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RESUMO

TOEHWE, L.H. Avaliacdo do perfil de dissolugdo de comprimidos de prednisona
bioequivalentes ao longo do estudo de estabilidade. 2013. 128f. Dissertacdo
apresentada, como um dos requisitos para obtencdo do titulo de Mestre, ao
Programa de Pdés-graduacdo em Gestdo, Pesquisa e Desenvolvimento na Industria
Farmacéutica, do Instituto de Tecnologia em Farmacos - FIOCRUZ, Rio de Janeiro,
2013.

As formas farmacéuticas sélidas de uso oral, sobretudo os comprimidos, sdo as mais
utilizadas na terapéutica, pois sdo de facil administracdo e apresentam alta
produtividade e um custo relativamente baixo, além de proporcionarem ao farmaco
um meio mais estavel em relacao as formas semi-sélidas e liquidas. No entanto, um
medicamento na forma sélida pode sofrer alteracdes devido a acao de varios fatores
como umidade, temperatura, luz e oxigénio do ambiente e pelas caracteristicas do
proprio estado solido da substéncia ativa e dos excipientes empregados na
formulacéo. A instabilidade de um farmaco, na forma isolada ou em uma formulacéo,
pode alterar varios parametros de qualidade como aspecto, teor, dissolucao e perfil
de dissolucdo. O perfil de dissolucdo de um medicamento é um parametro de
qualidade que deve ser avaliado durante a producdo e estabilidade das formas
farmacéuticas solidas orais, pois a alteracdo do mesmo durante o periodo de
armazenamento pode alterar a quantidade de farmaco disponivel para absorcao,
podendo comprometer a sua biodisponibilidade e eficacia terapéutica. Nesse estudo
o perfil de dissolucdo de comprimidos de prednisona 20mg bioequivalentes do
medicamento referencia e de trés formulacdes teste foram avaliadas, ao longo do
estudo de estabilidade. Durante o estudo os comprimidos de prednisona e o0 insumo
farmacéutico ativo (IFA) prednisona de dois diferentes fabricantes foram
caracterizado quanto as suas propriedades fisicas e fisico-quimicas. O IFA também
foi avaliado quanto a sua permeabilidade em células Caco-2. Os dados obtidos
foram utilizados para elaborar um estudo de correlagéo in vitro-in silico-in vivo e
desenvolver estudos de predicdo de biodisponibilidade in silico. Os resultados
permitiram verificar que os perfis de dissolucdo entre os comprimidos do
medicamento referéncia e dos lotes teste ndo se mantiveram equivalentes ao longo
do estudo. Verificou-se também que ambas as amostras do IFA prednisona
tratavam-se na mesma forma cristalina e que essa néo sofreu transicdo durante o
estudo, que uma correlacdo CIVIV ndo pode ser obtida e que A simulacdo da
biodisponibilidade realizada para a prednisona utilizando o software GastroPlus™ foi
bem sucedida comparada os resultados obtidos in vivo.

Palavras-chave:Perfil de dissolucdo. Estudo de estabilidade.Biodisponibilidade.

Permeabilidade.Caco-2.



ABSTRACT

The solid dosage forms for oral use, especially tablets are the most used in therapy
because they are easily administered and have high productivity relatively low cost
and to provide a more stable drug to the forms semi-solid net. However, a drug in
solid form may change due to the action of various factors such as humidity,
temperature, light and oxygen from the environment and the characteristics of the
solid state of the active substance and the excipients used in the formulation. The
instability of a drug, in alone or in a formulation can change various quality
parameters such as aspect, content, dissolution and dissolution profile. The
dissolution profile of a drug is a quality parameter that must be evaluated during the
production and stability of solid oral dosage forms, for the same change during the
storage period can change the amount of drug available for absorption, which may
compromise the the bioavailability and therapeutic efficacy. In this study the
dissolution profile of 20 mg prednisone tablets bioequivalent to the reference product
and three test formulations were evaluated throughout the stability testing. During the
study, prednisone tablets and the active pharmaceutical ingredient (API) prednisone,
two different manufacturers were characterized with respect to their physical
properties and physicochemical. The API was also evaluated for their permeability in
Caco-2 cells. The data were used to develop a correlation study in vitro-in silico -vivo
studies and develop in silico prediction of bioavailability. The results showed that the
dissolution profiles of the drug from the tablets and the reference test batches did not
remain equal throughout the study. It was also noted that both samples API
prednisone treated in the same crystal form and that the transition has not suffered
during the study, a correlation IVIVC can’t be obtained and bioavailability of
simulation performed for prednisone using software GastroPlus™ was successful
compared the results obtained in vivo.

Keywords: Dissolution profile. Stability testing. Bioavailability. Permeability. Caco-2.
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INTRODUCAO

A prednisona é um dos glicocorticéides mais utilizados na prética clinica. Por
se tratar de uma molécula inativa, esse farmaco deve ser convertido a prednisolona
no figado para exercer seu efeito terapéutico (YOKOYAMA, 1992; RANG, 2001). Seu
uso clinico é indicado para iniumeras doencas crénicas e agudas como artrite,
hepatite, hanseniase, doencas auto-imunes, inflamatérias e alérgicas (KAISER &
KLER, 2002).

No Brasil, a prednisona pode ser encontrada no mercado na forma de
comprimidos de uso oral de liberacao imediata, nas concentracdes de 5,0 mg, 20mg
e 50mg, sendo que o medicamento referéncia para essas concentracbes é o
Meticorten, produzido pela Mantecorp (ANVISA, 2013).

As formas farmacéuticas sdélidas de uso oral, sobretudo os comprimidos, sao
as mais utilizadas na terapéutica, pois sdo de facil administracdo e apresentam alta
produtividade e um custo relativamente baixo, além de proporcionarem ao farmaco
um meio mais estavel em relacdo as formas semi-sdlidas e liquidas (LACHMAN et
al., 2001). No entanto, um medicamento na forma soélida pode sofrer alteracbes
devido a acdo de varios fatores como umidade, temperatura, luz e oxigénio do
ambiente e pelas caracteristicas do proprio estado sélido da substancia ativa e dos
excipientes empregados na formulacdo (FLORENCE & ATTWOOD, 2003).

A instabilidade de um farmaco, na forma isolada ou em uma formulagéo, pode
alterar varios parametros de qualidade como aspecto, teor, dissolucdo e perfil de
dissolugéo. Dessa forma, a avaliagdo da estabilidade de um medicamento faz-se
necessaria no seu desenvolvimento e durante todo seu o periodo de prateleira (QIU,
2009; MURTY & GUEBRE-SELLASSIE, 1992).

O perfil de dissolucdo de um medicamento € um parametro de qualidade que
deve ser avaliado durante a producdo e estabilidade das formas farmacéuticas
sélidas orais, pois a alteracdo do mesmo durante o periodo de armazenamento pode
alterar a quantidade de farmaco disponivel para absorcdo, podendo comprometer a
sua biodisponibilidade e eficacia terapéutica (MURTY & GUEBRE-SELLASSIE,

1992). Cabe ressaltar que a legislacdo brasileira ndo prevé o acompanhamento do
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perfil de dissolugéo para produtos farmacéuticos solidos orais durante o estudo de
estabilidade, sendo esse teste preconizado somente durante o estudo de
equivaléncia farmacéutica para fins de registro ou em alteracdes pos-registro de um
medicamento.

Dessa forma, a proposta desse trabalho consiste na avaliagdo do perfil de
dissolucéo de comprimidos de prednisona 20mg bioequivalentes e na caracterizagao
quimica e fisica do insumo farmacéutico ativo (IFA) e da formulacao, para que essa
sirva como fonte de dados para justificar uma possivel alteracdo no perfil de
liberacdo do farmaco durante a estabilidade. Os dados obtidos nos testes de
bioequivaléncia, perfil de dissolucdo, solubilidade e permeabilidade em células
Caco-2 foram utilizados no desenvolvimento de um estudo de predicdo de
biodisponibilidade in silico e na elaboracdo de um estudo de correlacao in vitro-in

silico-in vivo.
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1 REVISAO DA LITERATURA

1.1 Prednisona

A prednisona € um glicocorticéide (GC) intensamente empregado na pratica
clinica (ROMANHOLI & SALGADO, 2007). Seu uso terapéutico é recomendado para
uma grande variedade de doencas cronicas e agudas como artrite, hepatite,
doencas alérgicas, asma, hanseniase, doencas auto-imunes e muitas outras
doencas inflamatérias (KAISER & KLER, 2002).

Os GC de modo geral atuam no organismo promovendo a reduc¢éo radical do
processo inflamatério. O mecanismo de acdo pela qual essa classe farmacéutica
promove tal reducéo esta relacionado a uma modulacéo dos efeitos supressores dos
leucdcitos periféricos sobre as quimocinas e citocinas inflamatérias. Outra forma dos
GC reduzirem a resposta inflamatoria é por meio da reducéo da sintese do fator de
ativacao plaguetaria dos leucotrienos e das prostaglandinas (KATZUNG, 2003).

No Brasil, existem varias industrias que produzem e comercializam a
prednisona na forma de comprimidos simples para uso oral, sendo esses registrados
no Ministério da Saude (MS) como medicamentos similares ou genéricos.
Atualmente o Meticorten® é o medicamento referéncia, para as formulacdes de
comprimidos simples de liberacdo imediata nas concentracbes de 5, 20 e 50mg
(ANVISA, 2013).

Na corticoide-terapia, as menores doses de prednisona prescritas variam
entre 5 e 7,5 mg/dia. Na literatura nédo existe dados referentes a dose diaria maxima
recomendada, contudo as prescricdes devem ser elaboradas de forma individual e
levando em consideragdo a gravidade da doenca e a resposta terapéutica do
paciente (KAISER & KLER, 2002).

A prednisona é um farmaco considerado seguro em relacdo ao seu indice
terapéutico. Dessa forma, o monitoramento dos seus niveis séricos s6 necessita ser
feito no caso de doencgas graves e que requerem altas doses. A interrupcao do

tratamento com a prednisona deve ocorrer gradualmente, com a reducédo da dose
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diaria administrada (KAISER & KLER, 2002). Essa forma de descontinuacdo do
tratamento deve-se a possibilidade da ocorréncia de uma insuficiéncia adrenal
secundaria, causada pela supressdo do eixo hipotalamo-hipéfise-adrenal
(HOCHBERG et al., 2003).

1.1.1 Farmacocinética

A prednisona é uma molécula inativa e possui baixa afinidade pelos
receptores de glicocorticbides, sendo necessaria sua conversdao in vivo a
prednisolona para que essa exerca sua agao. Apos ser administrada por via oral a
prednisona é rapidamente absorvida e convertida em prednisolona no figado pela
acdo da enzima 11-beta-hidroxiesteroide desidrogenase (YOKOYAMA, 1992;
RANG, 2001), sendo que 45% dessa conversdo ocorre durante o efeito de primeira
passagem (FREY et al., 1986).

Apbs ser metabolizada a prednisona forma varios metabdlitos, que sao
eliminados pela via renal na forma livre ou conjugada. Apenas uma pequena taxa de
2 a 2,5% é excretada de forma inalterada pela mesma via (ROSE et al.,1981).

A prednisona apresenta uma taxa de ligacdo as proteinas plasmaticas de
aproximadamente 90%, biodisponibilidade de 80% e seu volume de distribuicao
varia entre 0,4 e 1,0 L.Kg. Sua meia-vida é de 3,6 horas e sua concentracéo sérica
maxima € atingida entre uma e trés horas apos a administracédo oral (VOGT et al.,
2007).

Vale a pena ressaltar que o0s parametros farmacocinéticos de um
medicamento podem ser alterados devido a varios fatores de origem fisiolégica ou
intrinsecos a esse medicamento (GOODMAN & GILMAN'’S, 2006). Segundo Faigal e
colaboradores (1998) a meia-vida sérica da prednisona pode ser influenciada pela
pratica de exercicios fisicos, gravidez, sexo e pela hora do dia em que é

administrada.
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1.1.2 Caracteristicas fisicas e Fisico-guimicas

A prednisona quimicamente corresponde a 17,21-diidroxipregna-1,4-dieno-
3,11,20-triona, possui formula molecular C21H2505 e massa molar 358,43 g/mol (FB,
2010).

Figura 1- Estrutura quimica da prednisona
Fonte: Farmacopeia Brasileira (FB, 2010).

Apresenta-se na forma de cristais inodoros, brancos ou quase brancos, que
fundem a 233°C com decomposicdo e podem apresentar polimorfismo. Este
farmaco, a temperatura ambiente, € pouco solavel em metanol, etanol, cloroférmio e
dioxana, sendo também muito pouco solavel em agua (FB, 2010).

A prednisona € uma molécula neutra e valores para o seu pKa ndo sao
encontrados na literatura. Sua solubilidade em agua é de 0.133 mg/mL a25°C e
trés valores para o coeficiente de particdo (Log P) sdo encontrados na literatura para
esse farmaco: 1.46 ,1.47 e 1.6 (VOGT et al., 2007; PAIXAO et al., 2012).

Comercialmente o insumo farmacéutico ativo (IFA) prednisona é encontrado
nas formas anidra, monoidratada ou na forma do sal acetato de prednisona.
Todavia, somente as formas anidra e monoidratada sao referenciadas nas

farmacopéias brasileira, européia e americana (FB, 2010; EP, 2010; USP 35, 2012).



23

1.1.3 Permeabilidade e Biodisponibilidade

Como ja mencionado, a prednisona apresenta uma taxa de 90% de ligacao a
proteinas plasmaticas e uma biodisponibilidade oral de 80% (LEMKE & WILLIAMS,
2008). Existem vérios estudos relatando a alta biodisponibilidade da prednisona,
apos sua administracdo por via oral, porém poucos estudos in vitro sobre a sua
permeabilidade sdo encontrados na literatura (VOGT et al., 2007).

A taxa de permeabilidade da prednisona em membrana fosfolipidica artificial é
de 0,3 x 10° cm/s. Essa taxa é ligeiramente menor a que a expressa para o
metoprolol, farmaco utilizado como referéncia de alta permeabilidade (VOGT et al.,
2007; STORPISTIS et al., 2009).

De acordo com parametros adotados pela International Pharmaceutical
Federation (IPF), a prednisona é classificada como um farmaco pertencente a classe
| do sistema de classificacdo biofarmacéutica (SCB), ou seja, altamente solluvel e
permeéavel (STORPISTIS et al., 2009). Porém, Vogt et al (2007) concluiram em um
estudo de revisdo que, devido a auséncia de dados conclusivos sobre
permeabilidade, absorcdo e solubilidade, nas condicdes preconizadas pela SCB,
esse farmaco nao apresenta uma classificacdo definida em relagdo ao SCB.

1.2 Estabilidade de formulag¢8es farmacéuticas sélidas orais

A estabilidade é um fator que esté diretamente relacionado com a qualidade,
seguranca e eficacia de um produto farmacéutico (KHAN et al., 2010). Esse fator
pode ser definido como o tempo durante o qual o mesmo produto mantém suas
caracteristicas e propriedades dentro de limites pré-estabelecidos, desde a sua
producdo até todo o seu periodo de uso e/ou estocagem (ALLEN et al., 2007).
Segundo 0os mesmos autores, a estabilidade de interesse farmacéutico é classificada

em cinco tipos, a saber:
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e Quimica
“A substéancia ativa retém sua integridade quimica e sua poténcia rotulada dentro dos

limites especificados.”
e Fisica
“As propriedades fisicas originais, incluindo aparéncia, paladar, uniformidade,
dissolugao e suspensibilidade, sdo mantidas.”
e Microbiol6gica
“A esterilidade ou resisténcia ao crescimento microbiano é retida de acordo com os

critérios especificados.”
e Terapéutica

“Os efeitos terapéuticos permanecem inalterados.”
e Toxicolégica

“Nenhum aumento significativo na toxicidade ocorre.”

A manutencéo da estabilidade de um produto farmacéutico é dependente de
varios fatores extrinsecos, como umidade, temperatura, luz, pH e de outros
intrinsecos como a natureza fisica e quimica de substancias ativas e excipientes,
tecnologia de fabricagcdo, composicao da formulagédo, forma farmacéutica e natureza
dos materiais de embalagem (BRASIL, 2005; KHAN et al., 2010).

Segundo Florence & Attwood (2003), os principais fatores que contribuem
para instabilidade de uma forma farmacéutica soélida incluem a umidade,
temperatura, luz e o oxigénio do ambiente e o0s excipientes empregados na
formulacdo. Além disso, outro fator que pode alterar a estabilidade de um produto
farmacéutico é a existéncia de polimorfismo no IFA utilizado na formulacéo, visto
que o polimorfismo pode modificar as propriedades fisico-quimicas, farmacéuticas e
biofarmacéuticas do IFA e, consequentemente, do medicamento. A Tabela 1
mostras algumas propriedades de interesse para area farmacéutica que podem

sofrer alteragcdes com o polimorfismo.
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Tabela 1 - Propriedades de interesse para area farmacéutica que podem sofrer
alteracées com o polimorfismo.

Propriedades Farmacéuticas e Biofarmacéuticas

Densidade Propriedades Opticas e elétricas
Dureza Estabilidade quimica e fisica

Tensao superficial Solubilidade

Fluidez Velocidade de dissolucdo

Ponto de Fusao Velocidade de reacdo do estado sélido
Higroscopicidade Bioequivaléncia

Cor Biodisponibilidade

Fonte: Adaptado Storpirtis et al., 2009

Qiu e colaboradores (2009) descreveram que a incompatibilidade entre a
substancia ativa e os excipientes de uma formulacé@o solida oral pode comprometer
a estabilidade fisica e quimica de um medicamento, causando alteracdes como
mudanca de cor, perda das propriedades mecanicas, reducdo da velocidade de
dissolucéo, perda de poténcia e aumento dos produtos de degradacao.

Estudos de estabilidade térmica realizados por Medeiros et al (2001)
demonstraram a existéncia de um pequeno grau de incompatibilidade entre a
prednisona e os excipientes lactose, amido, povidona e estearato de magnésio,
utilizados em duas formulacdes de comprimidos de 20mg desse farmaco.

A avaliacdo da estabilidade quimica e fisica de um IFA, isolado ou associado
aos excipientes em uma formulacdo, durante o processo de desenvolvimento e apés
a sua producédo e comercializacdo, é de suma importancia para garantir a qualidade,
seguranca e eficAcia dos produtos comercializados (ALLEN et al., 2007,
STORPIRTIS et al., 2009; QIU et al., 2009).

Todavia, a forma com que o estudo de estabilidade de um produto
farmacéutico é realizado depende das caracteristicas individuais desses e das
condicdes climaticas das regides onde sdo produzidos e comercializados. Devido ao
grande processo de globaliza¢do e ao crescente numero de industrias farmacéuticas
e farmoquimicas instaladas em paises com diferentes condi¢cdes climaticas, as

regides geogréficas, para efeito de estudo de estabilidade, foram divididas em quatro
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zonas: zona |, temperada; zona Il, subtropical; zona lll, quente e seca; zona |V,
quente e umida (ALLEN et al., 2007).

Com o objetivo de delinear os estudos de estabilidade, varios paises
preconizam a utilizacdo de guias para a conducao desses estudos em seus produtos
farmacéuticos. Entretanto, esses guias divergem em relacdo as condicdes de
temperatura, umidade relativa e periodo pelo qual o IFA ou o medicamento deve ser
avaliado (KHAN et al., 2010).

No Brasil, a ANVISA estabelece o uso do “Guia para Realizagdo de Estudos
de Estabilidade” (BRASIL, 2005). Esse Guia tem o intuito de delinear estudos para
prever, determinar e/ou acompanhar o prazo de validade de um medicamento
durante um periodo de tempo pré-estabelecido e sob condi¢cdes de temperatura e
umidade controladas (Tabela 2). Além disso, o referido guia prevé trés tipos de

estudo de estabilidade:

e Estudo de estabilidade acelerado

“Estudo projetado para acelerar a degradagdo quimica e/ou mudangas
fisicas de um produto farmacéutico em condicdes forcadas de
armazenamento. Os dados assim obtidos, juntamente com aqueles
derivados dos estudos de longa duracédo, podem ser usados para avaliar
efeitos quimicos e fisicos prolongados em condi¢gbes nao aceleradas e para
avaliar o impacto de curtas exposicbes a condicbes fora daquelas
estabelecidas no rétulo do produto, que podem ocorrer durante o
transporte.”

e Estudo de estabilidade de acompanhamento

“Estudo realizado para verificar que o produto farmacéutico mantém suas
caracteristicas fisicas, quimicas, biolégicas, e microbioldgicas conforme os
resultados obtidos nos estudos de estabilidade de longa duracéo.”

e Estudo de estabilidade de longa duracéo

“Estudo projetado para verificagdo das caracteristicas fisicas, quimicas,
biolégicas e microbioldgicas de um produto farmacéutico durante e,
opcionalmente, depois do prazo de validade esperado. Os resultados séo
usados para estabelecer ou confirmar o prazo de validade e recomendar as
condicbes de armazenamento.”
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Tabela 2 - Especificacbes e parametros para o estudo de estabilidade de
medicamentos soélidos orais, preconizados pela ANVISA, no “Guia para Realizagao
de Estudos de Estabilidade”.

Forma Tipo de Tempo de Condicdes de

- Embalagem
farmacéutica estudo armazenamento armazenamento
Semi- 40°C + 2°C
Longa permeavel 75% UR £ 5 %
~ 24 meses
duracéo
Impermeavel 40°C = 2°C
Sélido
Acelerad Semi- 30°C + 2°C
celerado 4
permeavel 75% UR + 5 %
6 meses
Impermeavel 30°C £ 2°C

Fonte: Adaptado do Guia para Realizagédo de Estudos de Estabilidade (Brasil, 2005).

Cabe ressaltar que o modelo de avaliacdo da estabilidade fisica para um IFA
e para um medicamento deve ser capaz de identificar possiveis alteracdes em seu
estado solido (STORPIRTIS et al., 2009). Contudo, de acordo com a legislacao
brasileira, os testes preconizados no Guia para realizacdo de estudos de
estabilidade ndo permitem fazer a referida avaliagdo de forma completa, uma vez
gue, os testes indicados ndo sao destinados a identificar esse tipo de alteracdo de
forma completa (BRASIL, 2005).

1.3. Dissolucgéo

A dissolucdo de um farmaco pode ser definida como o processo em que o IFA
no estado soélido, na presenca de um solvente, € liberado da sua forma farmacéutica
tornando-se dissolvido no meio e disponivel para absor¢do. Contudo, para que isso
ocorra, 0 medicamento deve passar pelas etapas de desintegracdo, desagregacéao e
dissolucéo. Ja para ser absorvida, a substancia ativa necessita estar dissolvida nos
fluidos do trato gastrintestinal (ALLEN, 2007).
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A gquantificacao in vitro de um farmaco, quando dissolvido em um meio, pode
ser obtida através do teste de dissolucdo no qual se utiliza uma aparelhagem
especifica e condi¢des experimentais pré-estabelecidas (FB, 2010).

Segundo Marques (2002), o estudo de dissolucdo é de suma importancia na
deteccdo de desvios durante a fabricacdo e na reprodutibilidade lote a lote na
industria farmacéutica. Além disso, o ensaio de dissolucdo é utilizado para avaliar o
desempenho de diferentes polimorfos no desenvolvimento de uma formulacdo, uma
vez que formas polimérficas de um mesmo IFA podem apresentar diferentes
velocidades de dissolugéo.

Na literatura, trés possiveis formas de testes para avaliar e/ou comparar a
cinética e a eficiéncia da dissolucdo de um medicamento sdo encontradas:
dissolucédo de um unico ponto, dissolu¢do de dois pontos e a dissolucdo em varios
pontos. Essa ultima forma de avaliacdo € denominada perfil de dissolucdo e permite
uma analise mais conclusiva do processo de liberacdo do farmaco (CHORILLI, et al.,
2010).

De acordo com a RDC 31/2010 (BRASIL, 2010b) o teste de perfil de
dissolucéo entre medicamentos é preconizado em algumas condi¢des: determinacdo
de equivaléncia farmacéutica para obtencdo ou renovacdo de registro, estudos
comparativos entre formulacdes que sofreram alteracbes pés-registro e para 0S
medicamentos isentos do estudo de biodisponibilidade relativa de acordo com a
RDC 37/2011 (BRASIL, 2011).

Segundo Manadas e colaboradores (2002), os métodos utilizados na
comparacao de perfis de dissolugcdo sdo baseados na andlise de variancia, no
método dependente ou no método independente. A legislacéo brasileira preconiza o
uso do Método Modelo Independente Simples, onde dois fatores sdo empregados,
fator de semelhanca (F2) e fator de diferenca (F1); no entanto, nos termos da
referida resolugcdo somente o fator (F2) devera ser calculado e contemplado para
efeitos comparativos (BRASIL, 2010b).



29

1.3.1 Estabilidade de dissolucao

O termo estabilidade de dissolucéo pode ser definido como a manutencao da
velocidade de dissolugdo de um medicamento, desde o momento em que €
fabricado até a expiracdo da sua validade (MURTHY & GHEBRE-SELLASSIE,
1993).

A dissolucdo de um medicamento pode ser alterada por varios fatores como
natureza quimica da substancia ativa e/ou dos excipientes, interacdo entre farmaco
e excipientes, tecnologia de producdo, forma e condicbes de armazenamento
(JACKSON et al., 2000; AULTON, 2005) e, como citado na secdo anterior, pela
presenca de polimorfismo. Durante o periodo de armazenamento, polimorfos
metaestaveis podem ser lentamente convertidos em outros polimorfos
termodinamicamente mais estaveis e geralmente de menor solubilidade. Essa
variacdo de solubilidade pode resultar em uma alteracdo no perfil de dissolucdo de
um medicamento e, consequentemente, na sua biodisponibilidade (ZHANG et al.,
2004).

Murthy e Guebre-Sellassie (1993) relataram que mudancas no perfil de
dissolugdo de um medicamento, durante o seu armazenamento, podem alterar de
forma direta a quantidade de farmaco disponivel para absor¢cdo, comprometendo a
biodisponibilidade e a eficacia terapéutica desse produto. Segundo 0s mesmos
autores, a estabilidade de dissolucdo de uma formulacdo farmacéutica durante a
estocagem depende da quantidade e qualidade da substancia ativa e dos
excipientes que compdem essa formulacéo.

De acordo com Florence e Attwood (2003), o teste de dissolucdo é
fundamental para avaliar a qualidade de um medicamento durante seu
desenvolvimento, producéo e vida de prateleira. Todavia, para que essa avaliacao
seja realizada de forma mais criteriosa, a dissolucdo do farmaco deve ser
determinada em varios pontos da curva, possibilitando assim a obtencdo de um
perfil de liberacdo do farmaco (MURTHY & GUEBRE-SELLASSIE, 1993; HUANG et
al., 2010). No entanto, a legislacdo brasileira prevé o acompanhamento da
dissolugcdo de um medicamento apenas em um Unico ponto da curva (BRASIL,

2005). Dessa forma, um perfil de liberacdo do farmaco n&o € obtido e o que se
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7

avalia é apenas um possivel decaimento ou aumento do valor absoluto da

dissolucéo em relagéo ao tempo zero.

1.4 Biodisponibilidade e Bioequivaléncia

A literatura relata que no inicio do século XX ocorreram as primeiras
publicacdes sobre a absorcdo de compostos sintéticos. Na década de 40, dados
referentes a absorcéo de vitaminas a partir de formas farmacéuticas foram descritas.
Tais estudos colaboraram diretamente para dar origem ao termo biodisponibilidade
(BD) (ABDOU, 1989).

De acordo com a Farmacopeia Brasileira, a BD indica a velocidade e a
extensdo da absor¢cdo de um medicamento a partir de sua curva de concentracao
plasmatica versus tempo na circulacdo sistémica ou a sua extensdo na urina,
guando esse esta disponivel para exercer o efeito farmacologico esperado (FB,
2010). De acordo com a European Medicines Agency (EMA), a BD é dada como “a
extensdo com que um farmaco ou uma entidade terapéutica é liberado a partir de
uma formulagao e atinge a circulagao sistémica” (EMA, 2003); ja o Food and Drug
Administration (FDA) define BD como “a taxa na qual uma substancia ativa,
proveniente de um medicamento, torna-se disponivel no seu local de agao”.

A BD é obtida por meio de alguns parametros farmacocinéticos como a area
sob a curva (ASC), que indica a quantidade de farmaco absorvida, e a concentracao
plasmatica maxima (Cmax) que quando relacionada ou tempo (Tmax) expressa a

velocidade do processo de absorcao (Figura 2) (FB, 2010).
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Figura 2 - Representacdo da curva de concentracdes plasmaticas versus
tempo e os parametros farmacocinéticos empregados nos célculos da
biodisponibilidade apds a administracdo de uma dose de medicamento por via
extravascular (FB, 2010).

Para efeitos de estudos de BD e dependendo do objetivo e desenho destes, a
Farmacopeia Brasileira prevé trés tipos de testes para determinacédo desses: teste
de biodisponibilidade absoluta (BDA), de biodisponibilidade relativa (BDR) e de
bioequivaléncia (BE). As definicdes e a aplicabilidade desses estudos encontram-se
na Tabela 3 (FB, 2010).

Os estudos de BE e BDR séo realizados por meio do recrutamento criterioso
de voluntarios sadios. Essa forma de selecdo, somada a escolha apropriada do tipo
de estudo, a um método estatistico adequado e a um planejamento clinico para
coleta das amostras, é de fundamental importancia para obtencdo de resultados
confiaveis (STORPIRTIS et al., 2009).

Dois tipos de estudos sdo normalmente utilizados para conducdo da BE e
BDR. “O delineamento paralelo, onde os voluntérios sdo alocados para um dos
grupos e cada grupo recebe somente um tratamento”, e o delineamento cruzado
completo em que “os voluntarios sdo alocados aleatoriamente em diferentes grupos,
sendo que cada grupo recebe todas as formulagcbes de um mesmo farmaco em
periodos diferentes do ensaio” (STORPIRTIS et al., 2009).
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Tabela 3 — Defini¢cdes e aplicacdes dos estudos de BDA, BDR e BE.

Estudo

Definicao

Aplicacdo

Biodisponibilidade

Absoluta

Fracao efetivamente absorvida de
um farmaco apoés a sua
administracéo extravascular

Aplica-se a
medicamentos
inovadores de uso
extravascular.

Biodisponibilidade

Relativa

Comparagao entre a
biodisponibilidade de
medicamentos administrados por
via extravascular

Aplica-se aos
medicamentos
genéricos e similares
em adequacgédo da sua
formulacéo.

Bioequivaléncia

Particularidade da BDR onde se
compara a biodisponibilidade entre
dois medicamentos levando em
consideragao os riscos pré-
estabelecidos, os critérios de
aceitacdo e a analise estatistica.

Utilizado como critério
de avalia¢éo no
processo para obtencao
de registro de
medicamentos no Brasil

Fonte: Farmacopeia Brasileira (FB, 2010)

No Brasil, os testes BE e BDR sao conduzidos por centros clinicos,
devidamente credenciados pela ANVISA, sendo esses responsaveis pelo
acompanhamento da saude dos voluntarios durante e por um periodo apés o
término dos estudos (BRASIL, 2006), uma vez que esses expdem os voluntarios a
riscos provenientes da utilizagdo do medicamento (FLACH & DALLA, 1999).

De acordo com a legislacao brasileira, os ensaios clinicos para avaliacdo da
eficacia e seguranca de um medicamento ndo inovador podem ser substituidos
pelos estudos de BDR e BE que visam confirmar esses parametros (STORPIRTIS et
al., 2009). Desta forma, em 2007 a ANVISA tornou os referidos testes um requisito
obrigatorio para obtencdo do registro de medicamentos genéricos e similares no
Ministério da Saude (BRASIL, 2007a; BRASIL, 2007b), excetuando-se as
particularidades dispostas pela regulamentacdo de bioisencdo (BRASIL, 2011,
BRASIL, 2013). No entanto, esses testes sdo realizados uma Unica vez e,
geralmente, utilizando medicamentos recém-fabricados, o que gera uma incerteza
guanto a manutencao dos seus resultados ao longo do periodo de validade desses
medicamentos (BANAKAR, 1992).
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1.4.1 Sistema de classificacdo biofarmacéutica

Visando auxiliar a industria farmacéutica no processo de desenvolvimento de
uma nova formulacdo (MEYER et al., 1992) e na solicitacdo de isencao dos estudos
de BE, o SCB foi criado por Amidon e colaboradores (AMIDON et al., 1995).

Esse sistema baseia-se em ensaios de dissolucdo e nas caracteristicas de
solubilidade e permeabilidade dos farmacos com o objetivo de estabelecer uma
correlacdo entre estudos in vitro e in vivo, que possam servir como base para
solicitagdo de um pedido de bioisencéo, para formas farmacéuticas solidas de uso
oral, liberac&o imediata e acdo sistémica (STORPIRTIS et al., 2009).

De acordo com o SCB, os farmacos séo classificados em quatro classes,
dependendo das suas caracteristicas de solubilidade, e permeabilidade intestinal. A
classificacdo e as respectivas expectativas de correlacdo in vitro-in vivo sao

apresentadas na Tabela 4.

Tabela 4 - Correlacéo IVIV para farmacos de liberacédo imediata baseada no SCB.

Classe Solubilidade Permeabilidade Correlagédo IVIV

Existe uma correlacdo VIV, se a taxa de
dissolugdo for mais lenta que a taxa de

| Alta Alta . P L
esvaziamento gastrico. Caso contrario, a
correlacao é limitada ou inexistente.
. Se a taxa de dissolugao in vitro for similar
Il Baixa Alta L x 2
a in vivo, uma correlacdo é esperada.
1l Alta Baixa Correlagéo é limitada ou inexistente
v Baixa Baixa Correlagéo ¢ limitada ou inexistente

Fonte: Adaptado de Amidon et al., 1995

De acordo com a SCB, a solubilidade de um farmaco é determinada a
temperatura de 37°C e em um intervalo de pH de 1 a 8. Nessas condi¢des o IFA &
considerado altamente soltvel se sua maior dose dissolver em 250 mL ou menos de
um meio aquoso. Ja para o IFA ser considerado altamente permeavel, esse devera
apresentar mais de 90% de absorcdo de sua dose administrada (AULTON et al.,
2005).
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1.4.2 Permeabilidade intestinal

A absorcdo de um farmaco, ou de qualquer outra substancia, administrados
por via oral, através de membranas do trato gastrintestinal, € um processo complexo
e influenciado por diferentes fatores, dentre eles a capacidade de permear o epitélio
intestinal (YAMASHITA et al., 2000; STORPIRTIS et al., 2009).

A permeabilidade intestinal pode ser avaliada por meio de inameras
metodologias in vitro e in silico. Contudo, atualmente, os modelos experimentais
PAMPA (parallel artificial membrane permeabiliy assay), que avalia somente a
difusdo passiva, e o modelo que utiliza cultura de células Caco-2, que permite
avaliar mecanismos multiplos, sdo os mais utilizados pela industria farmacéutica
(SOUZA et al., 2007).

A linhagem de células Caco-2 (ATCC®HTB-37") sdo derivadas de
adenocarcinoma de célon humano. Essas células sdo ferramentas (teis quando
utilizadas na avaliacdo da permeabilidade intestinal in vitro de varios farmacos, uma
vez que tem a capacidade de diferenciacdo e apresentam caracteristicas funcionais
e morfolégicas semelhantes as dos enterdcitos permitindo assim, um modelo de
mecanismos multiplos. De maneira simplificada, a técnica é baseada no cultivo e
amadurecimento de uma monocamada celular sobre um suporte poroso, durante um
periodo de 15 a 21 dias, a 37°C e com um fornecimento controlado de nutrientes e
gases especificos sendo que apoOs essa passagem a integridade da monocamada
deve ser avaliada previamente ao inicio do experimento (AULTON et al., 2005.,
SMETANOVA et al., 2011).

O coeficiente de permeabilidade aparente (Papp) de um farmaco é obtido por
meio das concentragdes acumuladas em cada coleta no experimento versus o
tempo de amostragem levando em consideracdo também de outras consideragdes
como a éarea de permeacdo, a concentracdo inicial de farmaco no compartimento
apical, e variacdo de tempo durante a permeacao. Os resultados do Papp séao
expressos em centimetro por segundo (cm/s) (STORPIRTIS et al., 2009). De acordo
com a literatura, um farmaco é considerado pouco absorvido (0-20%) quando o

Papp é menor que 0,1x 10-° cm/s, moderadamente absorvido (20-70%) quando esta
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compreendido entre 1 e 1x 10°° cm/s e muito absorvido ( 70-100%) quando é maior
que 1x 10° cm/s (YEE,1997).

1.4.3 Estudos in vitro, in vivo e bioisencao

De acordo com a legislacao brasileira a correlagdo in vitro-in vivo (CIVIV)
pode ser definida como uma relacdo racional entre as propriedades biologicas, ou
parametros derivados desta, produzidas por uma forma farmacéutica e suas
propriedades ou caracteristicas fisico-quimicas (BRASIL, 2002). Para o FDA é um
modelo matematico preditivo que descreve a relacdo entre as propriedades in vitro e
a resposta in vivo de formas farmacéuticas de liberacdo imediata e/ou modificada
(FDA, 1997).

De acordo com as defini¢cdes relatadas, as CIVIV sédo determinadas de forma
preditiva, através de modelos matematicos que correlacionam 0s comportamentos
CIVIV de um farmaco. Geralmente a velocidade de dissolucdo e a absor¢cdo do
farmaco sdo as caracteristicas mais avaliadas em uma predicdo (AULTON et al.,
2005).

A necessidade da industria farmacéutica de obter uma ferramenta segura que
permita uma correlacdo CIVIV para uma possivel bioisencdo é cada dia maior.
Dessa forma, 0 conceito e a aplicacdo dessa correlagdo tem sido um dos principais
focos de atencdo nas universidades, industrias farmacéuticas e nos setores
regulatorios (JABER, 2006).

No entanto, critérios de aceitacdo para obtencdo de uma bioisencao
dependem da legislacdo do pais em que essa € solicitada. De acordo com o FDA, a
bioisencdo pode ser requerida para farmacos de classe |, desde que os excipientes
da formulacdo néo interfiram na absorcéo do farmaco (FDA, 2000).

A EMA também adota o SCB para delinear os processos de bioisengao,
porém os critérios adotados apresentam pequenas diferencas em relacdo ao FDA
(STORPIRTIS et al, 2009). No Brasil os requisitos para a bioisengcdo sao
preconizados pela RDC 37/2011 (BRASIL, 2011), que dispde sobre o Guia para
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isencédo e substituicdo de estudos de BDR e BE, e pela IN 02/2013 (BRASIL, 2013)
que prevé uma lista de farmacos candidatos a bioisencéo baseada no SCB.

O principal objetivo de uma CIVIV é fornecer subsidio para um pedido de
bioisencao, contudo essa correlacdo apresenta outras finalidades como: estabelecer
especificacdes para novos métodos de dissolucdo ou para adequacdo dos ja
existentes, fornecer dados para otimizagdo de uma formulacdo ou para mudanca de
um processo de fabricacédo (JABER, 2006., EMAMI, 2006).

Apesar das inumeras informagdes que uma CIVIV pode fornecer, devido a
existéncia de varios fatores que podem interferir no grau de uma CIVIV, nem sempre
essa pode ser obtida de forma adequada (FLORENCE & ATTWOOD, 2006). A
Tabela 5 ilustra os referidos fatores que podem influenciar na obtencdo de uma
CIVIV.

Tabela 5 - Fatores que podem influenciar na obtengcéo de uma CIVIV

Fatores Interferéncias
Propriedades do Solubilidade, pKa, tamanho de particula, caracteristica do estado
farmaco cristalino.
Método de Tipo e intensidade de agitacdo, dispersdo de particulas, composicéo e
dissolugéo volume do meio de dissolucao

Tipos de formas farmacéuticas (comprimidos, cdpsulas, suspenséo,
Forma comprimidos de liberagéo controlada), presenca de sustancias reativas
farmacéutica (agentes tamponantes ou complexantes) presenca de tensoativos,
substancias hidrofobicas e desintegrantes

Velocidade relativa de permeacgéo, acdo do pH, enzimas, bile, mucina
sobre a dissolugdo, absorcao e degradagéo do farmaco, condi¢cdes
experimentais do individuo (doenca, descanso, jejum, volume do fluido
dado)

Absorc¢éo in vivo

Fonte: Florence & Attwood, 2006.
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De acordo com a legislacao brasileira trés niveis de CIVIV podem ser obtidos
de acordo com a sua importancia (BRASIL, 2002):

e Correlacao de nivel A

“E o nivel de correlagdo mais alto que pode ser obtido. Representa uma
relacdo ponto a ponto entre a dissolucdo in vitro do farmaco, a partir da
forma farmacéutica, e a velocidade de entrada do mesmo no organismo in
vivo (algumas vezes referido como dissolugéo in vivo). Neste nivel de
correlacdo, as curvas de dissolugdo in vitro e in vivo sdo diretamente
sobreponiveis, ou podem ser sobrepostas utilizando-se uma constante. A
descricdo matematica de ambas é a mesma. Esta relacdo é mais facilmente
obtida para formas farmacéuticas de liberacdo modificada, que possuem
liberacdo in vitro essencialmente independente do meio de dissolugéo
comumente utilizado nos testes. Entretanto, isto ndo € requisito para uma
correlacdo de nivel A.”

e Correlacao de nivel B

“A correlagdo de nivel B utiliza os principios da analise de momento
estatistico. A média do tempo de dissolugdo in vitro é comparada ao tempo
de residéncia médio ou ao tempo de dissolu¢cdo médio in vivo. Da mesma
forma que o nivel A, o nivel B utiliza todos os dados in vitro e in vivo, mas
ndo é considerada uma correlagdo ponto a ponto, porque nao reflete
inteiramente a curva de nivel plasmatico, uma vez que uma série de
diferentes curvas in vivo podem produzir valores similares de tempo de
residéncia médio. Por esta raz&o, diferentemente da correlag@o de nivel A,
ndo se pode considerar somente a correlacdo de nivel B para avaliar
modificacdes da formulagdo, alteracdo do local de fabricacdo, alteracdo do
fornecedor, dos excipientes, entre outros. Além disso, os dados in vitro de
tal correlacdo ndo podem ser usados para obter os limites extremos do
padrao do controle de qualidade.”

e Correlacao de nivel C

“‘Esta categoria relaciona um ponto de dissolugéo (t50%, t90%) a um
parametro farmacocinético tal como ASC, Cmax ou Tmax. Representa uma
correlacdo de um Unico ponto. N&o reflete o formato completo da curva de
concentracdo plasmatica versus tempo, um fator critico para definir o
desempenho dos produtos de liberagdo modificada. Uma vez que este tipo
de correlacdo ndo permite prever o real desempenho do produto in vivo, ela
€ til somente como orientagdo no desenvolvimento de formulacdes ou
como um método de controle de qualidade da rotina de produgédo do
medicamento. Devido as suas limita¢des, tem utilidade restrita em prever o
desempenho do farmaco in vivo e esta sujeita as mesmas restricdes que a
correlacao de nivel B, em relacdo a sua capacidade de avaliar altera¢des do
produto e do local de fabricagdo, bem como de fornecer os extremos do
padrao do controle de qualidade.”
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1.4.4 Estudos in silico

Avaliar a biodisponibilidade in vivo de um determinado medicamento €
primordial para garantir a sua eficacia e seguranca. Todavia, tal avaliagdo requer
estudos clinicos que geralmente sdo demorados e apresentam um custo elevado,
além de exporem o0s voluntarios selecionados aos riscos associados ao
medicamento. Devido aos referidos obstaculos, o desenvolvimento de métodos in
vitro e in silico, que permitam prever a BD de um IFA ainda na fase de
desenvolvimento, € cada vez mais pleiteado pela industria farmacéutica (WEI &
LOBENBERG, 2006). De acordo com Terstappen e Reggiani (2001) esse tipo de
método pode ser utilizado na predicdo de parametros farmacocinéticos como Tmax,
Cmax € ASC para a simulacdo da BD de comprimidos de liberacdo imediata.

Uma avaliacdo in silico é realizada por meio de simulagdes computacionais
gue delineiam um processo natural ou realizado em laboratério. A correlacdo da
simulacéo in silico com os estudos in vitro e in vivo pode ser utilizada para prever
processos de absorcdo, distribuicdo, metabolismo e eliminagcdo de varios
medicamentos (STORPIRTIS et al., 2009). Para realizacdo de uma simulacao in
silico, alguns softwares, como SIMCYP™, PK-sim™, 6 CLOEPK™ e Gastroplus™
estdo disponiveis no mercado. Porém, para obter-se uma correlacdo, esses
softwares necessitam ser abastecidos com alguns dados do IFA, como taxa de
permeabilidade, pKa, logP, logD e solubilidade (WATERBEEND & TESTA, 2009).

Na literatura sdo encontrados alguns estudos utilizando o Gastroplus™ para
realizacdo de simulagbes in silico. Wei & Lobenberg (2006) utilizaram-no em seu
estudo para prever a absorcdo oral e a BE de duas formulacbes de gliburida
(glibenclamida). Ja Okumu e colaboradores (2009) utilizaram resultados in vitro
combinados com uma simulagdo in silico para justificar uma bioisencdo para o
medicamento etoricoxibe. Apesar de apresentar grande utilidade na previsdo da BD
de medicamentos na fase de desenvolvimento, atualmente a legislacdo brasileira
nao considera os resultados in silico para concesséao de isen¢do ou substituicdo dos
estudos de BDR e BE (BRASIL, 2011; BRASIL, 2013).
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1.4.4.1 GastroPlus™

O GastroPlus™ é um programa computacional que simula a absorcéo
gastrointestinal, ocular, nasal e pulmonar de medicamentos de uso humano e animal
por meio de uma tecnologia avancada. Esse programa trabalha com o conceito de
fracdo absorvida, segundo o FDA e as suas simulacfes gastrintestinais séo
baseadas na teoria do SCB e no modelo de transito e absor¢do compartimental
avancado (TACA) que descreve, a liberacdo, a degradacdo, o metabolismo, a
absorcao do farmaco através de sucessivos compartimentos.

A cinética associada a esse modelo € delineada por equacdes lineares e nao
lineares e consideram o farmaco nos estados ndo liberado, ndo dissolvido,
dissolvido, degradado, metabolizado e absorvido ao longo de 18 compartimentos,
sendo 9 enterdcitos e 9 gastrointestinais. A quantidade simulada de farmaco
absorvida €é determinada pelos valores integrados de absorcdo em cada
compartimento (SIMULATION PLUS, 2010).
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1.5 Técnicas para caracterizagdo do estado solido

Um IFA no estado solido pode apresentar-se nas formas de cristais, co-
cristais, solvatos, polimorfos ou na forma amorfa. Além disso, podem sofrer um
processo de interconversdo de uma forma cristalina em outra durante a
armazenagem e/ou producdo de um medicamento. As diferentes formas do estado
sélido de um farmaco influenciam nas suas propriedades fisicas, quimicas e
mecanicas, 0 que pode impactar diretamente na qualidade e biodisponibilidade de
um produto farmacéutico final (IACOCAA et al., 2009).

Dessa forma, a identificacao e caracterizacdo de um IFA sdo de fundamental
importancia para o desenvolvimento de uma formulacdo e para escolha da
tecnologia de fabricacéo a ser usada (ZHANG et al., 2004)

As principais técnicas para caracterizagdo de um IFA podem ser classificadas
em cinco grupos: técnicas para determinacdo da estrutura cristalina, para
caracterizacdo morfoldgica, para avaliacdo de desempenho, técnicas termoanaliticas
e espectrofotométricas (STORPIRTIS et al.,, 2009). A Tabela 6 apresenta as
principais vantagens e desvantagens referentes as técnicas utilizadas para

caracterizacdo de um IFA no estado sélido.

Tabela 6 - Principais vantagens e desvantagens referentes as técnicas utilizadas
para caracterizacdo de um IFA no estado sélido.

Técnicas

Vantagens

Desvantagens

Permite identificacdo de
diferencas significativas entre as
forma de cristais

Difracdo de raios X (p6)
(DRX)

Interferéncia dos excipientes

Permite um profundo
entendimento da estrutura do
cristal

Difracdo de raios X
(monocristal)

Dificuldade de preparar a
amostra (monocristal)

Informacdes sobre a fase de
transicdo e interacdo com o0s
excipientes. Necessita de uma
pequena quantidade de amostra

Calorimetria exploratéria
diferencial (DSC)

Nao identifica a natureza da
transicao

Permite quantificar solvatos e
hidratos

Andlise
termogravimétrica

Utilizado apenas para solvatos
e hidratos. Interferéncia da




(TGA)

agua contida nos excipientes

Necessita de pouca amostra
guando acoplado a um
microscopio

Espectroscopia de
infravermelho

Sofre interferéncia na
presenca de umidade e/ou
excipientes

Método para identificacéo.
Utiliza pequena quantidade de
amostra, sofre minima
interferéncia da agua

Espectroscopia Raman

Sofre interferéncia dos
excipientes

Fornece informag@es sobre a
Microscopia de luz morfologia e tamanho do cristal.
polarizada Informacdes qualitativas sobre a
cristalinidade

Interferéncia com excipientes
com 0s excipientes

Fonte: Adaptado Zhan et al., 2004

41



42

2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Avaliar o perfil de dissolu¢do ao longo da estabilidade, em comprimidos de
prednisona 20mg bioequivalentes, correlacionando com estudos de permeabilidade

in vitro e predicdo de biodisponibilidade in silico.

2.2 Objetivos especificos

e Caracterizar o IFA e as formulacdes quanto as suas propriedades fisicas e
fisico-quimicas.

e Determinar os fatores criticos que podem eventualmente levar a alteracdes no
perfil de dissolugéo das formulag¢des ao longo da estabilidade.

e Determinar a permeabilidade do IFA prednisona em monocamadas de células
Caco-2.

e Desenvolver estudos de predicéo de biodisponibilidade in silico.

e Elaborar um estudo de correlagao in vitro-in silico-in vivo (IVISIV).

e Avaliar a possibilidade dO uso do método in silico para previsdo de

biodisponibilidade durante a estabilidade.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1. Material

3.1.1 Comprimidos de prednisona e IFA

e Medicamento referéncia Meticorten® comprimidos de 20mg do laboratério
Schering-Plough lote R023, produzido em setembro/2010 e valido por 2 anos;

e comprimidos de prednisona 20mg do Laboratério Quimico Farmacéutico da
Aeronautica, lote P0020020910, produzido em setembro/2010 e vélido por 2
anos;

e comprimidos de prednisona 20mg lote MESTO1l, produzido em
setembro/2011;

e comprimidos de prednisona 20mg lote MESTO02, produzido em
setembro/2011;

e prednisona matéria-prima fabricante A (Amostra A) de origem chinesa;

e prednisona matéria-prima fabricante B (Amostra B) de origem indiana.

3.1.2 Equipamentos e acessorios

Os equipamentos e acessorios utilizados na producdo e caracterizacdo dos
comprimidos de prednisona (P0020020910, MESTO1 e MEST) e da substancia ativa

dos fabricantes A e B estdo apresentados na Tabela 7.
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Tabela 7 - Equipamentos e acessorios utilizados na producdo, formulacdo e
caracterizacao dos comprimidos de prednisona e da substancia ativa.

Equipamentos

Fabricante/Modelo

Balanca analitica

Mettler Toledo / AG 204

Balanca de infravermelho

Mettler Toledo / HB 43-S

Camara\Sala climatica

Mecalor

Compressora rotativa 25 pungdes

Lawes / 25 puncgbes

Compressora rotativa 10 pungdes

Fette / 10 puncdes

DSC

DSC modelo 822¢ Mettler Toledo

Analisador de umidade

Analyzer Halogen Moisture/ HB43-S

TG

TGA/SDTA modelo 851¢ Mettler Toledo

Desintegrador

Nova Etica / 301-AC

DRX Difratbmetro D8 / Bruker
Destilador Millipore / Q-POD
Dissolutor Distek Evolution / 6100
Dissolutor Hanson / SR8-Plus
Durémetro Pharma Teste / PTB311E
Espectrofotdmetro Perkin Elmer / LAMBDA 25
Espectrofotdmetro IR Prestige-21 / Shimadzu

Microscopio eletrénico de varredura

JEOL / 5610LV

Potencidémetro

pH Mettler Toledo

Friabilometro

Nova Etica / 300

Espectrémetro de infravermelho

Prestige FTIR 8000 Shimadzu

Software para simulagéo in silico

Gastroplus™ versao 8.0

Ultrassom

H Elma / Transonic 1040

Leito fluidizado

Glatt/ GPCG-3

Mixer

Diosna / P1/6

Voltimetro (Electrical Resistance System)

Millicell / ERS-2

Banho Maria

Fanem /1100

Incubadora

LABOVEN / L212

Fluxo laminar Vertical

Pachane / Pcr T2 ECO

Blistadeira

IMA / TR130
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3.2. Métodos

3.2.1 Caracterizacao fisica do insumo farmacéutico prednisona

Para realizacdo da caracterizacdo do insumo prednisona foram analisadas
amostras de dois fabricantes A e B; tais amostras foram colocadas em dois frascos
de vidro ambar hermeticamente fechados. Estes foram alocados em uma camara
climatica com temperatura e umidade relativa de 30°C+2°C e 75%UR+5%,
respectivamente, seguindo a condicdo de longa duracdo preconizada pela RE
n°01/2005 da ANVISA. As analises de DSC, dissolucéo intrinseca, dissolucédo por
disperséo, solubilidade e microscopia eletrénica de varredura foram realizadas
apenas no tempo inicial do estudo. Todavia, com 0 objetivo de investigar uma
possivel transicdo na forma cristalina das referidas amostras, as analises de TG,

DRX e infravermelho foram realizadas nos tempos zero e 360 dias de estudo.

3.2.1.1 Calorimetria Exploratoria Diferencial

As andlises foram realizadas no Laboratério de Estudos do Estado Solido
(LEES) do Complexo Tecnolégico de Medicamentos (CTM) da FIOCRUZ, por meio
de um calorimetro exploratério diferencial (DSC) modelo 822¢ da Mettler Toledo. As
amostras foram pesadas e posteriormente encapsuladas em cadinhos de aluminio
com tampa de aluminio furada. As curvas de DSC foram obtidas em uma faixa de
temperatura de 25°C a 300°C e utilizando nitrogénio a uma vazdo de 80 mL.mint
como gas de purga. Com o objetivo de se pesquisar a presenca de diferentes
polimorfos entre as amostras, o0 experimento foi realizado a uma taxa de

aquecimento de 2,5°C.mint, 5°C.mint e 10°C.minL.
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3.2.1.2 Andlise Termogravimétrica

As analises foram realizadas no Laboratério de Tecnologia Industrial
Farmacéutica (LabTIF) da Faculdade de Farméacia da UFRJ por meio de um
analisador termogravimétrico (TGA) modelo 851¢ da Mettler Toledo. Cerca de 3,5 mg
das amostras foram pesados e encapsulados em cadinhos de aluminio aberto. As
curvas de TGA foram obtidas a uma taxa de aquecimento de 10°C/min, uma faixa de
temperatura de 30°C a 450°C e utilizando nitrogénio a uma vazao de 80 mL.mint
como gas de purga.

3.2.1.3 Difragéo de raios X de Po

As andlises foram realizadas no Laboratério de Difracdo de Raios X do
Instituto de Fisica da Universidade Federal Fluminense. O difratbmetro de raios X
trabalhou com uma diferenca de potencial no tubo de 30 kV e corrente elétrica de 15
mA. A varredura foi realizada na faixa 26 de 2° a 40°, com velocidade de gonidmetro
de 0,05°/seg. A radiacéo utilizada foi de Cuka com comprimento de onda no valor de
A =1,5418 A. Os padrdes de difracéo obtidos para as amostras foram comparados a
um padrao de difracdo simulado obtido a partir software MERCURY (MACRAE et al.,
2008) que foi abastecido com dados cristalograficos Single Crystal X-Ray Powder
Diffraction (SD-XRD) da prednisona depositados no Cambridge Structure Database
(CSD) (ALLEN, 2002).
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3.2.1.4 Espectroscopia de infravermelho

As analises foram realizadas no Laboratorio de Tecnologia Industrial
Farmacéutica (LabTIF) da Faculdade de Farmacia da UFRJ e conduzidas em
espectrometro Prestige FTIR 8000 Shimadzu aplicando a espectroscopia de
infravermelho com transformada de Fourier (FTIR) e as posi¢cfes das bandas nos
espectros foram apresentadas em numero de ondas (v) cuja unidade é o centimetro
inverso (cm™?) e as intensidades das bandas foram expressas como transmitancia
(T). Foram pesados aproximadamente 3 mg de cada amostra, que foi misturada com
brometo de potassio previamente seco a 105°C por 3 horas, em uma propor¢cao de
10%. Posteriormente, essa mistura foi transferida para uma prensa manual para
producdo de uma pastilha, a qual foi colocada no porta-amostra do espectrémetro.
O mesmo procedimento foi realizado para as substancias quimicas de referéncia
(SQR) USP e Farmacopeia Brasileira. Os espectros foram registrados de 4000 a 400

cm,

3.2.1.5 Dissolucéo intrinseca

As analises foram realizadas no Laboratério de Tecnologia Farmacéutica
(LTF) do Complexo Tecnologico de Medicamentos (CTM) da FIOCRUZ. Para
determinacao do perfil de dissolucdo intrinseca foram preparadas, pastilhas das
amostras de prednisona (A e B). Para formacéo das pastilhas, as amostras foram
submetidas a diferentes niveis de forcas de compressdo. Posteriormente era
verificada a sua integridade fisica — livre de erosdo - e realizada a analise por
difracdo de raios X para avaliar uma possivel transi¢cdo polimorfica.

A presséo selecionada para o experimento foi de 1200 psi uma vez que nessa
condicdo as pastilhas n&o apresentaram erosdo e o farmaco n&o apresentou
transicdo de fase. Dessa forma, foram obtidas trés pastilhas de cada amostra
contendo aproximadamente 120mg.

As anélises foram realizadas no dissolutor Distek Evolution 6100 e com o
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auxilio do aparato 2 para dissolucédo intrinseca denominado de disco fixo, que é
constituido de um disco de aco com um orificio central de 8 mm de diametro (Figura
3). Para o desenvolvimento do experimento foram pesados aproximadamente
120mg de amostra. Posteriormente a referida massa foi colocada no orificio central
do aparado, disco fixo, e com o auxilio de um puncdo e uma mini-prensa um
complexo pastilha-disco foi formado, possibilitando a exposicédo do compactado em

uma area de 0,5 cm?Z.

Disco em aco Maitriz

a .Base
Anel de Plastico #\

Figura 3 - Aparato para dissolucao intrinseca.

Apés a verificacdo da integridade da area superficial das pastilhas, essas
foram depositadas, com auxilio de uma pinca, em uma cuba de fundo plano,
contendo 900 mL de agua com lauril sulfato de sddio 1,2%. Durante o experimento
foram coletadas aliquotas de 10 mL, sem reposi¢cdo de meio, nos tempos de 5, 10,
15, 20, 30, 45 e 60 minutos. Os parametros referentes a temperatura e velocidade
de rotacdo em que a analise foi conduzida foram 37 + 0,5 °C e 150 rpm,
respectivamente. A concentracdo ideal do surfactante e os referidos parametros
foram determinados no desenvolvimento prévio da metodologia.

As analises foram realizadas em triplicata e a quantidade de ativo liberado foi

obtida pela leitura das absorvancias das aliquotas em um espectrofotdmetro de UV
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no comprimento de onda de 242 nm. Os calculos foram realizados com o auxilio da
equacao da reta obtida pela curva analitica que obteve um coeficiente de correlacédo
(R?) igual a 0,9992. Os resultados foram expressos em taxa de dissolucéo intrinseca
(TDI) e utilizados para a construcdo de um grafico da quantidade dissolvida por area
(mg.cm™?) versus o tempo (minutos). O tratamento estatistico foi realizado pela

analise de variancia (ANOVA) de fator Unico ao nivel de significancia de 5%.

3.2.1.6 Dissolucgéao por dispersao

Para determinar a taxa de dissolucdo do po, 20 mg de cada amostra (A e B)
foram adicionados a cuba de dissolucdo contendo 900 mL de agua purificada. A
andlise foi realizada em triplicata e com 0s mesmos parametros utilizados para
realizacdo do teste de dissolucdo, descrito na Farmacopeia Brasileira (FB, 2010),
com excecédo dos tempos de coleta que foram de 5, 10, 15, 20, 25 e 30, minutos. Os
perfis de dissolucdo foram comparados por meio dos fatores de semelhanca (F2) e
diferenca (F1).

3.2.1.7 Microscopia eletrdnica de varredura

As fotomicrografias foram realizadas no setor de caracterizacdo tecnolbgica
da coordenacdo de analise mineral do centro de tecnologia mineral (SCT/COAM -
CETEM/UFRJ da Universidade Federal do Rio de Janeiro (UFRJ) por meio de um
microscopio eletronico de varredura Quanta 400 (FEI). As amostras A e B do IFA
foram aderidas a um pedaco de fita adesiva dupla face de carbono apoiada sobre
um suporte. As referidas amostras foram metalizadas com ouro e as analises
realizadas com um aumento de 500 e 4000 vezes a temperatura ambiente e sob

Vacuo.
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3.2.1.8 Solubilidade

Para determinar a solubilidade das amostras (A e B) do IFA prednisona, um
excesso de p6 das amostras A e B foi adicionado em cubas de dissolugdo contendo
500 mL de trés diferentes meios: tamp&o de acido cloridrico pH 1,2; tampéao fosfato
pH 6,8 e agua destilada pH 5,5. As cubas com as solucdes foram colocadas no
ultrassom por 15 minutos (37°C) e posteriormente levadas ao aparelho dissolutor,
sob uma rotacdo de 100 rpm e temperatura de 37°C + 0,5°C, durante 24 horas. Ap6s
esse periodo foi retirada uma aliquota de 20 mL de cada cuba e essa foi transferida
para tubos de ensaios. Em seguida as solu¢des foram filtradas através de uma
membrana de porosidade 0,45 pm, diluida e posteriormente analisada por
espectrofotometria UV-Vis no comprimento de onda a 242 nm (WElI &
LOBERNBERG, 2006; OKUMU et al., 2009).

O valor da solubilidade foi obtido a partir da absorvancia observada para cada
amostra. Essa foi calculada por meio de uma equacdo da reta previamente
preparada para cada meio. Os valores de R2 para os meios agua destilada, acido
cloridrico pH 1,2 e tampao fosfato pH 6,8 foram respectivamente 0,9992, 0,9996 e
0,9997. Cada experimento foi realizado em triplicata e o pH de cada amostra foi

monitorado durante o experimento.

3.2.2 Avaliacdo do teor do insumo farmacéutico ativo de acordo com 0s critérios

farmacopeicos

A referida avaliacdo foi realizada para as amostra A e B do IFA prednisona,
ao longo do estudo (t=0, t=90, t=180, t=270 e t=360). O doseamento das amostras A
e B de prednisona foi realizado por espectrofotometria de absor¢ao no ultravioleta de
acordo com o meétodo (A) da monografia especifica para o IFA, descrita na
Farmacopeia brasileira 52 edi¢ao (FB, 2010).
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3.2.3 Avaliacdo dos comprimidos de prednisona ao longo da estabilidade

Para avaliacdo dos comprimidos de prednisona 20mg, foram incluidos no
estudo amostras de um lote do medicamento referéncia e de trés lotes dos
medicamentos testes, respectivamente denominados R023, P0020020910, MESTO1
e MESTO2.

Amostras de todos os lotes referenciados acima foram armazenadas em uma
sala climética (Figura 4) com temperatura de 30°C+2°C e umidade relativa (UR) de
75%+5%. As analises para determinacao de teor, dureza, tempo de desintegracao,
umidade e do perfil de dissolucdo foram realizadas nos tempos 0, 90, 180, 270 e 360

dias de estudo.

J

Figura 4 - Sala climatica para estudo de estabilidade de longa duracao.
Localizada no Laboratério Quimico farmacéutico da aeronautica.

A obtencéo ou producéo dos lotes foi realizada da seguinte forma:
e Lote R023 Meticorten® adquirido no comércio local.

e Lote P0020020910 produzido por processo de granulacdo via umida
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pelo Laboratério Quimico-Farmacéutico da Aeronautica (LAQFA).

Lote MESTO1 produzido no Laboratério de Tecnologia Farmacéutica
(LTF) do Complexo Tecnoldgico de medicamentos da FIOCRUZ, com o
ativo do fabricante A e com a mesma formulacdo e processo de
fabricagdo do Ilote P002020910, submetido aos estudos de
equivaléncia farmacéutica e biodisponibilidade relativa pelo LAQFA.
Lote MESTO02 produzido no LTF com o ativo do fabricante B e com a
mesma formulacdo e o mesmo processo de fabricacdo do lote
P002020910.

Os excipientes utilizados na producdo dos lotes testes e do medicamento

referéncia estao discriminados de forma qualitativa na Tabela 8.

Tabela 8 - Excipientes utilizados na producédo dos lotes Testes e do medicamento

referéncia.
Lotes
Excipientes RO23  P0020020910  MESTO1  MESTO2

Amido de milho X X X X
Croscarmelose Sédica X

Estearato de Magnésio X X X X
Glicolato de Amido Sédico X X X
Lactose monoidratada X

Lauril Sulfato de Sédio X X X
Manitol X X X
Povidona X x « “

[poli (vinil pirrolidona)]

Silicato de Magnésio X X X
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3.2.3.1 Determinacgédo de peso médio

Foram pesados, individualmente, 20 comprimidos de cada lote em estudo. De
acordo com a Farmacopeia Brasileira 52 edi¢do (FB, 2010) € permitida uma variacao
de £ 7,5% para os comprimidos com peso entre 80mg e 250mg e 5% para

comprimidos com peso acima de 250mg.

3.2.3.2 Determinacéo da dureza

O teste de resisténcia mecanica ao esmagamento ou a ruptura foi realizado
conforme preconizado no método geral 5.1.3.1 da Farmacopeia brasileira 52 edicdo
(FB, 2010). Os comprimidos de cada lote foram analisados de forma automatizada
por meio do equipamento Pharma Test e a forca foi medida em newtons (N) (FB,
2010).

3.2.3.3 Determinacéo de friabilidade

A determinacdo da resisténcia dos comprimidos a abrasdo foi realizada de
acordo com a metodologia geral 5.1.3.2 descrita na Farmacopeia Brasileira 52 edicéo
(FB, 2010). O ensaio foi realizado por meio de um friabildmetro utilizando 20

comprimidos de cada lote em estudo.

3.2.3.4 Determinacédo do tempo de desintegracéo

Foi realizada de acordo com a metodologia geral 5.1.4.1 descrita na

Farmacopeia Brasileira 52 edi¢éo (FB, 2010). A desintegracgéo foi realizada em agua
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purificada mantida a 37 £ 1 °C, utilizando-se os discos conforme preconizado para
comprimidos simples. Foram utilizados 6 comprimidos de cada lote em estudo.

3.2.3.5 Uniformidade de conteldo

Foi realizada de acordo com a metodologia geral descrita na Farmacopeia
Brasileira (FB, 2010). O método de quantificacéo foi realizado por espectrofotometria

de absorcao na regido do ultravioleta.

3.2.3.6 Doseamento

Foi realizado por espectrofotometria de absorcdo na regido do ultravioleta,
conforme descrito na Farmacopeia Brasileira 52 edicdo (método A), referente ao
doseamento para comprimidos de prednisona (FB, 2010).

3.2.3.7 Determinacado da umidade

Foi realizada utilizando um analisador de umidade Halogen Moisture Analyzer
com luz de halogénio, modelo HB43-S, até peso constante. Para a determinacéo da
umidade, os comprimidos de cada lote em estudo foram triturados em um gral de
porcelana e posteriormente colocados no equipamento para analise. A
determinacdo da umidade deu-se sob a temperatura de 100°C até que a amostra

apresentasse peso constante.
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3.2.3.8 Perfil de dissolugao

O perfil de dissolucdo do medicamento referéncia e dos demais lotes em
estudo foi determinado a partir da quantificacdo do ativo, prednisona, liberado nos
intervalos de 5, 10, 15, 20, 25 e 30 minutos. As condi¢cdes utilizadas para
determinacdo da dissolucdo (meio de dissolucdo, volume de meio nas cubas,
aparato de dissolucao, velocidade de agitacdo e comprimento de onda para leitura
das absorvancia das amostras) estdo de acordo com a metodologia especifica para
prednisona, descrita no item 5.1.5, referente a dissolucdo, da Farmacopeia Brasileira

52 edicdo (FB, 2010). Tais condi¢ces estdo descritas na Tabela 9.

Tabela 9 - Condi¢cGes utilizadas para determinacdo do perfil de dissolucdo dos
comprimidos de prednisona (FB, 2010)

Condigbes Especificagbes

Sistema de agita¢é@o Aparato 2 (pd)

Velocidade 50 rpm

Tempo 30 minutos

Temperatura 37°C = 0,5°C

Meio de dissolucéo Agua destilada

Volume do meio 900 mL

Intervalos de coleta 5, 10, 15, 20, 25 e 30 minutos
Tolerancia Q= 80%

Volume coletado 15mL

Método de detecgdo Espectrofotometria no ultravioleta (A=242 nm)

Para determinacédo do perfil de dissolugcéo foram utilizados seis comprimidos
de cada lote em estudo. A coleta das amostras foi realizada de forma automética e
sem reposicdo de meio pelo aparelho dissolutor modelo SR8 PLUS da marca
Hanson Research (Figura 5). A cada tempo de coleta foi retirada uma aliquota de 15
mL de cada cuba.

O célculo das concentragbes de prednisona (mg/mL) nos tempos pré-

definidos foi realizado por meio dos valores de  absorvancia obtidos por
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espectrofotometria no ultravioleta e posteriormente substituidos na equacgéo da reta
obtida através da curva analitica do padréo de prednisona.

Figura 5 - Aparelho dissolutor modelo SR8 PLUS da marca Hanson

Research. Localizado no Laboratério Quimico Farmacéutico da
Aeronautica.

O célculo do percentual dissolvido de ativo em cada tempo de amostragem foi
realizado através da seguinte equacao 1:

- =1 ~
(%) dissolvido= (’a(f) Vo + Zr:OC'ﬂ(?) 7 .100 (Equacao 1)
D

Onde,

Ca()) = Concentragéo (mg/mL) de prednisona nas cubas no tempo t;
V¢ =Volume de meio de dissolugdo nas cubas;

Ca=Volume de aliquota retirada das cubas;

D = Quantidade declarada de prednisona nos comprimidos.
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Para comparagdo dos perfis de dissolugdo das amostras em estudo foi
empregado o método Modelo Independente Simples onde foi calculado um fator de
diferenca (F1) e um fator de semelhanca (F2). De acordo com a legislacao
brasileira, os perfis de dissolu¢cdo comparativos sdo avaliados apenas pelo célculo
do fator (R2) (BRASIL, 2010). Todavia, para fins deste estudo, os fatores F1 e F2
foram calculados para expressar matematicamente as diferencas e semelhancas
entre os perfis de dissolucéo obtidos. O calculo utilizado para determinar os referidos

fatores esta descrito nas equacdes 2 e 3:

R -TH /3 Rf [*100 (Equacdo 2

D

T
I

Onde:

R = percentagem de farmaco dissolvido do produto de referéncia em um
tempo t.

T= porcentagem de farmaco dissolvido do produto teste em um tempo t.

F, =50 %< |09{|:1+[i)XiZLZ(Rf _Tt) :| xlOO} (Equacao 3)

Onde:

R = percentagem de farmaco dissolvido do produto de referencia em um
tempo t.

T= porcentagem de farmaco dissolvido do produto teste em um tempo t.

n= nUmero de coletas.
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3.3 Estudos de permeacdo em células Caco-2

Os ensaios de citotoxidade e permeabilidade da prednisona em
monocamadas de células Caco-2 foram conduzidas no Laboratério de Tecnologia
Industrial Farmacéutica, localizado na Faculdade de Farméacia da Universidade
Federal do Rio de Janeiro (UFRJ). As analises foram realizadas para a amostra A do

IFA prednisona.

3.3.1 Estudo de citotoxidade

Em uma placa de 96 pocos foram semeadas 32.000 células/po¢o, em um
volume total de 200 microlitros/poco, utilizando Dulbecco’s modified Eagle’s Medium
10% (DMEM, pH 7,4) como meio de cultura. Em seguida, os substratos celulares
foram levados a incubadora a temperatura de 37°C e 5% de CO:2 durante 24 horas
para o crescimento celular. Durante a execucdo dos experimentos as células
apresentavam-se na passagem 57 (KONSOULA & BARILE, 2005).

Transcorridas as 24 horas, apos ter aspirado o meio de cultura dos pocos, as
células foram colocadas em contato com uma solu¢gdo da amostra A do IFA
prednisona em HBSS/etanol 5% pH = 6,8 a 31,5 pg/mL(Hank's Balanced Salt
Solution). Como controle foram utilizadas solugcbes de HBSS pH = 6,8 e
HBSS/etanol 5%.

A amostra foi mantida em contato com as células por 3 horas e em seguida
aspiradas. Assim, as células foram tratadas com o reagente brometo de 3-(4,5-
dimetiltiazol-2il)-2,5-difeniltetrazdlio (MTT) a uma concentragcdo de 2,5 mg/mL,
adicionando-se 100 pL de HBSS pH = 6,8 e 25 pL de solugédo de MTT por pogo. A
placa contendo as células com MTT foi incubada por mais 3 horas a 37°C e 5% de
COo.. Transcorrido o tempo de incubacéo, a solucdo de MTT foi aspirada e as células
foram lavadas com solucdo tampéo fosfato (pH = 7,4), o qual foi aspirado e entdo

foram adicionados 100 pL/poco de dimetilsulfoxido (DMSO), com a finalidade de
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romper a membrana celular, permitindo a liberacdo dos cristais de formazan
formados, gerando uma coloragéo violeta mais ou menos intensa de acordo com o
grau de viabilidade celular. As leituras de absorbéancia dos pocos foram realizadas
em Microplate Absorbance Reader IMARK™, a 570 nm com referéncia a 690 nm,
apos agitacao vigorosa durante 60 segundos (SANDRI et al., 2007; SANDRI et al.,
2010).

3.3.2 Ensaios de permeabilidade em monocamada de células Caco-2

Para realizacdo dos estudos de permeacdo a analise foi conduzida da

seguinte forma.

. Preparo do meio

O meio Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM, pH 7,40) suplementado
com 10% (v/v) de soro fetal bovino, 1% de benzilpenicilina (160 UlI/mL) - sulfato de
estreptomicina (100 pg/mL) e 1% de aminoacidos ndo-essenciais, foi utilizado como
meio de cultura. As culturas celulares foram mantidas a 37°C, atmosfera de 95% de
ar, 5% de CO2 e 95% de umidade relativa (ANNAERT et al., 1998; DA SILVA et al.,
2012).

o Cultivo das células para o ensaio de permeabilidade

As amostras foram submetidas aos testes de permeabilidade através de
monocamada de células Caco-2 durante passagem 57. As células foram semeadas
sobre filtros de policarbonato (area de 0,33 cm?, diametro interno de 6,5 mm e poros
de 0,4 um) em placas de 24 pocos, a uma densidade de 2,5 x 10° células/cm?.

Os filtros contendo as células foram mantidos, com trocas de meio de cultura,
durante 21 dias apés a semeadura, e usados para as medidas de resisténcia elétrica
transepitelial e experimentos de transporte (SANDRI et al., 2007; SANDRI et al.,
2010; DA SILVA et al., 2012).
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o Preparo do meio de transporte

O meio utilizado para a diluicdo do IFA foi HBSS/etanol 5% pH = 6,8. Essa
solucdo foi utilizada no compartimento apical (doador). No compartimento
basolateral (receptor), foi utilizado HBSS pH 7.4 mimetizando assim o microambiente
abaixo do epitélio intestinal.

o CondicOes para analise

Foi preparada uma solucdo contendo a amostra A de prednisona a 31,5
pg/mL em HBSS/etanol 5% pH = 6,8. Duzentos microlitros dessa solucdo foram
acondicionados no compartimento apical da monocamada de células.

Em tempos fixos de 30; 60; 120 e 180 minutos, cada filtro e seu
compartimento apical foram reposicionados sobre um novo poco contendo
seiscentos microlitros de meio basolateral fresco. Todas as solucdes receptoras
foram coletadas e analisadas de forma direta (sem diluigdo) por meio de um
espectrofotometro de UV no comprimento de onda de 239 nm.

O coeficiente de permeabilidade aparente (Papp) foi calculado utilizando a

seguinte equacao:

Papp = dQ/dt/(A = 60 « Co) (Equacéo 4)

Onde dQ/dt é a taxa de permeabilidade (quantidade de prednisona permeada
por minuto), A € a area de difusdo da monocamada de células, Co é a concentracéo
inicial de prednisona no compartimento apical (YOUDIM, AVDEEF & ABBOTT, 2003;
SANDRI et al.,, 2007; SANDRI et al., 2010). A divisdo por 60 siginifica a
transformacao da unidade de tempo de minutos para segundos nos experimentos de
permeacéao.

Durante o experimento a integridade da monocamada foi avaliada através da
resisténcia elétrica transepitelial — Transephitelial Electric Resistance (TEER), em

intervalos fixos (juntamente com os tempos de coleta), utilizando Millicell ERS-meter
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(SANDRI et al., 2007; SANDRI et al., 2010). As celulas foram consideradas integras,
qguando apresentaram voltagem acima de 350 Q .cm? (ANNAERT et al.,1998).

3.4 Estudo de bioequivaléncia

O estudo de bioequivalencia entre a formulacdo de comprimidos de
prednisona de 20mg produzidos pelo LAQFA e a formulagao referéncia produzida
pelo Laboratdrio Farmacéutico Mantercorp foi de responsabilidade do Nucleo de
Bioequivaléncia e Ensaios Clinicos (NuBEC) da Universidade Federal de Séo Paulo.

O referido estudo foi aberto, aleatorizado, cruzado, com dois tratamentos,
duas sequéncias e dois periodos, nos quais os voluntarios receberam, em cada
periodo, a formulacdo teste ou referéncia. Os testes foram realizados com 26
voluntarios sadios, homens e mulheres com idade entre 18 e 50 anos e indice de
massa corpérea = 19 e < 28,5 Kg.m2. A dose administrada aos voluntarios em cada
periodo foi de um comprimido contendo 20 mg de prednisona em jejum, por via oral,
de forma Unica e com 200 mL de 4gua mineral sem gas. O periodo de confinamento
foi de 24 horas (NuBEC, 2011).
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3.5 Simulagéo in silico

Os estudos in silico para prednisona foram conduzidos no Laboratério de
Modelagem Molecular, localizado na Faculdade de Farmacia da Universidade
Federal do Rio de Janeiro (UFRJ).

3.5.1 Simulacdo da Biodisponibilidade

Com o objetivo de prever a biodisponibilidade da amostra A do IFA
prednisona, utilizada na fabricacdo do biolote, simulacdes foram realizadas por meio
do software Gastroplus™ (versdo 8.0, Simulation Plus Inc., Lancaster, California,
USA).

O referido software possui trés principais modulos de entrada de dados:
composto, fisiologia e farmacocinética. No mdédulo composto (Figura 6) sé&o
introduzidos dados referentes as propriedades fisico-quimicas e da permeabilidade
intestinal do IFA.

O modulo fisiologia (Figura 7) foi utilizado para estimar as mudancas de
permeabilidade ao longo do trato gastrointestinal. Os parametros utilizados nesse
mobdulo foram fixados em valores padrdes que representam a fisiologia de um
individuo em jejum (WEI & LOBENBERG, 2006).
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O dltimo médulo, farmacocinética (Figura 8), foi abastecido com os dados
obtidos nos testes realizados no estudo de biodisponibilidade relativa do biolote
P0020020910 de comprimidos simples de prednisona contendo 20mg (NuBEC,
2011).
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Figura 8 - Tela do médulo “pharmacokinetics” do programa GastroPlus™.

Com todos os dados inseridos em seus respectivos modulos, o software
promoveu a simulacdo dos parametros farmacocinéticos, ASC 0-t(ng.n/mL), ASC o-
inf(ng.h/mL) Cmax (ng /mL) (h) e Tmax (h) € a predigéo da biodisponibilidade da amostra A
do IFA prednisona (Figura 9 e Figura 10).
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3.5.2 Correlacao in vitro-in vivo

A correlacéo foi realizada nos tempos t=0, t=90, t=180, t=270 e t=360 dias de
estudo. Os lotes MESTO01, MEST02, P0020020910 e R023 foram avaliados por meio
do médulo IVIVCPIlus do programa GastroPlus™. O referido médulo possui quatro
campos principais de insercdo de dados: o primeiro campo (In vitro Data) esta
relacionado com os dados do perfil de dissolucéo in vitro dos comprimidos do biolote
(Figura 11).
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Figura 11 — Tela do médulo IVIVCPlus™ com a opgéo “In Vitro Data”
habilitada.

O segundo campo (In vivo Data) esta relacionado aos dados obtidos no
estudo de biodisponibilidade do biolote. Nesse campo sdo alocados os dados
referentes aos valores da curva de concentragdo plasmatica versus tempo (Figura
12).
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Figura 12 — Tela do médulo IVIVCPIlus™ com a opgéo “In Vivo Data” habilitada.

O terceiro campo corresponde a IVIVC em que o método mais adequado para
convolucdo é selecionado; no presente trabalho o método de escolha foi aquele
baseado na equacdo segundo Wagner—Nelson, ou seja, um modelo
monocompartimental (Figura 13). O modelo estabelecido por Wagner-Nelson foi
escolhido de forma automatica pelo programa GastroPlus™ |, uma vez que dados
guanto a administragdo intravenosa ndo sao requisitos necessarios para a estimativa
da absorcdo (EMAMI, 2006; WAGNER, 1974).



Figura 13 — Tela do médulo IVIVCPIlus™ com a opgéo “/VIVC” habilitada.
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O ultimo campo (Figura 14) a ser habilitado é o da convolu¢éo, no qual campo

todos os parametros farmacocinéticos sao apresentados com seus erros de predicdo

e 0s respectivos coeficientes de regressao (GRBIC et al., 2011; SIMULATION PLUS,

2010).
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Para o estabelecimento da simulagédo foram utilizados os dados do perfil de

dissolugéo in vitro obtidos no estudo de equivaléncia farmacéutica entre os lotes
R023 e P0020020910 (EQFAR, 2011), os dados de perfil de dissolucdo obtidos para

cada lote em todos os tempos do estudo de estabilidade e os dados do perfil da

curva de concentracdo plasmatica versus tempo do lote R023 e P0020020910.
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3.5.3 Analises estatisticas

A porcentagem de erro de predicdo (%EP) foi estimada usando a equacéo 5.
Os valores dos coeficientes de regresséo linear foram automaticamente gerados
pelo GastroPlus™.

%EP = EXP — PRED x 100 (Equacéo 5)
EXP

Onde:
%EP é a porcentagem do erro de predicao,
EXP é sdo os parametros farmacocinéticos experimentais e,

PRED sé&o os parametros farmacocinéticos simulados.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados serdo apresentados na ordem de desenvolvimento do trabalho,
partindo da caracterizagédo do insumo ativo, passando pelo estudo de dissolucao das
formulacbes referentes ao estudo, os estudos de permeabilidade e, por fim, aos
métodos de predicao in silico de biodisponibilidade. Sera apresentada uma eventual

correlacdo entre todos os parametros estudados.

4.1. Caracterizacéo fisica do insumo farmacéutico prednisona

Os resultados apresentados para os testes de dissolucdo intrinseca,
dissolucéo por dispersao, solubilidade, microscopia eletrdnica e DSC foram obtidos
no tempo zero, enquanto os resultados para os testes de TG, DRX e infravermelho
foram realizados nos tempos zero e 360 dias do estudo de estabilidade.

4.1.1 Anélise Termogravimétrica (TGA)

Os perfis das curvas de TG (Figura 15) obtidas para as amostras A e B do IFA
prednisona demonstraram que, nos tempos zero e 360 dias de estudo ambas
apresentaram-se termicamente estaveis até aproximadamente 261°C. A partir dessa
temperatura foi observada uma perda gradativa de massa devido a decomposicéo
térmica do IFA. Esse resultado elimina a possibilidade das referidas amostras
tratarem-se da forma monoidratada ou solvatada com cloroférmio, conforme relatado
na literatura, uma vez que as amostras estudadas apresentaram nenhuma perda de
massa até o inicio da sua decomposicao térmica (MESLEY, 1965; KUHNERT et al.,
1971).
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Figura 15 — Curvas de TG obtidas para as amostras A e B do IFA prednisona nos
tempos zero e 360 dias de estudo.

4.1.2 Calorimetria Exploratéria Diferencial (DSC)

A DSC é uma técnica que permite medir a quantidade de energia absorvida
(evento endotérmico) ou liberada (evento exotérmico) de uma substancia quando
essa é submetida a uma programacdo controlada de temperatura. Essa técnica
pode fornecer dados sobre a temperatura de fusdo e a cinética de transformacdes
do estado solido (LU & ROHANI, 2009).

As curvas de DSC para as amostras A e B foram obtidas a presséo
atmosférica, com fluxo de gas nitrogénio de 80mL.min1, faixa de aquecimento de
25°C a 300°C e razdo de aquecimento de 2,5°C.mint, 5°C.mint e 10°C.min*
(MEDEIROS et al., 2001).

Os perfis calorimétricos das amostras apresentados nas Figuras 16, 17 e 18

apontaram uma possibilidade de existéncia de duas formas cristalinas distintas, uma
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vez que os picos de fusdo das amostras apresentaram temperaturas diferentes entre
si (Tabela 10).

Tabela 10 - Dados obtidos a partir das curvas de DSC a 2,5 °C.min, 5 °C.mint e 10
°C.min-1 Tonset (inicio da fusdo), Tpeak (final da fusdo) e AT (Tpeak — Tonset) das
amostras A e B de prednisona.

Razéo de Aquecimento

2,5°C/min 5°C/min 10°C/min
Tonset Tpico AT Tonset Tpico AT Tonset Tpico AT
Amostra
(°c) (°c) (°c) (°c) (°c) (°c) (°c) (c) (%)
A 233,8 237,8 4,0 236,5 241,2 4,7 243,1 2453 2.2
B 223,9 229,5 5,6 228,7 234,3 5.6 233, 7 2378 4,1

Os resultados utilizando apenas a andlise por DSC como critério indicaram, a
priori, polimorfismo nas amostras. Estes dados, todavia, estdo em contradicdo com
0s resultados obtidos por difracédo de raios X.

As diferencas nos perfis calorimétricos, por sua vez, podem estar
relacionadas a pureza das amostras A e B, que apresentaram teores de 99,7% e
98,5%, respectivamente. A presenca de pequenas quantidades de impurezas em
uma substancia pode diminuir o seu ponto de fusdo e aumentar a sua faixa de fuséo
(DONNELLY et al., 1990). Dados na literatura demonstram que alguns autores
também utilizam a DSC para determinar o grau de pureza de uma dada substancia
(FERGUSON et al.,, 2000; SCHNITZLER et al., 2001). Todavia, essa técnica ndo
deve ser utilizada para esse fim quando a substancia em analise decompde-se
durante a sua fusdo (DOOREN & MIILLER, 1984), como € o caso da prednisona
(FB, 2010). Por isso, esta abordagem calorimétrica foi preterida no presente
trabalho.

Assim, como a andlise de difratometria € preponderante neste caso, sendo a
mesma realizada a temperatura ambiente, a presengca de polimorfismo foi

descartada.
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Figura 16 — Curva de DSC das amostras A e B de prednisona sob uma taxa de
aquecimento de 2,5°C/min.
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Figura 17 — Curva de DSC das amostras A e B de prednisona sob uma taxa de
aquecimento de 5°C/min.
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Amostra A

Amostra B

STAR® SW 9.30

Figura 18 — Curva de DSC das amostras A e B de prednisona sob uma taxa de
aguecimento de 10°C/min.

4.1.3 DRX

Apesar da davida levantada pelo resultado de DSC em relacdo a presenca de
polimorfismo nas amostras, a caracterizacdo por difracdo de raios X (Figura 19)
comprovou a presenca da mesma fase cristalina nas amostras A e B do IFA
prednisona. Os picos no padrao de difracdo sdo os mesmos em ambas as amostras,
no tempo inicial e final do estudo de estabilidade, ndo havendo diferengas nas
posicoes 26. O estudo comprovou também que, quando comparadas a um padrao
de DRX simulado a partir de dados cristalograficos de SD-XRD depositados no CSD
(ALLEN, 2002) e obtido por meio do software MERCURY (MACRAE et al., 2008), as
amostras apresentaram a mesma fase cristalina desse padréo. Dessa forma, é
possivel concluir que durante o periodo de estudo, e nas condi¢cdes de temperatura
e umidade relativa, adotadas para o armazenamento, ndo houve transicdo de fase

cristalina nas amostras estudadas.
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Figura 19 — Padrdes de difracdo das amostras A e B de prednisona nos tempos
zero e 360 dias de estudo de estabilidade e do padrao simulado.

4.1.4 Espectroscopia no infravermelho

A espectroscopia na regido do infravermelho é uma técnica muito utilizada na
identificacdo quimica e cristalografica de substancias orgénicas (BUGAY, 2001).
Essa técnica é baseada na exposicdo da substancia a uma radiacao
eletromagnética de comprimento de onda na regido do infravermelho. Assim, a
absorcao da referida radiacdo resulta de modificagdes na energia vibracional da
molécula em um determinado momento dipolar (CHALMERS & DENT, 2006)

A partir dos resultados obtidos no espectro de absorcéo no infravermelho, foi
possivel observar que no tempo zero de estudo, as amostras A e B do IFA
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prednisona apresentaram maximos de absor¢do somente nos mesmos
comprimentos de onda e com as mesmas intensidades relativas observadas no
espectro das amostras dos padrées USP e Farmacopeia Brasileira (Figura 20). Foi
possivel observar também que ao término do estudo (t=360) o espetro das amostras
A e B, gquando comparados aos respectivos resultados no tempo zero, né&o
apresentaram um deslocamento significativo nas posi¢des dos picos e das bandas
referentes aos principais grupos funcionais, fato que sugere que nao houve transicao

de fase cristalina nas amostras estudadas (Tabela 11).

Tabela 11 — Principais grupos e frequéncias selecionadas de FTIR das amostras A e
B de prednisona e dos padrdes USP (Pd USP) e Farmacopeia Brasileira (Pd FB) nos
tempos t=0 e t=360.

Amostras
A B A B
PAdUSP  PdFB
t=0 t=0 =360  t=360
Grupo Frequéncia FTIR (cm™)
- OH 3358 3364 3356 3362 3369 3367
=C anel 3302 3312 3304 3309 3307 3316
2956, 2064, 2954, 2963, 2958, 2963,
CH, CH2-CH3 2870 2873 2871 2870 2978 2868
. 1711, 1720, 1709, 1715, 1702, 1724,
- 1667 1658 1668 1658 1670 1655
c=C 1620 1625 1623 1622 1615 1629
CH3 1393 1387 1395 1385 1397 1386
-OH 1103 1107 1101 1105 1112 1105

-OH 1045 1051 1043 1047 1054 1049
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Figura 20 — Espectroscopia no infravermelho com transformada de Fourier
(FTIR) das amostras A e B de prednisona nos tempos zero e 360 dias de
estudo de estabilidade e dos padrdes de referencia USP (Pd USP) e
Farmacopeia Brasileira (Pd FB).
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4.1.5 Dissolucéo Intrinseca

A taxa de dissolucédo intrinseca (TDI) € uma importante ferramenta para
avaliar a diferenga de solubilidade entre polimorfos e solvatos, principalmente
guando se tem disponivel uma pequena quantidade de amostra (QIU et al., 2009).
Essa forma de dissolucédo avalia a solubilidade do IFA de forma isolada, ou seja,
sem a presenca de excipientes (GIBSON, 2009; ISSA & FERRAZ, 2011). A TDI de
um farmaco é expressa em mg.mint.cm? e o seu valor é obtido pela divisdo do
coeficiente angular, obtido da equacdo da reta de dissolucdo, pela area superficial
da pastilha formada pelo farmaco.

Os resultados obtidos para as amostras A e B estdo apresentadas na Figura
21 e na Tabela 12.

9,00
8,00
7,00 -
6,00 -+
5,00
4,00 A
3,00 +

Quantidade Disolvida (ng.cm?)

2,00 +
1,00 -

0,00 T T T T T 1
0 10 20 30 40 50 60

Tempo (min)

® Amostra A + Amostra B

Figura 21 — Dissolucgéo intrinseca das amostras A e B de prednisona em 900 mL de
agua contendo 1,2% de laurilsulfato de s6dio usando aparato 2 a 150 rpm.
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Tabela 12 - Resultados da taxa de dissolugédo intrinseca (TDI) em mg.min-t.cm? das
amostras A e B de prednisona.

A B
Amostras ) .
(60 min) (60 min)
TDI Média 6,71 6,73
Coeficiente de determinacgéo 0,9997 0,9963

(?)

Conforme os resultados obtidos e apresentados na Tabela 12 e Figura 21, os
perfis de dissolucéo intrinseca tiveram um comportamento linear, evidenciado uma
vez que ambas as amostras apresentaram um coeficiente de determinacdo maior
que 0,99. Essa linearidade permite concluir que durante a analise ndo houve
transicado de fases e a condicao sink foi mantida.

As amostras A e B apresentaram um perfil de dissolugdo e uma TDI
semelhantes; esse resultado corrobora com o0s resultados de DRX e de
infravermelho, onde se concluiu que ambas as amostras apresentam a mesma
forma cristalina.

Da mesma forma que os resultados obtidos no teste de solubilidade permitem
classificar as amostras analisadas como de alta solubilidade, segundo o SCB, um
estudo corelacionando a TDI com a solubilidade de quinze farmacos, realizado por
YU et al. (2004), considera que uma TDI maior que 0,1 mg.minl.cm representa
uma alta solubilidade, e farmacos com valores menores ao mencionado, uma
solubilidade baixa. Assim, de acordo com o referido estudo, ambas as amostras

podem ser classificadas como de alta solubilidade.
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4.1.6 Dissolucao por dispersdo

A dissolucdo por dispersdo das amostras A e B do farmaco prednisona foi
obtida por meio da adicdo de aproximadamente 20mg de cada amostra em uma
cuba de dissolucdo contendo 900 mL de &gua, a temperatura de 37 + 0,5° C e sob
agitacao de 50 rpm. Os resultados do perfil de dissolucédo para ambas as amostras

estao representados na Tabela 13 e na Figura 22.

Tabela 13 — Quantidade de prednisona em (%) dissolvida das amostras A e B nos
tempos t=5, t=10, t=15, t=20, t=25 e t=30 minutos.

Média da Quantidade Dissolvida (%) e DPR (%)

Tempo (min)
Amostra A DPR (%) Amostra B DPR (%)
5 7,97 12,4 8,11 13,1
10 34,92 5,6 31,34 6,0
15 50,87 7,8 44,85 7,2
20 67,90 2,5 55,46 2,1
25 68,66 11,9 61,53 13,3
30 87,7 9,8 85,1 10,0

As amostras A e B apresentaram, respectivamente, uma média de dissolu¢céo
de 87,7% e 85,1% em 30 minutos. Esse valor € muito menor do que os obtidos para
todos os comprimidos de prednisona 20 mg que obtiveram taxas dissolu¢cdo média
do ativo de 98% em 30 minutos. Essa discrepancia nos resultados pode ter ocorrido,
pois durante a analise foi observado que parte do ativo ficou flutuando na superficie
do meio e/ou aderida ao aparato (pa), formando um aglomerado. Dessa forma, uma
parte da massa de ativo adicionada ndo entrou em contato com o0 meio e,
consequentemente, ndo passou pelo processo de dissolugéo.

E importante ressaltar que além de ser um farmaco hidrofébico, as amostras
de prednisona analisadas apresentam um tamanho de particula muito reduzido (99%
< 30um), o que leva a uma agregacdo das particulas, dificultando a dispersédo e

reduzindo a taxa de dissolugéo.
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Figura 22 — Comparacao entre os perfis de dissolucado intrinseca das amostras A
e B de prednisona.

Com o0 objetivo de possibilitar a comparacdo numérica dos perfis de
dissolucéo obtidos para as amostras A e B do IFA, os fatores de diferenca (F1) e de
semelhanca (F2) foram determinados e os resultados foram 10,03 e 58,77
respectivamente. Esses valores apontam que os perfis de dissolucdo das amostras

sdo semelhantes.

4.1.7 Solubilidade

A solubilidade é um parametro estatico que expressa um estado de equilibrio
termodinamico entre o solvente e o soluto. Esse equilibrio é dependente de algumas
condicbes experimentais como a temperatura (QIU et al.,, 2009). Segundo a
literatura, a prednisona € um farmaco praticamente insolivel em agua e apresenta
uma solubilidade de 0,133 mg.mL* a 25° C (VOGT et al., 2007).

O conhecimento da solubilidade de um IFA é de fundamental importancia
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para determinacdo da sua classificagdo biofarmacéutica e de acordo com o SCB
essa deve ser determinada a 37° C e em meio aquoso com diferentes valores de pH.
A Tabela 14 apresenta os valores de solubilidade, segundo o SCB, obtidos

experimentalmente para as amostras A e B de prednisona em estudo.

Tabela 14 - Valores de solubilidade, segundo o SCB, obtidos experimentalmente
para as amostras A e B de prednisona em estudo.

Volume (mL) de meio
necessario para solubilizar 50
mg de prednisona

Média da Solubilidade
(mg.mL1Y)a37°C

Meios Amostra A Amostra B Amostra A Amostra B
Tampao HCL 4,48 4,51 11,03 11,08
pH1,2
Agua
oH 55 453 4,54 11,04 11,01
Tampéao Fosfato 4,55 457 10,98 10,94
pH 6.8

Conforme os resultados obtidos experimentalmente, as amostras A e B
apresentaram uma solubilidade de aproximadamente 4,5 mg.mL* a 37°C , para
todas as faixas de pH testados. Esse resultado condiz com a informagé&o obtida na
literatura que classifica a prednisona como uma molécula neutra e, dessa forma,
alteracdes no pH néo alteram a sua solubilidade (VOGT et al., 2007).

Baseado nos resultados apresentados, ambas as amostras podem ser
classificadas como de alta solubilidade, visto que o volume de meio necessario para
dissolver 50 mg de prednisona (maior dose posolégica disponivel no mercado
nacional) foi de aproximadamente 11mL em todos os valores de pH testados, valor
muito abaixo dos 250 mL preconizado pelo SCB.

A discordancia entre os dados de solubilidade obtidos experimentalmente e
na literatura (0,133 mg.mL™?) pode estar relacionada a diferenca de temperatura na
gual essa foi determinada, uma vez que a prednisona apresenta um comportamento

endotérmico, ou seja, sua solubilidade aumenta com o aumento da temperatura
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(VOGT et al., 2007).

4.1.8 Microscopia eletrbnica de varredura

A microscopia eletrénica de varredura € uma técnica que fornece informacdes
sobre algumas caracteristicas das particulas como a sua morfologia, seu tamanho e
coloracdo. Dessa forma, € uma técnica importante, pois variagbes nessas
caracteristicas podem ser indicacao de polimorfismo (BRITTAIN, 1999; BERNSTEIN,
2002).

Conforme as fotomicrografias obtidas para as amostras A e B (Figura 23) do
IFA prednisona ambas as amostras apresentam-se na forma de particulas
irregulares e pequenas, em sua maioria menores que 30um.

Vale ressaltar que esse dado vai ou encontro dos resultados (99% < 30um)
obtidos por difracdo de LASER, fornecidos nos laudos analiticos da amostra A e B

de prednisona, pelos proprios fabricantes.
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4.2. Avaliacdo do insumo farmacéutico ativo de acordo com o0s critérios

farmacopeicos

As matérias-primas A e B foram aprovadas em todos os testes farmacopeicos
realizados. O teor encontrado para matéria-prima A e B nos tempos t=0, t=90, t=180,

t=270 e t=360 dias de estudo sé&o apresentados na Tabela 15.
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Tabela 15 — Resultados obtidos para o teste de Teor das amostras A e B de
prednisona nos tempos t=0, t=90, t=180, t=270 e t=360 dias de estudo.

Amostras Tempo inicial 90 dias 180 dias 270 dias 360 dias
A 99,7 % 99,8 % 99,6 % 99,8 % 99,6 %
B 98,5 % 98,8% 98,7% 98,6% 98.6%

O teor de ambas as amostras ndo apresentou uma variacao significativa ao

longo dos 360 dias de estudo.

4.3. Avaliacdo dos comprimidos de prednisona ao longo da estabilidade

Os resultados obtidos para a avaliacdo dos comprimidos de prednisona

referem-se aos tempos t=0, t=90, t=180, t=270 e t=360 dias de estudo.

4.3.1 Determinacado de peso médio

De acordo com os limites preconizados pela Farmacopeia Brasileira 52 edi¢ao
para avaliar a variagcdo de peso em comprimidos néo revestidos, todas as amostras
ficaram dentro do limite estabelecido (Tabela 16). Vale ressaltar que, de forma
geral, todos os lotes apresentaram um pequeno aumento na média do peso e
também nos valores referentes aos pesos maximo e minimo observados. Isso pode
estar relacionado a um pequeno aumento na umidade que ocorreu em todos os lotes

durante o estudo de estabilidade.
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Tabela 16 — Resultados obtidos no teste de peso médio nos tempos t=0, t=90, t=180,
t=270 e t=360 dias de estudo.

Tempo inicial 90 dias 180 dias 270 dias 360 dias
Lotes Média Max Média Max Média Max Média Max Média Max
(mg) (mg) (mg) (mg) (mg)
Min Min Min Min Min
(mg) (mg) (mg) (mg) (mg)
306,1 305,4 305,4 306,6 306,7
R023 303,4 303,7 303,6 304,1 304,3
300,2 299,5 300,6 299,7 300,5
145,1 145,9 146,3 145,7 146.2
P0020020910 1421 142,3 143,1 143,0 1434
138,5 139,2 140,2 140,5 140,7
145,3
145,7 146,5 146,3 146,6
MESTO1 143,2 140,0 1434 143,6 143,7 144,0
139,6 138,4 138,6 139,0
142,2 143,4 144,1 144.,4 144,1
MESTO02 140,7 140,9 141,2 141,3 141,2
138,1 139,1 139,8 140,1 140,9

4.3.2 Desintegracao

Conforme preconizado pela Farmacopeia Brasileira 52 edicdo, os comprimidos

nao revestidos devem desintegrar no maximo em 30 minutos (FB, 2010). Os

resultados obtidos neste teste encontram-se na Tabela 17.

Tabela 17 — Resultados obtidos para o teste de Desintegracao nos tempos t=0, t=90,
t=180, t=270 e t=360 dias de estudo.

Lotes Tempo inicial 90 dias 180 dias 270 dias 360 dias
R023 5min 27s 5min 50s 12min 12s 12min 47s 12min 20s
P0020020910 2min 38s 2min 20s 2min 50s 2min 44s 3min 20s
MESTO1 2min 16s 2min 22s 2min 58s 2min 15s 3min 05s
MESTO02 2min 26s 2min 34s 2min 40s 2min 05s 3min 20s
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Pode-se observar que os lotes estdo aprovados segundo o0s critérios
farmacopeicos utilizados (FB, 2010). Os lotes P0020020910, MESTO01 e MESTO02,
que foram produzidos com a mesma formulagdo, apresentaram um tempo de
desintegracdo maximo de 3 minutos e vinte segundos.

O lote RO023 apresentou um tempo de desintegracdo inicial de
aproximadamente 5 minutos. Esse tempo sofreu uma alteragdo a partir de t=180
para 12 minutos e manteve-se constante até o final do estudo. Esse aumento pode
estar relacionado a presenca do excipiente povidona em sua formulacdo, uma vez
que esse polimero pode levar a formacdo de uma pelicula sobre as particulas do
granulado e, como consequéncia, ao endurecimento dos comprimidos ao longo do
tempo, prejudicando dessa forma o processo de desintegracdo e dissolucéo
(MURTY & GUEBRE-SELLASSIE, 1992; COLORCON, 2006; BLOK, 2007).

4.3.3 Umidade

A Farmacopeia Brasileira 52 edicdo ndo preconiza o teste de umidade para
comprimidos de prednisona, porém este parametro foi avaliado durante o estudo de
estabilidade com objetivo de permitir uma correlacdo com os testes de resisténcia
mecanica e perfil de dissolucdo dos comprimidos em estudo, uma vez que esse
dado interfere diretamente nesses parametros (AULTON, 2005). Os resultados

encontram-se na Tabela 18.

Tabela 18 — Resultados obtidos para o teste de umidade nos tempos t=0, t=90,
t=180, t=270 e t=360 dias de estudo.

Lotes Tempo inicial 90 dias 180 dias 270 dias 360 dias
R023 2,53% 2,62% 2,75% 2,68% 3,23%
P0020020910 5,71% 5,85% 6,26% 6,32% 6,25%
MESTO1 4,71% 4,78% 4,65% 4.77% 5,20%

MESTO02 4,67% 4,70% 4,73% 4,87% 4,96%
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Pode-se observar que h4, em todos os casos, um pequeno aumento de
umidade dos comprimidos ao longo do tempo. Este padrdo é também verificado para
o medicamento referéncia, sendo que este ainda apresenta uma variacdo da
umidade levemente superior ao medicamento teste. Por se tratar de uma
embalagem de PVC, ou seja, permeavel, € comum que ocorra este tipo de
fendmeno em funcdo de vapor d’agua que pode permear pelo material. Como n&o
ha especificacdo para este parametro, ele foi apenas avaliado para

acompanhamento e eventual correlacdo com outros dados.

4.3.4 Dureza

De acordo com Farmacopeia Brasileira 52 edi¢do, o teste de dureza é de
carater informativo, ndo existindo parametros de aprovacdo (FB, 2010). Dessa
forma, esse teste é utilizado no controle em processo da indastria farmacéutica com
a finalidade de monitorar e controlar internamente uma variagcdo desse parametro
em comprimidos do mesmo lote ou de lotes diferentes, visto que uma alteracao
significativa na dureza pode ser resultante de um desvio na qualidade da matéria-
prima utilizada ou do processo produtivo. Todavia, a resisténcia mecanica dos
comprimidos também pode sofrer alteracfes, aumentando ou diminuindo durante a
armazenagem. Tais alteracbes podem ser causadas por inUmeros fatores, dentre
eles a absorcdo de umidade, mudanca na estrutura cristalina das particulas e
deformacéo viscosa de particulas (AULTON, 2005).

Os resultados obtidos durante a estabilidade (Tabela 19) apontam um
pequeno aumento na dureza de todos os lotes. O lote que apresentou o0 maior
aumento desse parametro foi o0 R023, quando comparado com os demais lotes em
estudo. Da mesma forma que na desintegracdo, o aumento na dureza pode ter sido
desencadeado pela associagao de fatores como o0 aumento da absor¢ao da umidade
e a utilizacdo da povidona nos comprimidos (MURTY & GUEBRE-SELLASSIE, 1992;
COLORCON, 2006; BLOK, 2007).
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Tabela 19- Resultados obtidos no teste de dureza nos tempos t=0, t=90, t=180,

t=270 e t=360 dias de estudo.

Tempo inicial 90 dias 180 dias 270 dias 360 dias
Lotes . L . - -

Média DPR Média DPR Meédia DPR Média DPR Média DPR

(N) (%) (N) (%) Ny %) N @) (N (%)
R023 57,4 8,7 60,5 51 64,9 9,5 65,8 5,6 66,4 6,8
P0020020910 53,1 8,1 55,6 10,5 56,8 5,6 56,2 7,5 55,8 57
MESTO1 21,6 6,1 23,4 10,7 23,9 5,9 25,2 7,4 25,7 5,6
MESTO02 33,0 6,5 33,6 11,3 35,5 6,7 38,5 5,9 38,7 7,3

4.3.5 Friabilidade

De acordo com a Farmacopéia Brasileira 5% edi¢cdo, para 0 ensaio de

friabilidade € permitida uma perda de peso de 1,5% (FB, 2010). Os resultados

demonstram um aumento na resisténcia mecanica ao atrito dos comprimidos

durante o estudo de estabilidade (Tabela 20). Esse aumento pode estar associado a

umidade absorvida pelos comprimidos que pode ter promovido a cristalizacdo que

algum excipiente, com a subsequente formacdo de pontes solidas entre as

particulas aumentando a sua resisténcia. (AULTON, 2005). E importante ressaltar

que a friabilidade para o lote R023 néo foi avaliada em todos os tempos do estudo

devido a indisponibilidade desse lote no mercado.

Tabela 20 — Resultados obtidos para o teste de friabilidade nos tempos t=0, t=90,
t=180, t=270 e t=360 dias de estudo.

Lotes Tempo inicial 90 dias 180 dias 270 dias 360 dias
R023 0,42% ndo avaliada ndo avaliada nao avaliada 0,18%
P0020020910 0,33% 0,36% 0,29% 0,25% 0,21%
MESTO1 0,72% 0,67% 0,54% 0,45% 0,20%
MESTO02 0,58% 0,43% 0,49% 0,33% 0,24%
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Pode-se observar que todos os resultados estdo aprovados segundo 0s

critérios farmacopéicos utilizados.

4.3.6 Uniformidade de contetdo

A especificacdo geral preconizada pela Farmacopeia Brasileira 52 edicdo para
uniformidade de conteddo determina que o teor deve ser realizado de forma
individual, devendo estar compreendido na faixa de 85% a 115% e o desvio-padréo
relativo (DPR) entre os resultados deve ser inferior a 6%. Os resultados encontram-

se na Tabela 21.

Tabela 21 — Resultados da uniformidade de conteudo no tempo zero.

Medicamento % Maximo % Minimo DPR (%)

Referéncia 023 105,76 102,37 1,23

P0020020910 103,50 98,85 1,64
MESTO1 103,55 98,87 1,49
MESTO02 103.79 98,49 1,89

Pode-se observar que todos os resultados estdo aprovados segundo 0s

critérios farmacopéicos utilizados.

4.3.7 Doseamento

De acordo com a especificacdo preconizada pela Farmacopeia Brasileira os
comprimidos de prednisona devem conter no minimo 90,0% e no maximo 110,0% da
guantidade declarada de ativo (FB, 2002). Os resultados encontram-se na Tabela
22.
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Tabela 22 — Resultados obtidos para o teste de Teor nos tempos t=0, t=90, t=180,
t=270 e t=360 dias de estudo.

Tempo inicial 90 dias 180 dias 270 dias 360 dias

Lotes . L. . - -
Média DPR Média DPR Meédia DPR Meédia DPR Média DPR

(%) (%) (%) (CZ0 T C7:) W C70) N C7) N ) B 7)) B C )|

Referéncia 23 106,7 0,30 106,0 0,24 1059 048 1057 0,30 1058 0,25

P0020020910 100,6 0,35 100,4 0,20 100,1 0,38 100,2 0,68 99,9 0,17

MESTO1 100,4 0,35 100,0 0,89 100,7 0,20 1003 8,4 100,21 0,68

MESTO02 101,7 0,21 101,2 030 101,3 0,32 100,7 045 1004 0,21

Pode-se observar que todos os resultados estdo aprovados segundo 0s
critérios farmacopéicos utilizados.

Ha& de se mencionar mais especificamente, entretanto, certa estranheza na
observacédo dos valores de teor para 0 medicamento referéncia, os quais, apesar de
estarem inseridos na faixa de aprovacao, estdo bem acima do valor médio, tendendo
ao limite superior da faixa. Este tipo de resultado sugere, ainda que ndo se possa
aqui afirmar categoricamente, que h& adicao de excesso de principio ativo durante a
fabricacdo, pratica conhecida como overage, a qual é determinantemente né&o
recomendada pelos érgaos reguladores. Frisa-se que ndo se faz aqui qualquer tipo
de afirmacdo sobre o fato, apenas lanca-se luz a um resultado chamativo e que

pode denotar uma pratica em desuso na area farmacéutica.

4.3.8 Perfil de dissolucao

Os resultados individuais dos perfis de dissolucdo dos lotes RO023,
P0020020910, MESTO01 e MESTO02 nos tempos zero, 90, 180, 270 e 360 dias de
estudo de estabilidade estdo descritos nas Figuras 24-27, respectivamente. Nas
Tabelas 23-26 estdo contidos os dados dos perfis de dissolugéo dos referidos lotes
de prednisona expressos em percentual dissolvido nos tempos estabelecidos para o

estudo de estabilidade.
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Figura 26 — Perfis de dissolucdo dos comprimidos de prednisona do lote
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Tabela 23 — Quantidade de prednisona em (%) dissolvida do lote R023 nos tempos
t=0, t=90, t=180, t=270 e t=360 dias de estudo de estabilidade. Fator de diferenca
(F1) e Fator de semelhanca (F2) em relacdo ao Tempo inicial.

Tempo inicial 90 dias 180 dias 270 dias 360 dias
Tempo

(min) Média DPR Média DPR Média DPR Média DPR Média DPR
(%) % w ) % W (%) (%) (%) (%)
5 29,9 4.4 28,8 5,9 7,5 9,3 6,6 7,2 6,7 8,8
10 59,2 1,8 58,8 9,3 55,6 10,1 54,8 9,5 55,9 7,5
15 85,5 2,7 85,1 4,1 85,2 5,9 85,1 6,4 85,0 4,5
20 98,1 2,7 97,2 6,7 98,8 8,8 97,7 6,4 96,7 9,1
25 104,5 0,7 1041 3,7 1048 3,0 1039 37 104,2 3,7
30 104,4 26 1042 20 1042 31 1041 32 104,6 3,1

F1 0,97 5,72 6,09 6,00

F2 95,99 51,56 50,59 50,79

Tabela 24 — Quantidade de prednisona em (%) dissolvida do lote P0020020910 nos
tempos t=0, t=90, t=180, t=270 e t=360 dias de estudo. Fator de diferenca (F1) e
Fator de semelhanca (F2) em relacdo ao Tempo inicial.

Tempo inicial 90 dias 180 dias 270 dias 360 dias
Tempo
(min) Média DPR Média DPR Média DPR Média DPR Média DPR
(%) %) ) (%) %) () (%) (%) (%) (%)

5 33,0 3,7 32,6 7,4 31,5 7,2 32,8 10,0 31,3 9,7

10 79,2 2,6 80,2 3,8 79,9 52 78,5 6,1 77,1 111

15 97,4 15 97,0 31 96,5 3,2 97,3 3,9 97,8 2,5

20 99,7 2,5 101,9 3,5 101,2 3,7 101,5 3,8 100,8 2,7

25 1011 0,8 101,6 3,3 101,7 2,6 101,5 3,2 101,5 19

30 101,0 0,8 101,3 2,7 100,7 2,4 101,7 2,2 101,4 3,5
F1 0,93 1,09 0,79 1,16

F2 92,10 92,25 93,94 90,29
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Tabela 25 — Quantidade de prednisona em (%) dissolvida do lote MESTO1 nos
tempos t=0, t=90, t=180, t=270 e t=360 dias de estudo. Fator de diferenca (F1) e
Fator de semelhanca (F2) em relacdo ao Tempo inicial.

Tempo inicial 90 dias 180 dias 270 dias 360 dias
Tempo
(min) Média DPR Média DPR Média DPR Média DPR Média DPR
(%) %) %) () % (N (%) (%) (%) (%)

5 32,9 3,6 31,3 8,2 32,1 57 31,6 3,7 30,9 10,5
10 65,3 31 66,2 3,8 66,0 8,0 64,6 53 63,9 4,5
15 91,9 2,0 90,1 2,4 93,9 3,6 93,0 2,4 91,0 2,5
20 97,4 2,4 97,7 3,3 97,1 21 97,5 31 96,7 2,6
25 100,5 1,2 100,1 1,2 101,7 19 100,9 3,3 99,5 2,2
30 101,3 0,3 101,0 1,0 101,9 0,8 102,1 17 100,6 1,7

F1 1,07 1,14 0,87 1,41

F2 91,58 91,80 94,40 89,87

Tabela 26 - Quantidade de prednisona em (%) dissolvida do lote MESTO02 nos
tempos t=0, t=90, t=180, t=270 e t=360 dias de estudo. Fator de diferenca (F1) e
Fator de semelhanca (F2) em relacdo ao Tempo inicial.

Tempo inicial 90 dias 180 dias 270 dias 360 dias
Tempo
(min) Média DPR Média DPR Média DPR Média DPR Média DPR
(%) %) ) (%) %) () (%) (%) (%) (%)

5 31,9 59 31,2 4,6 30,8 7,9 29,8 7,0 29,5 7,6

10 71,6 2,1 72,3 3,6 71,3 51 70,8 2,8 71,7 3,2

15 94,5 1,0 93,0 2,2 95,8 2,8 95,4 3,0 94,4 3,4

20 98,2 15 99,7 2,6 100,4 3,9 100,7 3,8 99,1 55

25 99,6 0,6 100,3 3,2 1011 1.8 101,8 1,8 101,3 0,9

30 1011 1,0 101,3 1,7 100,6 1.8 101,6 14 101,5 0,8
F1 0,92 1,29 1,71 1,22

F2 94,04 90,31 86,31 88,97
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Os resultados obtidos e apresentados na Tabela 24 e na Figura 25
permitem observar que o lote P0020020910 apresentou uma taxa de liberagéao
meédia do ativo superior a 85% em até 15 minutos para todos os tempos do estudo
de estabilidade. Dessa forma, o referido lote pode ser classificado como de
dissolugdo muito rapida, de acordo com a resolucdo RDC 31/2010 (BRASIL, 2010b).
Os resultados também demonstraram que houve uma pequena variagéo no perfil de
liberacdo da prednisona nos tempos t=90, t=180, t=270 e t=360 dias de estudo em
relacdo ao t=0. Essa alteracao foi confirmada por meio do calculo dos valores de F1
e F2, cujos resultados estdo descritos na Tabela 24.

Uma vez que o lote P0020020910 manteve uma taxa de liberacdo média do
ativo maior que 85% em 15 minutos, e também apresentou valores abaixo de 15
para F1 e superiores a 50 para F2, pode-se concluir que esse apresentou, durante
todo o estudo de estabilidade, um perfil de dissolugdo equivalente ao obtido no
tempo zero.

Conforme os resultados dos perfis de dissolucdo representados na Tabela
25/Figura 26 e Tabela 26/Figura 27 para os lotes MESTO1 e MESTO02,
respectivamente, pode-se concluir que os referidos lotes apresentaram um
comportamento comparavel ao do lote P0020020910, em todos os tempos do
estudo de estabilidade. Dessa forma, de maneira analoga a analise anterior, conclui-
se que esses lotes mantiveram o0s seus respectivos perfis de dissolucéo
equivalentes ao obtido no tempo zero.

Apesar do lote R023 ter apresentado uma taxa de liberacdo média do ativo
superior a 85% em até 15 minutos e valores abaixo de 15 para F1 e superiores a 50
para F2, em todos os tempos do estudo de estabilidade, os resultados
representados na Tabela 22 e na Figura 24 mostram que esse lote sofreu uma
significativa alteracdo no seu perfil de dissolugdo. Essa mudanca teve inicio no
t=180 e manteve-se nos t=270 e t=360, onde foi observada uma liberagéo de ativo,
em até cinco minutos, de 7,5%, 6,6%, e 6,7%, respectivamente. Esse percentual
difere das taxas de liberagdo observadas nos tempos t=0 e t=90, que foram
respectivamente de 29,9% e 28,8%, em até cinco minutos. E possivel que a redugéo
na taxa de dissolucédo esteja associada ao aumento no tempo de desintegracéo

desse lote, conforme discutido nos resultados de desintegragao (item 4.3.2).
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4.3.9 Comparacdo entre os perfis de dissolucédo

A comparacao de perfis de dissolugcdo vem sendo utilizada até a atualidade
como uma ferramenta util quando se deseja conhecer o comportamento de dois
medicamentos antes de realizar um estudo de biodisponibilidade
relativa/bioequivaléncia ou equivaléncia farmacéutica, para pleitear a isencao desses
estudos ou em uma possivel alteracdo pés-registro (BRASIL, 2010b; BRASIL, 2011).
Todavia, essa comparacdo, quando realizada durante o estudo de estabilidade,
permite avaliar se uma formulagdo inicialmente com perfis de dissolugéao
equivalentes a outra mantem esse status ao longo da sua vida de prateleira.

E importante ressaltar que a velocidade com que um farmaco é liberado da
sua forma farmacéutica pode ser um fator limitante no processo de sua absorcéo e,
assim, uma possivel variacdo nesse parametro durante o seu armazenamento pode
ocasionar uma alteracdo no inicio, intensidade e duracdo de uma resposta
terapéutica (MURTHY & GUEBRE-SELLASSIE, 1993).

O resultado comparativo dos perfis de dissolucdo dos lotes R023,
P0020020910, MESTO01 e MESTO02 analisados nos tempos zero, 90, 180, 270 e 360
dias de estudo de estabilidade estdo apresentados nas Tabelas 27-31, e nas
Figuras 28-32, por meio de percentagem de prednisona liberada em cada tempo de

coleta.
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Tabela 27 - Quantidade de prednisona em (%) dissolvida dos lotes R023,
P0020020910, MESTO01 e MESTO02 no tempo zero do estudo de estabilidade.
Fator de diferenca (F1) e Fator de semelhanca (F2) em relagcé&o ao lote R023.

R023 P0020020910 MESTO1 MESTO02
Tempo

(min) Média DPR Média DPR  Média DPR  Média  DPR
(%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%)
5 29,9 4,4 33,0 3,7 32,9 3,6 31,9 5,9
10 59,2 1,8 79,2 2,6 65,3 3,1 71,6 2,1
15 85,5 2,7 97,4 15 91,9 2,0 94,5 1,0
20 98,1 2,7 99,7 2,5 97,4 2,4 98,2 15
25 104,5 0,7 101,1 0,8 100,5 1,2 99,6 0,6
30 104,4 2,6 101,0 0,8 101,3 0,3 101,1 1,0

F1 9,02 4,84 6,65

F2 50,31 67,51 58,32

101
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Tabela 28 - Quantidade de prednisona em (%) dissolvida dos lotes R023,
P0020020910, MESTO01 e MESTO02 no tempo 90 dias de estudo de estabilidade.
Fator de diferenca (F1) e Fator de semelhanca (F2) em relacéo ao lote R023.

R023 P0020020910 MESTO1 MESTO2
Tempo

(min) Média DPR Média DPR Média DPR Média DPR
(%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%)
5 28,8 5,9 32,6 7,4 31,3 8,2 31,2 4,6
10 58,8 9,3 80,2 3,8 66,2 3,8 72,3 3,6
15 85,1 4,1 97,0 3,1 90,1 2,4 93,0 2,2
20 97,2 6,7 101,9 3,5 97,7 3,3 99,7 2,6
25 104,1 3,7 101,6 3,3 100,1 1,2 100,3 3,2
30 104,2 2,0 101,3 2,7 101,0 1,0 101,3 1,7

F1 9,87 4,52 7,49

F2 48,98 68,20 56,15

Tabela 29 - Quantidade de prednisona em (%) dissolvida dos lotes R023,
P0020020910, MESTO01 e MESTO02 no tempo 180 dias de estudo de estabilidade.
Fator de diferenca (F1) e Fator de semelhanca (F2) em relagcéo ao lote R023.

R023 P0020020910 MESTO1 MESTO02

Tempo
(min) Média  DPR Média DPR  Média DPR Média  DPR
(%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%)
5 7,5 9,3 31,5 7,2 32,1 5,7 30,8 7,9
10 55,6 10,1 79,9 5,2 66,0 8,0 71,3 51
15 85,2 59 96,5 3,2 93,9 3,6 95,8 2,8
20 98,8 8,8 101,2 3,7 97,1 2,1 100,4 3,9
25 104,8 3,0 101,7 2,6 101,7 1,9 101,1 1,8
30 104,2 3,1 100,7 2,4 101,9 0,8 100,6 1,8

F1 15,01 11,12 12,79

F2 41,41 46,76 45,21
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Tabela 30 - Quantidade de prednisona em (%) dissolvida dos lotes R023,
P0020020910, MESTO01 e MESTO02 no tempo 270 dias de estudo de estabilidade.

Fator de diferenca (F1) e Fator de semelhanca (F2) em relagéo ao lote R023.

R023 P0020020910 MESTO1 MESTO02
Tempo

(min) Média DPR Média DPR Média DPR Média DPR
(%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%)
5 6,6 7.2 32,8 10,0 31,6 3,7 29,8 7,0
10 54,8 9,5 78,5 6,1 64,6 5,3 70,8 2,8
15 85,1 6,4 97,3 3,9 93,0 2,4 95,4 3,0
20 97,7 6,4 101,5 3,8 97,5 3,1 100,7 3,8
25 103,9 3,7 101,5 3,2 100,9 3,3 101,8 1,8
30 104,1 3,2 101,7 2,2 102,1 1,7 101,6 1,4

F1 15,58 10,57 12,60

F2 40,64 46,88 45,33

Tabela 31 Quantidade de prednisona em
P0020020910, MESTO01 e MESTO02 no tempo 360 dias de estudo de estabilidade.

(%) dissolvida dos

Fator de diferenca (F1) e Fator de semelhanca (F2) em relacéo ao lote R023.

R023 P0020020910 MESTO1 MESTO02
Tempo
(min) Média DPR Média DPR Média DPR Média DPR
(%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%)
5 6,7 8,8 31,3 9,7 30,9 10,5 29,5 7,6
10 55,9 7,5 77,1 11,1 63,9 45 71,7 3,2
15 85,0 45 97,8 2,5 91,0 2,5 94,4 3,4
20 96,7 9,1 100,8 2,7 96,7 2,6 99,1 5,5
25 104,2 3,7 101,5 1,9 99,5 2,2 101,3 0,9
30 104,6 3,1 101,4 3,5 100,6 1,7 101,5 0,8
F1 15,13 10,35 12,61
F2 41,94 47,90 45,67

lotes R023,
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De acordo com os resultados apresentados nas Tabelas 27-31, e nas Figuras
28-32, todos os lotes dos comprimidos de prednisona 20 mg submetidos ao estudo
cumpriram os critérios de aceitacdo estabelecidos na monografia oficial (BRASIL,
2010), na qual devem apresentar uma taxa de dissolucéo superior a 80% ao final de
30 minutos de ensaio.

Analisando os resultados do ponto de vista regulatério brasileiro atual, que
nao avalia o fator F1 e desconsidera o calculo do Fator F2 para farmacos de alta
solubilidade e formulacdes de dissolucdo muito rdpida, os lotes P0020020910,
MESTO1 e MESTO02 mantiveram seus perfis de dissolucdo equivalentes ao do lote
R023, uma vez que esses apresentaram uma taxa de dissolucdo superior a 85% até
0s primeiros 15 minutos do teste de dissolucédo (BRASIL, 2010b). Todavia, durante o
periodo de estudo, os valores de F1 e F2 calculados para os lotes P0020020910,
MESTO1 e MESTO02 (Tabela 32) evidenciaram uma reducéo da similaridade e um
aumento da diferenca entre o perfil de dissolucdo desses quando comparados ao
lote RO23.

Deve-se ressaltar, entretanto, que tal reducao esteve muito mais diretamente
relacionada ao perfil diferenciado do medicamento referéncia do que a problemas ou
divergéncias observadas nos lotes testados.

Na literatura, alguns trabalhos comparando o perfil de dissolucdo entre
medicamentos genéricos e seus respectivos medicamentos referéncia séo
encontrados. Operto e colaboradores. (2008) compararam em seu estudo dez
marcas de comprimidos de paracetamol produzidos na Argentina. Esses
pesquisadores concluiram que, apesar dos referidos comprimidos terem cumprido
todos os requisitos farmacopeicos, apresentavam uma notavel diferenca nos perfis
de dissolucao. Kohlel e colaboradores (2009), ao avaliarem o perfil de dissolucdo de
comprimidos de dipirona 500mg genérico e similares de cinco laboratérios
farmacéuticos, concluiram que nenhum apresentou perfil de dissolugédo equivalente

ao medicamento referéncia.
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Tabela 32 - Valores de F1 e F2 calculados para os lotes P0020020910, MESTO1 e
MESTO02 em relag&o ao lote R023 nos tempos inicial, t=90, t=180, t=270 e t=360 dias
de estudo.

LOTES
Dias de
Fator P0020020910 MESTO1 MESTO2
estudo
o F1 9,02 4,84 6,65
Inicio
F2 50,31 67,51 58,32
F1 9,87 4,52 7,49
90
F2 48,98 68,20 56,15
F1 15,01 11,12 12,79
180
F2 41,41 46,76 4521
F1 15,58 10,57 12,60
270
F2 40,64 46,88 45,33
F1 15,13 10,35 12,61
360
F2 41,94 47,90 45,67

De forma semelhante, Brum e colaboradores. (2012), ao analisarem 8 marcas
de comprimidos de paracetamol de 750mg comercializados no Brasil, também
concluiram que uma das marcas de genérico ndo apresentou o perfil de dissolucéo
equivalente ao do medicamento referéncia. Esses autores alertaram que essa
inequivaléncia pode interferir na intercambialidade do produto com o medicamento

referéncia.
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4.4 Estudos de permeacdo em células Caco-2

4.4.1 Estudo de citotoxidade

A avaliacdo da citotoxicidade foi realizada para determinar se a
concentracfes de 31,5 ug/mL da amostra A do IFA prednisona e do etanol no meio
HBSS pH 6,8 + EtOH 5% empregadas no teste de permeabilidade em células Caco-
2 seriam danosas as células. Os resultados obtidos (Figura33) demonstraram que
ambas as concentracdo, ndo provocaram agressdo as células, uma vez que a
viabilidade celular ao final do experimento foi mantida.

Esse resultado esta de acordo com um estudo realizado por Yamashita e
colaboradores (2000) que concluiram que a utilizacdo de etanol, em concentracdo
de até 5% v/v, ndo provoca alteracbes significativas na permeabilidade e na
resisténcia transepitelial (TEER) podendo assim ser utilizado na solubilizacdo do

farmaco.

100 A

80 A

60

40 A

Viabilidade celular %

HBSS pH 6.8 HBSS pH 6.8 + Amostra A
EtOH 5%

Figura 33 - Estudo de citotoxicidade para amostra A do IFA prednisona
e controles HBSS pH 6,8 e HBSS pH 6,8 + EtOH 5%.
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Os resultados também permitiram observar que os grupos controle HBSS pH
6.8 e HBSS pH 6,8 + EtOH 5% apresentaram o comportamento esperado, nao
alterando a viabilidade celular.

Apés 21 dias de cultivo das células Caco-2, a meédia da resisténcia
transepitelial (TEER) para as células foi de 711,2 + 37,05 Q cm?. Esse resultado é
compativel com os apresentados na literatura para monocamadas maduras
(SANDRI et al., 2010).

4.4.2 Ensaios de permeabilidade em monocamada de células Caco-2

Os dados de permeacao da prednisona (percentual de massa permeada) e
das médias da TEER (ohms) em funcéo do tempo séo apresentados na tabela 33.

Tabela 33 - Quantificacdo da prednisona no estudo de permeacao em células caco-
2.

Tempo Media da massa Media da massa

(min) permeada permeada acumulada Média da TEER
(%) (%) (ohms)
30 15,35 15,36 529,6
60 14,79 30,15 505,5
120 10,98 41,13 482,5
180 24,71 65,84 429,0

De acordo com os dados obtidos € possivel observar que, ao final de 180
minutos ocorreu a permeacdo de 65,84% da massa inicial (6,3 pg) depositada na
regido apical. E possivel observar também que a maior fragio permeada ocorreu no
intervalo entre 120 e 180 minutos e que a TERR manteve-se acima de 350 ohms
confirmando que as células mantiveram-se integras durante todo o experimento
(ANNAERT et al.,1998).
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O coeficiente de permeabilidade aparente (Papp) para prednisona foi
calculado a partir da média de 5 determinagbes do ensaio de permeabilidade e
apresentou no tempo acumulado de 180 minutos um valor de 3,69 x 10°cm/s. Cabe
ressaltar que esse valor de Papp foi utilizado na simulagdo da biodisponibilidade
pelo software GastroPlus™

De acordo com a literatura, fArmacos que apresentam absor¢céo entre 70% e
100% devem possuir Papp maior que 10,0 x 10 cm/s (LAM et al, 2010). Bock e
colaboradores (2003) em um artigo de revisdo apresentaram uma correlagéo entre o
valor Papp (cm/s) e o SCB, onde farmacos com Papp maior que 9,75 x 10 cm/s
apresentam uma alta permeabilidade, e com menor que 5,00 x 10® cm/s uma baixa
permeabilidade.

O valor de Papp determinado para prednisona no presente trabalho (3,69 x
10° cm/s) é muito proximo dos valores apresentados para farmacos de alta
permeabilidade, como o propranolol (3,4 x 10 cm/s) e o metoprolol (2,29 x 10°
cm/s) (BOCK et al, 2003). De acordo com os resultados de Papp obtidos
experimentalmente, e mediante uma comparacdo com farmacos consagrados na
pela literatura como de alta permeabilidade (propranolol, metoprolol) é possivel

sugerir que a prednisona seja classificada como altamente permeavel.

4.5 Estudo de bioequivaléncia

As amostras de sangue para determinacdo da concentracdo plasmatica da
prednisolona foram colhidas previamente a administracdo e até 24 horas apos, em
intervalos pré-estabelecidos. A concentracdo plasmatica da prednisolona foi
determinada por meio de Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) acoplada
a um sistema de espectrometria de massas (NuBEC, 2011). A média da
concentragdo plasmatica da prednisolona nos voluntarios que fizeram uso do
biolote P0020020910 e do medicamento referéncia (R023) € a apresentada na
Figura 34.
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Figura 34 — Curva média da concentracdo plasmatica da prednisolona versus
tempo nos voluntarios, apds a administracdo de dose Unica dos comprimidos

de prednisona 20mg do biolote P0020020910 e R023.

Os parametros farmacocinéticos analisados no estudo de BE estédo descritos

na Tabela 34.

Tabela 34 - Parametros farmacocinéticos obtidos a partir da curva média de
concentracdo plasmatica versus tempo da prednisolona.

P0020020910 R023

Parametros Média Média

ASC 0-t(ng.h/mL) 1.718,5 1.685,7

ASC 0-inf(ng.h/mL) 1.811.6 1.769,6
C max (mediana/amp) (h) 312.6 297.9
T max (Mmediana/amp) (h) 1,50 1,75
Kel (1/h) 0,24 0,24
T % (mediana/amp) (h) 2.86 2,91

Fonte: NuBEC, 2011
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De acordo com a estimativa de razdo entre as médias geométricas da Cmax €
da ASC 0O-t para os lotes P0020020910 R023 e levando em consideragdo um
intervalo de confianca de 90%, os resultados obtidos para esses parametros foram
de 104,24% (99,12%; 109,62%) e 100,60% (96,59%; 104,78%), respectivamente.
Considerando que os referidos resultados estdo contidos no intervalo estabelecido
pelo Guia para provas de biodisponibilidade relativa/bioequivaléncia de
medicamentos (BRASIL, 2006), pode-se concluir que as formulacdes em estudo
séo bioequivalentes (NUBEC, 2011).

4.6 Simulacédo da biodisponibilidade in silico.

A simulacéo da biodisponibilidade (ASC 0-t(ng.n/mL), ASC 0-inf(ng.h/mL), Cwmax
(ng /mL) (h) e Twmax (h)) pelo software GastroPlus™ da amostra A do IFA prednisona, foi
realizada por meio da insercdo de alguns parametros fisico-quimicos, fisiolégicos e
relativos ao estudo de BE entre os biolotes P0020020910 e R023. Esses dados
foram obtidos da literatura, do estudo de BE ou de forma experimental ao longo
desse trabalho (Tabela 35).

O Guidance for Industry Extended Release Oral Dosage Forms,
Developament, Evalution and Application of in Vitro/in Vivo Correlations determina
gue uma boa predicéo deve apresentar valores para %EP menores ou iguais a 10%
(UNITED STATES, 1997).

De acordo com os resultados obtidos, a %EP para todos os parametros
farmacocinéticos simulados foram menores do que 10%, indicando que o software
GastroPlus™ promoveu uma boa predicdo da biodisponibilidade com base nos
estudos in vivo. Da mesma forma, Grbic e colaboradores (2011) demonstraram que
a tecnologia de simulacédo utilizando o software GastroPlus™ foi utilizada com
sucesso para prever os parametros farmacocinéticos de comprimidos de liberacao

imediata da glicazida, uma vez que os %EP obtidos foram menores que 10%.
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Tabela 35 - Parametros empregados na simulacao da biodisponibilidade da amostra
A do IFA prednisona, obtidos experimentalmente (E), na literatura(L) e no estudo de
bioequivalencia (BE).

Parametros Valor Fonte
Massa molar (g/mol) 358,43 Lt
Log P 1,46 L?
Dose (mg) 20 BE
Solubilidade em agua (ug/mL) 4,53 E
Permeabilidade Caco-2 (cm/s x 107°) 3,69 E
Peso corporal (kg) 66,4 BE
Volume de dose (mL) 200 BE
ASC 0-t(ng.h/mL) 1685,7 BE
ASC 0-inf(ng.h/mL) 1769,6 BE
Cwmax (ng /mL) 297,9 BE
Twmax (h) 1,75 BE

Fonte: L (FB, 2010), L2 (VOGT et al., 2007; PAIXAO et al., 2012).

A Tabela 36 apresenta a comparacao entre os parametros farmacocinéticos
obtidos no estudo de BE e os simulados pelo software GastroPlus™ bem como as

respectivas porcentagens de erro de predicao (%EP).

Tabela 36 — Parametros farmacocinéticos obtidos no estudo de BE e os simulados
pelo software GastroPlus™.

Parametros R023 P0020020910 Simulado EP (%)
Cwmax (ng /mL) 298 313 318,9 -1,97
Twvax (D) 1,75 1,50 1,36 9,33
ASC 0-t(ng.h/mL) 1685,7 1718,5 1730,5 -0,6

ASC 0-inf(ng.h/mL) 1769,6 1811,6 1737,1 4,11
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A simulacdo da porcentagem de absorcéo da amostra A do IFA prednisona,
ao longo de cada compartimento do trato gastrointestinal (Tabela 37), permite
observar que a maior parte do IFA foi absorvida no duodeno e jejuno (93,7%). Esse
resultado vai ao encontro dos obtidos nas determinacdes experimentais da
solubilidade e permeabilidade, visto que, baseado nesses parametros, a prednisona
pode ser classificada como de alta solubilidade e permeabilidade (classe | do SCB),
0 que permite uma rapida solubilizacdo e, consequentemente, a absorcdo do
farmaco na parte proximal do intestino.

Dessa forma, pode-se concluir que o software GastroPlus™ foi efetivo na
simulacdo dos parametros farmacocinéticos avaliados, bem como na predi¢cdo do

perfil de absorcéo do farmaco ao longo do trato gastrointestinal.

Tabela 37 — Simulagcdo da porcentagem absorvida da amostra A do IFA prednisona
ao longo dos compartimentos.

Compartimentos Amostra A (%)
Estomago 0,0
Duodeno 45,8
Jejuno 1 37,7
Jejuno 2 10,2
fleo 1 3,1
fleo 2 1,0
fleo 3 0,4
Ceco 1.3

Coélon ascendente 0,4
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4.7 Correlagéo in vitro-in vivo

Os parametros farmacocinéticos simulados e seus respectivos coeficientes de
correlacdo (R?) e %EP foram obtidos por meio do médulo IVIVCPlus do software
GastroPlus™ . O método de convolucédo utilizado na correlacdo foi estimado
segundo a equacdo de Wagner-Nelson (modelo monocompartimental), uma vez que
o software GastroPlus™, baseado nos dados das concentracdes plasmaticas
obtidas para prednisolona no estudo de BE, apontou esse modelo como o mais
adequado para correlacao.

Os resultados contendo os parametros farmacocinéticos simulados e 0s
obtidos no estudo de BE, para os lotes R023, P0020020910, MEST01 e MESTO02,
sao apresentados, respectivamente, nas Tabelas 38, 39, 40 e 41.

Tabela 38 - Parametros farmacocinéticos obtidos in vivo (EXP) e simulado (SIM) por
meio da correlacdo entre os perfis de dissolucdo para o lote R023 obtidos nos
tempos t=0, t=90, t=180, t=270 e t=360 e a concentracado plasmatica da prednisolona
obtida no estudo de BE.

Cmax Cmax ASCO-t ASCo.t
(ng/ mL) (ng /mL) EP % (ng.h/imL)  (ng.h/mL) EP % R2
EXP SIM EXP SIM
t=0 298 415 -39,26 1685 1704 -1,13 0,77
t=90 298 402 -34,90 1685 1702 -1,01 0,78
t=180 298 364 -22,15 1685 1556 7,66 0,81
t=270 298 405 -35,91 1685 1711 -1,54 0,78

t=360 298 413 -38,59 1685 1742 -3,38 0,77
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Tabela 39 - Parametros farmacocinéticos obtidos in vivo (EXP) e simulado (SIM) por
meio da correlagdo entre os perfis de dissolugéo para o lote P0020020910 obtidos
nos tempos t=0, t=90, t=180, t=270 e t=360 e a concentracdo plasmatica da
prednisolona obtida no estudo de BE.

Cmax Cmax ASCO-t ASCo.t
(ng/ mL) (ng /mL) EP % (ng.h/mL)  (ng.h/mL) EP % R2
EXP SIM EXP SIM
t=0 313 384 22,68 1718 1632 -5,01 0,79
t=90 313 275 12,14 1718 1605 -6,58 0,61
t=180 313 389 24,28 1718 1620 -5,70 0,80
t=270 313 409 30,67 1718 1692 -1,51 0,77
t=360 313 368 17,57 1718 1552 -9,66 0,81

Tabela 40 - Parametros farmacocinéticos obtidos in vivo (EXP) e simulado (SIM) por
meio da correlacdo entre os perfis de dissolucédo para o lote MESTO1 obtidos nos
tempos t=0, t=90, t=180, t=270 e t=360 e a concentracdo plasmatica da prednisolona
obtida no estudo de BE.

Cmax Cmax ASCo-t ASCo_t
(ng/ mL) (ng /mL) EP % (ng.h/imL)  (ng.h/mL) EP % R2
EXP SIM EXP SIM
t=0 313 434 -38,66 1718 1808 -5,24 0,75
t=90 313 423 -35,14 1718 1784 -3,84 0,76
t=180 313 422 -34,82 1718 1781 -3,67 0,76
t=270 313 438 -39,94 1718 1830 -6,52 0,75

t=360 313 478 -52,72 1718 1792 -4,31 0,72
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Tabela 41 - Parametros farmacocinéticos obtidos in vivo (EXP) e simulado (SIM) por
meio da correlagcdo entre os perfis de dissolugcéo para o lote MESTO02 obtidos nos
tempos t=0, t=90, t=180, t=270 e t=360 e a concentracdo plasmatica da prednisolona
obtida no estudo de BE.

Crax Crax ASCo-t ASCo-t
(ng/ mL) (ng /mL) EP % (ng.h/imL)  (ng.h/mL) EP % R?
EXP SIm EXP SIM
t=0 313 442 -41,21 1718 1851 -7,74 0,74
t=90 313 423 -35,14 1718 1773 -3,20 0,76
t=180 313 339 -8,31 1718 1798 -4,66 0,81
=270 313 423 -35,14 1718 1773 -3,20 0,76
t=360 313 414 -32,27 1718 1699 1,11 0,77

Os valores de Cmax (ng /mL) obtidos na simulacdo para os lotes R023,
P0020020910, MESTO01 e MESTO02 apresentaram, em todos os tempos de estudo,
um erro de predicdo muito superior a 10%, valor que é preconizado como limite
superior pelo FDA (UNITED STATES, 1997).

Apesar dos valores simulados para ASCO-t (ng.h/mL) terem indicado, a priori,
uma boa correlagéo in vitro-in vivo (%EP inferior a 10%), o melhor coeficiente de
correlacdo linear (R?) obtido foi de 0,81, valor muito abaixo de 1,0 esperado para
uma boa correlagéo.

Todavia estudos bem sucedidos de silulagcdo utilizando GastroPlus™ s&o
encontrados na literatura. Okumu e colaboradores (2008) em um estudo de
correlacao in vitro-in vivo realizado para o farmaco montelucaste de sédio obteve um
maximo de 0,979 de correlacdo. Da mesma forma, Kovacevie e colaboradores
(2008) em um estudo de simulacdo da biodisponibilidade/bioequivaléncia para
comprimidos de liberacdo imediata e controlada de carbamazepina obtiveram
resultados satisfatorios em relacdo aos %EP para os parametros Cmax (2%), ASCo-t
(10,4 %) e ASCo-inf ( 0,9%).
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Os altos valores de %EP, bem como os baixos valores de R? obtidos para
todas as correlagbes estudadas, podem ser justificados pelo fato da prednisona ter
apresentado uma dissolucdo muito rapida (85% em até 15 minutos) e possuir alta
solubilidade e permeabilidade, conforme os resultados obtidos. Segundo o SCB,
uma correlagéo in vitro-in vivo deixa de ser esperada para um farmaco de classe |,
com dissolugcdo muito r4pida, pois o fator limitante para a absor¢cdo passa a ser a
taxa de esvaziamento gastrico e ndo mais a velocidade de dissolucao.

De acordo com os resultados pode-se concluir que o modulo IVIVCPIus do
software GastroPlus™ néo foi efetivo para determinar uma boa correlagéo IVIV para
a prednisona (classe I). Assim, os resultados obtidos ndo puderam ser utilizados
para efetuar a predicdo da biodisponibilidade dos comprimidos durante o estudo de

estabilidade.
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5 CONCLUSAO

Ao final das atividades desenvolvidas e a luz dos objetivos almejados nesse
estudo, pode-se concluir que:

e Todas as técnicas utilizadas na caracterizacdo das amostras A e B do IFA
prednisona mostraram-se muito Uteis, fornecendo informagBes que permitiram
concluir que ambas as amostras tratavam-se na mesma forma cristalina e que
essa nao sofreu transi¢do ao longo do estudo de estabilidade.
¢ Os testes de solubilidade e permeabilidade permitiram sugerir a classificacao
da prednisona como um farmaco de alta solubilidade e permeabilidade, de
acordo com o SCB. Os resultados desses testes foram uma ferramenta
fundamental para simulacao da biodisponibilidade in silico.
e A avaliacdo dos lotes de comprimidos de prednisona ao longo do estudo de
estabilidade permitiu concluir que todos apresentaram uma dissolucdo muito
rapida. Permitiu também observar que os perfis de dissolu¢do de todos os lotes
com excecado do R023, quando analisados de forma individual, apresentaram
uma pequena variagdo; entretanto, mantiveram-se equivalentes em todos o0s
tempos de estudo. Todavia, essa equivaléncia ndo se manteve quando se
comparou os perfis de dissolucao dos lotes P0020020910, MESTO01 e MESTO02
em relacédo ao lote R023, muito mais em funcdo do desvio apresentado pelo
préprio medicamento referéncia do que pelos medicamentos teste.
¢Os resultados dos testes de dureza e desintegracdo realizados nos
comprimidos demonstraram que estes sofreram alteracdo ao longo da
estabilidade, principalmente em relagcdo ao lote R023 que apresentou um
aumento significativo nesses parametros a partir do t=180 dias de estudo. Essa
alteracdo esta relacionada diretamente com a variagdo no perfil de dissolucao
observado para o lote R023, uma vez que retardou de forma significativa a
liberacdo do farmaco nos primeiros 5 minutos do teste de dissolucao.
e A simulagédo da biodisponibilidade realizada para a prednisona utilizando o
software GastroPlus™ foi bem sucedida, pois os valores dos parametros
farmacocinéticos avaliados apresentaram um erro de predicdo inferior a 10%

quando comparados com os dados obtidos no estudo in vivo.
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e A CIVIV realizada pelo médulo IVIVCPIlus do software GastroPlus™ néo foi
efetiva para determinar uma correlacdo IVIVC para a prednisona (classe 1),
visto que os valores de R? obtidos para todos os lotes estudados ficaram muito
abaixo do esperado para uma boa correlagéo. Dessa forma, os resultados dos
parametros farmacocinéticos simulados ndo puderam ser utilizados para
efetuar a predicdo da biodisponibilidade dos comprimidos durante o estudo de

estabilidade.

Por fim, é importante destacar que a abordagem seguida nesta dissertacao de
mestrado é inovadora no cenario brasileiro, ndo se encontrando relatos avaliacdo de
perfil de dissolucédo durante os estudos de estabilidade, assim como a avaliacado dos
mesmos frente aos estudos de permeabilidade in vitro e predicdo de
biodisponibilidade in silico.

Esta abordagem abre uma discussdo em nivel nacional sobre aspectos
regulatérios importantes, considerando-se, por exemplo, as observacfes
relacionadas ao medicamento referéncia ora analisado, o qual apresentou perfis de
dissolugdo questionaveis durante o estudo de estabilidade. De acordo com a
legislacdo vigente, estas observacdes ndo seriam comprovadas.

Apesar de se poder questionar o uso da prednisona como estudo de caso,
uma vez tratar-se de um farmaco classe |, com baixo potencial de correlacédo VIV,
este medicamento foi escolhido pela disponibilidade prévia do estudo de
bioequivaléncia. Com isso, foi possivel avaliar resultados de avaliagbes em seres
humanos, contando tanto com os resultados do medicamento teste quanto do

referéncia, o que ndo é comum nas publicacbes disponiveis.
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6 PERSPECTIVAS

Com o trabalho realizado, disponibiliza-se uma metodologia de trabalho que
podera ser aplicada a tantos outros farmacos/medicamentos, agrupando-se cada
vez mais resultados no sentido de uma discussédo técnico-cientifica em ambito
regulatorio nacional, e quica internacional, no que se refere a estudos de
estabilidade com perfil de dissolugéo e seu uso para previsdo de biodisponibilidade

ao longo do tempo.
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