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RESUMO

A absorcao de farmacos, apos administracdo de medicamentos por via oral,
depende de uma série de processos. Devido a isto, os estudos de dissolugao in vitro
tornam-se uma ferramenta essencial durante todos os estagios de desenvolvimento
de um medicamento. A correlagédo entre os dados in vitro e in vivo é frequentemente
empregada durante o desenvolvimento farmacéutico com o intuito de reduzir o
tempo de pesquisa e aperfeigoar a formulagcao. No primeiro estudo, foram avaliadas
diferentes metodologias de dissolugcao, utilizando aparatos 2 (pas) e 4 (células de
fluxo), com o intuito de desenvolver uma correlagdo entre os dados de dissolugéo e
os dados de absorcéao in vivo obtidos através de um estudo de bioequivaléncia de
duas formulagdes de candesartana cilexetiia (CAN) com biodisponibilidades
diferentes. Os melhores resultados, tanto em aparato 2 quanto em aparato 4 foram
obtidos utilizando tampao fosfato (PBS) pH 6,5 e polissorbato 80 (P80), além da
simulacao de gradiente de pH utilizando aparato 4. Apds aplicagao de correlagao in
vitro - in vivo para as condicbes mais promissoras, obteve-se um coeficiente de
correlacao (r) de 0,959 para o método com aparato 2 em PBS pH 6,5 + P80 0,1%;
0,996 para o método com aparato 4 em PBS pH 6,5 + P80 0,02%; e 0,986 para o
método com simulagcéo de um gradiente de pH em aparato 4. O poder preditivo dos
métodos foi avaliado utilizando procedimento de validagéo interna, e os resultados
foram considerados satisfatérios. Posteriormente, no segundo trabalho,
considerando que apds administracado de um medicamento por via oral, a velocidade
e a extensdao de absorcdo de farmacos ao longo do trato gastrointestinal sao
altamente dependentes de fatores fisico-quimicos, de formulacgéo e fisiol6gicos e que
dentre os fisioldégicos o potencial efeito do alimento sobre a biodisponibilidade da
tansulosina merece atencao especial devido ao aumento em torno de 70 e 30% em
Cmax € a area sob a curva (ASC), respectivamente, quando administrado em jejum,
foi proposto um modelo de dissolugao in vitro com o intuito de avaliar se o impacto
da alimentacdo em parédmetros farmacocinéticos da tansulosina esta relacionado a
liberagcdo do farmaco a partir da forma farmacéutica. Foi utilizado aparato de
dissolugado de células de fluxo, com simulagéo do gradiente de pH in vitro nas duas
condi¢bes de administracao (jejum e alimentado) e os dados de dissolugao/liberacao
foram comparados aos resultados in vivo. Apos regresséao linear dos dados, obteve-
se um coeficiente de correlacao de 0,9751 para o modelo que simulou a condi¢do de
jejum e 0,9379 para o modelo que simulou a condigdo alimentada. Os resultados
foram considerados promissores e estes poderiam ser utilizados para avaliar novas
formulagdes com o intuito de prever o comportamento in vivo.

Palavras-chave: Candesartana cilexetila, tansulosina, dissolu¢ao, células de fluxo,
estudos in vivo, correlagao in vitro — in vivo.






ABSTRACT

Biopharmaceutical Evaluation of Inmediate and Extended Release Dosage
Forms Using Apparatus 2 (Paddle) and 4 (Flow Through Cell), and Biorelevant

Dissolution Media

Drug absorption, after oral administration depends on a number of processes. Due to
this, the in vitro dissolution studies become an essential tool during all stages of drug
development. The correlation between in vitro and in vivo data is often employed in
the pharmaceutical development, in order to reduce research time and improve
formulation. In the first study, different dissolution methods were evaluated, using
apparatus 2 (paddle) and 4 (flow through cell), in order to develop a correlation
between the dissolution data and in vivo absorption data obtained from a
bioequivalence study of two formulations of candesartan cilexetil (CAN) with different
bioavailabilities. The best results, both in apparatus 2 and apparatus 4 were obtained
using phosphate buffer (PBS) pH 6.5 and polysorbate 80 (P80), besides the pH-
gradient simulation in apparatus 4. After linear regression and application of in vitro —
in vivo correlation to the most promising conditions, a correlation coefficient (r) =
0.959 was found to the method with apparatus 2 in PBS pH 6.5 + P80 0.1%; 0.996 to
the method with apparatus 4 in PBS pH 6.5 + P80 0.02%; and 0.989 to the method
with pH-gradient simulation in apparatus 4. The predictability of the methods was
evaluated using internal validation procedure, and the results were considered
satisfactory. Subsequently, considering that after oral administration of a drug, the
rate and extent of drug absorption along the gastrointestinal tract are highly
dependent on physico-chemical, formulation and physiological factors, and that
among physiological factors, the food potential effect in tamsulosin bioavailability
deserves special attention because of the increase of around 70 and 30% in Cpax and
area under the curve (AUC), respectively, when administered to fasting, the second
work proposes the creation of a model of in vitro dissolution in order to assess if the
food impact on tamsulosin pharmacokinetic parameters is related to drug release
from the dosage form. Dissolution flow through cell apparatus was used with a pH-
gradient simulation of the two administration conditions (fasted and fed state) and
dissolution data were compared to in vivo results. After linear regression and data
correlation, a coefficient correlation of 0.9751 was obtained to the model that
simulated the fasted condition and 0.9379 to the model that simulated fed condition.
The results were considered promising and could be used to evaluate formulations in
order to predict in vivo behavior.

Keywords: Candesartan cilexetil, tamsulosin, dissolution, flow through cell, in vivo
studies, in vitro — in vivo correlation.
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A absorcao de farmacos, ap6s administracdo de medicamentos por via oral,
depende de uma série de processos. No caso de formas farmacéuticas soélidas de
liberagcdo convencional, a absorcdo acontecera depois de adequada desintegracgao,
liberacao e dissolugao do farmaco (PORTA, 2002), enquanto que, para formas de
liberagdo modificada, ferramentas farmacotécnicas determinam de que forma o

farmaco ficara disponivel para dissolugéo e, posteriormente absorcao.

A dissolugdo €, portanto, uma propriedade que contribui para a
biodisponibilidade. Sendo assim, sao relevantes os estudos para desenvolvimento
de sistemas de dissolugdo que fornecam informacgdes fundamentais do processo
que possam ser correlacionadas com o desempenho in vivo da formulagcao
(BANAKAR, 1992).

Na industria farmacéutica, o teste de dissolucao € uma ferramenta muito
importante para auxiliar no desenvolvimento de novas formulagbes e garantir
qualidade lote a lote de um medicamento. Uma correlacao in vitro — in vivo (CIVIV)
pode ser usada no desenvolvimento do medicamento, para definir as especificacdes
de dissolugdo, e como suporte para bioisencdes (MACHADO et al, 2014). A
conexao entre os dados do teste de dissolugéo e a disponibilidade in vivo é baseada
no fato de que antes que o ingrediente farmacéutico ativo (IFA) ser absorvido,

necessita, primeiramente, estar dissolvido nos fluidos do trato gastrointestinal (Gl).

A CIVIV refere-se ao estabelecimento de uma relacdo racional entre as
propriedades bioldgicas e as propriedades ou caracteristicas fisico-quimicas de uma
forma farmacéutica (BRASIL® 2002). A otimizagdo das condi¢des de dissolugéo e
consequente sucesso da CIVIV pode fornecer subsidios para utilizagdo dos ensaios
in vitro de forma preditiva aos estudos de biodisponibilidade, auxiliando no
desenvolvimento de formulagcées e embasando processos de desenvolvimento de
produtos. Entretanto, CIVIV nao pode ser aplicada a todos os farmacos; assim isto
acaba criando desafios referentes ao desenvolvimento de métodos de dissolugcao

relevantes.

Para compostos pouco soluveis (SCB Il e IV) e formulagbes de liberacao
modificada, a dissolucdo é a etapa limitante para o processo de absorcao.
Consequentemente, espera-se que os testes de dissolugdo sirvam como uma

garantia para um desempenho in vivo adequado (COOK, 2012). No presente estudo,
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estas duas caracteristicas foram representadas pela candesartana cilexetila (CAN),
um farmaco de classe Il (baixa solubilidade e alta permeabilidade) em formulagées
de liberacao imediata e pelo cloridrato de tansulosina (TAN), um farmaco de classe |
(alta solubilidade e alta permeabilidade), formulado na forma de capsulas com

microgranulos de liberagdo modificada.

A CAN é um pré-farmaco esterificado de candesartana, um antagonista do
receptor de angiotensina Il tipo 1 (AT1) (FUKUI et al., 2003). Apds a administracao
oral, a CAN sofre hidrélise na ligacao éster, transformando-se em sua forma ativa,
candesartana, que é aquiral. Possui biodisponibilidade oral de 15%, metabolismo
hepatico e intestinal, com meia-vida de 5 a 10 horas. A excregao ocorre 33% por via
renal e 67% via fecal (PFEFFER, 2003).

O cloridrato de tansulosina € um antagonista altamente seletivo do a-
adrenoreceptor e tem sido usado no tratamento de sintomas no trato urinario inferior,
sugestivos de hiperplasia prostatica benigna. A formulacdo de cloridrato de
tansulosina na forma de capsulas de liberacdo modificada foi originalmente
desenvolvida para reduzir a ocorréncia de efeitos adversos (MAEDA et al., 2011). A
absorcao da TAN de capsulas com dose de 0,4 mg de liberagdo modificada (MR) é
gradual, com biodisponibilidade de 100% em estado de jejum. Se o medicamento for
administrado no estado de jejum, a concentragao plasmatica maxima (Cnax) € a area
sob a curva (ASC) aumentam em torno de 70 e 30%, respectivamente, comparado a
quando a administracado é realizada apds a refeicdo. Por isso, ha uma informacao na
bula recomendando que tansulosina liberagcdo modificada seja administrada apés
desjejum, ou seja com alimentos (MICHEL, et al., 2005; VAN DIJK et al., 2010).

Com base no exposto, esse trabalho propde-se a realizar uma avaliacao da
liberacao in vitro da CAN a partir de comprimidos de liberagcao imediata utilizando
aparatos USP 2 e 4, meios biorrelevantes e farmacopeicos e comparar com dados
farmacocinéticos obtidos de voluntarios saudaveis ap6s administracdo dos
comprimidos em estado de jejum, avaliando a possibilidade de CIVIV.
Paralelamente, considerando o impacto significativo do alimento na
biodisponibilidade da TAN, este trabalho propbée ainda o desenvolvimento e a
aplicacao de um modelo de dissolucao in vitro com o intuito de avaliar se o impacto
da alimentacdo em parédmetros farmacocinéticos da TAN esta relacionado a

liberacdo do farmaco a partir da forma farmacéutica. Além disso, realizar uma
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discussao critica quanto a aplicabilidade do aparato 4 de dissolu¢ao na obtencgao de
modelos in vitro que possam ser correlacionados com parametros farmacocinéticos

in vivo.
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2.1 Objetivos gerais

Avaliar e estabelecer relagdo entre dados de dissolugéo in vitro e perfis de
absorcao in vivo para duas formulagcées de candesartana cilexetila comprimidos, e
criacado de um modelo in vitro preditivo para absorcao de tansulosina capsulas de
liberacdo modificada, nos estados de jejum (pré-prandial) e alimentado (pos-

prandial).

2.2 Objetivos especificos

e Desenvolver um método de dissolugao/liberacdo em aparato 2 (pas) e 4
(célula de fluxo), utilizando meios de dissolugdo biorrelevantes e

farmacopeicos para CAN comprimidos;

e Tratar os dados de biodisponibilidade de duas formula¢ées bioinequivalentes
de CAN comprimidos, de modo a obter parametro passivel de correlagéao

(fracao absorvida);

e Desenvolver e validar correlacdo in vitro — in vivo entre os dados de

dissolucaol/liberacao e absorgéo de CAN;

e Desenvolver metodologias de dissolugao em aparato 4 para TAN capsulas de

liberacao modificada, simulando condicdes pré e pds-prandiais;

e Tratar os dados de biodisponibilidade de uma formulacdo de TAN

administrada nas condi¢des pré e pds-prandiais;

e Avaliar comparativamente os perfis farmacocinéticos da TAN nas duas
condi¢cdes e os perfis de dissolugao in vitro estabelecendo uma relagao entre

os dados.
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3.1 Dissolucao de medicamentos

Dissolugcao é o processo no qual uma substancia sélida entra em solugao, ou
seja, se dissolve. A velocidade de dissolugcao é critica para a absorcao de farmacos
administrados por meio de medicamentos, tanto de uso humano como veterinario. E
uma propriedade importante que influencia a velocidade e a extensdo da
disponibilidade do farmaco in vivo. A avaliagdo da dissolugéo de farmacos a partir de
formas farmacéuticas em condi¢gdes padronizadas fornece informagdes importantes
que sao utilizadas para assegurar a qualidade do produto e a biodisponibilidade do
farmaco; auxilia na escolha de excipientes e do processo de fabricagdo durante o
desenvolvimento do medicamento e modificacbes pds-registro; e possibilita o
estabelecimento de correlacao in vitro — in vivo (MARQUES et al., 2009).

A liberacdo do farmaco de uma forma farmacéutica sélida pode envolver trés
etapas fundamentais: desintegragéo, desagregacao e, finalmente, dissolu¢do. Esses
processos podem ocorrer simultaneamente, com a consequente liberacdo do
farmaco da forma farmacéutica. A velocidade pela qual o processo de dissolugao
ocorre determinara, portanto, a liberagdo do farmaco e a sua absorcao (SERRA &
STORPIRTIS, 2007).

Para realizacdo do teste €& necessario estabelecer condi¢cées, como:
velocidade de agitacao, volume e caracteristicas do meio de dissolugao (de acordo
com a solubilidade do farmaco e o local do TGl onde ocorre sua absorgéo) e valor
de cedéncia do farmaco em funcdo do objetivo terapéutico do medicamento. Para
isto sdo consideradas as caracteristicas fisico-quimicas da molécula e o poder
discriminativo desejavel para o teste. Os resultados obtidos devem possibilitar
comparar a influéncia do processo produtivo e das variaveis da formulacao com a
adequada e completa liberagdo do farmaco em determinado tempo (MANADAS et
al., 2002).

O teste de dissolugcao mais adequado € aquele que reflete mudancgas feitas na
formulacédo, no processo de fabricagdo, ou nas caracteristicas fisico-quimicas do
farmaco, quando essas mudancas influenciam significativamente a solubilidade ou
atividade in vivo do produto (MARQUES & BROWN, 2002). Com base nestas
consideragdes, pode-se afirmar que a dissolugao in vitro € uma etapa relevante para

prever o desempenho in vivo do medicamento.
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O perfil de dissolugédo relaciona a porcentagem de farmaco dissolvido em
funcédo do tempo (ABDOU, 1989) e representa uma técnica relativamente rapida e
de custo reduzido para avaliar formas farmacéuticas sélidas antes do teste clinico.
Permite, também, a obtencdo de parametros cinéticos, que sao importantes para
determinar a velocidade e eficiéncia do processo, além do tempo necessario para
que determinadas porcentagens do farmaco se dissolvam, possibilitando, desta
forma, conclusdes a respeito das caracteristicas biofarmacotécnicas in vitro de
determinada formulagao (STORPIRTIS, 1999).

Os ensaios de dissolugdo recorrem a dois principios técnicos basicos: o
meétodo da agitagcdo em copo e o sistema de fluxo continuo (FARINHA et al., 1997
apud MANADAS et al., 2002). Atualmente, a Farmacopeia Americana descreve sete
aparatos para analise de dissolugao/liberacao de diferentes formas farmacéuticas:

. Cestas (Aparato de Dissolugdo USP 1);

. Pas (Aparato de Dissolugdo USP 2);

. Cilindros Reciprocos (Aparato de Dissolucao USP 3);

. Célula de Fluxo (Aparato de Dissolucao USP 4);

. Pa Sobre Disco (Aparato de Dissolugdo USP 5);

. Cilindro rotatério (Aparato de Dissolugcdao USP 6) e;

. Suporte Reciproco (Aparato de Dissolugado USP 7).

A escolha do aparato € normalmente realizada considerando-se as
caracteristicas fisico-quimicas da forma farmacéutica em estudo, o tipo de liberagcao
e 0 que se espera do teste de dissolugédo. Para avaliacado de perfil de dissolugéo, os
aparatos convencionalmente utilizados sdo as cestas (USP 1) e as pas (USP 2),
entretanto, é crescente a utilizagcdo dos aparatos de cilindros reciprocos (USP 3) e
células de fluxo (USP 4) devido as vantagens que apresentam no desenvolvimento
de métodos biorrelevantes. Este ultimo recebera especial atengdo neste trabalho e

maiores detalhes seréo discutidos nos tépicos subsequentes.
3.1.1 Fatores que afetam a dissolugao de farmacos
A taxa de dissolucdo de uma substédncia em um liquido € governada por

parametros fisicos como area de superficie, forma da particula e solubilidade de

substancia no liquido. A dissolucao pode ser considerada uma reac¢ao que resulta na
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transferéncia de massa e pode ser descrita matematicamente pela lei de Noyes-
Whitney e expressa como (SHARGEL, 2005):

dc DxAx(C, - C)
dr h

Eq. 1

Onde dC/dt é a velocidade de dissolugcao; Cs € a concentracdo de saturacao; C:é a
concentragdo do farmaco no tempo f; A é a area superficial da particula; D é a
constante de difusao; e h € a espessura da camada de saturacgéo.
Diversos fatores podem influenciar a velocidade de dissolugdo de farmacos.
Estes fatores podem ser derivados a partir da consideracdo dos termos que
aparecem na equacao de Noyes-Whitney (Eq. 1) e do conhecimento dos fatores
que, por sua vez, os afetam, como (AUTON, 2005):
= A, area superficial de sélido nao dissolvido: presenca de surfactantes,
tamanho de particulas solidas;
» (s, solubilidade do sélido no meio: hidrossolubilidade, pH, higroscopicidade,
natureza quimica do soélido e surfactantes;
= C, concentracao do soluto na solucao: volume de meio;
= D, constante de difusdo: viscosidade do meio;
» H, espessura da camada de saturagdo: velocidade de agitagdo, da forma e
posicao do agitador (in vitro).

3.1.1.1 Tamanho de Particulas

Quanto menor o tamanho de particula da substancia, maior sera a area de
contato com o meio de dissolugdo e consequentemente maior sera a taxa de
dissolugo. E fato de que alguns fabricantes e indUstrias farmacéuticas utilizam este
principio para melhorar o perfil de dissolucdo de seus produtos, através da
micronizacao das substancias ativas (NOVAIS, 2007). O tamanho de particulas néao
parece ter grande influéncia em farmacos muito soluveis, entretanto, exerce efeito

pronunciado no caso de farmacos com baixa solubilidade.
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3.1.1.2 Solubilidade

A solubilidade de um farmaco é parametro chave nos estudos de pré-
formulacdo. Normalmente, a solubilidade (ou concentracdo de saturacdo) é
determinada através da adigcdo de um excesso de farmaco ao meio, agitacdo da
suspensao durante um determinado periodo, filtracdo ou centrifugacdo da
suspensao e medigdo da quantidade de farmaco dissolvida (MANADAS et al., 2002).

A dissolucdo de formas farmacéuticas sélidas € um pré-requisito para a
disposicao do farmaco na circulagédo sistémica ap6s administracéo oral e depende,
em grande parte, da solubilidade do farmaco. Solutos polares e espécies ionizadas
sdo mais soluveis em agua. Embora a ionizagcdo diminua a transferéncia de
farmacos através das membranas bioldgicas, aumenta sua taxa de dissolugdo nos
fluidos gastrointestinais. Enquanto uma grande parte do farmaco se encontra
ionizada, a fracdo nao ionizada é rapidamente absorvida, sendo reposta na mesma
velocidade de forma que, dificilmente, torna-se uma etapa limitante da absorgcéo. A
solubilidade de acidos e bases fracas é, geralmente, dependente do pH. Portanto,
farmacos pouco soluveis absorvidos por difusdo passiva exibem menor velocidade

de absorcao que os mais soluveis.

3.1.1.3 pH

O pH pode influir sensivelmente na solubilidade e no grau de ionizagdo de
farmacos constituidos por acidos ou bases fracas, portanto, diferencas significativas
na dissolugdo podem ocorrer ao longo do trato gastrointestinal (TGI). A velocidade
de dissolucao de acidos graxos aumenta com o aumento do pH, enquanto o oposto
ocorre com as bases fracas, portanto, estas ultimas tem velocidade maxima de
dissolugdo no suco gastrico e os acidos fracos, minima velocidade de dissolucéo,
que aumenta gradativamente, a medida que particulas desse acido séao
transportadas através do TGI, para pHs menores. Esse fato € importante, pois, é
desejavel que as bases fracas tenham rapida velocidade de dissolu¢cdo em pH acido,
uma vez que a residéncia no estdbmago é curta e essa velocidade pode diminuir
sensivelmente no intestino delgado, ndo permitindo que se tenha total absorcao do
farmaco (GIBALDI, 1991).
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3.1.1.4 Natureza quimica

Estima-se que cerca de 1/3 dos compostos organicos apresentem duas ou
mais formas cristalinas diferentes. Esse fen6meno, denominado de polimorfismo, &
responsavel por diferencas nas propriedades fisico-quimicas dos polimorfos como
densidade, difracdo de raios-X, estabilidade térmica, ponto de fusdo e solubilidade,
entre outras. Desta forma, os farmacos no estado sélido podem apresentar
diferentes formas cristalinas com caracteristicas distintas de dissolucao,
ocasionando alteragcbes na biodisponibilidade. Além disso, o polimorfismo pode
acarretar inumeros problemas de formulagdo como crescimento de cristais e a perda
da estabilidade fisica em suspensdes, modificagcbes do estado cristalino por
processos tecnolégicos e problemas de estabilidade quimica. Um farmaco pode nao
possuir forma cristalina, mas apresentar-se sob forma amorfa, geralmente, de maior
solubilidade, o que, portanto, pode levar a diferentes respostas bioldégicas quando
administrado por via oral (ARANCIBIA, 1991; GIBALDI, 1991).

Outro aspecto importante com relacdo a forma cristalina € que esta pode
apresentar diferentes estados de solvatagdo. Geralmente, quanto mais hidratado o
cristal, menor sua solubilidade e dissolugéo, constituindo mais um fator que pode ser
significativo na absorcdo de um farmaco. A formacdo de sais (principalmente
sédicos e potassicos) € um recurso muito utilizado para aumentar a solubilidade de
um acido fraco. O mesmo acontece com sais acidos de bases fracas, mas também é
possivel a formacdo de um acido pouco soluvel (GIBALDI, 1991). A formacgéo de
ésteres geralmente leva a redugéo da dissolugéo (YATES, 1992).

3.1.1.5 Surfactantes

Os surfactantes ou tensoativos sdo utilizados tanto na forma farmacéutica
quanto no meio de dissolugao. Estas substancias agem de forma a diminuir a tensao
superficial do meio em volta do farmaco. Dentro deste grupo, destacam-se os
polissorbatos (ndo idnicos), lauril sulfato de soédio (anidnicos) e o brometo de
cetiltrimetilaménio (catidbnicos) (NOVAIS, 2007).

Os tensoativos organicos (sais biliares) normalmente sdo anidénicos ou nao
ibnicos, com valores de EHL (equilibrio hidrofilico-lipofilico) entre 16 e 20
(ABUZARUR-ALOUL, 1997). Dessa forma, a opgao pelo uso de tensoativos pode

levar esses fatores em consideragao, quando se deseja aproximar o teste in vitro da
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situacao in vivo. Os tensoativos diminuem a tensao superficial entre o sélido e o
meio de dissolug¢do favorecendo a dissolugao, e podem ser utilizados mesmo abaixo

da concentragao micelar critica (ABDOU, 1989).

3.1.1.6 Hidrodinamica

A hidrodinamica em experimentos in vitro é refletida pelo design do aparelho,
a intensidade de agitacao, o fluxo e / ou volume, a viscosidade do meio, e a posi¢cao
da forma farmacéutica durante o experimento. Numero de Reynolds pode ser usado
para avaliar a hidrodindmica ao usar esses aparelhos. Numero de Reynolds € uma
ordem global que trata da relagédo entre as for¢as inerciais e podem variar de menos
de 30 (Aparato 4) a mais de 2000 (Aparato 2). Atualmente nao ha dados referentes
ao aparato 3 (FOTAKI & VERTZONI, 2010).

Recentemente, algumas informacgées referentes a hidrodindmica e forga
mecanica exercida pelo TGl vem aparecendo com maior frequéncia na literatura,
mas os dados ainda sao limitados, principalmente devido a complexidade e
variabilidade da motilidade intraluminal (SCHILLER et al., 2005).

3.1.2 Uso do aparato 4 (Célula de Fluxo) no desenvolvimento de métodos

biorrelevantes

A correlacao dos dados de dissolugao in vitro com os perfis de absorgao in
vivo (CIVIV) é um dos principais desafios da pesquisa farmacéutica. Muitas
tentativas tém sido feitas no planejamento de testes in vitro biorrelevantes levando
em conta dados fisiolégicos relevantes para melhorar o grau de previsibilidade da
performance in vivo. Assim, uma simulacdo adequada das condi¢des fisioldgicas
relevantes, em particular as alteragbes de pH ao longo dos sucessivos
compartimentos Gl, € um dos maiores pré-requisitos para estimar o comportamento
in vivo de uma formulagdo em desenvolvimento (GUHMANN, 2013).

Desde a introducgéo do sistema de células de fluxo (Aparato USP 4), este tem
se apresentado como um aparato alternativo aos métodos de pa e cesto
convencionalmente utilizados, justamente pelas vantagens que apresenta em
relagéo a sistema de dissolugao tradicionais (CHEVALIER et al., 2009; GRECO et
al., 2011; SHIKO et al., 2011). A configuracdo do equipamento permite extracao
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continua do farmaco, simulando a absor¢cdo através da circulacao sistémica,
gerando fluxo intermitente de meio através da célula, onde a forma farmacéutica &
colocada (QURESHI et al., 1994).

O aparato de célula de fluxo (Figura 1) é constituido por: um reservatorio para
o meio de dissolugédo; uma bomba que faz circular o meio de dissolugdo através de
uma célula de fluxo continuo de material transparente, montada verticalmente, e
munida de um filtro para a retencao das particulas nao dissolvidas e um banho
termostatizado que permite manter a temperatura de dissolugao a 37 °C (£ 0,5 °C)
(MANADAS et al., 2002).
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Figura 1: Esquema do aparelho de fluxo continuo. Fonte: (SOTAX, 2012).

O fluxo consiste em um sistema no qual o meio de dissolugédo € impulsionado
para cima passando pela forma farmacéutica dentro da célula e apresenta iniUmeras
vantagens como: condicdes de ndo saturagdo sink para farmacos de baixa
solubilidade, facil mudangca de pH durante o teste, facil coleta das amostras e
automacao do teste (MARCOLONGO, 2003).

Uma das mais importantes vantagens da célula de fluxo em relagcao aos
sistemas in vitro tradicionais como a cesta e a pa, € que o meio e/ou fluxo podem ser
alterados facilmente dentre uma mesma analise. Isto facilita o teste de robustez da

formulagdo em relagéo a variagbes nas condigbes de ensaio simulando o ambiente
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intraluminal. Além disso, correlagbes in vitro — in vivo podem ser facilmente
realizadas devido ao perfil gerado correspondendo a liberagdo em todo o limen
gastrointestinal (Gl) (FOTAKI & REPPAS, 2005).

Outra vantagem relacionada ao sistema é que a hidrodindmica intraluminal &
simulada com maior eficiéncia comparada a outros sistemas in vitro. Considerando
que a velocidade do fluxo linear é o parametro que define a "agitagéo" hidrodinamica
do fluido sobre a espécie, e levando em consideracdo o tempo de transito e
comprimento do intestino delgado, observa-se que a velocidade axial (estimada) dos
fluidos através dos compartimentos do TGl é de cerca de 1,5 a 1,3 cm/min nos
estados de jejum e alimentado, respectivamente. Com a utilizacdo do aparato 4,
estes valores sao facilmente alcancados utilizando fluxos de 8 mL/min ou menos

(FOTAKI & REPPAS, 2005). As taxas de fluxo entre 4 e 8 mL/min tém sido
propostos para experimentos que simulam estado de jejum e alimentado (WANG et
al., 2009).

Com a configuracao aberta, como apresentada na figura 1, é possivel
trabalhar sempre em condi¢des sink, o que facilita a dissolugdo de farmacos de
baixa solubilidade, bem como a mudanca no meio de dissolugao considerando
fatores como pH e composicdo dos compartimentos do TGI. Estudos prévios tem
mostrado que os dados obtidos com o sistema de células de fluxo refletem de forma
mais eficaz a desempenho in vivo de alguns farmacos pouco soluveis (JINNO et al.,
2008; OKUMU et al., 2008).

3.2 Fisiologia e anatomia do trato gastrointestinal (TGI)

O TGI é composto pelo estdmago, intestino delgado, intestino grosso e célon
(Figura 1). O intestino delgado € o maior dos 6rgaos citados (2 a 6 m), possuindo
microvilosidades, que o tornam responsavel por grande parte da absorgdo. A
velocidade de dissolucao e a extensao da absorcao sao influenciadas por diferentes
parametros encontrados na fisiologia do TGI, como: motilidade gastrintestinal, fluxo
sanguineo, pH, capacidade tamponante, presenca de tensoativos e volume luminal.
Esses fatores podem ser alterados de acordo com o estado alimentado ou em jejum
do individuo (FONSECA, 2007). Apés a ingestao de uma refeicao ha mudancas na

hidrodinamica e no volume intraluminal (KLEIN, 2010).
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O pH fisiolégico e o tempo de esvaziamento do trato gastrintestinal variam ao
longo de sua extensao, sofrendo influéncia da alimentacdo. No TGI, o pH aumenta
do intestino delgado para intestino grosso (pH 6, 7-8). Os ensaios de dissolucao de
produtos de liberacado prolongada de farmacos devem ser efetuadas durante toda a
faixa de pH fisiolégico (6,7-8) (GHOSH et al., 2009).

Estdmago Jejuno ileo Célon

pH 1,4-2,1 44-66 6,8-8,6 5-8 Jejum
3-7 5,2-6,2 6,8-8,0 5-8 Alimentado

Figura 2: Trato gastrointestinal humano com pH de cada compartimento (BHAL et al,
2012).

Um medicamento, ao ser ingerido, atinge rapidamente o estémago, passando
em seguida ao intestino delgado, contudo o tempo de esvaziamento gastrico pode
acelerar ou retardar a velocidade e extensao da absor¢cao do farmaco que ocorre no
intestino delgado. O tempo total de transito no TGI vai depender de fatores inerentes
ao farmaco, do volume gastrico, da temperatura corpérea, entre outros, e da
diversidade do individuo, como estado alimentado ou em jejum, idade e integridade
do TGI. A motilidade gastrintestinal também é relevante, pois € responsavel pelo
deslocamento do alimento e do medicamento ao longo do TGl com velocidade
compativel com sua digestao e absorcao (FONSECA, 2007).

Antes de alcangar o célon, as formas farmacéuticas devem passar pelo
estbmago e por mais de 6 m do intestino delgado. O pH do trato gastrintestinal
aumenta gradativamente do estdbmago ao ileo. No entanto, o pH do célon cai para
5,0-8,0 devido a acidificacdo do conteudo colénico causada pelos produtos da
fermentacao bacteriana. O valor relativamente elevado do pH antes e no célon tem
levado ao desenvolvimento e a sintese de polimeros que devem se dissolver em pH
maior que 7,0 (ZARONI, 2006).
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O pH é um parametro de grande importancia na absorgéo dos farmacos, uma
vez que estes s6 sdo absorvidos na forma nao ionizada. A fracdo de cada forma
depende do pH do meio de solubilizacdao e do pKa do ativo. Assim, o pH do
estdbmago pode facilitar a absorcado de farmacos acidos. Os segmentos do trato
gastrintestinal diferem entre si em relagcao a valores de pH, o que permite uma maior
ou menor absorgdo do farmaco, dependendo das caracteristicas deste e do local
onde ele se encontre. E importante destacar que o farmaco, para ser absorvido
precisa atravessar as membranas celulares e que estas possuem carater lipofilico,
assim a forma nao ionizada sera praticamente a absorvida (FONSECA, 2007).

Uma vez que o TGI ndo é um sistema estatico, a extensdo em que ocorrem
os fendbmenos de liberacdo, decomposicdo, complexagcao e transporte através da
parede gastrintestinal deve ser adicionalmente ponderada contra a taxa de transito
da forma farmacéutica/farmaco através do TGIl. Para que um farmaco seja bem
absorvido, a sua liberacdo e transporte devem ser completados dentro do tempo
limite para que o farmaco/forma farmacéutica atravesse a zona do TGI, onde é
absorvido e a decomposicao e complexagcao devem ocorrer mais lentamente do que
a liberacao ou a absorcao (MANADAS et al., 2002).

3.3 Estudos de Biodisponibilidade

A legislacdo brasileira, tendo como base a regulamentacdo técnica e a
experiéncia de diversos paises na area de medicamentos genéricos, estabelece
que, para um medicamento ser registrado como genérico, € necessario que se
comprove sua equivaléncia farmacéutica e bioequivaléncia (mesma
biodisponibilidade) em relacao ao medicamento de referéncia indicado pela ANVISA
(STORPIRTIS et al., 2004; BRASIL, 2006).

Equivalentes farmacéuticos sdo medicamentos que possuem mesma forma
farmacéutica, mesma via de administracdo e mesma quantidade da mesma
substancia ativa, podendo ou nao conter excipientes idénticos, desde que bem
estabelecidos para a fungédo destinada. Devem cumprir com os mesmos requisitos
da monografia individual da Farmacopeia Brasileira, preferencialmente, ou com os
de outros compéndios oficiais, normas ou regulamentos especificos
aprovados/referendados pela ANVISA ou, na auséncia desses, com outros padroes
de qualidade e desempenho (BRASIL, 2010).
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Por definicdo, a biodisponibilidade de um medicamento administrado sob a
forma de solugéo injetavel intravenosa é total ou 100%, uma vez que toda dose
administrada esta disponivel para exercer o efeito, enquanto a administracao de um
medicamento por qualquer outra via implica barreiras potenciais que podem
comprometer o aproveitamento total da dose (STORPIRTIS, 2009).

Segundo o FDA, a biodisponibilidade indica a velocidade e extensédo pelas
quais um farmaco & absorvido a partir de uma forma farmacéutica e torna-se
disponivel no sitio de acao (FDA, 1992). Definicdo semelhante foi adotada pela
EMA, European Agency for the Evaluation of Medicinal Products, em 1998;
entretanto, este 6rgao considera que a substancia na circulagao sistémica esta em
continua troca com a substancia no local de acao e, assim sendo, pode-se definir
que a biodisponibilidade refere-se a extensdo e a velocidade pelas quais um
farmaco é liberado da forma farmacéutica para a circulagdo sistémica (PORTA,
1999).

A biodisponibilidade relativa corresponde a comparacdo das
biodisponibilidades de medicamentos administrados por via extravascular. Conforme
descrito anteriormente, ensaios de biodisponibilidade sao requeridos para o registro
de medicamentos genéricos, empregando-se o critério de aceitagdo da
bioequivaléncia definidos a partir das razées dos parametros relacionados a
extensdo e a velocidade da absorcao, representados como se segue (BRASIL,
2006):

Extensao ou quantidade absorvida: ASCo.t geste)/ ASCo-t (referencia);

Ve|OCIdade da abSOFQéO Cmax (teste)/ Cmax (referéncia)-

Os 6rgaos regulatorios exigem evidéncias de biodisponibilidade média relativa
expressa como razao entre as meédias dos referidos parametros farmacocinéticos
dos produtos testes e referéncia, utilizando-se dados logaritmicamente
transformados. Os medicamentos serado considerados bioequivalentes quando IC de
90% estiver compreendido entre 80 e 125% (BRASIL, 2006).

Desse modo, o teste de bioequivaléncia realizado de acordo com as Boas
Praticas de Clinica (BPC) e de Laboratério (BPL), empregando-se voluntarios
sadios, € fundamental para garantir que dois medicamentos que comprovaram a
equivaléncia farmacéutica apresentardo o mesmo desempenho no organismo em

relacdo a biodisponibilidade expressa em termos da quantidade absorvida do
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farmaco, a partir da forma farmacéutica administrada e da velocidade do processo
de absorcao (STORPIRTIS et al., 2004).

3.4 Correlagao in vitro - in vivo

A correlacao in vitro - in vivo (CIVIV) é definida pelo érgao regulatério
americano (FDA, 1997) como um modelo matematico preditivo que descreve a
relacao entre uma propriedade in vitro de uma forma farmacéutica e uma resposta in
vivo. Enquanto que a ANVISA define como estabelecimento de uma relagao racional
entre as propriedades biolégicas, ou parametros derivados destas, produzidas por
uma forma farmacéutica e suas propriedades ou caracteristicas fisico-quimicas
(BRASIL® 2002). Do ponto de vista biofarmacéutico, a correlagdo poderia ser
definida como a relagdo entre parametros de liberacao in vitro e parametros de
absorc¢ao in vivo (BOSE & WUI, 2013).

As propriedades bioldégicas mais comumente utilizadas sdo um ou mais
parametros farmacocinéticos tais como area sob a curva de concentragdes
plasmaticas do farmaco versus tempo (ASC) ou concentracdo plasmatica maxima
(Cmax), Obtidos ap6s a administracdo da forma farmacéutica. A caracteristica fisico-
quimica mais empregada € o comportamento de dissolugao in vitro (isto é,
porcentagem do farmaco dissolvido sob condi¢cdes experimentais determinadas). A
relacdo entre as duas propriedades, biolégica e fisico-quimica &, entdo, expressa
quantitativamente (BRASIL?, 2002).

Os parametros de dissolucao in vitro geralmente sao representados por um
teste de dissolugdo adequado e a curva de absorcao in vivo é frequentemente
determinada pela técnica de deconvolugcdo usando modelos dependentes
(WAGNER & NELSON, 1968) ou modelo independente (USP Subcommittee on
Biopharmaceutics 1988; GIBALDI & PERRIER, 1982).

Quatro niveis de CIVIV podem ser estabelecidos (UPPOOR, 2001; SIRISUTH
& EDDINGTON, 2004; BRASIL?, 2002; FDA, 1997; SHARGEL, 2005):

O nivel A de correlagéo € o mais alto que pode ser obtido e representa uma
relacdo ponto a ponto entre a dissolugcéo in vitro do farmaco, a partir de forma
farmacéutica, e a velocidade de entrada do mesmo no organismo in vivo. Este nivel
permite a previsao do desempenho bioldégico de um medicamento em situagdes nas

quais ocorreram pequenas alteragcées no processo de produc¢ao, apds o seu registro.
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Neste caso, ndo haveria necessidade de novos estudos de biodisponibilidade em
seres humanos (EMANI, 2006). Diferentemente dos outros niveis, uma correlagcao
ponto a ponto €& desenvolvida, utilizando cada concentragdo plasmatica e cada
porcentual de dissolugao obtido in vitro, refletindo inteiramente, deste modo, a curva
de niveis plasmaticos. Como resultado, o perfil de dissolucao in vitro pode servir
como um substituto do desempenho do farmaco in vivo (BRASIL?, 2002).

A correlacdo de nivel B utiliza os principios da analise estatistica de
momentos, como o tempo médio de dissolug¢ao in vitro que € comparado ao tempo
meédio de residéncia ou mesmo ao tempo médio de dissolugéo in vivo. A correlagcao
de nivel C relaciona um ponto de dissolucéao in vitro, como o tempo necessario para
dissolucao de 50% (tso%) ou 90% (tgo%) do farmaco presente na forma farmacéutica,
a um parametro farmacocinético in vivo, como a ASC e Cnax Ou tempo para atingir
Cmax (Tmax) (BRASIL?, 2002).

O quarto nivel de correlagdo, ndo reconhecido por todos os 6érgaos
regulatérios (ANVISA), é o nivel C multiplo, que é uma correcdo que envolve um ou
diversos parametros farmacocinéticos versus a quantidade de farmaco dissolvido em

diversos tempos. Este nivel de correlagcao € mais significativo do que o nivel C.
3.4.1 CIVIV e o Sistema de Classificagao Biofarmacéutica (SCB)

O sistema de classificagdo biofarmacéutica (SCB) pode ser usado para
determinar especificagbes de dissolugcao in vitro e também pode fornecer as bases
para prever quando a correlagéo in vivo-in vitro (CIVIV) pode ser obtida com sucesso
(Brasil®, 2002).

De acordo com o sistema, a solubilidade de determinado farmaco é
considerada alta quando a maior dose empregada é soluvel em até 250 mL de um
meio aquoso numa faixa de pH fisiologicamente relevante (de 1 a 7,5) (COLONESI
DA ROSA, 2005). Desta forma um farmaco de alta permeabilidade é, geralmente,
aquele cuja biodisponibilidade absoluta € maior que 90% na auséncia de
instabilidade no trato gastrintestinal ou quando este pardmetro € determinado
experimentalmente (Brasil®, 2002).

Os compostos que pertencem a Classe |, sdo compostos com elevada
solubilidade e permeabilidade, devem ser rapidamente solubilizados quando

incluidos em formas farmacéuticas de liberacdo imediata e, também, ser

49



rapidamente transportados através da parede do TGIl. Desta forma, os ensaios de
dissolucdo para estas formulacées necessitam apenas da verificacdo de que o
farmaco é de fato rapidamente liberado da sua forma farmacéutica num meio
aquoso para garantir a bioequivaléncia (AMIDON et al., 1995; DRESSMAN et al.,
1998; MANADAS et al., 2002). Nesta classe é possivel a bioisencao (DICKINSON et
al., 2008).

A CIVIV também pode ser obtida, se a velocidade de dissolugdo for menor
qgue a velocidade de esvaziamento gastrico, pois, nestes termos, a etapa limitante da
absorcao é a dissolugdo (AMIDON et al., 1995). Deste modo, os farmacos de classe
I, em sistemas de liberagdo controlada, também sao candidatos potenciais ao
desenvolvimento de CIVIV.

Na classe Il, a etapa limitante € a dissolugdo que pode ser devido a relagao
dose/solubilidade ou a problemas cinéticos, que ai pode ser relacionado a
velocidade de dissolugdo (DRESSMAN et al., 1998). Neste segundo caso, a CIVIV é
esperada se a dissolugao in vitro refletir a dissolugéo in vivo. A obtencédo da CIVIV
pode ser dependente do desenvolvimento e avaliacdo das condi¢cdes do ensaio de
dissolucéao in vitro (AMIDON et al., 1995; DRESSMAN et al., 1998).

Nas classes lll e IV que apresentam baixa permeabilidade, o estabelecimento
da CIVIV é limitado ou nao é esperado (AMIDON et al., 1995). Em funcédo dos
farmacos de classe lll, que apresentam alta solubilidade, a bioisencao desta classe
também vem sendo discutida (DRESSMAN, 2004).

O SCB e utilizado para descrever os fatores chaves para a predigcdo da
absorcao de farmacos e identificar como mudancas na formulacdo ou processo
poderiam afetar a farmacocinética e, consequentemente, a seguranca e eficacia
(DICKINSON et al., 2008).

As condigbes fisiologicas do local de administracdo devem ser consideradas
na selecao das condi¢des do teste de dissolu¢cado. A complexidade do mecanismo de
liberacdo e a falta de conhecimento sobre as condi¢cbes, nas quais ocorre a
liberacdo, podem ser uma dificuldade para o delineamento do teste in vitro para
correlacao in vivo (SIEWERT, et al., 2003).

3.5 Candesartana Cilexetila
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A candesartana cilexetila, um antagonista seletivo para o subtipo AT1 de
receptor de angiotensina Il, foi descoberta no Japao em 1982, sendo indicado para o
tratamento de hipertenséao arterial em adultos e criancas de 1 a 17 anos de idade. O
medicamento em estudo é administrado oralmente em doses diarias variando de 8
mg a 32 mg. Pode ser usado como mono terapia ou associado a outros agentes
anti-hipertensivos (SUZUKI, 2010).

Nas ultimas décadas, os farmacos anti-hipertensivos tém demonstrado
beneficios cardiovasculares, além da reducado da pressao arterial. A candesartana
cilexetila também é indicado no tratamento da insuficiéncia cardiaca em adultos com
disfuncao sistélica ventricular esquerda, para reduzir a mortalidade cardiovascular e
para reduzir as hospitalizagdes por insuficiéncia cardiaca (MEREDITH, 2007).

Baseado em sua solubilidade em condicbes de pH fisiolégico e sua
caracteristica de absorcédo, segundo o sistema de classificagdo biofarmacéutica,
este farmaco é pertencente a classe Il, ou seja, possui baixa solubilidade e alta
permeabilidade. Trata-se de um acido fraco com pKa 6,0 (SHUKLA & PATEL, 2010).

A baixa solubilidade de candesartana cilexetila em toda a faixa de pH
fisiologico resulta em absorg¢do incompleta pelo trato gastrointestinal e, portanto, a
biodisponibilidade oral situa-se em torno de 15%. Candesartana cilexetila, é
quimicamente descrito como 3-((2'-(2H-tetrasol-5-yl)bifenil-4-yl)metil)-2-etoxi-3H-
benzi[d]imidazol-4-acido carboxilico, férmula molecular C33H34N606, peso
molecular de 610,67. Constitui-se de uma mistura racémica contendo um centro
quiral no grupo ciclo-hexil-o-carbonil-o etil éster. A estrutura quimica esta ilustrada
na Figura 3 (SUZUKI, 2010).

J (E[%L I
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Figura 3: Estrutura quimica da candesartana cilexetila (UNITED, 2013).

51



Farmacos de classe Il como a candesartana cilexetila possuem
caracteristicas problematicas de dissolugdo. Uma liberagao suficiente e reprodutivel
para estes compostos pode ser garantida apenas com um alto processo de
qualidade de producéo (GALIA et al., 1999).

3.6 Tansulosina

O cloridrato de tansulosina (Figura 4) € um novo tipo de antagonista
altamente seletivo dos receptores a-adrenérgicos (a-AR). O farmaco tem sido
utilizado clinicamente para obstrugdo urinaria em pacientes com hiperplasia
prostatica benigna. O medicamento esta disponivel no mercado nacional na forma
de capsulas com micro granulos e comprimidos revestidos, contendo 0,4 mg de ativo
(LI DING et al., 2001).

Trata-se de um po6 cristalino branco que funde com decomposicdo a
aproximadamente 230°C. E moderadamente solivel em 4agua e metanol,
ligeiramente soluvel em acido acético glacial e etanol e praticamente insoluvel em
éter. A formula molecular do cloridrato de tansulosina € CyoH2sN20sS ¢« HCI, nome
quimico (2)-(R)-5-[2-[[2-(O-etoxifenoxi)etillamino]propil]-2-metoxibenzensulfonamida
cloridrato e peso molecular de 444,98 (LI DING et al., 2001).

OCH;

DWN s ~NH; .« HCI
I O;’,f \\D
0" SGH,

Figura 4: Estrutura quimica do Cloridrato de Tansulosina (UNITED, 2012).

Desde a sua introdugao na década de 90, a tansulosina vem evoluindo para o
a-AR  mais comumente utilizado para esta indicacdo devida a razéo
eficacia/seguranca favoravel que € explicado pela combinacdo entre a relativa
seletividade para os subtipos a1A-AR e a1D-AR, a distribuicao seletiva para os
tecidos prostaticos e a formulacao de liberagdo modificada (LM) (MICHEL, et al.,
2005).
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A absorcao da tansulosina de capsulas com dose de 0,4 mg de liberagao
modificada (LM) é gradual, com biodisponibilidade de 100% em estado de jejum. A
farmacocinética é linear, tanto para dose uUnica, quanto para doses multiplas. O
tempo de concentracdo maxima (tmax) € de 4-5 horas quando administrado em jejum
e de 6-7 horas quando administrado com alimento. Se o medicamento for
administrado no estado de jejum, a concentragédo plasmatica maxima (Cnax) € a area
sob a curva (ASC) aumentam em torno de 70 e 30%, respectivamente, comparado a
guando a administracao € realizada apos a refeicao. Por isso, ha uma informacao na
bula recomendando que tansulosina MR seja administrada apés desjejum. A falta de
cumprimento desta recomendacdo pode levar a um aumento de exposicdo a
tansulosina, que pode levar a um maior risco de efeitos adversos relacionados a
vasodilatacao, como tonturas, dores de cabeca, astenia, taquicardia/palpitacao,
hipotensao ortostatica e sincope (MICHEL, et al., 2005; VAN DIJK et al., 2010).
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CAPITULO 1*

Fabio Pinheiro de Souza, Jaison Carlosso Machado e Nadia Maria Volpato.
Avaliacao Comparativa Entre a Cinética de Absorcéao In vivo e Perfis de Liberagéo In
vitro para Candesartana Cilexetila Comprimidos.

* O capitulo foi excluido da dissertacao, pois sera submetido a publicacdo conforme
Resolucao n° 002/2011.
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Resumo

A correlacao entre os dados in vitro e in vivo é frequentemente empregada durante o
desenvolvimento farmacéutico com o intuito de reduzir o tempo de pesquisa e
aperfeicoar a formulacéo. Neste estudo, foram avaliados diferentes metodologias de
dissolucao, utilizando aparatos 2 (pas) e 4 (células de fluxo), com o intuito de
desenvolver uma correlagao entre os dados de dissolugéo e os dados de absorgéao
in vivo obtidos através de um estudo de bioequivaléncia de duas formulacdes de
candesartana cilexetila (CAN) com biodisponibilidades diferentes. Os melhores
resultados, tanto em aparato 2 quanto em aparato 4 foram obtidos utilizando tampao
fosfato (PBS) pH 6,5 e polissorbato 80 (P80), além da simulagéo de gradiente de pH
utilizando aparato 4. Apo6s aplicacao de regressao linear entre os dados in vitro - in
vivo, para as condicdes de dissolugdo mais promissoras, obteve-se um coeficiente
de correlacao (r) de 0,959 para o método com aparato 2 em PBS pH 6,5 + P80
0,1%; 0,996 para o método com aparato 4 em PBS pH 6,5 + P80 0,02%; e 0,986
para o método com simulacdo de um gradiente de pH em aparato 4. O poder
preditivo dos métodos foi avaliado utilizando procedimento de validacao interna, e os

resultados foram considerados satisfatorios.

Palavras chave: Candesartana cilexetila; Dissolugao; Células de fluxo; Estudos in

Vivo.
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CAPITULO 2
Fabio Pinheiro de Souza, Jaison Carlosso Machado e Nadia Maria Volpato.
Aplicacdo de um Método de Dissolucao Biorrelevante na Predicado do Impacto da

Administracéo de Tansulosina Capsulas de Liberagdo Modificada com Alimentos.

* O capitulo foi excluido da dissertacao, pois sera submetido a publicacao conforme

Resolucao n° 002/2011.
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Resumo

Na administracdo de medicamentos por via oral, a velocidade e a extenséo de
absorcao de farmacos ao longo do trato gastrointestinal sdo altamente dependentes
de fatores fisico-quimicos, fisiolégicos e de formulacdo. Dentre os fatores
fisiolégicos, o efeito dos alimentos merece atencdo especial neste estudo. O
cloridrato de tansulosina (TAN), se administrado em jejum, apresenta um aumento
em torno de 70 e 30% em Cna € a area sob a curva (ASC), respectivamente,
comparado a quando a administracao é realizada apds a refeicao. Desta forma, este
estudo propde criagdo de um modelo de dissolugao in vitro com o intuito de avaliar
se o impacto da alimentagdo em parametros farmacocinéticos da tansulosina esta
relacionado a liberagcdo do farmaco a partir da forma farmacéutica. Foi utilizado
aparato de dissolucao de células de fluxo, com simulagéo do gradiente de pH in vitro
nas duas condicbes de administracdo e os dados de dissolugao/liberacao foram
comparados a resultados in vivo. Apds regressao linear e correlacao de dados,
obteve-se um coeficiente de correcdo de 0,9751 para o modelo que simulou a
condicao de jejum e 0,9379 para o modelo que simulou a condi¢cao alimentada. Os
resultados foram considerados promissores e estes poderiam ser utilizados para

avaliar formulagdées com o intuito de prever o comportamento in vivo.

Palavras-chave: Tansulosina; Dissolugdo Biorrelevante; Células de fluxo; Estudos

in vivo.
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CONSIDERACOES FINAIS
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A integracdo entre os conceitos de biofarmacia, farmacocinética e
farmacodinamica permite a compreensao dos fenémenos decorrentes da exposigcéao
de um determinado organismo a um farmaco. Estas areas de conhecimento
consideram, respectivamente, as fases de liberacdo e dissolucdo do farmaco, os
fenbmenos que determinam a variagdo da concentracdo do farmaco nos fluidos
corporais em funcao do tempo, e o efeito ou resposta terapéutica.

No que se refere aos ensaios in vitro, os testes de dissolugdo tem um papel
importante em varias areas relacionadas ao desenvolvimento de medicamentos,
seja como uma ferramenta de controle de qualidade, monitorando a liberagdo do
farmaco a partir de uma forma farmacéutica lote a lote, ou, em situagdes especiais,
simulando in vitro o desempenho in vivo do produto, de forma a guiar o
desenvolvimento de formulacdes e as avaliagbes pré e pos bioequivaléncia.

A possibilidade de substituicao de testes clinicos por ensaios de dissolugao in
vitro vem ganhando cada vez mais relevancia dentro dos érgaos regulatérios
internacionais, e recentemente também no Brasil, através da insercdo de uma
resolucdo que trata da bioisencdo de estudos de bioequivaléncia para alguns
farmacos de classe biofarmacéutica |, listados nesta legislagdo (RDC n°® 37 —
BRASIL, 2011). Entretanto, as agéncias europeias (EMA) e americanas (FDA)
permitem bioisengdes de medicamentos contendo farmacos de classes I, Il e lll,
enquanto a ANVISA iniciou apenas com esta possibilidade, ou seja, em casos de
farmacos de classe |.

O sistema de classificacdo biofarmacéutica também tem direcionado o
desenvolvimento e interpretacdo de dados de dissolugao in vitro, para que o objetivo
de prever o comportamento in vivo seja alcangado. Quando se atinge este objetivo,
considera-se a metodologia de dissolugdo como “biorrelevante”, ou seja, o perfil de
liberagao/dissolugéo gerado tem uma relagdo com os parametros farmacocinéticos
ap6s administracao por via oral. Para que isto seja possivel, o ideal é que a
dissolucdo seja o passo limitante para a absorcdo, o que ocorre apenas em
medicamentos contendo farmacos de classe I, ou nos casos de farmacos de classe
| formulados em formas farmacéuticas onde a velocidade de dissolugdo for menor
que a velocidade de esvaziamento gastrico. Estes ultimos sao representados pelas
formas farmacéuticas de liberacdo modificada e, nestes termos, a etapa limitante da

absorcao continua sendo a dissolugao.
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O presente trabalho se propds a explorar dois medicamentos que continham
estas caracteristicas classicas. Primeiramente, foi estudado o caso da candesartana
cilexetila, um farmaco de classe Il, formulado em comprimidos de liberacao imediata.
A partir de um resultado de bioinequivaléncia de duas formulacdes, fornecido pela
industria farmacéutica Prati-Donaduzzi, estabeleceu-se o desafio de poder observar
in vitro as diferencas resultantes do estudo in vivo. Os resultados prévios de analise
de dissolugdo em aparato 2 (pa) utilizando condi¢des indicadas pelo FDA para
controle de qualidade do medicamento nao indicavam diferengcas de comportamento
entre os produtos.

Considerando as caracteristicas do farmaco, um acido fraco com solubilidade
extremamente baixa e pH-dependente, o aparato de célula de fluxo, mostrou-se
ferramenta mais promissora para que uma correlagdo com dados in vivo fosse
obtida. Em funcdo do desenho do aparato, que possui um mecanismo constante de
reposicao de meio de dissolugao, ou seja, 0 meio que entra em contato com a forma
farmacéutica € sempre novo, foi possivel avaliar a dissolucdo de CAN com
quantidades menores de tensoativo, o que permitiu evidenciar as diferencas entre as
formulagbes, sem que esta avaliacdo fosse afetada, fisicoquimicamente, pela
aproximacgado da saturacdo do meio com CAN. Esta condigdo mostrou-se muito
vantajosa em relacao aos resultados utilizando o aparato 2, onde o volume de meio
era limitado a 1L. Além de manter a condicao sink, a utilizacdo do aparato 4
possibilitou alteracdo no pH e na composicdo do meio no decorrer do teste,
simulando desta forma as condi¢des in vivo com mais fidelidade.

Estas vantagens se refletiram nos resultados positivos encontrados apés
regressao linear dos dados de dissolucao e absorcao. Obteve-se um coeficiente de
correlacao (r) de 0,959 para o método com aparato 2 em PBS pH 6,5 + P80 0,1%;
0,996 para o método com aparato 4 em PBS pH 6,5 + P80 0,02%; e 0,986 para o
método com simulagado de gradiente de pH em aparato 4, com meios farmacopeicos
e 0,971 com a utilizacdo de meios biorrelevantes. Apesar de o coeficiente de
correlacao resultante do método com aparato 2 apontar para uma correlacao linear,
esta correlacao nao foi considerada satisfatoria do ponto de vista de previsibilidade,
pois varios pontos experimentais ficaram fora do previsto pelo modelo. O oposto se
observou nas avaliagdes em aparato 4, com correlagdes lineares mais altas e com

poder preditivo dentro do especificado pelo FDA.
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No segundo trabalho, o cloridrato de tansulosina, um farmaco de classe |,
formulado em capsulas contendo microgranulos de liberagado modificada, foi avaliado
quanto ao impacto do alimento na liberagao in vivo e de que forma isto poderia ser
previsto através da configuragdo de um modelo de dissolugéo in vitro, utilizando
meios de dissolugao biorrelevantes e aparato de células de fluxo, a qual possibilitaria
a simulacao da liberagéo do farmaco nos diferentes segmentos do TGI.

A absorcao da tansulosina de capsulas com dose de 0,4 mg de liberagao
modificada (MR) & gradual, com tempo de concentragcdo maxima (tnax) de 4-5 horas
quando administrado em jejum e de 6-7 horas quando administrado com alimento.
Se o medicamento for administrado no estado de jejum, a concentracao plasmatica
maxima (Cnax) € a area sob a curva (ASC) aumentam em torno de 70 e 30%,
respectivamente, comparado a quando a administracao é realizada apos a refeicao
(MICHEL, et al., 2005; VAN DIJK et al., 2010).

Assim, considerando os efeitos dos alimentos, que podem induzir direta ou
indiretamente alteragdes nas condigdes do trato gastrointestinal (Gl), incluindo
tempo de esvaziamento gastrico e mobilidade intestinal, conteudo do lumen, pH,
forca ibnica, osmolaridade, entre outras (QIU et al., 2008), o modelo de dissolugao in
vitro deveria conter estas variaveis, visto que estas alteragcdes podem tanto acelerar
a dissolucao de farmacos pouco soluveis, e consequentemente sua absor¢ao, como
retardar ou diminuir a dissolugéo de farmacos ou formulagées onde o fenémeno é
pH-dependente. A utilizacdo do aparato de célula de fluxo apresentou-se como uma
valiosa ferramenta neste caso, pela hidrodinamica biorrelevante observada e,
principalmente pela possibilidade de simular a liberacdo do farmaco em todo o trato
Gl.

A utilizacado de meios biorrelevantes possibilitou também simular a
composicdo dos diferentes segmentos do TGl. O pH do quimo depois de uma
refeicdo solida € menor do que o pH do fluido intestinal em jejum, enquanto a
capacidade de tampao e osmolaridade mostram uma aumento acentuado. Aliado a
esses fatores, o acentuado aumento da producao da bile também pode influenciar a
biodisponibilidade de um farmaco. Com o intuito de alcancar a maior capacidade de
tamponamento e osmolaridade possivel, mantendo o pH baixo, para representar as
condi¢des do estado alimentado no intestino delgado proximal, FeSSIF contém um

tampao acetato. Taurocolato e lecitina estdo presentes em concentracbes
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consideravelmente mais elevadas do que no meio jejum para refletir a resposta biliar
na ingestao da refeicao (KLEIN, 2010).

As diferencas na composicao e pH dos meios modelaram o perfil de liberagao
de TAN de forma a se correlacionar com os dados de absorcdo e obter um
coeficiente de correlacdo de 0,9379 para o modelo que simulou o estado alimentado
e 0,9751 para o modelo que simulou a condicdo em jejum. Os resultados foram
considerados satisfatérios, dada a complexidade de simular a liberagdo no TGl
alimentado, o qual apresenta uma maior variabilidade na associacao em relagao ao
estado de jejum.

Em resumo, considerando a composicdo dos meios e a hidrodindmica do
dispositivo, métodos de dissolucao biorrelevantes podem ser utilizados para guiar o
desenvolvimento de formulagdes, identificar o efeito dos alimentos sobre a
dissolucao e biodisponibilidade de farmacos administrados por via oral, e em alguns
casos substituir ensaios clinicos. A importancia do desenvolvimento de um ensaio de
dissolugcao preditivo vem aumentando, devido ao fato da maioria dos farmacos
desenvolvidos, atualmente, serem de baixa solubilidade, bem como pelos desafios

relacionados as formas de liberacdo modificada de farmacos.
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