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RESUMO

HONORIO, THIAGO DA SILVA. Predicdo da biodisponibilidade e
correlacdo in vitro — in vivo por simulacdo computacional de diferentes
estudos de dissolugcdo com efavirenz. Rio de Janeiro, 2012. Dissertacéo
(Mestrado em Ciéncias Farmacéuticas) — Faculdade de Farmacia -

Universidade Federal do Rio de Janeiro, 2012.

O antiviral efavirenz, um inibidor da transcriptase reversa, pertence a classe Il,
segundo o sistema de classificagéo biofarmacéutica (SCB), e sua absorcao oral
é, provavelmente, limitada pela dissolucdo in vivo. O GastroPlus™ é um
software elaborado por um sistema de equacdes lineares e nao lineares e é
usado para simular o efeito das condic¢es fisiol6gicas sobre a absorcao, assim
como o transito do farmaco ao longo dos compartimentos do trato
gastrointestinal. A proposta deste trabalho € a predi¢cdo da biodisponibilidade e
estabelecer uma correlacéo in vitro - in vivo (CIVIV) de dois diferentes tipos de
biolote de efavirenz a partir dos estudos experimentais estabelecidos. Alguns
parametros fisico-quimicos e farmacocinéticos foram provenientes da literatura.
Experimentalmente, foram determinados a solubilidade e o tamanho de
particula para dois lotes de efavirenz. As simulacbes para cada lote
apresentaram diferengas na porcentagem do erro de predigdo (%EP) em
funcdo dos resultados encontrados segundo fatores como tamanho de particula
e solubilidade. Além disso, as CIVIV foram capazes de discriminar os
diferentes perfis de dissolucdo decorrentes das diferentes metodologias

estabelecidas para o comprimido de efavirenz.
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ABSTRACT

HONORIO, THIAGO DA SILVA. Predicdo da biodisponibilidade e a
correlacdo in vitro — in vivo por simulacdo computacional de diferentes
estudos de dissolugcdo com efavirenz. Rio de Janeiro, 2012. Dissertacéo
(Mestrado em Ciéncias farmacéuticas) — Faculdade de Farmacia -

Universidade Federal do Rio de Janeiro, 2012.

Efavirenz is an inhibitor of the reverse transcriptase belonging to Il class
according biopharmaceutical classification system (BSC) and your oral
absorption é limited by in vivo dissolution. GastroPlus™ is a software
elaborated for a system of linear and nonlinear equation and it is used to
simulate the effect of the physiological condition about the absorption, as well
as the transit of the drug in the compartments of the gastrointestinal tract. The
goal of the work is to simulate the bioavailable and establish the in vitro — in vivo
correlation of biobatches from of the experimental studies. Some physical-
chemical and pharmacokinetics parameters were obtained from literature.
Experimentally, were determined the solubility and particle size to the
biobatches of efavirenz. The simulation to each batch showed differences
among percent prediction error (%PE) in factors like solubility and particle size.
Moreover, suitable in vitro — in vivo correlations were found according with the

different methodology establish to the tablet of efavirenz.
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1. INTRODUCAO

Nas ultimas décadas, estudos sobre as diferentes vias de administracéo
tém sido realizadas, mas a via de administracdo oral continua sendo a
preferencial. Segundo dados de 2001, cerca de 84% de 50 produtos
farmacéuticos vendidos nos Estados Unidos e na Europa, sdo medicamentos
administrados por via oral. E a via de administracdo que mais é objeto de
estudo no desenvolvimento de técnicas de liberacdo de farmacos, pois € mais
conveniente, de baixo custo, menos invasiva, aumentando a adesao do
paciente, além de ser mais segura do que outras vias de administracdo, como
intravenosa e intramuscular (LENNERNAS & ABRAHAMSSON, 2005; SOUZA
et al., 2007; TAO & DESAI, 2005).

Uma vez administrado por via oral, a velocidade e a extensdo de
absorcdo do farmaco ao longo do trato gastrointestinal sdo altamente
dependentes de fatores fisico-quimicos (e.q. solubilidade, polimorfismo, pKa,
coeficiente de particdo Oleo/agua), fisioldgicos (e.q. pH gastrointestinal, tempo
de transito gastrointestinal) e de formulacdo (e.q. tamanho de particula,
excipientes, forma  farmacéutica), influenciando  diretamente na

biodisponibilidade sistémica (LI et al., 2005).

1.1 Solubilidade

A solubilidade é uma propriedade que influencia diretamente na
liberacdo e absorcdo dos farmacos, desempenhando, portanto, um papel
significativo na biodisponibilidade. Para que um farmaco alcance um alvo
terapéutico especifico, as moléculas devem estar sollveis no fluido intestinal
fisiolégico. Com o material dissolvido, € possivel que ocorra a absorcdo em
regides especificas ao longo do trato gastrointestinal (STEGEMANN et al.,
2007).

A solubilidade aguosa de um farmaco é uma propriedade fundamental,
pois, levando em consideracdo a constituicdo aquosa dos fluidos corporais,

este parametro ird depender diretamente das propriedades moleculares e da
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capacidade das moléculas do farmaco formar ligacbes hidrogénio com as
moléculas de agua (STEGEMANN et al., 2007).

Atualmente, em toda comunidade cientifica é bem aceito que a
solubilidade de um candidato a farmaco, especialmente a solubilidade aquosa,
tem sido a principal questdo durante a etapa de descoberta de novos farmacos
bem como no processo de desenvolvimento farmacéutico (CLARRYSSE et al.,
2011; HORTER & DRESSMAN, 2001; STEGEMANN et al., 2007).

A liberacdo de um farmaco a partir de uma forma farmacéutica esta
diretamente relacionada a solubilidade do mesmo, pois esta € a principal
determinante da velocidade de dissolu¢cdo. Um farmaco pouco soluvel
apresentara baixa velocidade de dissolu¢cdo, com consequente liberacéo lenta,
acarretando num tempo de transito maior nas regiées de absorcao. Assim, uma
biodisponibilidade incompleta torna-se caracteristica desse tipo de farmaco
(HORTER & DRESSMAN, 2001).

Em casos onde o farmaco possui uma baixa solubilidade aquosa, o
desenvolvimento do produto deve investigar outras caracteristicas, como
polimorfismo, pKa, composicdo dos fluidos intestinais, tamanho de particula,
pH do meio, volume, motilidade e transito gastrointestinal. Cerca de 40% dos
farmacos apresentam problemas com relacdo a solubilidade aquosa
(STEGEMANN et al., 2007).

1.2 Polimorfismo

Na area farmacéutica, polimorfismo € a capacidade que o farmaco
possui em apresentar duas ou mais formas cristalinas decorrentes de
diferentes arranjos e/ou conformac¢des moleculares (HORTER & DRESSMAN,
2001).

Neste contexto, polimorfos incluem produtos de solvatacao (solvatos) e
amorfos. No primeiro caso, as formas cristalinas contém alguma quantidade de
solvente, e quando o solvente é agua, os solvatos sdo denominados hidratos.
No segundo caso, consistem de arranjos desordenados de moléculas e,

portanto, ndo possuem uma estrutura cristalina (RAW et al., 2004).
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Diferentes polimorfos (ou solvatos) de um mesmo farmaco também
chamados de insumos farmacéuticos ativos (IFA) podem apresentar diferentes
propriedades fisico-quimicas, como, ponto de fusdo, solubilidade aparente,
velocidade de dissolucédo, e densidade, afetando o desenvolvimento de uma
forma farmacéutica, a qualidade e a biodisponibilidade de um candidato a
farmaco. Tal fato é oriundo das diferentes conformagfes e/ou interagdes intra e
intermoleculares que modificam os empacotamentos das moléculas nos
polimorfos. Logo, € importante identificar e controlar o polimorfo durante o
desenvolvimento e a fabricacdo do medicamento (HORTER & DRESSMAN,
2001; STORPIRTIS, 2008).

Os solidos cristalinos podem ser obtidos de diversas maneiras, como,
cristalizacdo, solidificacdo da substancia fundida, sublimacdo de um sdlido,
evaporacdo dos solventes de uma solucdo, difusdo de vapor, tratamento
térmico, etc. No entanto, o processo mais utilizado para o desenvolvimento dos
IFA sélidos na industria € a cristalizacdo. Assim, A rota de sintese, teor de
pureza, concentracoes, temperaturas, solvente, taxa de resfriamento, adicdes
(incluindo aditivos e sementes), entre outros, sdo parametros que devem ser
avaliados (STORPIRTIS, 2008).

Existem casos em que a utilizacdo de polimorfos metaestaveis, ou seja,
polimorfos de menor estabilidade termodinamica, pode ser interessante para
resolver problemas de processabilidade. E como a energia interna dos
polimorfos metaestaveis € maior que a energia interna do polimorfo
termodinamicamente mais estavel, os metaestaveis podem ser utilizados como
uma estratégia viavel para aumentar a dissolucdo e a biodisponibilidade dos
farmacos pouco soltveis.O farmaco cristalizando numa forma metaestavel, ele
torna-se mais solluvel, promovendo seu efeito terapéutico mais rapidamente,
aumentando a velocidade de dissolugcdo e a absorcdo do farmaco (COSTA,
2005; HORTER & DRESSMAN, 2001; STORPIRTIS, 2008).

Entretanto, quando se emprega um polimorfo metaestavel na producéo
de um medicamento, existe o0 risco potencial de conversao para o polimorfo
termodinamicamente mais estavel ou para outras formas solidas do farmaco
em algum ponto do processo produtivo ou no préprio produto final
(STORPIRTIS, 2008).
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Utilizar o polimorfo mais estavel em vez da forma metaestavel é a
solucéo definitiva para resolver o problema da conversédo. Porém, mesmo neste
caso, também é possivel que ocorram transformacdo durante os processos
farmacéuticos. Assim, independente da forma solida selecionada do farmaco,
sempre se deve identificar as etapas criticas do processo produtivo e 0s
controles necessarios para garantir que as caracteristicas do medicamento se
mantenham integras até o término do seu prazo de validade (STORPIRTIS,
2008).

1.3 pKa dos farmacos

Grande parte dos farmacos é classificada como acidos ou bases fracas.
Logo, € importante o conhecimento do pH que representa a concentracédo de
ions hidrogénio presentes no meio e o pKa, considerado como o valor de pH
em que as concentracdes entre as espécies acida e basica sao iguais, visto
gue existe uma relacdo entre estes parametros, a solubilidade do farmaco e,
consequentemente, a sua dissolucdo (ANDRADE, 2010; MARTINEZ &
AMIDON, 2002; PREVIDELLO et al., 2006).

A capacidade de particdo de um farmaco entre um ambiente lipidico e
um ambiente aquoso, muitas vezes, € influenciada pelo pH do meio, devido ao
efeito deste ultimo sobre a ionizac&do do farmaco. A fracdo ionizada do farmaco
tende a ser mais solivel no ambiente agquoso do que a fragdo néo ionizada,
consequentemente, a velocidade de dissolucdo do soluto em meio aquoso
pode ser afetado pelo pH do meio (MARTINEZ & AMIDON, 2002).

Via transporte passivo, apenas as formas ndo ionizadas do farmaco
atravessam o epitélio gastrointestinal, que é impermeavel para as formas
ionizadas. Assim, a absor¢do do farmaco na forma néo ionizada ocorrera de
acordo com sua concentracdo nas regibes especificas de absorcao
(ASHFORD, 2005c; BONAMICI, 2009).

A influéncia do pH do meio na ionizagdo do farmaco pode ser verificada
segundo a equacao de Henderson—Hasselback (MARTINEZ & AMIDON, 2002).
O equilibrio quimico entre acidos e bases pode ser ilustrado de acordo com a

Equacéo 1, sendo HA a forma acida e A" a forma basica.
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— +
HA + H0 < A + H:0
Equacéo 1
A determinacdo da constante de ionizacdo para esse equilibrio €&

realizada utilizando suas concentracdes. Utilizaremos a concentracdo das

espécies conforme a Equagéo 2.

Ka= [A][H30)[HA]
Equacéao 2

Esta equacdo demonstra que a razdo de concentragfes da forma &cida
pela basica pode ser controlada pela concentracdo de ions hidrogénio.
Fazendo-se o logaritmo dos dois membros da igualdade dessa equacado e

sabendo que:

pH= -log [Hz20"]

Equacéo 3
pKa= -log Ka
Equacéao 4
A Equacéao 2 pode ser reescrita como:
pKa= pH + log{[HA]/[[AT}
Equacgao 5

A Equacdo 4 mostra que, quanto mais acida a substancia, ou seja,
quanto maior o Ka, menor sera o valor de seu pKa e a Equacgéo 5 é a Equacgéao
de Henderson-Hasselback.

Sendo assim, os farmacos com carater basico apresentam pouca
dissociacao em valores de pH elevados (maior fragdo na forma n&o-ionizada),
enquanto que os farmacos com carater acido apresentam uma alta dissociagéo
em valores de pH elevados (maior fragcdo na forma ionizada) (MARTINEZ &
AMIDON, 2002).



24

Consequentemente, os farmacos acidos devem apresentar uma maior
absorcao na regido do estbmago, pois prevalece a sua forma né&o ionizada, e
os farmacos basicos devem apresentar uma maior absorcdo na regido do
intestino, pois também prevalece a sua forma nao ionizada. Entretanto, outros
fatores devem ser considerados, como o farmaco com carater acido que € mais
absorvido no intestino do que no estdbmago, mesmo que esteja
predominantemente na forma ionizada no intestino. Este fato € devido & maior
area superficial de absorcdo nesta regido, compensando o elevado grau de
ionizacdo observado para os farmacos acidos neste ambiente. Além disso, o
tempo de residéncia mais prolongado nas regides de absor¢cdo no intestino
delgado também favorece a absorcao dos &cidos fracos (ASHFORD, 2005c;
BONAMICI, 2009).

1.4 pH do meio gastrointestinal

O pH ao longo do trato gastrointestinal exibe uma alta variabilidade.
Assim, com a influéncia do pH na particdo do farmaco, pode-se prever sua
absorcdo em regides do tubo digestivo (AVDEEF, 2001).

No ambiente gastrico em jejum, o valor de pH pode variar entre 1,0 e
3,5. Por outro lado, apds a ingestdo de alimentos, ocorre o tamponamento do
suco gastrico. Assim, o valor de pH nessa regido passa a variar entre 3,0 e 7,0
(ASHFORD, 2005¢; BONAMICI, 2009).

No ambiente intestinal, o valor de pH aumenta gradualmente até a
regido do ileo, apresentando uma variacdo de pH entre 4,9 e 7,4, em jejum, e
pH entre 5,2 e 7,5 no estado alimentado. Na regido do cdélon, ocorre uma
diminuicdo do valor de pH, que varia entre 50 e 8,0, devido as bactérias
existentes nessa regido que metabolizam carboidratos e acidos graxos.
(ASHFORD, 2005b; AVDEEF, 2001; BONAMICI, 2009; GRBIC et al., 2010).
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1.5 Solubilizacao por surfactantes e sua relacdo com as propriedades
fisico-quimicas

Outro caminho para o aumento da solubilidade dos farmacos além de
variar os valores de pH, é a adicdo de surfactantes ao meio ou 0 uso de
emulsdes (LOBENBERG & AMIDON, 2000).

A solubilizagdo por surfactantes pode ser definida como “a preparacao
de uma solucéo termodinamicamente estavel de uma substancia normalmente
pouco ou praticamente insolivel em um dado solvente pela acdo de um ou
mais componentes anfifilicos” (ATTWOOD & FLORENCE, 1983; HORTER &
DRESSMAN, 2001).

A emulséo € uma dispersdo entre dois liquidos imisciveis na forma de
goticulas, geralmente com diametro entre 0,1 e 100 um, existindo uma camada
interfacial entre as duas fases que pode ser ocupada com agentes de
superficie ativa. As emulses comumente sdo descritas como sendo 6leo em
agua (O/A) ou agua em oOleo (A/O), onde a primeira fase mencionada é a
representada pela fase dispersa e a segunda fase representa a fase
dispersante (SINGH et al., 2009).

No trato gastrointestinal, sais biliares e lecitina estéo fisiologicamente
presentes, e melhoram a umectacdo e a solubilidade de muitas substancias
lipofilicas. Segundo a literatura, as interagdes do suco intestinal com o0s
componentes lipidicos e alimentares podem aumentar a formacéo de emulsées
que contribui na melhora da solubilidade de componentes pouco solUveis
(LOBENBERG & AMIDON, 2000).

Nos estudos desenvolvidos por métodos in vitro, além dos componentes
biliares naturais, um numero de surfactantes sintéticos esta disponivel para o
desenvolvimento dos estudos de dissolucdo. De acordo com a literatura,
estudos realizados com diferentes tipos de surfactantes sintéticos (Lauril sulfato
de sddio (LSS), Tween 20 (TW 20)) apresentaram aumento na solubilizacdo da
griseofulvina em comparacéo a sua solubilizacdo em agua) (LOBENBERG &
AMIDON, 2000).

Logo, o melhoramento da solubilizacdo dos farmacos provenientes dos
efeitos dos surfactantes sintéticos, tem levado pesquisadores a desenvolver

novos meios dissolucdo que mimetizem um ambiente in vivo, sendo
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comprovado com auxilio do estabelecimento de correlagbes in vitro—in vivo
(CIVIV).

1.6 Coeficiente de particéo

O coeficiente de particdo (P) agua-octanol de um farmaco é a razéo
entre as concentragbes do composto nao ionizado em octanol e agua
mutuamente saturados. Os valores de P podem variar em algumas ordens de
magnitude, sendo que o logaritmo (Log P) €& comumente usado por
conveniéncia (LI et al., 2005).

Dentre os solventes disponiveis, o n-octanol foi selecionado porque
mimetiza a membrana biolégica em diversos aspectos: possui uma cadeia
alquila saturada apolar com grupo hidroxila polar que pode agir como doador
ou aceptor de ligacdo hidrogénio, dissolve-se em agua na extensdo de 1,7 M e
seu parametro de solubilidade é proximo ao da membrana biolégica, por
exemplo, a pele (LI et al., 2005).

Sendo o valor do pH fisiologico igual a 7,4, o coeficiente de particdo
pode ser calculado usando n-octanol em tampdo de mesmo valor. O
coeficiente de particdo determinado em um dado valor de pH é denominado
coeficiente de distribuicdo (D) e corresponde a razao entre as concentracdes
do composto ndo ionizado na fase organica de ambas as espécies na fase
aguosa em um dado valor de pH (LI et al., 2005).

Na década de 90, Kramer comparou os valores de Log D de uma
diversidade de farmacos com seus respectivos coeficientes de permeabilidade
aparente (Papp) atraves de estudos com monocamada de ceélulas Caco-2, e
com a fracdo absorvida em humanos apos administracdo oral. Os farmacos
altamente permeaveis foram aqueles com o log D nos valores entre 0 e 3, ja 0s
farmacos com baixo valor de permeabilidade foram aqueles com o valor de log
D<-1,50u>4,5 (Ll etal., 2005, KRAMER, 1999).
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1.7 Tamanho de particula

Quando a solubilidade aquosa e a dissolugdo de um farmaco séo
designadas como um fator limitante aos testes in vitro e in vivo, a reducéo do
tamanho de particula torna-se uma importante estratégia a ser investigada
(STEGEMANN et al., 2007).

A dissolucéo é diretamente proporcional a area superficial dos farmacos.
Seu perfil de dissolucdo aumenta de acordo com a diminuicdo do tamanho de
particula. O processo de micronizacdo que fornece um tamanho de particula
em torno de 3-5 pum € uma estratégia bem sucedida para aumentar a
velocidade de dissolucdo. Logo, essa propriedade pode influenciar a
desintegracdo do comprimido, a dissolucao in vivo e a absor¢cao dos farmacos
(HORTER & DRESSMAN, 2001).

Jinno e colaboradores (2006) investigaram os efeitos do tamanho de
particula incluindo trés tipos de técnicas de trituracdo sobre o ritmo de
dissolucéo do cilostazol em agua. O diametro médio das particulas conforme
suas respectivas técnicas foram nos valores de 13, 2,4 e 0,22 um. O perfil de
dissolugcdo em agua foi claramente afetado pelo respectivo parametro sobre
cada ingrediente ativo.

45% do cilostazol de maior valor de seu respectivo diametro médio
foram dissolvidos em 60 minutos. O ingrediente ativo triturado pela segunda
técnica (2,4 um) obteve uma dissolug¢do de 80% no tempo de 15 minutos, esta
fracdo chegou a 95% em 60 minutos. Por fim, na terceira técnica (0,22 pum), a
dissolucgéo foi concluida imediatamente (JINNO et al., 2006).

Os resultados de dissolucédo do cilostazol baseados nas técnicas de
trituracdo seguiram a equacdo de Noyes—Whitney, ou seja, o ritmo de
dissolucéo é diretamente proporcional ao aumento da area de superficie como
consequéncia do processo de trituracdo (JINNO et al, 2006).

Entretanto, nem sempre a diminuicdo do tamanho de particula resulta no
aumento da velocidade de absor¢cdo. Farmacos muito solUveis possuem um
mesmo valor de concentracdo plasmatica, independente de seu tamanho de
particula. A solubilidade, neste caso, ndao € um fator limitante para que o
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tamanho da particula possa apresentar influéncia sobre a absorcéo
(BONAMICI, 2009).

Em determinados casos, a reducdo do tamanho de particula pode
ocasionar acdes toxicas. Entre 1972-1973, problemas de intoxicacdo com a
digoxina ocorreram provenientes da reducdo do seu tamanho de particula
(BONAMICI, 2009).

1.8 Excipientes

Grande parte dos farmacos voltados para uma administracao via oral
necessita de uma formulacdo com excipientes para permitir uma administracao
adequada, para facilitar a fabricacdo do produto, para aumentar a estabilidade
da formulagdo ou por razbes estéticas. Tradicionalmente, os excipientes sdo
considerados inertes, mas algumas pesquisas realizadas mostram que 0s
adjuvantes podem interagir com o farmaco, afetando sua absorcdo e
biodisponibilidade (JACKSON et al., 2000).

Os excipientes séo tradicionalmente classificados de acordo com a
fungcdo que eles desempenham em uma formulagdo, embora muitos deles
apresentem multiplas funcdes (JACKSON et al., 2000).

Os diluentes séo adicionados com o objetivo de proporcionar um volume
adequado para a producdo da forma farmacéutica sélida. Devem ser inertes
para nao alterar a estabilidade e a biodisponibilidade do farmaco. No entanto,
varios estudos comprovaram a interferéncia dos excipientes na estabilidade e
velocidade de dissolugdo. Os diluentes mais utilizados nas formas
farmacéuticas soélidas sdo manitol, lactose, celulose e carbonato de calcio
(JACKSON et al., 2000; STORPIRTIS, 2008).

Os desintegrantes aumentam em muitas vezes o0 seu volume original
quando em &gua ou liquidos organicos, sendo adicionados a uma formulacdo
para facilitar a desagregacdo de uma forma de dosagem dentro dos granulos
ou particulas em p6. Os desintegrantes mais utilizados s&o amido, derivados
de celulose e polivinilpirrolidona (JACKSON et al., 2000; STORPIRTIS, 2008).

Os lubrificantes séo substancias hidrofébicas usadas no revestimento do

comprimido, que evitam a adesdo e auxiliam na ejecdo dos comprimidos
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durante a sua producdo em compressoras. Além disso, podem reduzir o atrito
do po e as superficies metélicas durante o processo de fabricacdo. O estereato
de magnésio € um exemplo dentre os mais utilizados (JACKSON et al., 2000;
STORPIRTIS, 2008).

Os aglutinantes sdo substancias mais utilizadas para facilitar a
agregacdo das particulas e a formacéo dos granulos, geralmente ativadas pelo
agente umectante, formando mucilagens e solug¢des viscosas. Como exemplo
de aglutinantes, podemos destacar as gomas, a polivinilpirrolidona e os
derivados de celulose (STORPIRTIS, 2008).

Os tensoativos sédo adjuvantes que tém a funcdo de melhorar a
dissolucéo, exercendo, na maioria das vezes, efeito sobre a membrana. Podem
ser prejudiciais quando o farmaco € quimicamente sensivel ao suco gastrico,
pois a dissolucédo precoce no estdbmago pode desencadear a degradacdo do
farmaco em pH &cido (STORPIRTIS, 2008).

O revestimento pode ser utilizado nos comprimidos para protecéo contra
oxidacdo e umidade, para mascarar sabor e odor, assim como para modular a
liberacdo do farmaco (STORPIRTIS, 2008).

1.9 Formas farmacéuticas

A escolha da forma farmacéutica € considerada como uma etapa
bastante importante, pois pode influenciar na dissolu¢ao do farmaco nos fluidos
gastrointestinais (ASHFORD, 2005c; BONAMICI, 2009).

Como mencionado anteriormente, para que os farmacos possam ser
absorvidos, eles devem estar em solugéo. Muitas etapas podem interferir na
absorcdo dos farmacos. Logo, o grande numero de obstaculos sobre uma
determinada forma farmacéutica pode desencadear em problemas na
biodisponibilidade (ASHFORD, 2005c; BONAMICI, 2009).

Os comprimidos sdo formas farmacéuticas soélidas e comprimidas
provenientes de uma mistura entre o farmaco e os excipientes. E uma forma de
dosagem com grande potencial em apresentar problemas em termos da
biodisponibilidade, devido aos fatores relacionados com a tecnologia

farmacéutica e os excipientes empregados (BONAMICI, 2009).
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As formas farmacéuticas em suspensdo sao desenvolvidas, muitas
vezes, para veicular farmacos insolGveis ou pouco soluveis em um ambiente
aguoso. A variacdo da biodisponibilidade pode estar relacionada com
caracteristicas da matéria-prima como tamanho de particula, forma cristalina,
complexacdo dos farmacos com excipientes, elementos que favorecem a
dissolugcé&o ou aumentam a viscosidade (ASHFORD, 2005c; BONAMICI, 2009).

As solugbes sao as formas de dosagem adequadas quando uma rapida
e completa absorcéo é requerida. Fatores que influenciam a biodisponibilidade
a partir desta forma farmacéutica estdo relacionados com a estabilidade dos
farmacos nos fluidos do trato gastrointestinal ou a incorporagcédo dos farmacos
no interior das micelas com o objetivo de solubilizar os farmacos sollveis no
ambiente aguoso (ASHFORD, 2005c; BONAMICI, 2009).

1.10 Tempo de transito gastrointestinal

Os tempos de esvaziamento gastrico e o de transito intestinal sdo muito
importantes nos estudos de liberacdo de farmacos. A administracdo de
farmacos junto com liquidos ou sélidos podem afetar de uma forma diferente o
esvaziamento gastrico. Na administracdo de farmacos junto com liquidos, o
esvaziamento total do estbmago ocorre em torno de 1 hora apdés a
administracdo. Na administracdo junto com sélidos, o esvaziamento gastrico
ocorre em torno de 2 a 3 horas apds administracédo. Por outro lado, ndo ha uma
grande diferenca entre o tempo de transito na regido do intestino delgado das
diferentes formas de dosagem. Geralmente, o tempo de transito intestinal das

diferentes formas de dosagem varia de 3 a 4 horas (LI et al., 2005).

1.11 Volume dos fluidos do trato gastrointestinal

A concentracdo do farmaco presente em solucdo e disponivel para ser
absorvido, depende também do volume dos fluidos do trato gastrointestinal
(MASAOKA et al., 2006).
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De acordo com a literatura, o volume total de fluido no trato
gastrointestinal produzidos diariamente é de aproximadamente 8,5 litros. A
quantidade e as caracteristicas das secre¢fes produzidas podem ser alteradas
em resposta ao conteddo Iluminal, como por exemplo, nas secrecdes
intestinais, a agua pode mover se do sangue ao duodeno em resposta a uma
refeicdo hipertdnica para manter a isotonicidade do limen com o plasma
(DESESSO & JACOBSON, 2001).

A dissolucdo do farmaco vai depender do volume de liquido
administrado com o farmaco, das secrecdes e do fluxo de agua através da
superficie do intestino (MASAOKA et al., 2006).

1.12 Motilidade intestinal

Existem dois tipos principais de movimentos intestinais: o propulsor e o
de mistura. Os movimentos propulsores estéo relacionados diretamente com a
velocidade de absorcdo e, consequentemente, com o tempo de permanéncia
do farmaco ou da forma farmacéutica no intestino delgado (ASHFORD, 2005b).

A motilidade intestinal afeta a absorcéo dos farmacos. O farmaco possui
um movimento cinético ao longo do trato gastrointestinal, a perfusdo do
farmaco deve ocorrer antes que seja translocado para regifes do sistema
gastrointestinal em que a absor¢éo é comprometida (ASHFORD, 2005b).

A permanéncia do farmaco nas regides de absorcado sdo dependentes
da motilidade intestinal. O maior tempo de permanéncia do farmaco nas
regides de absorgcdo conduz a uma maior quantidade absorvida. Logo, esse
parametro € importante na liberacdo dos farmacos de diferentes formulagcbes
existentes (ASHFORD, 2005b; BONAMICI, 2009; CHARMAN et al., 1997;
GIBALDI, 1991).

1.13 Permeabilidade

A maior fracdo de um farmaco é absorvida no intestino delgado,
principalmente na regido do duodeno e na parte proximal do jejuno. Este

processo ocorre nas paredes do intestino delgado que € recoberto por um
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epitélio cilindrico simples, constituido por pregas, depressbes e
microvilosidades para aumentar sua area superficial e, consequentemente, a
absorcdo (DESESSO & JACOBSON, 2001; SOUZA et al., 2007).

A parede do intestino delgado é constituida de uma camada serosa, uma
submucosa e uma mucosa intestinal. As Ultimas formam a principal barreira
que controla a absorcdo dos farmacos e também dos alimentos apos
dissolucdo no contetudo luminal. A mucosa consiste de quatro camadas:
monocamada superficial, membrana basal, lamina propria (tecido conectivo,
nervos, linfécitos, vasos sanguineos, vasos linfaticos, macréfagos e mastocitos)
e células musculares lisas (DEFERME et al., 2008).

A membrana basal é constituida por uma bicamada fosfolipidica,
proteinas e, associados a ela, glicoproteinas, glicolipideos, oligossacarideos,
por fim, a presenca de canais (DEFERME et al., 2008). A capacidade que uma
molécula possui em atravessar a membrana biolégica € denominada como
permeabilidade que esta sob influéncia das caracteristicas fisico-quimicas de
ambos. A permeabilidade € muito importante, pois governa a absorcdo, a
distribuicdo, o metabolismo e a excrecdo dos farmacos (PANCHAGNULA &
THOMAS, 2000).

A passagem dos farmacos através da membrana intestinal €
considerada complexa e dindmica. Esta passagem pode ocorrer via transporte
passivo, quando o farmaco passa através dos enterdcitos (transcelular) ou
pelas juncdes, i.e., entre os entérocitos (paracelular), em funcdo de seu
gradiente de concentracdo e as caracteristicas do farmaco. Esta passagem
também pode ocorrer via transporte ativo, dependendo de transportadores de
captacdo (BALIMANE et al., 2000). A endocitose também & um processo que
auxilia no transporte de farmacos. Muitas proteinas e nucleotideos utilizam
esse tipo de via (DEFERME et al., 2008).

Alguns fatores podem influenciar na permeabilidade dos farmacos, como
solubilidade do farmaco, dissolugdo do farmaco, forma farmacéutica,
excipientes, liquidos corporais, valor do pH na regido de absorcéo, tamanho de
particula e area superficial de contato (contribuindo para a desintegracdo do
farmaco) (CUSTODIO et al., 2008; METSUGI et al., 2008; SOUZA et al., 2007,
TRAN et al., 2009). As condicdes fisiologicas também influenciam na absorcéo

dos farmacos como tempo de esvaziamento géastrico, tempo de transito
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intestinal, atividades enzimaticas e da flora intestinal, condicbes do trato
gastrointestinal de um determinado individuo (METSUGI et al., 2008; SOUZA et
al., 2007).

Os farmacos mais lipofilicos normalmente atravessam a membrana pela
via transcelular passiva, ou seja, atravessando-a internamente. A passagem
dos farmacos através do epitélio depende do gradiente de concentracdo do
farmaco e das caracteristicas do farmaco que o tornam apto a permear através
da 4gua estacionaria existente na superficie luminal e através das membranas
apical e basolateral (DEFERME et al., 2008).

O mecanismo de transporte dos farmacos pode ocorrer de modo
inverso. Com o auxilio de proteinas denominadas como transportadores, pode
ocorrer a passagem do farmaco do interior da célula para o meio extracelular.
Assim, a absorcdo pode ser retardada, influenciando a biodisponibilidade. A
esse tipo de transporte denominamos como efluxo. A afinidade e a interacao do
farmaco com as proteinas de efluxo pode levar o farmaco das células epiteliais
de volta para o limen intestinal. Um exemplo de transportadores de efluxo é a
glicoproteina-P localizada ao longo do trato gastrointestinal no lado apical das
células epiteliais (DEFERME et al., 2008).

Para aumentar a biodisponibilidade, podemos citar duas estratégias
utilizadas, como, o aumento de dose administrada, provocando a saturacao
dos transportadores de efluxo, e a co-adminstracdo de farmacos que inibe a
acdo de um transportador de efluxo e, consequentemente, acarreta no

aumento da absorcéo de outra substancia (AUNGST, 1999).

1.14 Biodisponibilidade / Bioequivaléncia

Mundialmente, o conceito de biodisponibilidade é similar em todos os
guias regulatérios. A agéncia americana que regulamenta alimentos e
medicamentos (US Food and Drug Administration, FDA) define
biodisponibilidade como a velocidade e a extensdo com que um farmaco ou
uma entidade farmacéutica é absorvida a partir de um medicamento e esta
disponivel no sitio de acdo (FDA, 2003). No Brasil, para a Agéncia Nacional de

Vigilancia Sanitaria (ANVISA), a biodisponibilidade indica a velocidade e a
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extensdo de absorcdo de um principio ativo em uma forma de dosagem, a
partir de sua curva concentracdo plasmatica versus tempo na circulacao
sistémica ou sua excrec¢do na urina (ANVISA, 1999).

A Dbiodisponibilidade ¢é determinada a partir de parametros
farmacocinéticos como a éarea sob a curva (ASC), que corresponde a
quantidade de farmaco absorvida, e a concentracéo plasmatica maxima (Cmax),
relacionada ao tempo (tmax) que representa a velocidade do processo de
absorcéo (Figura 1) (STORPIRTIS, 2008).

250 B
!
\ Cmax = 238 ng/mL

200 \

150 — \ AUC = 1590ngh/mL B

A
100 - o -
N

50_ \ L

T

\\.-\‘

Tmax=2h —
0 T T Ll_—_—‘—- T

0 5 10 15 20 25
tempo (h)

Concentragdo plasmatica (ng/mL)

Figura 1 — Perfil da curva de concentracéo plasmética versus tempo e 0s
parametros farmacocinéticos, concentracdo plasméatica maxima Cnax € area
sob a curva (ASC), utilizados no calculo da biodisponibilidade (adaptado de

BONATE, 2011).

Por definicdo, a biodisponibilidade de um farmaco administrado por via
intravenosa € total ou 100%, pois toda a quantidade de farmaco administrada
esta disponivel para exercer o efeito. Entretanto, a administragdo por outras
vias, implica em barreiras que levam ao comprometimento do aproveitamento
total da dose (STORPIRTIS, 2008).

Assim, o desenvolvimento de medicamentos inovadores administrados
por vias extravasculares, por exemplo, necessitam de estudos de
biodisponibilidade absoluta, adotando-se, como referéncia, o medicamento na

mesma dose, mas administrado por via intravascular (STORPIRTIS, 2008).
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Outra medida conhecida é a biodisponibilidade relativa que corresponde
a comparacéao das biodisponibilidades de medicamentos quando administrados
pela via extravascular. Normalmente, a determinacdo da biodisponibilidade é
necessaria para o registro de medicamentos genéricos quando estabelecido
aos critérios de bioequivaléncia (STORPIRTIS, 2008).

A bioequivaléncia consiste na demonstracdo da equivaléncia
farmacéutica entre o0s produtos apresentados sob a mesma forma
farmacéutica, contendo idéntica composicdo qualitativa e quantitativa de
principio ativo e que tenham sido estudados sob um mesmo desenho
experimental (ANVISA, 1999).

Os estudos de biodisponibilidade tém como objetivo (STORPIRTIS et al,
2008):

¢ Obter uma avaliacdo de bioequivaléncia entre as formas farmacéuticas;

e Realizar uma avaliacdo dos medicamentos que possuam novos farmacos
na terapia;

e Efetuar uma avaliagcdo de novas formulagbes que possuam um mesmo
farmaco;

e Fazer uma avaliacdo das formas farmacéuticas de liberagdo modificadas;

e Desenvolver uma avaliacdo de formas farmacéuticas contendo varios
farmacos;

e Fazer uma avaliagdo no momento de alteracdo das formas farmacéuticas;

e Avaliar a alteracédo de posologia/esquema terapéutico.

Os estudos de biodisponibilidade e bioequivaléncia de uma determinada
forma farmacéutica visam confirmar a seguranca e a eficacia da mesma. Com
base nos principios éticos, estudos envolvendo modelo animal sdo utilizados
para garantir a biodisponibilidade. Entretanto, na auséncia do modelo animal,
0os testes devem envolver seres humanos sob condicbes normais e
padronizadas. No entanto, esses estudos sdo suscetiveis a variabilidade entre
os individuos, a diferencas quanto as formulacées de um mesmo lote, ou até

mesmo 0 erro experimental na determinacdo dos parametros farmacocinéticos
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(BONAMICI, 2009). Adicionalmente, os estudos de bioequivaléncia, em geral,
sdo de alto custo e demorados, além de exporem voluntarios sadios a riscos
resultantes da utilizacdo do medicamento (FLACH & DALLA COSTA, 1999).

Assim, foi criado um Sistema de Classificacdo Biofarmacéutica (SCB)
relativos aos resultados de dissolucéo in vitro e permeabilidade, com objetivo
de avaliar o comportamento da absor¢cédo dos farmacos e, consequentemente,
sua farmacocinética, indicando a isencdo dos estudos de biodisponibilidade
/bioequivaléncia (AMIDON et al, 1995).

1.15 Sistema de classificacdo biofarmacéutica (SCB)

A discusséo sobre a necessidade de estudos de
biodisponibilidade/bioequivaléncia nos processos regulatérios tem sido um dos
principais topicos nos debates internacionais. Embora essas pesquisas sejam
de extrema importancia, nos ultimos anos, diversos medicamentos vém sendo
desenvolvidos baseados quanto a sua classificacao biofarmacéutica (BLUME &
SHUG, 1999; CHENG et al., 2004; LEHTO et al., 2011).

O sistema de classificacdo biofarmacéutica (SCB), elaborado em 1995
por Amidon e colaboradores, € uma ferramenta de prognéstico criada para
facilitar o desenvolvimento dos farmacos. O SCB € baseado em estudos de
dissolucéo e estabelece os métodos ideais para solicitar a isencao dos estudos
de bioequivaléncia in vivo, dando énfase a avaliacdo in vitro para os produtos,
desde o ponto de vista mecanistico mais do que empiricamente ou in Vvivo.
Assim, a predicdo a partir de propriedades fisico-quimicas do comportamento
in vivo dos farmacos traz varias vantagens como a reducao de custo durante o
desenvolvimento dos medicamentos e a prevencdo dos riscos que cada
voluntario possa ser suscetivel nos estudos de bioequivaléncia (LENNERNAS
& ABRAHAMSSON, 2005; STORPIRTIS, 2008).

Segundo esse sistema, os farmacos sao classificados em quatro classes
(Tabela 1), de acordo com a contribuicdo de trés fatores fundamentais:
solubilidade, dissolucdo, e permeabilidade intestinal. Esses parametros

governam o ritmo e a extensdo de absorcdo dos farmacos em uma forma de
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dosagem oral sélida de liberacao imediata (MARTINEZ & AMIDON et al., 2002;
WEI et al., 2006; KORTEJARVI et al., 2007).

Tabela 1 — Sistema de classificagdo biofarmacéutica dos farmacos segundo
parametros de solubilidade e permeabilidade gastrointestinal (Adaptado de

Emami, 2006).
Classe Solubilidade Permeabilidade Fator Limitante para absor¢cdo Farmaco
I Alta Alta RD / Esvaziamento gastrico Metoprolol
Il Baixa Alta Solubilidade Efavirenz
[l Alta Baixa Permeabilidade Cimetidina
AV Baixa Baixa Solubilidade/PermeabilidadeFurosemida

RD — Ritmo de dissolugéo

Para farmacos de classe | (alta solubilidade e alta permeabilidade),
como o metoprolol, o fator limitante para a absor¢cdo do farmaco esta
relacionado as velocidades de dissolugdo e ao de esvaziamento gastrico, caso
a dissolucdo do farmaco seja muito rapida. Nos farmacos de liberacdo
imediata, a velocidade de absorcdo é controlada pelo esvaziamento gastrico
(EMAMI, 2006).

Farmacos de classe Il (baixa solubilidade e alta permeabilidade), como
efavirenz, a dissolugdo in vivo do farmaco € o fator limitante para a sua
absorcdo, que € mais lenta do que os farmacos de classe | (EMAMI, 2006).

Farmacos de classe Il (alta solubilidade e baixa permeabilidade), como
a cimetidina, sédo rapidamente dissolvidos e a permeabilidade é o fator limitante
para a absorcdo do farmaco. Com uma rapida dissolugéo, o tempo de contato
entre o farmaco dissolvido e a mucosa de absorcdo € maximizado. E relatada
uma alta variabilidade quanto a velocidade e a extensao de absorcéo para esta
classe, que é atribuida diretamente ao transito gastrointestinal, ao conteudo
luminal e a velocidade de permeacdo do farmaco através da membrana
(EMAMI, 2006).

Por ultimo, os farmacos de classe IV (baixa solubilidade e baixa
permeabilidade), como a furosemida, apresentam baixas solubilidade e
permeabilidade. Este grupo exibe grandes problemas quanto a liberacéo oral
efetiva (EMAMI, 2006).
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Em 2000, a FDA publicou uma orientacdo para a industria denominada
“Guindance for industry on Waiver of in vivo BA and BE studies for immediate
release solid oral dosage forms containing certain active moieties/ acitve
ingredient based on BCS”, um guia para industria sobre a isen¢cédo dos estudos
de biodisponibilidade e bioequivaléncia para as formas de dosagem oral solidas
de liberagdo imediata contendo farmacos baseados no SCB, mudando o
paradigma a respeito das regulamentacdes sobre bioequivaléncia nos Estados
Unidos (LOBENBERG & AMIDON, 2000).

“A ANVISA, na resolucdo RDC N° 37 de 3 de agosto de 2011, publicou
‘o Guia para isencdo e substituicio de estudos de biodisponibilidade
relativa/bioequivaléncia” baseado no SCB. Assim, métodos para a
determinacdo dos dados de solubilidade, permeabilidade e dissolucdo foram

protocolados de acordo com os guias especificos.

1.15.1 Solubilidade e SCB

Segundo o SCB, a solubilidade é determinada como o volume de meio
aquoso necessario para dissolver a mais alta dose estabelecida em uma
formulacdo oral com faixa de pH determinada conforme as agéncias
regulatorias (STORPIRTIS, 2008).

No guia emitido pela FDA em 2000, a solubilidade deve ser determinada
variando o pH nos intervalos entre 1,0 a 7,5 e com temperatura de ensaio de
37°C (FDA, 2000). De acordo com a ANVISA, a solubilidade deve ser
determinada em pH entre 1,2 a 6,8 e com temperatura de ensaio também de
37°C (ANVISA, 2011).

O farmaco é considerado altamente soltvel quando sua mais alta dose é
solivel em um volume igual ou menor do que 250 mL nos intervalos de pH
determinados. O valor 250 mL representa o volume de agua ingerido em uma
administracéo oral, sendo equivalente a um copo de agua (YU, et al., 2002).

O método utilizado nos estudos de solubilidade segue o padrao classico
de determinacdo por saturacdo de um excesso de solido no meio de
dissolucéo. As solugdes tampéao utilizadas séo condigbes padronizadas pela

Farmacopéia Americana. Nao sendo convenientes, as solu¢cdes podem ser
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substituidas por outras mais favoraveis, desde que o valor do pH seja
controlado (STORPIRTIS, 2008).

Outros métodos podem ser usados, desde que possa predizer a
solubilidade do farmaco. A concentracdo do farmaco no tampéao selecionado
devera ser determinada, usando um ensaio validado e indicativo de
estabilidade, i.e., que possa distinguir o farmaco do seu produto de degradacéo
(FDA, 2000).

1.15.2 Permeabilidade e SCB

A classificacdo da permeabilidade € baseada diretamente sobre a
extensdo da absorcdo intestinal de um composto em humanos ou
indiretamente sobre as medidas da velocidade de transferéncia de massa
através da membrana intestinal humana (YU et al., 2002).

Os meétodos e as técnicas para avaliar a permeabilidade sao
fundamentais para compreender a limitacdo da permeabilidade através das
membranas do trato gastrointestinal. Os métodos podem ser desde o mais
simples até um mais complexo de avaliagdo (STORPIRTIS, 2008).

Os métodos de determinacdo da permeabilidade rotineiramente

utilizados séo:

e Estudos em humanos (biodisponibilidade absoluta, estudo do balanco de
massas e perfuséo intestinal);

e Estudos de perfusao intestinal in vivo ou in situ em um modelo animal
conveniente;

e Meétodos in vitro utilizando-se sec¢des de tecidos intestinais;

e Monocamadas de células epiteliais (e.g., Caco-2).

Nos estudos de biodisponibilidade absoluta, a biodisponibilidade oral é
determinada e comparada com a biodisponibilidade de uma administracao
intravascular de referéncia (STORPIRTIS, 2008).

No meétodo pelo balanco de massas, substancias marcadas com

isétopos estaveis ou radiomarcadores sdo usadas para determinar a extensao
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da absorcdo. Entretanto, por meio deste método obtém-se uma estimativa
altamente variavel de permeabilidade, e, por consequéncia, outros métodos
alternativos estdo sendo desenvolvidos (STORPIRTIS, 2008).

Os métodos in vitro baseados em tecidos, como camaras de Ussing, e
em cultura de células, como células Caco-2, sdo utilizados atualmente para
predizer os mecanismos de transporte ativo e passivo. As camaras de Ussing
foram inicialmente utilizadas para estudar e discriminar o transporte ativo de
sbédio como uma potencial fonte de corrente elétrica em um circuito fechado de
pele de sapo. Desde entdo, essa técnica tem sido utilizada para estudar o
transporte de farmacos atravées das diferentes regifes intestinais
(STORPIRTIS, 2008).

Na auséncia de evidéncias sugerindo instabilidade no trato
gastrointestinal, um farmaco € considerado altamente permeével quando a
extensdo de sua absorcdo, a partir da dose administrada em humanos, é de,
no minimo, 90%, segundo a FDA (FDA, 2000). Os novos medicamentos
genéricos sujeitos a bioisencdo pela ANVISA devem conter um dos farmacos
especificados pela agéncia, todos apresentando uma fracdo de dose absorvida
> 85% (ANVISA, 2011).

1.15.3 Dissolucgéo

Durante o desenvolvimento de uma formulacdo, é importante o
investimento nos estudos dos ensaios de dissolucdo. O teste in vitro de
dissolugdo é utilizado como ferramenta de pesquisa para otimizar novas
formulacdes ou teste de controle de qualidade para monitorar rotineiramente a
uniformidade e a reprodutibilidade dos lotes produzidos. Nos sistemas
biolégicos, a dissolucdo dos farmacos € um importante atributo antes da
absorcdo sistémica. O teste de dissolucdo reflete diferencas significantes na
biodisponibilidade decorrentes das diferencas na dissolugcdo. Quando o teste
de dissolucédo € usado para prever a performance in vivo de um farmaco, é
fundamental que o teste in vitro mimetize as condi¢des in vivo o0 quanto
possivel (SINGLA et al., 2009).
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Quanto aos estudos de dissolucdo protocolados pela FDA, uma
formulacdo de liberacdo imediata com farmacos da classe | € considerada
altamente dissolvida quando, pelo menos 85% do farmaco esta dissolvido no
tempo de 30 minutos com a utilizagdo do apparatus e volume de dissolucao
especifico, i.e., fluido gastrico simulado e fluido intestinal simulado, segundo a
Farmacopéia Americana (USP), ambos sem enzimas e tampdo (pH = 4,5)
(FDA, 2000). As condi¢cbes quanto ao estudo do perfil de dissolugdo segundo a
ANVISA sdo semelhantes a descricdo do método da agéncia anteriormente
citada (ANVISA, 2011).

Segundo Martinez e Amidon (2002), a isencado dos estudos de
bioequivaléncia provenientes dos estudos de dissolucdo in vitro deve ser
baseada no entendimento da relacdo entre permeabilidade, solubilidade e

dissolucéo, considerando que:

e A comparacgao do perfil de dissolugdo in vitro de duas formulagbes deve
refletir as diferencas no comportamento de dissolugdo in vivo destas
formulacoes;

e Caso duas formulacdes apresentem semelhantes perfis de dissolucéo in
vivo, sob todas as condi¢cdes do lumen intestinal, essas formulacdes
apresentardo concentracées equivalentes de farmaco na superficie da
membrana;

e Para que a comparacao do perfil de dissolugdo garanta a comparacao
da absorcéo in vivo, a velocidade e a extensdo de absorgéo do farmaco,
presente na superficie da membrana, devem determinar as

caracteristicas de absorcao da formulacao.

Lobenberg e Amidon (2000) tém sumarizado uma relacdo entre dose,
caracteristicas de dissolucado, solubilidade e absorcéo. Essa relagdo pode ser
definida por trés nameros adimensionais, numero de dose (Do), nUmero de
dissolucéo (D,) e numero de absorcéo (An), definindo o grupo que o farmaco
pertence, representando o ponto de vista mais fundamental da absorcdo do

farmaco no trato gastrointestinal.
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e Numero de absorcdo (A,): € a razdo entre permeabilidade (P) e raio do
intestino (R) vezes o tempo de residéncia no intestino delgado (Tes) ou,

ainda, a razao entre T, € tempo de absorcdo (Taps) (Equacéo 6).

T
Aq — P X Troe res

R Ta b=

Equacao 6

e NUumero de dissolucao (Dy): é a razdo entre T,es € tempo de dissolugcédo
(Tqis) incluindo a solubilidade (Cs), a difusibilidade (D), a densidade (p) e

o raio (r) inicial da particula do farmaco (Equacéo 7).

TFES

Tdis

Dn = {SD.”'Z} X {Cs!rlj} X Tres =

Equacéao 7

e Numero de dose (Do): é a razdo entre a massa do farmaco (em
gramas) e o produto do volume de ingestao (Vo= 250 mL) pela

solubilidade do farmaco (Cs) (Equacéao 8).

Mo

D=
Cs

Equacéo 8

O valor de D, aumenta ou diminui em funcdo da concentracdo do
farmaco no local de absorcéao (intestino delgado). Quando o valor de D, &
menor do que 0,1 é garantido que as condigcbes sejam cumpridas
(STORPIRTIS, 2008).

Na definicdo de A, (Equacao 6), existe uma relacdo entre o tempo de
permanéncia do farmaco no local de absorcdo e 0 tempo necessario para as

moléculas serem absorvidas. Assim, um alto valor de A, indica que a absorgéo
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sera produtiva durante o tempo de permanéncia do farmaco na regido de
absorcao (STORPIRTIS, 2008).

Na definicdo de D, (Equacdo 7), também existe uma relacdo entre
tempos, pois, segundo esta equacdo, quanto maior o valor de D, menor € a
possibilidade de que a dissolucdo seja o fator limitante da absorcao
(STORPIRTIS, 2008).

Consequentemente, o rendimento da absorcdo de um farmaco
dependera (STORPIRTIS, 2008):

e Da velocidade de dissolucdo do farmaco;
e Do tempo de permanéncia do farmaco no local de absorc¢éo;

e Da capacidade intrinseca do farmaco de atravessar a membrana.

A fracdo absorvida (F), segue uma fungdo exponencial, como pode ser
observado na Equacéo 9:

F=1 - E-znn

Equacéao 9

Para seguir o transito de uma forma de dosagem ao longo do trato
gastrointestinal, todo o processo deve ser dividido em partes a fim de observa-
lo mecanicamente. Aplicando a lei de Fick a uma membrana, o processo de
absorcao através da superficie da mucosa pode ser descrito como na Equacgéo
10:

Jw=PwxCw=dM/Idtx1/A

Equacgéao 10

Na Equacéo 10, Jy, é o fluxo do farmaco transportado através da parede
intestinal, P,, € a permeabilidade efetiva, C,, € a concentracdo do farmaco na

membrana intestinal e A € a area da superficie.
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Assim, de acordo com a Equacédo 10, tanto a permeabilidade quanto a
solubilidade sdo parametros fundamentais que descrevem o fluxo do farmaco
através da membrana intestinal.

Uma relacado entre o coeficiente de permeabilidade efetiva humana (Pe¢)
e a fracdo de dose absorvida (F) é apresentada na Figura 2. Quando o valor da
Per de um farmaco é menor do que 2x10™ cm/s, a absorcdo do farmaco sera
considerada incompleta. Por outro lado, quando o valor de Pt € maior do que
2x10™ cm/s, a absorcdo é considerada completa (LOBENBERG & AMIDON,
2000). Em farmacos pouco solaveis, algumas variaveis séao incluidas, como
e tempo de transito

volume do fluido intestinal, pH gastrointestinal

gastrointestinal (onde um intervalo de tempo é necessario para dissolver os

materiais pouco soltuveis) (MARTINEZ & AMIDON, 2002).
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Figura 2 — Relagéo entre permeabilidade humana e fragédo absorvida (Adaptado de
LOBENBERG & AMIDON, 2000).

O SCB é caracterizado por ser conservativo em relagdo as fronteiras
entre os parametros de solubilidade, permeabilidade e critérios de dissolugéo.
Muitas pesquisas vém sendo desenvolvidas objetivando as modifica¢des frente
a essas fronteiras e critérios para promover a isencdo dos estudos de
bioequivaléncia (YU et al., 2002).

Dentre os trabalhos desenvolvidos, existem estudos elaborados com os

farmacos pertencentes a classe Il (baixa solubilidade e alta permeabilidade). A
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razdo cientifica em conceder a isencao dos estudos de bioequivaléncia a esse
grupo esta na absorcdo oral que € limitada pela dissolu¢do in vivo. Novas
propostas envolvendo o desenvolvimento de novos meios de dissolugéo, como
lauril sulfato de sddio, taurocolato de sodio e lecitinas, nas metodologias in
vitro, e a determinacdo de uma correlagdo in vitro—in vivo, comprovando o
estabelecimento das condi¢des in vivo, vem sendo desenvolvidas de modo
intensificado, mas a barreira quanto a estes métodos consiste nos dificeis
processos in vivo envolvidos (KOVACEVIC et al., 2008; OKUMU et al., 2009;
YU et al., 2002).

Além da classificacdo do farmaco, o SCB é também um guia regulatério
de fundamental importancia para estabelecer correlacbes in vitro-in vivo
(EMAMI, 2006).

1.15.4 Correlacgéo in vitro—in vivo (CIVIV)

No processo de desenvolvimento e otimizacdo de uma formulacdo ha
um alto consumo de tempo e de custos financeiros decorrentes de mudancas
tanto na composicdo do medicamento quanto no proprio processo. Dessa
forma, estudos solicitando a participacdo de voluntarios saudaveis séo
realizados objetivando a comprovacéo da bioequivaléncia com a formulacéo de
referéncia (EMAMI, 2006).

Assim, o desenvolvimento de testes in vitro que reflitam os dados de
biodisponibilidade é de grande interesse. Nos Ultimos anos, a aplicacdo da
correlacao in vitro-in vivo para novas formas farmacéuticas tem sido o principal
foco de atencéo da industria farmacéutica e agéncias regulatorias. A CIVIV é
definida como um modelo matematico preditivo que descreve a relacdo entre
uma caracteristica in vitro de uma determinada forma farmacéutica e uma
resposta variavel in vivo. A caracteristica in vitro mais utilizada € a quantidade
de farmaco liberado em um determinado tempo e a reposta variavel in vivo é
representada pela fracdo absorvida no mesmo tempo (EMAMI, 2006).

Algumas definicbes de CIVIV foram sugeridas por algumas agéncias
regulatérias. Segundo a FDA (1997), uma CIVIV € um modelo matemético
preditivo que descreve a relagdo entre as propriedades in vitro a resposta in
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vivo relevante das formas de farmacéuticas de liberacdo imediata e modificada.
Geralmente, uma propriedade in vitro é a velocidade e extenséo da dissolucéo
ou liberacdo de farmacos enquanto que a resposta in vivo é determinada pela
concentracdo plasmatica ou a quantidade de farmaco absorvido (FDA, 1997).

A ANVISA segundo a resolucdo - RE N°482 de 19 de marco de 2002,
conceitua CIVIV como “o estabelecimento de uma relacdo racional entre as
propriedades bioldgicas, ou parametros derivados destas, produzidas por uma
forma farmacéutica e suas propriedades ou caracteristicas fisico-quimicas”
(ANVISA, 2002).

As propriedades bioldgicas mais comumente utilizadas nas CIVIV s&o
um ou mais parametros farmacocinéticos tais como area sob a curva de
concentracfes plasmaticas do farmaco ou concentracdo plasmatica maxima
versus tempo, obtidos apds a administracdo da forma farmacéutica. A
caracteristica fisico-quimica mais empregada é o comportamento de dissolugcéo
in vitro (isto €, porcentagem do farmaco dissolvido sob determinadas condicGes
experimentais). A relacdo entre as duas propriedades, biolégica e fisico-
guimica €, entéo, expressa gquantitativamente (ANVISA, 2002).

A CIVIV tem como objetivo reduzir o nimero de estudos em voluntarios
durante o desenvolvimento de uma nova forma farmacéutica, agindo como
substituto para os estudos de biodisponibilidade e, consequentemente,
sugerindo a isencdo desses estudos. A CIVIV também pode estabelecer
especificacdes nos estudos de dissolugéo e validar o uso de um novo método
empregado. Isto porque a CIVIV inclui relevancias in vivo para especificagdes
dos estudos de dissolucdo in vitro. Pode também assistir no controle de
qualidade, como na melhoria das formulagbes ou em mudangas no processo
de producéo (EMAMI, 2006).

Cinco niveis de CIVIV tém sido definidos pela FDA. O conceito de nivel
de correlagcdo tem como base a capacidade de uma correlagao de refletir o
completo perfil da concentracdo plasmatica do farmaco em fungdo do tempo
resultante da administragdo de uma dada forma farmacéutica (FDA, 1997).

Correlacéo de nivel A: E uma relagdo ponto a ponto entre os dados de
dissolucdo in vitro e os dados in vivo de um determinado farmaco. As
correlacdes sao lineares. No entanto, correlagbes néo-lineares, menos

habituais, podem ser adequadas. Independente do tipo de método utilizado



47

para estabelecer uma correlacdo de nivel A, o modelo prediz os niveis
plasmaticos a partir dos dados in vitro. E um tipo de correlacdo que fornece
bem mais informagdes quando comparado aos demais niveis. Esta correlagédo
tem a capacidade de prever o comportamento de um farmaco in vivo com
relacdo aos dados in vitro;

Correlacdo de nivel B: Uma CIVIV de nivel B utiliza os principios de
andlises dos momentos estatisticos. Neste nivel de correlagédo, o tempo médio
de dissolucgédo in vitro (TMD.jyc) de um produto € comparado ao tempo médio de
residéncia in vivo (TMR,i,,) ou ao tempo médio de dissolugéo in vivo (TMDjvo).
Embora a correlacéo de nivel B use todos os dados in vitro e in vivo, ndo é uma
correlagdo ponto a ponto. A correlacdo de nivel B ndo € Unica, uma vez que
diferentes curvas in vivo podem produzir valores similares de TMR,;

Correlacdo de nivel C: Neste nivel de correlacdo, um parametro de
dissolugéo in vitro (tempo de dissolugao: tspw, toow, €tc.), € comparado a um
parametro farmacocinético médio semelhante como ASC, tmax OU Chax-
Entretanto, esta correlacdo representa um simples ponto e nao reflete toda a
curva de concentracdo plasmatica, sendo entdo, um fator crucial, indicando
uma performance dos produtos de liberacdo modificada. E o nivel mais fraco
dentre as correlagdes quando uma relagéo parcial entre absorcao e dissolucéo
é estabelecida;

Multiplas correlacdes de nivel C: Relata um ou mais parametros
farmacocinéticos de interesse (Cmax, ASC ou alguns outros parametros
disponiveis) a uma dada quantidade de farmaco dissolvido em um determinado
ponto do tempo de um perfil de dissolugdo. A multipla correlacdo de nivel C
pode ser usada para justificar a isencdo dos estudos de
biodisponibilidade/bioequivaléncia, desde que a correlagdo tenha sido
estabelecida sobre todo o perfil de dissolugcdo com um ou mais parametros
farmacocinéticos de interesse. A relacdo sera demonstrada em cada ponto do
tempo em um mesmo parametro tal que o efeito sobre a performance in vivo de
alguma mudanca na dissolugéo possa ser ensaiada. Caso exista semelhanca
entre as multiplas correlacdes de nivel C, entdo, é provavel o desenvolvimento
de uma correlacdo de nivel A. Uma mudltipla correlacdo de nivel C sera
baseada, no minimo, em trés pontos do tempo do perfil de dissolucdo: fase

inicial, intermediério e estégio final;
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Correlacdo de nivel D: N&do é considerado util para as propostas
regulatérias. Nao é uma correlacado formal, mas funciona como um auxilio no
desenvolvimento de uma suposta forma farmacéutica (FDA, 1997).

Diferente do guia desenvolvido pela FDA, a ANVISA estabelece apenas
trés niveis de correlacao, A, B e C, sendo definidos e classificados em ordem
decrescente de importancia.

Como o SCB agrupa os farmacos segundo as caracteristicas de
solubilidade e permeabilidade, a CIVIV pode ser definida mais claramente
(EMAMI, 2006).

Para farmacos de classe I, que tém altos valores de numero de absor¢ao
(An) e de dissolucédo (D), ndo € esperada uma correlacdo entre os dados in
vivo com a velocidade de dissolugcédo (EMAMI, 2006).

Para farmacos de classe Il, que tém um alto valor de absorcéo (A,) e um
baixo valor de niumero de dissolucdo (D;), pode ser estabelecida uma forte
correlacdo entre a velocidade de dissolucdo e a performance in vivo. E de
extrema importancia que os testes de dissolugao in vitro reflitam situacdes in
vivo quando solicitado uma CIVIV. Caso necesséario, métodos e meios de
dissolucéo que reflitam a performance in vivo sdo considerados para que uma
boa correlacdo possa ser obtida (EMAMI, 2006).

Para farmacos de classe Ill, onde a permeacdo é o fator limitante, &
esperada nenhuma ou uma limitada CIVIV. Por ultimo, para farmacos de classe
IV, que apresentam grandes problemas de liberacdo oral efetiva, & possivel
uma CIVIV caso a velocidade de dissolugdo permita que o farmaco esteja
disponivel na regido de absorcdo (EMAMI, 2006).

O auxilio do método de CIVIV para farmacos de classe Il tem sido
empregado nas pesquisas farmacéuticas. O desenvolvimento de novos meios
de dissolugcédo para este grupo é complementado pela CIVIV na tentativa de
promover o desenvolvimento das melhores condicbes, de modo que sejam
discriminativos com relagéo as caracteristicas dessa classe de farmacos.

Muitos estudos relacionando o SCB e as condic¢es fisiologicas com o0s
farmacos de classe Il vém sendo desenvolvidas na literatura. Esta relacéo pode
ser auxiliada por metodologias in silico, modelos matematicos computacionais
que promovem a predicdo dos parametros farmacocinéticos em funcdo das

propriedades fisico-quimicas dos farmacos, objetivando elaborar o melhor perfil



49

para o desenvolvimento de uma formulacdo. Além disso, muitas pesquisas
propondo o desenvolvimento de um meio de dissolugdo que mimetize as
condic@es in vivo pode ser determinado pelos modelos de correlacdo in vitro-in
vivo desenvolvidos também pela metodologia in silico (GRBIC et al., 2011,
KOVACEVIC et al., 2008; OKUMU et al., 2009).

1.16 Estimativas de biodisponibilidade in silico

Terstappen e Reggiani (2001) promoveram uma visdo geral quanto as
areas envolvendo os estudos na descoberta de farmacos, na qual a abordagem
in silico é utilizada. Normalmente, os programas sao empregados na predicdo
das propriedades fisico-quimicas de novos candidatos a farmacos, na
simulacdo da absorcdo ao longo do trato gastrointestinal e na abordagem do
comportamento farmacocinético no organismo humano (TERSTAPPEN &
REGGIANI, 2001; TUBIC et al., 2006).

Assim, este tipo de método pode ser Uutili nas predicbes da
biodisponibilidade, em particular, de parametros como Cuax, tmax € ASC apos
administragao, principalmente, dos comprimidos de liberagdo imediata
(TERSTAPPEN & REGGIANI, 2001; TUBIC et al., 2006).

1.16.1 Simulacao de absorc¢édo do farmaco administrado por via oral

Sabendo que os fatores que influenciam a absor¢do de um farmaco ao
longo do trato gastrointestinal sdo os parametros fisico-quimicos, fisiologicos e
de formulacdo, os métodos in silico tem auxiliado muitos pesquisadores
durante a elaboracdo da melhor estratégia de formulacao, a fim de se promover
a melhor predicdo da performance in vivo de um farmaco durante o
desenvolvimento de um produto farmacéutico, evitando desnecessarios
estudos de biodisponibilidade/bioequivaléncia, diminuindo tempo e custo nas
pesquisas (AGORAM et al., 2001; JIANG et al., 2011).
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Dentre os métodos in silico utilizados, destacamos o emprego do
programa GastroPlus™ que conduz a interpretacdo de cada processo

envolvido sobre o farmaco ao longo do transito gastrointestinal (LI et al., 2005).

1.16.1.1 GastroPlus™

O GastroPlus™ é um programa computacional de tecnologia avancada
que simula a absorcdo gastrointestinal, ocular, nasal e pulmonar durante a
etapa de desenvolvimento ou de descoberta dos farmacos (SIMULATION
PLUS, 2010).

O conceito de fracdo absorvida no GastroPlus™ segue a definicéo de
absorcdo, segundo a FDA, que é a fracdo da dose absorvida através da
membrana apical e que permanece dentro das ceélulas epiteliais no trato
gastrointestinal (SIMULATION PLUS, 2010).

Baseado na teoria do SCB e nas condi¢des fisiologicas do trato
gastrointestinal, o modelo de transito e absorcdo compartimental avancado
(TACA) (Figura 3) é utilizado para realizar a simulagdo gastrointestinal no
GastroPlus™ (GRBIC et al., 2010).

O modelo descreve a liberacdo, a dissolucdo, a degradacdao no lumen
(se alguma), o metabolismo, a absorcédo / “exsorcédo” do farmaco, uma vez que
ele transita através dos sucessivos compartimentos. As cinéticas associadas
com esse processo sao modeladas por um sistema de equacdes lineares e néo
lineares, considerando 6 estados do farmaco (ndo liberado, ndo dissolvido,
dissolvido, degradado, metabolizado, absorvido), 18 compartimentos, sendo 9
gastrointestinais (estdbmago, 7 do intestino delgado e cdlon), 9 enterdcitos, 3
estados do material excretado (ndo liberado, ndo dissolvido e dissolvido) e a
guantidade de farmaco em até 3 compartimentos farmacocinéticos (quando os
parametros farmacocinéticos estdo disponiveis). A quantidade de material
absorvido é determinada pelos valores integrados de absorcéo / “exsor¢cdo” em
cada compartimento de absorcao / transito (SIMULATION PLUS, 2010).
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Figura 3 — Modelo de transito e absor¢cdo compartimental avancado (TACA)
(Adaptado de AGORAM, 2001).

Para realizarmos a simulacdo de absorcéo, sdo necessarios informacoes

quanto aos seguintes parametros no programa (SIMULATION PLUS, 2010):

Propriedades fisico—quimicas dos compostos em estudo;

Dados de solubilidade em funcéo do pH, do perfil de dissolucdo para os

diferentes tamanhos de particula quando especificados;

e Tipo de formulacéo para liberacédo imediata ou controlada;

¢ Notificacdo quanto ao tipo de dose (simples ou mdultipla);

¢ Modelo fisiologico (jejum ou alimentado);

e Variaveis fisiologicas em cada compartimento: pH, tempo de transito,
comprimento, volume, proteinas enzimaticas e transportadoras,
distribuicdo no intestino em diferentes espécies (efluxo/influxo), massa
corporal, degradacao dependente do pH no limen antes da absorcéo;

e Variagédo na velocidade de absorcao/“exsor¢éo” devido a diferencas no

gradiente de concentragdo, na permeabilidade regional, no transporte

mediado por carreadores.

Outra importante funcéo exercida pelo GastroPlus™ é a possibilidade da
predicdo da biodisponibilidade durante o desenvolvimento dos farmacos. Logo,
o perfil da curva de concentragdo plasmatica versus tempo, assim como, Cpax,
tmax, € ASC, sao disponiveis ao final da simulacéo. Para determinacdo desses

valores, sdo necessarios alguns parametros farmacocinéticos acurados, por
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exemplo, o volume de distribuicdo e a depuracdo do farmaco (SIMULATION
PLUS, 2010).

A correlacdo in vitro-in vivo também pode ser diagnosticada pelo
software através do mddulo IVIVCPlus™. Pesquisas na literatura tém sido
realizadas a fim de diagnosticar o melhor método de dissolucdo biorrelevante
para auxiliar na reducdo dos estudos in vivo com humanos durante o
desenvolvimento de um medicamento e propor sua aprovagao pelas agéncias
regulatorias. Uma CIVIV é possivel quando as propriedades farmacocinéticas
do farmaco sdo controladas pela liberacdo do mesmo de sua forma de
dosagem (SIMULATION PLUS, 2010; OKUMU et al, 2008, WEI,
LOBENBERG, 2006).

A combinacdo entre a simulacdo gastrointestinal com a correlagéo in
vitro-in vivo pode ser bem sucedida para justificar uma isencdo dos estudos de

bioequivaléncia (Figura 4).

Parametros fisico-  Liberagio do composto
quimicos e -+ ativo da formulagio de -+ Simulagdo e predigdo - Validaga
farmacocinéticos liberagdo imediata

a) b) o d)

. Tab

Liberacéo in vitro
Reterincis

- Solubilidade

-Permeabilidade

-Densidade .
- Lipofilicidade Tempo o S !
1 Predigao
-pKa
; Fu (AUC) & Cee
-Dose CIvVIv
Identificagdo da bioisengdo do candidat

- Peso molecular

Figura 4 — CIVIV com auxilio da tecnologia de simulagdo gastrointestinal. a)
parametros fisico-quimicos e farmacocinéticos, b) Obtencéo dos dados de
liberacdo in vitro, ¢) Simulacéo de pardmetros como Cpax, tmax, ASC e Fracao
absorvida (Fa), d) Predicao do perfil da curva de concentracdo plasmética
versus tempo baseado nos dados de liberagéo in vitro (Adaptado de
KOVACEVIC et al., 2008).

Kovacevic e colaboradores (2008) utilizaram a tecnologia de simulagcéo
gastrointestinal como ferramenta para investigar uma possivel extensdo de
isencdo dos estudos de biodisponibilidade/bioequivaléncia para comprimidos
de liberacdo imediata e liberacdo controlada de carbamazepina e propés um
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meio de dissolugdo que seria preditivo do comportamento in vivo do
medicamento.

A absorcao e a disposicao in vivo do farmaco foi simulada baseada nas
propriedades fisico-quimicas e farmacocinéticas e na cinética de dissolucédo do
farmaco observados in vitro. Alguns pardmetros foram determinados
experimentalmente, e alguns foram obtidos da literatura (KOVACEVIC et al.,
2008).

Os parametros farmacocinéticos preditos e observados in vivo foram
semelhantes. O valor de Cnax predito foi de 3,76 pg/mL, enquanto que o valor
observado foi de 3,78 pug/mL; o valor de tmax predito e observado foi 6 e 7 h,
respectivamente; enquanto os valores da ASC,: e ASC,.. preditos e
observados foram 201,2/224,6 ugh/mL e 226,9/229,1 ugh/mL, respectivamente
(KOVACEVIC et al., 2008).

Os dados de dissolucdo em agua e LSS 1% obtidos para comprimidos
de liberag&o imediata e liberag&o controlada foram usados para predizer o perfil
da curva de concentracdo plasmatica versus tempo para desenvolver um
modelo de CIVIV de nivel A. A andlise do coeficiente de correlagéo linear dos
dados para ambos os farmacos genérico e referéncia dos comprimidos de
liberacdo imediata e controlada indicaram uma correlacdo de nivel A. O
trabalho sugeriu que a solucédo aquosa de LSS 1% pode ser considerada um
meio de dissolucdo biorrelevante para os estudos com comprimidos de
liberacdo imediata e controlada de carbamazepina (KOVACEVIC et al., 2008).

Assim, a metodologia proposta pela pesquisa envolvendo a tecnologia
de simulagédo gastrointestinal e a CIVIV sugerem que existe uma logica para
levar em consideragdo a extensdo da isencdo dos estudos de
biodisponibilidade/bioequivaléncia para a carbamazepina (KOVACEVIC et al.,
2008).

O GastroPlus™ também auxiliou no desenvolvimento de uma forma de
dosagem do composto LAB687 da Novartis. O LAB687 € um material com
baixa solubilidade e uma alta permeabilidade, trés diferentes formulacdes
foram desenvolvidas e analisadas em céades. As formulacbes foram
encapsuladas e uma dose de 50 mg de LAB687 foi administrada em cada cao.
Porém, antes de administra-los nos animais, um modelo de absor¢do em caes

foi desenvolvido no GastroPlus™. O modelo simulou que a fracdo absorvida é
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sensivel a solubilidade e também ao tamanho de particula, sugerindo que
alteracbes na formulacdo para melhorar a solubilidade, pode aumentar a
biodisponibilidade. Logo a simulacdo no GastroPlus™ foi atil no entendimento
entre a formulacéo e os parametros associados (JIANG et al., 2011).

O GastroPlus™ também foi bastante importante no desenvolvimento de
formulagbes envolvendo o composto R1315 da Roche. O composto R1315 é
pouco soluvel e possui uma alta permeabilidade. Um modelo de absor¢gdo em
humanos no GastroPlus™ foi desenvolvido administrando em capsula, 160 mg
do composto. Neste estudo uma analise da sensibilidade dos parametros foi
realizado sobre a solubilidade e o tamanho de particula. Segundo os resultados
de simulacdo, a reducdo do tamanho de particula e o melhoramento da
solubilidade por meios tecnoldgicos ndo conduziria no aumento da velocidade
de absorcdo, sendo consistente com os estudos de biodisponibilidade
realizados em cées. Assim, baseados na simulacdo e também nos resultados
de biodisponibilidade, o estudo de liberacédo de farmacos nao foram realizados
para o composto R1315. Sendo o contrario do que foi inicialmente planejado
para esse composto pertencente a classe Il segundo o SCB (JIANG et al.,
2011).

Assim, o auxilio do GastroPlus™ na simulacdo da biodisponibilidade
durante a elaboracdo das melhores estratégias de formulacdo, tem direcionado
o desenvolvimento de pesquisas de modo mais rapido e mais econdémico.

A FDA reconheceu que as melhores concepg¢des quanto aos modelos
de absor¢do e também no desenvolvimento das correlagbes in vitro-in vivo
estdo nas areas de pesquisas envolvendo simulagdo e modelagem. A primeira
aplicacado da modelagem molecular pela FDA foi na avaliagéo do risco fetal na
exposicao a tretinoina, um ingrediente ativo altamente teratogénico. A agéncia
regulatoria concluiu que o risco era minimo e o medicamento foi aprovado
(JIANG et al., 2011).

Hoje, a FDA busca os métodos por modelagem e simulacdo nas
decisBes sobre a necessidade em construir um estudo farmacoldgico clinico
especifico e nas recomendacdes para o planejamento de um determinado
estudo especifico (JIANG et al., 2011).

A capacidade do GastroPlus™ em predizer a biodisponibilidade também
foi analisado e avaliado neste trabalho, o farmaco utilizado foi o efavirenz que
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segundo o SCB € pertencente a classe Il, como 0s outros representantes
,possui  solubilidade limitada, consequentemente, dissolugcdo limitada,
influenciando a pouca absor¢cdo deste farmaco ao longo do trato

gastrointestinal.

1.17 Efavirenz

O efavirenz [(4S)-6-cloro-4-(ciclopropiletinil)-1,4-dihidro-4-(trifluorometil)-
2H-3,1-benzoxazin-2-ona] (Figura 5), foi sintetizado como parte de um
programa de pesquisa entre Dupont Pharma e Merck Pharmaceuticals (MOYLE
et al., 1999). Em 1998, a FDA e, em 1999 a Agéncia Européia de Avaliacao de
Medicamentos (EMEA) aprovaram o efavirenz no tratamento de pacientes
infectados com o virus HIV-1, que logo depois se tornou um importante
componente na terapia altamente ativa nos paises em desenvolvimento como
inibidor da transcriptase reversa nédo nucleosideo (ITRNN). Todos os ITRNNs
interferem com a funcdo da transcriptase reversa do HIV-1, ndo apresentam
nenhum efeito inibitério sobre a transcriptase reversa do HIV-2, e também
sobre os diferentes tipos de DNA polimerase humano. Ligado a uma regiédo
hidrofébica dentro da transcriptase reversa do HIV-1, o ITRNN inibe o processo
de polimerizacéo do duplo filamento de DNA (VROUENRAETS et al., 2007).

O efavirenz é um sdlido cristalino branco, formula molecular C14HyCIF3NO,,
massa molecular de 315,68 g/mol, pKa no valor de 10,2 e um Log P de 5,4,
sendo praticamente insolavel em agua (< 10 pg/mL) em pH igual a 8,3 a 25°C
(GAO et al., 2007; SATIGARI et al., 2009; VROUENRAETS et al., 2007).
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Figura 5 — Formula estrutural do efavirenz (VROUENRAETS et al, 2007).

No mercado, o efavirenz pode ser encontrado como capsula de 50, 100
ou 200 mg, como comprimido de 600 mg e, também, como formulacéo liquida
de 30 mg/mL. A combinacdo do efavirenz com outros farmacos também
utilizados na terapia altamente ativa ja vem sendo realizada em muitos paises.
Recomenda-se que a dose por via oral diaria em adultos seja de 600 mg,
devendo ser ingerido com o estbmago vazio, preferivelmente, ao se deitar, para
diminuir os efeitos colaterais neuropsiquiatricos. O efavirenz é teratogénico,
sendo, entdo, contra indicado para mulheres portadoras do virus HIV-1
gravidas ou com intencao de engravidar (MOYLE et al., 1999; VROUENRAETS
et al., 2007).

As reacOes adversas do efavirenz, em destaque devido aos aspectos
toxicolégicos importantes para a monitoracdo terapéutica, sdo: exantema,
sindrome de Stevens-Johnson, distdrbios do sono (sono agitado, insénia,
sonoléncia), tonturas, vertigens, irritabilidade, agitacdo, depressao, euforia,
dificuldade de concentracdo, amnésia, alucinacbes (VROUENRAETS et al.,
2007).

Seu pico de concentracdo plasmatica esta em torno de 1,6 a 9,1 uM, em
5 horas, apés uma dose simples de 100 a 1600 mg, quando administrado em
voluntarios saudaveis. O tempo necessario para alcancar o pico de
concentracdo plasmatica fica em torno de 3 a 5 horas e o estado estavel da
concentracdo plasmatica € alcancado em torno de 6 a 10 dias.
(VROUENRAETS et al., 2007).

A ingestao de alimentos junto com o efavirenz aumenta 0 Cy.x € a ASC
comparados ao estado em jejum. O efavirenz atravessa a barreira
hematoencefalica, com a concentracdo no fluido cérebro espinhal variando de

0,26 a 1,19% da concentracdo no plasma sanguineo. O farmaco esta
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altamente ligado a proteinas plasmaticas (~99,5 a 99,75%),
predominantemente albumina (MOYLE et al., 1999; VROUENRAETS et al.,
2007).

A metabolizacdo do efavirenz ocorre via sistema citocromo P(CYP)-450,
predominantemente, CYP3A4 e CYP2B6. Menos de 1% do farmaco esta em
estado inalterado na urina. O efavirenz induz a sua propria metabolizacdo, mas
inibe, também, vérias isoenzimas do sistema CYP450, incluindo CYP3A4,
CYP2C9 e CYP2C19. Consequentemente, pode chegar a afetar a
farmacocinética de outros farmacos que sdo metabolizados por essas enzimas
(MOYLE et al., 1999; VROUENRAETS et al., 2007).

O efavirenz possui um tempo de meia-vida elevado (52 a 76 horas com
uma dose simples, 40 a 55 horas com doses multiplas). Pacientes com danos
hepaticos ou co-infectados com hepatites B (HBV) ouC (HCV) devem ter as
enzimas hepéticas monitoradas cuidadosamente nos primeiros meses do
tratamento com o efavirenz (VROUENRAETS et al., 2007).
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2. JUSTIFICATIVA

O efavirenz, sendo um farmaco de classe I, possui sua solubilidade
como fator limitante para absorgdo e, consequentemente, a biodisponibilidade
sistémica. Assim, € de extrema importancia, com auxilio da metodologia in
silico, promover a predicdo da biodisponibilidade referente aos fatores fisico-

quimicos, fisioldgicos e de formulacdo estabelecidos.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Avaliar a eficiéncia do GastroPlus™ na predicdo de biodisponibilidade in
silico com o uso do efavirenz e determinar a simulacéo de correlacao in vitro—in
vivo em funcdo dos dados de dissolu¢do dos comprimidos, da dissolugéo por
dispersdo do insumo farmacéutico e dos dados obtidos nos estudos de

biodisponibilidade in vivo.

3.2 Objetivos especificos

+ Determinar 0s parametros experimentais para a simulacdo da
biodisponibilidade dos lotes de IFA — Solubilidade e tamanho de
particula;

* Obter os dados de dissolucdo do comprimido e da dissolucdo por
dispersao dos lotes de IFA,

* Obter os dados dos estudos de bioequivaléncia com os comprimidos de
cada biolote;

« Avaliar o uso no GastroPlus™ na predicdo da biodisponibilidade com os
dados fisico-quimicos, fisioldgicos e farmacocinéticos derivados de cada
lote de IFA;

« Estabelecer uma CIVIV com o auxilio do GastroPlus™ entre os dados de
entrada dos perfis de dissolucdo do comprimido, da dissolugcéo por
disperséo e o perfil da curva de concentracdo plasmética versus tempo

dos estudos de biodisponibilidade.
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4. MATERIAIS

4.1 Equipamentos

Analisador de tamanho de particula - Malvern Mastersizer 2000 modo
Uumido hydro 2000

Analisador de &rea superficial - Micromeritics Germini VI 2385C

Balanca analitica — Mettler Toledo AG204

Centrifuga — Eppendorf 5430R

Dissolutor — Vankel UK 7010

Espectrofotdmetro UV-vis — Varian Vankel 50 UV-vis

Placa de agitacdo e aquecimento — Corming

Placa de agitacdo multipontos— Mettler

Membrana filtrante — 0,45 pum Millipore

4.2 Reagentes

Acido cloridrico P.A.— Vetec

Cloreto de sodio P.A. — Vetec

Fosfato monobasico de sédio anidro P.A. — Vetec

Lauril sulfato de sddio — Vetec

Tween 80% P.A. — Vetec



4.3 Lotes

e 811613

e 8CGS040

e 9CGS025

e Micro 10839

e Micro 10840

e (0806EX180 - Biolote A
e (0708EX216 - Biolote B
o 712847 - Lote A

e 0640/07 - Lote B

4.4 Programa computacional

e GastroPlus™ - Vers&o 7.0, Simulation Plus Inc.

61
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5. METODOLOGIA

Neste trabalho, foram usadas duas amostras do farmaco efavirenz
denominadas lotes A e B e suas respectivas formulacbes (comprimido),
designadas biolotes A e B, representando as formulacbes aprovada e
reprovada, respectivamente, segundo os critérios dos estudos de
bioequivaléncia presentes na resolucdo-RE n° 894/2003 de acordo com a
ANVISA. As amostras e suas respectivas formulacbes foram cedidas por

Farmanguinhos.

5.1 Teste de Solubilidade

Para cada lote, um excesso foi adicionado a um béquer em banho-
maria, a 37°C + 0,5°C, em um volume de 10 mL contendo trés diferentes
meios: suco gastrico simulado, agua e suco entérico simulado, com pH nos
valores de 1,2, 5,5 e 6,8, respectivamente. Cada béquer foi mantido em
agitacdo magnética a uma velocidade de 50 rpm durante 24 horas. Ao final
deste periodo, o material foi transferido para um tubo Falcon e centrifugado a
3500 rpm durante 30 minutos. Em seguida, a solucao resultante foi filtrada
através de uma membrana de 0,45 ym de porosidade e a solubilidade foi
determinada por espectrofotometria UV-Vis no comprimento de onda de
248nm. A partir do valor de absorbancia encontrado para cada amostra, foi
calculada a solubilidade no meio analisado por uma equacédo da reta, que foi
previamente preparada para cada meio (Figuras 6 e 7). Cada experimento foi
realizado em duplicata. O pH de cada amostra foi medido durante o
experimento (OKUMU et al., 2009; USP 34, 2011).
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Figura 6 —Curva padrao do lote A em suco gastrico simulado (A, pH=1,2), 4gua
(B, pH=5,5) e suco entérico simulado (C, pH=6,8).
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Figura 7 - Curva padrao do lote B em suco gastrico simulado (A, pH=1,2), agua
(B, pH=5,5) e suco entérico simulado (C, pH=6,8).
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5.2 Anélise por tamanho de particula

Os lotes A e B foram submetidos a uma analise de determinacdo do
tamanho e distribuicdo de particula no Laboratério de Controle de Qualidade
(LabCQ/UFRJ). Para cada lote, 15 mg de efavirenz sdo colocados em um
béquer de 25 mL e 10 mL de solugéo 0,02% (m/v) de Tween 80 séo vertidos no
recipiente. Em seguida, o béquer com a mistura foi colocado no ultrassom
durante um tempo de 15 minutos para a completa dispersao do efavirenz em
agua, evitando a aglomeracdo das particulas. A dispersdo foi colocada no
analisador de tamanho de particula (Mastersizer 2000) e a leitura realizada. Os
dados de distribuicdo do tamanho de particula foram apresentados na forma de
10% (D10), 50% (D50) e 90% (D90). Estes valores referem-se & média dos
diametros de particulas nos intervalos abaixo de 10, 50 e 90% na curva de
distribuicdo de tamanho. A partir destes dados, o indice de polidisperséo (IP)
para o tamanho das particulas foi calculado (WEI & LOBENBERG, 2006).

A determinacdo de area superficial (AS) pelo método de sorc¢éo fisica
com gas nitrogénio foi realizada de acordo com a metodologia desenvolvida no
Laboratério Analitico de Insumos Farmacéuticos (LAIF/PUCRS), baseando-se
na USP (USP 34, 2011) e literatura relacionada. Cada amostra (lotes A e B) foi
previamente desgaseificada, usando gas hélio para determinacédo do volume
morto. A aquisicdo e o tratamento dos dados da andlise, realizados em
triplicata, foram efetuados com o programa ASAP® 2420 versdo V2.05,
utilizando os métodos BET (Brunauer, Emmett e Teller) Single point e Multi

Point.

5.3 Estudos de dissolucdo do comprimido e dissolucéo por disperséo do
insumo farmacéutico.

Os estudos de dissolugao dos comprimidos dos biolotes A e B foram
realizados no Laboratério de Controle de Qualidade (LabCQ/UFRJ) pelo aluno
Eduardo Costa. Trés metodologias foram utilizadas: Farmanguinhos,
Farmacopéia Brasileira e Farmacopéia Americana que se diferenciam em

relacédo a velocidade de agitacdo e a concentracdo de LSS. Os parametros sao
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apresentados no Quadro 2. Os dados de dissolucdo foram determinados a
partir de uma equacéo da reta derivados de uma curva de calibragéao (Figuras 8
e 9).

Farmanguinhos (2009) Farmacopéia Brasileira (2010) Farmacopéia Americana (2009)
LSS 0,5% LSS 1,0% LSS 2,0%
Volume - 900 ml Volume - 900 ml Volume - 900 ml
Apparatus pa a 50 rpm Apparatus pa a 100 rpm Apparatus pa a 50 rpm
Temperatura a 37°C Temperatura a 37°C Temperatura a 37°C
Tempo de 5 a 60 minutos Tempo de 5 a 60 minutos Tempo de 5 a 60 minutos
Comprimento de onda - 248 nm Comprimento de onda - 248 nm Comprimento de onda - 248 nm

Quadro 1 — Metodologias de dissolugdo dos comprimidos de efavirenz do biolotes
A e B (USP 34, Farmacopéia Brasileira, 2010, Farmanguinhos, 2009).

Os estudos de dissolucéo por dispersdo dos lotes A e B também foram
realizados no Laboratdrio de Controle de Qualidade (LabCQ/UFRJ) pelo aluno
Eduardo Costa. Os dados foram determinados variando as concentracdes de
LSS (0,5, 1,0, 2,0%), em um volume de 900 mL, utilizando o apparatus pa a 50
rom. As aliquotas foram retiradas em intervalos de tempo especificos variando
de 5 a 60 minutos. Os dados de dissolucdo foram determinados por
espectrofotometria UV-Vis no comprimento de onda de 248nm. A partir do valor
de absorbancia encontrado para cada aliquota, foram calculados os dados de
dissolugcéo por uma equacédo da reta, previamente preparada para os lotes A
(Figura 10) e B (Figura 11).
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Figura 8 - Curvas padréo do biolote A, segundo as metodologias de
Farmanguinhos (A), da Farmacopéia Brasileira (B) e Farmacopéia
Americana (C).
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Figura 9 - Curvas padréo do biolote B, segundo as metodologias de
Farmanguinhos (A), da Farmacopéia Brasileira (B) e da Farmacopéia
Americana (C).
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5.4 Estudos de bioequivaléncia

Os estudos de bioequivaléncia envolvendo o biolote A foram realizados
na Unidade Integrada de Farmacologia e Gastroenterologia (UNIFAG),
pertencente a Acdo Social Franciscana/Casa de Nossa Senhora da Paz, com
participacdo de 14 voluntarios na faixa etaria entre 18-45 anos. O peso
corporal médio foi em torno de 64,72 kg. A Ultima coleta foi realizada no tempo
de 192 horas. O volume ingerido para a administragao oral do comprimido com
600 mg de efavirenz foi de 200 ml.

Para o biolote B os estudos de bioequivaléncia foram realizados na
Scentryphar com participacdo de 53 voluntarios na faixa etaria entre 18-50
anos, o peso corporal médio foi em torno de 66,9 kg e a ultima coleta realizada
no tempo de 168 h. O volume ingerido para a administracdo oral do comprimido

com 600 mg de efavirenz foi de 200 ml.
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Figura 10 - Curva padrao do lote A em diferentes concentragdes de lauril
sulfato de sodio 0.5%-(A), 1,0%-(B) e 2,0%-(C).
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Figura 11 - Curva padrao do lote B em diferentes concentrag6es de lauril
sulfato de sodio (0.5%-(A), 1,0%-(B) e 2,0%-(C).
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5.5 Método de Simulacdo Gastrointestinal-Gastroplus™

O programa GastroPlus™ (versdo 7.0, Simulation Plus Inc., Lancaster,
California, USA) foi utilizado para simular a biodisponibilidade dos lotes A e B
do efavirenz e para estabelecer uma correlagéo in vitro-in vivo.

O programa possui trés moédulos de entrada: composto, fisiologia e
farmacocinética, respectivamente. No modulo composto (Figura 12) séo
introduzidos dados das propriedades fisico-quimicas do farmaco, como por
exemplo, solubilidade, pKa, coeficiente da permeabilidade efetiva humana e
tamanho de particula (WEI & LOBENBERG, 2006).

1] GastroPlus(T#): ~stroPlus\Farmanguinhos_bom.mdb LEx
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Figura 12 —Tela do Médulo “compound” do programa GastroPlus™.

No GastroPlus™, informacées com relacdo as metodologias
determinadas experimentalmente para os lotes de efavirenz e seus respectivos
biolotes foram preenchidos em arquivos de suporte para que essas
informagdes junto com os demais dados preenchidos simulem a
biodisponibilidade de cada lote. Para criar um desses arquivos é necessario
clicar em File na barra de menu principal e selecionar os itens presentes no

menu (Figura 13).
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Figura 13 — Procedimento de selecdo dos itens presentes como arquivos
suporte para o preenchimento dos dados derivados in vitro e in vivo no
GastroPlus™.

Os dados de solubilidade, da distribuicdo e tamanho de particula e da
dissolucéo obtidos experimentalmente, foram preenchidos e salvos com suas
respectivas extensdes que denotam o tipo de dado que possui, a Figura 14
exemplifica os dados de solubilidade preenchidos em sua extenséo especifica.
Os demais dados foram obtidos na literatura ou foram estimados com auxilio
do software. Como o trabalho foi realizado apenas com as formas de dosagem
de liberag&o imediata, foi selecionado o modelo “IR: Tablet”.

O perfil de dissolucdo dos biolotes de efavirenz foram usados no
GastroPlus™. Os dados foram utilizados para calcular a concentracédo do
farmaco em cada compartimento. O método in silico calculou a fracdo
absorvida baseado no modelo TACA considerando a influéncia de cada

parametro que compde cada compartimento (WEI & LOBENBERG, 2006).
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Figura 14 — Preenchimento dos dados de solubilidade no GastroPlus™ em
diferentes valores de pH conforme o arquivo suporte na extensao especifica

(.spd).

No modulo seguinte, fisiologia (Figura 15), o modelo ASF Opt logD
Model SA/V 6.1 foi selecionado para estimar as mudancas na permeabilidade
ao longo do trato gastrointestinal. Todos os outros parametros foram fixados
em valores padrées que representam uma fisiologia humana em jejum (WEI &
LOBENBERG, 2006).

Os dados clinicos para cada biolote foram derivados dos estudos de
bioequivaléncia. Com o auxilio do médulo PKPlus™ (Figura 16), o melhor
modelo compartimental foi selecionado e os parametros farmacocinéticos
ajustados, sendo imediatamente importados no modulo Farmacocinética
(Figura 17) para habilitar o software a predizer a curva de concentracao
plasmatica versus tempo (OKUMU et al., 2009). Com os dados acurados e
preenchidos em cada modulo, o programa promoveu a predi¢cdo dos dados de

biodisponibilidade dos lotes A e B de efavirenz.
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Figura 17 — Tela do médulo “pharmacokinetics” do programa GastroPlus™.

5.6 Correlagéao in vitro-in vivo

Os dados necessérios para determinar uma correlacdo sdo derivados
dos estudos de dissolucéo in vitro obtidos do biolote A, da dissolugcdo por
dispersdo do lote A, além dos dados do perfil da curva de concentracdo
plasmatica versus tempo observados in vivo do biolote A. Os valores foram
carregados no software e utilizados no modulo IVIVCPlus para o
estabelecimento das correlacdes.

Habilitando o modulo IVIVCPIus, existem 4 opcdes: a primeira esta
relacionada com os dados dos estudos in vitro representados pela dissolucéo

do lote A e seu respectivo biolote (Figura 18).
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Figura 18 — Tela do médulo “IVIVCPlus™” do programa GastroPlus™ com a
opg¢ao “In Vitro Data” habilitada.

A segunda opgao solicita os valores do perfil da curva de concentragao
plasmatica versus tempo derivados dos estudos de biodisponibilidade com o
biolote A (Figura 19).
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Figura 19 — Tela do médulo “IVIVCPlus™” do programa GastroPlus™ com a
opcao “In Vivo Data” habilitada.
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A terceira opc¢ao representa IVIVC em que séo selecionados os métodos
de deconvolucgéo, neste trabalho os métodos selecionados foram baseados na
equacao segundo Wagner-Nelson (monocompartimental) e Loo-Riegelman (3
compartimentos), somente os farmacos registrados com os dados de

dissolucéo e os dados in vivo estardo presentes (Figura 20).
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Figura 20 — Tela do médulo “IVIVCPlus™do programa GastroPlus™ com a
opc¢ao “IVIVC” habilitada.

A préxima etapa ocorre habilitando a ultima opcao (convolugéo) (Figura
21). Executando a correlacdo, todos os dados quanto aos parametros
farmacocinéticos seréo apresentados com suas estatisticas de erro de predicéo
e 0S seus respectivos coeficientes de regressdao (GRBIC et al., 2011;
SIMULATION PLUS, 2010).
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Figura 21 — Tela do médulo “IVIVCPlus™” do programa GastroPlus™ com a
opc¢ao “Convolution” habilitada.

5.7 Andlises estatisticas

Os valores dos coeficientes de regresséo linear foram automaticamente
gerados pelo GastroPlus™. A porcentagem do erro de predicdo (%EP) foi

estimada usando a Equacao 7.

o,ep-_ OBS-PRED . 400
OoBS

Equacgéao 7

Na Equacao 7, a %EP é a porcentagem do erro de predi¢do, (OBS) séo
0s parametros observados e (PRED) sdo os parametros simulados.

Com relacao aos estudos de solubilidade, dissolu¢géo dos comprimidos e
dissolucéo por disperséo, a analise estatistica foi realizada pelo teste One-way
ANOVA (o teste de multiplas comparacdes de Tukey), utilizando o programa

Prisma 5.0%.
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6. RESULTADOS E DISCUSSAO
6.1 Teste de Solubilidade

Os resultados do teste de solubilidade em suco gastrico simulado, agua
e suco entérico simulado sdo apresentados na Tabela 2. Os valores de

solubilidade nao foram discriminativos (P > 0,05) tanto nos diferentes meios

estudados para cada lote quanto em comparacao entre os lotes A e B.

Tabela 2 - Solubilidade em diferentes meios dos lotes A e B de efavirenz.

Lote Suco gastrico simulado Agua Suco entérico simulado
A 10,76 ug/mL 8,98 ug/mL’ 7,56 ug/mL
B 8,40 ug/mL’ 8,23 ug/mL’ 7,52 ug/mL’
*P>0,05

De acordo com a literatura a solubilidade aquosa do efavirenz é menor
do que 10 pg/mL a temperatura ambiente. Apesar da variacao na temperatura, 0s
dados experimentais obtidos com os lotes submetidos aos diferentes tampdes,
com seus respectivos valores de pH, indicam que a solubilidade esta de acordo
com os dados de literatura (VROUENRAETS et al., 2007).

Um dos fatores fisico—quimicos que pode influenciar na solubilidade de
um farmaco é o pKa. Segundo a literatura, o efavirenz apresenta valor de pKa
igual a 10,2. De acordo com a literatura, sua dissociacdo aumenta em pH
acima de 9, devido a ionizagao do grupo —NH que torna-se desprotonado e vai
do estado neutro para uma carga -1. Ha uma ionizacdo da molécula conforme
a Figura 22 (RABEL et al., 1996).

Assim, com base nos dados experimentais, podemos observar que 0s
valores de solubilidade podem estar relacionados com a baixa dissociagao do

composto ativo em tampdes com valores de pH abaixo do pKa.
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Figura 22 - lonizac&o do grupo —NH da molécula de efavirenz e estabilizacéao
da carga negativa presente sobre as espécies através do mecanismo de
ressonancia.

Para reforcar a solubilidade como uma propriedade fisico-quimica
limitante nos meios simulados em estudo para o efavirenz, o nimero de dose
foi determinado (Do, na dose de 600 mg e volume de 200 mL) usando o valor
de solubilidade em cada pH para cada lote (Tabela 3). Nos farmacos pouco
soluveis (Classe Il), o valor de D, € menor do que um. No entanto, D, e A, séo
parametros adimensionais normalmente altos (LOBENBERG; AMIDON, 2000).
O D, estabelecido para cada lote em estudo apresentou valores bem acima da

faixa limite para este parametro adimensional.

Tabela 3 - Namero de dose (D,) dos lotes A e B.

Lote  Suco gastrico simulado  Agua  Suco entérico simulado
A 278,81 334,07 396,82
B 357,14 364,52 398,93

A digoxina e a griseofulvina sdo farmacos pertencentes a classe Il
Segundo o SCB, os valores de solubilidade destes farmacos sé@o similares
(aproximidamente 20 mg/mL). Entretanto, a dose de administracéo é diferente
(0,5 mg para digoxina e 500 mg para griseofulvina). Consequentemente, 0
volume necessario para dissolver a digoxina em sua dose de administracao é
de aproximadamente 20 mL para uma solubilidade de 0,024 mg/mL na faixa de
pH fisiologico. Por outro lado, a griseofulvina com uma solubilidade de 0,015
mg/mL, na faixa de pH fisiol6gico, precisa de um volume de aproximadamente
33,3 litros para solubilizar a dose de administracdo, sendo um volume muito
grande para ser ingerido (LOBENBERG & AMIDON, 2000).
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Neste ultimo caso, o mesmo pode ser observado para o efavirenz, cuja
dose de administracado de 600 mg, para um comprimido de liberacédo imediata,
necessita de um volume de aproximadamente 79, 4 litros, que excede o volume
total de fluido intestinal. Isto indica que a solubilidade é o fator limitante para a
absorcéo e também para a biodisponibilidade.

Apesar da baixa solubilidade notificada com os farmacos de efavirenz,
um fator importante pode influenciar o valor de D, e assim proporcionar
alteracbes quanto ao comportamento dos compostos frente a sua absorcéo ao
longo do trato gastrointestinal e concomitantemente a biodisponibilidade. Esse

parametro é o tamanho de particula.

6.2 Distribuicdo do tamanho de particula

A analise da distribuicdo do tamanho de particula, o indice de
polidispersao e a area superficial dos lotes A e B sdo apresentadas na Tabela 4
e na Figura 23. Para o lote A 10%, 50% e 90% das particulas apresentaram
tamanho igual a 0,996 um, 3,288 um e 10,045 um, respectivamente. Para o
lote B, 10%, 50% e 90% das particulas apresentaram tamanho igual a 2,302
pum, 17,077 um e 48,824 um, respectivamente. O indice de polidispersdo
calculado nos valores de 2,75 para o lote A e 2,72 para o lote B, indicam uma
heterogeneidade entre o didametro das particulas. Podemos observar que 0s
valores quanto a distribuicdo do tamanho de particula para o lote A € menor do
gue o lote B, sendo compativel com os valores da area superficial observados
(8,67 m?g para A e 2,00 m?g para B), visto o indice de polidispersdo
observado.

Logo, podemos sugerir que o lote A com uma distribuicdo do tamanho
de particula menor e consequentemente, uma maior area superficial apresente
uma maior solubilizacdo quando comparado ao lote B que em funcéo de seu
maior valor de distribuicdo do tamanho de particula e uma menor area

superficial pode apresentar uma menor solubilizacao.
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Tabela 4 — Distribuicdo e tamanho da particula, indice de polidispersao e area
superficial dos lotes A e B de efavirenz.

Lote D (10) D(50) D(90) IP AS (m?/g)
A 0,996 pum 3,288 um 10,045 um 2,75 8,67
B 2,302 um 17,077 um 48,824 um 2,72 2,00

D(10)um: didmetro de particula correspondente a 10% da distribuicdo acumulada.
D(50)um: didmetro de particula correspondente a 50% da distribuicdo acumulada.

D(90)um: didmetro de particula correspondente a 90% da distribuicdo acumulada.

100 -+

=@=ote A
== ote B

(%) Cumulativo

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50
Diametro da Particula (um)

Figura 23 — Distribuicdo do tamanho de particula do efavirenz: Linha azul lote
A e linha vermelha lote B.

O perfil de dissolucéo por dispersdo comparativo entre os lotes A e B em
diferentes concentracdes de LSS sdo apresentados na Figura 24. Analises
estatisticas quanto a comparacao entre a solubilizacéo do lote A e o lote B nos
diferentes meios de dissolucdo foram discriminativos (P < 0,05). Logo, ha
diferenca na distribuicAo do tamanho de particula entre os farmacos,
consequentemente, resultando em diferentes valores de solubilizag&o.

Lobenberg e colaboradores (2000) realizaram o estudo de dissolucdo do
po de glibenclamida. Diferencas significativas quanto ao tamanho e distribuicao
da particula micronizada e normal do farmaco foram encontradas. Foi
considerado que wum dos fatores que influenciam a dissolucéo,
consequentemente, a absor¢cdo do farmaco é o tamanho de particula. As
particulas menores com uma maior area superficial dissolveram mais rapido

comparadas as maiores particulas do po de glibenclamida.
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Figura 24 — Perfil de dissolugéo por dispersao comparativo entre os lotes A e B
em diferentes concentracgdes de LSS 0,5-(A), 1,0-(B) e2,0%-(C).

O perfil de dissolucao por dispersao entre os lotes A e B em diferentes
concentracbes de LSS sao apresentados na Figura 25. De acordo com as

analises estatisticas entre os diferentes meios de dissolucéo, a solubilizagdo do
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lote A em LSS 0,5% nao foi discriminativo quando comparado com LSS 1% (P
> 0,05), mas comparado a LSS 2% os valores foram significantes
estatisticamente (P < 0,0001). Por outro lado, baseados nos valores
estatisticos, a solubilizacdo do lote B nos diferentes meios (LSS 0,5, 1,0 e
2,0%) nao foram discriminativos, podendo estar atribuido a propria
caracteristica do farmaco que nado proporcionou uma boa dissolu¢cdo nos
diferentes ambientes.

A maior porcentagem do lote A solubilizado foi encontrada no meio de
dissolucdo com LSS 2% (93,4%) seguido pela concentracdo em LSS 1%
(90,9%) e LSS 0,5% (79,77%). Por outro lado, o lote B apresentou uma
solubilizacdo menor do que o lote A. No entanto, o lote B também apresentou
uma maior solubilizacdo no meio com concentracdo de LSS 2% (69,0%)
seguido pela concentracdo de LSS 1% (67,8%) e LSS 0,5% (55,76%).

Segundo Okumo e colaboradores (2008), a solubilizacdo dos farmacos
pode aumentar em funcéo da concentracao de surfactantes presentes no meio
de dissolucdo. Assim, a maior porcentagem de solubilizacdo nos estudos de
dissolucéo por dispersao pode estar atribuido as diferentes concentracfes de
LSS.

Simulacdes foram realizadas em funcéo dos fatores fisico-quimicos, de
formulacdo e fisiologicos para cada lote, sendo possivel a predicdo da

biodisponibilidade.
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Figura 25 - Perfil de dissolucéo por disperséo dos lotes A e B em diferentes
concentracdes de LSS (0,5 1,0 2,0%).

6.3 Simulacdo Gastrointestinal - GastroPlus™

O GastroPlus™ é um software que tendo a capacidade em promover a
simulagédo da absorgédo e também a biodisponibilidade, vem auxiliando muitas
pesquisas durante a descoberta e o desenvolvimento de farmacos. Para que
seja realizado as predicdes € necessario valores determinados quanto aos
parametros fisico—quimicos, fisioldgicos e de formulagcdo. Alguns parametros
sdo derivados da literatura, do proprio software ou determinados
experimentalmente, e no caso desse trabalho, a solubilidade, o tamanho de
particula e dissolucdo. Outro parametro importante que contribui na velocidade
e extensdo da absor¢cdo de um determinado farmaco é a permeabilidade. Sua
opcdo esta presente no modulo composto e pode ser determinada por
metodologias in vitro, como por exemplo, estudos de permeabilidade com
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células Caco-2. Entretanto, a permeabilidade em diferentes metodologias ainda
nao foi desenvolvida. Esses estudos tém como objetivo buscar entre as
metodologias a que menor ira variar quanto aos resultados simulados referente
ao coeficiente de permeabilidade efetiva em comparacdo com valores ja
estabelecidos. Logo, foi necessario simular a permeabilidade efetiva humana
com dados da permeabilidade em células Caco-2 derivados da literatura.

Inicialmente foi realizada a predicdo da biodisponibilidade a partir de
parametros fisico-quimicos (solubilidade) e de formulacdo (tamanho de
particula) utilizando 5 lotes de efavirenz para avaliar a sensibilidade do
software quanto aos diferentes resultados derivados desses parametros para
cada lote. As Tabelas 5 e 6 apresentam os parametros adicionais para a
simulacdo da biodisponibilidade e os parametros farmacocinéticos preditos,
respectivamente.

Diferencas quanto aos valores de F; Chax tmax € ASCo: foram
observados para os 5 diferentes lotes de efavirenz. O lote 10839 apresentou a
maior valor de Cnax (2,06 pg/mL) dentre os avaliados, por outro lado, o lote
8CGS040 apresentou a menor valor de Cpax (1,32 pg/mL). Quanto aos
respectivos valores de tmax Simulados, para o lote 10839, tmax Simulado foi de
4,32 h, enquanto para o lote 8CGS040, tmax foi de 6,06 h. Os resultados
preditos da ASCy. para o lote 10839 foi de 95,66 ugh/mL, para o lote 8CGS040
o valor simulado foi de 68,92 pgh/mL. Quanto a fracdo de absorcéo, F, para o
lote 10839 foi no valor de 88,25%, ja para o lote 8CGS040, F, foi no valor de
64,90%.

Assim, os valores simulados de acordo com os dados de solubilidade e
tamanho de particula para cada lote de efavirenz demonstraram-se diferentes.
No entanto, os parametros farmacocinéticos para todos os lotes foram
diferentes dos dados resultantes dos estudos de biodisponibilidade derivados
da literatura, podendo sugerir que tal fato pode estar atribuido as diferentes
caracteristicas para cada matéria-prima. Logo, o GastroPlus™ foi sensivel aos
fatores fisico-quimicos e de formulagcdo, indicando a importancia desses
parametros na influéncia quanto a biodisponibilidade.

Baseados nos resultados provenientes da avaliacdo foram realizados a
predicdo da biodisponibilidade dos lotes A e B em funcdo dos fatores fisico-
quimicos, fisioldgicos e de formulacao.
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dos cinco lotes de efavirenz. Em preto parametros derivados da literatura, em

Parametros Efavirenz
Peso molecular (g/mol) 315,67
Log P 54
pKa 10,2
Dose (mg) 600
Permeabilidade (cm/s x 10) 8,92
Relagdo Sangue/plasma 0,74
Peso corporal (kg) 64,72
Volume de distribui¢éo (L/KQg) 3,33
Depuracgéo (L/h) 3,87
Volume de dose (ml) 250
Ciax (Mg/mL) 3,67
tmax(h) 4,84
ASCy: (ugh/mL) 112
Coeficiente de difusdo 0,7473
Densidade de particula (g/ml) 1,2
Tempo de precipitacdo (s) 900
Fisiologia Fasted
Modelo AFS SA/V 6.1

vermelho parametros derivados do GastroPlus™.

Tabela 6 — Parametros farmacocinéticos derivados da literatura e simulados de

cinco lotes de efavirenz.

Lotes Fa(%)  Cmax(Hg/mL) tmax (M) ASCy. (ugh/mL)
811613 83,01 1,76 5,68 89,40
9CGS025 74,11 1,56 5,78 79,30
8CGS040 64,90 1,32 6,06 68,92
10839 88,25 2,06 4,32 95,66
10840 78,61 1,68 5,58 84,44
Literatura - 3,67 4,84 112
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A simulacéo gastrointestinal para comprimidos de liberacdo imediata do
efavirenz baseados nos parametros de entrada provenientes da literatura, de
valores determinados pelo GastroPlus™ e provenientes dos estudos de
biodisponibilidade de cada biolote, sdo apresentados na Tabela 7. Os
resultados de solubilidade e tamanho de particula ja apresentados foram
preenchidos nos arquivos de suporte em suas extensdes especificas.

Todas as vantagens proporcionadas por uma forma de dosagem sélida
sdo diretamente relacionadas aos processos de producdo empregados e,
principalmente, aos excipientes utilizados durante o desenvolvimento de uma
formulacdo (TOLLER et al., 2005).

A composicdo de excipientes e a dose do farmaco presente no biolote A
sao apresentados na Tabela 8.

Para o biolote A com uma dose no valor de 600 mg do lote A, a mistura
de excipientes € composta por: celulose microcristalina 101 atuando como
diluente, lactose monohidratada com sua acdo aglutinante e diluente,
coscarmelose sédica com sua caracteristica em intumescer no contato com a
agua, aumentando seu volume em até oito vezes o tamanho inicial (a este
excipiente tem-se um grande poder de desintegracdo), o lauril sulfato de sédio
agindo como um tensoativo facilitando a dissolucdo do composto ativo, o
estearato de magnésio tendo como funcdo a acdo lubrificante e o

hidroxipropilcelulose agindo como um desintegrante (ROWEL et al., 2009).

A variacdo quantitativa e qualitativa dos adjuvantes farmacotécnicos
pode interferir com o desempenho das formas farmacéuticas,
consequentemente, influenciando na velocidade de absor¢ao, assim como, na
biodisponibilidade (BONAMICI, 2009; KALASZ, 2006).
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Tabela 7 — Parametros empregados para a simulacao da biodisponibilidade.
Em azul parametros derivados da literatura, em vermelho parametros derivados
do GastroPlus™ e em preto valores experimentais dos estudos de
bidisponibilidade.

Parametros Lote A Lote B
Peso molecular (g/mol) 315,67 315,67
Log P 54 54
pKa 10,2 10,2
Dose (mg) 600 600
Permeabilidade (cm/s x 10°) 8,92 8,92
Relacédo Sangue/plasma 0,74 0,74
Tempo de precipitacao (s) 900 900
Coeficiente de difusao 0,7473 0,7473
Densidade de particula (g/mL) 1,2 1,2
Fisiologia Fasted Fasted
Modelo AFS AS/V 6.1 AS/V 6.1
Peso corporal (kg) 64,72 66,9
Volume de distribui¢éo (L/KQg) 1,56 4,68
Depuracéo (L/h) 2,65 6,26
T12(h) 266,63 163,72
Volume de dose (ml) 200 200

Tabela 8 — Adjuvantes farmacotécnicos presentes na formulacdo do biolote A.

Matéria-prima Biolote A (mg/comp.)
Efavirenz 600
Celulose Microcristalina 101 228,0
Celulose Microcristalina 102 0

Lactose Monohidratada (200 mesh) 237,6
Croscarmelose sodica 72,0

Lauril sulfato de sodio 12,0
Estearato de magnésio 12,0
Hidroxipropilcelulose LF 38,4

O perfil da curva de concentracdo plasmatica versus tempo e 0s
parametros farmacocinéticos preditos comparados aos dados obtidos in vivo

para o biolote A sdo apresentados na Figura 26 e Tabela 9.
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Segundo Grbic e colaboradores (2011), os parametros farmacocinéticos
preditos de um comprimido de liberagdo imediata de glicazida (80 mg),
apresentaram uma porcentagem de erro de predicdo (%EP) menor do que
10%, seguindo as normas de acordo com a FDA presente no guia “Guidance
for Industry Extended Release Oral Dosage Forms: Development, Evaluation,
and Application of In Vitro/In Vivo Correlations”, em que uma boa predicdo deve
apresentar valores quanto a %EP igual ou menor que 10%. Assim, oS
parametros estabelecidos sobre a glicazida foi considerado como um bom
modelo para promover a predicdo de absor¢cdo do mesmo. Entretanto, valor de
tmax foi relativamente alto (18,22%), sendo que para este parametro simulado, o
calculo de %EP foi determinado em comparacdo a um valor de tnax médio
estimado a partir de uma série de dados observados in vivo.

A mesma condicéao foi apresentada para os parametros farmacocinéticos
simulados pelo biolote A. A %EP foi menor do que 10% para os parametros
farmacocinéticos Crmax € ASC, indicando que este modelo (ASF Opt logD Model
SA/V 6.1) promoveu uma boa predicdo da absorcdo do lote A com base nos
estudos observados in vivo. Entretanto, os valores quanto a tmax S&o
relativamente altos (24,4%).

Portanto, sugere-se que o alto valor de %EP aos parametros
farmacocinéticos para o biolote A ocorra em funcdo da variabilidade existente
entre os voluntarios envolvidos no estudo, ja que de acordo com os resultados
quanto ao estudo de biodisponibilidade do biolote A, o coeficiente de variagcéo

de Pearson variou numa faixa em torno de 34,64.

Tabela 9 — Parametros farmacocinéticos observado (Obs) do biolote A e
simulados (Sim) do lote A em funcéo do perfil da curva de concentracéo
plasmatica versus tempo.

Parametros Referéncia Biolote A (Obs) A (Sim) EPa (%)
Crnax (Mg/mL) 3,14 2,93 2,81 4,1
tmax(h) 3 4,5 34 24,4
ASCo. (Hg.h/mL) 139,42 137,95 131,94 4,3

ASCo... (ng.h/mL) 163,28 184,52 188,49 2,1
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Figura 26 — Perfil da curva de concentracdo plasmatica versus tempo
experimental (linha continua) e predito (quadrado) do lote A.

O biolote B apresentou diferengas quanto a sua composi¢cdo quando
comparado ao biolote A. A composicdo de excipientes e a dose do farmaco
presente no biolote B sédo apresentadas na Tabela 10.

Diferencas quantitativas e qualitativas sdo presentes na composicédo da
formulacéo do biolote B em comparacdo com a composicédo do biolote A. Para
o biolote B com uma dose no valor de 600 mg, a mistura de excipientes é
composta por: celulose microcristalina 101 e 102 atuando como desintegrante,
lactose monohidratada com sua acdo aglutinante e diluente, o estearato de
magnésio tendo como fun¢do a acdo lubrificante. A croscarmelose sédica e o
lauril sulfato de sodio foram os excipientes que apresentaram uma quantidade
duas vezes maior do que seu limite (5 e 2%) para a composi¢do do comprimido
(ROWEL et al.,, 2009). Além disso, na composicdo desta formulacdo o
hidroxipropilcelulose esteve ausente. O excesso de croscarmelose sodica
presente na formulacdo do biolote B sugere seu afastamento quanto as
caracteristicas de uma formulacdo de liberacdo imediata, j& que com uma

porcentagem acima de 5% este adjuvante passa a apresentar efeito retardante.
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Tabela 10 — Adjuvantes farmacotécnicos presentes na formulacéo do biolote B.

Matéria-prima Biolote B (mg/comp.)
Efavirenz 600
Celulose Microcristalina 101 54,90
Celulose Microcristalina 102 55,50
Lactose Monohidratada (200 mesh) 233,10
Croscarmelose sodica 111,00
Laurilsulfato de sodio 44,40
Estearato de magnésio 11,10
Hidroxipropilcelulose LF 0

O perfil da curva de Concentracdo plasméatica versus tempo e o0s
parametros farmacocinéticos preditos do lote B comparados aos dados obtidos
in vivo para o biolote B s&o apresentados na Figura 27 e na Tabela 11.

Em termos do lote B, pode ser visto que a simulacéo resultou em valores
subestimados e superestimados. Portanto, fora dos valores padroes
determinados pela FDA. O alto valor da %EP pode estar atribuido ao efeito
dos excipientes. O GastroPlus™ sendo um programa derivado de uma relacéo
entre o SCB e as condicdes fisiologicas, durante a predicdo da
biodisponibilidade, n&o sao considerados efeitos dos adjuvantes
farmacotécnicos sobre o ingrediente ativo. Logo, o alto valor quanto a %EP em
relacdo ao biolote B pode estar atribuido a interferéncia dos excipientes,
tornando mais dificil a tarefa de se antecipar os parametros farmacocinéticos

da formulacao estudada.
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Tabela 11 — Parametros farmacocinéticos observados (Obs) do biolote B e
simulados (Sim) do lote B em funcédo do perfil da curva de concentracéo
plasmatica versus tempo.

Parametros Referéncia Biolote B (OBS) lote B (SIM) EP, (%)

Crnax (Hg/mL) 234 1,03 0,72 33,09
tmax(h) 4,5 4,5 3.8 15,5

ASC,. (ug.h/mL) 135,39 65,10 72,09 -10,59
ASCo... (ug.h/mL) 99.80 92,86 53,78 42,08

Experimental

B Simulado

Concentragdo plasmatica

0 50 100 150 200
tempo (horas)

Figura 27 — Perfil da curva de concentracdo plasmatica versus tempo
experimental (linha continua) e predito (quadrado) do lote B.

O efavirenz € um composto ativo hidrofébico com baixa densidade e alta
resisténcia ao fluxo. Logo, propriedades como o tamanho de particula sdo de
extrema importancia no desenvolvimento de formulagdes para uma distribuicdo
do farmaco de modo efetivo ao longo do trato gastrointestinal, influenciando
guanto a sua biodisponibilidade (SATHIGARI et al., 2009; WEI et al.,2008).

Diferencas no tamanho de particula foram apresentadas para cada lote
como mencionado anteriormente (Tabela 4). Um impacto sobre os resultados
simulados para cada lote foi observado. O lote A com uma distribuicdo do

tamanho de particula menor obteve, consequentemente, um maior valor quanto



95

a sua absorcéo e quanto a sua biodisponibilidade. Por outro lado, o lote B com
uma distribuicdo do tamanho de particula maior, obteve resultados quanto a
sua biodisponibilidade tanto observados in vivo quanto simulados fora dos
padrdes estabelecidos.

A Tabela 12 apresenta a porcentagem de cada farmaco em cada
compartimento. A absorcdo em cada regido gerada pelo GastroPlus™
demonstrou que grande parte do efavirenz foi absorvido no jejuno (1 e 2) e 0
ileo (1). Os resultados da distribuicdo estdo de acordo com os testes de
solubilidade do farmaco, indicando que esta propriedade nos compartimentos
da parte proximal do intestino decorrente as condi¢cbes dos parametros
existentes, ndo sao suficientes para que a absor¢cédo do farmaco seja completa.
Assim, nas demais regides (ileo2 e 3, ceco e célon ascendente), a solubilidade
torna-se em condi¢cBes suficiente para que o farmaco seja completamente
dissolvido e, entéo, alcance a circulagéo sistémica.

Assim, a simulacédo elaborada pelo programa GastroPlus™ foi efetiva
para a distribuicdo do tamanho de particula e a solubilidade especificada para
os lotes A e B, demonstrando mais uma vez que o programa pode auxiliar na
busca do desenvolvimento de melhores formulacbes em funcdo de sua
capacidade em simular a biodisponibilidade baseado nas caracteristicas

especificas do farmaco, neste caso, o efavirenz.

Tabela 12 — Porcentagem absorvida dos lotes A e B ao longo dos
compartimentos.

Compartimentos Lote A (%) Lote B (%)
Estomago 0,0 0,0
Duodeno 7.6 6,0
Jejuno 1 27,5 22,2
Jejuno 2 21,9 17,3
fleo 1 13,1 10,2
lleo 2 8,2 6,0
fleo 3 23 1,9
Ceco 9,7 7,8
Célon ascendente 8.6 14.5
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6.4 Correlacao in vitro-in vivo

A absorcdo dos farmacos de uma forma de dosagem sdlida apdés uma
administragao oral depende da liberacdo do ingrediente ativo, sua dissolugdo
ou solubilizagdo do farmaco sobre as condi¢cdes fisiologicas, e a
permeabilidade através do trato gastrointestinal. Devido a natureza critica das
duas primeiros etapas, a dissolugéo in vitro pode ser relevante na predicdo da
performance in vivo (EMAMI, 2006).

Um dos principais pontos quanto ao estabelecimento das CIVIV é
estabelecer especificacdes da dissolucao e validar o uso do método para atuar
como um substituto em relacdo aos estudos de biodisponibilidade dos
farmacos (EMAMI, 2006).

Casos onde a velocidade de dissolucdo € dependente da acdo de
surfactantes, o perfil da curva deconvoluida de concentragcéo plasmatica versus
tempo apos administracdo de lotes do produto com diferentes velocidades de
dissolucéo séo correlacionados com os dados de dissolugédo sobre as mesmas
condi¢Oes de dissolugcédo (EMAMI, 2006).

Assim, para o estabelecimento de uma boa CIVIV, padrdes de
dissolugdo rigorosos podem ser necessarios para uma isencdo in vivo.
Geralmente, uma metodologia de dissolucéo, que é capaz em discriminar entre
os estudos das formulagcdes com diferentes padrbes de liberacdo e melhor
refletir o comportamento in vivo. Mudangas durante os testes de dissolucdo
como velocidade de agitagcdo, escolha do apparatus, pH do meio, e
temperatura podem alterar o perfil de dissolucdo. Uma vez desenvolvido um
sistema discriminativo, as condi¢cdes de dissolugcdo devem ser a mesma para
todas as formulacdes testadas no bioestudo para o desenvolvimento da
correlagao (EMAMI, 2006).

Adicionalmente, a correlacdo deve apenas ser estabelecida para uma
mesma forma de dosagem farmacéutica, com seu mecanismo de liberacao
particular, com os principais aditivos e excipientes. Uma correlagdo dever ser
considerada real e preditiva unicamente caso as modificacbes da forma de
dosagem permanecam dentro de certos limites, consistentes com o mecanismo

de liberacéo e excipientes envolvidos (EMAMI, 2006).
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Quanto aos estudos de biodisponibilidade, devem ser realizados para
caracterizar o perfil da curva de concentracdo plasmatica versus tempo, com
um nuamero suficiente de individuos (6 a 36) com o objetivo de caracterizar
adequadamente a performance do produto em estudo (EMAMI, 2006).

Os resultados dos estudos de biodisponibilidade do produto referéncia
podem ser derivados de uma administracao intravenosa, oral aquosa ou um
produto de liberacdo imediata. As CIVIVs normalmente s&o estabelecidas em
individuos no estado em jejum. Situacdes em que o farmaco nao é tolerado no
estado em jejum, a CIVIV pode ser estabelecida no estado alimentado (EMAMI,
2006).

A absorcdo de determinado composto ativo pode ser influenciada por
algumas variadveis entre os individuos como, por exemplo, idade, sexo e
condicdo fisica, sendo necessario elimina-las ou promover um controle para
evitar o comprometimento da CIVIV (EMAMI, 2006).

O perfil de dissolucdo comparativo entre os biolotes A e B em cada
metodologia sdo apresentadas na Figura 28. Apenas a metodologia
estabelecida por Farmanguinhos foi discriminativo (p < 0,05) com relagcdo aos
dados de dissolucdo entre os biolotes A e B. O percentual dissolvido de
efavirenz no tempo de 60 minutos para o biolote A foi no valor de 87,51%, para
o biolote B o valor total do percentual dissolvido no tempo de 60 minutos foi
igual a 66,93%.0s dados de dissolucdo entre os biolotes A e B segundo as
metodologias estabelecidas pela Farmacopéia Americana e Brasileira néo
foram discriminativos (p > 0,05). O valor total de percentual dissolvido de
efavirenz para os biolotes A e B segundo a Farmacopéia Brasileira foi de
108,4% e 98,91% respectivamente. Para as condi¢gbes dos estudos segundo a
Farmacopéia Americana, o valor total da percentagem dissolvida de efavirenz

para os biolotes A e B foi de 104,37% e 91,56% respectivamente.
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Figura 28 — Comparativo entre os perfis de dissolugéo dos biolotes A e B
elaborados por trés metodologias: (A)-Farmanguinhos, (B)-Farmacopéia
Brasileira, (C)-Farmacopéia Americana.

O perfil de dissolucdo comparativo entre as trés metodologias séo

apresentadas na Figura 29. Podemos observar que a maior quantidade de

farmaco

liberado no tempo total de 60 minutos foi pela metodologia
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estabelecida pela Farmacopéia Brasileira (108, 64%), seguido pela
Farmacopéia Americana (104,37%) e por fim Farmanguinhos (87,51%).

De acordo com as analises estatisticas, as metodologias estabelecidas
por Farmanguinhos (P < 0.0001) e a Farmacopéia Americana (P < 0,001) foram
discriminativas em relacdo a metodologia segundo a Farmacopéia Brasileira.

No entanto, essas metodologias n&do foram estatisticamente significantes.
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Figura 29 - Perfil de dissolugéo dos comprimidos do biolote A de efavirenz
elaborados por trés diferentes metodologias: Farmanguinhos, Farmacopéia
Brasileira, Farmacopéia Americana.

Okumu e colaboradores (2008) realizando estudos de dissolucdo dos
comprimidos de montelucaste de s6dio em um mesmo meio, mas variando a
velocidade de agitacdo, concluiu que a maior velocidade (100 rpm-88.9%)
obteve uma grande quantidade de farmaco liberado do que a menor velocidade
de agitacdo (75 rpm—69,4%). Tal justificativa esta atribuida a melhor condicéo
hidrodindmica fornecida quando agitado a 100 rpm comparado a 75 rpm.

Dentre as metodologias avaliadas, a metodologia segundo a
Farmacopéia brasileira foi a que possui uma maior velocidade de agitacao.
Assim, o resultado do perfil de dissolu¢cdo comparativo est4 de acordo com 0s
estudos provenientes da literatura, resultando em diferencas em relacdo as
metodologias de Farmanguinhos e da Farmacopéia americana.

Durante o estabelecimento das CIVIVs, a correlacdo com o farmaco
referéncia ndo pode ser realizado, o comprimido foi sujeito aos estudos de

dissolugcéo apenas pela metodologia estabelecida por Farmanguinhos. Sendo
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assim, como o biolote A foi aprovado quanto aos estudos de bioequivaléncia
entdo as correlacbes foram realizadas baseados nos dados in vivo derivados
do biolote A.

Os parametros farmacocinéticos simulados e observados, com seus
respectivos coeficientes de correlacdo segundo o modelo de Wagner-Nelson (1
compartimento) baseados nos dados de dissolu¢cdo do comprimido de liberacéo
imediata do biolote A do efavirenz s&o apresentados na Tabela 13.

Os resultados obtidos indicam que as melhores correlagbes foram
diagnosticadas segundo a metodologia de Farmanguinhos com o coeficiente de
correlagao no valor de 0,85, seguido pela metodologia segundo a Farmacopéia
americana (0,83).

Tabela 13 — Coeficiente de correlagdo e parametros farmacocinéticos
observados in vivo (Biolote A) e simulado segundo Wagner-Nelson, baseado
nos perfis de dissolugcéo de trés metodologias segundo Farmanguinhos, a
Farmacopéia Brasileira e a Farmacopéia Americana.

Biolote A Farmanguinhos F. Brasileira F. Americana
R* 0,85 0,48 0,83
Observado 2,94 2,94 2,94
Chax Simulado 2,34 1,52 2,29
EP (%) 20,33 48,2 21,7
ASCo, Observado 136,4 136,4 136,4
Simulado 168,9 73,96 164,2
EP (%) -23,83 45,76 -20,38

F - Farmacopéia

Okumu e colaboradores (2008) realizaram um estudo de correlacdo in
vitro-in vivo baseados no estudo de dissolugéo in vitro em diferentes condicbes
e o perfil da curva de concentracdo plasmética versus tempo com o farmaco
montelucaste de sédio (farmaco pouco soluvel). Os melhores coeficientes de
correlagao linear foram 0,979 e 0,834.

Podemos atribuir que as metodologias de Farmanguinhos e da

Farmacopéia Americana estabelecidas para o comprimido de liberacdo
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imediata do biolote A de efavirenz proporcionaram uma boa correlacdo com o0s
dados observados in vivo.

O perfil da curva de concentracao plasmatica versus tempo baseados no
perfil de dissolucdo desta metodologia foi a que mais se aproximou dos
parametros farmacocinéticos observados in vivo (Figura 30). Podemos
observar com relagcdo a concentracdo plasméatica, um lento declinio na medida
em que o farmaco é eliminado do organismo. A medida que a concentragéo do
farmaco no plasma diminui a quantidade de farmaco distribuido e eliminado
também diminui. Sendo caracteristico de um modelo farmacocinético em que o
farmaco € restrito apenas a um compartimento.

3,5
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Figura 30 — Perfil da curva de concentracdo plasmatica versus tempo
experimental (linha continua) e predito (quadrado) do biolote A pelo modelo de
Wagner-Nelson.

Nos estudos de correlacdo, ha um forte indicio que as metodologias de
Farmanguinhos e a Farmacopéia Americana comportam-se como ideais para
os estudos de dissolugdo com os comprimidos de efavirenz.

Os parametros farmacocinéticos simulados e observados, com seus
respectivos coeficientes de correlacdo segundo o modelo de Loo—Rielgelman
(3 compartimentos) baseados nos dados de dissolugdo do comprimido de
liberacdo imediata do biolote A de efavirenz é apresentado na Tabela 14.

Os resultados obtidos indicam que as melhores correlagdes novamente
foram diagnosticadas segundo a metodologia de Farmanguinhos com o

coeficiente de correlacdo no valor de 0,83, seguido pela metodologia
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estabelecida pela Farmacopéia Americana (0,68). O perfil da curva de
concentracdo plasmatica versus tempo da metodologia estabelecida por
Farmanguinhos é apresentado na Figura 31. Podemos observar uma
acentuada queda da concentracdo plasmatica do farmaco, representando a
fase de distribuicdo seguida por declinios mais lentos representados pela fase
de eliminacdo. Estas séo resultantes da presenca do farmaco nos tecidos que
se difundem para o0 sangue substituindo o que foi eliminado, sendo

caracteristico de um modelo multicompartimental.

Tabela 14 — Coeficiente de correlagéo linear e parametros farmacocinéticos
observado in vivo (biolote A) e simulado segundo o modelo de Loo-Rielgelman,
baseado nos perfis de dissolucéo de trés metodologias segundo
Farmanguinhos, a Farmacopéia Brasileira e a Americana.

Biolote A Farmanguinhos F. Brasileira F. Americana
R* 0,83 0,43 0,68
Observado 2,94 2,94 2,94
Chax Simulado 417 0,28 4,65
EP (%) -42,0 90,51 -58,22
ASCo, Observado 136,4 136,4 136,4
Simulado 120,2 - 113,6
EP (%) 11,8 - 16,76

F - Farmacopéia
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Figura 31 — Perfil da curva de concentracdo plasméatica versus tempo
experimental (linha continua) e predito (quadrado) do biolote A pelo modelo
compartimental de Loo - Rielgelman.

Para o desenvolvimento das correlacbes € necessario estimar a
absorcdo in vivo ou tempo de dissolugdo usando técnicas de deconvolucdo
apropriadas como Wagner-Nelson e Loo-Rielgelman.

Ambos os métodos de Wagner-Nelson e Loo-Rielgelman sdo modelos
dependentes. O método estabelecido por Wagner-Nelson é usado para um
compartimento, a fracdo cumulativa de farmaco absorvido em um determinado
tempo t é dependente da constante de velocidade de eliminacdo e os dados
qguanto a administracdo intravenosa nao Ssao requisitos para a estimativa da
absorcao (EMAMI, 2006; WAGNER, 1974).

No caso do método Loo-Rielgelman, para determinarmos a quantidade
de farmaco absorvido em funcdo do tempo, estimativas de parametros como
volume de distribuicdo aparente e a constante da velocidade de eliminagéo do
farmaco no compartimento central sdo necessarios dados da concentracdo do
farmaco ap6s uma administragdo intravenosa e oral a um mesmo individuo
(EMAMI, 2006; WAGNER, 1974).

Logo, com o dado de administracdo intravenosa indisponivel, o método
de Wagner-Nelson passa ser um modelo atrativo.

Logo, apesar de um maior perfil de dissolucdo dentre as técnicas em
funcdo de sua velocidade de agitacdo, a metodologia estabelecida pela

Farmacopéia Brasileira apresentou o menor valor quanto ao coeficiente de
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correlacao linear, ou seja, os dados de dissolucéo in vitro ndo foram diferentes
dos valores quanto aos dados de dissolucdo in vivo, sugerindo que as
metodologias de Farmanguinhos e da Farmacopéia Americana comportam-se
como as metodologias ideais para os estudos de dissolucdo com os
comprimidos de efavirenz, possuindo a capacidade em desenvolver um perfil
de dissolucdo in vitro capaz de predizer o perfil da curva de concentracéo
plasmatica versus tempo semelhante aos resultados provenientes dos estudos
observados in vivo.

No entanto, diversos estudos de dissolucdo que utilizaram LSS indicam
gue um menor percentual do surfactante proporciona maior discriminacdo entre
os medicamentos avaliados (HE et al., 2004; PABLA et al., 2009). Neste
trabalho realizado com comprimidos de efavirenz, condicbes mais brandas de
dissolucéo e, portanto, mais discriminativas, foram observadas principalmente
na metodologia de Farmanguinhos, que utiliza LSS 0,5%, ou seja, para o0s
estudos de dissolugdo de comprimidos de liberacdo imediata de efavirenz,
baseado nos dados de CIVIV segundo Wagner-Nelson e também estudos
provenientes da literatura, a metodologia de Farmaguinhos € a mais
recomendada.

Os estudos de dissolucao sao uma ferramenta indispensavel nas varias
etapas dos processos de desenvolvimento galénico. E de extrema importancia
a necessidade real de estabelecer o perfil de liberagdo com objetivo de prever
de forma mais eficaz o comportamento in vivo das formas farmacéuticas e de
seus respectivos compostos ativos em funcdo de suas propriedades fisico-
quimicas (GRBIC et al., 2011; MANADAS et al., 2002).

Entretanto, é importante definir a metodologia de liberacdo do farmaco
que devera predizer a performance clinica e estabelecer uma CIVIV. Com o
modelo de CIVIV validado e, consequentemente, o0 meétodo de dissolucao
biorelevante identificado, pode-se auxiliar na redugdo dos numeros de estudos
in vivo durante o desenvolvimento das formulacdes genéricas, sua aprovacao
pelas agéncias regulatorias e mudancas pos-aprovacédo (GRBIC et al., 2011;
MANADAS et al., 2002).

No atual projeto, foi elaborado o estudo de dissolucéo por dispersdo com

0 p6 do lote A em diferentes meios (LSS 0,5, 1,0 e 2,0%) com objetivo de
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avaliar a capacidade do método em discriminar as diferentes caracteristicas
pertencentes a cada farmaco.

O coeficiente de correlagédo e os parametros farmacocinéticos simulados e
observado baseados nos dados da dissolucdo por dispersdo do lote A em
funcdo do perfil da curva de concentracdo plasmatica versus tempo sao
apresentados na Tabela 15.

Segundo os dados apresentados, as correlagdes foram altas em funcao
do valor de cada coeficiente de correlacdo apesar da diferenca entre os perfis
de dissolucdo em cada concentracdo de LSS (Figura 24). As maiores
correlacées foram encontradas nas dissolucdes de LSS1,0% e 2,0% (R= 0,85)
seguido pela dissolucdo em LSS 0,5% (R?= 0,84). O perfil da curva de
concentracdo plasmatica versus tempo predito e observado in vivo para o meio

de dissolucdo em LSS1,0% é apresentado na Figura 32.

Tabela 15 —Coeficiente de correlacéo e parametros farmacocinéticos
observado in vivo e simulado baseado nos perfis de dissolucéo por disperséao
em LSS 0,5, 1,0 e 2,0%.

Lote A LSS0,5% LSS1,0% LSS 2,0%
R? 0,84 0,85 0,85
Observado 2,94 2,94 2,94
Cmax Simulado 2,36 2,34 2,34
EP (%) 19,73 20,34 20,25
Observado 136,4 136,4 136,4

ASC. _

Simulado 170,0 168,9 169,1

EP (%) -24,68 -23,86 -23,97




106

Experimental
B Simulado

Concentragdo plasmatica (Lg/ml)

0 50 Jqupo (ho}gﬂ 200 250

Figura 32 — Perfil da curva de concentracdo plasméatica versus tempo
observado e simulado a partir dos dados de dissolucéo por disperséo do lote A
em LSS 1%.

Okumu e colaboradores (2009) realizaram uma CIVIV a partir de
diferentes meios de dissolucdo em funcdo do perfil da curva de concentracéo
plasmatica versus tempo do etoricoxibe (farmaco pouco soltuvel). As melhores
correlagdes foram encontradas no fluido gastrico simulado e no fluido intestinal
simulado no estado em jejum em um volume de 900 ml, seus coeficientes de
correlacao foram nos valores 0.899 e 0,898 respectivamente.

Logo, baseado nos resultados de correlacdo (Tabela 15) podemos
sugerir que todos os meios de dissolugcdo (LSS 0,5%, 1,0% e 2,0%)
comportam-se como meios de dissolu¢cdo em condicbes necessarias para
avaliarmos os efeitos das propriedades fisico—quimicas sobre este farmaco.

No entanto, a metodologia de dissolugdo por disperséo esta fora dos
padrées quanto ao estabelecimento de uma correlagédo, devido as suas
caracteristicas como sendo voltada apenas na avaliacdo da matéria-prima, ou
seja, a correlagcdo ndo esta sendo derivada a partir de uma formulacdo com
seus respectivos componentes. Confirmando ilustrativamente que na auséncia
dos critérios para a determinacdo de uma correlagédo, o software ndo é capaz
em discriminar as metodologias empregadas para o desenvolvimento dos
estudos de dissolucdo. Sendo assim, o GastroPlus™ mais uma vez

demonstrou sua eficiéncia quanto a uma de suas func¢des, neste caso, a CIVIV,
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tendo o potencial em discriminar as diferentes metodologias de dissolu¢cédo do

comprimido de efavirenz.
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7. CONCLUSAO E PERSPECTIVAS

A solubilidade e o numero de dose dos lotes confirmaram este
parametro como fator limitante para esse farmaco.

O lote A que apresentou a menor distribuicio de tamanho e,
consequentemente, uma maior area superficial em comparagédo com o lote B,
obteve uma maior solubilizagdo nos meios de dissolugdo em estudo.

As simulacdes realizadas para cada lote utilizando o GastroPlus™
determinou diferencas quanto aos parametros relacionados com a
biodisponibilidade, sendo entdo o software uma importante ferramenta na
identificacdo de diferencas na farmacocinética dos lotes em funcéo de fatores
como o tamanho de particula e a solubilidade.

A CIVIV estabelecida para a dissolu¢cdo do comprimido para cada biolote
sugeriu que as técnicas de dissolucdo determinadas por Farmanguinhos e a
Farmacopéia americana foram as que mais se aproximaram dos valores
determinados pelos resultados clinicos. No entanto, por ser uma metodologia
mais discriminativa, a metodologia estabelecida por Farmanguinhos pode ser
considerada como ideal para os estudos de dissolucdo dos comprimidos de
efavirenz.

A CIVIV baseado em dados provenientes da dissolucdo por disperséo
atribuido aos lotes de efavirenz sugeriu que todos os meios com diferentes
concentracfes de LSS apresentaram um alto valor quanto ao coeficiente de
correlacao.

No entanto, esta metodologia esta fora das condicbes para o
estabelecimento de uma boa correlagdo. Demonstrando ilustrativamente que o
software ndo consegue discriminar os meios de dissolugdo quando néo estéo
de acordo com os critérios de CIVIV. Sendo um aspecto positivo do programa
guanto aos estudos de dissolucédo na busca do melhor meio que mimetize as
condic¢des in vivo.

Novas estratégias de formulacdo podem ser desenvolvidas
principalmente para farmacos de classe Il utilizando o GastroPlus™ como
ferramenta na predicdo da biodisponibilidade em funcdo dos valores fisico-

quimicos, fisioldgicos e de formulacao.
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Novas CIVIV podem ser desenvolvidas em busca da melhor
metodologia de dissolucdo envolvendo outras formulagbes com seus
respectivos IFA com o auxilio do GastroPlus™ na determinacdo do melhor
método que mimetiza as condi¢des in vivo e futuramente sugerir a isencdo dos

estudos de bioequivaléncia justificados pelo método in silico.
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