Ministério da Salde . 3 3
manguinhos «~—- educacao

FIOCRUZ Tecnologia em Fdrmacos .
¢ao O Cruz b

FUNDACAO OSWALDO CRUZ - FIOCRUZ
INSTITUTO DE TECNOLOGIA EM FARMACOS — FARMANGUINHOS

Thalita Martins da Silva

Desenvolvimento de método de dissolu¢cdo em meio biorrelevante
para comprimidos de efavirenz e correlacao in vitro-in vivo

Rio de Janeiro
2019



Thalita Martins da Silva

Desenvolvimento de método de dissolugcdo em meio biorrelevante para
comprimidos de efavirenz e correlagao in vitro-in vivo

Dissertacdo submetida ao Programa de Pos-
graduacdo em  Gestdo, Pesquisa e
Desenvolvimento na Industria Farmacéutica,
do Instituto de Tecnologia em Farmacos -
Fundacdo Oswaldo Cruz, como parte dos
requisitos necessarios a obtencdo do grau de
Mestre em Ciéncias.

Orientador: Prof. Dr. Helvécio V. A. Rocha

22 Orientadora: Prof2. Dr2. Beatriz F. C. Patricio

Rio de Janeiro
2019



Ficha catalogréfica elaborada pela
Biblioteca de Medicamentos e Fitomedicamentos/ Farmanguinhos / FIOCRUZ - RJ

S586d Silva, Thalita Martins da

Desenvolvimento de método de dissolugdo em meio biorrelevante
para comprimidos de efavirenz e correlagdo in vitro-in vivo. / Thalita
Martins da Silva. — Rio de Janeiro, 2019.

xix, 124 f.; 30 cm.

Orientadores: Helvécio Vinicius Antunes Rocha e Beatriz Ferreira de
Carvalho Patricio.

Dissertacao (mestrado) — Instituto de Tecnologia em Farmacos-
Farmanguinhos, Pds-graduacdo em Gestédo, Pesquisa e
Desenvolvimento na IndUstria Farmacéutica, 2019.

Bibliografia: f. 105-120

1. Dissolucgédo. 2. Meios Biorrelevantes. 3. Correlacao in vitro-in vivo.
4. GastroPlus. 5. Efavirenz. I. Titulo.

CDD 615.1




Thalita Martins da Silva

Desenvolvimento de método de dissolugao em meio biorrelevante para
comprimidos de efavirenz e correlagao in vitro-in vivo

Dissertagdo apresentada, como um dos
requisitos para obtencao do titulo de Mestre,
ao Programa de Pés-graduagdao em Gestao,
Pesquisa e Desenvolvimento na Industria
Farmacéutica de Farmanguinhos da
Fundagao Oswaldo Cruz — FIOCRUZ.

Aprovadaem |9 de npwm by de 2019

Banca Examinadora:

/)
Prof. Dr. Helvécio Vinicius Antunes Rocha
Instituto de Tecnologia em Farmacos — FIOCRUZ (Orientador)

?7,/(,1 {Mr{;mu mdp @ﬁﬁ’hm

Prof2. Dr. Beatriz Ferreira de Carvalho Patricio
Instituto de Tecnologia em Farmacos — F|OCRUZ (22 orientadora)

Prof" Dra Livia De
Instituto de TeWn%
Z

Prof. Dr. Jorge Carlos Santos da Costa
Vice-Presidéncia de Produgao e Inovagao em Saude — FIOCRUZ

o 2

/Pro{./ Dr. Luiz Claudio Rodrigues Pereira da Silva
Faculdade de Farmacia — UFRJ

rado
acos — FIOCRUZ

Rio de Janeiro
2019



DEDICATORIA

A minha mae, Maria do Carmo.



AGRADECIMENTOS

A minha mae, Maria do Carmo, pelos conselhos, pelo afeto, apoio e suporte em
cada uma das decisdes que enfrentei.

Ao meu noivo, Fabricio, pelo carinho, incentivo, compreensao, paciéncia e por
sempre acreditar em mim.

Aos meus orientadores Helvécio Rocha e Beatriz Patricio pelo exemplo
profissional, pela amizade, pela dedicagdo ao meu trabalho e pela disponibilidade em
ouvir minhas propostas e sanar minhas duvidas. Obrigada por acreditarem na minha
habilidade e capacidade em realizar este trabalho.

A Universidade Federal Fluminense e ao Laboratorio Universitario Rodolpho
Albino pelo incentivo a qualificacao de seus servidores.

A banca examinadora que gentilmente aceitou o0 convite para participacio e
colaboracdo na defesa desta dissertagao.

Ao Laboratorio de Modelagem Molecular e QSAR da Universidade Federal do
Rio de Janeiro, em especial, ao Dr. Thiago Honoério, pelo auxilio, atencdo e
colaboracéo neste trabalho.

Ao colega Marcelo Chaves pelos treinamentos, pelo auxilio na realizacao dos
experimentos e pela atencao dedicada durante o desenvolvimento deste trabalho.

A toda equipe do Laboratério de Micro e Nanotecnologia de Farmanguinhos,
pelo excelente ambiente de trabalho, em especial aos amigos Michelle, Flavia,
Alexandrino, Mariana, Marina e Gabriel. Obrigada pela torcida, pelos momentos de
descontracdo, amizade, pelas ricas discussdes e por todos os cafés as 15 h.

Aos queridos amigos Andressa, Luiz e Livia pela empatia, amizade, conselhos
e pelo excelente convivio durante esses dois anos de mestrado.

Aos demais colegas de turma, em especial aos amigos André, Jorge e Felipe,
pela parceria nas disciplinas da pos-graduacgao e por tornarem a rotina mais leve.

Aos professores do Programa de Pés-graduacao de Farmanguinhos pelas ricas

discussoes e contribuicdes profissionais.

Vi



“Cada frase que profiro deve ser entendida
ndo como uma afirmagéo, mas como uma pergunta.”

Neils Bohr

vii



RESUMO

SILVA, Thalita Martins da. Desenvolvimento de método de dissolucdo em meio
biorrelevante para comprimidos de efavirenz e correlacdo in vitro-in vivo. 2019. 124 f.
Dissertacao. Programa de P6s-Graduagcdo em Gestao, Pesquisa e Desenvolvimento
na Industria Farmacéutica — Fundacdo Oswaldo Cruz, Rio de Janeiro, 2019.

O efavirenz (EFV), farmaco classe Il do sistema de classificacdo biofarmacéutica,
possui absorcado oral limitada pela solubilidade e dissolucéo in vivo. Os ensaios de
dissolucdo séo a principal ferramenta de avaliacdo do comportamento do farmaco in
vivo, principalmente para os farmacos pouco soltveis. Entretanto, faz-se necessario
que esses sejam preditivos e discriminativos. A utilizacdo de meios de dissolucao
biorrelevantes tem sido descrita como mais efetiva no desenvolvimento de ensaios
correlacionaveis com o comportamento in vivo, guando comparados aos meios de
dissolugdo compendiais. O desenvolvimento do EFV por Farmanguinhos so6 foi
possivel a partir da utilizacdo de um ensaio de dissolugdo capaz de discriminar as
formulagBes propostas, visto que os métodos compendiais ndo foram positivos nesse
aspecto. O presente trabalho teve como proposta o desenvolvimento de um método
de dissolucéo preditivo do desempenho in vivo do EFV pela utilizacdo de meios de
dissolugéo biorrelevantes, estabelecimento uma correlagdo in vitro-in vivo (CIVIV)
utilizando o programa GastroPlus™. O estudo da solubilidade mostrou que os
tensoativos presentes nos meios biorrelevantes sdo capazes de promover a
solubilizacdo micelar do EFV, levando a valores mais elevados quando comparados
a solubilidade aquosa. Assim, a dissolucdo nos meios biorrelevantes apresentou
maior quantidade dissolvida de farmaco nos meios que simulam o estado alimentado
do intestino, devido a saturacéo atenuada do farmaco nesses meios e a sua liberacao
gradual. Uma correlacdo de nivel A foi obtida para o meio de dissolucdo FeSSIF-V2
utilizando o modelo tricompartimental de Loo-Riegelman (r2 = 0,99). A concentracao
plasmatica simulada em FeSSIF-V2 indica que este pode ser considerado um meio
de dissolucdo preditivo do comportamento in vivo do EFV. A simulacdo da
biodisponibilidade gastrointestinal e a CIVIV obtida para comprimidos de liberacéo
imediata indicam que o GastroPlus é uma valiosa ferramenta in silico para o
desenvolvimento e aprimoramento de formulag6es com farmacos pouco soluveis.

Palavras-chave: dissolugcdo; meios biorrelevantes; correlagdo in vitro-in vivo;
GastroPlus™; efavirenz.
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ABSTRACT

SILVA, Thalita Martins da. Desenvolvimento de método de dissolucdo em meio
biorrelevante para comprimidos de efavirenz e correlacdo in vitro-in vivo. 2019. 124 f.
Dissertacao. Programa de P6s-Graduagcdo em Gestao, Pesquisa e Desenvolvimento
na Industria Farmacéutica — Fundacdo Oswaldo Cruz, Rio de Janeiro, 2019.

Efavirenz (EFV) is a BCS class Il drug that has oral absorption limited by its low
aqueous solubility and in vivo dissolution. Especially for brick dust drugs in vitro
dissolution tests are the main tool for predicting in vivo drug behaviour. However, it is
necessary to assure that the method applied is discriminative. In comparison to the
use of compendial standard dissolution media the application of biorelevant ones has
been described as more effective in present results that can be correlated to in vivo
behaviour. Concernig this, one case was the development of EFV by Farmanguinhos,
which were only possible because of the employment of a suitable dissolution method
that could discriminate between the proposed formulations. The present work aims to
develop a predicting in vivo EFV dissolution performance by applying a biorelevant
dissolution media besides using GastroPlus™ software to analyse the data and then
establish an in vitro-in vivo correlation (IVIVC). The solubility study showed that the
surfactants present in biorelevant media promotes micellar solubilization of EFV
leading to higher solubility values when compared to the aqueous solubility.
Furthermore, the dissolution in the biorelevant media displayed higher levels of
dissolved drug in the media that simulates gut fed state due to the attenuated
saturation of the drug in these media and its gradual release. A level A IVIVC was
established for FeSSIF-V2 dissolution media using the Loo-Riegelman
tricompatmental model (r2 = 0.99). The simulated plasma concentrations indicated that
FeSSIF-V2 can be considered a predicted dissolution media of EFV in vivo behavior.
The simulation of gastrointestinal bioavailability and IVIVC obtained from immediate-
release tablet formulations suggests that GastroPlus™ is a valid in silico tool for
development and improve formulations using brick dust drugs.

Key-words: dissoluton; biorrelevant dissolution media; in vitro-in vivo correlation;
GastroPlus™; efavirenz.
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1 INTRODUCAO

Os ensaios de dissolucéo estdo envolvidos nas principais etapas da cadeia de
producdo de um medicamento, dentre elas o desenvolvimento da formulacédo, do
processo de producdo e o controle de qualidade, além de servir como base para
correlagdo in vitro-in vivo (CIVIV) e para bioisengbes (MANADAS; PINA; VEIGA,
2002). Para as formas farmacéuticas sélidas, de uso oral, que veiculam farmacos
pouco sollveis em agua, trata-se da principal ferramenta de avaliacdo do
comportamento do farmaco in vivo (FOTAKI et al., 2013).

Os testes de dissolucao descritos pelos principais compéndios farmacéuticos
muitas vezes nao possuem capacidade de diferenciar formulacdes de um mesmo
farmaco visto que suas caracteristicas fisico-quimicas diferem das condi¢des in vivo
(KLEIN, 2010). Desta forma, diversos estudos (FOTAKI; VERTZONI, 2010;
JANTRATID et al., 2008; JANTRATID; DRESSMAN, 2009; VERTZONI et al., 2005)
vém investindo seus esfor¢cos no desenvolvimento de meios de dissolugcéo e de
condicbes experimentais que se assemelhem as condi¢cdes in vivo. Isso inclui a
mimetizacado das condi¢des do trato gastrointestinal (TGI) humano através de ajustes
no pH, na osmolaridade e pela inclusdo de sais biliares nas condi¢cdes de jejum e
alimentacgao.

O efavirenz (EFV) € um farmaco pouco solivel em agua, pertencente a classe
Il do Sistema de Classificacdo Biofarmacéutica (SCB), pois possui baixa solubilidade
em agua e alta permeabilidade nas membranas do trato gastrointestinal (AMIDON et
al., 1995; YANG; GREY; DONEY, 2010). Para os farmacos desta classe, a
biodisponibilidade € limitada pelos processos de dissolucédo e solubilidade nos fluidos
gastrointestinais (GALIA et al., 1998). Por isso, o estudo da dissolucao in vitro destes
farmacos deve ser realizado de forma a fornecer dados discriminativos do fendbmeno
in vivo (LEHTO et al., 2011). Quando assim realizados os dados da dissolu¢cao podem
ser utilizados para prever o comportamento do farmaco in vivo e, assim, estabelecer
uma correlacdo (BOU-CHACRA et al., 2017).

O desenvolvimento de métodos de dissolugéo preditivos do comportamento in
vivo afeta, entre outros processos, o desenvolvimento de medicamentos genéricos. A

producao do efavirenz (EFV) genérico por Farmanguinhos enfrentou dificuldades no
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seu desenvolvimento. Enquanto os ensaios in vitro mostravam que havia semelhanca
no processo de dissolucdo entre a formulagcdo proposta e a formulagcdo do
medicamento de referéncia, os ensaios in vivo resultaram na negativa quanto a
bioequivaléncia das formula¢des. Assim, tornou-se necessario buscar um método in
vitro que se correlacionasse com o comportamento da formulacgéo in vivo e que fosse
capaz de evidenciar os problemas da formulacéo proposta. A partir de um método de
dissolucdo mais discriminativo, foi possivel evidenciar as diferencas entre a
formulacdo proposta e o0 medicamento de referéncia e garantir a bioequivaléncia com
posterior registro do produto (FOLHA DE SAO PAULO, 2018).

Este trabalho busca estudar a dissolugcdo dos comprimidos de efavirenz
produzidos por Farmanguinhos em meios de dissolucéo biorrelevantes, de forma a
fornecer dados mais confiaveis do comportamento do farmaco in vivo, visando
estabelecer uma CIVIV. A avaliacdo da dissolucdo através de métodos mais
discriminativos auxilia nas estratégias de formulacdo, reduz os custos do
desenvolvimento do medicamento e fornece dados para eventuais etapas pos-

registro.
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2 REVISAO DE LITERATURA
2.1 BIODISPONIBILIDADE

A biodisponibilidade é definida como a medida da velocidade e da extensdo
com as quais um farmaco atinge a circulacao sistémica (TOZER & ROWLAND, 2009).
As medidas de biodisponibilidade baseiam-se na determinagdo da concentragcédo do
farmaco no sangue, supondo uma relacdo direta entre a concentracao do ativo no
plasma e a concentracdo disponivel para atingir o seu local de acdo (BUXTON, 2010).
De modo geral, essas medidas envolvem o pico de concentracdo plasmatica (Cmax), 0
tempo para alcancar tal concentracdo (Tmax) € @ area sob a curva (ASC) da
concentracdo do farmaco no sangue em funcdo do tempo, que corresponde a sua

extenséo sistémica (Figura 1).
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Figura 1: Curva tipica de concentragdo plasmatica versus tempo obtida apds a administragdo por via
oral de uma Unica dose de farmaco. Cmax — concentracdo plasmatica maxima; Tmax — tempo para
alcancar a concentracdo plasmatica maxima; ASC — &rea sob a curva.

Fonte: adaptado de ASHFORD, 2016.

A legislacao brasileira divide a biodisponibilidade em absoluta e relativa. A
biodisponibilidade absoluta refere-se a quantificacdo da fracdo da dose que é
absorvida apGs administracdo extravascular tendo como referéncia a administracao
do farmaco por via endovenosa. Na biodisponibilidade relativa, ou bioequivaléncia,
ocorre a comparacdo dos parametros farmacocinéticos relacionados a
biodisponibilidade de dois medicamentos quando um deles é tomado como referéncia
(ANVISA, 2002). Os dados dos estudos de biodisponibilidade absoluta s&o utilizados,

dentre outros, para identificar a farmacocinética de um medicamento aplicado por uma
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via que ndo a endovenosa e otimizar um regime de dose terapéutica (ASHFORD,
2016 apud SKELLY, 1976). Para medicamentos sélidos administrados por via oral, a
concentracdo de farmaco presente no sangue depende, inicialmente, da etapa
biofarmacéutica, da dissolu¢do do ativo, de sua permeacédo através das membranas
biol6gicas celulares e do efeito de primeira passagem (ALLEN; POPOVICH; ANSEL,
2013).

Os estudos de biodisponibilidade s&o uteis, ainda, na determinacdo da
equivaléncia entre duas formulagbes. Medicamentos bioequivalentes apresentam,
dentre outras caracteristicas, a mesma forma farmacéutica e a mesma quantidade de
principio ativo. Ao serem administrados sob a mesma dose, nas mesmas condicdes
experimentais, ndo apresentam diferencas estatisticas significativas em relacdo a
biodisponibilidade (ANVISA, 2002).

Assim a absorc¢ao sistémica dos farmacos pelo TGI pode ser estimada através
da biodisponibilidade relativa, por meio de estudos farmacocinéticos. Estes estudos
avaliam, em condicfes pré-estabelecidas, a concentracdo plasmatica do farmaco em
funcdo do tempo. S&o realizados tanto para a aprovacao de um medicamento novo
quanto no registro de medicamentos genéricos e similares. Entretanto, tais estudos
estdo sujeitos a diversas variaveis populacionais, além de apresentarem alto custo

para seus desenvolvedores (DEZANI et al., 2013).
2.2  SISTEMA DE CLASSIFICACAO BIOFARMACEUTICA (SCB)

O SCB foi desenvolvido para correlacionar a dissolucdo de farmacos in vitro e
sua biodisponibilidade in vivo, com base no reconhecimento de que a dissolugéo e a
permeabilidade gastrointestinal sdo os parametros fundamentais que controlam a
velocidade e a extenséo da absor¢céo do mesmo no organismo (AMIDON et al., 1995,
2011; DEZANI, 2010; ROSENBERGER; BUTLER; DRESSMAN, 2018). Ou seja, a
dissolucéo e a permeacao tém impacto direto na biodisponibilidade. O objetivo deste
sistema consiste em fornecer uma ferramenta regulatéria para substituir determinados
estudos de bioequivaléncia por ensaios de dissolucdo in vitro, 0 que reduz: a

exposicdo de voluntarios sadios, 0 tempo necessario para 0S processos de
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desenvolvimento de farmacos e os seus custos (LENNERNAS; ABRAHAMSSON,

2005). O Quadro 1 apresenta as classificacdes adotadas pelo sistema.

Quadro 1: Classificacdo biofarmacéutica proposta por Amidon e colaboradores (1995).

Classe Solubilidade Permeabilidade
| Alta Alta
Il Baixa Alta
i Alta Baixa
v Baixa Baixa

De acordo com Amidon e colaboradores (1995), na classe | considera-se que o
farmaco é bem absorvido e que o fator limitante para a absorcéo é o esvaziamento
gastrico. Neste caso, ndo se espera correlacdo com a velocidade de dissolu¢ao, visto
gue esta ocorre de forma muito rapida (AMIDON et al.,, 2011; BONAMICI, 2009;
DEZANI, 2010). Os farmacos desta classe sdo considerados candidatos a biosiencgéo,
ou seja, isencdo e substituicho dos estudos de biodisponibilidade
relativa/bioequivaléncia por ensaios in vitro (ANVISA, 2011).

Nos farmacos de classe Il, como o efavirenz, a dissolu¢do in vivo controla a
absorcéo. A solubilidade no meio limita o fluxo de absorcéo e esta restricdo se deve,
tanto pela composicdo, quanto pelo volume do conteudo no TGI, que impedem a
completa dissolucao do farmaco. Em alguns casos, os componentes presentes no TGl
facilitam a dissolugéo, entretanto, a velocidade da dissolu¢éo é muito lenta para o local
de absorc¢do apropriado no intestino. Uma vez que o perfil fisiolégico se modifica ao
longo do intestino, o perfil de dissolucéo do farmaco também ira se modificar e, assim,
determinar a concentracdo do farmaco ao longo do TGI. Consequentemente, a
absorcao ocorrerd em toda sua extensao, levando mais tempo, quando comparado
com os farmacos da classe | (ASARE-ADDO; CONWAY, 2017).

Nos farmacos de classe Ill, como a cimetidina, a absorcdo é controlada pela
capacidade do farmaco de permear as membranas fisioldgicas. Nesses casos, o perfil
de dissolucao deve ser bem definido e, assim como para os farmacos da classe |, sera
aplicavel, para formas farmacéuticas solidas de liberagdo imediata, a substituicdo dos
ensaios de bioequivaléncia por ensaios in vitro (COOK; DAVIT; POLLI, 2010). Tanto
a velocidade como a extensado da absorcdo podem ser altamente variaves para essa

classe de farmacos, mas se a dissolucao for rapida, essas variagdes serdo devido ao
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transito intestinal, permeabilidade da membrana e contetdo luminal, e ndo aos fatores
relacionados a formulacédo (AMIDON et al., 1995).

Os farmacos da classe IV, como a anfotericina B, apresentam problemas
significativos na administracdo oral, uma vez que apresentam baixa solubilidade e
permeabilidade no TGI, conforme indicado pelo Quadro 1 (AMIDON et al., 1995;
COOK; DAVIT; POLLI, 2010).

Desde sua criacdo, a aplicacdo do SCB caminhou para diferentes direcdes,
desde a identificacdo da necessidade de alteracdes na formulagcdo dos farmacos de
classes Il até as modificagdes quimicas dos farmacos de classe Ill (BERGSTROM et
al., 2014). Resultou, ainda, no desenvolvimento do Sistema de Classificacdo
Biofarmacéutica de Disposicdo de Farmacos (BDDCS, do inglés Biopharmaceutics
Drug Disposition Classification System) (BENET et al.,, 2008) e no Sistema de
Classificacdo e Desenvolvimento Farmacéutico (DCS, do inglés Developability
Classification System) (ROSENBERGER; BUTLER; DRESSMAN, 2018).

O SCB e 0 BDDCS séao baseados nas mesmas definicdes de solubilidade, porém
0 segundo utiliza os dados de metabolismo ao invés de permeabilidade em sua
classificacdo. A proposta do BDDCS diz que quando o metabolismo do farmaco é a
sua principal via de eliminacédo, este pode ser considerado altamente permeavel. Ao
contrario, quando a eliminacdo do farmaco se da através de excrecdo biliar ou
eliminacao renal de forma inalterada, o farmaco é classificado como pouco permeavel
(BENET et al., 2008). Este sistema foi proposto para identificar padrdes de disposicao
e de interacdes medicamentosas do farmaco, principalmente no intestino e no figado
(BROCCATELLI et al., 2012). Enquanto isso, 0 SCB e 0 DCS tém a mesma defini¢do
de permeabilidade, mas o DCS é baseado em volumes maiores para a definicdo da
solubilidade. Os volumes propostos no DCS sédo de 500 mL ao invés dos 250 mL
utilizados na definicdo do SCB, refletindo melhor os volumes presentes no intestino
delgado e compensando a reducdo da concentracdo do farmaco no intestino durante
a dissolucao, devido a absorcéo, e avaliacdo da solubilidade. O DCS é fundamental
para sinalizar se os compostos da classe Il da SCB sao limitados pela velocidade de
dissoluc&o ou pela solubilidade, fatores importantes para a formulagdo (BERGSTROM
et al., 2014).
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A RDC n. 37 de 3 de agosto de 2011 dispde sobre o “Guia para Isencao e
Substituicdo de Estudos de Biodisponibilidade Relativa/Bioequialéncia” e elenca os
farmacos indicados a bioisencédo, de acordo com o SCB, de forma néo limitada. Os
farmacos listados incluem, entre outros, acido acetilsalicilico, paracetamol, isoniazida
e metronidazol. A lista apresenta farmacos com “alta permeabilidade intestinal, ampla
faixa terapéutica e auséncia de evidéncias documentadas de nao bioequivalénicia ou
problemas de biodisponibilidade associados a formulacdo” (ANVISA, 2011). A
resolugdo se aplica a medicamentos novos, genéricos e similares e os estudos de
bioequivaléncia podem ser dispensados em razao da forma farmacéutica ou com base
no SCB. Neste ultimo, o pleito pode ser realizado para medicamentos de
administracdo oral, de liberacdo imediata, “formulados com excipientes que nao
apresentem impacto sobre a biodisponibilidade e que apresentem rapida dissolucao
in vitro” (ANVISA, 2011). A alta solubilidade deve ser comprovada conforme as
recomendacdes do guia e deve ser avaliada a equivaléncia farmacéutica entre o
medicamento genérico e o de referéncia, se aplicavel, além das demais condicbes
experimentais exigidas para a comprovacdo da rapida dissolucdo do farmaco
(ANVISA, 2011).

O estudo realizado por Shohin e colaboradores (2013) avaliou a bioisencéo de
comprimidos de liberacdo imediata de piroxicam, um farmaco classe Il. Os autores
concluiram que a extensdo da absorcao do farmaco ndo depende das condi¢des de
fabricagdo ou dos excipientes, logo, os riscos de ndo bioequivaléncia em termos de
ASC é baixo. Tendo em vista a posologia do medicamento, as variacdes observadas

em Cmax NA0 sao significativas, sendo viavel, portanto, a bioisencdo do medicamento.
2.3 FATORES QUE AFETAM A ABSORC;AO DO FARMACO POR VIA ORAL

A tecnologia de producdo e o controle de qualidade sdo fundamentais no
desenvolvimento farmacotécnico de um novo medicamento. A qualidade no processo
produtivo garante a eficacia terapéutica e a seguranca. Entretanto, a eficacia clinica
nao € atribuida somente a sua atividade farmacoldgica intrinseca. Alguns fatores
relacionados as propriedades fisico-quimicas do farmaco, bem como aos excipientes

utiizados na formulagdo também sdo responsaveis por alterar o efeito do
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medicamento, uma vez que alteram sua biodisponibilidade e outros parametros
farmacocinéticos (ALLEN; POPOVICH; ANSEL, 2013).

A via oral de administracdo de medicamentos € considerada preferencial pela
pratica clinica em razdo da maior adeséo do paciente ao tratamento (BUXTON, 2010).
Entretanto, ao atravessar o TGl o farmaco é exposto a condicbes adversas como
variacdo do pH, metabolizacdo enzimatica, presenca de alimentos, efeito de primeira
passagem, entre outros. Essas intercorréncias podem fazer com que 0s principios
ativos apresentem biodisponibilidade variada ou limitada apés administracéo. Assim,
a variabilidade na absorcdo oral depende de fatores gastrointestinais como a
motilidade, o tempo de esvaziamento gastrico e a composicdo dos fluidos
gastrointestinais humanos (FGH) (BUXTON, 2010). A seguir serdo discutidos alguns
parametros fisico-quimicos e fisiologicos citados e seu impacto na absorcdo e
biodisponibilidade do principio ativo.

2.3.1 Parametros Fisiologicos

2.3.1.1 pH gastrointestinal

O pH dos fluidos gastrointestinais sofre variacdo conforme sua localizacdo no
TGI. A Tabela 1 apresenta os valores de pH tipicos dos fluidos do TGl em seu estado
de jejum e alimentado.

Tabela 1: Valores de pH médios em humanos saudaveis nos estados alimentado e jejum em diferentes
localiza¢des do trato gastrointestinal.

Localizacdo no TGl pH sob alimentacdo pH em jejum
Estdbmago 4,9 1,3
Duodeno 5,4 6,5

Jejuno 52-6,0 6,6
fleo 75 7,4

Fonte: JAMBHEKAR; BREEN, 2013.

No caso de farmacos em que a solubilidade depende do pH, a variacdo do pH
gastrico pode levar a precipitacdo ou supersaturacédo do farmaco (KOZIOLEK et al.,
2016). O estudo realizado por van den Abeele e colaboradores (2016) mostrou que

apos a administracao oral de 240 mL de uma solu¢édo aquosa de diclofenaco de sodio,
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ocorre a precipitacdo do farmaco no estdbmago. Tal fato deve-se ao pH gastrico ser
menor que o pKa do acido livre. Todavia, o estudo concluiu que, neste caso, ndo houve
prejuizo na absorcao do farmaco tendo em vista sua redissolu¢cao quando o conteudo
gastrico é transferido ao intestino. O contrario ocorre com farmacos fracamente
bésicos, que podem precipitar na luz intestinal. Desse modo, os farmacos fracamente
acidos sdo mais facilmente solubilizados no pH intestinal (KOZIOLEK et al., 2013,
2016).

2.3.1.2 Permeabilidade

A classificacdo da permeabilidade de um farmaco € relacionada diretamente
com a quantidade de farmaco absorvida pelo TGl em humanos ou, de forma indireta,
através das medidas de velocidade de transferéncia de massas pelas membranas
intestinais. Os métodos utilizados, em sua maioria, incluem estudos em humanos, —
biodisponibilidade absoluta, estudo do balanco de massas ou perfusao intestinal —
estudo de perfusao intestinal em modelo animal, métodos in vitro utilizando sec¢des de
tecidos intestinais, ou ainda, culturas de monocamadas de células epiteliais intestinais
(OLIVERIA; MANZO, 2009). Um farmaco € considerado altamente permeéavel quando
a biodisponibilidade sistémica ou a extensdo de sua absorcéo é maior ou igual a 85%
da dose administrada com base no balan¢co de massas ou em comparacado com uma
dose de referéncia intravenosa (ANVISA, 2011; CDER, 2017).

2.3.1.3 Composicédo dos fluidos gastrointestinais

A composicao dos FGH tem impacto direto na dissolucdo e na permeacgao dos
farmacos com solubilidade aquosa limitada. Entender a complexidade e a
variabilidade da composicdo destes € fundamental para simulacdo adequada nos
ensaios in vitro (AUGUSTIJINS et al., 2014). Sabe-se que ap0s a digestao enzimatica
de uma refeicdo, os produtos de degradacao lipidica formam estruturas coloidais,
influenciando a solubilidade e a permeabilidade dos componentes lipofilicos
(CHRISTENSEN et al., 2004).

28



Um estudo realizado por Riethorst e colaboradores (2016) caracterizou a
composicao dos fluidos duodenais, em funcao do tempo, de 20 voluntarios saudaveis
em jejum e apos alimentacdo quanto ao pH e a concentracdo de sais biliares,
fosfolipideos, colesterol e produtos de degradacao lipidica. A Tabela 2 mostra os
resultados apresentados pelo referido estudo. O trabalho comparou os dados
encontrados em humanos com dados de outros trabalhos realizados em humanos e
com fluidos simulados. Os autores, entretanto, afirmam gque a composi¢cdo média ndo
se assemelha guantitativamente a nenhuma das amostras coletadas, evidenciando a
alta variabilidade interindividual destes componentes.

Tabela 2: Concentragdo dos componentes fisiolégicos duodenais em individuos saudaveis em jejum e
apos alimentacao.

JEJUM
- - o . Fluidos
Componente Valor Médio  Valor Minimo  Valor Maximo Literatura .
Simulados
R l4a g
Sais biliares 4,61 mM 0,03 mM 36,18 mM 8.1 mMab 3mM
s 0,1a 0,75 mM9 e
Fosfolipidios 0,95 mM 0,01 mM 6,33 mM 1.8 mM® 0.2 mM"
0,17 a
Colesterol 0,07 mM 0,00 mM 0,48 mM 0.23 mMed --
Acidos graxos 0,4a
livres 0,53 mg/mL 0,00 mg/mL 3,86 mg/mL 0,6 mg/mLe" --
Monoacil- 0,13 mg/mL 0,00 mg/mL 1,09 mg/mL 0,20 mg/mLf --
glicerol
ALIMENTADO
- - o . Fluidos
Componente Valor Médio  Valor Minimo  Valor Méximo Literatura ;
Simulados
o 3,60 a 10,00 mM' e
Sais biliares 4,61 mM 86,14 mM 0,74 mM 24.00 mM? 15,00 mM™
. 1,20 a 3,75mM'e
Fosfolipidios 4,17 mM 0,16 mM 14,39 mM 6,00 mM? 2,00 mM™
Colesterol 0,71 mM 0,00 mM 3,29 mM 0,90 mMi 0,45 mM'm
Acidos graxos 39,40 a
livres 6,49 mg/mL 0,53 mg/mL 15,0 mg/mL 52.00 MM --
Monoacil- 3,05mg/mL 0,00 mg/mL 11,36 mg/mL - -
glicerol
Diacilglicerol 0,61 mg/mL 0,00 mg/mL 3,64 mg/mL -- --
Triacilglicerol 0,81 mg/mL 0,00 mg/mL 6,76 mg/mL -- --

a. BERGSTROM e cols. (2014); b. FUCHS e cols. (2014); c.HEIKKILA e cols. (2011); d. PSACHOULIAS
e cols. (2011); e. ARMAND e cols. (1996); f. CLARYSSE e cols. (2009); g. Fluido intestinal simulado
em jejum (FaSSIF); h. Fluido intestinal simulado em jejum, versdo 2 (FaSSIF-V2); i. VERTZONI e cols.
(2012); ). KALANTZI € cols. (2006); I. Fluido intestinal simulado alimentado (FeSSIF); m. Fluido intestinal
simulado alimentado, versdo 2 (FeSSIF-V2).

Fonte: adaptado de RIETHORST et al., 2016.

29



A presenca de surfactantes enddégenos como os sais biliares e fosfolipideos
auxiliam na solubilizacdo dos compostos lipofilicos. Apos a ingestdo e digestao
enzimatica de uma refei¢cdo, ha liberacdo de produtos de hidrdlise lipidica como di- e
monoacilglicerois, além dos acidos graxos livres, capazes de formar estruturas
micelares impactando positivamente na solubilidade e permeabilidade desses
farmacos (CHRISTENSEN et al., 2004).

Dada a importancia da composicédo dos FGH para a solubilizacdo de compostos
lipofilicos, a simulacdo adequada dos parametros fisiolégicos deve levar em
consideragao a relevancia de cada um dos componentes deste. Sua composigéo deve
nao so refletir as concentracdes, mas as caracteristicas fisicas dos FGH como a
tensao superficial, osmolaridade e forca ibnica. Assim, os tipos de fosfolipidios, acidos
graxos e sais biliares que devem ser utilizados para compor um meio de dissolucdo
que pretende simular as condi¢des in vivo devem ser cautelosamente selecionados.
Nos meios de dissolucéo biorrelevantes sdo comumente utilizados o taurocolato de
sédio, e a lecitina, refletindo os sais biliares e os fosfolipidios, respectivamente
(FUCHS; DRESSMAN, 2014).

2.3.2 Parametros fisico-quimicos
2.3.2.1  Solubilidade

A solubilidade € um parametro termodinamico, definido em termos quantitativos
como a concentracdo do soluto em uma solucdo saturada a uma dada temperatura
(BRADY, RUSSEL & HOLUM, 2002). Esse parametro é dependente da natureza do
solvente, do soluto, da temperatura e do pH (LAVRA; SANTANA; RE, 2017). A
solubilidade de um farmaco depende de suas propriedades moleculares e de sua
capacidade em formar interacbes com as moléculas do meio (MARTINEZ; AMIDON,
2002).

A solubilidade e a biodisponibilidade estao intimamente relacionadas visto que
a primeira € um fator determinante para a liberacdo do farmaco da formulacao
(PANCHAGNULA; THOMAS, 2000). De acordo com a RDC n° 31 de 11 de agosto de
2010:
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€ considerada altamente sollvel a substancia ativa cuja quantidade
correspondente a sua maior dose posologica disponivel no mercado
nacional é solivel em 250 mL, ou menos, de meio aquoso em uma escala
de pH de 1,2 - 6,8 em uma temperatura de 37 + 1 °C (ANVISA, 2010).

O volume de 250 mL é derivado de protocolos tipicos dos estudos de
bioequivaléncia que orientam a administracdo de um medicamento a voluntarios com
250 mL de agua (CDER, 2017; EMA, 2007; ANVISA, 2011).

Os farmacos s6 sao capazes de penetrar nas membranas da mucosa intestinal
quando estdo solubilizados. Quando a permeabilidade n&o limita a absorcdo, a
entrada do farmaco na circulacdo sistémica é determinada pela liberacédo do farmaco
da sua forma farmacéutica. Assim, quando um farmaco € pouco solavel nos FGH, a
velocidade de dissolucdo € quem governa o0 processo de absorcdo (LAVRA;
SANTANA; RE, 2017).

2.3.2.2 pKados farmacos

Cerca de 95% dos farmacos séo acidos fracos ou bases fracas. Assim, o
conhecimento do pH do meio e do pKa da molécula é fundamental na etapa de
desenvolvimento de formulacdes, pois séo propriedades que afetam diretamente tanto
a solubilidade quanto a dissolucdo e, consequentemente, a biodisponibilidade
(BONAMICI, 2009).

O grau de ionizacdo de um farmaco em um fluido gastrointestinal pode ser
simplificadamente descrito pela equacdo de Henderson-Hasselbach (Equacéo 1)
(SKOOG et al., 2005). Ela evidencia o caclulo da extensdo de ionizacdo de um

farmaco fracamente &cido, com um Unico grupo ionizavel.

[A7] )

pH = pKa + log

Assim, um farmaco fracamente acido com pKa 3,0 estara predominantemente
ndo ionizado no fluido géastrico (pH 1,2) e quase totalmente ionizado no fluido
intestinal (pH 6,8). O contrario ocorre para um farmaco fracamente basico (pKa 5,0)
(ASHFORD, 2016).
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A hipotese de particdo por pH para a absor¢cdo dos farmacos sugere que o
epitélio gastrointestinal age como uma barreira lipidica aos farmacos que sao
absorvidos por difusdo passiva. Assim, os farmacos mais lipossollveis atravessarao
mais facilmente as membranas celulares. Portanto, a absor¢éo de um eletrdlito fraco
serd determinada principalmente pela extensdo na qual o farmaco existe na sua
forma nédo-ionizada no local de absorcédo (ASHFORD, 2016b apud OVERTON et al.,
1899).

A partir desta analogia, farmacos fracamente &cidos seriam melhor absorvidos
no estdbmago enquanto farmacos fracamente basicos, no intestino. Na pratica, sabe-
se que muito pouco do farmaco é absorvido no estbmago, tendo em vista a maior

superficie de contato e tempo de estada deste no intestino (ASHFORD, 2016b).

2.3.2.3 Tamanho de particula

As propriedades micrométricas dos sélidos como a area superficial e o
tamanho de particula tém impacto direto na biodisponibilidade e processabilidade
das formas farmacéuticas sélidas. A velocidade com a qual um sdlido se dissolve é
diretamente proporcional a sua area superficial exposta. Assim, a reducdo do
tamanho de particula € um dos métodos de aumento da velocidade de dissolucéo e
da biodisponibilidade de farmacos pouco soluveis (HE, 2009).

Costa e colaboradores (2013) desenvolveram e caracterizaram sistemas
micronizados e co-processados contendo EFV e lauril sulfato de sédio (LSS) ou
polivinilpirrolidona como carreadores para melhora do processo de dissolucdo. O
estudo mostrou que houve aumento da velocidade de dissolugdo do insumo
farmacéutico ativo (IFA) em todas as amostras testadas quando comparadas ao
farmaco néo processado. A amostra contendo LSS mostrou ser um melhor carreador
no processo de micronizacao.

Entretanto, nem sempre a reducdo do tamanho de particula resulta no
aumento da velocidade de absorcdo. Os farmacos de classe |, por exemplo,
apresentam niveis de concentracdo plasmatica que independem do tamanho de
particula. Neste caso, a solubilidade ndo é um fator limitante da absorcéo
(BONAMICI, 2009).

32



2.4 ESTUDOS DE DISSOLUCAO

Os ensaios de dissolucédo sdo de grande relevancia no ambito das ciéncias
farmacéuticas, possuindo aplicacdo tanto na rotina do controle de qualidade de
medicamentos quanto na pesquisa e desenvolvimento de formas farmacéuticas. No
ambito regulatério, os estudos de perfil de dissolucdo sdo essenciais para a
avaliacdo da equivaléncia farmacéutica, além de colaborarem para o
estabelecimento de correlacdes in vitro-in vivo (ANVISA, 2010).

Diferente do método empregado no controle de qualidade, durante o
desenvolvimento é estudado o perfil de dissolu¢éo de uma forma farmacéutica. Este
consiste em um ensaio analitico in vitro com coletas em multiplos tempos para a
avaliacdo da dissolucdo de um determinado farmaco que pode ser comparada ao
desempenho de outras formulagdes (ANVISA, 2010a). Os dados obtidos do perfil de
dissolugdo permitem a construcdo de uma curva de porcentagem de farmaco
dissolvido em funcdo do tempo. A legislacdo brasileira utiliza o método Modelo
Independente Simples para avaliar a semelhanca entre perfis de dissolucdo de
formulacdes diferentes (ANVISA, 2010).

Noyes e Whitney (1897) descreveram, com base na segunda lei de difuséo de
Fick, que a velocidade de dissolucédo é proporcional a diferenca de concentracdo em
um determinado tempo e a solubilidade maxima no meio de dissolu¢cdo em analise,

como descrito pela Equacéao 2:

dC
Ez K (Cs-Ct) Equacéo 2

Onde,

dC/dt = gradiente de dissolu¢do do farmaco em fungéo do tempo (velocidade
de dissolugéao).

K = constante de dissolucéo.

Cs = concentracdo de saturacdo do farmaco na solugcdo (solubilidade
maxima).

Ct = concentracao do farmaco em solucao no tempo t.

O principio basico da dissolucdo consiste no fato de que, na forma

farmacéutica, moléculas vizinhas estdo associadas por meio de interacdes
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moleculares umas com as outras e para que a dissolu¢cao ocorra € preciso que essas
interacbes sejam rompidas e que novas sejam formadas entre as moléculas do
farmaco e o meio de dissolucdo (WANG & FLANAGAN, 2009). Inicialmente, o
fendOmeno da dissolugdo foi descrito pela formacdo de uma camada de difusdo ao
redor de uma particula sélida em contato com o meio, pelo qual as moléculas do
farmaco difundem-se e séo dissolvidas (AULTON, 2016 apud NOYES & WITHNEY,
1897). Neste ultimo, ocorre o transporte de massa da molécula solvatada na interface
sélido-liquido para o volume total do liquido que, geralmente, ocorre de forma mais
lenta (AULTON, 2016; WANG,; FLANAGAN, 2009). Este modelo de difusdo em
camadas leva a formacédo de uma camada de solvatacéo.

A equacdo de Noyes e Whitney foi modificada por Nernst e Brunner
considerando o coeficiente de difusdo (D), a area superficial (S), a espessura da
camada de difusao (h) e o volume do meio de dissolugéo (V), principais parametros
que influenciam no ensaio, como pode ser observado na Equacdo 3 (MANADAS;
PINA; VEIGA, 2002 apud NERNST, BRUNNER, 1904).

ac_  DxS
dt XVxh

x (Cs-Ct) Equacéo 3

Para farmacos altamente permedaveis, a taxa de dissolucédo por unidade de
superficie é proxima da taxa de dissolucéo inicial. Portanto, pode-se estabelecer a
condicéo sink, onde tem-se menos de 10% da concentracéo de saturacdo do farmaco
no meio de dissolucdo. Para farmacos menos permeaveis a taxa de dissolucéo por
unidade de superficie diminui com o tempo, devido ao aumento gradual da
concentracdo do farmaco no TGl (DRESSMAN et al., 1998). A condic&o sink ocorre
no organismo para os farmacos da classe | e alguns da classe Il porque, neste caso,
o farmaco é absorvido pelas membranas celulares a partir da sua solubilizacdo nos
fluidos gastrointestinais em uma velocidade mais rapida do que se dissolve nestes
fluidos, a partir da forma farmacéutica solida (AULTON, 2016).

Tendo em vista tal comportamento € importante conhecer a solubilidade do
farmaco em diferentes condi¢des de pH, a 37 °C, antes de desenvolver um método
de dissolucao. De acordo com a farmacopeia americana USP (do inglés, United States
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Pharmacopea) a condi¢céo sink é alcancada quando o meio de dissolucao selecionado
€ capaz de solubilizar até trés vezes a dose do farmaco de interesse (USP, 2016;
LONG; CHEN, 2009).

O estudo realizado por Gu e colaboradores (2004) buscou demonstrar a
importancia do volume do meio de dissolucdo na predicado da biodisponibilidade das
formulacdes. O estudo utilizou volumes de meio de dissolucédo reduzidos onde as
quantidades de farmaco dissolvido correlacionaram-se com a biodisponibilidade in
vivo para o farmaco testado. Entretanto, o farmaco estudado necessitava da
conversdo em sua base livre, processo mediado pela dissolugcdo. Ao utilizar uma
grande quantidade de meio de dissolucao, para respeitar a condicédo sink, ndo houve
conversdo do sal em sua base livre devido a rapida difusdo do soluto. Dessa forma,
como o volume de fluido gastrico em jejum também é reduzido, o ensaio em volumes
reduzidos foi capaz de prever o perfil de dissolucao do farmaco in vivo de forma mais
adequada.

Além dos fatores relacionados ao farmaco, a forma farmacéutica e as
condic¢des fisiologicas, a velocidade de dissolugcédo também sofre influéncia dos fatores
hidrodindmicos como o aparato utilizado, a velocidade de rotacdo, 0 meio de
dissolucéo, temperatura, viscosidade, pH, forca ibnica, osmolaridade e presenca de
surfactantes (PINTO; CABRAL; DE SOUSA, 2014). E ainda os relacionados a
quantificacdo como os sistemas de filtracdo, a automacéao, a influéncia dos gases no
meio, dentre outros (MARCOLONGO, 2003; GAO et al., 2006).

2.4.1 Aparatos de dissolucéo

A Farmacopeia Brasileira (FB, 2019) descreve trés aparatos de dissolucdo. O
aparato 1 utiliza cestas onde a forma farmacéutica deve ser posicionada dentro da
cesta seca antes do inicio do teste. Ja o aparato 2 utiliza pas na extremidade da haste,
capazes de girar sem desvio de seu eixo. Neste, é importante que as amostras nao
flutuem durante o ensaio e pode-se recorrer a dispositivos que evitem isso (chamados
afundadores ou “sinkers”) desde que eles ndo diminuam o contato da forma
farmacéutica com o meio de dissolucdo ou deformem-na. Além destes, ha ainda o

aparato 3, cilindros reciprocos, descrito pela FB. A USP descreve, o aparato 4,
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conhecido como método de células de fluxo (USP, 2016). A escolha do aparato deve
dar-se de modo que o método de dissolucéo apresente melhor poder discriminativo e
se adeque a forma farmacéutica avaliada mediante modificac6es na sua formulacéo.

Os parametros utilizados para o perfil de dissolucdo variam de acordo com o
ensaio de dissolucdo descrito na monografia do farmaco. No caso de nao haver
método de dissolucdo compendial, um novo método pode ser desenvolvido segundo
o Guia n. 14 de 08 de fevereiro de 2018 e devidamente validado segundo a RDC n.
166 de 24 de julho de 2017 (ANVISA, 2017; 2018).

2.5 METODOS DE QUANTIFICACAO DE PERFIS DE DISSOLUCAO

Como apontado anteriormente, o estudo da dissolucéo € uma ferramenta critica
para o desenvolvimento e selecdo de formulacdes, bem como para estudos de
bioequivaléncia. Tradicionalmente, a avaliacdo do perfil de dissolugao € realizada
através da coleta de aliquotas, processamento de amostras e quantificagcdo por
métodos classicos como a espectrometria em UV ou a cromatografia liquida de alta
eficiéncia com deteccao por UV (CLAE/UV) permitindo a avaliacdo da dissolucédo e
comparacdao do desempenho de formulagdes (ANVISA, 2010a). Um perfil de
dissolugdo completo, com resolucdo temporal adequada e numero de coletas
representativo € util além das fronteiras do controle de qualidade pois contém
informacBes fundamentais para o entendimento das etapas limitantes da

dissolugédo de um farmaco (LU et al., 2003).

Entretanto, a coleta de aliquotas durante o ensaio e 0 processamento das
amostras pode consumir tempo e promover variabilidade dos resultados, dificultando
a identificacdo dos efeitos das modificagbes na formulagcdo (LIU et al., 2011).
Tais variagbes podem envolver o analista, os aparatos de filtragdo da amostra ou os
intervalos de aliquotagem, por exemplo. Os ensaios utilizando a quantificacdo do
analito in situ exigem menor intensidade de trabalho, além de reduzir o tempo de
resposta dos dados, com intervalos de tempo menores, refletindo o comportamento
da formulacdo de forma mais precisa (GRAY, 2003). Trata-se da utilizacdo de
sondas dentro das cubas de dissolucdo, que permitem a quantificacdo do analito

em tempo real.
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2.5.1 Métodos de quantificac&o in situ

Os métodos de quantificacdo da dissolugdo in situ vém sendo desenvolvidos
h& cerca de 30 anos (JOSEFSON et al., 1988). Os sistemas de UV in situ
compartiham a maioria dos elementos dos espectrofotdmetros tradicionais.
Entretanto, ao invés de utilizar uma cubeta para o armazenamento de amostras
sdo utilizadas fibras 6ticas que transmitem a luz UV da fonte até a amostra e da
amostra até o detector e o caminho 6tico € definido pelas sondas in situ. Os
sitemas propostos variam, em maioria, de acordo com o desenho da sonda e o tipo
de detector utilizado (LU et al., 2003).

Os sistemas sao capazes de medir todas as cubas ao mesmo tempo. O
mais simples deles, utiliza um detector baseado em matriz de diodos (DAD, do inglés
diode-array detector) multiplex, onde a sonda € alternada sequencialmente entre as
cubas. Neste caso a dissolucdo ndo € medida simultaneamente de forma real,
sendo necessario validar a reprodutibilidade do sistema. Uma alternativa é
utilizar um detector em cada uma das cubas, o que permite a medida simultanea,
mas necessita de validagédo e correlacado entre eles, porque seria 0 mesmo que
utilizar diferentes espectrofotometros. Para medidas simultdneas em todas as
cubas do dissolutor utilizando apenas um detector, alguns sistemas adotam os
dispositivos de carga acoplada (CCD, do inglés, charge coupled device). Neste, o
espectro de cada uma das sondas é criado em uma parte separada do detector

(NIR & LU, 2018).
Em relagdo as sondas utilizadas na quantificagao, a principal preocupacéo € o

comprometimento da hidrodinamica do processo de dissolugdo (NIR & LU, 2018; LU
et al., 2003). A Figura 2 apresenta os tipos utilizados. Nestes é importante levar em
consideracdo o aprisionamento de bolhas durante o ensaio, 0 comprometimento
da hidrodindmica do meio de dissolucdo e o0 caminho Ootico disponivel. As
sondas em arco (Figura 2D) utilizam hastes curvas de entrada e saida, uma de frente
para a outra, separadas por um espaco fixo, 0 caminho 6ético. Quando comparada
aos demais modelos essa € mais fina com um espaco horizontal com menor
probabilidade de capturar bolhas ou particulas e é capaz de suportar comprimentos
de caminho 6éticos de até 0,25 mm, permitindo a quantificagédo de solugbes mais
concentradas (NIR & LU, 2018).

37



N g Wy

Figura 2: Diferentes sondas utilizadas nos sistemas de quantificacéo por UV in situ. A: sonda de
transmitancia convencional; B: sonda de transmitancia otimizada; C: sonda tipo J; D: sonda em arco.
Adaptado de: NIR & LU, 2018.

A literatura apresenta avaliacdes técnicas sobre as vantagens e desvantagens
dos instrumentos de fibra 6tica para quantificacdo da dissolucéo (INMAN et al., 2001),
bem como fornece abordagens para a solucdo de problemas de interferéncia
causados pelos excipientes durante os ensaios (LIU et al., 2008). O método também
pode ser aplicado no controle de qualidade (GRAY, 2003), na qual a USP
identifica-o como um método de deteccédo alternativo para os ensaios de dissolucéo
desde que forneca vantagens em termos de preciséo, sensibilidade, seletividade ou
automacao e, possa ser validado (MIRZA et al., 2009; USP, 2016).

A utilizacdo das sondas de quantificacdo in situ também apresenta aplicacao
nos estudos de dissolucdo preditivos pois permite a caracterizacdo do farmaco e
fornece informacdes sobre os minutos iniciais do processo de dissolucao, auxiliando

no desenvolvimento de formulacdes. A aquisicdo de dados em intervalos de tempo
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reduzidos e sem necessidade de tratamento de amostra € uma vantagem frente aos
métodos de quantificacao tradicionais (NIR & LU, 2018).

No que se refere ao desenvolvimento de formulacdes, o monitoramento in situ
da dissolucéo facilita o entendimento das etapas limitantes na dissolugdo das
formulagdes de liberacéo imediata, por exemplo. E til, ainda, nos testes preditivos de
dissolucdo, nos quais 0 elevado niumero de dados nos minutos iniciais do ensaio
permite prever com precisdo o0s resultados da dissolucdo de formulacdes de
liberagcdo prolongada, reduzindo a duracgéo e o custo dos mesmos (LU et al., 2003).

Da mesma forma, também ha vantagens para a rotina do controle de qualidade,
visto que a técnica produz perfis completos e resultados em tempo real permitindo
usar as informacBes para investigacdo de testes fora de especificacdo. Outro
beneficio € a automacédo do processo, uma vez que a eliminacdo da amostragem
remove 0S erros sisteméticos, como tempos de amostragem incorretos,
posicdes, filtros e manuseio. Além disso, também evita problemas de
transporte de amostra, contaminacdo cruzada de filtros e linhas associados a
amostragem automatica de liquidos e, ainda, elimina a necessidade de reposi¢édo de
meio de dissolucdo. A analise in situ elimina a possibilidade de amostras parcialmente
filtradas continuarem a se dissolver até que a medicao real possa ser feita (NIR &
LU, 2018).

Contudo, o principal desafio desta técnica consiste na capacidade de
determinar o0 analito diretamente dentro da cuba de dissolucdo onde
outros componentes podem interferir na quantificagcdo, seja absorvendo ou
dispersando a luz. Para isso, os sistemas utilizam “filtros mateméticos” que sao
capazes de remover a contribuicdo de componentes diferentes do farmaco, e, alguns

casos, estes podem nao ser suficientes (NIR & LU, 2018).

2.6 MEIOS DE DISSOLUCAO

A selecdo de um meio de dissolucdo deve, primeiramente, levar em
consideracdo o percurso da forma farmacéutica oral in vivo através do TGI. Isso
envolve modificacbes de pH de, aproximadamente, 1,6 no estbmago até 7,4 no célon.

E importante considerar, ainda, o tempo de permanéncia do farmaco em cada
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condicdo bem como as demais propriedades fisico-quimicas que evolvem a fisiologia
da digestdo como a capacidade tamponante dos fluidos digestivos e sua osmolaridade
(LONG; CHEN, 2009).

Para farmacos ionizaveis, a primeira alteracdo nos ensaios de dissolugéo para
se obter condicao sink é o ajuste do pH. Os meios de dissolu¢do compendiais fazem
uso de solucdes acidas, solucdes tampéo e ainda solucdes contendo surfactantes
visando produzir um ensaio capaz de simular o perfil de dissolucdo de uma forma
farmacéutica in vivo (WANG; FLANAGAN, 2009).

Os meios que utilizam sistemas de tamponamento sao indicados quando a
dissolucdo do farmaco ou dos excipientes é sensivel ao pH. Em meios nao
tamponados, a dissolucdo de moléculas ionizaveis pode criar uma alteracdo no pH
proximo a superficie da forma farmacéutica ou ainda pode levar a uma modificagéo
do pH ao longo do ensaio de dissolugdo. Essas alteracdes promovem variaveis nao
controladas durante o ensaio, dificultando a interpretacdo dos resultados (LONG;
CHEN, 2009).

Para os farmacos pouco sollveis, as solu¢des tampao néo sao fisiologicamente
relevantes e podem ser insuficientes para permitir o uso de um volume pratico de meio
para manter as condi¢cdes sink. Assim, faz-se uso de surfactantes nos meios de
dissolucdo, como o lauril sulfato de sodio, de modo a aumentar a velocidade de
dissolugdo dos farmacos. Estudos realizados com diferentes tipos de surfactantes
sintéticos, como lauril sulfato de sodio (LSS) e polissorbato 20 (Tween® 20),
apresentaram aumento na solubilizacdo de griseofulvina em comparacdo com sua
solubilizagdo na agua (LOBENBERG; AMIDON, 2000).

No TGI, os sais biliares e a lecitina sdo os surfactantes fisiologicamente
presentes. Eles aumentam a molhabilidade e incrementam a solubilidade de diversas
substancias lipofilicas. As interacfes dos fluidos intestinais com 0s componentes
lipidicos e alimentares promovem a formacdo de emulsGes e contribuem para o
aumento da solubilidade de compostos pouco solaveis, inclusive farmacos
(LOBENBERG; AMIDON, 2000). Neste contexto, o incremento da dissolugdo dos
farmacos pela adicdo de surfactantes sintéticos aos meios de dissolucéo tem levado

pesquisadores a desenvolver novos meios que mimetizem o ambiente in vivo, de
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forma a auxiliar o estabelecimento de correlacdes entre esses dados. A CIVIV consiste
no desenvolvimento de um modelo matematico que estabeleca uma correlacéo linear
ou nao entre uma propriedade in vitro, geralmente a fracdo dissolvida do farmaco, e a
propriedade in vivo, geralmente a fracdo absorvida do farmaco. Os tipos de CIVIV
estdo descritos no item 2.7 deste texto.

2.6.1 Meios de dissolucao biorrelevantes

Os meios biorrelevantes séo aqueles que apresentam componentes similares
aos presentes no TGl humano ou animal e tém por objetivo simular as condi¢des
fisiolégicas em segmentos especificos. Nesses meios, o pH, a osmolaridade e a
tensdo superficial sdo adaptadas para reproduzir as condi¢des fisiologicas (BOU-
CHACRA et al., 2017).

Uma das primeiras tentativas de reproduzir in vitro as condi¢cdes de dissolugéo
dos farmacos no TGl foi apresentada por Macheras, Koupparis e Tsaprounis (1986)
que avaliaram o perfil de dissolucdo dos farmacos nitrofurantoina, piroxicam,
indometacina, prednisolona, diazepam, dicumarol e griseofulvina utilizando leite
integral como meio de dissolucdo, na tentativa de mimetizar o estado alimentado do
intestino delgado.

Além das composi¢Bes simulando o trato gastro intestinal humano existem,
ainda, composicdes que mimetizam o TGl de cdes. Uma de suas utilidades é na

avaliacao de novos farmacos e de medicamentos veterinarios (WALSH et al., 2016).

2.6.2 Simulando o estdmago humano

Os estudos de Dressman e colaboradores (1998) e Galia e colaboradores
(1999) j& haviam proposto a adicdo de surfactantes sintéticos como LSS e Triton-X
100® para reduzir a tensdo superficial do meio para valores fisiol6gicos. No entanto,
estes meios superestimavam a dissolucdo gastrica porque induziam efeitos de
solubilizacdo maiores do que os apresentados fisiologicamente (VERTZONI et al.,
2005). O fluido gastrico simulado em jejum (FaSSGF, do inglés Fasted State
Simulating Gastric Fluid) foi proposto por Vertzoni e colaboradores (2005). A
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composicdo do FaSSGF esta descrita na Tabela 3. Neste, a tensdo superficial &
reduzida pela presenca de concentracdes fisiologicas de enzimas e surfactantesque
mimetizem as condi¢cdes gastricas, ao invés da simples adicdo de um surfactante
sintético (JANTRATID et al., 2008).

De modo a reproduzir o estado alimentado no estdbmago humano os meios de
dissolucéo alternativos utilizam leite longa vida integral ou suplemento alimentar
Ensure® Plus, proposto por Klein e colaboradores (2004). Esses apresentam as
mesmas propriedades fisico-quimicas que a refeicdo padrdo recomendada nos
estudos de bioequivaléncia e biodisponibilidade pela Food and Drug Administration
(FDA). O fluido gastrico simulado no estado alimentado (FeSSGF, do inglés Fed State
Simulating Gastric Fluid) apresenta em sua composicdo gorduras, carboidratos, fibras
e sais biliares, visando simular a refeicdo padréo rica em gordura utilizada nos estudos
clinicos (BIORELEVANT, 2019).

Tabela 3: Composicdo do meio de dissolucdo FaSSGF, utilizado para simular as condi¢8es fisico-
quimicas do estdmago em jejum.

Composicéo do FaSSGF

Taurocolato de sédio (uM) 80,0

Lecitina (uM) 20,0

Pepsina (mg/mL) 0,1

Cloreto de s6dio (mM) 34,2
Acido cloridrico g.s. pH 1,6

pH 1,6
Osmolaridade (mOsm.kg™) 120,7

Tensao Superficial (mN/m) 42,6

Fonte: Adaptado de VERTZONI et al., 2005.

Uma questao importante ao tentar simular o ambiente gastrico alimentado é
gue sua composicdo muda com o tempo a medida que a digestdo ocorre e 0
esvaziamento do estbmago acontece. Uma forma de modelar isso pode ser dada pela
adicdo de uma solucéo acida de pepsina ao leite (FOTAKI, 2005). Uma abordagem
alternativa € retratar os periodos que correspondem a cada etapa apoés a ingestao de
uma refeicdo, sendo eles, antes (75 minutos), durante (75 a 165 minutos) e depois
(165 minutos), conforme descrito por Jantraid e colaboradores (2008). A composi¢ao

dos meios de dissolucéo é calculada para refletir o pH, a capacidade tamponante e a
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osmolaridade durante todo o processo. Admite-se que a composi¢cdo do FeSSGF no
estagio intermediario (durante) pode ser utilizado, em sua maioria, para prever o
estado pds-prandial e, em conjunto com o FaSSGF, simular os efeitos da alimentacao

apos a administracdo dos medicamentos (JANTRATID et al., 2008).

2.6.3 Simulando o intestino delgado humano

A primeira geracao dos meios biorrelevantes utilizados para simular os fluidos
do intestino, FaSSIF (Fluido Intestinal Simulando o Jejum, do inglés, Fasted State
Simulating Intestinal Fluid) e FeSSIF (Fluido Intestinal Simulando o Estado
Alimentado, do inglés, Fed State Simulating Intestinal Fluid), foram publicados por
Galia e colaboradores (1998). Avaliou-se a dissolucao de danazol em diversos meios
de dissolucao, incluindo agua, fluido gastrico simulado (USP), FaSSIF e FeSSIF. Os
resultados mostraram que para este farmaco de classe Il do SCB, a dissolu¢cdo em
agua é insignificante, a dissolucédo em fluido gastrico simulado € detectavel, mas nao
€ completa e a dissolucdo em FeSSIF é mais rdpida do que em FaSSIF. Assim,
comparativamente, pelos testes in vitro sugere-se que a absorcao do danazol seja trés
vezes maior quando administrada com alimentos, fato comparavel com os resultados
em humanos saudaveis (GALIA et al., 1998).

Os estudos in vivo realizados por Porter e colaboradores (2007) serviram de
base para elaboracdo de meios biorrelevantes mais representativos dos estados
alimentados e jejum do intestino delgado. Para refletir tais condicdes, da mesma forma
como foi realizado para o FaSSGF, cada uma das etapas do processo digestivo no
intestino delgado reproduzida: antes, durante e depois. Os novos meios foram
comparados com aspirados do TGl humano de modo a refletir suas propriedades
fisico-quimicas e bioquimicas (JANTRATID; DRESSMAN, 2009).

A segunda geracdo desses meios ficou conhecida como Fluido Intestinal
Simulando o Jejum, versédo 2 (FaSSIF-V2) e Fluido Intestinal Simulando o Estado
Alimentado, versao 2 (FeSSIF-V2) e diferem da primeira devido a quantidade reduzida
de lecitina presente em sua composicao (Tabela 4). O FeSSIF-V2 apresenta dois
componentes adicionais presentes na fisiologia intestinal, o monoleato de glicerina e

o oleato de sodio (Tabela 4). Esses dois componentes sdo conhecidos por promover
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um aumento da solubilidade e da dissolucdo de farmacos pouco sollveis
(JANTRATID; DRESSMAN, 2009). Além disso, tais versdes utilizam tampao maleato
ao invés dos tampbes fosfato (FaSSIF) e acetato (FeSSIF). O tampdo maleato
apresenta osmolaridade menor que o tampao fosfato, retratando de forma mais
adequada o que ocorre in vivo; e 0 acido maleico é capaz de retardar a rancidez de
gorduras e Oleos (JANTRATID et al., 2008).

Tabela 4: Composicao dos meios de dissolugdo FaSSIF, FaSSIF-V2, FeSSIF e FeSSIF-V2, utilizados
para simular as condig¢des fisico-quimicas do intestino delgado em jejum e sob alimentacao.

Componentes FaSSIF FaSSIF- V2 FeSSIF  FeSSIF-V2
Taurocolato de sodio (mM) 3,0 3,0 15,0 10,0
Lecitina (mM) 0,7 0,2 3,7 2,0
Fosfato de sédio di-hidrogenado (mM) 28,6 - - -
Cloreto de sddio (mM) 105,8 68,6 173,0 125,5
Acido maleico (mM) - 19,1 - 55,0
Hidréxido de s6dio (mM) 8,7 34,8 101,0 81,6
Acido acético 144,0 -
Monoleato de glicerila (mM) - 50
Oleato de Sadio (mM) - 0,8
pH 6,5 6,5 5,0 5,8
Osmolaridade (mOsm.Kg?) 270,0 180,0 635,0 390,0
Capacidade Tamponante (mmol.Lt.ApH™) 10,0 10,0 76,0 25,0

Fonte: Adaptado de JANTRATID et al., 2008; MARQUES; LOEBENBERG; ALMUKAINZI, 2011.

Ambas as versbes foram planejadas com base em dados da literatura
disponiveis para as concentragbes de sais biliares, lecitina e pH no trato
gastrointestinal. A capacidade de predizer o comportamento in vivo dos medicamentos
utilizando tais meios de dissolucdo foi demonstrada em estudos de CIVIV (BOU-
CHACRA et al., 2017).

2.6.4 Simulando o intestino grosso humano

O fluido coldnico simulado no estado alimentado e ndo-alimentado, FeSSCOF
e FaSSCOF (do inglés, Fed State Simulating Colonic Fluid e Fasted State Simulating
Colonic Fluid) respectivamente, foram propostos por Vertzoni e colaboradores (2010)

com objetivo de refletir a composicdo dos fluidos intestinais presentes no célon
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ascendente humano. As composi¢des de FaSSCOF e FeSSCOF encontram-se na
Tabela 5.

Tabela 5: Composic¢ao do fluido colénico simulado do estado alimentado e ndo-alimentado.

Composicéao FaSSCOF FeSSCOF
Lecitina (mM) 0,3 0,5
Sais biliares (mM) 0,15 0,6
Acido palmitico (mM) 0,1 0,2
Albumina bovina (mg/mL) 3,0 3,0
Glicose (mg/mL) - 34,0
Cloreto de sédio (mM) - 14,0
Tris-aminometano (mg/mL) 5,5 3,7
Acido maleico (mg/mL) 8,8 3,5
Hidroxido de sédio (mM) g.s. g.s.
pH 7,8 6,0
Osmolaridade (mOsm.Kg?) 196,0 207,0
Capacidade Tamponante (mmol.Lt.ApH™) 16,0 15,0

Fonte: Adaptado de MARQUES; LOEBENBERG; ALMUKAINZI, 2011; OTSUKA; SHONO;
DRESSMAN, 2013.

O estudo realizado por Andreas e colaboradores (2016) comparou o perfil de
dissolucdo do nifedipino em diversos meios de dissolucao, divididos em pequenos
grupos. O grupo 1 foi testado em tampéo fosfato-citrato pH 6,8 com LSS 1%, como
recomendado pela USP; o grupo 2 em FaSSGF, FaSSIF e FaSSCOF, simulando o
estado em jejum do TGI e; o grupo 3 foi testado em FeSSGF, FeSSIF e FeSSCOF,
simulando o estado alimentado do TGI. Os ensaios utilizaram os aparatos 3 e 4 da
USP. O autor realizou a CIVIV para comparar o perfil de liberacdo do farmaco nos
estados jejum e alimentado e verificou que através da dissolucdo em meios
biorrelevantes foi possivel observar o efeito da alimentacdo sobre a liberagdo do
farmaco e correlaciona-los com os resultados in vivo. Ja o perfil de dissolucéo
realizado com o meio recomendado pelo compéndio apresentou forte discrepancia
com os resultados dos meios biorrelevantes devido a extensa liberacdo do farmaco

provocada pela presenca do tensoativo.
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2.7 CORRELACAO IN VITRO-IN VIVO

A CIVIV pode ser definida como um modelo matematico preditivo que descreve
a relagédo entre a propriedade in vitro de uma forma farmacéutica de uso oral e a
resposta relevante in vivo. Usualmente, a propriedade in vitro consiste na velocidade
de dissolucéo ou liberacdo do farmaco de sua forma farmacéutica, enquanto que a
resposta in vivo € a fracdo da biodisponibilidade (LU; KIM; PARK, 2011). Trata-se de
uma ferramenta Gtil para acelerar, otimizar e até mesmo reduzir os custos do
desenvolvimento de farmacos (GONZALEZ-GARCIA et al., 2015).

2.7.1 Niveis de correlacéo

Quatro niveis de CIVIV (A, B, C e C multiplo) sao descritos pelo guia da FDA.
Estes sdo baseados na capacidade preditiva da correlacdo em refletir a relacdo
concentracdo versus tempo do perfil in vivo apds a administracdo de uma forma
farmacéutica oral (CDER, 1997). O nivel de correlacdo mais relevante, em termos de
previsibilidade e aplicagéo regulatéria, € o nivel A. No entanto, os niveis B, C e C
multiplo podem ser Gteis no desenvolvimento de formulacdes (GONZALEZ-GARCIA
et al., 2015).

O nivel A representa uma relagdo ponto a ponto entre a taxa de dissolugéo in
vitro e a taxa de absorc¢ao in vivo a partir da forma farmacéutica em questao (MODI,
2007; QIU, 2009). Este nivel de correlacéo busca predizer todo o perfil in vivo a partir
da curva de dissolucéo in vitro. A quantidade absorvida é calculada por meio de
deconvolucéo do perfil de dissolucao (QIU, 2009).

Quando, no desenvolvimento da correlacdo, essas curvas nao forem
sobreponiveis, algumas estratégias podem ser adotadas, como a otimizacdo do
ensaio de dissolucdo por meio da variacdo das condicbes experimentais ou 0O
desenvolvimento de modelos matematicos alternativos para descricdo da relacao
entre as curvas (DUNNE; O'HARA; DEVANE, 1999). Nesta mesma perspectiva do
uso dos ensaios de dissolucdo como substitutos dos estudos in vivo, os trabalhos
podem ser conduzidos no sentido de desenvolver métodos que mimetizem as

condigcdes in vivo e estabelecam uma relagéo entre dissolugéo e biodisponibilidade
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baseadas, por exemplo, na modelagem computacional da absorcéo (DICKINSON et
al., 2008).

O nivel B de correlacgéo utiliza a analise do momento estatistico como principio.
Assim, estabelece uma relagéo entre o tempo de dissolu¢do meédio in vitro (TDMvitro)
do produto e o tempo médio de residéncia in vivo (TRMvivo) no organismo ou tempo
meédio de dissolucédo in vivo. Para fins de registro, essa correlacdo nédo € de grande
relevancia pois nao reflete as concentraces plasmaticas reais (CDER, 1997; QIU,
2009).

A CIVIV de nivel C consiste em uma categoria na qual um dos elementos do
perfil de dissolucdo (velocidade de dissolucédo ou tempo para dissolucdo de 50% do
farmaco a partir da forma farmacéutica) esta relacionado a um Unico parametro
farmacocinético (Cmax ou ASC). O nivel C representa uma relagcdo de ponto Unico e
nao reflete todo o perfil de concentragcédo plasmética e € considerado o nivel mais fraco
de correlacao (QIU, 2009).

O nivel C multiplo de CIVIV relaciona um ou varios parametros
farmacocinéticos de interesse com a quantidade de farmaco dissolvida em varios
momentos ao longo do perfil de dissolucédo. As correla¢des de nivel C multiplo podem
ser tao Uteis quanto as correlagcdes de nivel A. No entando, se uma correlacéo de nivel
C multiplo for possivel, ha grande possibilidade de uma correlacdo de nivel A também
ocorrer (CDER, 1997).

Lue e colaboradores (2008) avaliaram a capacidade dos meios de dissolucao
biorrelevantes e ndo-biorrelevantes em prever a absorcao in vivo de um farmaco em
estudo para o tratamento do diabetes miellitus tipo Il. O estudo concluiu que o meio
de dissolucdo nédo biorrelevante, mostrou-se um bom modelo para o desenvolvimento
das formulacdes testadas, porém a CIVIV para este foi inferior aos resultados obtidos
de CIVIV para os meios de dissolucéo biorrelevantes.

Os métodos de CIVIV para farmacos classe Il tém se destacado nas pesquisas
farmacéuticas. Essa correlagcdo pode ser desenvolvida a partir de metodologias in
silico, modelos matematicos computacionais que visam prever 0S parametros

farmacocinéticos em funcéo das propriedades fisico-quimicas dos farmacos com o
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objetivo de otimizar o desenvolvimento de uma formulacdo (HONORIO et al., 2013;
KOVACEVIC et al., 2008).

2.7.2 Aspecto regulatorio

No Brasil, a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) define a 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 orientacfes para
o estabelecimento de uma CIVIV estéo descritas na RE 482 de 19 de marco de 2002,
entretanto, a resolucdo nao traz especificacdes dos parametros a serem utilizados
para tal.

O FDA e a European Medicine Agency (EMA) recomendam, para oS casos em
que a absorcao do farmaco € dependente do processo de dissolucéo, o estudo de,
pelo menos, duas formulacées com diferentes velocidades de liberacdo do farmaco
para desenvolvimento de uma CIVIV (CDER, 1997; EMA, 2014). Recomenda-se ainda
gue os conjuntos de dados de dissolugédo sejam obtidos em diferentes condicdes de
ensaio para avaliar como os fatores da dissolucéo influenciam na liberacao do farmaco
(GONZALEZ-GARCIA et al., 2015). A orientacdo da EMA requer uma abordagem
individualizada de convolucdo de cada uma das etapas, ao contrario do FDA que
utiliza valores médios. Tal exigéncia leva em conta a variabilidade entre os individuos
submetidos aos ensaios in vivo (CDER, 1997; EMA, 2014).

Em termos regulatérios, a CIVIV é realizada em etapas: (1) obtencdo ou
selecéo das formulacdes e seus respectivos perfis de dissolugéo; (2) obtengcdo das
curvas de concentracao plasmética versus tempo através dos estudos in vivo para
cada uma das formulacgdes; (3) obtencao da fracao absorvida do farmaco por meio de
modelos matematicos e estabelecimento de uma relacdo matematica entre a fracao
dissolvida do farmaco in vitro e in vivo e; (4) validacéo da CIVIV (EMAMI, 2006; MODI,
2007).

A validacao da CIVIV consiste em demonstrar que a predicédo dos dados in vivo
a partir da dissolucéo in vitro é precisa e consistente. O FDA recomenda a avaliacao

do erro percentual (EP) e orienta para a realizagcéo de validagfes interna e externa. A
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validacéo interna pode ser realizada através da medicdo do EP usando os proprios
dados da CIVIV. Ou seja, verifica 0 quanto o modelo utilizado descreve os dados que
desenvolveram a correlacdo. Pode ser adotado nos casos em que a CIVIV foi
realizada usando duas ou mais formula¢cées com diferentes taxas de liberacéo, desde
que o medicamento ndo seja considerado um medicamento de baixo indice
terapéutico. A validacao externa requer um conjunto de dados que néo foi utilizado no
desenvolvimento da CIVIV, como formulac6es com pequenas alteracdes no processo
de fabricacdo. O critério determinado pelo FDA admite um EP médio de até 10%
(CDER, 1997; QIU, 2009).

2.7.3 Modelos Compartimentais de Distribuicdo dos Farmacos

Um compartimento consiste em um grupo de tecidos que apresenta
velocidade semelhante de distribuicdo de um farmaco. O numero de compartimentos
que um farmaco ocupa € determinado a partir da observacdo do seu perfil de
biodisponibilidade (ROSENBAUM, 2017).

O compartimento central consiste no plasma e nos tecidos altamente
perfundidos. Por se tratar de uma distribuicdo muito rapida do farmaco considera-se
gue a concentracdo plasmatica de farmaco no sangue € igual a concentracdo do
compartimento central. Esse modelo é dito monocompartimental, onde a queda na
concentracdo plasmatica do farmaco observada ao longo do tempo, depende apenas
da velocidade de eliminagdo do farmaco (kio ou kel) que segue um processo de 12
ordem (TOZER & ROWLAND, 2006; ROSENBAUM, 2017).

A partir da observacdo do decaimento plasmatico do farmaco pode ser
necessdria a adicdo de mais um compartimento para descrever sua distribuicao. O
modelo bicompartimental admite um compartimento central e um compartimento
periférico rapido. Neste, a distribuicdo do farmaco ocorre de forma mais lenta do que
para o compartimento central. E um modelo caracterizado por uma queda inicial da
concentracdo plasmatica no perfil de biodisponibilidade, que corresponde a
distribuicdo para o compartimento periférico, dada por uma constante de velocidade
ki2. A eliminagdo € mais lenta, quando comparada a um modelo

monocompartimental, visto que h& redistribuicdo do farmaco do compartimento
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periférico ao central, dada por uma constante de velocidade k21. A Figura 3 ilustra o
perfil de concentracdo plasmatica versus tempo para a distribuicdo bi e
tricompartimental de um farmaco apds administracdo intravenosa (ROSENBAUM,
2017).

T . Distribuica rtiments
4 Distribuigao ao compartimento A ISirioUIga0 80 Comparimento
Ln(Cp) . " La(Cp) . periférico rapido
periférico rapido .
. Fase de Eliminagéo
. Fase de Eliminagao
Redistribui¢éo do farmaco contido
no compartimento periférico lento
A
> >
Tempo Tempo

Figura 3: Perfil de concentracao plasmatica (LnCp) versus tempo ilustrando um farmaco com
distribuicdo a partir de um modelo bicompartimental (esquerda) e tricompartimental (direita).
Fonte: Adaptado de ROSENBAUM, 2017.

Num modelo tricompartimental de distribuicdo, considera-se que boa parte do
farmaco é distribuida aos tecidos pouco perfundidos, como os tecidos adiposo e
0sseo. Estes tecidos formam o compartimento periférico lento ou profundo. As
constantes de distribuicdo do farmaco permanecem seguindo um processo de 12
ordem. Porém, admite-se duas novas constantes, Kiz e Ksi1, que correspondem a
distribuicdo do farmaco do compartimento central para o compartimento periférico
lento e vice-versa, respectivamente (SIMULATION PLUS, 2015; ROSENBAUM,
2017). A Figura 4 apresenta um esquema ilustrando uma distribuicdo
tricompartimental.

No modelo tricompartimental, o farmaco é rapidamente distribuido ao
compartimento central e, de forma um pouco mais lenta, ao compartimento periférico
rapido. Essa distribuicdo € percebida pela queda rapida da concentracdo plasmatica
no perfil de biodisponibilidade, assim como € observado para o modelo
bicompartimental. A partir desse ponto, o processo de decaimento da concentracao
plasmatica é controlado pela eliminacdo. O terceiro compartimento so é evidenciado
depois que uma parte do farmaco ja foi eliminada. Os processos de distribuicdo e
redistribuicdo nos tecidos é mais lento do que as distribui¢des iniciais. Porém, apés
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algum tempo decorrido da administracdo do ativo, a quantidade desse acumulada
nesses tecidos é extensa e a redistribuicdo do mesmo ao compartimento central
gue controla a sua eliminagédo (SIMULATION PLUS, 2015; ROSENBAUM, 2017).

Entrada do -

Farmaco
Kaq \ CEH Ki2
Compartimento Compartimento E— Compartimento
Periférico Lento Central Periférico Répido
Kis K24
\
Ke

Figura 4: Representacéo esquematica de uma distribuicéo tricompartimental. Kei: constante de
eliminacdo do farmaco; CEH: circulacé@o entero-hepética.
Fonte: Adaptado de SIMULATION PLUS, 2015.

2.7.4 Modelos matemaéaticos

Os modelos matematicos descritos para o estabelecimento das CIVIV
dependem se a distribuicio dos farmacos se da de forma mono ou
multicompartimental (EMAMI, 2006; QIU, 2009). Ambos séo descritos pelos guias de
CIVIV da ANVISA, EMA e FDA (ANVISA, 2002; CDER 1997; EMA, 2014) e incluem
0s métodos de deconvolugéo e convolucao.

Os métodos mais utilizados de deconvolucdo para estimar a absorcdo do
farmaco por via oral sdo os métodos de Wagner-Nelson e Loo-Riegelman que
utilizam abordagens dependentes do modelo de distribuicdo cinética e sdo baseadas
no balanco de massas (EMAMI, 2006). A equacédo de Wagner-Nelson é derivada do
modelo cinético de distribuicdo monocompartimental do farmaco, onde o balanco de
massas € dado pelo total de farmaco absorvido pelo organismo (Xa)t e eliminado em
um determinado tempo T. Por derivacao, o total de farmaco absorvido até o tempo T
(Xa)T pode ser descrito pela Equacao 4 (QIU, 2009).

51



T
X)r=VCr + ka CrdT Equacéo 4
0

Onde:
V = volume do compartimento central Cr.
Cr = concentragdo do farmaco no compartimento central no tempo T.

k = constante de eliminacdo de primeira ordem.

Nos estudos de CIVIV, (Xa)t é expresso em termos de fracdo de farmaco
absorvida Fa(T) para comparacdo com a fragdo do mesmo liberada in vitro. Assim, a

equacgao 4 pode ser reescrita na equacao 5.

T
(XJr _ Cr+k [, CrdT
K)o Kk [ CrdT

F,(T) = Equagéo 5

O método de Wagner-Nelson representa a deconvolugcdo com disposicado
exponencial Udnica e pode ser aplicado em dados extravasculares, sem a
necessidade de estudos que envolvam a administracdo intravenosa. O perfil de
absorcao é calculado de forma aparente a partir da constante de eliminagéo (k) que
deve ter origem na verdadeira fase de eliminacdo do farmaco. Este dado pode ser
de dificil mensuracdo quando séo testados farmacos de liberacdo prolongada ou
meia-vida longa (EMAMI, 2006; MOURAO, 2009; QIU, 2009).

Um dos métodos mateméaticos aplicados para modelos de distribuicdo
multicompartimental € a equacdo de Loo-Riegelman (LOO, RIEGELMAN, 1968;
WAGNER, 1983). Como tal modelo representa uma disposicao biexponencial do
farmaco o balanco de massas considera o total de farmaco no compartimento central
e nos compartimentos periféricos em um determinado tempo T. Por derivacdo, (Xa)t

é determinado pela Equacéo 6.

T T

CrdT + klze‘kﬂTf Cre¥aaTdT Equacéo 6
0

(Xa)T

Ve, = CT+k10f

0
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Com base no balan¢co de massas, uma equacao similar pode ser descrita para

uma distribuicao tricompartimental (Equacéo 7).

T T T

X
Ka)r _ Cr + kyo f CrdT + kyye k21T f CrekiTdT + kyze kel f CrekaTdT
VCT 0 0 0
Equacéo 7
Onde:

k12, ko1, ka3, ks1 e kio = constantes da velocidade de distribuicdo entre os
compartimentos
V = volume do compartimento central Cr

Cr = concentragdo do farmaco no compartimento central no tempo T

Por fim, a convolucdo é uma técnica modelo-independente utilizada na
analise linear dos sistemas. Com base no principio de superposicdo em um sistema
linear invariavel no tempo, uma resposta C(t) pode ser obtida para uma entrada f(t)

pela integral representada na equacédo 8 (QIU, 2009).

C(E) = £(0) * C5(0) = f C5(0) (¢ — Df (B)dr Equagdo 8

0
Onde:

Cs(t) = resposta unitaria do sistema podendo ser a concentracdo plasmatica
apos administracao intravenosa ou solucéo oral

f(r) = funcdo de entrada obtida por deconvolucdo a partir dos dados de
absorcéo do TGl, dissolucéo gastrointestinal ou ambos

C(t) = concentracdo plasmatica a partir da administragdo extravascular do
farmaco, seja em solucdo oral ou formulacéo sélida oral de liberacdo imediata

Como o sistema adminte flexibilidade em func&o dos parametros de entrada
a correlacdo pode representar o processo de dissolucdo, absor¢do ou ambos 0s
processos (GILESPIE, 1997; VENG-PEDERSEN et al., 2000).

O modelo matematico a ser escolhido depende dos parametros

farmacocinétiscos do farmaco a ser testado. A resposta in vivo pode ser a
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concentracdo plasmatica ou a quantidade de farmaco liberada/absorvida. Esta
tltima € obtida através da deconvolucdo da curva de concentracdo plasmatica
versus tempo. A utilizacdo de cada um desses parametros depende do objetivo do
estudo. Quando se utiliza a concentragdo plasmatica como resposta, a relacéo entre
o perfil de liberacdo in vitro e o perfil da concentracdo plasmética in vivo tem
relevancia clinica muito clara, porque muitos parametros farmacocinéticos como
Cmax, Tmax € ASC séo diretamente derivados de tal perfil. Enquanto isso, a utilizagéo
dos dados de quantidade de farmaco liberada/absorvida in vivo como variavel
resposta € intuitivamente direta visto que pode ser comparada diretamente com 0s

dados de quantidade de farmaco dissolvida in vitro (QIU, 2009).

2.7.5 Predicao da biodisponibilidade in silico

Os meétodos de predicdo in silico sdo Uteis para mensurar parametros como
Cmax, Tmax € ASC (TERSTAPPEN & REGGIANI, 2006). Os dados do perfil de
dissolucédo mais adequado séo utilizados a fim de descrever a liberacdo do farmaco
nas diferentes regides do TGl e, assim, sédo utilizados os modelos dependentes ou
independentes para prever a dissolugdo e a absorcéo do farmaco in vivo. Na primeira
abordagem, o perfil de dissolucédo é utilizado para modelar a absorcéo in vivo. Isso
pode ser feito através de programas que simulam um sistema dinamicamente
complexo, como o Stella® ou modelos fisiologicamente baseados no trato
gastrointestinal (PBPK, do inglés, physiologically-based pharmacokinetic) como os
GastroPlus™, PK-Sim® ou Simcyp®. Nas abordagens de modelo independente, a
guantidade dissolvida in vitro é comparada diretamente com a quantidade absorvida
in vivo, calculada a partir da deconvolugdo dos dados por meio de programas que
utilizam dados farmacocinéticos como o WinNonlin® ou PCDCON® (FOTAKI &
VERTZONI, 2010).

2.7.5.1 GastroPlus™

O GastroPlus™ foi desenvolvido para simular a absor¢do gastrointestinal,

ocular, nasal e pulmonar e auxiliar as etapas de desenvolvimento e descoberta de
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farmacos. O sistema conta com o modelo de transito e absor¢cdo compartimental
avancado (ACAT, do inglés, advanced compartmental absorption and transit model)
(SIMULATION PLUS, 2015). Este foi um dos primeiros modelos compartimentalizados
direcionados para descrever a fisiologia gastrointestinal. O GastroPlus™ leva em
consideracao parametros fisico-quimicos e fisioldgicos para prever a absorcao oral de
medicamentos (LAWRENCE & AMIDON, 1999; KAUR et al., 2018).

O modelo ACAT implementado no GastroPlus™ possui cinética modelada por
um sistema de equacdes lineares e n&o lineares que levam em conta seis estados do
farmaco — ndo liberado, ndo dissolvido, dissolvido, degradado, metabolizado e
absorvido — além de 18 compartimentos fisiologicos — estdbmago, seis compartimentos
do intestino delgado, dois compartimentos do célon e nove enterdcitos — e trés estados
do farmaco excretado - ndo liberado, ndo dissolvido e dissolvido. Este modelo esta
ilustrado na Figura 5. A quantidade total de material absorvido € a soma das
quantidades integradas que sdo absorvidas em cada um dos compartimentos

(SIMULATION PLUS, 2015).

Circulacdo Enterohepatica

Estémago Duodeno  Jejuno 1 Jejuno 2 fleo 1 lleo 2 ileo 3 Ceco Célon Asc.

.H..
_H_.

M&o liberado | A

Nao dissolvido

O mO @ O X m

Dissolvido

Degradacao
no Limen

Vesicula
Biliar

Veia Porta

Metabolismo na
Parede
Intestinal

Artéria Hepatica

Circulacéo
Sistémica

Figura 5: Modelo de transito e absor¢do compartimental avancado (TACA) utilizado no programa
GastroPlus™.
Fonte: Adaptado de SIMULATION PLUS, 2015.
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Através dos dados farmacocinéticos de um farmaco o GastroPlus™ é capaz de
prever sua biodisponibilidade, etapa fundamental no desenvolvimento de
medicamentos. Assim, € possivel obter o perfil da curva de concentracéo plasmatica
versus tempo, assim como Cmax, Tmax € ASC através da simulagdo. Através do
modulo IVIVCPIus™ é possivel realizar CIVIV. O moédulo inclui a deconvolugédo
numeérica, e 0s meétodos tradicionais de Wagner-Nelson e Loo-Riegelman
(SIMULATION PLUS, 2015).

O estudo desenvolvido por Mitra e colaboradores (2019) apresentou dois
estudos de caso com o objetivo de destacar a utilizacdo dos modelos PBPK para
avaliar a biodisponibilidade de um produto de liberacédo controlada de classe | e um
produto de liberacdo imediata classe Il. Os dados de dissolu¢do, bem como alguns
dados fisico-quimicos do farmaco, foram utilizados como base para simulacdo da
biodisponibilidade no GastroPlus™. Os autores buscaram discutir as aplicacdes das
simulacdes in silico para prever a bioequivaléncia entre uma formulacédo teste e
referéncia.

O modelo mostrou-se capaz de prever a farmacocinética observada em
humanos com boa correlagéo, provando sua utilidade nos ensaios de bioequivaléncia.
Para ambos os farmacos testados, a predicédo in silico mostrou-se parte fundamental
do desenvolvimento do produto e foi utilizada como elemento-chave para selecao das

formulacbes, onde os dados da dissolucdo foram utilizados para guiar o
desenvolvimento e dar confianga no resultado do estudo de bioequivaléncia (MITRA
et al., 2019).

O trabalho realizado por Honério e colaboradores (2013) avaliou a utilizacao do
GastroPlus™ como uma ferramenta in silico para o desenvolvimento de formulacdes
de farmacos pouco sollveis. Os resultados da simulacdo foram comparados com o
estudo de bioequivaléncia de comprimidos de 600 mg de efavirenz produzidos a partir
de IFAs com diferentes caracteristicas fisico-quimicas. O método in silico também foi
utiizado para avaliar o nivel de CIVIV adequado ao método de dissolugdo,
considerando diferentes metodologias de dissolucdo e diferentes modelos de

absorcéo.
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O estudo avaliou a solubilidade, o tamanho de particula e a area superficial dos
IFAs para verificar a influéncia destas caracteristicas no processo de dissolucdo. A
dissolucédo dos comprimidos foi avaliada em meio de dissolucdo LSS em diferentes
concentracbes conforme determinado pela Farmacopeia Americana (2,0%),
Farmacopeia Britanica (1,0%) e pelo método desenvolvido por Farmanguinhos (0,5%).
A Farmacopeia Brasileira também recomenda o LSS 1,0% como meio de dissolucéo
para comprimidos de EFV (ANVISA, 2019). Foi verificado que apenas a metodologia
de dissolucao utilizando LSS 0,5% foi capaz de diferenciar as formulac¢des preparadas
a partir dos diferentes lotes de IFA. Os autores escolheram esta metodologia de
dissolucdo para realizar a CIVIV. O GastroPlus™ foi capaz de simular e calcular a
biodisponibilidade das formulacées e a CIVIV pelo modelo de absorcdo de Wagner-
Nelson, com um coeficiente de correlagéo de 0,85; e pelo modelo de absor¢cao de Loo-
Riegelman, com coeficiente de correlacdo de 0,93. Assim, por meio de uma
metodologia de dissolucdo adequada, foi possivel estabelecer a CIVIV através dos
métodos de predicdo in silico (HONORIO et al., 2013).

2.8 EFAVIRENZ: SCB CLASSE Il

Dados de 2017 mostram que cerca de 36,7 milhGes de pessoas em todo o
mundo s&o portadoras do virus da imunodeficiéncia humana (do inglés, Human
Imunodeficiency Virus, HIV) (UNAIDS, 2017). De 1980 a junho de 2018 foram
identificados 929.742 casos de Sindrome da Imunodeficiéncia Humana (do inglés,
Acquired Immunideficiency Syndrome, AIDS) no Brasil. No periodo entre 2000 e 2018,
116.292 gestantes foram identificadas com o virus HIV. O Brasil registra, anualmente,
uma média de 40 mil novos casos de AIDS nos ultimos cinco anos (BRASIL, 2018). A
principal forma de contencdo da multiplicacéo viral e aumento da expectativa de vida
dos pacientes € através do tratamento com antirretrovirais (BRASIL, 2018).

A terapia antirretroviral recomendada pelo Ministério da Saude para casos em
inicio de tratamento inclui a combinacdo de 3 farmacos: lamivudina, tenofovir e
dolutegravir. As excecdes incluem: (1) adultos com outras infeccbes oportunistas,
necessidade de internacdo hospitalar ou tuberculose disseminada, no qual o

dolutegravir é substituido pelo raltegravir; ou (2) co-infecgdo com tuberculose sem
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critérios de gravidade onde o dolutegravir é substituido pelo EFV (BRASIL, 2018).
Essa ultima troca também é feita nos casos de mulheres férteis com acesso precario
a contraceptivos e mulheres gravidas devido ao potencial risco de desenvolvimento
de anomalias nas terminacfes nervosas em recém-nascidos tratados com
dolutegravir (WHO, 2018).

O EFV é indicado ainda como terceiro antirretroviral alternativo para o
tratamento de criancas e adolescentes. Esse farmaco, cuja formula estrutural é
representada na Figura 6, € um inibidor ndo nucleosidico da transcriptase reversa,
amplamente utilizado na terapia anti-HIV (BRASIL, 2018). Quando a terapia é
administrada corretamente, a contagem do virus pode atingir niveis abaixo do limite
de deteccdo em cerca de 80% dos casos (BURGER et al., 2006).

A solubilidade do EFV em &gua é 9,2 ug/mL, com pH 8,7 a 25 °C, sendo
incrementada quando o pH é aumentado para valores acima de 9,0. Solucdes
alcodlicas solubilizam facilmente o EFV: 725 mg/mL, 663 mg/mL e 598 mg/mL para
solubilizacdo em metanol, etanol e isopropanol, respectivamente. A molécula
apresenta um pKa de 10,2 e um coeficiente de particdo octanol/agua de 5,4 (ROWE
et al., 1999)

Figura 6: Férmula estrutural da molécula de efavirenz.
Fonte: DA COSTA et al., 2013

O efavirenz tem farmacocinética com elevado tempo de meia-vida plasmatica,
com valores entre 52 e 76 horas apds administracdo de dose Unica, e € metabolizado
pelo citocromo P450 2B6 e citocromo P450 3A4 (TCUCHIVA et al., 2004). Apos a
administracdo de 600 mg de efavirenz, estima-se que a Cmax € de 4,07 £ 1,17 pg/mL
(PORCHE, 2000). Sua fracdo de biodisponibilidade oral € de 40 a 45%, com Tmax de
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2 a 3 horas (FABIANI et al., 2009) e volume de distribuicdo de 252 L (CSAJKA et al.,
2002).

Os estudos de Porche (2000) descrevem que quando o farmaco € administrado
junto a uma refeicao rica em lipidios sua biodisponibilidade € aumentada em até 50%.
Esse resultado concorda com o trabalho apresentado por Kaul e colaboradores (2010)
observa-se um aumento de 39% na Cmax € 22% na ASC, no caso de refeigbes
hiperlipidicas, enquanto frente a uma alimentacéao hipolipidica, o incremento é de 51%
de Cmax € 17% de ASC. Assim, é recomendada a administracdo do EFV fora do
periodo de alimentacao e, de preferécia, antes de dormir (EMA, 2009). Este farmaco
apresenta farmacocinética ndo-linear, ou seja, uma modificacdo na dose resulta em
uma mudanca desproporcional nas concentracdes plasmaticas do farmaco
(CHIAPPETTA et al.,, 2011; SHARGEL & ANDREWS, 1999). Tal perfil cinético é
atribuido a saturacdo do metabolismo e a alteragdo do tempo de esvaziamento
gastrico, provocando um prolongamento da fase de absorcdo (CHIAPPETTA et al.,
2011).
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3  JUSTIFICATIVA

Em 2007, foi oficializado o licenciamento compulsério do efavirenz para uso
publico ndo-comercial por meio do Decreto 6108/2007. Tal fato permitiu ao
Ministério da Saude importar versfes genéricas do medicamento através de
laboratérios pré-qualificados pela OMS. A época o EFV era o medicamento com
melhor relacdo custo-efetividade para o tratamento da AIDS, consumido por 40%
dos portadores do virus no Brasil. A concesséo da licenca compulsoria do EFV
previu a importacdo do farmaco onde o produto foi internamente desenvolvido e
registrado junto a ANVISA por Farmanguinhos, com produc¢do iniciada em 2009
(RODRIGUES, SOLER, 2009).

A producdo do EFV por Farmanguinhos enfrentou algumas dificuldades em
seu percurso. Os primeiros ensaios de bioequivaléncia realizados apresentaram
diferencas significativas entre o medicamento de referéncia e o medicamento teste
(de Farmanguinhos), enquanto os ensaios de equivaléncia farmacéutica, in vitro,
mostravam que havia semelhangas. Apds estudo pela equipe de desenvolvimento,
0 procedimento do ensaio de dissolugdo do medicamento foi modificado, com a
reducdo da concentracdo de tensoativo utilizada no meio de dissolucéo, e entédo
foram detectados problemas na formulacdo proposta, refletindo os resultados
encontrados nos testes de bioequivaléncia (FOLHA DE SAO PAULO, 2008). Ficou
claro, a partir de entdo, a necessidade de estudos in vitro mais preditivos do que
ocorre in vivo, visto que eles oferecem maior robustez para a realizacdo dos testes
da formulacao proposta em humanos.

Os meios de dissolugcdo biorrelevantes apresentam composicao e
caracteristicas mais similares aos fluidos gastrointestinais e tém sido descritos como
capazes de prever, com maior seguranca, o0 comportamento in vivo (BOU-CHACRA
et al., 2017). Os ensaios de dissolucéo utilizando esses meios séo Uteis desde as
primeiras fases do desenvolvimento de medicamentos até os ultimos estagios pois
auxiliam nas estratégias de formulagéo e no estabelecimento de correlagdes in vitro-
in vivo, que levam a reducdo do numero de estudos com experimentacdo animal
(ALMUKAINZI et al., 2014).
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Diversos sdo os estudos que utilizaram meios biorrelevantes para avaliar
novas formulacdes utilizando farmacos classe Il do SCB. O trabalho de Deshmukh
e colaboradores (2016) utilizou meios compendiais e meios biorrelevantes onde a
selecéao foi realizada a partir da melhor CIVIV por meio da comparagéo com estudo
animal. O trabalho de Wei & Lobenberg (2006) buscou predizer a absorcao oral da
glibenclamida através de meétodos de dissolucado biorrelevantes e estudos de
simulacado para obtencao de uma CIVIV, mostrando que as ferramentas in vitro e in
silico podem potencialmente ser utilizadas como substitutos para os estudos de
bioequivliéncia. Ambos os estudos permitiram a selecdo de uma melhor ferramenta
in vitro para a otimizacdo das formulacdes, sendo esta, portanto, uma técnica
alternativa rapida e simples nos estagios iniciais do desenvolvimento de
medicamentos. Entretanto, poucos séo os trabalhos na area, em especial com EFV.

Dessa forma, o trabalho em questéo apresenta grande valor para os diversos
panoramas do ambito farmacéutico tendo em vista a possibilidade de: (1) auxiliar os
fabricantes na tomada de decisdo para o ensaio de bioequivaléncia de seus lotes
piloto e modificacdes pos-registro; (2) fornecer dados acerca dos meios
biorrelevantes como preditivos do estudo da bioequivaléncia para farmacos pouco
soltveis em agua; (3) fornecer informacdes técnicas sobre o perfil de dissolucdo do
efavirenz e de que forma pode-se incrementar sua biodisponibilidade; (4) fornecer
informacdes para a implementacdo de legislacdes especificas sobre este tipo de

ensaio.
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4 OBJETIVOS

4.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a capacidade dos meios de dissolucéo biorrelevantes em prever a
biodisponibilidade in vivo de comprimidos de efavirenz 600 mg e estabelecer uma

correlagdo in vitro-in vivo a partir dos dados do estudo de bioequivaléncia.

4.2  OBJETIVOS ESPECIFICOS

a) Determinar a solubilidade do efavirenz nos meios de dissolucdo
biorrelevantes e em LSS 0,5%.

b) Avaliar a integridade quimica em solucdo do farmaco nos meios
biorrelevantes.

c) Avaliar a dissolugéo de comprimidos de efavirenz 600 mg utilizando meios
biorrelevantes e LSS 0,5%.

d) Verificar a adequabilidade do sistema de monitoramento dinamico in situ
para avaliacdo do perfil de dissolu¢do do efavirenz nos meios biorrelevantes e em
LSS 0,5%.

e) Avaliar o carater preditivo dos meios biorrelevantes em relacdo a
biodisponibilidade.

f) Estabelecer uma correlacdo in vitro-in vivo utilizando o GastroPlus™ a
partir dos dados do estudo da dissolugdo com meios biorrelevantes e o perfil da curva
de concentracdo plasmética versus tempo dos estudos de bioequivaléncia.
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5.1

5.1.1

5.1.2

MATERIAL E METODOS

MATERIAL

Equipamentos

Balanca analitica Mettler Toledo modelo XP205.

Dissolutor Distek modelo Evolution 6100.

Sonda de UV Opti-Diss 405 Distek.

Cromatografo a liquido de alta eficiéncia (CLAE) Waters Acquirity Arc.
Incubadora orbital IKA modelo KS4000 IC Control.

Potenciébmetro MARTE modelo MB10.

Banho ultrassénico Elma modelo S100H Elmasonic.

Membranas filtrantes de celulose reversa 45 ym DISTEK modelo 5720-0275.
Filtros de seringa de poli (fluoreto de vinilideno) (PVDF) 0,22 um.
Filtros para canula do dissolutor em polietileno (PE) 45 pm

Pipeta automatica de volume variavel.

Seringas descartaveis.

Insumos

a) Efavirenz —insumo farmacéutivo ativo. Por motivos de confidencialidade, o nome

do fabricante ndo sera divulgado.

b) Comprimidos revestidos de efavirenz 600 mg lote 180150151 / Farmanguinhos-
FIOCRUZ.

c) Meio de dissolucdo FaSSGF/FaSSIF/FeSSIF lote FFF-0218-B / Biorelevant.

d) Meio de dissolucdo FaSSIF-V2 lote V2FAS-0318-A / Biorelevant.

e) Meio de dissolucédo FeSSIF-V2 lote V2FES-0118-A / Biorelevant.

f) Agua purificada obtida em equipamento de osmose reversa MilliQ Elix Inside

Merck.

g) Lauril sulfato de sodio (Ci2H2sNaO4S) (It.72152).
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h) Fosfato de potassio monobasico mono-hidratado (NaH2POa4.H20)
(Spectrum/1CD0586).

i) Hidroxido de sodio (NaOH) (Sigma Aldrich/SLBQ9677V).

j) Acido acético glacial (CHsCOOH) (Merck/K45178063).

k) Acido cloridrico (HCI) (Merck/K46783017).

) Acido maleico (CsHeOs) (Sigma Aldich/ SLBT3832).

m) Cloreto de sodio (NaCl) (Merck/K40001004).

5.2 METODOS

Os métodos de preparo das solucbes descritos a seguir foram realizados
conforme a Farmacopeia Brasileira (2019) e a recomendacédo do fabricante dos
meios biorrelevantes (BIORELEVANT).

5.2.1 Preparo das solugdes

a) Solucdo NaOH 0,1 M.
Foram pesados 4,0 g de NaOH e dissolvidos em 900 mL de &gua purificada,

ajustando o volume final em 1000 mL em baldo volumétrico.

b) Solucdo NaOH 1,0 M.
Foram pesados 40,0 g de NaOH e dissolvidos em 900 mL de agua purificada,

ajustando o volume final em 1000 mL em baldo volumétrico.

C) Solucdo HCI 1,0 M.
Em bécher, foram adicionados 500 mL de agua purificada, seguidos de 82,44
mL de HCI P.A. A solucéo foi transferida para baldo volumétrico e seu volume final

ajustado em 1000 mL.
d) Tampéo fosfato pH 6,5.

Foram pesados 0,42 g de NaOH, 3,95 g de NaH2PO4 e 6,19 g de NaCl e

dissolvidos em 900 mL de agua purificada. O pH foi ajustado para 6,5 com solucao
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de NaOH 1 M ou HCI 1 M e o volume final foi adequado para 1000 mL, em baldo

volumétrico, utilizando agua purificada.

e) Tampao acetato pH 5,0.

Foram pesados 4,04 g de NaOH e 11,87 g de NaCl e dissolvidos em 400 mL
de agua purificada e acrescidos 8,24 g de acido acético glacial. Em seguida, 500 mL
de agua purificada foram adicionados e o pH final da solu¢éo foi ajustado para 5,0
utilizando solugdo de NaOH 1 M ou HCI 1 M. O volume final foi de 1000 mL, adequado

em baldo volumétrico, com agua purificada.

f) Tampao maleato pH 6,5.

Foram pesados 1,39 g NaOH; 2,22 g de acido maleico; e 4,01 g de NaCl e
dissolvidos em 900 mL de agua purificada. O pH da solucdo tampéo foi ajustado a
6,5 utilizando solucdo de NaOH 1 M ou HCI 1 M e seu volume final foi adequado para

1000 mL, em baldo volumétrico, utilizando agua purificada.

Q) Tampéo maleato pH 5,8.

Foram pesados 3,27 g de NaOH, 6,39 g de acido maleico e 7,33 g de NaCl e
dissolvidos em 900 mL de agua purificada. O pH da solucdo tampéo foi ajustado a
5,8 utilizando NaOH 1 M ou HCI 1 M e seu o volume final foi adequado para 1000

mL, em baldo volumétrico, utilizando agua purificada.

5.2.2 Preparo dos meios de dissolucéo

a) Lauril sulfato de sédio 0,5%
Foram pesados 5,00 g de LSS e dissolvidos em 900 mL de agua purificada.
A dispersdo foi agitada manualmente até que todo o pd estivese completamente

solubilizado. O volume final foi ajustado para 1000 mL utilizando &gua purificada.
b) FaSSIF

Foram pesados 2,24 g de FaSSIF e dissolvidos em 500mL de tampéao fosfato

(pH 6,5). A dispersao foi agitada manualmente até que todo o pd estivesse
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completamente solubilizado. O volume final foi ajustado para 1000 mL utilizando
tampao fosfato a temperatura ambiente. A solucdo permaneceu em repouso por 4h

antes de sua utilizagao.

C) FeSSIF

Foram pesados 11,20 g de FeSSIF e dissolvidos em 500 mL de tampé&o
acetato (pH 5,0). A disperséo foi agitada manualmente até que todo o pd esteja
completamente solubilizado. O volume final foi ajustado para 1000 mL utilizando

tampdao acetato a temperatura ambiente.

d) FaSSIF-Vv2

Foram pesados 1,79 g de FaSSIF-V2 e dissolvidos em 500 mL de tampéo
maleato (pH 6,5). A dispersao foi agitada manualmente até que todo o po estivesse
completamente solubilizado. O volume final foi ajustado para 1000 mL utilizando
tampdo maleato (pH 6,5) a temperatura ambiente. A solucdo permaneceu em

repouso por 1 h antes de sua utilizacao.

e) FeSSIF-V2

Foram pesados 9,76 g de FESSIF-V2 e dissolvidos em 500 mL de tampéo
maleato (pH 5,8). A disperséo foi agitada manualmente até que todo o po estivesse
completamente solubilizado. O volume final foi ajustado para 1000 mL utilizando
tampao fumarato (pH 5,8) a temperatura ambiente. A solucdo permaneceu em

repouso por 1 h antes de sua utilizacao.

5.2.3 Curva analitica

As analises foram realizadas através de quantificacdo por Cromatografia
Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) com detector de UV. Os parametros operacionais

do método estdo descritos no Quadro 2.
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Quadro 2: Parametros operacionais para quantificacdo do EFV por CLAE/UV.

Equipamento Waters UHPLC Acquirity Arc
Fase mével Acetonitrila:Agua (70:30)
Fase estacionaria Coluna C 18 150 mm x 4,6 pm; 10 ym
Diluente Acetonitrila:Agua (50:50)
Fluxo 1,0 mL/min
Volume injetado 20 pL
Detector UV — Waters, PDA 2998 — 250nm
Filtro Membrana PVDF 0,22 pm

Uma solugcéo mée de 0,8 mg/mL de efavirenz em metanol foi preparada pela
pesagem quantitativa de 20 mg de efavirenz diluidos em 25,00 mL de metanol. Foram
realizadas diluicbes sucessivas nas concentracdes de 1,2; 3,6; 8,0; 24,0; 56,0; 80,0;
140,0 e 160,0 pg/mL, utilizando o acetonitrila:agua (1:1) como diluente. A avaliacao
estatistica dos paradmetros de linearidade da curva analitica foi realizada através
dos seguintes métodos: teste F, teste do intercepto, avaliagdo da correlacéo
de Pearson, teste de normalidade dos residuos, teste de homocedasticidade
das variancias, verificacdo de valores extremos (outliers) e teste de independéncia

de observacées, realizados pelo programa ActionStat®, verséo 3.6.

5.2.4 Determinacao da solubilidade

A solubilidade foi determinada pelo método de shake-flask, utilizando
plataforma de agitagdo orbital e temperatura controlada com base nas
recomendacdes da RDC n° 31 de 2010 (ANVISA, 2010). Esse método também &
adotado pelas legisla¢des internacionais (EMA, 2010; CDER, 2015; WHO, 2015). Em
triplicata, foi adicionado um excesso de efavirenz a um erlenmeyer contendo 50 mL
de cada um dos meios de dissolucéo testados (LSS 0,5%, FaSSIF, FeSSIF, FaSSIF-
V2, FeSSIF-V2), de modo a satura-los. As amostras foram incubadas sob agitacéo
em incubadora orbital com controle de temperatura, 37 °C + 0.5 °C, a 250 rpm até
estabilizacdo das leituras, com amostragem em 2, 4, 6 e 24 horas. Uma aliquota de
1 mL foi retirada de cada amostra e filtrada em membrana de PVDF 0,22 um. A

quantificacao foi realizada por CLAE/UV.
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As concentracdes de saturacdo foram determinadas com base na curva
analitica desenvolvida. Os resultados obtidos foram avaliados mediante teste one-way
ANOVA post hoc Tukey comparando os resultados obtidos a um nivel de significancia
de 95%.

5.2.5 Avaliacdo da integridade quimica em solucéo do farmaco

Conforme indicado pelo Guia n° 14/2018, o método analitico utilizado deve ser
permitir a quantificacdo do IFA na presenca de seus possiveis produtos de
degradacéo (ANVISA, 2018). Assim, o efavirenz foi avaliado em solucdo na presenca
dos meios de dissolucédo testados de modo que sua integridade quimica fosse
evidenciada frente ao método analitico utilizado.

A partir dos resultados do estudo de solubilidade foram preparadas solugdes
de efavirenz em cada um dos meios de dissolugdo testados. As solugdes foram
aquecidas a 37°C £ 0.5 °C e foram retiradas aliquotas de 5 mL para avaliagcdo do
tempo zero. Em seguida, levadas a agitacéo orbital a 37°C + 0.5 °C por 3h, tempo
compativel com o ensaio de dissolugcdo. ApGs decorrido o tempo estabelecido, novas
amostras de 5 mL foram retiradas para avaliacdo da concentracdo de efavirenz no
tempo de 3h. Ambas as amostras foram quantificadas por CLAE/UV e calculado o

percentual de recuperacéo do farmaco entre as amostras obtidas.

5.2.6 Determinacao do perfil de dissolugao

5.2.6.1 Escolha do método de quantificacao

O estudo da dissolugcdo de comprimidos de efavirenz foi avaliado por dois
meétodos de quantificacdo: utilizando sonda de UV in situ e através da coleta de
amostras com quantificacdo por CLAE/UV. Os métodos descritos foram baseados no
método validado por Farmanguinhos para a dissolu¢cdo de comprimidos de efavirenz
600 mg (FARMANGUINHOS/FIOCRUZ, 2012).
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Os meios de dissolucdo LSS 0,5%, FaSSIF, FaSSIF-V2, FeSSIF e FeSSIF-
V2 foram degaseificados em banho ultrassonico sob vacuo e, em seguida,
cuidadosamente vertidos em cubas do dissolutor. O total de 500 mL foi utilizado para
0S meios que simulam o jejum, enquanto 900 mL foram utilizados para os meios que
simulam o estado alimentado do TGI e para o LSS 0,5%, conforme indicado pelo
fabricante dos meios de dissolucéo biorrelevantes. Os experimentos foram realizados
em triplicata utilizando aparato 2 de dissolucédo, a 37 °C £ 0,5 °C e agitacdo de 50
rpm, conforme indicado pelo Guia n°® 14/2018 (ANVISA, 2018). Depois de atingida a
temperatura de interesse, um comprimido de efavirenz 600 mg foi adicionado em
cada uma das cubas. O tempo total do experimento foi de 2,5 horas para os ensaios
utilizando a quantificacdo por sonda de UV in situ e 3 horas para 0s ensaios com
quantificacdo por CLAE/UV.

Os ensaios de dissolucdo foram quantificados através de sonda de
quantificacao por UV in situ utilizaram como controle positivo uma solucéo padréo de
EFV diluida no respectivo meio biorrelevante, em concentracdo de acordo com a
solubilidade maxima do farmaco no respectivo meio. Uma suspensao contendo os
excipientes da formulagdo no respectivo meio de dissolugéo testado foi utilizada
como branco.

Para a quantificacdo por CLAE/UV foram retiradas aliquotas de 5,0 mL apés
decorridos 5, 10, 15, 30, 45, 60, 90, 120, 150 e 180 minutos da dissolug&o, sem
reposicao de meio. As aliquotas foram seguidamente filtradas em membranas de PE
45 um e PVDF 0,22 um. A quantificacédo foi realizada por CLAE/UV, mediante diluicdo

adequada e utilizando a fase mével descrita no item 5.2.3 para diluicdo da amostra.

5.2.7 Comparacao dos perfis de dissolugao

A comparacdo entre os perfis foi realizada pelo Método Independente de
Modelos através do calculo do fator de semelhanca (F2), Equacédo 9, além de
realizacdo de teste de andlise de variancias (ANOVA) de dois fatores com pos teste
de Tukey, com intervalo de confianca de 95%. Para a comparacdo dos métodos de
deteccgéo utilizados foi realizada ANOVA de dois fatores post hoc Sidak, devido ao

menor conjunto de dados.
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A eficiéncia de dissolucdo (ED) dos perfis dos comprimidos de efavirenz foi
determinada através do calculo da ASC da dissolucéo pelo método dos trapezoides,
proposto inicialmente por Khan e Rhodes (1975) conforme a Equacédo 10. Os valores
de ED foram comparados através one-way ANOVA post hoc Tukey, com intervalo de
confianca de 95%. Os programas Microsoft Excel® 365, DD Solver® e GraphPad

Prism® 6 foram utilizados para analise dos resultados.

n -0,5
1
f2=50xlogq |1+ EZ(RLL —Tt)? x 100 Equacéo 9
t=1
ASCo-1final
ED(%) = Tm::ax 100 Equac&o 10
Onde:

n = nimero de pontos.
Rt = dissolugdo do medicamento de referéncia no tempo t.
Tt = dissolugéo do medicamento teste no tempo t.

5.3 CORRELACAO IN VITRO-IN VIVO

5.3.1 Estudo de bioequivaléncia

Os dados do estudo de bioequivaléncia foram fornecidos por
Farmanguinhos/FIOCRUZ. O referido estudo foi realizado na Unidade Integrada de
Farmacologia e Gastroenterologia (UNIFAG), pertencente a Acao Social Franciscana
— Casa Nossa Senhora da Paz no ano de 2008. O estudo foi realizado com 14
voluntarios sadios, incluindo homens e mulheres, na faixa etaria de 18 a 45 anos, em
jejum. O peso médio corporal dos voluntarios foi de 64,72 kg. A Ultima coleta foi
realizada ap6s 192 horas da administracdo do medicamento. Na administracédo, foi
ingerido um volume de 200 mL de agua para um comprimido de 600 mg de efavirenz.
Os lotes do medicamento de referéncia utilizados no estudo foram aqueles disponiveis
para comercializacdo a época de sua realizagdo. As coletas foram realizadas ap0s
administracdo nos intervalos de: 0,5, 1; 1,5; 2; 3; 4; 6; 8; 10; 12; 24, 36; 48; 60; 72; 84,
96; 108; 120; 132; 144; 156; 168; 180 e 192 h.
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5.3.2 Simulacdo do comportamento gastrointestinal utilizando GastroPlus™

Antes de estabelecer a CIVIV, a biodisponibilidade do EFV foi simulada no
programa GastroPlus™ (verséo 9.5, Simulation Plus Inc., Lancaster, California, USA).
A descricdo detalhada do passo-a-passo para insercdo dos dados ja foi descrita
anteriormente na literatura (HONORIO et al., 2012). De maneira resumida, o programa
apresenta trés modulos de entrada: composto, fisiologia e farmacocinética
(Compound, Physiology, Pharmacokinetics). Neste estudo, os dados de solubilidade
foram determinados experimentalmente, os demais dados foram retirados do banco
de dados do préprio programa e da literatura (HONORIO et al., 2013). O coeficiente
de permeabilidade aparente (Papp) utilizado na simulacdo da biodisponibilidade foi
obtido por meio de experimentos in vitro com monocamada de células Caco-2
(TAKANO et al., 2006). A Tabela 6 apresenta os dados de entrada relacionados ao
farmaco utilizados para simular a biodisponibilidade. Como a formulacdo em questéo
é de liberagcdo imeditada a opcédo “IR: Tablet” foi selecionada. Os dados de
solubilidade foram inseridos utilizando a op¢édo solubilidade versus pH (HONORIO,
2012). O Anexo Il apresenta os dados da fisiologia humana utilizados como entrada
para a simulacdo dos parametros farmacocinéticos da absorcdo do EFV em jejum e
sob alimentacéo, fornecidos pela base de dados do programa.

No modulo Compound foram inseridos os dados fisico-quimicos do farmaco
(WEI, LOBENBERG, 2006; HONORIO et al., 2013). Estes foram utilizados para
calcular a concentracdo do EFV em cada compartimento do TGI. O método in silico
calculou a fragcdo absorvida baseado no modelo ACAT considerando a influéncia de
cada parametro presente em cada um dos compartimentos fisiolégicos (WEI &
LOBENBERG, 2006; SIMULATION PLUS, 2015).

No modulo Physiology foi selecionado o modelo ASF Opt logD Model AS/V, que
ajusta os fatores da escala de abor¢ao de acordo com as mudancas fisiolégicas entre
0S compartimentos intestinais. Os demais parametros foram fixados em valores

padrbes para fisiologia humana, no estado de jejum, 0 mesmo que O ensaio de
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Tabela 6: ParAmetros relacionados ao farmaco utilizados para a simulagéo da biodisponibilidade de
comprimidos de efavirenz 600 mg utilizando GastroPlus™.

Pardmetros
Massa molar (g/mol)? 315,67
Log P® 5,4
pKa? 10,2
Dose (mg) 600
Papp (Cm/S X 10—5)a 8,92
Relacdo sangue/plasma? 0,74
Tempo de precipitagéo (s)° 900
Coeficiente de difusdo® 0,7473
Densidade de particula (g/mL)° 1,2
Fisiologia® Jejum/Alimentado
Modelo ASF? AS/V 6.1
Peso corporal (kg)° 64,72
Volume de distribuicéo (L/kg)° 1,56
Depuracao (L/h)° 2,65
Tempo de meia-vida (h)¢ 266,63
Volume de dose (mL)® 200

Papp: coeficiente de permeabilidade aparente; AFS: fator de escada de absorgdo; a: TAKANO, 2006; b:
banco de dados do GastroPlus™; c: parametros derivados do estudo clinico de bioequivaléncia.
Fonte: Adaptado de HONORIO et al., 2013.

bioequivaléncia foi realizado, e no estado alimentado. Por meio do médulo PKPlus, os
dados do estudo de bioequivaléncia foram avaliados quanto ao modelo
farmacocinético: 1, 2 ou 3 compartimentos, onde o programa indica o melhor ajuste e
expressa atraves do valor de AIC do modelo escolhido. O resultado foi importado para
o modulo Pharmacokinetics para que os dados de concentracdo plasmética versus
tempo fossem simulados. Os resultados da simulacdo foram comparados com o0s

dados experimentais com base no manual do programa (SIMULATION PLUS, 2015).

5.3.3 Caorrelagao in vitro-in vivo

Uma CIVIV de nivel A foi realizada através do método de deconvolucédo. Na
primeira etapa determinou-se a fracdo absorvida do farmaco utilizando os dados de
biodisponibilidade, através do modelo que apresentou se ajustou aos dados do estudo
de bioequivaléncia (modelo de Loo-Riegelman: trés compartimentos). Na segunda
etapa, os dados da fracdo absorvida foram correlacionados com a fracao dissolvida,

obtida no estudo da dissolucéo.
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A correlacdo foi realizada pelo modulo IVIVCPIus. Ao habilitar o médulo
IVIVCPIus existem 4 opc¢des: in vitro, in vivo, IVIVC e convolucdo. Na primeira opgao
foram inseridos os dados do estudo in vitro, representados pela dissolu¢cdo em cada
um dos meios testados. Na opg¢éo seguinte foram inseridos os valores do perfil da
curva de concentracdo plasmatica versus tempo derivados do estudo de
bioequivaléncia. Na opcéo IVIVC é realizada a deconvolucdo dos dados onde o
programa verifica 0 melhor ajuste de correlacdo entre as opcdes disponiveis (linear,
potencial, polinomial de 22 ordem ou polinomial de 32 ordem) com base nos valores
de r2. Nesta fase € estabelecida a relacéo entre os dados in vitro e os dados in vivo.

A utilma etapa consiste em realizar a convolugdo que apresenta a correlacao
entre a curva de concentracdo plasmatica versus tempo determinada
experimentalmente pelo estudo de bioequivaléncia e a curva calculada a partir dos
dados da dissolucdo in vitro. Esta estapa consiste na validacdo estatistica da
correlacéo obtida anteriormente onde o programa realiza o calculo do erro percentual
entre os valores observados e obtidos para Cmax € ASCot € exibe a funcdo de

correlagao.

5.3.4 Avaliacdo estatistica

A correlagdo foi expressa em termos do coeficiente de regressédo linear,
automaticamente gerado pelo programa. A porcentagem do erro de predigédo (%EP)

foi estimada utilizando a Equacéo 11.

OBS — PRED )
%EP = —————X 100 Equacdo 11

Onde:
%EP: porcentagem do erro de predigéo.
OBS: parametros observados.

PRED: parametros simulados.
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6 RESULTADOS E DISCUSSAO
6.1 DETERMINACAO DA SOLUBILIDADE

O estudo de solubilidade foi realizado para avaliacdo do comportamento do
efavirenz frente aos diferentes meios de dissolu¢éo e para verificacdo da possibilidade
de realizacdo destes estudos sob condicdo sink. A solubilidade do farmaco foi
determinada conforme descrito no item 5.2.4 e expressa através da concentracao de
saturacao apoés 24 h. O célculo da quantidade de EFV foi determinado com base na
curva analitica presente no Anexo |. Os resultados da determinacdo de solubilidade
estdo apresentados na Tabela 7. O perfil de solubilidade, apresentado na Figura 7,
evidencia que apdés 6 h do ensaio de solubilidade ndo houve alteracdo da

concentragdo de efavirenz nos meios de dissolugao.

Tabela 7: Solubilidade do efavirenz nos diferentes meios de dissolugéo testados. Os dados séo
apresentados como média e desvio padréo de trés replicatas independentes.

Meio de Concentragdo de EFV H inicio H final
Dissolucao (mg/mL) P P
FaSSIF 0,182 + 0,001 6,5 6,7
FaSSIF - V2 0,036 + 0,002 6,5 6,8
FeSSIF 0,847 £ 0,002 5,0 53
FeSSIF - V2 0,822 £ 0,035 5,8 5,9
LSS 0,5% 0,789 + 0,023 8,2 8,6

A andlise estatistica mostrou que ndo ha diferencas na solubilidade entre os
meios LSS 0,5%, FeSSIF e FeSSIF-V2. As diferencas na solubilidade encontradas,
entre ambas as versdes de FaSSIF e FeSSIF podem ser justificadas pela
concentracdo do sal biliar taurocolato de sédio e do fosfolipidio lecitina presentes na
composicao dos meios biorrelevantes. A variacdo na concentracao destes nos meios
biorrelevantes alteram as propriedades tensoativas e de formacédo de micelas
influenciando tanto a solubilidade quanto a dissolugdo dos farmacos (LOBENBERG;
AMIDON, 2000). Assim, a quantidade de tensoativos apresenta suma importancia na
absorcéo intestinal dos farmacos de classe I, como o efavirenz, que tem como etapa

limitante para a absorcao, a dissolugdo (AMIDON, 2011).
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Figura 7: Perfil de solubilidade do efavirenz nos meios de dissolucéo testados. Os dados sao
apresentados como média e desvio padréo de trés replicatas independentes.

No estudo de solubilidade foi realizada a avaliacdo do pH dos meios de
dissolucéo no inicio e ao final do teste, onde ambos se mantiveram estaveis durante
0 ensaio, evidenciando que os sistemas de tamponamento utilizados foram efetivos
na manutencdo do pH dos meios testados. Ambos os valores de pH utilizados
encontram-se abaixo do pKa do EFV (10,2). Por isso, conforme mostrado pela
equacao 1, tem-se que, nesses meios de dissolucdo, o farmaco esta em seu estado
nao ionizado. Para o efavirenz, o pH dos meios testados ndo € um fator que
influencia a solubilidade e a dissolu¢cdo do farmaco, visto que de acordo com a
Tabela 1, o trato gastrointestinal ndo atinge valores de pH mais altos que seu pKa.

Os dados de solubilidade concordam com os dados obtidos por Bedor (2011) e
Takano e colaboradores (2006) em que as concentracdes de saturacdao do EFV em
FaSSIF foram de 0,153 + 1,75 mg/mL e 0,194 + 0,007 mg/mL, respectivamente,
contra 0,182 + 0,001 mg/mL neste estudo (Tabela 7). A concentracdo de saturacdo
desse farmaco obtida em FeSSIF concorda com os dados de Lavra, Santana e
Ré (2017) que mostraram 0,8619 = 2,94 mg/mL de EFV solubilizados, contra 0,847
+ 0,002 mg/mL neste estudo (Tabela 7).

75



Os sistemas micelares sdo capazes de aumentar a solubilidade de farmacos
pouco soluveis e, consequentemente, sua biodisponibilidade in vivo (RANGEL-YAGUI
et al., 2005; BOU-CHACRA et al.,, 2017). Kaukonen e colaboradores (2004)
compararam a solubilidade do danazol, um farmaco de classe Il, em solu¢cdes tampéao
e solucdes micelares utilizando diferentes lipideos, observando o impacto destes
compostos na solubilizagdo daqueles insumos. Concluiu-se que as solugbes
compostas por micelas mistas, onde os triglicerideos estdo hidrolisados,
apresentaram maior capacidade de solubilizacdo do que micelas puras ou solu¢cbes
tampéao.

Em outro estudo, a solubilidade de diversos farmacos pouco soluveis em meios
biorrelevantes (FaSSIF e FeSSIF) foi avaliada visando entender os fatores que afetam
a sua solubilizacéo por micelas mistas. Assim como no estudo anterior, foi observado
aumento da solubilidade dos farmacos em FeSSIF quando comparado a FaSSIF. A
capacidade aparente de solubilizacdo dos farmacos foi caracterizada pela inclusédo do
farmaco nos sistemas micelares, que depende tanto do pH quanto da concentracéo
de tensoativos no meio (SCHWEBEL et al., 2011). Dessa forma, tanto o trabalho
realizado por Schwebel e colaboradores (2011) quanto aquele apresentado por
Kaukonen e colaboradores (2004), assim como este estudo, mostraram que ha um
aumento da solubilidade de farmacos pouco sollveis em FeSSIF quando comparado
a FaSSIF.

No presente estudo, o incremento da solubilidade dado por FaSSIF em relagéo
a FaSSIF-V2 foi de 5 vezes (Tabela 7), refletindo a importancia dos fosfolipideos na
solubilizacéo do EFV. O estudo realizado por Shono e colaboradores (2009) avaliou a
dissolucéo de celecoxibe, um farmaco também da classe Il, em meios biorrelevantes
para predicdo do efeito da alimentacéo utilizando o modelo farmacocinético baseado
na fisiologia. O estudo da solubilidade mostrou um aumento frente aos meios FaSSIF
e FeSSIF, devido ao efeito de solubilizagcdo por micelas mistas, onde a solubilidade
em FaSSIF foi trés vezes maior do que em FaSSIF-V2, concordando, portanto, com

os dados deste trabalho.
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Ainda sobre o estudo realizado por Shono e colaboradores (2009), a
comparacao entre FeSSIF e FeSSIF-V2 nado mostrou diferencas significativas, assim
como ocorreu para o EFV neste estudo. Isso corrobora a teoria de que a lecitina tem
papel fundamental na solubilizagdo de farmacos desta classe, uma vez que no
FeSSIF-V2 o efeito dos produtos de lipélise (monooleato de glicerila e oleato de sédio),
aparentemente, compensam o efeito da reducdo da concentracdo de taurocolato de
sédio. Tal fato explicaria a maior solubilidade nos meios alimentados e a ndo diferenca
entre eles; além disso, explica as diferencas em relagdo a solubilidade nas versdes
de FaSSIF.

A discussao referente a solubilizacdo dos farmacos tem relacéo direta com um
parametro critico no planejamento de ensaios de dissolucdo, que é a condi¢ao sink.
Esta consiste em manter o farmaco a uma concentracdo de menos de 10% da
concentracdo de saturacdo do mesmo no meio de dissolu¢cdo ou “no minimo trés
vezes 0 volume de meio necessario para se obter uma solugcdo saturada do IFA,
considerando sua maior dose” (ANVISA, 2018). A Tabela 8 apresenta os valores

necessarios para que a condicao sink seja atingida nos ensaios de dissolugao.

Tabela 8: Valores para condicao sink da dissolucdo de comprimidos de efavirenz 600 mg nos meios de

dissolucéo testados.

e, SemEE  owe wen vesn
FaSSIF 0,182 + 0,001 91,0 3,29 9,89 0,15
FaSSIF-V2 0,036 + 0,002 18,0 16,67 50,00 0,03
FeSSIF 0,847 £ 0,002 762,3 0,71 2,12 1,27
FeSSIF-V2 0,822 £ 0,035 739,8 0,73 2,19 1,23
LSS 0,5% 0,789 + 0,023 710,1 0,76 2,28 1,18

*Q = quantidade de IFA dissolvida em 500 ou 900 mL de meio de dissolugéo (solubilidade x vol. meio
de dissolucdo). Para FaSSIF e FaSSIF-V2 = 500 mL; para FeSSIF, FeSSIF-V2, LSS 0,5%.

**\VN = volume necessério para dissolver um comprimido de 600 mg.

***\/Cs = volume necessario para satisfazer a condicdo sink (3 x VN).

@ = volume de meio de dissolucédo / VN.

Considerando um volume de dissolugéo de 900 mL e um comprimido de 600
mg de EFV, como ocorre nos ensaios de dissolucao para os meios biorrelevantes que

simulam o estado alimentado do intestino, a condi¢cao sink ndo é obtida em nenhum

77



dos que foram testados. JA& em FaSSIF e FaSSIF-V2, a concentracdo de farmaco
durante a dissolucdo encontra-se acima da concentracdo de saturacdo. Para o
efavirenz, neste estudo, uma dose de 600 mg necessitaria, no caso dos ensaios
simulando o intestino em jejum, de um volume de 3,29 L, excedendo o volume dos
fluidos intestinais (JANTRATID; DRESSMAN, 2009). Entretanto, no trabalho de Bedor
(2011), comparou o perfil de dissolucao do efavirenz em FaSSIF e FeSSIF frente aos
dados in vivo e concluiu que, nesse caso, para a observacao discriminativa do que
ocorre in vivo, foi necesséria a avaliagdo in vitro com meios de dissolu¢cdo em
condi¢des ndo sink. Assim, esses fatos indicam que a solubilidade do farmaco € um
fator limitante para a absorcéo e para sua biodisponibilidade.

A realizacdo dos ensaios de dissolucéo fora da condicéo sink foi relatado para
outros farmacos de classe Il pelo SCB. No trabalho de Lobenberg e Amidon (2000),
observou-se que a solubilidade da digoxina e griseofulvina foi de 0,024 mg/mL e 0,015
mg/mL, respectivamente. Consequentemente, o volume necessario para dissolver a
digoxina em sua dose de administracdo € de cerca de 20 mL, ja a griseofulvina

necessitaria de 33,3 L.

6.2 AVALIACAO DA INTEGRIDADE QUIMICA EM SOLUCAO DO EFAVIRENZ

Em relacdo a manutencao das propriedades fisico-quimicas do farmaco frente
aos meios de dissolucao testados, os resultados de recuperacao do farmaco apdés 3h
de exposicao aos meios estdo apresentados na Tabela 9. Tais resultados evidenciam
a manutencdo das caracteristicas do farmaco frente & complexidade dos meios de

dissolucéo biorrelevantes.

Tabela 9: Resultado do ensaio de recuperacao do efavirenz nos meios de dissolugdo testados para
avaliacdo da integridade quimica do farmaco em solucéo.

Meio de Dissolugéo R Taxa de~ Desvio Padrao pH inicio pH final
ecuperacao
FaSSIF 98,8% 0,052 6,5 6,7
FaSSIF — V2 101,4% 0,066 6,5 6,7
FeSSIF 100,7% 0,013 5,0 53
FeSSIF — V2 119,8% 0,177 5,8 6,0
LSS 0,5% 103,1% 0,052 8,2 8,6
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A mesma metodologia foi utilizada para avaliar a integridade
quimica de atorvastatina e fenofibrato para o desenvolvimento de um método
de dissolucdo biorrelevante por Amonulu e colaboradores (2019), no qual as
amostras contendo os farmacos em solucdo nos meios biorrelevantes em FaSSIF e
FeSSIF foram avaliadas apdés 48h. Da mesma forma, ndo houve alteracdo da
concentracdo dos farmacos testados, tal qual evidenciado para o efavirenz por este
estudo.

6.3 PERFIL DE DISSOLUCAO COM QUANTIFICACAO UTILIZANDO SONDA UV

A Figura 8 apresenta o perfil de dissolu¢do de comprimidos de efavirenz 600
mg nos meios de dissolugéo testados, utilizando como método de detec¢do sonda UV
in situ, os dados podem ser consultados no Anexo lll. O calculo da quantidade de EFV
foi determinado com base na leitura de solucdo de padréo de EFV no respectivo meio
de dissolucdo. Ambos os perfis apresentaram desvio padréo relativo inferior a 20%
nos primeiros pontos de coleta e inferior a 10% nos demais pontos, conforme Anexo
[ll, conforme recomendado pela RDC n. 31/2010.

A quantidade dissolvida na versdo 2 € menor do que na primeira versao dos
meios FaSSIF e FeSSIF, mesmo eles representando ambientes fisiol6gicos iguais e,
no caso do FeSSIF, solubilidades similares (Figura 7). Estas versodes utilizam como
sistema tamponante o tamp&do maleato com pH 6,5 e pH 5,8, respectivamente. De
acordo com Mauger (2017) este sistema tamponante apresenta cromoforos que
podem interferir nas quantificacdes no UV, além de interagir de forma irreversivel com
algumas proteinas, o que limita sua utilizagdo para a detecc¢édo in situ por UV.

A comparacao dos perfis de dissolucéo pode ser realizada por meio de diversos
métodos, onde, dentre eles, o fator de semelhanca (F2) € aquele considerado de mais
facil aplicacéo, razéo pela qual é adotado por diversos 6rgaos regulatérios como FDA,
EMA e ANVISA. Apesar de sua facil aplicacdo, F2 est4 sujeito a criticas estatisticas,
visto que seus critérios de aceitacdo sdo muito amplos, aumentando o critério de

conclusao entre perfis semelhantes (LIU, 1997).
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Figura 8: Perfis de dissolucdo de comprimidos de efavirenz 600 mg nos diferentes meios de
dissolucao testados quantificados por sonda de UV in situ. Os dados sdo apresentados como média
de trés replicatas independentes. As areas sombreadas correspondem ao desvio padréo.

O método de modelo independente, com calculo de F2, confronta a média dos
perfis de dissolugdo, usando a variancia como modelo comparativo. Os testes foram
realizados nos intervalos limites ao platé da dissolucédo e, quando ndo houve platd ou
quando a dissolucdo ndo atingiu 100%, utilizou-se o marco de 85% de farmaco
dissolvido. A Tabela 10 apresenta os resultados para os célculos de F2, a partir dos
dados da dissolugdo em meios biorrelevantes com quantificagdo in situ por sonda UV.
Aos pares, os meios de dissolucdo FaSSIF-V2 / FaSSIF, FeSSIF-V2 /| FaSSIF,
FeSSIF-V2 / FaSSIF-V2, apresentaram F2 maior que 50, logo sdo considerados

semelhantes. Os demais foram considerados ndo-semelhantes.
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Tabela 10: Dados do fator de semelhanca (F2) comparando todos os meios de dissolugéo
biorrelevantes testados a partir da quantificagdo com sonda UV in situ.

F2 LSS 0,5% FaSSIF FeSSIF FaSSIF-V2 FeSSIF-V2
LSS 0,5% X 11,81 22,37 8,58 11,30
FaSSIF 11,81 X 31,73 51,28 85,60
FeSSIF 22,37 31,73 X 24,49 30,40
FaSSIF-V2 8,58 51,28 24,49 X 54,31
FeSSIF-V2 11,30 85,60 30,40 54,31 X

Segundo Yuksel e colaboradores (2000) os métodos de modelo independente
sdo menos discriminativos que os métodos de modelo dependente ou aqueles
baseados na analise de variancia. Os modelos baseados na ANOVA utilizam os dados
de dissolucao na sua forma original ou com transformacdes simples e sua analise é
capaz de mostrar diferencas estatisticas de nivel (tamanho) e formato (paralelismo).
No geral, acredita-se que os métodos estatisticos baseados na ANOVA fornecem
melhores resultados (SATHE, 1996; YUSKEL et al., 2000; ADAMS, 2001).

Tendo em vista que os resultados da andlise de modelo independente
mostraram resultados conflitantes com o racional do experimento como, por exemplo,
indicando que o perfil de dissolucdo com meios biorrelevantes que simula o estado
alimentado do intestino delgado (FeSSIF-V2) é semelhante ao estado de jejum
(FaSSIF-V2), realizou-se uma comparacao por ANOVA de dois fatores com repeticao
e pos teste de Tukey (Tabela 11).

Diferente do resultado mostrado pelo célculo do método independente de
modelo, os testes de ANOVA post hoc Tukey mostraram que apenas o par FeSSIF-
V2 [ FaSSIF néo apresentou diferenca significativa entre os perfis de dissolucdo. Tais
resultados estatisticamente semelhantes para meios biorrelevantes com propostas
tao diferentes pode ser justificado pela presenca do tamp&o maleato na quantificacédo
direta por UV, que, como ja mencionado, pode interfeir nas leituras. Tal interferéncia
também pode justificar o fato de perfis de dissolucdo de meios biorrelevantes com a
mesma proposta (FeSSIF e FeSSIF-V2 ou FaSSIF e FaSSIF-V2) e composicao
semelhante terem apresentado resultados discrepantes. Além disso, conforme
evidenciado pela Figura 9, no decorrer do processo de dissolugcdo, os meios
apresentam elevada quantidade de particulas suspensas, principalmente aqueles que
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representam os estados de jejum (FaSSIF e FaSSIF-V2), devido ao reduzido volume
utilizado (500 mL) recomendado para simulacdo de tais condi¢cdes fisioldgicas.

Tabela 11: Resultado do teste ANOVA post hoc Tukey para a comparacdo dos perfis de dissolugcéo
utilizando sonda UV in situ como método de quantificagéo.

Comparacao dos perfis de Tempo em que

dissolugsio passe.lram a aprgsentar Valor de p*
diferenca (min)
FaSSIF vs. LSS 0,5% 6 0,0170
FaSSIF-V2 vs. LSS 0,5% 5 0,0170
FeSSIF vs. LSS 0,5% 7,5 0,0273
FeSSIF-V2 vs. LSS 0,5% 6,5 0,0083
FaSSIF-V2 vs. FaSSIF 11 0,0369
FeSSIF vs. FaSSIF 8 0,0443
FeSSIF-V2 vs. FaSSIF * -
FeSSIF vs. FaSSIF-V2 55 0,0170
FeSSIF-V2 vs. FaSSIF-V2 9 0,0493
FeSSIF-V2 vs. FeSSIF 9 0,0383

* Valor de p quando passou a apresentar diferenca
** Nao houve diferenca significativa entre os perfis de dissolugdo a um nivel de significancia de 95%.

Figura 9: Meios de dissolugéo biorrelevantes antes e apds ensaio com um comprimido de 600 mg de
efavirenz, evidenciando grande quantidade de particulas suspensas ao final do ensaio. A: FaSSIF
antes do inicio do ensaio; B: FaSSIF apés 180 minutos de ensaio de dissolugdo; C: meios de
dissolucao biorrelevantes utilizados; D: meios de dissolugao FeSSIF e FeSSIF-V2 apés 180 minutos
de dissolugéo.
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O material particulado pode interferir na quantificacéo in situ pela difracdo da
luz UV. Por isso, os ensaios de dissolucdo foram realizados novamente com a
quantificacdo por cromatografia liquida de alta eficiéncia a fim de entender a influéncia
da composicdo dos meios biorrelevantes e do material particulado nas diferencas

entre os perfis.
6.4 PERFIL DE DISSOLUCAO COM QUANTIFICACAO POR CLAE/UV

A Figura 10 apresenta os perfis de dissolucdo de comprimidos de efavirenz 600
mg em meios biorrelevantes e quantificacdo através da coleta de aliquotas, utilizando

CLAE/UV como método de quantificagéao.
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Figura 10: Perfis de dissolucdo de comprimidos de efavirenz 600 mg nos diferentes meios de
dissolucao testados quantificados CLAE/UV. Os dados sao apresentados como média de triplicatas
independentes. As areas sombreadas correspondem ao desvio padrao.
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O célculo da quantidade de EFV foi determinado com base na curva de
calibracdo presente no Anexo |I. Ambos os perfis apresentaram desvio padrao relativo
inferior a 20% nos primeiros pontos de coleta e inferior a 10% nos demais pontos,
conforme Anexo llI, conforme recomendado pela RDC n. 31/2010.

A baixa dissolugéo do efavirenz no meio intestinal simulado em jejum pode ser
justificada pela sua solubilidade. Conforme o item 6.1, a solubilidade do EFV nestes
meios foi de 0,182 mg/mL para FaSSIF e 0,036 mg/mL para FaSSIF-V2 (Tabela 7).
Assim, a dose de EFV nos comprimidos utilizados no estudo de dissolugéo esta acima
da concentracdo de saturacao, o que impossibilita a dissolucao total do farmaco e
resulta em valores de quantidade dissolvida reduzidos.

Neste estudo, a quantidade total de EFV dissolvida apds 180 minutos no meio
FaSSIF foi de 14,81% enquanto para FeSSIF foi de 84,97%, um incremento de
82,57%, que esta de acordo com os resultados de Kaul e colaboradores (2010), no
qual a administracdo desse medicamento em concomitancia com refeicdes ricas em
gordura leva a um aumento da ASC. Tal resultado também concorda com os dados
de Bedor (2011), que demonstrou aumento da quantidade de EFV dissolvida em
FeSSIF quando comparado a FaSSIF.

Os perfis de dissolucao obtidos por CLAE/UV foram comparados pelo método

de modelo independente, apresentados na Tabela 12.

Tabela 12: Dados do fator de semelhanca (F2) comparando todos os meios de dissolugéo
biorrelevantes testados a partir da quantificacdo com CLAE/UV.

F2 FaSSIF FaSSIF-V2 FeSSIF FeSSIF-V2 LSS 0,5%
FaSSIF X 52,35 16,03 14,34 9,51
FaSSIF-V2 52,35 X 15,20 10,94 6,75
FeSSIF 16,03 12,39 X 66,85 34,66
FeSSIF-V2 14,34 10,94 66,85 X 39,62
LSS 0,5% 9,51 6,75 34,66 39,62 X

Diferente dos resultados obtidos pela deteccdo com sonda UV in situ, aos
pares, os meios de dissolucdo FeSSIF / FeSSIF-V2 e FaSSIF / FaSSIF-V2
apresentaram F2 maior que 50, sendo considerados semelhantes. Tais resultados

correspondem ao racional dos meios biorrelevantes testados, visto que estes refletem
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0 mesmo ambiente fisiologico. Entretanto, em relagéo aos meios que simulam o jejum,
esta analise estatistica ndo reflete o perfil encontrado; por isso foi realizada
comparacao por ANOVA de dois fatores com repeticdo e pos teste de Tukey para 0s
dados obtidos por CLAE/UV, apresentados na Tabela 13. Ao contrario do que foi
apresentado pela avaliacdo estatistica através do calculo de F2, apenas 0s meios de

dissolucéo FeSSIF e FeSSIF-V2 foram considerados semelhantes.

Tabela 13: Resultado do teste two-way ANOVA post hoc Tukey para a comparacdo dos perfis de
dissolucao utilizando CLAE/UV como método de quantificagao.

Tempo em que

Comparacao dos perfis de

dissoluco passa_ram a apre;entam Valor de p*
diferenca (min)
FaSSIF vs. LSS 0,5% 10 <0,0001
FaSSIF-V2 vs. LSS 0,5% 10 <0,0001
FeSSIF vs. LSS 0,5% 10 <0,0001
FeSSIF-V2 vs. LSS 0,5% 10 <0,0001
FaSSIF-V2 vs. FaSSIF 30 0,0007
FeSSIF vs. FaSSIF 10 <0,0001
FeSSIF-V2 vs. FaSSIF 5 <0,0001
FeSSIF vs. FaSSIF-V2 5 0,0005
FeSSIF-V2 vs. FaSSIF-V2 5 <0,0001
FeSSIF-V2 vs. FeSSIF i -

* Valor de p quando passou a apresentar diferenca.
** Nao houve diferenca significativa entre os perfis de dissolugéo a um nivel de significancia de 95%.

O meio de dissolugao FaSSIF apresenta a mesma concentragéo de sais biliares
que FaSSIF-V2, enquanto a quantidade de fosfolipideos é 3,5 vezes maior (Tabela 4).
O estudo realizado por Leigh, Kloefer e Schaich (2013) avaliou a dissolucéo de
diversos farmacos nesses mesmos meios e mostrou que para aqueles pouco sollaveis
os perfis de dissolugdo mostraram-se significativamente diferentes, no qual os ensaios
em FaSSIF apresentaram maior quantidade dissolvida de farmaco do que em FaSSIF-
V2. Segundo o autor, tal fato se justifica pela maior concentracdo de lecitina em
FaSSIF, o que modifica a composicdo das micelas mistas formadas e afeta a

solubilidade dos farmacos em questédo. Este raciocinio pode ser utilizado para justificar
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as diferencas nos valores de solubilidade e no perfil de dissolucdo do EFV
encontrados para esses meios, neste estudo (Tabela 9 e Figura 10).

A mesma comparacdo pode ser realizada observando-se a concentracdo de
sais biliares e fosfolipideos em FeSSIF e FeSSIF-V2 (Tabela 4). O meio de dissolu¢éo
na sua versao 2 apresenta quantidades 1,5 e 1,85 vezes menor de sais biliares e
fosfolipideos, respectivamente. Entretanto, esta reducao nao € suficiente para afetar
a dissolucdo do farmaco, uma vez que os perfis nesses meios nao apresentaram
diferencas significativas. A comparagdo entre 0os ensaios realizados em FaSSIF /
FaSSIF-V2 e FeSSIF / FeSSIF-V2 indicam como o farmaco e a formulagdo podem ser
afetados in vivo pelas variacdes nas concentracdes de sais biliares, fosfolipideos e
acidos graxos livres.

De modo a discutir a influéncia do método de deteccao, a Tabela 14 apresenta
os dados de eficiéncia de dissolucdo (ED), para a quantificacdo realizada por
CLAE/UV e por sonda UV in situ. A Figura 11 apresenta os perfis de dissolucao
comparando ambos os métodos de deteccao utilizados, de acordo com o meio de

dissolucéo testado.

Tabela 14: Eficiéncia de dissolugéo a partir da quantificacdo utilizando sonda de UV in situ e CLAE/UV.
Os dados sao apresentados como média e desvio padrao de trés replicatas independentes. Os desvios
séo apresentados em até duas casas decimais.

Método de Detecgao UV in situ CLAE/UV
Meio de Dissolucéo Eficiéncia de Dissolucéo (%)
FaSSIF 15,41 + 0,00 14,27 + 0,00
FaSSIF-V2 4,71 + 0,00 4,06 £ 0,00
FeSSIF 45,51 + 0,03 61,15 + 0,03
FeSSIF-V2 13,47 £ 0,02 65,55 + 0,03
LSS 0,5% 81,05 + 0,05 86,24 + 0,01

Os meios de dissolucdo FaSSIF, FaSSIF-V2 e LSS 0,5% apresentaram, ao
nivel de significancia de 95%, eficiéncias de dissolucdo semelhantes em relacao ao
método de deteccdo utilizado, evidenciando que o método de deteccdo por
monitoramento dindmico se mostou apropriado para a quantificacdo do efavirenz
nesses meios. Comparando individualmente os métodos de quantificacdo, tem-se que

0s meios de dissolucdo FaSSIF e FeSSIF-V2 apresentaram ED semelhantes para a
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quantificacdo pela sonda de UV in situ enquanto FeSSIF e FeSSIF-V2 mostraram ED
semelhantes para a quantificacdo por CLAE/UV.

Como ja mencionado, os meios de dissolucdo FeSSIF e FeSSIF-V2
representam o0 mesmo ambiente fisiolégico. Sendo o segundo uma versao
atualizada do primeiro, onde as concentracbes de lecitina s&o reduzidas.
Apesar disso, a quantificacdo da dissolucdo do EFV pela sonda de UV in situ
mostrou diferencas significativas em relacdo a quantificacdo em CLAE/UV, em
termos de quantidade dissolvida, em relagdo a eficiéncia de dissolucdo e na
comparacao dos perfis de dissolugcao para estes meios.

A comparacao dos perfis de dissolucdo obtidos pelos diferentes métodos de
deteccao por two-way ANOVA (Tabela 15) mostrou que a quantificacdo utilizando a
sonda de UV in situ foi efetiva apenas para os meios LSS 0,5%, FaSSIF e FaSSIF-V2
onde ndo houve diferencas significativas em relacdo a quantificacdo por CLAE/UV.
Tendo em vista a utilizacdo do tampdo maleato tanto por FaSSIF-V2 quanto por
FeSSIF-V2, tem-se que este sistema tamponante ndo interfere nas leituras pela sonda

de UV in situ, discordando da proposta de Mauger e colaboradores (2017).

Tabela 15: Resultado da comparacédo estatistica por two-way ANOVA dos métodos de quantificacao
avaliados em relacao ao meio de dissolucao testado.

Meio de Dissolugéo A influéncia do método de Valor de p
deteccdo é significativa?
FaSSIF Nao 0,0898
FaSSIF-v2 Nao 0,0727
FeSSIF Sim < 0,001
FeSSIF-V2 Sim 0,0026
LSS 0,5% Nao 0,2048

Kloefer e colaboradores (2010) estudaram as caracteristicas fisico-quimicas
dos meios biorrelevantes FaSSIF e FeSSIF. Os autores mostram que FeSSIF
apresenta uma alta absorvancia em comprimentos de onda abaixo 300 nm devido a
oxidacao dos fosfolipideos presentes no meio. Tal interferéncia apresenta-se menos
pronunciada em FaSSIF devido as concentra¢des reduzidas de lecitina. Desse modo,

pode-se inferir que a concentracdo de fosfolipideos em FeSSIF € o principal
interferente na quantificagdo do EFV pela sonda de UV in situ. Apesar da
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concentracdo reduzida de lecitina em FeSSIF-V2, a presenca dos derivados lipidicos,
aparentemente, também interfere na quantificacédo pela sonda.

A principal diferenca entre a quantificacdo do EFV por CLAE e pela sonda de
UV in situ consiste no desafio de realizar a quantificagdo diretamente no dissolutor,
sem nenhum tratamento da amostra onde excipientes e demais componentes do meio
de dissolucdo podem interferir absorvendo ou dispersando a luz. Para remocao da
contribuicdo dos demais componentes do sistema sdo utilizados filtros matematicos
que incluem a correcédo da linha de base e o calculo de segunda derivada (NIR & LU,
2018). No presente estudo, os filtros matematicos aplicados foram suficientes para os
meios de dissolucdo LSS 0,5%, FaSSIF e FaSSIF- V2, onde os perfis de dissolucao
sdo semelhantes para ambos os métodos de deteccéo.

O trabalho realizado por Liu e colaboradores (2008) comparou o sistema de
deteccdo por sonda de UV in situ em relagdo a quantificacdo tradicional por UV. O
sistema in situ mostrou-se linear e consistente em comparacdo ao método de
quantificacao tradicional.

A revisdo publicada por Bou-Chacra e colaboradores (2017) indica que, na
dltima década, cresceu a utilizacdo de meios biorrelevantes para determinacdo da
solubilidade e para o estudo da dissolucéo, especialmente para farmacos classe Il do
SCB, com um total de 25% de trabalhos publicados de 2007 a 2017. A utilizac&do dos
meios biorrelevantes é relatada como um método confiavel e reprodutivel para a
avaliacdo de candidados a farmacos e para o desenvolvimento de formas
farmacéuticas. Aléem disso, fornecem um meio de estabelecer métodos de dissolucéo
mais preditivos da dissolucéo in vivo, principalmente para farmacos pouco sollveis
(MANN et al., 2017).

A dissolucdo em LSS 0,5% consiste no método padronizado e validado por
Farmanguinhos para dissolucdo de comprimidos revestidos de efavirenz 600 mg. Ao
serem observados os valores de ED, nenhum dos meios biorrelevantes avaliados
mostrou desempenho semelhante ao LSS 0,5%. O estudo realizado por Bedor (2011)
comparou o medicamento de referéncia com uma formulagéo teste utilizando aparato

4 de dissolucdo e evidenciou que a dissolucdo em LSS 0,5% néo é capaz de
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discriminar diferencas entre as formulacdes propostas enquanto a dissolugdo em
FeSSIF, sim.

Como ja mencionado, as andlises realizadas com deteccado por sonda de UV in
situ indicaram semelhangas entre os resultados de FeSSIF-V2 e FaSSIF. Ja as
andlises realizadas com deteccdo CLAE/UV mostraram semelhancas entre o0s
resultados de FeSSIF-V2 e FeSSIF, evidenciando a necessidade de modificacdo do
método de quantificacdo das amostras. Assim, a avaliacdo da correlagcao in vitro-in

vivo foi realizada a partir dos resultados obtidos com a quantificagdo por CLAE/UV.

6.5 CORRELACAO IN VITRO-IN VIVO

6.5.1 Simulacdo do comportamento gastrointestinal utilizando o GastroPlus™

Os parametros farmacocinéticos simulados a partir de dados fisico-quimicos e
fisiologicos comparados com os obtidos in vivo e com dados da literatura estéo
apresentados na Tabela 16. A Figura 12 apresenta o perfil de concentracdo
plasmatica versus tempo obtido através do estudo de bioequivaléncia e os valores
simulados pelo programa GastroPlus™ tanto para o estado de jejum quanto
alimentado. Estes dados avaliam a capacidade do programa em simular a

biodisponibilidade a partir dos parametros inseridos (Tabela 6).

Tabela 16: Parametros farmacocinéticos experimentais e simulados com base nos estudos de
bioequivaléncia dos comprimidos de efavirenz 600 mg.

Parametro Dados Simulados Dados Erro de
Farmacocinético Experimentais/Literatura  Predicéo (%)°

Cmax (ug/mL) 2,94 + 0,40 2,93+0,832 0,341

Jejum Tmax (h) 3,20+ 0,72 4,50 + 1,832 28,9

ASCo-t (ug.h/mL) 127,85+ 6,35 137,95 + 42,852 7,32

ASCo-» (ug.h/mL) 182,70 + 9,75 184,52 + 52,632 0,986

Cmax (ug/mL) 3,164 £ 0,26 4,611 + 0,65° 31,38

Alimentado Tmax (h) 2,4+0,88 3,00 + 2,00° 20,00
ASCo-t (ug.h/mL) 190,81 + 18,30 o -
ASCo-» (ug.h/mL) 133,51 + 20,40 * -

a. HONORIO et al., 2013; b. LAMORDE et al., 2012; c. calculado conforme equac&o 9. ** N&o descrito.
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E importante salientar que ndo ha uma referéncia regulatéria para a aplicagéo

da CIVIV para formulacdes de liberacdo imediata. A RDC n. 482 de 19 de marco de
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Figura 12: Perfis de concentracdo plasmatica verus tempo dos dados observados in vivo (jejum)
(HONORIO et al., 2013) e simulados (jejum e alimentado) utilizando parametros fisico-quimicos e
fisioldgicos como dados de entrada para o GastroPlus™.

2002 que traz o Guia para Estudos de CIVIV cita que as correlacbes de nivel B e C
sdo as melhores que podem ser recomendadas para esses medicamentos, inferindo
ndo ser possivel uma correlagcdo de nivel A, devido ao reduzido nimero de estudos
publicados (ANVISA, 2002). O FDA, no “Guia para Ensaios de Dissolugao para
Formas Farmacéuticas Solidas Orais” (do inglés, Guidance for Industry Dissolution
Testing of Immediate Release Solid Oral Dosage Forms), indica que a CIVIV é
possivel para formulacdes de liberacdo imediata que envolvem apenas farmacos
classe Il do SCB, e que esta pode ser utilizada para distincdo entre formulagbes

bioequivalentes das nao-bioequivalentes mediante a avaliacdo de trés lotes que
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apresentem desempenho in vivo diferentes. Entretanto, ndo menciona como a CIVIV
deve ser realizada nem quais os critérios de aceitacado (CDER, 1997a).

JA o “Guia para Formas Farmacéuticas de Liberacdo Modificada:
desevolvimento, avaliacdo e aplicacdo de CIVIV” (do inglés, Guidance for Industry
Extended Release Oral Dosage Forms: Development, Evaluation and Application of
In vitro/In vivo Correlations) também do FDA, diz que uma boa predicdo deve
apresentar valores percentuais de erro de predicdo (%EP) iguais ou menores que 10%
para Cmax € ASC (CDER,1997). Os dados obtidos mostram que os valores simulados
para condi¢cdo em jejum aproximam-se dos valores experimentais, com %EP ao valor
determinado, indicando que o modelo utilizado — ASF Opt logD Model AS/V 6.1 —
forneceu uma boa predicdo da absorcédo do efavirenz, com base nos dados tedéricos
fornecidos ao programa (HONORIO et al., 2013).

A simulagdo da biodisponibilidade de comprimidos de EFV utlizando o
GastroPlus™ foi realizada anteriormente por Honério e colaboradores (2013) onde os
parametros farmacocinéticos encontrados concordam com os dados apresentados
por este estudo. Os valores de Cmax, Tmax € ASCo-t foram de 2,81 pug/mL; 3,4 h e 131,94
pg.h/mL, respectivamente, contra 2,94 pg/mL; 3,20 h e 127,85 pug.h/mL deste estudo
(Tabela 16). Os valores de %EP descritos pelo estudo também se apresentaram
inferiores a 10%, exceto para Tmax.

O modelo de simulagcdo da absorgédo utilizado neste estudo foi 0 mesmo
utilizado por Grbic e colaboradores (2011), com sucesso, na simulagdo da absor¢cao
de comprimidos de liberacédo imediata de glicazida, além de ser Gtil na identificacao
das especificacbes necessarias para que a dissolucao in vitro fosse preditiva do
processo in vivo. Os autores utilizaram dados in vivo da literatura para simular a
biodisponibilidade e propor um critério de aceitacdo para o desenvolvimento de uma
metodologia de dissolucao in vitro que fosse capaz de prever o comportamento da
formulacdo em humanos visando substituir os estudos clinicos. O estudo relata
valores de %EP de 7,05% para Cmax, 6,13% para ASCo-, evidenciando a capacidade
do modelo de absorcdo utilizado pelo programa em prever a absorcao oral da
glicazida. Dessa forma, o modelo ASF Opt log D Model AS/V 6.1 é relatada com

sucesso na literatura para a previsdo da cinética de absorcdo desse e de diversos
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outros farmacos SCB classe Il (KOVACEVIC et al., 2009; ZHANG et al.,, 2011;
KESISOGLOU et al., 2016; MILLER et al., 2019).

O valor de %EP para Tmax apresentou-se acima de 10%. Nao ha especificacdo
para este parametro, entretanto, uma possivel razao para este valor aumentado € que
a simulacdo dos parametros farmacocinéticos ndo envolve o detalhamento da
composicao da forma farmacéutica, além de considerar os dados médios ao invés dos
dados individuais, o que pode justificar esse valor para %EP (HONORIO et al., 2013).

Em relagdo a simulagdo realizada no estado alimentado os dados de
biodisponibilidade mostraram resultados de %EP acima de 10% tanto para Cmax
quanto para Tmax. Neste caso, o calculo de %EP foi realizado comparando os dados
simulados pelo GastroPlus™ com os dados farmacocinéticos do EFV apresentados
no estudo clinico realizado por Lamorde e colaboradores (2012). O referido estudo foi
realizado com uma populacao especifica de pacientes, o que pode nao refletir as reais
condicbes do farmaco in vivo. Tal avaliacdo clinica foi realizada a partir da
quantificacdo individual do EFV frente a uma terapia de dose fixa com tenofovir e
emicitarabina. O estudo em questao foi realizado com pacientes portadores do HIV
em Unganda e buscou avaliar se tal terapia poderia ser administrada junto a
alimentacéo, concluindo que, para o EFV, a alimentacéo representa um aumento de
Cmax € de ASC. Devido aos seus efeitos toxicos ao sistema nervoso central, ndo é
recomendada a concomitancia. (LAMORDE et al., 2012). Enquanto isso, 0 estudo
clinico utilizado na comparacdo dos dados simulados em jejum foi realizado com
voluntarios saudaveis, onde a fisiologia se aproxima dos parametros médios utilizados
pelo GastroPlus para realizar a simulacao dos parametros farmacocinéticos.

Os dados simulados para o estudo sob alimentagdo mostram um incremento
de Cmax € de ASCo-t quando comparada a simulagéo do estado de jejum, concordando
com os dados de estudos clinicos com EFV feitos em pacientes alimentados relatados
na literatura (SEKAR & REYNOLDS, 1998; BRYSTOL-MEYERS, 2018).

Os dados de biodisponibilidade apresentam uma acentuada queda da
concentracdo plasmatica do farmaco, que representa a fase de distribuicao, seguida
por declinios mais lentos, representando a sua redistribuicdo e eliminacéo. Esta fase,

€ resultante da presenca do farmaco nos tecidos que é difundido ao sangue
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substituindo o farmaco que foi eliminado. Tal configuracdo caracteriza um modelo
multicompartimental (HONORIO et al., 2013; TAUBERT et al., 2018). De acordo com
os dados simulados pelo GastroPlus™ o modelo que mais se ajusta aos dados obtidos
in vivo € o modelo de Loo-Riegelman, de 3 compartimentos. Portanto, este modelo foi
escolhido para a realizagao da CIVIV. Tendo em vista o alto volume de distribuicdo do
EFV (~252 L) e seu elevado tempo de meia-vida de eliminacdo (52 a 75 h),
evidenciando a lenta liberacdo do farmaco, é esperado o ajuste a um modelo
tricompartimental.

O modelo tricompartimental ja foi descrito para simulacao da absorcéo do EFV,
e foi utilizado com sucesso na previsao da biodisponibilidade de nifedipina frente a
sua administracéo junto a alimento e bebidas alcodlicas (HONORIO et al., 2013;
MERCURI et al., 2016). Entretanto, o modelo monocompartimental de Wagner Nelson
também ja foi descrito como apto a descrever o comportamento in vivo do EFV em
outro trabalho (HONORIO et al., 2013).

A fracdo absorvida dos farmacos €, geralmente, estimada apos a administracao
do medicamento por via oral e/ou intravascular por meio de métodos ja citados.
Entretanto, na auséncia dos dados de administracdo intravenosa ou se o farmaco
apresenta cinética nédo-linear, a analise farmacocinética convencional pode ser
limitada. Assim, o desenvolvimento de uma previsdo da biodisponibilidade in silico,
que seja capaz de prever a absorcdo in vivo, é descrita como alternativa para a
avaliacao da CIVIV (NORRIS, et al., 2000; OKUMU et al., 2009; GRBIC et al., 2011).

A Figura 13 apresenta as fragdes absorvidas do farmaco distribuidas de acordo
com cada compartimento intestinal para o modelo utilizado. O modelo simulado pelo
GastroPlus™ evidencia que o farmaco é absorvido, em sua maioria, no jejuno para a
simulag&o em jejum e no duodeno para a simulacdo do estado alimentado. Isto pode
estar relacionado ao fato de o EFV apresentar dissolu¢cdo mais rapida sob alimentacao
(Figura 10), conforme evidenciado pelos estudos de dissolu¢cédo, levando a uma
absorcdo de grande parte do farmaco nas partes iniciais do intestino delgado. No
jejum, o processo de dissolucdo é mais lento e, por isso, a absorcdo do farmaco se

da ao longo de toda a extenséo intestinal.

94



Os dados das porcentagens absorvidas de EFV em cada um dos
compartimentos intestinais, em jejum, concorda com o0s valores observados por
Hondrio e colaboradores (2013) onde a absorcdo do farmaco se deu, em maioria no
jejuno e ndo houve total absor¢do do farmaco nesta condicdo sendo 95,1% do EFV
absorvido neste estudo contra 98,5% descrito pelo autor. O trabalho mostrou 27,4%
de EFV absorvido no jejuno 1 contra 30,0% deste estudo, além de 21,8% de farmaco
absorvido no jejuno 2 contra 22,6% deste estudo. Sob alimentacdo, os dados
simulados mostram uma absor¢ao total do farmaco ao longo do intestino, onde as

partes distais, tem pouco impacto na fracao absorvida do farmaco.
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Figura 13: Simula¢éo da absorcéo do efavirenz ao longo dos compartimentos intestinais.

6.5.2 Correlacéo in vitro-in vivo

A Figura 14 apresenta a CIVIV obtida por deconvolucdo dos dados do estudo
de dissolucéo de acordo com o meio de dissolucéo testado. De acordo com os dados
obtidos é possivel atribuir que os meios de dissolucéo LSS 0,5%, FeSSIF e FeSSIF-
V2 apresentaram uma boa correlacdo com os dados in vivo com coeficiente de
correlacao (r?) acima de 0,95 (ANVISA, 2002). Conforme jA& mencionado, a obtencao
de uma CIVIV utilizando uma metodologia de dissolu¢gdo com LSS 0,5% para
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comprimidos de EFV foi descrita por Hondrio e colaboradores (2013) utilizando o
modelo de Wagner-Nelson, com r2 de 0,85 e utilizando o modelo de Loo-Riegelman,
com r2 de 0,93. Assim como para este estudo, 0 modelo de Loo-Riegelman mostrou-
se mais descritivo em relacdo a correlagdo com os dados in vivo.

As fracdes dissolvidas do farmaco ajustam-se aos dados de fracao absorvida,
por meio de um modelo de regressdo nao-linear. A correlacdo obtida pela
deconvolucdo dos dados apresentou-se, como descrito na literatura, como “formato
de L invertido” (do inglés, reverse L-shape), para os meios LSS 0,5%, FeSSIF e
FeSSIF-V2. Este tipo de correlagio ja foi descrito para o EFV (HONORIO et al., 2013).
A relacdo matematica potencial obtida entre a fracdo absorvida e a fracéo dissolvida
nesses meios pode ser justificada pela alta permeabilidade do EFV. A medida que o
farmaco é solubilizado, ele permeia rapidamente as membranas celulares, resultando
no aumento da fracéo absorvida.

Polli (2000) descreve que uma CIVIV de nivel A requer uma relacao linear entre
a fracdo absorvida e a fracéo dissolvida do farmaco, ou seja, um ajuste matematico
onde r2 é igual a 1 e o intercepto é igual a 0. Por isso, recomenda que para as
formulacbes de liberacdo imediata onde, geralmente, esse tipo de correlacdo nédo €
obtido, seja estabelecida uma relagéo in vitro-in vivo (RIVIV) onde o uso de um termo
mais generalizado e que permita relagdes nao lineares pode auxiliar na descricdo da
relagdo matematica para essas formulacoes.

Para produtos de liberacdo imediata, a abordagem tradicional de dois estagios
utilizando a deconvolucdo dos dados pode ser falha, uma vez que a relacédo entre a
fracdo dissolvida in vitro e a fracdo absorvida in vivo em muitos casos nao é€ linear. O
estudo realizado por Dunne e colaboradores (2005) revisou a utilizagcao da abordagem
de deconvolugéo para o estabelecimento de uma CIVIV para formulagdes de liberacao
imediata. Os autores alertam para diversas limitacdes, além de questdes estatisticas
relevantes para essa abordagem. Uma delas é que a utilizacdo de um modelo linear
para a CIVIV dessas formulagbes pode levar a previsées tendenciosas dos dados
reais. Dessa forma, sugerem a utilizagcdo dos modelos de convolucgéo para sanar tais

problemas.
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A CIVIV de nivel A, como ja mencionado, trata da relacéo linear, ou ndo, entre
a fracdo absorvida e a fracdo dissolvida do farmaco. No entanto, esse nivel de
correlacdo também pode ser obtido através das técnicas de convolu¢do (ALMUKAINZI
et al., 2014).

Neste estudo, a convolugéo foi utilizada como uma validagéao externa da CIVIV
obtida por deconvolucao (Figura 14). A Figura 15 apresenta a CIVIV obtida através da
convolucao dos dados, mostrando um perfil linear entre a concentracao plasmatica
obtida experimentalmente e a concentragdo plasméatica simulada a partir dos dados
do estudo de dissolucdo. Os parametros farmacocinéticos simulados e observados,
segundo o modelo de Loo-Riegelman de 3 compartimentos, baseados no estudo de
dissolucdo de comprimidos de liberacdo imediata de efavirenz 600 mg sé&o

apresentados na Tabela 17.

Tabela 17: Parametros farmacocinéticos observados in vivo e simulados segundo o modelo de Loo-
Riegelman, baseado no estudo da dissolucdo do efavirenz em diferentes meios de dissolucéo.

Dados Simulados

Parametro

S LSS 0,5% FaSSIF FaSSIF-V2 FeSSIF FeSSIF-V2
Farmacocinético

Observado 293+ 0,83

in vivo*
Cmax (ng/mb) ;1 iado 3,108 3,294 0,333 2,872 3,067
EP (%) 5,71 12,04 88,67 2,31 4,32
Observado 137,95 + 42,85
in vivo*
ASCo+t(ng-n/mbL) ;o do 1330 1321 36,23 1326 1298
EP (%) 2,49 3,15 73,44 2,78 4,84

* HONORIO et al., 2013

Avaliando os parametros farmacocinéticos simulados de acordo com cada meio
de dissolucédo estudado, os meios biorrelevantes FaSSIF e FaSSIF-V2 ndo foram
capazes de mimetizar as condi¢des in vivo, tendo em vista o elevado valor de %EP.
Enquanto isso, os meios de dissolugéo LSS 0,5%, FeSSIF e FeSSIF-V2 apresentaram
valores de %EP inferiores, mostrando capacidade de refletir os parametros
farmacocinéticos in vivo. A avaliacdo da convolucdo dos dados através do céalculo de

%EP segue a recomendacédo da FDA para validacao externa da CIVIV (CDER, 1997).

98



iy
A E
3,01 * Obsewado in vivo 34 y=0,9864 (x)+0,0085 . -
Simulado LSS 0,5% = 2=0,9274 " oa
25 o u n
E = n
= 0
S20 ® 24 -
E = /
1.5 3 .
o £ .
§ 1,01 CRE /./
_ E
Q s
0,54 ® 'l
o
1 7]
0.0 . . . So . : L
0 50 100 150 200 O 0 1 2 3
Tempo (h) Conc. Plasm. Observada (ug/mL)
B 30, + Observado in vivo ES— v =1,0098 (x)+0,0118
1 — Simulado FeSSIF = r2 = 0,9852
5 25 =
£ I
2 2,0 B 5
= b o
= 1 X
o 1.5 £
o @
2 1.0- 1
(=] (1]
O 1 o
0,5 G
| =
1 S
U.U T T T D T T T
0 50 100 150 200 0 1 5 3
Tempo (h) Conc. Plasm. Observada (ug/mL)
C 304 —e— Observado in vivo 31y =1,0673 (x)- 0,068

—— Simulado FeSSIF-V2 r¢ = 0,9880

Conc. Plasm. Sim. FeSSIFAV2 {pg/mL)

0
T T T T T
0 50 100 150 200 0 1 2 3

Tempo (h) Conc. Plasm. Observada (pg/mL)

0,0 T

Figura 15: Correlagao in vitro-in vivo obtida através da convolugdo dos dados do estudo de dissolugao
em concentracdo plasmatica simulada, utilizando o modelo tricompartimental (Loo-Riegelman). A - LSS
0,5%; B - FeSSIF; C - FeSSIF-V2.

99



A CIVIV de comprimidos de EFV ja foi descrita na literatura pela utilizacao
metodologias utilizando LSS em diferentes concentracfes. O estudo em questao
mostrou que, de acordo com o modelo de Loo-Riegelman, a metodologia utilizando
LSS 0,5% foi a que apresentou melhor correlagdo com os dados in vivo. Entretanto,
na simulacdo dos parametros farmacocinéticos, o estudo in vitro ndo foi capaz de
descrever o que ocorre in vivo. Os dados do trabalho mostraram %EP de -42,0% e
11,8% para Cmax € ASCo-t, respectivamente, para a dissolugédo em LSS 0,5%, e, ainda,
valores de %EP mais elevados para a dissolugdo em concentragcées maiores de LSS
(HONORIO, 2012).

Os meios de dissolucdo FeSSIF e FeSSIF-V2 podem ser considerados os mais
preditivos com relacdo ao processo de dissolucdo do farmaco in vivo, visto que um
apresentou menor erro percentual em relacdo aos parametros farmacocinéticos e o
outro maior coeficiente de correlagdo com os dados de biodisponibilidade,
respectivamente. Como ha semelhanca estatistica entre os perfis de dissolucao,
ambas as metodologias podem ser consideradas validas para retratar o
comportamento do farmaco in vivo.

O meio de dissolugdo LSS 0,5%, apesar de nao apresentar melhor correlagao
entre os dados in vivo e in vitro, quando comparado aos meios FeSSIF e FeSSIF-V2
apesenta valor de r2 acima de 0,9, o que pode ser considerado uma correlacao
aceitavel (CDER, 1997). Tendo em vista o custo dos meios biorrelevantes, o LSS 0,5%
tem seu uso recomendado principalmente na rotina do controle de qualidade. Além
disso, 0 LSS 0,5% apresentou semelhanca entre os perfis de dissolugao utilizando as
diferentes técnicas de quantificacdo (sonda de UV in situ e CLAE/UV), evidenciando
a possibilidade de automacéo dos ensaios do controle de qualidade.

Os dados clinicos apresentados neste estudo foram realizados com voluntarios
em jejum. Entretanto, a CIVIV foi obtida a partir do perfil de dissolucdo do estado
alimentado do intestino. Analisando os dados in vitro tem-se que a velocidade de
dissolugdo em FeSSIF ou FeSSIF-V2 € maior do que em FaSSIF (Figura 8). Além
disso, devido as concentragdes de tensoativo mais elevadas nos meios que simulam
o estado alimentado do intestino, a saturacdo do farmaco € atenuada, promovendo

uma liberacdo gradual deste e aproximando-se do cenério in vivo, onde a alta
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permeabilidade do EFV faz com que ele seja rapidamente absorvido e uma nova
quantidade de farmaco pode ser solubilizada no TGI.

De modo a entender a influéncia da concentracdo de tensoativos na dissolucao
do EFV e como a velocidade de dissolucéo é influenciada pela solubilizagdo micelar
do farmaco € preciso atentar-se ao coeficiente de difusdo do farmaco nesses meios.
Conforme apontado por Takano e colaboradores (2006) a capacidade de difusédo de
um complexo micelar € menor do que de um farmaco livre. Ou seja, o coeficiente de
difusédo é reduzido em meios que apresentam maiores concentracdes de tensoativo,
0 que pode justificar a correlagdo de um estudo realizado em jejum com dados in vitro
obtidos simulando o estado alimentado.

Para os farmacos SCB classe Il, se a razdo entre a dose e a concentracdo de
saturacdo é baixa, a dissolucéo in vivo do farmaco tende a ocorrer sob condic¢des sink.
Se esta razao é alta, como no caso do EFV onde a dose é de 600 mg, a absorcéo oral
sera limitada n&o soO pela velocidade de dissolucédo, mas também pela solubilidade
nos fluidos intestinais e, portanto, a dissolucao in vivo ocorrerd em condi¢cdes nao sink
(YU, 1999). Estudos realizados com o EFV indicam que a absorcéo total da dose é
equivalente ao tempo da dissolugcédo, ou seja, a dissolucdo é etapa limitante da
absorcdo. Entretanto, a razdo entre a dose a solubilidade in vitro é de mais de 40%
(TAKANO et al., 2006). Por isso, pode-se inferir que tanto a velocidade de dissolugéo
quanto a solubilidade limitam a absorcéo do EFV.

Como j& citado, assim como para o presente estudo, as diferencas no perfil de
dissolucéo entre FaSSIF e FeSSIF ja foram relatadas na literatura. O incremento da
dissolucdo em FeSSIF quando comparado a FaSSIF foi descrito por Shono e
colaboradores (2009). Os autores mostram que os resultados do efeito da alimentacéo
in vivo ndo sdo consistentes com a dissolucdo do farmaco in vitro utilizando meios
biorrelevantes, visto que o incremento da biodisponibilidade in vivo é reduzido quando

comparado com o incremento in vitro.
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7 CONCLUSAO

O presente estudo teve por objetivo avaliar a capacidade dos meios de
dissolucéo biorrelevantes em prever o comportamento cinético do EFV in vivo através
do estabelecimento de uma correlagdo entre esses dados. Os meios biorrelevantes ja
sdo bastante difundidos no desenvolvimento de medicamentos, entretanto, suas
propriedades analiticas, preco e composicao dificultam seu uso na rotina do controle
de qualidade. Contudo, sua utilizacdo faz com que os ensaios de dissolucao sejam
mais preditivos na simulagéo ao que ocorre in vivo.

Por meio dos estudos de solubilidade de efavirenz, farmaco escolhido para este
estudo, observou-se que a condi¢do sink ndo é alcancada em nenhum dos ensaios
de dissolucdo para os meios biorrelevantes testados. Nos meios que simulam o
intestino em jejum, a concentracdo de EFV no estudo de dissolugdo mantém-se acima
da concentracdo de saturacao, justificando os niveis reduzidos de farmaco dissolvido
nos mesmos. Ja a solubilidade nos meios de dissolugdo que simulam o intestino
alimentado mostrou-se estatisticamente semelhante ao meio de dissolucéo ja validado
e utilizado no controle de qualidade do medicamento (LSS 0,5%) com solubilidade
mais elevada apresentada por FeSSIF.

A comparacdo da solubilidade entre os meios de dissolugdo em jejum e
alimentados evidencia a capacidade de solubilizacdo micelar apresentada pelos
tensoativos que compdem esses meios, onde concentracbes mais elevadas de
taurocolato de sodio e lecitina foram elementos-chave no aumento da solubilidade do
EFV. Apesar da complexidade dos meios biorrelevantes, o EFV mostrou-se estavel
durante os ensaios de dissolucdo realizados, fato demonstrado pela alta taxa de
recuperacdo do farmaco nos ensaios que avaliaram sua integridade quimica.

Os estudos de dissolugdo com meios biorrelevantes refletiram os resultados
apresentados pelos ensaios de solubilidade onde os meios de dissolucédo FeSSIF e
FeSSIF-V2 apresentaram total de farmaco dissolvido mais elevado (84,97% e 88,04%,
respectivamente) do que os meios FaSSIF e FaSSIF-V2 (14,81% e 4,15%,
respectivamente). Entretanto, ao comparar a eficiéncia de dissolugdo dos métodos

testados, nenhum dos meios biorrelevantes apresentou resultados semelhantes ao
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LSS 0,5%. A quantificacdo da dissolucéo através da utilizacdo de sonda UV in situ
apresentou interferéncias nos ensaios utilizando FeSSIF e FeSSIF-V2 devido a
elevada concentracdo de lecitina nesses meios, entretanto pode ser considerada uma
quantificacao valida para os meios de dissolu¢do LSS 0,5%, FaSSIF e FaSSIF-V2.

O GastroPlus™ mostrou-se uma boa ferramenta para a simulacdo da
biodisponibilidade do efavirenz, em funcdo dos parametros fisico-quimicos e
fisioldgicos do farmaco. A simulacao dos dados farmacocinéticos considerou o0 modelo
tricompartimental de Loo-Riegelman como o mais apropriado para descrever a
dissolucdo do farmaco in vivo. Além disso, o0 modelo ASF Opt log D Model AS/V
apresentou-se capaz de prever o comportamento cinético do EFV, com erros de
predicdo menores que 10% para Cmax € ASCo-t.

Uma CIVIV de nivel A foi estabelecida para os comprimidos de efavirenz. Uma
correlacdo ndo linear foi obtida através do meétodo classico de deconvolucdo
entretanto, a convolugdo dos dados mostrou uma correlacdo linear entre a
concentracdo plasméatica observada e a simulada a partir dos estudos de dissolucao.
A melhor correlacao foi obtida pelo meio de dissolugdo FeSSIF-V2 que apresentou
valor de r?2 de 0,9880; sendo, portanto, considerado um método preditivo da
biodisponibilidade oral do EFV.

A metodologia validada por Farmanguinhos, utilizando LSS 0,5%, também
apresentou correlagdo aceitavel (r2 = 0,9274) e, apesar de ndo cumprir a exigéncia
recomendada pela RDC n. 482/2002, por ser um método de menor custo e um tanto
discriminativo, pode ser considerada adequada para o estudo da dissolucdo do
medicamento, principalmente no que tange a rotina do controle de qualidade.

A correlagéo dos dados in vivo com a dissolugéo realizada em meio simulando
o0 intestino alimentado sugere que a dissolucdo do farmaco no organismo ocorre em
condicbes nado-sink e que a alta concentracdo de tensoativos no meio utilizado
promove uma liberacdo gradual do farmaco, devido a reducédo de seu coeficiente de

difusao.
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8 PERSPECTIVAS

O estudo da dissolucio em meios biorrelevantes permite avaliar o
comportamento cinético do farmaco em condi¢cdes que mimetizam a fisiologia. Diante
disso, outras formula¢des contendo efavirenz ou outros farmacos classe Il poderiam
ser estudadas nesses meios de dissolucéo. Além disso, a avaliacao da dissolucéo do
EFV em condi¢cdes que simulam o estdbmago alimentado também deve ser levada em
consideracdao, visando entender a influéncia da alimentacédo na absorcéo intestinal do
farmaco.

Ainda no que se refere ao estudo da dissolugcédo de farmacos pouco solaveis,
uma avaliacdo dinamica da dissolucdo poderia ser realizada, simulando a
transferéncia do conteddo do estbmago para o intestino. Buscando entender as
condicOes de saturacédo dos meios de dissolucao, pode ser realizada a dissolugcédo em
duas fases, utilizando uma fase organica afim de simular a absorcao do farmaco ap6s
sua dissolucdo em meio aquoso.

Em relacéo a CIVIV novas estratégias de formulacdo podem ser desenvolvidas
principalmente para farmacos de classe Il utilizando o GastroPlus™ como ferramenta
na predi¢do da biodisponibilidade em fungéo dos fatores fisico-quimicos, fisiol6gicos
e de formulacéo. E ainda, outros programas podem ser utilizados para comparar as
correlacBes obtidas, a fim de compreender como os modelos multicompartimentais in
silico simulam a absor¢ao dos farmacos pouco soluveis.

As simulagdes in silico podem ser utilizadas, ainda, no desenvolvimento de
métodos de dissolucdo preditivos, visando mimetizar as condicbes que melhor
refletem o ambiente fisiol6gico humano de modo a sugerir a isencao de estudos de

bioequivaléncia.
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10 ANEXO I. DADOS FISIOLOGICOS UTILIZADOS COMO ENTRADA PARA PREDICAO IN SILICO

Tabela 18: Dados fisioldgicos utilizados na predi¢éo in silico da biodisponbilidade do EFV.

Compart S pH T_I?grr:;tc(i)e Volume (mL) Comp. Raio SEF Sais biliares (mM) Porosi(_:ilade

. . . . (cm) (cm) : : : . (cm™)
Jejum Alim. (h) Jejum Alim. Jejum Alim. Jejum Alim.

Estébmago 0,00 1,30 4,90 0,25 42,77 855,50 27,16 9,45 1,00 1,00 0,00 0,00 2,58
Duodeno 2,85 6,00 5,40 0,25 38,18 38,18 13,56 1,50 4,24 4,24 2,80 14,44 48,64
Jejuno 1 2,82 6,20 5,40 0,92 140,30 140,30 56,07 1,41 3,95 3,95 2,33 12,02 38,90
Jejuno 2 2,79 6,40 6,00 0,73 112,40 112,40 56,07 1,26 3,49 3,49 2,03 10,46 26,09
fleo 1 2,78 6,60 6,60 0,57 85,78 84,78 56,07 1,10 3,03 3,03 1,41 7,28 16,46
fleo 2 2,72 6,90 6,90 0,41 65,00 65,00 56,07 0,96 2,57 2,57 1,16 5,99 9,54
fleo 3 2,69 7,40 7,40 0,29 45,62 45,62 56,07 0,80 2,11 2,11 0,14 0,73 4,90
Ceco 1,75 6,40 6,40 3,97 43,88 43,88 12,74 3,31 1,79 1,79 0,00 0,00 2,92
Célon Asc. 3,76 6,80 6,80 11,91 46,52 46,52 26,66 2,36 2,48 2,48 0,00 0,00 3,22

Célon Asc. — célon ascendente; ASF — escala do fator de absorcao; Alim. — alimentagcdo; Comp. — comprimento; SEF — fatores de aprimoramento da area
superficial (medida da area de superficie de absorcao em cada compartimento).
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11 ANEXO ll. CURVA ANALITICA DE EFV EM ACETONITRILA/AGUA (1:1)
E RELATORIO ESTATISTICO

Tabela 19: Dados da curva analitica para quantificagdo de EFV por CLAE/UV

Concentracéo ASC

(mg/mL) L ) 3 Média DP DPR
0,0008 44494 48077 39904 44158 4096,83 9,3%
0,0025 207459 208839 195264 203854 7471,09 3,7%
0,0082 417256 402500 402507 407421 8517,36 2,1%
0,0411 2073760 2069378 2094446 2079195 13388,53 0,6%
0,0822 4151488 4160667 4094596 4135584 35791,83 0,9%
0,1232 6160133 6074407 6035799 6090113 63637,60 1,0%
0,1643 7438411 7413562 7377755 7409909 30492,52 0,4%
9,E+06
8,E+06 - y = 5E+07x + 116391
7.E406 | R2 = 0,9952 .
6,E+06 - :
8 5,E+06 A
< 4,E+06 - >
3,E+06 A
2,E+06 -
1,E+06 -
0,E+00 T T T
0 0,05 0,1 0,15 0,2

Conc. (mg/mL)

Figura 16: Curva de regresséo linear para o EFV em CLAE/UV

Tabela 20: Resumo da avaliacdo estatistica da curva analitica.

Teste ' Concluséo
Teste F da ANOVA N&o rejeitamos a significancia do modelo linear
Teste do Intercepto Intercepto igual a zero
Coeficiente de Correlacdo de Pearson R = 0.997 que é maior que o proposto (0,99)
Teste de Normalidade dos Residuos Nao rejeitamos a h'r%c;ti?jiise normalidade dos
Teste de Homocedasticidade N&o rejeitamos a homocedasticidade da variancia
Valores extremos na resposta N&o detectamos pontos extremos

Teste de independéncia das

~ N&o detectamos dependéncia das observacdes
observacées
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12

ANEXO lIl. DADOS DOS PERFIS DE DISSOLUCAO

Tabela 21: Dados dos perfis de dissolu¢éo do efavirenz em meios biorrelevantes e LSS 0,5% obtido por quantificacdo por sonda de UV in situ. Os dados séo

apresentados como média de trés replicatas independentes.

Tempo - LSS 0,5% ~ FaSSIF _FaSSIF-v2 ~ FeSSIF _FeSSIF-v2
(min) Média Média Média Média Média
(%) DP DPR (%) DP  DPR (%) DP  DPR (%) DP  DPR (%) DP  DPR

0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
5 9,60 0,47 4,88% 5,44 0,23 4,22% 1,98 0,13 6,72% 10,01 0,31 3,10% 6,72 0,07 1,04%
10 37,62 0,26  0,69% 11,02 0,04 0,33% 4,02 0,08 2,01% 20,54 0,16 0,78% 11,54 0,09 0,78%
15 63,79 0,17 0,26% 13,22 0,03 0,25% 4,41 0,03 0,68% 27,32 0,12 0,44% 12,95 0,12 0,93%
20 78,80 0,09 0,12% 14,43 0,03 0,18% 4,52 0,02 0,49% 32,54 0,10 0,31% 13,52 0,14 1,04%
30 87,16 0,05 0,06% 15,67 0,02 0,10% 4,68 0,02 0,45% 39,70 0,08 0,20% 13,87 0,11 0,79%
45 87,64 0,04  0,05% 16,29 0,02 0,10% 4,78 0,02 0,38% 46,04 0,07 0,15% 14,21 0,13 0,91%
60 87,92 0,05 0,05% 16,51 0,02 0,10% 4,89 0,01 0,27% 49,76 0,06 0,12% 14,05 0,19 1,35%
20 87,89 0,04  0,05% 16,67 0,02 0,10% 5,05 0,01 0,26% 52,71 0,06 0,11% 14,18 0,15 1,06%
120 91,01 0,05 0,05% 16,67 0,02 0,10% 5,17 0,01 0,25% 55,68 0,05 0,09% 14,07 0,14 1,00%
150 91,01 0,05 0,05% 16,67 0,02 0,10% 5,17 0,01 0,25% 55,68 0,05 0,09% 14,07 0,14 1,00%

DP: desvio padrdo; DPR: desvio padréo relativo

123



Tabela 22: Dados dos perfis de dissolu¢do do efavirenz em meios biorrelevantes e LSS 0,5% obtido por quantificagdo em CLAE/UV. Os dados sdo apresentados
como média de trés replicatas independentes.

Tempo o LSS 0,5% o FaSSIF o FaSSIF-V2 o FeSSIF o FeSSIF-V2
(min) Média Média Média Média Média
(%) DP DPR (%) DP DPR (%) DP DPR (%) DP DPR (%) DP DPR

0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
5 9,86 0,82 8,29% 2,34 0,44 18,83% 1,39 0,12 8,63% 11,38 1,09 9,61% 15,01 2,27 15,15%
10 40,25 1,81 4,49% 8,78 1,62 18,40% 3,61 0,19 551% 22,95 2,31 10,04% 25,40 1,10 4,33%
15 65,56 2,15 3,28% 11,95 1,32 11,06% 4,40 0,15 3,39% 29,38 3,10 10,55% 33,21 0,97 2,91%
30 84,69 2,98 3,51% 14,80 0,80 5,38% 4,58 0,14 3,16% 43,43 2,78  6,40% 51,12 2,92 5,72%
45 91,38 1,59 1,74% 15,28 0,28 1,83% 4,57 0,12 2,57% 53,19 3,18 5,98% 61,20 2,82 4,60%
60 92,84 4,33 4,66% 15,57 0,33 2,11% 4,56 0,10 2,19% 60,92 298 4,89% 70,68 3,30 4,66%
90 94,49 1,16 1,23% 15,65 0,38 2,45% 4,52 0,12 4,14% 70,34 296 4,21% 80,41 4,51 5,60%
120 94,01 0,11 0,12% 15,73 0,11 0,70% 4,43 0,18 4,09% 76,75 414 5,39% 84,96 3,43 4,04%
150 97,99 0,70 0,72% 15,73 0,11 0,70% 4,35 0,14 3,26% 82,06 3,48 4,24% 89,41 3,19 3,57%
180 98,12 0,90 0,92% 15,73 0,11 0,70% 4,35 0,14 3,26% 85,20 4,28 5,03% 90,91 4,60 5,06%

DP: desvio padrédo; DPR: desvio padréao relativo
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