado pela rotagdo da matriz, enquanto
que para o disco estacionario quem gera esse fluxo € a pa ou outro dispositivo de
agitacao (ROSA, 2012; USP, 2012).



Figura 3 — Aparato disco de rotagao
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Figura 4 - Aparato disco estacionario
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2.2.3 Escolha do meio de dissolugao

A escolha do meio de dissolugédo é um fator importante na determinagao da VDI.
Normalmente, € um meio aquoso dentro da faixa de pH fisiologico e temperatura
constante de 37 °C, para se aproximar das condi¢cdes in vivo. Esses parametros
devem ser controlados, principalmente quando se trabalha com sais e compostos
ionizaveis, pois nesses casos a taxa de dissolucdo pode depender fortemente do
pH, espécie e concentragao de tampéao (ROSA, 2012; USP, 2012).



10

Sempre que possivel o teste deve ser conduzido sob condigdes sink, que é
definida como: o volume de meio, pelos menos, trés vezes maior do que o
necessario para obter uma solugao saturada do farmaco, de modo que o gradiente
de concentragdo seja mantido, nao interferindo na velocidade de dissolugéo
(EMMANUEL, 2010).

O meio de dissolugédo deve ser desaerado antes do inicio da analise para evitar
a formacéo de bolhas na superficie do compacto. A formagao de bolhas pode gerar
resultados equivocados, pois impede que o compacto entre em contato com o meio
dificultando a dissolucao (ROSA, 2012).

2.2.4 Velocidade de dissolucgao intrinseca e polimorfismo

Os farmacos podem apresentar polimorfismo, ou seja, existir em mais de uma
forma cristalina (BRITTAIN, 2008). Polimorfos metaestaveis geralmente sdo mais
soluveis, devido a sua maior energia interna. O conhecimento do tipo de polimorfo
se torna uma informacao util durante a pré-formulacdo para escolha do polimorfo
adequado, considerando a atividade terapéutica do mesmo. Porém, as formas
metaestaveis tém maior tendéncia de se transformar em outro polimorfo (menos
soluvel — forma estavel) da mesma substancia durante a produc¢ao (PITALUGA JR.,
2009). A presenga de diferentes formas polimérficas pode afetar a
biodisponibilidade, a estabilidade quimica e fisica e ter implicacdes na elaboragao da
forma farmacéutica, além de ser uma das principais fontes de variacdo no
comportamento de dissolugdo de farmacos (GASPAROTTO, 2005; ROSA, 2005;
NOVAIS, 2007; ROSA, 2012; BRITTAIN, 2008).

Para a determinacao da VDI a preparacdo da amostra pode ser um ponto critico,
ja que a forga de compressao, utilizada para a formagdo do disco comprimido,
também pode provocar alteragcbes no estado soélido da amostra. Portanto, é
importante verificar se a forca aplicada no compacto para sua formacao nao altera a
estrutura cristalina do farmaco, através da realizacdo do ensaio de difracdo de
Raios-X, e se também altera as dimensdes do ferramental (pung&o e matriz).

2.2.5 Teste de dissolucgao intrinseca e sua validagao

Para o desenvolvimento de um método analitico a garantia da qualidade dos

resultados obtidos é de fundamental importancia. A validagdo deve garantir, através



11

de estudos experimentais, que o método desenvolvido cumpra as exigéncias das
aplicagbes analiticas, assegurando a confiabilidade dos resultados. Para tanto, a
metodologia deve atender a critérios pré-definidos na Resolugdo n° 899/2003
(BRASIL, 2003b).

Apesar da importdncia da determinacdo da VDI para caracterizacdo e
desenvolvimento de farmacos, existem poucos estudos que abordam o
desenvolvimento e validacdo de métodos para sua obtencdo, dificultando a
determinacao dos parametros de validacao que se aplicam ao teste. Os guias ou
legislagcdo pertinentes ndo estabelecem os parametros a serem observados na
validacdo de métodos de dissolugdo intrinseca. Baseados na literatura cientifica
disponivel e guias de validagcédo, entre outros, propomos que os parametros de
validacdo que se aplicam para o teste de dissolugao intrinseca sejam: linearidade,
robustez, precisdo, precisao intermediaria, exatidao e estabilidade da amostra frente
as condicoes do teste.

e Linearidade

E a capacidade do procedimento produzir resultados diretamente proporcionais a
concentragdo do analito na amostra, dentro de um intervalo especificado (BRASIL,
2011). Pode ser determinada a partir da construgao de trés curvas de calibragao.

e Robustez

E um procedimento analitico que procura avaliar o qudo sensivel o resultado
analitico é as variacbes nas condicdes experimentais do procedimento analitico
(BRASIL, 2011). Pode ser avaliada através de variagcdo de parametros durante o
ensaio, no caso da dissolugdo intrinseca: forca utilizada para compressdo do
compacto, pH do meio de dissolugdo, utilizacdo de filtros com diferentes
porosidades, dentre outros.

e Precisao

Estimativa da dispersao de resultados entre ensaios independentes, repetidos de
uma mesma amostra, amostras semelhantes ou padrdes, em condicdes definidas
(BRASIL, 2011). A precisdo do método pode ser avaliada através da repetibilidade e
pela precisdo intermediaria nas amostras (WATSON, 2005). A repetibilidade pode
ser testada realizando a leitura de seis replicatas de amostra com a mesma

concentracdo e a precisdo intermediaria pode ser avaliada pela repeticdo deste
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estudo em trés diferentes dias, e pela preparagao por diferentes analistas seguindo
0S mesmos parametros.

e Exatidao

Deve ser determinada por intermédio de ensaios de recuperacdo utilizando-se
material de referéncia certificado (BRASIL, 2011). Pode ser feita a partir da
recuperacao do padrao nas cubas do aparelho, seguindo as especificagdes do teste
de dissolucgao intrinseca.

o Estabilidade do analito

Deve ser demonstrada simulando as condigdes nas quais o laboratério submete
as amostras e os padrbes (BRASIL, 2011). Pode ser avaliada submetendo a
amostra as condigdes do teste de dissolugdo intrinseca e analisando se ndo houve

degradagao ou alteragao na estrutura da substancia.
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3 CONCLUSAO

O conhecimento da VDI de farmacos tem se mostrado de grande valia na
industria farmacéutica, tanto auxiliando na caracterizagao de matérias-primas, como
no desenvolvimento das formulagdes, permitindo o desenvolvimento racional de
medicamentos. Sua determinagdo também pode nos mostrar o grau de solubilizagao
das substancias, ajudando a predizer se a dissolugéo sera o passo determinante na
absorcao e, consequentemente na biodisponibilidade.

Apesar da importancia da determinagdo da VDI, o volume e a qualidade das
informacdes disponiveis sobre o assunto sao insuficientes, dificultando o
desenvolvimento de novos métodos para sua determinacdo. Os pardmetros de
validac&o para esse tipo de ensaio também n&o estdo bem definidos, conduzindo o
analista a estabelecer empiricamente esses parametros sem um consenso

estabelecido por normas ou guias.
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	O conhecimento da VDI se mostra importante no desenvolvimento e caracterização de novos fármacos, visto que fatores relacionados ao fármaco como: tamanho de partícula, higroscopicidade, cristanilidade, polimorfismo, dentre outros, podem afetá-la (ROSA, 2005; ZAKERI-MILANI, 2009). O conhecimento da VDI pode também ser utilizado para estudar os efeitos de agentes tensoativos e do pH sobre a solubilização de fármacos pouco solúveis, nos permitindo a identificação de possíveis problemas de solubilidade e biodisponibilidade (ISSA, 2011a; ROSA, 2012)
	A solubilidade de um fármaco é determinada pela dissolução da dosagem mais alta de um medicamento em 250 mL de uma solução tampão de pH entre 1,0 e 8,0. Um fármaco é considerado altamente solúvel quando o resultado, em volume, da relação dose/solubilidade é menor ou igual a 250 mL. Um fármaco de alta permeabilidade é, geralmente, aquele cuja biodisponibilidade absoluta é maior que 90% na ausência de instabilidade no trato gastrintestinal ou quando este parâmetro é determinado experimentalmente (BRASIL, 2003a).
	Amidon e colaboradores propuseram em 1995 uma classificação biofarmacêutica baseada na solubilidade e permeabilidade dos fármacos e esta classificação pretende correlacionar a dissolução in vitro e a biodisponibilidade in vivo. As substâncias farmacêuticas são classificadas em quatro grupos (ROSA, 2005, SINKO, 2008), conforme pode ser observado na figura 1. 
	Figura 1 – Sistema de classificação biofarmacêutica
	Fonte: ISSA, 2011a.
	O teste de dissolução intrínseca tem se mostrado como uma alternativa para determinação da solubilidade de fármacos, pois podemos determinar o grau de solubilização ao qual o fármaco pertence pela sua VDI. Valores acima de 0,1 mg/cm2/min sugerem que a dissolução do fármaco não será o passo limitante na absorção, enquanto uma VDI menor que 0,1 mg/cm2/min pode indicar que a dissolução será um passo limitante na absorção (DYAS, 2007; ROSA, 2005; ROSA et al. 2012). A vantagem da utilização deste método no lugar do ensaio de solubilidade é a baixa quantidade de amostra requerida, o que facilita a avaliação da solubilidade durante a etapa de pré-formulação, e a visualização de possíveis interferentes como: mudança de forma cristalina ou formação de sal, pela curvatura nos gráficos obtidos (ISSA, 2011a; ROSA, 2005).
	2 DESENVOLVIMENTO
	2.1 OBJETIVO DA REVISÃO
	2.2 PARÂMETROS PESQUISADOS
	2.2.1 Obtenção da taxa de dissolução intrínseca
	2.2.2 Aparatos utilizados na determinação da dissolução intrínseca
	2.2.3 Escolha do meio de dissolução
	2.2.4 Velocidade de dissolução intrínseca e polimorfismo


	Essa revisão tem como objetivo abordar de forma breve a determinação da velocidade de dissolução intrínseca de fármacos, os fatores que podem causar sua alteração, como o teste é realizado e os parâmetros que são utilizados no Laboratório Analítico de Insumos Farmacêuticos (LAIF) para a validação das análises realizadas.
	Para o cálculo da VDI é necessário correlacionar-se a quantidade de fármaco dissolvido pelo tempo, obtendo-se assim, através da regressão linear, a equação da reta. O resultado da VDI será a inclinação da reta, expresso em mg/cm2/min (ISSA, 2011a, ROSA, 2012). 
	O gráfico obtido pode apresentar curvatura (alteração na inclinação da reta); neste caso devemos considerar para o cálculo da VDI somente a área linear. A obtenção de uma curvatura positiva pode apontar algum problema experimental, como por exemplo, desagregação do compacto, com consequente mudança na área superficial e velocidade de dissolução. Enquanto que a presença de uma curvatura negativa pode estar relacionada à mudança de forma do cristal ou à saturação do meio de dissolução que foi alcançada (ISSA, 2011a).
	Figura 2 – Curvaturas que podem aparecer no gráfico de velocidade de dissolução: (a) positiva e (b) negativa. 
	Fonte: ISSA, 2011a.
	Existem dois aparatos para a realização do teste de dissolução intrínseca: disco de rotação e o disco estacionário. Para a preparação do disco comprimido utilizando o aparato rotatório, uma quantidade de amostra é colocada na matriz, insere-se o punção e o material é compactado através de uma prensa hidráulica, obtendo–se assim um compacto com uma única “face” exposta. A matriz é encaixada na haste do dissolutor onde ficará girando a uma velocidade constante (ROSA, 2012; USP, 2012).  
	No aparato estacionário a matriz é fixada no fundo achatado da cuba. A principal diferença entre eles está na fonte de fluxo de líquido sobre a superfície de dissolução. No aparato rotatório o fluxo é gerado pela rotação da matriz, enquanto que para o disco estacionário quem gera esse fluxo é a pá ou outro dispositivo de agitação (ROSA, 2012; USP, 2012). 
	Figura 3 – Aparato disco de rotação
	Fonte: ROSA, 2012.
	Figura 4 - Aparato disco estacionário
	Fonte: ROSA, 2012.
	A escolha do meio de dissolução é um fator importante na determinação da VDI. Normalmente, é um meio aquoso dentro da faixa de pH fisiológico e temperatura constante de 37 ºC, para se aproximar das condições in vivo. Esses parâmetros devem ser controlados, principalmente quando se trabalha com sais e compostos ionizáveis, pois nesses casos a taxa de dissolução pode depender fortemente do pH, espécie e concentração de tampão (ROSA, 2012; USP, 2012).
	Sempre que possível o teste deve ser conduzido sob condições sink, que é definida como: o volume de meio, pelos menos, três vezes maior do que o necessário para obter uma solução saturada do fármaco, de modo que o gradiente de concentração seja mantido, não interferindo na velocidade de dissolução (EMMANUEL, 2010). 
	O meio de dissolução deve ser desaerado antes do início da análise para evitar a formação de bolhas na superfície do compacto. A formação de bolhas pode gerar resultados equivocados, pois impede que o compacto entre em contato com o meio dificultando a dissolução (ROSA, 2012).
	Os fármacos podem apresentar polimorfismo, ou seja, existir em mais de uma forma cristalina (BRITTAIN, 2008). Polimorfos metaestáveis geralmente são mais solúveis, devido a sua maior energia interna. O conhecimento do tipo de polimorfo se torna uma informação útil durante a pré-formulação para escolha do polimorfo adequado, considerando a atividade terapêutica do mesmo. Porém, as formas metaestáveis têm maior tendência de se transformar em outro polimorfo (menos solúvel – forma estável) da mesma substância durante a produção (PITALUGA JR., 2009). A presença de diferentes formas polimórficas pode afetar a biodisponibilidade, a estabilidade química e física e ter implicações na elaboração da forma farmacêutica, além de ser uma das principais fontes de variação no comportamento de dissolução de fármacos (GASPAROTTO, 2005; ROSA, 2005; NOVAIS, 2007; ROSA, 2012; BRITTAIN, 2008). 
	Para a determinação da VDI a preparação da amostra pode ser um ponto crítico, já que a força de compressão, utilizada para a formação do disco comprimido, também pode provocar alterações no estado sólido da amostra. Portanto, é importante verificar se a força aplicada no compacto para sua formação não altera a estrutura cristalina do fármaco, através da realização do ensaio de difração de Raios-X, e se também altera as dimensões do ferramental (punção e matriz).
	2.2.5 Teste de dissolução intrínseca e sua validação 
	Para o desenvolvimento de um método analítico a garantia da qualidade dos resultados obtidos é de fundamental importância. A validação deve garantir, através 
	de estudos experimentais, que o método desenvolvido cumpra as exigências das aplicações analíticas, assegurando a confiabilidade dos resultados. Para tanto, a metodologia deve atender a critérios pré-definidos na Resolução nº 899/2003 (BRASIL, 2003b).
	Apesar da importância da determinação da VDI para caracterização e desenvolvimento de fármacos, existem poucos estudos que abordam o desenvolvimento e validação de métodos para sua obtenção, dificultando a determinação dos parâmetros de validação que se aplicam ao teste. Os guias ou legislação pertinentes não estabelecem os parâmetros a serem observados na validação de métodos de dissolução intrínseca. Baseados na literatura científica disponível e guias de validação, entre outros, propomos que os parâmetros de validação que se aplicam para o teste de dissolução intrínseca sejam: linearidade, robustez, precisão, precisão intermediária, exatidão e estabilidade da amostra frente às condições do teste.
	 Linearidade 
	É a capacidade do procedimento produzir resultados diretamente proporcionais à concentração do analito na amostra, dentro de um intervalo especificado (BRASIL, 2011). Pode ser determinada a partir da construção de três curvas de calibração. 
	 Robustez 
	É um procedimento analítico que procura avaliar o quão sensível o resultado analítico é às variações nas condições experimentais do procedimento analítico (BRASIL, 2011). Pode ser avaliada através de variação de parâmetros durante o ensaio, no caso da dissolução intrínseca: força utilizada para compressão do compacto, pH do meio de dissolução, utilização de filtros com diferentes porosidades, dentre outros.
	 Precisão 
	Estimativa da dispersão de resultados entre ensaios independentes, repetidos de uma mesma amostra, amostras semelhantes ou padrões, em condições definidas (BRASIL, 2011). A precisão do método pode ser avaliada através da repetibilidade e pela precisão intermediária nas amostras (WATSON, 2005). A repetibilidade pode ser testada realizando a leitura de seis replicatas de amostra com a mesma concentração e a precisão intermediária pode ser avaliada pela repetição deste 
	estudo em três diferentes dias, e pela preparação por diferentes analistas seguindo os mesmos parâmetros.
	 Exatidão
	Deve ser determinada por intermédio de ensaios de recuperação utilizando-se material de referência certificado (BRASIL, 2011). Pode ser feita a partir da recuperação do padrão nas cubas do aparelho, seguindo as especificações do teste de dissolução intrínseca.
	 Estabilidade do analito
	Deve ser demonstrada simulando as condições nas quais o laboratório submete as amostras e os padrões (BRASIL, 2011). Pode ser avaliada submetendo a amostra às condições do teste de dissolução intrínseca e analisando se não houve degradação ou alteração na estrutura da substância.
	3 CONCLUSÃO
	O conhecimento da VDI de fármacos tem se mostrado de grande valia na indústria farmacêutica, tanto auxiliando na caracterização de matérias-primas, como no desenvolvimento das formulações, permitindo o desenvolvimento racional de medicamentos. Sua determinação também pode nos mostrar o grau de solubilização das substâncias, ajudando a predizer se a dissolução será o passo determinante na absorção e, consequentemente na biodisponibilidade.
	 Apesar da importância da determinação da VDI, o volume e a qualidade das informações disponíveis sobre o assunto são insuficientes, dificultando o desenvolvimento de novos métodos para sua determinação. Os parâmetros de validação para esse tipo de ensaio também não estão bem definidos, conduzindo o analista a estabelecer empiricamente esses parâmetros sem um consenso estabelecido por normas ou guias. 
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