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RESUMO

DE LEMOQOS, Hemilliano. Uso de meios de dissolugdo biorrelevantes como método
preditivo de biodisponibilidade oral. 2019. 87f. Dissertacdo Mestrado Profissional em
Gestéo, Pesquisa e Desenvolvimento na Industria Farmacéutica — Fundacao
Oswaldo Cruz, Rio de Janeiro, 2019.

A dissolucao é uma etapa fundamental para a absorcao dos farmacos administrados
pela via oral. Para se comparar o comportamento da dissolucdo de duas
formulacoes, utiliza-se o teste do perfil de dissolucao. Este ensaio é empregado no
desenvolvimento de novos medicamentos genéricos e similares, nas alteracdes
pds-registro, bem como na isencdo do estudo de bioequivaléncia para formas
farmacéuticas solidas. O perfil de dissolucao deve ser discriminativo, permitindo
detectar alteragdes significativas entre duas formulacdes distintas, além disso, deve
mimetizar ao maximo as condi¢des encontradas in vivo. Muitos meios de dissoluc¢éao
descritos nas farmacopeias nao sao preditivos de biodisponibilidade, pois suas
caracteristicas fisico-quimicas diferem muito das encontradas in vivo. Dessa forma,
pode ocorrer uma falsa impressao de bioequivaléncia quando esses meios sao
utilizados. Devido a isso, 0s meios biorrelevantes surgem como alternativa para
contornar este problema, pois sao descritos na literatura como sendo mais preditivos
e discriminativos que os meios farmacopeicos. O objetivo desse trabalho é avaliar,
com base na literatura técnico-cientifica, a relevancia dos meios de dissolugcao
biorrelevantes como preditivos de biodisponibilidade. Para isso, foi efetuada uma
pesquisa bibliografica nas bases de dados cientificas SCOPUS, SCIELO, SCIENCE
DIRECT, Periédicos Capes e PUBMED. Para esse trabalho, primeiro foi feita uma
busca em artigos para verificar as propriedades fisico-quimicas dos fluidos
gastrointestinais humanos. Posteriormente, foi realizada uma comparagédo entre
estas propriedades dos fluidos gastrointestinais com as dos meios biorrelevantes e
farmacopeicos. Por ultimo, foi feita uma verificacdo dos resultados dos estudos de
bioequivaléncia descritos na literatura com os resultados dos testes de perfil de
dissolugdo em meios biorrelevantes. Os resultados demonstraram que ha um
namero reduzido de publicacbes que analisaram algumas propriedades fisico-
quimicas nos fluidos gastrointestinais, como por exemplo, a capacidade tamponante
e a tensao superficial. Além disso, se observou uma alta variabilidade nos resultados
descritos nos artigos cientificos para algumas propriedades. Em relacdo ao
comparativo dessas propriedades com o0s meios farmacopeicos € meios
biorrelevantes, a analise mostrou que o0s meios biorrelevantes sdao mais
semelhantes aos fluidos gastrointestinais do que os meios farmacopeicos. Por
ultimo, a comparacao dos resultados do perfil de dissolucéo in vitro demonstra
similaridade com os resultados obtidos in vivo. No entanto, foram encontrados
poucos artigos na literatura que realizaram esse comparativo. Sendo assim, os
meios biorrelevantes podem ser Uteis para a analise do perfil de dissolucao visando
o desenvolvimento de novos medicamentos e formulagdes, no entanto, é necessario
um maior numero de estudos para verificacao da efetividade desses meios.

Palavras-chave: Perfil de dissolugdo. Meios biorrelevantes. Fluidos gastrointestinais
humanos. Bioequivaléncia.
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ABSTRACT

Dissolution is a key step in the uptake of drugs administered orally. In order to compare
the behavior of the dissolution of two formulations, the dissolution profile test is used.
This assay is used in the development of new generic and similar drugs, post-
registration changes, as well as exemption from the bioequivalence study for solid
dosage forms. The dissolution profile must be discriminative, allowing to detect
significant alterations between two distinct formulations, in addition, it should mimic the
conditions found in vivo to the maximum extent possible. Many dissolution media
described in pharmacopoeias are not predictive of bioavailability because their
physico-chemical characteristics differ greatly from those found in vivo. In this way, a
false impression of bioequivalence can occur when these media are used. Due to this,
biorelevant media arise as an alternative to circumvent this problem, as they are
described in the literature as being more predictive and discriminative than the
pharmacopoeial medias. The objective of this work is to evaluate, based on the
technical-scientific literature, the relevance of the biorelevant dissolution media as
predictive of bioavailability. For this, a bibliographic search was carried out in scientific
databases, such as: SCPOUS, SCILEO, SCIENCE DIRECT, Periodicos Capes and
PUBMED. For this work, an initial research was done on articles to verify the physical-
chemical properties of human gastrointestinal fluids. Subsequently, such properties
were compared to those of the biorelevant and pharmacopoeial media. Finally, the
results of the bioequivalence studies and the dissolution profile tests in biorrelevant
media described in the literature were compared. The results demonstrated that there
is not a large number of studies that have analyzed some physicochemical properties
in gastrointestinal fluids, such as buffer capacity and surface tension. In addition, a
high variability was observed in the results described in the scientific articles for some
of those properties. Regarding the comparison of these properties with
pharmacopoeial media and biorelevant media, the analysis showed that the
biorelevant media are more similar to gastrointestinal fluids than the pharmacopoeial
media. Finally, comparison of in vitro dissolution profile results demonstrates similarity
with results obtained in vivo. However, few studies were found in the literature that
performed such comparison. Thus, biorelevant media may be useful for analyzing the
dissolution profile aiming at the development of new drugs and formulations, however,
a greater number of studies are necessary to verify the effectiveness of these media.

Key-words: Dissolution profile. Biorelevant media. Human gastrointestinal fluids.
Bioequivalence.
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1 INTRODUCAO

A dissolucao é uma etapa importante na absorcao dos farmacos administrados
pela via oral. Nessa etapa, o farmaco é dissolvido nos meios fisiologicos e fica
disponivel para ser absorvido pelas mucosas gastrointestinais (ALMUKAINZI et al.,
2014). Para se comparar o comportamento da dissolucao in vitro de duas formulacdes
(comprimidos, capsulas, pds para suspensoes, suspensodes), utiliza-se o teste do perfil
de dissolucao (BRASIL, 2010).

O perfil de dissolucao pode ser definido como um ensaio in vitro que permite a
construgdo da curva de porcentagem de farmaco dissolvido em funcédo do tempo,
empregando-se, geralmente, as condi¢cdes estabelecidas no teste de dissolucéao
descrito na Farmacopeia Brasileira ou, na sua auséncia, em outros compéndios
autorizados pela RDC 37 de 2009 (BRASIL, 2009; FARMACOPEIA BRASILEIRA 52
ED, 2010). No caso de inexisténcia de método de dissolu¢ao farmacopeico, a empresa
solicitante do registro deve desenvolver e validar o método analitico adequado para o
produto, conforme a RDC 166 de 2017 (BRASIL, 2017). O teste de perfil de dissolucao
€ utilizado no desenvolvimento de novas formulacdes, alteracbes pds-registro e
isencdo do estudo de bioequivaléncia (BRASIL, 2011; BRASIL, 2016a). Este teste
deve ter a capacidade de ser discriminativo, permitindo detectar alteragdes
significativas nas formulagcdes e processos de fabricaggo (FARMACOPEIA
BRASILEIRA 52 ED, 2010).

No entanto, um dos maiores desafios nos testes de perfil de dissolucao é
mimetizar as condicdes in vivo no organismo e apresentar a capacidade de diferenciar
a dissolucéo de duas formulagdes distintas (KLEIN, 2010).

Grande parte dos meios de dissolucao descritos na Farmacopeia Brasileira ou
em outras farmacopeias aceitas pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
(ANVISA) ndo possuem essa capacidade preditiva, pois suas caracteristicas fisico-
quimicas diferem muito das condigbes encontradas in vivo. Com isso, durante o
desenvolvimento de medicamentos genéricos ou similares, o perfil de dissolucao
semelhante pode levar a uma falsa impressao de bioequivaléncia e assim a uma futura
reprovacao neste teste (KLEIN, 2010; MUDIE, AMIDON, AMIDON, 2010).

Ha diversos fatores que podem impactar a dissolu¢ao dos farmacos, como por
exemplo: a presenga de alimento, assim como as alteragcbes de pH no estado

alimentado ou em jejum, o tipo e a concentracédo de surfactantes e enzimas, a forca
1



ibnica do meio de dissolucdo, a tensao superficial, 0 volume do meio, a osmolaridade
do meio, o tipo e concentracdo de tampéao, bem como outros fatores. Assim sendo,
torna-se necessario o desenvolvimento de meios de dissolu¢gdo mais preditivos de
biodisponibilidade e que possam diferenciar o perfil de liberagdo de diferentes
formulacdes (GRIGNARD et al., 2016).

Dessa forma, os meios biorrelevantes surgem como alternativa para contornar
esse problema, pois sdo descritos na literatura como meios mais preditivos e
discriminativos que os meios de dissolug¢ao farmacopeicos (GRIGNARD et al., 2016).

Em 1998, Dressman e colaboradores e em 2008 Jantratid e colaboradores
desenvolveram meios de dissolugdo para simular a dissolucdo no intestino delgado:
FaSSIF (fasted-state simulated intestinal fluid) e FeSSIF (fed-state simulated intestinal
fluid), os quais mimetizam as condi¢des no intestino delgado em jejum e pds-prandial,
respectivamente. Em 2005, Vertzoni e colaboradores e em 2008 Jantratid e
colaboradores desenvolveram meios de dissolugdo para simular as condigdes do
estbmago: FaSSGF (fasted-state simulated gastric fluid) e FeSSGF (fed-state
simulated gastric fluid), os quais simulam as condi¢cées no estdbmago em jejum e pos-
prandial, respectivamente. Por dltimo, em 2010, Vertzoni e colaboradores
desenvolveram meios de dissolugdo para mimetizarem as condi¢cdes no fluido
colénico. Neste estudo foram desenvolvidos o FaSSCoF (fasted-state simulated
colonic fluid) e o FeSSCoF (fed-state simulated colonic fluid), os quais simulam as

condic¢des no fluido colénico no estado em jejum e alimentado, respectivamente.



2 REVISAO DE LITERATURA
2.1 Correlacgao in vitro-in vivo

A correlacao in vitro-in vivo (CIVIV) é o estabelecimento de uma relacdo entre
uma medida in vitro para um produto farmacéutico e uma resposta gerada por este
em uma condigao in vivo. A CIVIV refere-se ao estabelecimento de uma relagao
racional entre o comportamento de um ensaio fisico-quimico, como, por exemplo, a
dissolucao in vitro e as propriedades biologicas produzidas por determinada forma
farmacéutica, como, por exemplo, a concentracao maxima (Cmax) € a area sob a curva
(ASC) (CHIANN, 2009).

Caso seja possivel estabelecer uma forte relagao entre essa resposta in vitro
com as medidas in vivo, talvez seja possivel isentar determinado medicamento de um
estudo de bioequivaléncia. Os estudos de bioequivaléncia costumam ser onerosos e
demorados, além de exporem os voluntarios sadios aos riscos advindos da utilizacao
do medicamento (CHIANN, 2009).

E possivel, principalmente, estabelecer uma CIVIV para farmacos de
classificacao biofarmacéutica Il, pois a dissolucéo in vitro é a etapa limitante para a
CIVIV. Para farmacos de classificacao biofarmacéutica Ill e IV ha a influéncia da
permeabilidade do farmaco na avaliagao da CIVIV (AMIDON et al., 1995).

Existem trés niveis de correlacdo que podem ser definidos e classificados em
ordem decrescente de importancia. O nivel A € o mais alto nivel que pode ser obtido.
Ele representa uma relagdo ponto a ponto entre a dissolugéo in vitro do farmaco, a
partir da forma farmacéutica, e a velocidade de entrada do mesmo no organismo in
vivo (algumas vezes referido com dissolucéao in vivo). O método para desenvolver uma
correlacdo nivel A é estimar a absorcao ou dissolucao in vivo, utilizando técnicas como
o método de Wagner-Nelson ou Loo-Riegelman para cada formulacdo (BRASIL,
2002).

Ja o nivel B utiliza os principios da analise de momento estatistico. A média do
tempo de dissolucdo in vitro € comparada com o tempo de residéncia médio (TRM)
ou ao tempo de dissolugao médio (TDM) in vivo. A correlagéo nivel B, apesar de usar
todos os pontos dos dados in vitro e in vivo, ndo é considerada uma correlagdo ponto
a ponto, porque nao reflete inteiramente a curva de nivel plasmatico. A correlacao de
nivel B ndo é considerada para as avaliagdes pos-registro (BRASIL, 2002).



Por ultimo, a correlagéo de nivel C relaciona um unico ponto de dissolucao a
um parametro farmacocinético, tal como ASC, Cmax, Tmax. ESSa correlagéo nao reflete
o formato da curva de concentracdo plasmatica versus tempo. Uma vez que este tipo
de correlacdo nao permite prever o real desempenho do produto in vivo, ela é util
somente na orientacdo do desenvolvimento das formulacbées. Devido as suas
limitacdes, ela tem utilidade restrita em prever o desempenho do farmaco in vivo e
esta sujeita as mesmas restricdes que correlagdo nivel B nas avaliagoes pds-registro
(BRASIL, 2002).

2.2 Sistema de Classificacao Biofarmacéutica

Os dois principais fatores responsaveis pela velocidade e extensdo da
absorcao de farmacos na via oral sdo a permeabilidade do farmaco nas mucosas
gastricas e a quantidade dissolvida nos fluidos gastrointestinais (DRESSMAN et al.,
2007).

Fundamentados por essas caracteristicas, Amidon e colaboradores (1995)
desenvolveram o Sistema de Classificagdo Biofarmacéutica (SCB). O SCB
consolidou-se nos ultimos anos como uma ferramenta no auxilio da predicao da
biodisponibilidade de farmacos e tem sido empregado no desenvolvimento de novas
formulacdes, bem como no registro de medicamentos genéricos e similares. Dessa
forma, o objetivo do SCB ¢é substituir certos estudos de bioequivaléncia por testes de
dissolucao in vitro, 0 que certamente ird reduzir a exposi¢ao de voluntarios sadios aos
farmacos candidatos aos testes de bioequivaléncia, bem como o custo e o tempo no
desenvolvimento de medicamentos (LENNERNAS, ABRAHAMSSON, 2005).

Nesse sistema, baseado principalmente na solubilidade e permeabilidade, os
farmacos podem ser classificados em 4 classes (AMIDON et al., 1995; BONAMICI,
SERRA, 2009), conforme exposto no Quadro 1. O emprego do SCB para isencao do
estudo de bioequivaléncia para farmacos de alta solubilidade e alta permeabilidade
vem sendo utilizado pelas agéncias reguladoras.



Quadro 1: Expectativa de correlagéo in vitro — in vivo (CIVIV) para formas farmacéuticas de
liberagcao imediata baseado no SCB.

Classe | Solubilidade Permeabilidade Expectativa da CIVIV

CIVIV, se a velocidade da dissolucao for
menor que o esvaziamento gastrico, de

[ Al Alta o L 9
ta outra forma a correlagéo € limitada ou
nao ha correlacéao
. CIVIV, se a razao da dissolucéo in vitro
1 Baixa Alta = eeT olugao
for similar a dissolucao in vivo
. A absorcao (permeabilidade) é a razao
m Alta Baixa gao (p )

determinante e limitante da CIVIV

v Baixa Baixa Limitado ou ndo ha CIVIV

Fonte: AMIDON et al., 1995; BONAMICI, SERRA, 2009.

No Brasil, foi publicada em 2011 a RDC N° 37, a qual disp6e sobre o guia para
isencdo e substituicdo dos estudos de bioequivaléncia. Nesta resolucao ficou
estabelecido que os estudos de bioequivaléncia ndo sao necessarios para
medicamentos de liberacdo imediata que contenham farmacos presentes na Instrucao
Normativa N° 10 de 2016, que dispde sobre a lista de farmacos candidatos a
bioisencdo baseada no sistema de classificacdo biofarmacéutica. Além disso, para
substituicdo dos estudos de bioequivaléncia, devera ser comprovada a alta
solubilidade, bem como a rapida dissolugéo do farmaco (BRASIL, 2011, 2016b).

Ja os guias de bioisengdo do Food and Drug Administration (FDA), European
Medicines Agency (EMA) e da Organizacdo Mundial da Saude (OMS) preveem a
substituicdo dos estudos de bioequivaléncia para farmacos com classificacdo
biofarmacéutica | e lll, desde que comparada sua alta solubilidade e sua rapida ou
muito rapida dissolucao (EMA, 2010; FDA, 2015; WHO, 2015).

O Quadro 2 mostra as principais semelhancas e diferencas encontradas na
legislagdo de bioisencédo de farmacos no Brasil, na Europa, nos Estados Unidos da
América (EUA) e de acordo com a OMS (BRASIL, 2011, 2016b; EMA, 2010; FDA,
2015; WHO, 2015).



Quadro 2: Comparativo dos parametros para a comprovacao da bioisen¢do baseado no SCB perante ANVISA, FDA, EMA e OMS.

Parametro ANVISA FDA EMA OoMS
Forma farmacéutica Sélidos orais de Sdlidos orais de liberagcéao Sélidos orais de Sdlidos orais de liberagcao
liberagdo imediata imediata liberagdo imediata imediata
Dose Maior dose Maior dose Maior dose Unica Maior dose Unica
, . Presentes na lista da IN
Tipo de farmacos 10 de 2016 Classe l e lll Classe | e llI Classe l e lll
Solubilidade Alta Alta Alta Alta

Permeabilidade

Nao informado

Alta (Farmacos Classe |) e
Baixa (Farmacos classe

10

Alta (Farmacos Classe
I) e Baixa (Farmacos
classe Ill)

Alta (Farmacos Classe |) e
Baixa (Farmacos classe

10

Répida ou muito rapida

Répida ou muito rapida
(farmacos classe 1) e

Répida ou muito rapida
(farmacos classe 1) e

Dissolugao Rapida dissolugao dissolugéo muito rapida (farmacos muito rapida (farmacos
classe Ill) classe Ill)
Formulagdes bucais, Comprimidos

Medicamentos excluidos

Medicamentos com
absorgao na cavidade
oral ou de liberacao
modificada

Medicamentos com
absorcdo na cavidade oral
ou indice terapéutico
estreito

sublinguais,
orodispersiveis com
absorgao na cavidade
oral, formulacées de
liberagdo modificada ou
indice terapéutico
estreito

orodispersiveis sao
aceitos se nao ha
absorgéao sublingual ou
oral. Medicamentos com
indice terapéutico estreito
nao sao aceitos




Quadro 2: Comparativo dos
(continuagao).

parametros para a comprovagao da bioisencdo baseado no SCB perante ANVISA, FDA, EMA e OMS

Parametro

ANVISA

FDA

EMA

OMS

Excipientes

Excipientes que afetam
a biodisponibilidade
deverao ser iguais
qualitativamente para o
medicamento teste em
relacdo ao referéncia e
em quantidade
compativel com a
funcao pretendida

O produto teste nao
contém nenhum
excipiente diferente em
relagdo ao produto
referéncia que afetara a
biodisponibilidade
(farmacos classe I). O
produto € qualitativamente
0 mesmo e
quantitativamente similar
ao produto referéncia
(farmacos classe 1)

Os excipientes que
afetam a
biodisponibilidade s&o
qualitativamente e
guantitativamente os
mesmos (farmacos
classe I). Além da
exigéncia acima, 0s
outros excipientes da
formulagéo séo
qualitativamente os
mesmos e
quantitativamente muito
similares (farmacos
classe Ill)

Excipientes que possam
afetar a biodisponibilidade
do farmaco devem ser
identificados e uma
avaliacdo deve ser feita.
Excipientes nao criticos
nao devem diferir
qualitativamente e devem
ser quantitativamente
similares

Fonte: BRASIL, 2011, 2016b; EMA, 2010; FDA, 2015; WHO, 2015.




2.2.1 Solubilidade

A solubilidade é definida como a quantidade maxima de soluto que se dissolve
em determinado solvente. A solucao obtida nessas condi¢des é chamada de saturada
(ASHFORD, 2005a).

A solubilidade dos farmacos pode ser influenciada por fatores relacionados as
caracteristicas fisico-quimicas do farmaco, as propriedades da forma farmacéutica e
aos fatores fisiol6gicos do trato gastrointestinal, conforme descrito no Quadro 3
(GRASS, 1997).

Quadro 3: Fatores importantes da solubilidade de farmacos.

. , . Propriedades . v
Caracteristicas fisico- daz formas Fatores fisiologicos do trato
imi farmacos ~ astrointestinal
quimicas dos fa farmacéuticas 9
Caracteristicas Tipo e . . ~
~ H do meio de dissolucéao, presenca de
moleculares, constantes concentragdo do pHd . ¢ao, p " ¢
de ionizagéao excipiente, forma enzimas, presenca de sais ,b' ares,
lipossolubilidade ta,manho farmacéljtica e tempo do esvaziamento gastrico,
P " ) motilidade do trato gastrointestinal,
e forma da particula, tecnologia de resenca de alimento
polimorfismo. fabricacéo. P )

Fonte: (GRASS, 1997).

Desde 1990, a lipofilia dos novos farmacos tem sido aumentada, como
resultado da natureza lipofilica dos novos alvos, bem como da nova estratégia para
descoberta, baseada na quimica combinatéria e no screening de alto rendimento.
Como consequéncia disso, alguns autores estimam que 90% dos novos farmacos
apresentem baixa solubilidade, de acordo com os critérios de classificacdo do SCB
(BENET, BROCCATELI, OPREA, 2011).

De acordo com a RDC 37 de 2011 e os guias do FDA, EMA e OMS, um farmaco
sera considerado altamente soluvel se sua maior dose administrada oralmente como
uma formulacéo de liberagcao imediata solubilizar-se completamente em até 250 mL
de cada uma das solu¢des tampéao utilizadas dentro da faixa de pH fisioldgico a (37
1) 2C. O volume de 250 mL é originado de protocolos de estudo de bioequivaléncia,
que recomendam a administracdo de medicamentos com um copo de 250 mL de agua
(BRASIL, 2011; EMA, 2010; FDA, 2015; WHO, 2015).



O Quadro 4 descreve os principais parametros para analise de solubilidade de
farmacos baseada no SCB descritos pela legislacao brasileira, americana, européia e
da OMS (BRASIL, 2011; EMA, 2010; FDA, 2015; WHO, 2015).

Quadro 4: Comparativo dos parametros para a comprovagao da alta solubilidade de farmacos
baseado no SCB perante ANVISA, FDA, EMA e OMS.

Parametro ANVISA FDA EMA OoMS
Volume < 250,00 mL < 250,00 mL < 250,00 mL < 250,00 mL
Intervalo de pH 1,20 a 6,80 1,00 a 6,80 1,00 a 6,80 1,20 a 6,80
pH = pKa; pH= 1.20: 4.50:
1,20;4,50 e | pKa +1; pH= pKa '30 e bH- 50 |
Valores de pH 6,80 4epH1,00e 6,80; pH= Nao informado
6,80. Pha.
o Antes e depois Depois da Antes e depois
VerlflcaHgao de da adicao do adicao do da adicao do Nao informado
P farmaco farmaco farmaco
Temperatura (37£1)°C (837 £1)°C (37£1)°C (37£1)°C
Replicatas Minimo 3 Minimo 3 Nao informado Minimo 3
dli\getrz(:gadge Método shake- | Método shake-
Método fase% e shake- flask ou outro flask ou outro Nao informado
flask justificado justificado

Fonte: BRASIL, 2011; EMA, 2010; FDA, 2015; WHO, 2015.

O método de equilibrio ou de saturacao (técnica do shake-flask) é o mais citado
para a determinacao de solubilidade (BRASIL, 2011; EMA, 2010; FDA, 2015; WHO,
2015). Nessa técnica, a determinacao da solubilidade é realizada com a adicao de
quantidade conhecida do farmaco em uma solugcao tampéao padronizada até atingir a
saturacado do meio, a qual € indicada através da precipitagdo da substancia no fundo
do frasco. Essa mistura é submetida a temperatura de (37 1) °C e agitacao controlada
até a obtencao do equilibrio das duas fases. ApGs essa etapa, a amostra é filtrada e
quantificada de acordo com método previamente validado (AVDEFF, 2005).

No entanto, a solubilidade dos farmacos, através do emprego do método citado,
nem sempre mimetiza as condicoes fisiolégicas que ocorrem no organismo e dessa
forma pode-se estimar incorretamente a biodisponibilidade dos farmacos
(DRESSMAN et al., 2007).



Outro método utilizado para verificar a solubilidade de farmacos é a
determinacao da solubilidade em fluidos aspirados do trato gastrointestinal. Nesse
método, € administrada agua (determinagdo da solubilidade em jejum) ou algum
liquido nutritivo (determinacdo da solubilidade no estado alimentado) a voluntérios
sadios. Ap6s a administracdo, o liquido do fluido gastrointestinal é aspirado com
auxilio de um cateter e posteriormente a amostra € preparada e analisada. A
vantagem desse método é que se simula melhor as condigdes fisioldgicas para a
solubilizacdo dos farmacos. No entanto, como nao existe um protocolo padronizado,
diferentes valores de solubilidade de farmacos podem ser encontrados, devido as
diversas formas de coletar e manusear as amostras, além das diferentes composi¢des
do liquido nutritivo administrado (DRESSMAN et al., 2007).

2.2.2 Dissolugao

A dissolucao de farmacos pode ser descrita pela equacéo de Noyes-Whitney
(Equacédo 1). Essa equacao descreve a velocidade de dissolucdo de particulas
esféricas, quando o processo de dissolucao é determinado pela difusao e nao envolve
reacdes quimicas (ASHFORD, 2005a).

dC/dt = DA (Cs— C) / h Equagéo 1

Na Equacao 1: dC/dt é a velocidade de dissolugcdo das particulas do farmaco;
D é o coeficiente de difusdo do farmaco em solucao nos fluidos gastrointestinais; A é
a superficie efetiva das particulas do farmaco em contato com os fluidos
gastrointestinais; Cs é a concentracdo de saturacdo do farmaco em solugdo na
camada difusional; C é a concentracao do farmaco nos fluidos gastrointestinais e h é
a espessura da camada difusional ao redor de cada particula do farmaco (ASHFORD,
2005a).

Os testes de dissolucao e perfil de dissolugdo in vitro sdo ferramentas
importantes de controle de qualidade nos diferentes estagios do ciclo de vida de um
medicamento. Nos primeiros estagios do desenvolvimento farmacotécnico, os testes

de perfil de dissolucdo sdo Uteis para identificar as variaveis criticas no processo
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produtivo, bem como as diferengcas nas formulacbes. Além disso, sdo muito
importantes para avaliar o impacto que certas mudancas (alteracdo de equipamento,
local de fabricacao, formulagéo, entre outras) possam ter no produto final. J& os testes
de dissolucdo, durante a fase de producéo, sdo fundamentais para liberacao de lotes,
bem como a avaliacdo da estabilidade, uma vez que as caracteristicas de dissolucao
de um produto devem manter-se constantes durante todo o periodo de validade do
mesmo (ABUZARUR-ALOUL et al., 1997; MANADAS, PINA, VEIGAS, 2002;
MURTHY, GHEBRE-SELLASSIE, 1993).

Segundo a legislacao brasileira, para comprovacao da bioisencao baseada no
SCB, além da comprovacao da alta solubilidade do farmaco, o medicamento teste
devera apresentar dados comprobatérios da rapida dissolugdo do farmaco a partir da
forma farmacéutica. Assim sendo, no minimo 85% do farmaco devera se dissolver em
30 minutos, em todas as condi¢des testadas, tanto para o medicamento teste quanto
para o medicamento referéncia (BRASIL, 2011). Os guias do FDA, EMA e OMS, além
da alta solubilidade do farmaco, também exigem a comprovacao da rapida ou muito
rapida dissolucao do farmaco, dependendo da sua classificagdo biofarmacéutica. Um
farmaco sera considerado de muito rapida dissolucdo, quando no minimo 85% do
farmaco dissolver em 15 minutos, em todas as condicoes testadas, tanto para o
medicamento teste quanto para o medicamento referéncia (BRASIL, 2011; EMA,
2010; FDA, 2015; WHO, 2015).

O Quadro 5 descreve os principais parametros para analise do perfil de
dissolucdo de farmacos em relagdo ao SCB descritos pela legislacao brasileira,
americana, europeia e da OMS (BRASIL, 2011; EMA, 2010; FDA, 2015; WHO, 2015).

Quadro 5: Comparativo dos parametros para a analise de dissolucdo de farmacos baseado
no SCB perante ANVISA, FDA, EMA e OMS.

Parametro ANVISA FDA EMA OoMS
85% em 30 85% em 30 85% em 30
minutos minutos minutos
o (farmacos classe | (farmacos classe | (farmacos classe
gexade | 85%em30 | ) e85 em 15 | l)e85%em15 | I)e85%em 15
¢ minutos minutos minutos
(farmacos classe | (farmacos classe | (farmacos classe
1) 1) 1)
Volume do 900 mL 500 mL ou 900 mL ou 900 mL ou
meio menos menos menos
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Quadro 5: Comparativo dos parametros para a andlise de dissolu¢ao de farmacos baseado
no SCB perante ANVISA, FDA, EMA e OMS (Continuagéao).

Parametro ANVISA FDA EMA OoMS
] P& 50 ou 75 RPM
nomrato | o B SOREM | (devidamente | Paa’50 RPMou | Paa 75 RPM ou
P RPM justificado) ou cesto a 100 RPM | cesto a 100 RPM
cesto a 100 RPM
pH 1,20 (HCI
0,10 M ou pH 1,20 (HCI pH 1,20 (HCI
liquido 0,10 M ou liquido | 0,10 M ou liquido | pH 1,20 (solucéao
gastrico gastrico simulado | gastrico simulado de HCl ou
Meios de simulado sem sem enzimas); sem enzimas); | tampao); pH 4,50
dissolugéo enzimas); pH pH 4,50 e pH pH 4,50 e pH (tampéao acetato)
4,50 e pH 6,80 6,80 (liquido 6,80 (liquido e pH 6,80
(liquido intestinal sem intestinal sem (tampao fosfato)
intestinal sem enzimas) enzimas)
enzimas)
C pH deve ser
Verificagao Inicio di final assegurado
do pH . - durante o -
experimento experimento
Teg:)p;r;tc‘)”a (37 £1) °C (37 £ 1) °C (37 £1) °C (37 £ 1) °C
Tensoativos
no meio de Nao aceito _ Nao aceito Nao aceito
dissolucao
. ; . Para capsulas e | Para cépsulas e . ,
Enzimas no | Sé autorizado o J S6 autorizado em
meio de om capsulas comprimidos com | comprimidos com capsulas de
dissolucio de gelatina revestimento de revestimento de clatina
¢ 9 gelatina gelatina 9

Fonte: BRASIL, 2011; EMA, 2010; FDA, 2015; WHO, 2015.

2.2.3 Permeabilidade

A permeabilidade é baseada diretamente na extensao da absorgéo intestinal

dos farmacos em humanos, ou através de medidas de taxas de transferéncia de

massa da membrana intestinal humana. Também podem ser utilizados modelos

animais ou modelos in vitro, como, por exemplo, culturas de células epiteliais (YU et
al., 2002; FDA, 2015).
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De acordo com os guias do FDA, EMA e OMS, um farmaco é considerado
altamente permeavel quando a extensado da absorcao for 85% ou mais em seres
humanos (EMA, 2010; FDA, 2015; WHO, 2015).

Os principais métodos utilizados para a determinacdo da permeabilidade de
farmacos sao: (a) método de balanco de massas, (b) método de biodisponibilidade
absoluta, (c) métodos in silico que empregam programas computacionais, (d) métodos
in vitro baseados em sistemas artificiais compostos por lipidios, (e) métodos in vitro
baseados em sistemas celulares, (f) métodos ex vivo que empregam segmentos de
tecidos isolados de animais, (g) métodos in vivo que contemplem os estudos
farmacocinéticos em animais ou em seres humanos e (h) métodos in situ, que
consistem na perfusdo do farmaco em determinados trechos do intestino (DAHAN,
AMIDON, 2009a; EMA, 2010; FDA; 2015; LINDENBERG, KOPP, DRESSMAN, 2004;
OMS, 2015; SOUZA et al., 2009; YU et al., 2002).

Para isencéo do estudo de biodisponibilidade, o guia da EMA recomenda o uso
dos métodos de balanco de massas ou de biodisponibilidade absoluta para a
determinacdo da permeabilidade. O FDA e a OMS, além dos métodos citados,
aceitam os métodos de perfusao intestinal in vitro e in vivo (EMA, 2010; FDA, 2015;
OMS, 2015).

Diversos fatores influenciam no resultado da permeabilidade do farmaco, como,
por exemplo, a escolha da espécie animal, a origem do tecido, a linhagem celular, a
forma e conducado do estudo, a analise dos resultados. Além disso, € fundamental
considerar a estabilidade e a solubilidade do farmaco em relacdo as condigcdes do
estudo, como tempo do estudo, temperatura do teste, pH e solucbes utilizadas
(VOLPE, 2010).

Assim sendo, a escolha do método para o estudo de permeabilidade podera
acarretar em diferentes resultados. Portanto, a padronizacao da técnica é fundamental
para minimizar as possiveis variagdes (VOLPE, 2010).

2.3 Fisiologia da absorcao de farmacos

Os medicamentos absorvidos por via oral passam por todo o trato
gastrointestinal e o tempo de transito (incluindo esvaziamento gastrico, passagem
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pelo intestino delgado e intestino grosso) varia de 0,4 a 5 dias (SHARGEL, YU, PONG,
2005).

Ao longo do trato gastrointestinal é observado um gradiente de pH em
diferentes regides em funcao dos aspectos fisioldgicos envolvidos no processo de
digestao. No estado de jejum, o estbmago apresenta uma faixa de pHde 1,0a 2,0 e
no duodeno o pH aumenta para a faixa de 4,0 a 5,4 em funcao da presenca de ions
bicarbonato secretados através do ducto pancreatico. Entre o jejuno proximal e o ileo
distal, o pH se eleva de forma gradual para uma faixa de 4,4 a 8,0. O Quadro 6
apresenta os valores de pH no trato gastrointestinal em individuos normais nos
estados em jejum e alimentado (ASHFORD, 2005b; AVDEEF, 2005).

Quadro 6: Valores de pH nas porgdes do trato gastrointestinal em individuos normais nos

estados em jejum e alimentado.

Local do TGl pH em jejum pH apos alimentacao
Estébmago 1,0-2,0 2,0-5,0
Duodeno 40-54 49-5,9

Jejuno 4,4 -6,5 5,2-6,0
ileo 6,8 -8,0 6,8-78
Colon 55-7,0 6,5-8,0

Fonte: ASHFORD, 2005b; AVDEEF, 2005

2.3.1 Estébmago

O estdbmago, apesar de nao ser o principal local para a absorcédo de farmacos,
€ onde inicia-se a liberagao do farmaco. Para compostos com alta solubilidade no pH
gastrico, a completa dissolucao ocorre nesse 6érgao (DRESSMAN et al., 2007).

O fluido gastrico € complexo, pois € uma mistura de diferentes componentes
do trato gastrointestinal, como, por exemplo, componentes da saliva, secre¢des
gastricas, liquido, dietas da alimentacgéao e refluxo de liquido do duodeno. Os principais
componentes do fluido gastrico sdo os ions hidrogénio, os sais biliares e as enzimas
lipase e pepsina. A concentracdo de ions de hidrogénio afeta o pH e
consequentemente a ionizagdo dos farmacos. As enzimas podem afetar a estabilidade
e a dissolucado do farmaco, ja os sais biliares podem formar micelas, impactando a

solubilidade do farmaco (DAHAN, AMIDON, 2009b).
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2.3.2 Intestino delgado

O intestino delgado representa 60% do trato gastrointestinal e é divido em trés
porgdes importantes: duodeno, jejuno e ileo. Cerca de 90% dos processos de
absorcao acontecem no intestino delgado (principalmente duodeno e jejuno), ja que
sua superficie apresenta inumeras microvilosidades, as quais sao responsaveis por
aumentar a area de superficie absortiva, tornando a absorcdo mais eficiente
(BALIMANE, CHONG, MORRISON 2000; DESESSO, JACOBSON, 2001).

O fluido do intestino delgado é composto de quimo do estébmago, secrecdes do
figado, do pancreas e da parede do préprio intestino delgado. Secre¢des do pancreas
incluem bicarbonato, proteases (principalmente tripsina e quimiotripsina), amilase e
lipases. O figado secreta a bile, a qual contem sais biliares, fosfolipideos, bicarbonato,
colesterol, pigmentos biliares e residuos organicos. A parede do intestino delgado
secreta ions minerais, como bicarbonato, sédio e cloreto. Os tipos e as concentracdes
dos tampdes presentes no intestino delgado podem influenciar a ionizacdo dos
farmacos e consequentemente sua dissolugcdo (KONTUREK, KONTUREK, HAHN
2004; SHENGG, MCNANARA, AMIDON, 2009; WIDMAIER, RALF, STRANG, 2006).

2.3.3 Intestino grosso

A mucosa do intestino grosso € menos irregular quando comparada a do
intestino delgado. Essa porgcao do trato gastointestinal € importante na absorcao de
farmacos que nao foram absorvidos nos érgaos anteriores ou, ainda, na absorcao de
farmacos especificos que dependem de suas propriedades fisico-quimicas e das
caracterisitcas da forma farmacéutica (produtos com revestimento entérico ou de
liberacao prolongada) (GIBALDI, 1984).

2.4 Fatores que influenciam a dissolucao de farmacos

Além das caracteristicas fisico-quimicas do farmaco e da formulacdo do
medicamento, a dissolucdo do farmaco e a absorcdo dependem do ambiente

fisiolégico do trato gastrointestinal. Dessa forma, diversos parametros, como pH,
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tampdes, presenca de sais biliares, entre outros fatores, podem impactar a dissolugcéo
dos farmacos (DRESSMAN et al., 1998).

2.4.1 Presenga de alimento

O alimento pode ter impacto na dissolucao dos farmacos devido a mudanca no
meio fisiolégico. Por exemplo, na presenca de alimento, o esvaziamento gastrico é
prolongado e consequentemente o pH do estdmago € elevado, enquanto o pH do
intestino delgado é diminuido. Assim sendo, farmacos com caracteristicas acidas
podem ter sua dissolucdo aumentada no estdbmago e diminuida no intestino delgado,
devido ao fato de estarem mais ionizados no pH do estémago e menos ionizados no
pH do intestino delgado, comparado ao estado em jejum. Ja farmacos com
caracteristicas basicas podem ter sua dissolucdo decrescida no pH do estémago e
aumentada no pH do intestino delgado, pelo fato de estarem mais ionizados no pH do
intestino delgado e menos ionizados no pH do estdbmago, comparado ao estado em
jejum (JONES et al., 2006).

Augustijns e colaboradores (2014), em um trabalho de revisdo, compararam a
solubilidade de 28 farmacos de diferentes grupos de pesquisa, utilizando como meio
de dissolucéo o fluido intestinal humano nos estados alimentado e em jejum. Neste
estudo, foi observado que apenas quatro farmacos apresentavam menor solubilidade
no estado alimentado comparado ao estado em jejum. Todos os farmacos relatados
sao acidos fracos e dessa forma ha um efeito negativo na solubilidade desses
compostos na presenca de alimento, causado pela diminuicdo do pH no intestino.

242 pH

O pH é definido como o negativo do logaritmo da concentracdo do ion
hidrogénio, como mostrado na Equacéao 2.

pH= -log1o[H*] Equacéo 2
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O pH de uma solugao neutra é 7, pelo fato das concentragdes dos ions H* e
também OH- serem 107 mol.L-". O pH das solugdes acidas é menor que 7 e das
solugdes basicas € maior que 7. A aplicacao quantitativa da Equacao de Henderson-
Hasselbalch (Equacgao 3) permite determinar a solubilidade de um farmaco em agua,
a um dado pH, desde que conhecido os valores de pKa e a solubilidade das espécies
nao-ionizadas (cu). A concentracdo das espécies ionizadas é representado por (ci) na
equacéao 3. O pKa é o pH onde 50% das moléculas estdao 50% ionizadas e 50% nao-
ionizadas (ASHFORD, 2005b).

pKa= pH + log cu Equagéo 3

Cl

Um grande numero de farmacos é &cido ou base fraca e portanto sua
solubilidade pode ser influenciada pelo pH do sistema. A solubilidade de uma base
fraca pode ser aumentada, diminuindo o pH da solucdo, enquanto a solubilidade de
um &cido fraco pode ser elevada, com o aumento do pH. Alguns farmacos podem ter
mais de um valor de pKa e dessa forma exibirdo um perfil de solubilidade mais
complexo (ASHFORD, 2005b).

2.4.3 Tensoativos

O uso de tensoativos em meios de dissolucao é uma das principais formas para
aumentar a solubilidade de farmacos insoluveis ou ligeiramente solluveis em agua
(FUCHS, DRESSMAN, 2014).

Os mecanismos mais provaveis de acao dos tensoativos sdo os fenbmenos de
molhabilidade e a solubilizagdo micelar. O processo de molhabilidade consiste em
deslocar uma microfase de ar da superficie do sélido e substitui-la por uma microfase
liguida, diminuindo dessa forma o angulo de contato sélido-liquido e as tensdes
superficial e interfacial do meio aquoso, aumentando assim a penetracao do liquido
de dissolugdo na matriz sélida. No mecanismo de solublizacdo micelar, o tensoativo
utilizado encontra-se em concentragcdo acima da concentracao micelar critica (CMC).
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Acima da CMC, a tensao superficial permanece essencialmente constante, indicando
que a interface solido-liquido esta saturada e a formacao de micelas teve lugar no
meio liquido (SCHOTT, KWAN, FELDMAN, 1982).

Os meios biorrelevantes possuem em sua constituicdo surfactantes
encontrados nos fluidos gastrointestinais humanos, como a lecitina e o taurocolato de
sédio, diferentemente dos meios farmacopeicos que geralmente utilizam lauril sulfato
de sodio e polissorbato como tensoativos (ALMUKAINZI et al., 2014).

Pesquisas tém mostrado que a pureza dos surfactantes utilizados nos meios
de dissolucao tem alto impacto na dissolucao de certos farmacos (ALMUKAINZI et al.,
2014).

2.4.4 Osmolalidade

A osmolalidade é uma forma pratica de uma medida total da contribuicao de
varios solutos presentes na solugdo pela pressdo osmética da solucéao
(FARMACOPEIA BRASILEIRA 52 ED, 2010).

A osmolalidade do meio pode afetar a dissolucdo dos farmacos através da
mudanca do comportamento de entumecimento da formulagao. Esta propriedade esta
relacionada com a penetracao de agua na formulacao. Quando a diferenca na pressao
osmdtica entre o interior da formulagédo e o exterior (meio de dissolugao) diminui, a
penetracdo de agua também decresce, afetando negativamente a liberagdo do
farmaco (RUDOLPH et al., 2001).

O principal método para determinagao da osmolalidade consiste em determinar
a medida da diminui¢cdo do ponto de congelamento da solugéo analisada, através do
uso do equipamento osmometro (FARMACOPEIA BRASILEIRA 52 ED, 2010).

2.4.5 Volume gastico

A concentracao do farmaco depende do volume dos fluidos gastrointestinais. A
dissolucdo do farmaco vai depender do volume de liquido administrado com o

18



farmaco, das secrecoes e do fluxo de agua através da superficie do intestino
(MASAOKA et al., 2006).

O estdbmago tem capacidade de 1,5 L, apesar de que, em jejum, contenha nao
mais que do que 50 mL de fluido. O volume fisiol6gico do intestino delgado varia entre
50 a 1100 mL, com média de 500 mL sob condi¢des de jejum. Quando administrado
com um copo de agua, o medicamento é imerso em aproximadamente 250 mL de
liguido no estbmago. Caso o farmaco nao esteja dissolvido no estdmago, o
esvaziamento géstrico ira leva-lo ao intestino delgado e o restante do farmaco sera
dissolvido no intestino delgado (ASHFORD, 2005a; YU et al., 2002).

Devido a alta variabilidade dos fluidos gastrointestinais, € muito complexo
definir o volume apropriado para o estudo de dissolucao (ASHFORD, 2005a; YU et
al., 2002).

2.4.6 Tampdes e capacidade tamponante

Diversos métodos descritos nas farmacopeias utilizam meios tamponantes, os
quais refletem as condicoes de pH no trato gastrointestinal, sdo faceis de preparar,
robustos e bem aceitos pelas agéncias reguladoras. No entanto, estes meios, apesar
de uteis para analise pelo controle de qualidade, nado refletem as caracterisitcas
encontradas no trato gastrointestinal, como por exemplo forca idnica, viscosidade,
tensdo superficial, osmolalidade, condicdo jejum ou alimentado, entre outros
parametros (KLEIN, 2010).

Para cada solugao tampao é possivel determinar a capacidade tamponante.
Essa propriedade € medida através da titulacdo da solugédo tampao com uma solugéao
de acido cloridrico ou hidréxido de sédio. Esse parametro mede a capacidade dessa
solucao manter o pH apés a adicao de acidos e bases (FARMACOPEIA BRASILEIRA
52 ED, 2010).

A capacidade tamponante do meio de dissolucdo, juntamente com seu pH, tem
grande impacto na dissolucado dos farmacos, em vista que uma alteracao do pH do
meio pode impactar a ionizagdo dos farmacos e consequentemente sua solubilidade.
No trato gastrointestinal em jejum o principal tampao biolégico é o bicarbonato, ja no
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estado alimentado o tampao depende do tipo de alimentacdo (JANTRATID et al.,
2008).

2.4.7 Enzimas

A principal enzima encontrada no suco gastrico é a pepsina, ja no intestino
delgado sado encontradas lipases, amilases e proteases. As proteases sao
responsaveis pela degradacdo de farmacos de natureza proteica. Além disso,
farmacos como nucleotideos e acidos graxos também podem estar sujeitos a
degradacao enzimatica. As lipases também podem afetar a liberacao de farmacos que
contenham substancias lipidicas. Os farmacos na forma de ésteres também sao
suscetiveis a hidrélise. Além disso, no célon ha enzimas secretadas por bactérias, que
sao utilizadas para o delineamento de formas farmacéuticas destinadas a atuar no
intestino grosso (ASHFORD, 2005b).

Grignard e colaboradores (2016) em um estudo realizado em cachorros e
ratos,verificaram que durante a ingestdo de alimentos, a concentracdo de pepsina e
lipase € aumentada. Em humanos, a pepsina também é aumentada ap6s a ingestao
de alimentos (MUDIE, AMIDON, AMIDON, 2010).

2.4.8 Tensao superficial

A tensao superficial € um efeito fisico que ocorre na interface entre duas fases
quimicas. Esta propriedade é causada pelas forgcas de coesao entre moléculas
semelhantes (FELL, 2005).

A tensao superficial pode influenciar a dissolucao do farmaco, pois este
parametro esta relacionado com a molhagem do principio ativo. Dessa forma, uma
alta tensao superficial acarreta uma menor molhabilidade (DAHAN, AMIDON, 2009b).

A tensao superficial nos fluidos gastrointestinais é consideravelmente menor
que a da agua, devido a presenca de surfactantes na regido (DRESSMAN et al.,
1998).
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Ha diversos métodos para a determinacao da tensao superficial, sendo os mais
comuns o método de placa de Wilhelmy, do anel, da ascensao capilar e da gota
pendente ou cadente (ASHFORD, 2005c).

2.4.9 Motilidade gastrica

No trato gastrointestinal, a espessura da camada de difusao (h), conforme
equacao de Noyes-Whitney seré afetada pelo nivel de agitacao a que cada particula
do farmaco é submetida. Dessa forma, o aumento na motilidade do trato
gastrointestinal pode aumentar a velocidade de dissolucido de farmacos pouco
soluveis, devido a reducdo na espessura da camada de difusdo ao redor das
particulas do farmaco (ASHFORD, 2005b).

2.4.10 Viscosidade

O aumento da viscosidade no meio de dissolugdo causado pela presenca de
algumas substancias pode diminuir o coeficiente de difusdo (D), conforme equacao
de Noyes-Whitney e consequentemente diminuir a dissolu¢do dos farmacos. Por isso,
a presenca de alimentos no trato gastrointestinal pode reduzir a velocidade de difusao
na qual as particulas desse farmaco abandonam a camada difusional que circunda
cada particula e assim sendo, sua dissolucdo também pode ser diminuida
(ASHFORD, 2005b).

2.5 Meios biorrelevantes

Os meios biorelevantes foram desenvolvidos com o objetivo de se ter uma
melhor CIVIV. Dessa forma, eles sao Uteis na avaliacao de formulacées com farmacos
de baixa solubilidade, pois eles mimetizam melhor as caracterisitcas dos meios
fisiolégicos, como, por exemplo, a osmolalidade, a presenca de alimento, o pH, a
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capacidade tamponante, entre outros fatores (BHAGAT et al., 2014; JANTRATID,
DRESSMAN, 2009).

2.5.1 Meios biorrelevantes utilizados no estbmago

Em 2005, Vertzoni e colaboradores desenvolveram o meio de dissolucéao
fasted-state simulated gastric fluid (FaSSGF) para simular as condicées no estdmago
no estado em jejum.

Meios de dissolucdo que simulem as condicdes no estbmago apos a
alimentacao incluem leite com alto teor de gordura (3,5%) que simula uma refeicao
mais branda e Ensure Plus®, o qual apresenta as propriedades fisico-quimicas
similares a uma refeigdo padrdo utilizada pelo FDA nos estudos de bioequivaléncia.
Dessa forma, foram desenvolvidos meios de dissolugao que refletem as propriedades
fisico-quimicas no estbmago (pH, capacidade tamponante, osmolaridade) apés 75
min da refeicdo (antes), 75 a 165 min (meio) e ap6és 165 min (depois) da ingestao da
refeicdo (JANTRATID et al., 2008).

A Tabela 1 mostra a composicao dos meios de dissolucao FaSSGF e fed-state
simulated gastric fluid (FeSSGF), simulando o antes, o0 meio e depois da ingestao de
alimentos. A composicao desses meios foi preparada para simular as propriedades
fisico-quimicas dos aspirados gastricos no decorrer de uma refeicdo (VERTZONI et
al., 2005; JANTRATID et al., 2008).

Tabela 1: Composicao dos meios de dissolugao FaSSGF e FeSSGF (antes, meio e depois da

refeicéo)
FeSSGF
Composicéao FaSSGF Antes Meio Depois
Taurocolato de sédio (UM) 80,00 - - -
Lecitina (uUM) 20,00 - - -
Pepsina (mg.mL™) 0,10 - - -
Cloreto de sodio (mM) 34,20 148,00 237,02 122,60
Acido acético (mM) - - 17,12 -
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Tabela 1: Composicdao dos meios de dissolugdo FaSSGF e FeSSGF (antes, meio e depois

da refeicao) (Continuacao).

FeSSGF
Composicao FaSSGF Antes Meio Depois
Acetato de sodio (mM) - - 29,75 -
Acido ortofosférico (mM) - - - 5,50
Fosfato dihidrogenado de sodio i i 32,00
(mM)
Leite/tampao* - 1:0 1:1 1:3

* Tampao acetato (FeSSGF meio) e tampao fosfato (FeSSGF depois). Fonte: VERTZONI et
al., 2005; JANTRATID et al., 2008.

A composicao desses meios incluem taurocolato de sédio (sal biliar) e lecitina
(fosfolipideo), os quais sdo tensoativos que auxiliam na solubilidade de farmacos
poucos soluveis. Ja a pepsina € uma enzima encontrada no estdbmago. Os outros
insumos incluem constituintes do sistema tampéo, como o acido acético, acetato de
sédio, acido ortofosférico e fosfato dihidrogenado de sddio. E por ultimo, o cloreto de
sodio, que esté relacionado com a osmolalidade do meio de dissolugao (VERTZONI
et al., 2005; JANTRATID et al., 2008).

2.5.2 Meios biorrelevantes utilizados no intestino delgado

Em 1998, Dressman e colaboradores e, em 2008, Jantratid e colaboradores
desenvolveram os meios biorelevantes de dissolugcao fasted-state simulated intestinal
fluid (FaSSIF) e fed-state simulated intestinal fluid (FeSSIF), os quais mimetizam as
condicées no intestino delgado em jejum e pdés-prandial, respectivamente. Estes
meios de dissolucdo contém em sua composicdo surfactantes encontrados no
organismo, como lecitina e taurocolato de sodio. A Tabela 2 apresenta a composicao
dos meios de dissolucdo FaSSIF e FeSSIF, mimetizando o antes, o meio e depois da
ingestao de alimentos. A composicdo desses meios foi preparada para simular as
propriedades fisico-quimicas dos aspirados gastrointestinais no decorrer de uma
refeigéo.

23



Tabela 2: Composi¢ao dos meios de dissolu¢cao FaSSIF e FeSSIF (antes, meio e depois da

refeicao).
FeSSIF
Composicao FaSSIF Antes Meio Depois

Taurocolato de s6dio (mM) 5,00 10,00 7,50 4,50
Lecitina (mM) 1,50 3,00 2,00 0,50
Hidroxido de sodio (mM) gs pH = 6,80 52,50 65,30 72,00

Fosfato de potassio dibasico (M) 0,03 - - -

Cloreto de Potassio (M) 0,22 - - -
Monooleato de glicerila (mM) - 6,50 5,00 1,00
Oleato de s6dio (mM) - 40,00 30,00 0,80
Acido maleico (mM) - 28,60 44,00 58,09
Cloreto de s6dio (mM) - 145,20 122,80 51,00

Fonte: DRESSMAN et al., 1998; Jantratrid et al., 2008.

A composigao desses meios incluem constituintes com a mesma fung¢ao que
0s meios biorrelevantes FaSSGF e FeSSGF. Além disso, ha a presenca de oleato de
sédio e monooleato de glicerila que sao lipideos encontrados no organismo
(JANTRATID et al., 2008).

2.5.3 Meios biorrelevantes utilizados no intestino grosso

Em 2010, Vertozni e colaboradores desenvolveram os meios de dissolucao
para mimetizarem as condicdes no fluido coldnico. Neste estudo foram desenvolvidos
o fasted-state simulated colonic fluid (FaSSCoF) e o fed-state simulated colonic fluid
(FeSSCoF), os quais simulam as condi¢des no fluido colénico no estado em jejum e
alimentado, respectivamente.

A Tabela 3 apresenta a composicado dos meios de dissolucdo FaSSCoF e
FeSSCoF desenvolvidos por Vertzoni e colaboradores (2010).
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Tabela 3: Composi¢do dos meios de dissolugdo FaSSCoF e FeSSCoF.

Composicao FaSSCoF FeSSCoF
Extratos de sais biliares (mM) 0,15 0,60
Lecitina (mM) 0,30 0,50
Acido palmitico (mM) 0,10 0,20
Albumina de soro bovino (mg.mL™) 3,00 3,00
Cloreto de s6dio (mM) - 34,00
Glicose (mg.mL™) - 14,00
Tris-aminometano (mg.mL™) 5,50 3,70
Acido maleico (mg.mL™) 8,80 3,50
Hidroxido de sodio gs pH 7,80 gs pH 6,00

Fonte: VERTZONI et al., 2010.



3 JUSTIFICATIVA

Os meios de dissolucao utilizados na avaliagao do teste de perfil de dissolucéo
devem refletir as condi¢des encontradas in vivo, bem como ter a capacidade de
discriminar formulagées distintas (KLEIN, 2010).

Os meios de dissolucdo farmacopeicos usados para andlise do perfil de
dissolucdo diferem significativamente das condicdes encontradas in vivo no
estbmago, intestino delgado e intestino grosso. Os parametros fisico-quimicos como:
osmolaridade, tipo e concentracédo de tensoativos, forga i6nica, pH, sistema tampéao,
concentragdo de enzimas e viscosidade sdo muito diferentes das condi¢des in vivo.
Sabe-se que todos estes fatores, bem como a presenca do alimento, influenciam o
perfil de cedéncia de um farmaco. Além disso, ha estudos que relatam que diversos
meios de dissolugdo farmacopeicos ndao sao discriminativos (GARBACZ, KLEIN,
2012; KLEIN, 2010). Dessa forma, o uso de um meio de dissolucdo com condi¢des
fisico-quimicas muito distintas das in vivo e ndo discriminativos pode acarretar em
uma falsa avaliacdo de bioequivaléncia entre duas formulagbes (DRESSMAN,
REPPAS, 2000; KLEIN, 2010; MUDIE, AMIDON, AMIDON, 2010).

Portanto, o uso de meios de dissolugdo mais preditivos de biodisponibilidade
torna-se necessario. Os meios biorrelevantes possuem caracteristicas mais préximas
das condicdes encontradas in vivo. Além disso, existem meios biorrelevantes, como o
FeSSGF e o FeSSIF, que simulam a presenca do alimento encontrado no estdmago
e intestino delgado, respectivamente (JANTRATID et al., 2008).

A utilizacdo de meios de dissolucao preditivos de biodisponibilidade € de
extrema relevancia para as industrias farmacéuticas desenvolvedoras de
medicamentos genéricos e similares. A analise do perfil de dissolugao é a principal
etapa para a tomada de decisao de se enviar uma nova formulacao para o teste de
bioequivaléncia, o qual € um teste muito oneroso. Assim sendo, com o0 uso de um
meio de dissolucdo mais discriminativo e que reflita melhor as condigcbes in vivo,
haveria uma maior seguranga para a industria farmacéutica, diminuindo as chances
de reprovacao no teste de bioequivaléncia. Este fato reduziria o custo no
desenvolvimento do produto e evitaria um retrabalho para o setor de desenvolvimento.

Além disso, 0 uso dos meios biorrelevantes pode ser Util no desenvolvimento

de medicamentos sélidos orais novos. Durante a fase pré-clinica, pode ser utilizado
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para a seleg¢do do sal, do tamanho de particula e do polimorfo do farmaco, além da
escolha dos excipientes empregados na formulacdao. Na fase | dos estudos clinicos
pode ser util na avaliagdo do efeito do alimento na biodisponibilidade do farmaco
(WANG, FOTAKI, MAQO, 2009).

Para o 6rgao regulador, este trabalho pode auxiliar em uma melhor avaliacao
no registro de novos produtos, ja que diversos medicamentos soélidos orais sao
dispensados do teste de bioequivaléncia, conforme a RDC 37 de 2011. Com o uso de
meios de dissolugcao mais preditivos de biodisponibilidade, a ANVISA tera uma maior
seguranca na aprovacao do registro para esses produtos (BRASIL, 2011).

Além disso, hoje, algumas alteracbes poés-registro, como, por exemplo:
mudancas menores de producado de farmacos, alteracbes menores de excipientes,
mudancas menores de processo e de equipamentos, exigem apenas analise de perfil
dissolugdo, ndo sendo necessario o teste de bioequivaléncia. Como, muitas vezes,
esse meio de dissolucdo nao é preditivo de biodisponibilidade, esta alteracdo pdés-
registro pode acarretar em um produto ndo bioequivalente a condicao previamente
registrada (BRASIL, 2016a).

Portanto, o uso de meios de dissolucdo mais preditivos de biodisponibilidade
fornecerd uma maior seguranga ao 6rgao regulador para a aprovacao de novos
produtos genéricos e similares, bem como as alteracdes pds-registro em que nao se
exige este teste.
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4 OBJETIVOS

4.1 Objetivo Geral

Avaliar, com base na literatura técnico-cientifica, a relevancia dos meios de

dissolucao biorrelevantes como preditivos de biodisponibilidade oral.

4.2 Obijetivos especificos

» Pesquisar na literatura as caracteristicas fisico-quimica dos fluidos
gastrointestinais humanos e realizar uma avaliacdo dos resultados
encontrados.

» Verificar na literatura as propriedades fisico-quimicas dos meios biorrelevantes
e dos meios farmacopeicos e comparar, com foco em uma analise critica, as
propriedades desses meios com as dos fluidos gastrointestinais humanos.

e Comparar, com foco em uma analise critica, os resultados dos perfis de

dissolucdo em meios biorrelevantes com os resultados de testes in vivo.
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5 METODOLOGIA

No desenvolvimento do presente estudo, foi realizada uma pesquisa
bibliografica nas bases de dados cientificas SCOPUS, SCIELO, SCIENCE DIRECT,
Periédicos Capes e PUBMED. A selecao dos artigos foi feita com base na leitura do
resumo dos artigos pesquisados. Nao houve restricdo na escolha dos artigos pelo ano
do estudo, sendo considerados artigos publicados até dezembro de 2018.

Esse trabalho foi dividido em trés tépicos. Primeiramente, foi realizada uma
busca em artigos cienitificos para verificacdo das propriedades fisico-quimicas dos
fluidos gastrointestinais humanos. Foram pesquisadas as propriedades pH,
capacidade tamponante, osmolalidade, tensédo superficial, concentracédo de acidos
biliares e concentracdo de proteinas totais nos fluidos estomacais, duodenais e do
jejuno, tanto no estado em jejum quanto no alimentado. Para essa busca foram
utilizadas as seguintes palavras chaves: fluidos duodenais humanos (human duodenal
fluids), fluidos gastricos humanos (human gastric fluids) e fluidos gastrointestinais
humanos (human gastrointestinal fluids). Todos estes termos foram cruzados com o
operador booleano “AND” e a palavra composi¢cdo (composition) ou com a palavra
propriedades (properties).

Para esse primeiro tdpico somente foram escolhidos estudos que
apresentavam o resultado da média das propriedades fisico-quimicas analisadas nos
voluntarios. Em alguns artigos inseridos nas tabelas do item 6.1 ndo foram
identificados os valores minimo e maximo encontrados nos voluntarios. Em outros
estudos nao foi possivel verificar o desvio padrao calculado. Estes valores estao
sinalizados com um traco (-). Além disso, para esse topico, foram desenvolvidos
graficos “boxplot’ utilizando o programa Microsoft Excel® 2016. Somente foram
construidos esses graficos quando foram encontrados pelo menos 4 estudos em cada
uma das condigbes analisadas (regido estomacal, duodenal e do jejuno).

Para o segundo tépico, foram comparadas a média e 0 seu respectivo desvio
padrdao dos estudos analisados das propriedades fisico-quimicas dos fluidos
gastrointestinais humanos com as propriedades fisico-quimicas encontradas nos
estudos com meios biorrelevantes e farmacopeicos. Nos casos em que foram
encontrados apenas 1 artigo que verificasse determinada propriedade fisico-quimica
nos fluidos gastrointestinais, foi comparado o limite inferior e superior encontrado para

a propriedade analisada no estudo.
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Os meios biorrelevantes selecionados para o comparativo neste tdépico foram
os meios FaSSIF, FeSSIF, FaSSGF e FeSSGF, os quais sdo os mais descritos na
literatura. Para a pesquisa das propriedades dos meios biorrelevantes foi utilizada a
palavra chave meio biorrelevante (biorelevant media). Esta palavra foi cruzada com o
operador booleano “AND” e a palavra composi¢cdo (composition) ou com a palavra
propriedades (properties). Em relacdo a pesquisa das propriedades dos meios
farmacopeicos foram empregadas as palavras chaves: meio farmacopeico
(pharmacopeial media) e tampao fosfato 6,8 (phosphate buffer 6,8). Estes termos
foram cruzados com o operador booleano “AND” e a palavra composicao
(composition) ou propriedades (properties). Os meios farmacopeicos usados no
comparativo foram o acido cloridrico (HCI) 0,1 M e tampéo fosfato pH 6,8, os quais
sao utilizados para os testes de perfil de dissolugao nos estudos de bioisencao.

Finalmente, foi feita uma comparagdo dos resultados dos estudos de
bioequivaléncia descritos na literatura com os resultados dos testes de perfil de
dissolucdo em meios biorrelevantes. Para isso, foram utilizadas as palavras chaves
correlagcbes in vitro- in vivo (in vitro- in vivo correlations) e meios biorrelevantes
(biorelevant media). Estas palavras foram cruzadas com o operador booleano “AND”
e os termos estudos de bioequivaléncia (bioequivalence studies) ou estudos clinicos
(clinical studies).
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6 RESULTADOS E DISCUSSAO
6.1 Caracteristicas fisico-quimicas dos fluidos gastrointestinais humanos
6.1.1 pH dos fluidos gastrointestinais

Os resultados de pH encontrados em artigos nos fluidos gastrointestinais no
estado em jejum nas regides estomacais, duodenais € no jejuno podem ser verificados
nas Tabelas 4, 5 e 6, respectivamente.

Em todos os estudos foi medido o pH com eletrodo de pH. Os estudos de
Dressman e colaboradores (1990) e Efentakis e Dressman (1998) foram excluidos da
andlise, pois nao informavam o resultado da média dos voluntarios. O estudo de
Vertzoni e colaboradores (2012) foi descartado, pois neste estudo o farmaco danazol
era administrado juntamente com o alimento e esse fato poderia interferir na

propriedade fisico-quimica analisada.

Tabela 4: Andlise de pH coletado no fluido estomacal em jejum em humanos em diferentes

estudos.
Numero de . .- pH Desvio

Estudo voluntarios pH minimo pH medio maximo Padrao
1 07 - 1,80 - -
2 24 1,40 2,90 7,50 1,97
3 05 - 2,80 - 1,10
4 18 1,23 1,70 7,36 -
5 165 - 2,90 - 0,16
6 19 1,16 2,50 5,96 1,40
7 10 - 1,80

Média pH médio e desvio padrao: 2,34 + 0,56. Retirado de: Estudos (1) ARMAND et al.,1996;
(2) LINDAHL et al.,1997; (3) PEDERSEN et al., 2000; (4) KALANTZI et al., 2006a; (5) LU et
al., 2010; (6) PEDERSEN et al., 2013; (7) RABBIE et al., 2015. Fonte: Proprio autor.
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Tabela 5: Analise de pH coletado no fluido duodenal em jejum em humanos em diferentes

estudos.
Numero de . - H Desvio

Estudo voluntarios pH minimo pH medio mélg(imo Padrao
1 07 - 7,30 - -
2 04 5,90 6,45 7,10 0,50
3 15 - 6,20 - -
4 12 - 6,70 - -
5 06 6,30 7,00 7,50 0,40
6 05 6,00 6,70 7,60 0,62
7 15 5,41 6,71 7,28 0,46
8 04 - 7,50 - -
9 04 6,60 7,40 7,50 -
10 11 - 7,50 - -
11 20 3,40 6,78 8,30

Média pH médio e desvio padrao: 6,93 + 0,44. Retirado de: Estudos (1) ARMAND et al.,1996;
(2) BROWERS, 2006; (3) KALANTZI et al., 2006a; (4) KALANTZI et al., 2006b; (5) MORENO
et al., 2006; (6) CLARYSSE et al., 2009; (7) ANNAERT et al., 2010; (8) HOLMSTOCK et al.,
2013;(9) WUYTS et al., 2013; (10) WUYTS et al., 2015;(11) RIETHORST et al., 2016. Fonte:
Proprio autor.

Tabela 6: Andlise de pH coletado no fluido do jejuno em jejum em humanos em diferentes

estudos.
Numero de . - H Desvio

Estudo voluntarios pH minimo pH medio més(imo Padrao
1 55 - 6,63 - 0,53
2 24 5,30 7,10 8,10 0,60
3 10 - 6,70 - 0,90
4 12 - 7,50 - -
5 06 6,50 6,80 7,30 0,40
6 04 6,30 7,08 7,50 0,54
7 10 7,40

Média pH médio e desvio padrédo: 7,038 £ 0,34. Retirado de: Estudos (1) EVANS et al.,1988;
(2) LINDAHL et al.,1997; (3) PEDERSEN et al., 2000; (4) PERSSON et al., 2005; (5) MORENO
et al., 2006; (6) FADDA et al., 2010; (7) RABBIE et al., 2015. Fonte: Proprio autor.

Através da observacdo das Tabelas 4, 5 e 6 foi verificado que foram
encontrados 7, 11 e 7 artigos, respectivamente, em que se analisou o pH dos fluidos
gastrointestinais no estado em jejum. As amplitudes dos valores de pH (valor minimo
e valor maximo) nestes estudos foram de 1,16 a 7,50 para o fluido estomacal em
jejum, 3,40 a 8,30 para o fluido duodenal em jejum e 5,30 a 8,10 para o fluido do jejuno
em jejum.
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Essa alta amplitude nos resultados de pH pode ter ocorrido em consequéncia
da diluicao da secrecdo gastrica com a saliva ou com a secrecao nasal dos
voluntarios. Além disso, a possivel alteracdo de pH nos fluidos gastrointestinais em
determinado voluntario pode ter acontecido devido a alguma condicao fisiolégica,
como hipocloridria, acloridria, refluxo do duodeno para a regidao estomacal, entre
outras alteracoes (ANNAERT et al., 2010; BERGSTROM et al., 2013; CLARYSSE et
al., 2009; KALENTZI et al., 2006; LINDAHL et al.,1997; LU et al., 2010; MORENO et
al., 2006; PEDERSEN et al., 2013; RIETHORST et al., 2016).

Apesar da grande variabilidade na amplitude dos valores de pH, a amplitude
das médias verificadas nestes estudos foi muito menor, sendo de 1,70 a 2,90 para o
fluido estomacal em jejum, de 6,20 a 7,50 no fluido duodenal em jejum e de 6,63 a
7,50 no fluido do jejuno em jejum. A Figura 1 demonstra este intervalo de média

observado nos estudos.

Analise do pH nos fluidos gastrointestinais no estado em jejum

8,00
7,00
6,00
5,00

T 4,00
3,00 —
2,00
1,00

0,00
estdbmago duodeno jejuno

Figura 1: Analise das médias dos pH relatados nos estudos dos fluidos gastrointestinais em
humanos. Retirado de: EVANS et al,1988; ARMAND et al,1996; LINDAHL et al.,1997;
PEDERSEN et al., 2000; BROWERS, 2006; KALANTZI et al., 2006a; KALANTZI et al., 2006b;
MORENO et al., 2006; CLARYSSE et al., 2009; ANNAERT et al., 2010; FADDA et al., 2010;
LU et al., 2010; HOLMSTOCK et al., 2013; PEDERSEN et al., 2013; WUYTS et al., 2013;
RABBIE et al., 2015; WUYTS et al., 2015; RIETHORST et al., 2016. Fonte: Préprio autor
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Através da anadlise do gréafico da Figura 1 pode-se observar a pequena
variabilidade dos resultados de média encontrados nos estudos, devido a baixa
amplitude dos graficos. No entanto, todos os graficos apresentam distribuicao
assimétrica, sendo os graficos do pH do estbmago e do jejuno em jejum
negativamente assimétricos, pois o valor da mediana esta mais préximo do intervalo
Q3. Ja o grafico de pH do duodeno em jejum é positivamente assimétrico, pois o valor
da mediana esta mais préximo do intervalo Q1.

Em relagdo aos estudos de pH no estado pés-prandial, foi obtido apenas um
artigo para a regiao estomacal e para a regidao do jejuno. Na regido duodenal foram
encontrados 6 artigos. Devido a essa pequena quantidade de artigos conseguidos na
literatura, foi realizado apenas o comparativo dos estudos na regidao duodenal,
conforme Tabela 7.

Em todos os estudos foi medido o pH com eletrodo de pH. Os estudos de
Savarino e colaboradores (1988), Dressman e colaboradores (1990), Armand e
colaboradores (1996) e Kalantzi e colaboradores (2006a) foram excluidos da analise,
pois ndo informavam o resultado da média de pH dos voluntarios.

O pH estomacal no estado alimentado variou de 4,90 a 5,90, com média de
5,47, sendo analisados 12 voluntarios, conforme o estudo de Diakidou e
colaboradores (2009). Ja o pH no jejuno no estado pés-prandial teve média de 6,10,
sendo analisados 6 voluntarios, de acordo com Persson e colaboradores (2005).

Tabela 7: Analise do pH coletado no fluido duodenal no estado alimentado em humanos em
diferentes estudos.

Numero de . - H Desvio
Estudo voluntarios pH minimo pH medio mélg(imo Padrao
1* 12 - 5,95 - -
2 05 5,40 5,94 6,40 0,46
3 04 - 6,00 - -
4 04 4,80 5,80 6,30 -
5 09 - 6,30 - -
6 20 4,70 6,22 7,10 -

Média pH médio e desvio padrao: 6,04 + 0,19. Retirado de: Estudos (1*) KALANTZI et al.,
2006b (média das 4 medicdes realizadas, apos 30, 60, 120 e 180 minutos da administragao
do alimento); (2) CLARYSSE et al., 2009; (3) HOLMSTOCK et al., 2013; (4) WUYTS et al.,
2013; (5) WUYTS et al., 2015; (6) RIETHORST et al., 2016. Fonte: Préprio autor.
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Pela analise da Tabela 7, verificou-se que a amplitude dos valores de pH (valor
minimo e valor maximo) nestes estudos foi de 4,70 a 7,10. J4 a amplitude das médias
dos estudos foi de 5,80 a 6,30. Essa baixa amplitude pode ser explicada devido a
capacidade tamponante do alimento utilizado nos protocolos dos estudos
(RIETHORST et al., 2016).

Em relagédo ao pH do fluido estomacal no estado alimentado, pode-se observar
que a média de 5,47 de pH foi maior do que o intervalo de média do fluido estomacal
em jejum, o qual apresentou valores de pH entre 1,70 a 2,90. Dessa forma, pode-se
constatar que o pH estomacal é elevado quando na presenca do alimento.

Em compensacéao, pode-se verificar que a média do pH do fluido duodenal no
estado alimentado com valores entre 5,80 a 6,30 e do pH do fluido do jejuno em jejum
com pH de 6,10 tiveram valores menores que o pH do fluido duodenal no estado em
jejum com pH na faixa de 6,20 a 7,50 e do que o pH do fluido do jejuno em jejum com
intervalo de pH entre 6,63 a 7,50. Com isso, pode-se concluir que o pH do intestino
delgado é diminuido quando esta na presenca do alimento.

Assim sendo, a mudanc¢a de pH ocasionada pela presenca do alimento pode
influenciar a dissolugao dos farmacos, devido a maior ou menor ionizagao do farmaco
em determinado pH (BAXEVANIS, KUIPER, FOTAKI, 2016; HORTER, DRESSMAN,
2001; JONES et al., 2006).

6.1.2 Capacidade tamponante dos fluidos gastrointestinais

Poucos artigos que analisaram a capacidade tamponante nos fluidos
gastrointestinais estavam disponiveis na literatura, tanto para o estado em jejum
qguanto para o alimentado.

Os estudos de Kalantzi e colaboradores (2006a) e Moreno e colaboradores
(2006) foram excluidos da andlise, pois nao informavam o resultado da média dos
voluntarios. Além disso, o estudo de Vertzoni e colaboradores (2012) foi descartado,
pois o farmaco danazol era administrado juntamente com o alimento e esse fato
poderia interferir nas propriedades fisico-quimicas analisadas.

Na maioria dos estudos, a capacidade tamponante foi determinada através da
titulacdo com solucao de acido cloridrico (HCI). Somente no estudo de Pedersen e
colaboradores (2013), a capacidade tamponante foi determinada com a titulacdo com
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solucao de hidréxido de sddio (NaOH). Em Litou e colaboradores (2016), a capacidade
tamponante foi analisada com solugdo de NaOH e HCI e nos estudos de Persson e
colaboradores (2005) e Diakidou e colaboradores (2009) nao foi informada a solucao
titulante utilizada.

Os resultados da capacidade tamponante encontrada em artigos nos fluidos
gastrointestinais no estado em jejum nas regides estomacais, duodenais € no jejuno

podem ser verificados nas Tabelas 8, 9 e 10, respectivamente.

Tabela 8: Andlise da capacidade tamponante no fluido estomacal em jejum em humanos em
diferentes estudos.

Capacidade Capacidade Capacidade

. Tamponante Tamponante = Tamponante .
Estudo \'/\lc?lr:tg:igz minimo médio maximo Eae::gg
(mmol.L". (mmol.L". (mmol.L".
ApH™) ApH™) ApH™)
1 06 - 14,30 - 9,50
2 08 4,70 17,87 27,60 -

Média capacidade tamponante médio e desvio padrdo: 16,09 mmol.L".ApH™ + 2,52. Retirado
de: Estudos (1) PEDERSEN et al., 2013; (2) LITOU et al., 2016. Fonte: Proprio autor.

Tabela 9: Analise da capacidade tamponante no fluido duodenal em jejum em humanos em
diferentes estudos.

Capacidade Capacidade Capacidade

. Tamponante Tamponante = Tamponante .
Estudo \'/\lc:le:tré\c:igZ minimo médio maximo IBae::"éI\g
(mmol.L". (mmol.L". (mmol.L".
ApH™) ApH™) ApH™)
1 12 - 5,60 - -
2 04 2,30 5,20 7,20
3 08 8,40 12,70 19,20 -

Média capacidade tamponante médio e desvio padrdo: 7,83 mmol.L".ApH" + 4,22. Retirado
de: Estudos (1) KALANTZI et al., 2006b; (2) WUYTS et al., 2013; (3) LITOU et al., 2016. Fonte:
Proprio autor.
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Tabela 10: Analise da capacidade tamponante no fluido do jejuno em jejum em humanos em
diferentes estudos.

Capacidade Capacidade Capacidade
Tamponante Tamponante = Tamponante

NUmero de e Py b Desvio
U volumarios (M (IS e, Pedrio
ApH™) ApH™) ApH™)
1 12 - 2,40 - -
2 04 1,70 3,23 4,50 1,26
3 10 - 6,60 - -

Média capacidade tamponante médio e desvio padrdo: 4,08 mmol.L-".ApH" + 2,22. Retirado
de: Estudos (1) PERSSON et al., 2005; (2) FADDA et al., 2010;(3) RABBIE et al., 2015. Fonte:
Proprio autor.

Pela andlise das Tabelas 8,9 e 10 foram encontrados 2 artigos em que se
analisou a capacidade tamponante no fluido estomacal em jejum e 3 artigos em que
foi verificada a capacidade tamponante no fluido duodenal e do jejuno no estado em
jejum. A amplitude da capacidade tamponante (valor minimo e valor maximo) nestes
estudos foi de 4,70 a 27,60 mmol.L"".ApH-" no fluido estomacal em jejum, 2,30 a 19,20
mmol.L-".ApH" no fluido duodenal em jejum e 1,70 a 6,60 mmol.L"".ApH" no fluido do
jejuno em jejum.

As amplitudes das médias verificadas nestes estudos foram de 14,30 a 17,87
mmol.L-".ApH" para o fluido estomacal em jejum, de 5,60 a 12,70 mmol.L-".ApH" para
fluido duodenal em jejum e de 2,40 a 6,60 mmol.L-".ApH no fluido do jejuno em jejum.

Em relagcédo aos estudos de capacidade tamponante no estado pds-prandial, foi
encontrado apenas 1 artigo na regido estomacal e na regido do jejuno. Na regido
duodenal foram identificados 2 artigos. Por ter sido encontrado apenas 1 artigo na
literatura em que se analisou o fluido estomacal e da regido do jejuno, foi realizado
apenas o comparativo dos estudos na regidao duodenal, conforme Tabela 11.

A capacidade tamponante do fluido estomacal no estado alimentado variou de
22,50 a 30,00 mmol.L-".ApH-!, com média de 25,83 mmol.L-".ApH"', sendo analisados
12 voluntarios, conforme o estudo de Diakidou e colaboradores (2009). Ja a
capacidade tamponante do jejuno no estado pés-prandial teve média de 14,60
mmol.L".ApH', sendo analisados 6 voluntarios, de acordo com Persson e
colaboradores (2005).
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Tabela 11: Analise da capacidade tamponante no fluido duodenal no estado alimentado em
humanos em diferentes estudos.

Capacidade Capacidade Capacidade
Tamponante Tamponante = Tamponante

NUmero de e Py b Desvio
U volumarios (M (IS e, Pedrio
ApH™) ApH™) ApH™)
1* 12 - 25,75 - -
2 04 13,20 20,20 40,50 -

Média capacidade tamponante médio e desvio padrdo: 22,98 mmol.L".ApH™" + 3,92. Retirado
de: Estudos (1*) KALANTZI et al., 2006b (média das 4 medi¢des realizadas, apds 30, 60, 120
e 180 minutos da administracédo de alimento); (2) WUYTS et al., 2013. Fonte: Proprio autor.

Pela analise da Tabela 11, verificou-se que a amplitude dos valores da
capacidade tamponante (valor minimo e valor maximo) nestes estudos foi de 13,20 a
40,50 mmol.L".ApH-'. J4 a amplitude das médias dos estudos foram de 20,20 a 25,75
mmol.L-".ApH-".

Através da observacao dos resultados, sugere-se que a presenca do alimento
aumenta a capacidade tamponante dos fluidos gastrointestinais, como, por exemplo,
na comparacao do fluido estomacal em jejum em que a capacidade tamponante média
foi de 14,30 a 17,87 mmol.L".ApH' e a capacidade tamponante média do fluido
estomacal no estado alimentado foi de 25,83 mmol.L-".ApH-", da comparagao do fluido
duodenal em jejum em que a capacidade tamponante média foi de 5,60 a 12,70
mmol.L".ApH" e a capacidade tamponante média do fluido duodenal no estado pés-
prandial foi de 20,20 a 25,75 mmol.L-".ApH"" e do comparativo do fluido do jejuno em
jejum em que a capacidade tamponante média foi de 2,40 a 6,60 mmol.L-".ApH' e a
capacidade tamponante média do fluido do jejuno no estado pds-prandial foi de 14,60
mmol.L1.ApH".

Como o pH do meio influencia a dissolugdo do farmaco e a capacidade
tamponante esta relacionada com a capacidade desse meio manter seu pH apés a
adicdo de &cidos e bases, pode-se sugerir que a presenca de determinado tipo de
alimento pode aumentar a capacidade tamponante dos fluidos gastrointestinais e
consequentemente alterar a dissolucao dos farmacos (BAXEVANIS, KUIPER,
FOTAKI, 2016; HORTER, DRESSMAN, 2001).

38



6.1.3 Osmolalidade dos fluidos gastrointestinais

Os resultados de osmolalidade encontrados em artigos nos fluidos
gastrointestinais no estado em jejum nas regides estomacais, duodenais € no jejuno
podem ser verificados nas Tabelas 12,13 e 14, respectivamente.

O estudo de Vertzoni e colaboradores (2012) foi descartado, pois o farmaco
danazol era administrado juntamente com o alimento e esse fato poderia interferir nas
propriedades fisico-quimicas analisadas.

Em todos os estudos, a osmolalidade foi medida através da técnica de
determinacdo da depressao de ponto do congelamento, utilizando o equipamento
osmbémetro, exceto o estudo de Lindahl e colaboradores (1997) em que foi
determinada a pressao de vapor, também empregando o equipamento osmdémetro. O
estudo de Pedersen e colaboradores (2000) ndo descreveu a metodologia utilizada.

Tabela 12: Analise da osmolalidade no fluido estomacal em jejum em humanos em diferentes

estudos.
, Osmolalidade Osmolalidade Osmolalidade .
Estudo \'/\lc?lr:tg:igz minima média maxima Eae::gg
(mOsm.Kg™) (mOsm.Kg™) (mOsm.Kg™)

1 24 114,00 191,00 230,00 36,00
2 05 29,00 03,00
3 05 - 221,00 - 15,00
4 18 - 140,00 - -
5 19 - 220,00 - 58,00
6 08 44,90 97,50 144,00 -

Média osmolalidade média e desvio padrao: 149,75 mOsm.Kg™' + 76,31. Retirado de: Estudos
(1) LINDAHL et al.,1997; (2) GISOLFI, 1998; (3) PEDERSEN et al., 2000; (4) KALANTZI et al.,
2006a; (5) PEDERSEN et al., 2013; (6) LITOU et al., 2016. Fonte: Préprio autor.

39



Tabela 13: Andlise da osmolalidade no fluido duodenal em jejum em humanos em diferentes

estudos.
, Osmolalidade Osmolalidade Osmolalidade .
Estudo y;::‘;g;ig‘; minima média maxima IBae::"éI\g
(mOsm.Kg™) (mOsm.Kg™) (mOsm.Kg™)

1 05 - 142,00 - 17,00
2 12 - 197,00 - -
3 05 85,00 137,00 220,00 54,00
4 05 124,00 212,40 266,00 57,36
5 15 165,00 220,80 278,00 34,07
6 04 - 224,00 - -
7 04 - 198,00 - -
8 11 - 278,00 - -
9 08 92,50 161,05 217,40 -

Média osmolalidade média e desvio padrdo: 196,69 mOsm.Kg ' + 44,74. Retirado de: Estudos
(1) GISOLFI, 1998; (2) KALANTZI et al., 2006b; (3) MORENO et al., 2006; (4) CLARYSSE et
al., 2009; (5) ANNAERT et al., 2010; (6) HOLMSTOCK et al., 2013; (7) WUYTS et al., 2013;
(8) WUYTS et al., 2015; (9) LITOU et al., 2016. Fonte: Préprio autor.

Tabela 14: Andlise da osmolalidade no fluido do jejuno em jejum em humanos em diferentes

estudos.
, Osmolalidade Osmolalidade Osmolalidade .
Estudo ";l;rl:‘rﬁréorigz minima média maxima 3:3;’5'2
(mOsm.Kg™) (mOsm.Kg™) (mOsm.Kg™)

1 24 218,00 271,00 292,00 15,00
2 05 - 196,00 - 12,00
3 10 - 221,00 - 15,00
4 04 107,00 200,00 275,00 68,00
5 10 - 257,00 -

Média osmolalidade média e desvio padrao: 229,00 mOsm.Kg™"' + 33,70. Retirado de: Estudos
(1) LINDAHL et al.,1997; (2) GISOLFI, 1998; (3) PEDERSEN et al., 2000; (4) MORENO et al.,
2006; (5) RABBIE et al., 2015. Fonte: Proprio autor.

Através da verificacdo das Tabelas 12,13 e 14 foram encontrados 6 artigos em
que foi analisada a osmolalidade no fluido estomacal em jejum, 9 estudos para o fluido
duodenal em jejum e 5 artigos para o fluido do jejuno em jejum. A amplitude dos
valores de osmolalidade (valor minimo e valor maximo) nestes estudos foram de 29,00
a 230,00 mOsm.Kg™" para o fluido estomacal em jejum, 85,00 a 278,00 mOsm.Kg""
para o fluido duodenal em jejum e 107,00 a 292,00 mOsm.Kg™ para o fluido do jejuno

em jejum.
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A grande faixa encontrada de osmolalidade nos estudos pode ser devido a
variabilidade individual dos voluntéarios, a diferente técnica de aspiragao utilizada e ao
armazenamento das amostras (BERGSTROM et al., 2014).

A amplitude da variagcdo da média nestes estudos foi de 29,00 a 221,00
mOsm.Kg™' no fluido estomacal em jejum, 137,00 a 278,00 mOsm.Kg™! para o fluido
duodenal em jejum e 196,00 a 271,00 mOsm.Kg™! para o fluido do jejuno em jejum. A

Figura 2 demonstra este intervalo de média observado nos estudos.

Analise da osmolalidade nos fluidos gastrointestinais no estado
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Figura 2: Andlise das médias da osmolalidade relatadas nos estudos dos fluidos
gastrointestinais de humanos. Retirado de: LINDAHL et al.,1997; GISOLFI, 1998;
PEDERSEN et al., 2000; KALANTZI et al., 2006a; KALANTZI et al., 2006b; MORENO et al.,
2006; CLARYSSE et al., 2009; ANNAERT et al., 2010; HOLMSTOCK et al., 2013; PEDERSEN
etal., 2013; WUYTS et al., 2013; RABBIE et al., 2015; WUYTS et al., 2015; LITOU et al., 2016.
Fonte: Proprio autor.

Através da analise da Figura 2 pode-se observar a elevada variabilidade dos
resultados de média encontrados nos estudos, devido a alta amplitude dos graficos,
principalmente do fluido estomacal e duodenal. Todos os graficos apresentaram
distribuicdo assimétrica, sendo os de osmolalidade do estdmago e do duodeno em
jejum negativamente assimétricos, pois o valor da mediana esta mais proximo do
intervalo Q3. Ja o grafico de osmolalidade do jejuno em jejum é positivamente

assimétrico, pois o valor da mediana esta mais proximo do intervalo Q1.
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Em relacdo aos estudos de osmolalidade no estado pés-prandial, foi
encontrado apenas 1 artigo na regiao estomacal e nenhum estudo na regiao do jejuno.
Na regidao duodenal foram verificados 5 artigos. Devido a essa baixa quantidade de
artigos encontrados na literatura, foi realizado apenas o comparativo dos estudos na
regido duodenal, conforme Tabela 15.

A osmolalidade do fluido estomacal no estado alimentado variou de 475,00 a
515,00 mOsm.Kg', com média de 501,00 mOsm.Kg', sendo analisados 12

voluntarios, conforme o estudo de Diakidou e colaboradores (2009).

Tabela 15: Analise da osmolalidade no fluido duodenal no estado alimentado em humanos
em diferentes estudos.

Osmolalidade Osmolalidade Osmolalidade

NlUmero de Y - e Desvio
Estudo g minima média maxima ”
voluntarios (mOsm.Kg™) (mOsm.Kg') (mOsm.Kg") Padrao
1 05 250,00 303,40 367,00 42,75
2* 12 - 411,25 - -
3 04 - 379,00 - -
4 04 - 523,00 - -
5 09 - 534,00 -

Média osmolalidade média e desvio padrao: 430,13 mOsm.Kg' + 98,04. Retirado de: Estudos
(1) CLARYSSE et al., 2009; (2*) KALANTZI et al., 2006b (média das 4 medigdes realizadas,
apés 30, 60, 120 e 180 minutos da administragao de alimento); (3) HOLMSTOCK et al., 2013;
(4) WUYTS et al., 2013, (5) WUYTS et al., 2015. Fonte: Préprio autor.

Pela analise da Tabela 15, verificou-se que a amplitude dos valores de
osmolalidade (valor minimo e valor maximo) nestes estudos foram de 250,00 a 534,00
mOsm.Kg'. J&4 a amplitude das médias dos estudos foram de 303,40 a 534,00
mOsm.Kg.

Através da observacao dos resultados, sugere-se que a presenca do alimento
aumenta a osmolalidade dos fluidos gastrointestinais, como por exemplo, na
comparagao do fluido estomacal em jejum onde a osmolalidade média foi de 29,00 a
221,00 mOsm.Kg' e a osmolalidade média do fluido estomacal no estado alimentado
foi de 501,00 mOsm.Kg' e da comparacgao do fluido duodenal em jejum em que a
osmolalidade média foi de 137,00 a 278,00 mOsm.Kg"' e a osmolalidade média do
fluido duodenal no estado pés-prandial foi de 303,40 a 534,00 mOsm.Kg'.

A osmolalidade pode influenciar a dissolucao do farmaco, devido a mudanca
do comportamento de entumecimento da formulacgéo, ja que esta propriedade fisico-
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quimica esta correlacionada com o grau de penetracdo de agua (BAXEVANIS,
KUIPER, FOTAKI, 2016).

6.1.4 Tensao superficial dos fluidos gastrointestinais

Poucos artigos que analisam a tensao superficial nos fluidos gastrointestinais
estao disponiveis na literatura, tanto para o estado em jejum quanto para o estado
alimentado.

Os resultados de tensao superficial encontrados em artigos nos fluidos
gastrointestinais no estado em jejum nas regides estomacais, duodenais € no jejuno
podem ser verificados nas Tabelas 16,17 e 18, respectivamente.

Os estudos de Efentakis e Dressman (1998) e Kalantzi e colaboradores (2006a)
foram excluidos da analise, pois nao informavam o resultado da média dos
voluntarios.

O método de analise da tensdo superficial variou muito entre os estudos.
Pedersen e colaboradores (2000) e Persson e colaboradores (2005) determinaram a
tensdo superficial através do método de placa de Wilhelmy, ja Kalantzi e
colaboradores (2006b) e Litou e colaboradores (2016) utilizaram o método do anel
(método de Du Nouy), enquanto Pedersen e colaboradores (2013) usaram o método
da gota pendente. Por ultimo, Clarysse e colaboradores (2009) mediram a tensao

superficial através do microtensiémetro multicanais Delta-8.

Tabela 16: Andlise da tensdo superficial no fluido estomacal em jejum em humanos em
diferentes estudos.

Tensao Tensao Tensao
Estudo Numero de superficial superficial superficial Desvio
voluntarios minimo médio maximo Padrao
(mN.m™) (mN.m™) (mN.m™)
1 05 - 33,60 - 5,90
2 19 - 34,80 - 5,2
3 08 - 43,22 - 0,74

Média tensao superficial média e desvio padrdo: 37,21 mN.m"! + 5,24. Retirado de: Estudos
(1) PEDERSEN et al., 2000; (2) PEDERSEN et al., 2013; (3) LITOU et al., 2016. Fonte: Proprio
autor.
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Tabela 17: Andlise da tensdo superficial no fluido duodenal em jejum em humanos em
diferentes estudos.

Tensao Tensao Tensao
Estudo Numero de superficial superficial superficial Desvio
voluntarios minimo médio maximo Padrao
(mN.m™") (mN.m™") (mN.m™")
1 12 - 33,60 - -
2 05 33,30 40,50 46,00 4,67
3 08 - 32,70 - -

Média tensdo superficial média e desvio padrdo: 35,60 mN.m' + 4,27. Retirado de: Estudos
(1) KALANTZI et al., 2006b; (2) CLARYSSE et al., 2009; (3) LITOU et al., 2016. Fonte: Préprio

autor.

Tabela 18: Analise da tensdo superficial no fluido do jejuno em jejum em humanos em
diferentes estudos.

Tensao Tensao Tensao
Estudo Numero de superficial superficial superficial Desvio
voluntarios minimo médio maximo Padrao
(mN.m™) (mN.m™) (mN.m™)
1 10 - 33,60 - 5.90
2 12 - 28,00 : 1,00

Média tenséo superficial média e desvio padrdo: 30,80 mN.m™" + 3,96. Retirado de: Estudos
(1) PEDERSEN et al., 2000; (2) PERSSON et al., 2005. Fonte: Proprio autor.

Pela andlise das Tabelas 16,17 e 18 foram encontrados 3 artigos em que foi
analisada a tensédo superficial no fluido estomacal em jejum e no fluido duodenal em
jejum e 2 artigos para o fluido do jejuno em jejum. A amplitude dos valores (minimo e
maximo) nestes estudos foi de 33,60 a 43,22 mN.m! para o fluido estomacal em jejum,
32,70 a 46,00 mN.m"' para o fluido duodenal em jejum e 28,00 a 33,60 mN.m"" para o
fluido do jejuno em jejum.

A amplitude da média desses estudos foi de 33,60 a 43,22 mN.m"" para o fluido
estomacal em jejum, 33,60 a 40,50 mN.m" para o fluido duodenal em jejum e 28,00 a
33,60 mN.m™" para o fluido do jejuno em jejum. Pode-se observar que houve uma
pequena variacao na analise da tensao superficial nas trés regides gastrointestinais
analisadas.

Pode-se verificar que a tensao superficial dos fluidos gastrointestinais € menor
que a da agua (72,00 mN.m"), devido a presenca de sais biliares e enzimas (ABEELE
etal.,2017; BERGSTROM et al., 2014). Um valor menor de tensao superficial acarreta
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uma maior molhabilidade da formulacao e consequentemente uma taxa de dissolu¢ao
mais rapida (DRESSMAN, 1998; HORTER, DRESSMAN, 2001).

Em relacdo aos estudos de tensao superficial no estado pds-prandial, nao foi
encontrado nenhum artigo na regido estomacal. Na regido duodenal foram
encontrados 2 artigos e na regiao do jejuno 1 artigo. Devido a essa baixa quantidade
de artigos encontrados na literatura, foi realizado apenas o comparativo dos estudos
na regiao duodenal, conforme Tabela 19.

A tensao superficial no jejuno no estado alimentado teve média de 27,00 mN.m-
' e desvio padrdo de 1,00, sendo analisados 6 voluntarios, conforme o estudo de

Persson e colaboradores (2005).

Tabela 19: Analise da tensao superficial no fluido duodenal no estado alimentado em humanos
em diferentes estudos.

Tensao Tensao Tensao
Estudo NiUmero de superficial superficial superficial Desvio
voluntarios minimo médio maximo Padrao
(mN.m™) (mN.m™) (mN.m™)
1 12 - 28,17 B -
2 05 32,20 34,24 36,70 1,68

Média tensdo superficial média e desvio padrdo: 31,21 mN.m"' + 4,29. Retirado de: Estudos
(1*) KALANTZI et al., 2006b (média das 4 medi¢des realizadas, apos 30, 60, 120 e 180
minutos da administracéo de alimento); (2) CLARYSSE et al., 2009. Fonte: Préprio autor.

Pela andlise da Tabela 19, observou-se que a amplitude dos valores de tensao
superficial (valor minimo e valor maximo) nestes estudos foi de 28,17 a 36,70 mN.m"
1 enquanto que a amplitude das médias dos estudos foi de 28,17 a 34,24 mN.m"".

N&ao se observou diferenca entre a tensao superficial dos fluidos estomacais e
intestinais e também na comparagdo do estado em jejum com o alimentado. No
entanto, poucos artigos foram encontrados, o que dificultou a analise dessa

propriedade fisico-quimica.
6.1.5 Acidos biliares nos fluidos gastrointestinais

Os resultados de analise de acido biliares totais encontrados em artigos nos
fluidos gastrointestinais no estado em jejum nas regides estomacais, duodenais € no
jejuno podem ser verificados nas Tabelas 20,21 e 22, respectivamente.
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Os estudos de Kalantzi e colaboradores (2006a), Persson e colaboradores
(2006) e Annaert e colaboradores (2010) foram excluidos da analise, pois nao
informavam o resultado da média dos voluntarios. O estudo de Vertzoni e
colaboradores (2012) foi descartado, pois o farmaco danazol era administrado
juntamente com o alimento e esse fato poderia interferir nas propriedades fisico-
giimicas analisadas.

O método de anadlise dos acidos biliares totais variou muito entre os estudos,
utilizando métodos colorimétricos, kits de analise e métodos cromatograficos para
quantificagcao (ARMAND et al.,1996; BROWERS et al., 2006; CLARYSSE et al., 2009;
FOLTZ et al., 2015; HOLMSTOCK et al., 2013; KALANTZI et al., 2006b; LINDAHL et
al.,1997; MORENO et al., 2006; PEDERSEN et al., 2000; PEDERSEN et al., 2013;
PERSSON et al., 2005; RIETHORST et al., 2016; WUYTS et al., 2013; WUYTS et al.,
2015).

Tabela 20: Analise de &cidos biliares totais no fluido estomacal em jejum em humanos em
diferentes estudos.

NiUmero de . _Acidos . . _Acidos . . _Acidos . Desvio
Estudo voluntarios biliares totais Dbiliares totais Dbiliares totais Padrio
minimo (mM)  médio (mM) maximo (mM)
1 24 0,00 0,20 2,50 0,50
2 05 - 0,82 - 0,57
3 19 - 0,33 - 0,31
4 24 - 0,13 - 0,04

Média acido biliares totais médio e desvio padrao: 0,37 mM £ 0,31. Retirado de: Estudos (1)
LINDAHL et al.,1997; (2) PEDERSEN et al., 2000; (3) PEDERSEN et al., 2013; (4) FOLTZ et
al., 2015. Fonte: Proprio autor.
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Tabela 21: Andlise de acidos biliares no fluido duodenal em jejum em humanos em diferentes

estudos.
, Acidos Acidos Acidos .
Estudo \'/\lc:le:tg:igZ biliares biliares médio biliares PDaejl‘,'g"g
minimo (mM) (mM) maximo (mM)

1 07 - 5,90 - 1,80
2 08 - 4.22 - -
3 04 1,00 3,48 5,30 1,80
4 12 - 2,82 - -
5 06 0,57 2,64 5,14 1,62
6 05 2,00 2,64 3,00 0,38
7 04 - 8,12 - -
8 04 0,40 2,60 5,90 -
9 11 - 4,22 - -
10 20 0,03 4,61 36,18 -

Média &cido biliares totais médio e desvio padrao: 4,11 mM + 2,20. Retirado de: Estudos (1)
ARMAND et al.,1996; (2) LINDAHL et al.,1997; (3) BROWERS et al., 2006; (4) KALANTZI et
al., 2006b; (5) MORENO et al., 2006; (6) CLARYSSE et al., 2009; (7) HOLMSTOCK et al.,
2013; (8) WUYTS et al., 2013; (9) WUYTS et al., 2015; (10) RIETHORST et al., 2016. Fonte:
Proprio autor.

Tabela 22: Andlise de &cidos biliares totais no fluido do jejuno em jejum em humanos em

diferentes estudos.

Acidos Acidos Acidos

NlUmero de - . - . - . Desvio

Estudo g biliares totais Dbiliares totais Dbiliares totais -
voluntarios minimo (mM) médio (mM) maximo (mM) Padrao

1 24 0,10 2,90 13,30 2,90

2 10 - 1,52 - 1,77

3 12 - 2,00 - 0,20

4 06 0,83 3,55 5,47 1,62

Média acido biliares totais médio e desvio padrao: 2,49 mM £ 0,91. Retirado de: Estudos (1)
LINDAHL et al.,1997; (2) PEDERSEN et al., 2000; (3) PERSSON et al., 2005; (4) MORENO
et al., 2006. Fonte: Préprio autor.

Pela analise das Tabelas 20,21 e 22 foram encontrados 04,10 e 04 artigos em
que foram analisados a concentracdo total de acidos biliares no fluido estomacal,
duodenal e no jejuno no estado em jejum, respectivamente. A amplitude dos valores
(valor minimo e valor maximo) nestes estudos foram de 0,00 a 2,50 mM para o fluido
estomacal em jejum, 0,03 a 36,18 mM para o fluido duodenal em jejum e 0,10 a 13,30
mM para o fluido do jejuno em jejum.

Houve uma grande variabilidade na concentracao de acidos biliares na regiao
do duodeno e jejuno para os estudos analisados. Isto pode ter ocorrido, devido as
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diferengas individuais dos voluntarios, ou devido as diferentes técnicas de
amostragem e analise (BERGSTROM et al., 2014).

A amplitude da média desses estudos foram de de 0,13 a 0,82 mM para o fluido
estomacal em jejum, 2,60 a 8,12 mM para o fluido duodenal em jejum e 1,52 a 3,55
mM para o fluido do jejuno em jejum. A Figura 3 demonstra este intervalo de média
observado nos estudos.

Analise da concentracao total de acidos biliares nos fluidos
gastrointestinais no estado em jejum
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Figura 3: Analise das médias da concentragédo de acidos biliares totais relatados nos estudos
dos fluidos gastrointestinais de humanos. Retirado de: ARMAND et al.,1996; LINDAHL et
al.,1997; PERSSON et al., 2005; BROWERS et al., 2006; KALANTZI et al., 2006b; MORENO
et al.,, 2006; CLARYSSE et al., 2009; HOLMSTOCK et al., 2013; WUYTS et al., 2013; FOLTZ
et al., 2015; WUYTS et al., 2015; RIETHORST et al., 2016. Fonte: Proprio autor.

Através da analise da Figura 3 pode-se observar que todos os gréaficos
apresentaram distribuicao assimétrica, sendo os de acidos biliares totais do estbmago
e do duodeno em jejum positivamente assimétricos, pois o valor da mediana esta mais
proximo do intervalo Q1. Ja o grafico de &cidos biliares totais do jejuno em jejum é
negativamente assimétrico, pois o valor da mediana esta mais préximo do intervalo
Q3.

Pode-se verificar que a concentracao de acidos biliares totais € maior no
duodeno e no jejuno do que no estdmago. A presenca de acidos biliares pode
aumentar a dissolucao de farmacos pouco sollveis, através da diminuicao da barreira

de energia entre o farmaco e o meio de dissolucao, pelo aumento da area de superficie
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ativa e pelo mecanismo de solubilizacao micelar (BAXEVANIS, KUIPER, FOTAKI,
2016; HORTER, DRESSMAN, 2001).

Em relacdo aos estudos de concentracdo de acidos biliares no estado pos-
prandial, foram encontrados 7 artigos que analisaram a regido duodenal e 1 artigo na
regido do jejuno. Na regido estomacal nao foi encontrado nenhum artigo. Devido a
essa baixa quantidade de artigos encontrados na literatura, foi realizado apenas o
comparativo dos estudos na regido duodenal, conforme Tabela 23.

A concentracdo de sais biliares totais no jejuno no estado alimentado teve
média de 8,00 mM e um desvio padrao de 0,1 mM, sendo analisado 12 voluntérios,
conforme o estudo de Persson e colaboradores (2005).

Tabela 23: Anélise de acidos biliares totais no fluido duodenal no estado alimentado em
humanos em diferentes estudos.

Acidos Acidos Acidos

NuUmero de - . - . - . Desvio
Estudo L biliares totais Dbiliares totais Dbiliares totais -
voluntarios 1 inimo (mM)  médio (mM) maximo (mm) " adrdo
1* 07 - 10,50 - -
2* 12 - 8,21 - -
3 05 1,60 3,62 6,20 1,69
4 04 - 8,42 - -
5 04 2,40 5,00 7,90 -
6 09 - 9,22 - -
7 20 0,74 12,65 86,14 -

Média Aacido biliares totais médio e desvio padrao: 8,23 mM + 3,09. Retirado de: Estudos (")
Armand et al.,1996 (média das 4 medigdes realizadas, apds 1, 2, 3 e 4 horas da administragao
do alimento); (2*) KALANTZI et al., 2006b (média das 4 medi¢des realizadas, apds 30, 60,
120 e 180 minutos da administracdo de alimento); (3) CLARYSSE et al, 2009; (4)
HOLMSTOCK et al., 2013; (5) WUYTS et al., 2013; (6) WUYTS et al., 2015; (7) RIETHORST
et al., 2016. Fonte: Préprio autor.

Pela anélise da Tabela 23, observou-se que a amplitude dos valores de acidos
biliares totais (valor minimo e valor maximo) nestes estudos foi de 0,74 a 86,14 mM,
enquanto que a amplitude das médias dos estudos foi de 3,62 a 12,65 mM.

Pode-se observar que ha um pequeno aumento na concentracdo de acido

biliares no estado alimentado em relagcéao ao jejum para a regiao intestinal.
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6.1.6 Proteinas totais nos fluidos gastrointestinais

Os resultados de analise das proteinas totais encontrados em artigos nos
fluidos gastrointestinais no estado em jejum nas regides estomacais e do jejuno
podem ser verificados nas Tabelas 24 e 25, respectivamente. Na regido duodenal em
jejum foi encontrado apenas o estudo de Litou e colaboradores (2016), o qual
apresentou uma concentragdo média de 2,30 g.L ' de proteinas totais, sendo
analisados oito voluntarios.

O estudo de Kalantzi e colaboradores (2006a) foi excluido da analise, pois nao
informava a média dos voluntarios. O estudo de Vertzoni e colaboradores (2012) foi
descartado, pois neste estudo o farmaco danazol era administrado juntamente com o
alimento e esse fato poderia interferir nas propriedades fisico-quimicas analisadas.

Tabela 24: Analise de proteinas totais no fluido estomacal em jejum em humanos em
diferentes estudos.

Numero de Pr°‘e"!‘a!5 Pr9tein?§ PT°‘e"!‘a.S Desvio
Estudo voluntarios totais minimo totais médio totais maximo Padrio
(9.L7) (9.L7) (9.L7)
1 24 0,70 1,80 3,90 0,70
2 19 - 4,90 - 1,00
3 08 - 0,50 - -

Média proteinas totais médio e desvio padrdo: 2,40 g.L ' + 2,26. Retirado de: Estudos (1)
LINDAHL et al.,1997; (2) PEDERSEN et al., 2013; (3) LITOU et al., 2016. Fonte: Préprio autor.

Tabela 25: Analise de proteinas totais no fluido do jejuno em jejum em humanos em diferentes

estudos.
. Proteinas Proteinas Proteinas .
Estudo \';lc:ler?tréorigZ totais minimo totais meédio totais maximo 3:3;’5'2
(g-L7) (g-L7) (g-L7)
1 24 0,70 2,10 5,30 1,20
2 12 - 1,00 - 0,10

Média proteinas totais médio e desvio padrdo: 1,55 g.L ' + 0,78. Retirado de: Estudos (1)
LINDAHL et al.,1997; (2) PERSSON et al., 2005. Fonte: Préprio autor.

Pela analise das Tabelas 24 e 25 foram encontrados 03 e 02 artigos em que foi
analisada a concentracgao total de proteinas no fluido estomacal e no jejuno no estado

em jejum, respectivamente. A amplitude dos valores (valor minimo e valor maximo)
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nestes estudos foi de 0,50 a 4,90 g.L"! para o fluido estomacal em jejum e 0,70 a 5,30
g.L" para o fluido do jejuno em jejum.

A amplitude da média desses estudos foi de 0,50 a 4,90 g.L " para o fluido
estomacal em jejum e 1,00 a 2,10 g.L" para o fluido do jejuno em jejum. A presenca
de proteinas, principalmente enzimas, pode influenciar a dissolugao e a estabilidade
de farmacos (GRIGNARD et al., 2016).

Em relacdo aos estudos de concentracao de proteinas totais no estado pos-
prandial, foi encontrado o estudo de Diakidou e colaboradores (2009) que analisou a
concentracao de protéinas totais no fluido estomacal. Este estudo foi realizado com
12 voluntérios, apresentando média de 19,13 g.L-' e amplitude de 11,10 a 24,60 g.L-
'. No fluido do jejuno, somente foi encontrado o estudo de Persson e colaboradores
(2005). Este estudo foi realizado com 06 voluntarios e apresentou média de proteinas
totais de 5,00 g.L" e desvio padrao de 0,10. No fluido duodenal no estado alimentado
néo foi encontrado nenhum estudo.

A concentragao de proteinas totais no estado alimentado é dependente do tipo
de alimentacdo consumida, portanto sua concentracdo € altamente variavel, dessa
forma nao podendo ser definida em um Unico estudo (BAXEVANIS, KUIPER, FOTAKI,
2016).

6.2 Comparativo dos fluidos gastrointestinais com os meios de dissolucao

Com o objetivo de reduzir tempo e custos com os estudos de bioequivaléncia,
os testes de perfil de dissolucdo devem ser capazes de predizer o comportamento
esperado in vivo. Para isso, os meios de dissolu¢do devem ser os mais discriminativos
possiveis para que se possa identificar as diferencas entre as formulacées. Portanto,
as propriedades fisico-quimicas, como, por exemplo, pH, osmolalidade, tensao
superficial, concentracao de proteinas, concentracao de acidos biliares e capacidade
tamponante devem ser o mais préximas das condi¢des in vivo com o objetivo de que
a dissolucao realizada in vitro forneca resultados similares aos de uma dissolugéo in
vivo (GRIGNARD et al., 2016; KLEIN, 2010).
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6.2.1 Comparativo das propriedades fisico-quimicas do fluido estomacal em jejum
com o0s meios de dissolucao

A Tabela 26 faz uma comparacao entre as propriedades fisico-quimicas do
fluido estomacal em jejum com o meio biorrelevante FaSSGF e com o meio
farmacopeico HCI 0,1 M. Os dados do fluido estomacal em jejum foram retirados da
amplitude das médias relatadas das propriedades analisadas no item 6.1. Ja 0 meio
HCI 0,1 M foi escolhido, pois este é o meio de dissolucao utilizado para analise da
bioisiencédo, conforme as agéncias regulatorias estudadas nesse trabalho (BRASIL,
2011; EMA, 2010; FDA, 2015; WHO, 2015). O meio FaSSGF, desenvolvido por
Vertzoni e colaboradores (2005), foi selecionado, j& que este foi o primeiro meio
biorrelevante desenvolvido para simulagéao do fluido estomacal e também por ser um

dos meios biorrelevantes mais utilizados.

Tabela 26: Comparativo das propriedades fisico-quimicas do fluido estomacal em jejum, do
meio de dissolugao biorrelevante FaSSGF e do meio de dissolugao farmacopeico HCI 0,1 M
pH 1,2.

. Fluido estomacal a HCI 0,1 M
Propriedade em jejum FaSSGF pH 1,2
pH 1,79 -2,90 (n=7) 1,60 1,20

Capacidade tamponante
(mmol.L". ApH™)

Osmolalidade (mOsm.Kg™) 73,44 - 226,06 (n=6) 120,70 (x2,50) 188,00 (+0,30)

13,56 — 18,61 (n=2) - -

Tensao superficial (MN.m™) 31,96 - 42,45 (n= 3) 42,60 54,60 (+£0,20)
Acidos biliares totais (mM) 0,06 - 0,68 (n=4) 0,08 0,00
Proteinas totais (mg.mL™) 0,14 - 4,66 (n=3) 0,10 0,00

Fonte: 2VERTZONI et al., 2005; ® PEDERSEN et al., 2013.
Pode-se observar que o meio biorrelevante FaSSGF apresenta um valor de pH

mais proximo a faixa de pH relatada para o fluido estomacal em jejum do que o meio

HCI 0,1 M. Este valor de pH mais acido do meio farmacopeico pode impactar no grau
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de ionizagao dos farmacos e dessa forma influenciar na dissolugdo dos mesmos
(ASHFORD, 2005b).

Com relacdo ao sistema tampdo, ndo foram encontrados estudos que
analisassem a capacidade tamponante desses meios, pois nenhum deles utiliza
algum sistema tampao em seu preparo (FARMACOPEIA BRASILEIRA 52 ED, 2010;
VERTZONI et al., 2005). A capacidade tamponante € dependente do pH do meio de
dissolucédo, do pKa do tampao e da sua concentracdao (MUDIE, AMIDON, AMIDON,
2010). Dessa forma, como ndo ha nenhum sistema tampdo utilizado no meio
biorrelevante FaSSGF e nem no meio farmacopeico, existe a possibilidade de que
ocorra uma alteragao do pH desses meios apds a dissolugao de farmacos de carater
basico, ocasionando assim uma alteracdo no grau de ionizacdo do farmaco e,
consequentemente, na sua dissolugdo. Este evento pode nao ocorrer no fluido
gastrico, devido a presenca de um sistema tampao no mesmo. Sendo assim, pode-se
observar um comportamento de dissolugao diferente no meio biorrelevante e no meio
farmacopeico em relacdo ao fluido estomacal em jejum.

Quanto a propriedade osmolalidade, verifica-se que os valores, tanto do meio
biorrelevante quanto do meio HCI 0,1 M, estdo dentro do intervalo de osmolalidade do
fluido géastrico em jejum. A osmolalidade no fluido estomacal € determinada
principalmente pelos eletrélitos Cl, Na*, K* e Ca?* (ABEELE et al., 2017). Essa
diferenca entre o valor de osmolalidade do meio farmacopeico em relacdo ao meio
FaSSGF pode ocasionar uma maior diferenca osmotica entre o interior da formulagao
e 0 meio de dissolugdo e assim ocasionar uma maior penetragdo de agua na
formulacdo, acarretando uma diferenca no comportamento de dissolucdo de uma
mesma formulacao nesses dois meios (RUDOLPH et al., 2001).

Ja em relacdo a tensdo superficial dos meios comparados, pode-se verificar
que a do meio farmacopeico é maior que a do meio biorrelevante e que do fluido
gastrointestinal em jejum. A diferenca entre o meio farmacopeico € o meio
biorrelevante deve-se a presenca nesse ultimo de taurocolato de sddio, um acido
biliar, e de lecitina, um fosfolipideo (VERTZONI et al., 2005). Esta propriedade fisico-
quimica pode influenciar a molhagem do farmaco. Um valor baixo de tensao superficial
do meio de dissolu¢do ocasiona uma maior molhagem do farmaco e, como resultado,
uma maior dissolugdo (DAHAN, AMIDON, 2009b). Sendo assim, pode-se esperar uma
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diferenca no comportamento do perfil de dissolugdo de uma formulacéo testada no
meio HCI 0,1 M em comparacao ao meio FaSSGF e ao fluido gastrico em jejum.

No que diz respeito a concentracédo de acidos biliares, constata-se que no meio
farmacopeico ha auséncia desses acidos. No meio biorrelevante ha a presenca de
taurocolato de sodio na concentracao de 0,08 mM, valor na faixa da concentracao
encontrada no fluido estomacal em jejum. Os acidos biliares, como ja mencionados,
estdo correlacionados com a diminuicdo da tensdo superficial do meio, sendo,
portanto, constituintes importantes na dissolugéo, principalmente de farmacos pouco
soltuveis (LINDAHL et al.,1997).

Por fim, observa-se a auséncia de proteinas no meio HCI 0,1 M. No meio
biorrelevante verifica-se que a concentracao de proteinas totais estd um pouco abaixo
da concentracéo do fluido géastrico. A concentragdo de 0,10 mg.ml-' deve-se a adicéo
de pepsina no meio FaSSGF. A presenca de enzimas no trato gastrointestinal pode
impactar a dissolucao e a estabilidade de farmacos (GRIGNARD et al., 2016).

Portanto, pode-se concluir que apesar de algumas diferengas observadas entre
o meio FaSSGF e o fluido estomacal em jejum, constata-se que este meio € muito
mais similar do que o preconizado pelas farmacopeias. Sendo assim, este meio
biorrelevante € uma alternativa ao meio HCI 0,1 M para a avaliacao do perfil de

dissolucao.

6.2.2 Comparativo das propriedades fisico-quimicas do fluido estomacal no estado

alimentado com os meios de dissolucao

A ingestao do alimento pode influenciar a mudanca das propriedades fisico-
quimicas dos fluidos gastrointestinais e, consequentemente, alterar os parametros
farmacocinéticos dos farmacos, como Cmax, ASC e tmax (KOZIOLEK et al., 2013). Os
meios farmacopeicos ndo simulam a ingestao de alimentos. Por isso, foi desenvolvido
o meio biorrelevante FeSSGF para mimetizagcdo da condicdo pos-prandial
(JANTRATID, et al., 2008).

A Tabela 27 faz um comparativo entre as propriedades fisico-quimicas do fluido
estomacal no estado alimentado com o meio biorrelevante FeSSGF no inicio, meio e

fim. Estes meios biorrelevantes simulam as propriedades fisico-quimicas do estémago
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apos 75 min da refeicao (inicio), 75 a 165 min (meio) e apds 165 min (final) da ingestao
da refeicdo (JANTRATID et al., 2008).

Os dados do fluido estomacal no estado alimentado foram retirados da
amplitude do estudo de Diakidou e colaboradores (2009), descrito no item 6.1. O meio
FeSSGF, desenvolvido por Jantratid e colaboradores (2008) foi selecionado, ja que

este € um dos meios biorrelevantes mais utilizados.

Tabela 27: Comparativo das propriedades do fluido estomacal no estado alimentado com o
meio de dissolugdo FeSSGF no inicio, meio e final (continuacdo).

Fluido
Propriedade estomacal F?rﬁgigl: Ft:nS;SF Fi?nsa?l:
pos-prandial®
oH 4,90 - 5,47 6,40° 5,00P 3,00°

(n=1)

Capacidade tamponante

- b b b
(mmol.L-!. ApH-) 22,50 - 30,00 21,33 25,00 25,00

(n=1)

Osmolalidade (mOsm.Kg™) 475,00 - 559,00° 400,00° 300,00°
515,00 (n=1)
Tenséo sup?rflmal i 49.70° 52.30° 58.10¢
(mN.m™)
Acidos biliares totais (mM) - 0,00 0,00 0,00

Proteinas totais (mg.mL™) 11,10 - 24,60 - - -
(n=1)
Fonte: 2DIAKIDOU et al., 2009; > JANTRATID et al., 2008; °KOZIOLEK et al., 2013 (concluso).

Pode-se observar que o meio biorrelevante FeSSGF inicio apresenta um pH
mais alto do que o valor encontrado no fluido estomacal no estado alimentado.
Enquanto o meio FeSSGF final exibe um pH menor do que o valor obtido no fluido
estomacal pés-prandial. Durante a ingestdo de alimentos, o pH do estémago é
elevado devido ao efeito tamponante do alimento e pode alcancar valores de até 7,
dependendo da composicao da refeicdo. Com a continua secre¢ao de suco gastrico,
o pH tende a diminuir para valores basais apds algumas horas (DRESSMAN et al.,
1990; KALANTZI et al., 2006). Ja o meio FeSSGF meio apresenta valor de pH dentro
da faixa verificada no fluido estomacal no estado alimentado.

A capacidade tamponante do meio FeSSGF meio e fim estao dentro da faixa
encontrada no fluido estomacal no estado alimentado. No entanto, esta propriedade
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fisico-quimica esta com um valor um pouco menor para o meio FeSSGF inicio em
comparagao com o fluido estomacal pds-prandial.

Todos os 3 meios de dissolucédo (FeSSGF inicio, meio e fim) estdo com valores
fora da faixa do intervalo de osmolalidade encontrado no fluido estomacal.

Nao foi possivel comparar os valores de tensdo superficial, pois nao foi
encontrado estudo em que se analisasse a tensao superficial no fluido estomocal pés-
prandial.

Em relagéo a concentracdo de acidos biliares totais, ndo foi encontrado nenhum
estudo que analisasse o fluido estomacal pos-prandial, apesar de estarem presentes
no estbmago, devido ao efeito de refluxo do duodeno (DAHAN, AMIDON, 2009b). Ja
nos meios biorrelevantes ndo sado usados acidos biliares na sua composicao
(JANTRATID et al., 2008).

A concentracao de proteinas totais também nao foi possivel ser comparada,
pois nos estudos analisados nao foi doseada a concentragdao de proteina total nos
meios biorrelevantes, apesar de se utilizar leite na composicdo desses meios, um
alimento constituido de proteinas. Observa-se também a auséncia de pepsina na
composicdo desses meios, uma enzima presente na composicao do fluido
gastrointestinal (DAHAN, AMIDON, 2009b).

Dentre os meios biorrelevantes citados, 0 meio FeSSGF meio é o mais utilizado
para mimetizar a condigéo pés-prandial no estdmago (JANTRATID et al., 2008).

Pode-se concluir que apesar das diferencas fisico-quimicas entre o fluido
estomacal e o meio biorrelevante FeSSGF, este Ultimo surge como alternativa para
mimetizar as condicdes in vivo, pois, diferente dos meios farmacopeicos, ele tem por
objetivo simular a presenca do alimento no estémago. Além disso, observa-se que
existem poucos estudos em que foram analisadas as propriedades fisico-quimicas do
fluido gastrico alimentado, dificultando dessa forma a comparacdo dessas
propriedades com as dos meios biorrelevantes.

6.2.3 Comparativo das propriedades fisico-quimicas do fluido intestinal em jejum com
0s meios de dissolugao
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A maioria dos farmacos destinados a administracao por via oral é absorvida no
intestino delgado, principalmente no duodeno e na porcdo proximal do jejuno
(BALIMANE, CHONG, MORRISON, 2000; DESESSO, JACOBSON, 2001).

A Tabela 28 apresenta um comparativo entre as propriedades fisico-quimicas
do fluido duodenal em jejum, do fluido do jejuno em jejum, do meio biorrelevante
FaSSIF e do meio farmacopeico tampéao fosfato pH 6,8. Os dados dos fluidos
intestinais em jejum foram retirados da amplitude das médias relatadas das
propriedades analisadas no item 6.1. J4 o meio tampéo fosfato pH 6,8 da Farmacopeia
Europeia 32 edicao foi escolhido, pois este foi 0 meio de dissolucdo que se encontrou
artigos na literatura que analisasse suas propriedades fisico-quimicas. O meio
FaSSIF, desenvolvido por Dressman e colaboradores (1998), foi selecionado, ja que
este foi o primeiro meio biorrelevante desenvolvido para simulagéo do fluido intestinal

em jejum e também por ser um dos meios biorrelevantes mais utilizados.

Tabela 28: Comparativo das propriedades fisico-quimicas do fluido duodenal em jejum, fluido
do jejuno em jejum, meio de dissolucao biorrelevante FaSSIF e do meio de dissolugéao
farmacopeico tampao fosfato pH 6,8.

Fluido Fluido do ~
Propriedade duodenal jejuno FaSSIF? fOSIaatrgpaHOG 8
em jejum em jejum pH o,
6,49 - 7,37 6,69 - 7,37
pH (n=11) (n=7) 6,80 6,80°°
Capacidade
tamponante 3’61(n'_13§’05 1 ’?ﬁ_‘ %30 8,00 - 12,00 18,60°
(mmol.L". ApH) - a
Osmolalidade 156,96 - 241,43 195,30 - 280,00 - 99,30 -
(mOsm.Kg™) (n=9) 262,70 (n=5) 310,00 116,10°¢
Tenséo superficial 31,33 - 39,87 26,84 - 34,76 i i
(mN.m) (n=3) (n=2)
Acidos biliares totais 1,92 - 6,31 1,58 - 3,40
(MM) (n=10) (n= 4) 5,00 0,00
Proteinas totais 2,30 0,77 - 2,33
(mg.mL") (n= 1) (n=2) 0,00 0,00

Fonte: 2DRESSMAN et al., 1998; °STIPPLER; KOPP; DRESSMAN, 2004; °DE SPIEGELER
et al., 2007.
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Pode-se verificar que tanto o meio biorrelevante FaSSIF quanto o meio tampao
fosfato pH 6,8 apresentam valores de pH dentro da faixa de pH relatada para o fluido
duodenal em jejum e para fluido do jejuno em jejum.

A capacidade tamponante do meio de dissolucdo FaSSIF apresenta valores
dentro do intervalo verificado na capacidade tamponante do fluido duodenal. Ja o
fluido do jejuno possui uma capacidade tamponante mais baixa que a do meio
biorrelevante. Com relacdo ao meio farmacopeico, observa-se um valor de
capacidade tamponante mais alto que os fluidos intestinais. Esse maior valor do
tampéao fosfato pH 6,80 pode acarretar uma diferenca no perfil de dissolucdo em
comparagao aos fluidos intestinais, pois pode ocorrer uma maior resisténcia em se
manter o pH no meio farmacopeico quando ocorrer a dissolu¢ao de farmacos acidos
e basicos (JANTRATID et al., 2008).

Quanto a propriedade osmolalidade, verifica-se que os valores do meio FaSSIF
estdo mais altos que os dos fluidos intestinais. Diferentemente, o meio farmacopeico
mostra valores de osmolalidade mais baixos que os dos fluidos intestinais. Essa
discrepancia entre os valores de osmolalidade pode ocasionar uma maior diferenca
osmdtica entre o interior da formulacdo e o meio de dissolucdo e dessa forma
ocasionar uma diferenca na quantidade de penetracdo de agua na formulacéo,
ocasionando uma diferenca no perfil de dissolucdo da formulacdo nesses meios
(RUDOLPH et al., 2001).

Nao foi possivel comparar os valores de tensdo superficial, pois nao foi
encontrado estudo em que se analisasse a tensao superficial no meio FaSSIF, nem
no meio farmacopeico.

Em relacdo a concentracdo de acidos biliares, constata-se que no meio
farmacopeico a auséncia desses acidos. No meio biorrelevante ha a presenca de
taurocolato de sédio na concentracdo de 5,00 mM, valor préximo a concentracao
encontrada de acidos biliares nos fluidos intestinais. Esses acidos exercem papel
fundamental na dissolucao de farmacos pouco sollveis e com isso pode-se observar
uma diferenca entre o comportamento da dissolucdo in vivo e nos meios
biorrelevantes em comparacgao aos meios farmacopeicos (LINDAHL et al.,1997).

Finalmente, observa-se a auséncia de proteinas nos meios FaSSIF e no meio
tampao fosfato pH 6,8.
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Dessa forma, ambos os meios diferem das propriedades observadas nos
fluidos intestinais. No entanto, o0 meio biorrelevante ainda apresenta propriedades

mais similares aos fluidos intestinais do que o meio farmacopeico.

6.2.4 Comparativo das propriedades fisico-quimicas do fluido intestinal no estado

alimentado com os meios de dissolucao

A tabela 29 faz um comparativo entre as propriedades fisico-quimicas do fluido
duodenal no estado alimentado, do fluido do jejuno pés-prandial e do meio
biorrelevante FeSSIF no inicio, meio e fim. Estes meios biorrelevantes simulam as
propriedades fisico-quimicas do intestino delgado apds diferentes fases da ingestao
do alimento (JANTRATID et al., 2008).

Os dados dos fluidos intestinais no estado alimentado foram retirados da
amplitude das médias relatadas das propriedades analisadas no item 6.1. O meio
FeSSIF, desenvolvido por Jantratid e colaboradores (2008), foi selecionado, ja que
este é um dos meios biorrelevantes mais utilizados nos testes de perfil de dissolucéo
para mimetizacdo do estado pés-prandial (ALMUKAINZI et al., 2014).

Tabela 29: Comparativo das propriedades do fluido duodenal no estado alimentado, fluido do
jejuno no estado alimentado, meio de dissolugao FeSSIF no inicio, meio e final.
Fluido Fluido do

Propriedade duodenal jejuno pos- Fi?\?cSiLF F;SéiS(I)F F‘;'i?“:': F
pos-prandial prandial
pH 5,8(5n;66),22 (g:1())a 6,50b 5,80b 5,40b
Capacidade
tamponante 1 9’05’] ;22)6’90 &i?;l 2500°  2500°  15,00°
(mmol.L". ApH) - -
Osmolalidade 332,09 - i 390,00 - 380,00- 230,00 -
(mOsm.Kg™) 528,17 (n=5) 410,00°  400,00° 250,00°
Tensao superficial 26,91 - 35,50 27,00 29,90 32,20 - 45,80 -
(mN.m"") (n=2) (n=1)2 30,30° 33,20° 46,20°
Acidos biliares totais 5,14 - 11,32 8,00 o b o
(mM) (n=7) (n=1)? 10,00 7,50 4,50
Proteinas totais i 5,00 b b ob

(mg.mL")

(n=1)

Fonte: ®PERSSON et al., 2005; "JANTRATID et al., 2008; ¢ JANTRATID, DRESSMAN, 2009.
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Pode-se observar que todos meios biorrelevante FeSSIF (inicio, meio e final)
apresentam valores de pH préximos aos valores encontrados do fluido duodenal e do
fluido do jejuno no estado alimentado. Estes diferentes meios simulam o que ocorre
in vivo no estado alimentado, onde o pH diminui lentamente apds a ingestao de
alimentos (FOTAKI, VERTZONI, 2010).

A capacidade tamponante do meio FeSSIF inicio e meio estd dentro da faixa
encontrada do fluido duodenal no estado pds-prandial. No entanto, esta propriedade
fisico-quimica estd com um valor menor para o meio FeSSIF final em comparacéao ao
fluido duodenal. J4 em relacdo ao fluido do jejuno, verifica-se um valor menor de
capacidade tamponante em relacdo aos meios biorrelevantes FeSSIF inicio e meio e
valor préximo ao meio FeSSIF final. Essa alta capacidade tamponante observada nos
meios FeSSIF procura mimetizar o que ocorre in vivo, ja que a ingestao de alimentos
pode causar um maior efeito tamponante em comparacdo ao estado em jejum
(FOTAKI, VERTZONI, 2010).

O meio de dissolugdo FeSSIF fim mostra valor de osmolalidade menor do que
o encontrado no fluido duodenal no estado alimentado. No entanto, os outros meios
FeSSIF (inicio e meio) apresentam valores de osmolalidade dentro da faixa
encontrada no fluido duodenal. No fluido do jejuno nao foi possivel realizar essa
comparagado com 0s meios biorrelevantes, pois nao foi encontrado artigos na literatura
que se analisassem essa propriedade.

O valor de tensao superficial dos meios biorrelevantes FeSSIF (inicio e meio)
mostra valores préximo ao fluido duodenal no estado alimentado. Ja o meio FeSSIF
(final) apresenta valores acima do fluido duodenal. Ja em comparagéao ao fluido do
jejuno, todos os valores de tensao superficial dos meios biorrelevantes estdo acima.

Em relacdo a concentracdo de acidos biliares totais, observa-se que todos os
valores dos meios biorrelevantes estdo dentro ou préximos da faixa dos valores
verificados no fluido duodenal pés-prandial. Ja o fluido do jejuno apresenta valores
mais proximos ao meio FeSSIF meio apenas. A concentracao total de acidos biliares
€ maior no meio FeSSIF em relagcdo ao FaSSIF, devido a maior concentragdo de
taurocolato de sodio adicionado ao meio FeSSIF. O intestino delgado no estado
alimentado tende a elevar a solubilidade de farmacos pouco sollveis, devido a um
aumento na concentracao de acidos biliares (FOTAKI, VERTZONI, 2010; LINDAHL et
al.,1997).
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A concentragédo de proteinas totais nao foi possivel ser comparada, devido a
auséncia de proteinas nos meios biorrelevantes.

Assim sendo, pode-se concluir que apesar das diferencas fisico-quimicas entre
o fluido duodenal e o meio biorrelevante FeSSIF, verifica-se que as propriedades
fisico-quimicas desses meios sdo similares as encontradas no fluido duodenal. Para
o fluido do jejuno torna-se dificil concluir o quao similar é esse em relagao aos meios
biorrelevantes, pois foi encontrado apenas o artigo de Persson e colaboradores (2005)
que analisava as propriedades fisico-quimicas nesta regido do intestino delgado.

Portanto, é possivel sugerir que o meio biorrelevante FeSSIF é um meio
adequado para simular a dissolu¢cao que ocorre in vivo no duodeno.

6.3 Estudos de Correlacao in vitro-in vivo
6.3.1 Farmacos de Classificacao Biofarmacéutica Il

Estes farmacos apresentam baixa solubilidade e alta permeabilidade. A
dissolucao in vivo é o fator limitante da absorgéo. Para isso, os farmacos de classe |l
necessitam que os perfis de dissolucdo sejam capazes de diferenciar as mudancas
nas formulacdes. E esperado que os farmacos dessa classe sofram absorgao variavel
devido aos fatores associados a formulacao e as propriedades in vivo dos meios de
dissolucdo. Com isso, os meios de dissolucdo devem refletir as condi¢des
encontradas in vivo nos fluidos gastrointestinais (AMIDON et al.,1995; BONAMICI,
SERRA, 2009).

6.3.1.1 Estudo farmaco danazol

Em um estudo com o farmaco danazol capsulas 100 mg do laboratério Sanofi
Winthrop GmBH (Alemanha), utilizado para o tratamento da endometriose, comparou-
se o perfil de dissolugdo de amostras comerciais do medicamento Danatrol® nos
seguintes meios de dissolucao: agua, FeSSIF, FaSSIF e fluido intestinal simulado
(FIS). Este farmaco é lipossoluvel, com uma solubilidade aquosa de 1 pg/mL e possui
um coeficiente de particao (log P) de 4,53 (DRESSMAN, REPPAS, 2000). O perfil de

dissolucdo nos quatro meios de dissolugéo testados pode ser verificado na Figura 4.
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Figura 4: Perfil de dissolucao de danazol capsulas em varios meios de dissolucao (Retirado
de DRESSMAN, REPPAS, 2000).

Nos meios de dissolucao FIS e agua, em que nao foram usados sais biliares,
nao houve liberagao do farmaco. Nos meios FeSSIF e FaSSIF, que utilizaram sais
biliares, a dissolucao foi baixa, porém detectada. Também foi possivel observar que a
dissolucao desse farmaco no meio FeSSIF foi maior que o FaSSIF, concluindo-se que
ha um aumento da dissolucdo desse farmaco quando na presenca de uma maior
concentracao de sais biliares. (DRESSMAN, REPPAS, 2000, LINDAHL et al.,1997).

Em um estudo in vivo comparou-se a Cmax € a ASC do medicamento danazol,
formulado em uma emulsao lipidica. A forma farmacéutica foi administrada em jejum
e na presenca do alimento (ndo descrito no estudo o tipo de alimentacédo). Neste
estudo foi observado que quando o medicamento foi administrado com o alimento, a
Cmax € a ASC aumentaram trés vezes quando comparadas ao estado em jejum,
conforme verificado na Figura 5 (CHARMAN et al.,1993; DRESSMAN, REPPAS,
2000).

No estado alimentado ha uma maior concentracao de sais biliares do que no
estado em jejum. Este fato é fundamental para o0 aumento na dissolucao de farmacos
pouco soluveis (FOTAKI, VERTZONI, 2010). Portanto, o meio de dissolucdo FeSSIF
pode ser uma alternativa para a avaliacéo do perfil de dissolu¢ao do farmaco danazol,

ja que os resultados in vivo foram consistentes com os observados in vitro.
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Figura 5: Perfil plasmatico do farmaco danazol apds a administragdo em jejum (e) e no
estado alimentado (o) (Retirado de DRESSMAN, REPPAS, 2000).

6.3.1.2 Estudo farmaco cetoconazol

O farmaco cetoconazol tem uma baixa solubilidade em agua e apresenta uma
solubilidade dependente do pH. Este farmaco possui pKa de 2,9 e 6,5 e tem sua
solubilidade aumentada em pH acido (DRESSMAN, REPPAS, 2000).

Em um estudo in vivo, este farmaco foi administrado em voluntarios sadios nas
seguintes condi¢des: (1) com uma solugao acida, (2) isolado, (3) duas horas depois
da administracao de 400 mg de cimetidina, (4) com bicarbonato de s6dio e duas horas
apds a administracdo de 400 mg cimetidina. Sabe-se que a cimetidina € um farmaco
bloqueador dos receptores H2 de histamina das células parietais e dessa forma reduz
a secrecao gastrica. As concentracoes plasmaticas foram determinadas em 1, 2, 4 e
6 horas e foi verificada uma maior concentracdo do farmaco quando o mesmo foi
administrado com a solucdo acida, conforme verificado na Figura 6 (DRESSMAN,
REPPAS, 2000).
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Figura 6: Concentragao plasmatica de cetoconazol apds a administracao em diferentes
condi¢cdes (Retirado de DRESSMAN, REPPAS, 2000).

Pela analise da Figura 6, constata-se que o cetoconazol é melhor absorvido

quando o estbmago esta com o pH com valores acidos do que com valores neutros

(DRESSMAN, REPPAS, 2000).

Em outro estudo clinico com 8 voluntarios sadios, foi comparada a
administracdo de cetoconazol em jejum e apds a alimentacdo (dieta composta de
24,50 g de gordura, 81,30 g de carboidratos, 18,20 g de proteinas, 603 Kcal) nas
doses de 200, 400, 600 e 800 mg. A ASC foi aumentada quando o farmaco foi
administrado com o alimento na dose de 400 e 600 mg de cetoconazol. Para as doses
de 200 e 800 mg n&o foi observada diferenga na ASC (DANESHMEND et al., 1984).
No estudo de Daneshmend e colaboradores (1984) ndo ha explicagdo do porqué
ocorre aumento na ASC apenas nas doses de 400 e 600 mg. Dessa forma, espera-se
que o farmaco seja melhor dissolvido e consequentemente absorvido no estdmago no
estado alimentado nas doses de 400 e 600 mg. Nas doses de 200 e 800 mg o farmaco

pode ser administrado tanto em jejum quanto no estado alimentado (DANESHMEND

et al., 1984).
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A bula do medicamento Nizoral® preconiza que o farmaco seja administrado
com uma bebida acida (tal como refrigerante de cola nao dietético) e junto as
refeigcbes, sendo administrados um ou dois comprimidos de 200 mg ao dia (NIZORAL,
2013).

Nao foi encontrado nenhum estudo in vitro comparando o perfil de dissolugcao
do cetoconazol em meio FaSSGF e FeSSGF que seriam os meios de dissolugdao mais
adequados para avaliar a dissolugao do farmaco, ja que os estudos in vivo, bem como
a bula do medicamento, preconizam uma melhor absor¢do em um pH &cido.

Um estudo in vitro comparou a dissolucédo do cetoconazol 200 mg em meio de
dissolucdo FaSSIF, FeSSIF e Fluido Gastrico Simulado (FGS). Foi observada uma
maior dissolugdo no meio FeSSIF em relagdo ao FaSSIF (Figura 7). Neste estudo é
possivel concluir que a presenca do alimento aumenta a dissolugao do farmaco, nao
corroborando com o resultado de Daneshmend para a dose de 200 mg (DRESSMAN,
REPPAS, 2000; DANESHMEND et al., 1984). Ja o meio de dissolucao FGS, por ter
um pH mais acido em relagdo aos meios FaSSIF e FeSSIF, apresentou uma maior
taxa de dissolucdo para o farmaco (DRESSMAN, REPPAS, 2000).
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Figura 7: Perfil de dissolugdo de cetoconazol (Nizoral® 200 mg) em diferentes meios de
dissolucao (Retirado de DRESSMAN, REPPAS, 2000).

O meio de dissolucdo preconizado pela Farmacopeia Brasileira para o
cetoconazol comprimidos é em HCI 0,1 M (FARMACOPEIA BRASILEIRA 52 ED,
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2010). Esse meio de dissolucdo, apesar de adequado em termos de pH para o
farmaco, nao simula adequadamente as condi¢cdes no estado alimentado. Assim
sendo, o meio FeSSGF seria o meio de dissolugcdo mais apropriado para simular as
condi¢bes in vivo para o cetoconazol, pois simularia o pH acido do estbmago e

mimetizaria a presenga do alimento.
6.3.1.3 Estudo farmaco nifedipino

Em um estudo clinico com o farmaco nifedipino compararam-se os parametros
farmacocinéticos ASC e Cmax do medicamento ADALAT XL® 60 mg do laboratério
farmacéutico Bayer Pharma. Este medicamento foi desenvolvido com um sistema de
liberagdo por bomba osmética. Neste estudo foi administrado o medicamento em
jejum e apdbs a refeicao (café da manha com alto teor de gordura). O periodo de
washout foi de pelo menos uma semana. Neste mesmo estudo comparou-se 0s
parametros farmacocinéticos ASC e Cmax do medicamento ADALAT Eins® 30 mg,
também do laboratério Bayer Pharma. Este medicamento foi desenvolvido com um
sistema de liberacao prolongada monolitico. Nesse estudo também foi administrado o
medicamento em jejum e apds a refeicdo (café da manha com alto teor de gordura).
O periodo de washouttambém foi de pelo menos uma semana. A tabela 30 apresenta
os resultados farmacocinéticos desse estudo (SCHUG et al., 2009).

Tabela 30: Informagbes farmacocinéticas do medicamento Adalat XL® e Adalat Eins®

Parametros Razdo
farmacocinéticos com .
~ Estado N° de : - alimentado
Formulacao - L respectivos desvios .
Prandial voluntarios padroes jejum
ASC Cmax
(ng.hml?)  (ng.mL) ASC  Cmax
Jeium 16 707,00+ 31,00 =
) 1,70 1,60
ADALAT XL®
60 mg Almentads . 730,00+ 38,00 + 1,08 1.21
1,70 1,60
412,54 + 39,20 +
Jejum 12 1,58 1,52
ADALAT Eins®
30 mg 493,17 + 87,71 = 1,20 2,24
Alimentado 12

1,46 1,64

Fonte: Adaptado de SCHUG et al., 2009.
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A formulagédo do ADALAT XL® nao mostrou efeito do alimento sobre a liberagéo
do farmaco, resultando em uma razdo alimento/jejum de 1,03 e 1,21 para os
parametros ASC e Cmax, respectivamente. Ja a formulagdo do ADALAT Eins®
apresentou o efeito do alimento sobre a liberacdo do farmaco, resultando em uma
razao alimento/jejum de 1,20 e 2,24 para os parametros ASC e Cmax, respectivamente
(SCHUG et al., 2009).

Em um estudo in vitro comparou-se o perfil de dissolugdo do medicamento
ADALAT XL®nos seguintes meios de dissolugao: 1) tampao fosfato/citrato pH 6,8 com
dodecil sulfato de sédio 1% (meio farmacopeico USP), 2) FaSSGF, FaSSIF, FaSScoF
(meios biorrelevantes que simulam estdmago, intestino delgado e intestino grosso em
jejum, respectivamente), 3) FeSSGF, FeSSIF e FeSSCoF (meios biorrelevantes que
simulam estdmago, intestino delgado e intestino grosso no estado alimentado,
respectivamente), utilizando aparatos Il e IV da USP. O mesmo estudo in vitro foi
realizado para o ADALAT Eins® (ANDREAS et al., 2016).

Através dos estudos de correlacao in vitro-in vivo, comparou-se a razao da Cmax
do estado alimentado/jejum do estudo in vitro com a relagcéo alimento/jejum dos testes

in vivo. Os resultados podem ser observados na tabela abaixo.

Tabela 31: Raz&o alimentado jejum para os estudos in vivo e in vitro dos medicamentos Adalat
XL® e Adalat Eins®

. Razao alimentado jejum Razao alimentado jejum
Formulacao o o
Estudo in vivo Estudo in vitro
Cmax Cmax
ADALAT XL® 60 mg 1,21 1,13
ADALAT Eins® 30 mg 2,24 2,67

Fonte: Adaptado de ANDREAS et al., 2016; SCHUG et al., 2009.

Portanto, foi possivel diferenciar as formulagbes através do uso de meios
biorrelevantes, bem como verificar o efeito do alimento sobre a liberacao do farmaco.
Também foi possivel correlacionar os resultados in vitro com os estudos clinicos, pois
a razo alimento jejum do estudo in vivo é similar ao in vitro. Ja o perfil de dissolugao
do meio farmacopeico apresentou uma forte discrepancia com os resultados dos
meios biorrelevantes, devido a uma excessiva liberacdo do farmaco no meio
farmacopeico, ocasionada pela presenca do dodecil sulfato de sédio. Sabe-se que

esse tensoativo pode aumentar excessivamente a dissolu¢cdo de farmacos pouco
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soluveis e dessa forma gerar uma falsa impressao de bioequivaléncia (ANDREAS,
2016).

6.3.1.4 Estudo farmaco glibenclamida

O farmaco glibenclamida € uma sulfonilureia de segunda geracao utilizada para
o tratamento da diabetes mellitus tipo Il. Este farmaco apresenta solubilidade baixa,
altamente dependente do pH e seu pKa € de 5,3. Prévios estudos demonstram que a
absorcao desse farmaco € dependente da formulagédo (WEI, LOBENBERG, 2006).

Em um estudo in vitro foi realizado o perfil de dissolucdo de duas amostras
comerciais de glibenclamida (medicamento referéncia e teste) nos seguintes meios:
1) fluido intestinal simulado (FIS), conforme USP 28; 2) FaSSIF LQ (baixo grau de
pureza de lecitina e taurocolato de sédio); 3) FaSSIF HQ (alto grau de pureza de
lecitina e taurocolato de sédio) e 4) FaSSIF BL (sem a presenca de lecitina e
taurocolato de sodio). A analise de permeabilidade foi realizada em células Caco-2 e
a simulagdo computacional foi feita no sistema GastroPlus™ (WEI, LOBENBERG,
2006). Os resultados obtidos foram comparados com um estudo de bioequivaléncia
realizado por Blume e Mutschler em 1989. A Tabela 32 mostra os resultados
farmacocinéticos obtidos nas quatro condicdes testadas e no teste de bioequivaléncia.

Tabela 32: Comparacdo dos resultados farmacocinéticos Cmax € ASC entre os dados
simulados em diferentes meios de dissolucao e para o teste de bioequivaléncia.

Referéncia Teste
Condicao testada Crmax ASC Crmax ASC
(ng.mL™) (ng.h.mL™") (ng.mL™") (ng.h.mL™")
FIS 355,00 1100,00 190,00 1240,00
FaSSIF LQ 318,00 1170,00 230,00 1452,10
FaSSIF HQ 384,00 1010,00 202,00 1270,00
FaSSIF BL 385,00 1180,00 189,00 1230,00
Estudo de 301,00 1359,60 221,00 1441,30

bioequivaléncia

Fonte: Adaptado de WEI, LOBENBERG, 2006.

O meio de dissolucdo FaSSIF LQ mostrou a melhor CIVIV. A ASC para o
medicamento referéncia nas condigdes simuladas foi de 1170 ng.hmL" e para o
medicamento teste foi de 1452,1 ng.hmL". A ASC no estudo de bioequivaléncia para

o medicamento referéncia foi de 1359,6 ng.hmL"' e para o medicamento teste foi de
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1441,3 ng.hmL". O Cmax para o medicamento referéncia nas condi¢des simuladas foi
de 318 ngmL" e para o medicamento teste foi de 230 ngmL". O Cmax no estudo de
bioequivaléncia para o medicamento referéncia foi de 301 ngmL' e para o
medicamento teste foi de 221 ngmL!, demonstrando uma correlagéo linear de 0,94
para o medicamento referéncia e 0,93 para o medicamento teste (WEI, LOBENBERG
2006).

Nesse estudo foi possivel observar que o meio biorrelevante FaSSIF LQ
apresentou a melhor correlagcao in vitro-in vivo de todos os meios de dissolucao
testados, apresentando dessa forma, uma alternativa de meio de dissolugcdo para
predicao de biodisponibilidade (WEI, LOBENBERG, 2006).

6.3.2 Farmacos de Classificacao Biofarmacéutica lll

Estes farmacos apresentam alta solubilidade e baixa permeabilidade. Nesta
classe biofarmacéutica a permeabilidade é o fator limitante da absorcdo. Tanto a
velocidade como a extensado da absorcao podem ser altamente varidveis para esse
tipo de farmacos (AMIDON et al., 1995).

6.3.2.1 Estudo farmaco pantoprazol

Em um estudo in vitro com o farmaco pantoprazol, utilizado no tratamento de
disturbios de acidez gastrica, comparou-se o perfil de dissolucado do medicamento
referéncia Pantoc®, fabricado pela indUstria Altana Pharma Ltda., com o medicamento
teste, produzido pelo laborat6rio Medley S/A Industria Farmacéutica. Para esse estudo
foi empregado o aparato USP 2, velocidade de rotacdo de 50 RPM (pa), volume de
900 mL, utilizando os meios biorrelevantes FaSSIF (pH = 6,5) e FeSSIF (pH = 6,0).
Devido ao comprimido teste e referéncia serem gastroresistentes, ambos foram
previamente avaliados em meio simulado gastrico sem pepsina (pH = 1,8) por 60
minutos, conforme USP 31 (CAMPOS, PEDRAZZOLI JUNIOR, 2008).

As Figuras 8 e 9 apresentam o perfil de dissolucdo das formulacdes teste e
referéncia nos meios biorrelevantes FaSSIF e FeSSIF, respectiavante (CAMPOS,
PEDRAZZOLI JUNIOR, 2008).
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Figura 8: Perfil de dissolu¢gdo do medicamento Pantoprazol referéncia e teste, empregando o
aparato 2 USP no meio de dissolugao FaSSIF (Retirado de CAMPOS, PEDRAZZOLI JUNIOR,

2008).
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Figura 9: Perfil de dissolugdo do medicamento Pantoprazol Referéncia e teste, empregando
0 aparato 2 USP no meio de dissolucao FeSSIF (Retirado de CAMPOS, PEDRAZZOLI

JUNIOR, 2008).

Na Figura 8, o F2 calculado foi de 78,87, sendo assim, as formula¢des foram

consideradas com perfis de dissolucdo equivalentes. Ambas as formulacdes
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apresentam porcentagem de dissolucdo acima de 85% em 60 minutos (CAMPOS,
PEDRAZZOLI JUNIOR, 2008).

Ja na Figura 9, o F2 calculado foi de 58,25, sendo as formulagcées também
consideradas com perfis de dissolucdo semelhantes. A porcentagem maxima de
dissolugdo no meio FeSSIF foi de 70% (CAMPOS, PEDRAZZOLI JUNIOR, 2008).

Neste mesmo trabalho, foi realizado um estudo de bioequivaléncia do
medicamento pantoprazol fabricado pelo laboratério Medley em relacdo ao
medicamento Pantoc®. Na condigdo jejum foram utilizados 28 voluntarios sadios e no
estado pés-prandial (dieta hipercalérica, com 904,30 Kcal), 62 voluntarios sadios
(CAMPOS, PEDRAZZOLI JUNIOR, 2008).

As Figuras 10 e 11 apresentam o comportamento cinético do farmaco
pantoprazol apés administracdo em dose Unica da formulagéo teste e referéncia nas
condicobes em jejum e alimentado, respectivamente (CAMPOS, PEDRAZZOLI
JUNIOR, 2008).
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Figura 10: Concentracdo plasmatica versus tempo das formulagées do medicamento

pantoprazol referéncia e teste na condicao jejum (Retirado de CAMPOS, PEDRAZZOLI
JUNIOR, 2008).
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Figura 11: Concentragdo plasmatica versus tempo das formulagdes do medicamento
pantoprazol referéncia e teste na condi¢ao alimentado (Retirado de CAMPOS, PEDRAZZOLI
JUNIOR, 2008).

As Tabelas 33 e 34 apresentam a média geométrica e os intervalos de
confianca (IC 90%) para os parametros ASCot € Cmax do medicamento teste em
relacdo ao referéncia nas condicbes em jejum e pds-prandial, respectivamente
(CAMPOS, PEDRAZZOLI JUNIOR, 2008).

Tabela 33: Anadlise estatistica dos parametros farmacocinéticos médios do medicamento teste

em relagdo ao referéncia ap6s administracéo de pantoprazol em jejum.

R Teste/Referéncia
Parametros

Média Geométrica IC 90% CV intra (%)
INASCo.t (ng.h.mL") 94,31 0,89-0,99 11,23
INCmax (Ng.mL) 98,76 0,94-1,03 10,16

Fonte: Adaptado de CAMPOS, PEDRAZZOLI JUNIOR, 2008.
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Tabela 34: Analise estatistica dos parametros farmacocinéticos médios do medicamento teste
em relacdo ao referéncia apés administragao de pantoprazol no estado alimentado.

Teste/Referéncia

Parametros _ _ _
Média Geométrica IC 90% CV intra (%)
INASCo.t (ng.h.mL") 78,96 0,68-0,90 48,67
INCrmax (Ng.mL™) 62,85 0,51-0,76 72,92

Fonte: Adaptado de CAMPOS, PEDRAZZOLI JUNIOR, 2008.

De acordo com a RE N° 1.170 de 2006, dois medicamentos serdo considerados
bioequivalentes se os valores extremos do intervalo de confiangca de 90% da razao
das médias geométricas (ASCo-t teste/ ASCo-t referéncia e Cmax teste/ Cmax referéncia)
forem maiores que 0,8 e menores que 1,25 (BRASIL, 2006).

Pelos resultados da Tabela 33, os valores de IC 90% apresentam-se dentro da
faixa de 0,8 -1,25 para os parametros ASC e Cmax, portanto as formulagdes podem
ser consideradas bioequivalentes.no estudo em jejum (CAMPOS, PEDRAZZOLI
JUNIOR, 2008).

Ja os resultados de IC 90% apresentados na Tabela 34, mostram valores fora
da faixa de 0,8 — 1,25 para os parametros ASC e Cmax. Sendo assim, as formulagdes
nao foram consideradas bioequivalentes no estudo pés-prandial (CAMPOS,
PEDRAZZOLI JUNIOR, 2008).

Pelo valor de F2 de 78,87 calculado para as formulagdes analisadas no meio
de dissolucao FaSSIF, evidencia-se um bom indicativo para a bioequivaléncia das
formulagdes, o qual pode ser confirmado no teste in vivo, j& que as formulagdes
também foram consideradas bioequivalentes. Assim sendo, o meio FaSSIF
apresenta-se como um meio adequado para mimetizar os fluidos gastrointestinais
para o farmaco pantoprazol.

O meio de dissolucdo FeSSIF, apesar de aprovado no teste de perfil de
dissolucdo, apresentou um valor de F2 de 58,25, muito menor que o valor calculado
para o meio de dissolugcdo FaSSIF. Além disso, ndo houve a completa dissolugao
desse farmaco nesse meio de dissolugdo. No estudo in vivo, foi evidenciado um alto
coeficiente de variacdo para os parametros ASC e Cmax, conforme apresentado na
tabela 34. Dessa forma, o meio FeSSIF ndo é um meio adequado para avaliagédo in
vitro para o farmaco pantoprazol e nem o estudo in vivo pés-prandial € indicado,

devido a alta variabilidade do farmaco nessas condigdes.
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7 CONCLUSAO

Concluiu-se, apdés busca na literatura por artigos que analisassem as
propriedades fisico-quimicas dos fluidos gastrointestinais, que ha um nimero reduzido
de artigos que estudam algumas propriedades em humanos. Observou-se ainda um
namero menor de estudos que pesquisaram estas propriedades no estado
alimentado. Além disso, foi verificado que a maior parte dos estudos foi realizada com
um namero pequeno de voluntarios. Apesar da limitagdo dos estudos, este trabalho
colaborou para verificar qual o intervalo das propriedades fisico-quimicas nos fluidos
gastrointestinais, o que sera de suma importancia para o desenvolvimento de meios
biorrelevantes mais preditivos de biodisponibilidade.

Sendo assim, existe a necessidade da realizagdo de mais trabalhos que
investiguem essas propriedades nos fluidos gastrointestinais, tanto no estado em
jejum quanto no estado alimentado. Além do que, esses estudos devem ser
conduzidos com um maior numero de voluntarios, devido a alta variabilidade existente
nos fluidos gastrointestinais. Estes trabalhos serdo de suma importancia para o
desenvolvimento de meios biorrelevantes com propriedades fisico-quimicas mais
similares em relagcéo as propriedades in vivo.

Com relacao a comparacao realizada entre as propriedades fisico-quimicas dos
fluidos gastrointestinais com os meios farmacopeicos, observou-se uma grande
diferenca nas propriedades fisico-quimicas, principalmente para a tensao superficial
e a concentracdo de acidos biliares. Essas propriedades sdo fundamentais na
dissolucao, principalmente de farmacos pouco soluveis. Esse fato pode levar a uma
diferenca no comportamento da dissolucdo de farmacos entre esses dois meios,
acarretando assim a uma falsa ideia de bioequivaléncia ao se analisar o perfil de
dissolugdo em um meio farmacopeico.

Além disso, foram encontrados poucos estudos na literatura que analisassem
essas propriedades fisico-quimicas nos meios farmacopeicos. Devido a facilidade de
realizar essas analises, sugere-se que sejam feitos mais estudos que investiguem
essas propriedades nesses meios de dissolugéo.

Ja a analise comparativa entre as propriedades fisico-quimicas dos meios
biorrelevantes com os fluidos gastrointestinais demonstra uma maior semelhanga

dessas propriedades do que a comparacao feita com os meios farmacopeicos. No
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entanto, foram observadas diferencas significativas nessas propriedades,
principalmente em relagdo a concentracao de proteinas, a qual € maior nos fluidos
gastrointestinais.

Por ultimo, a analise dos ensaios de perfil de dissolugdo in vitro, utilizando
meios biorrelevantes, em comparacdo com o0s resultados obtidos in vivo, demonstra
que os meios biorrelevantes apresentam resultados similares aos observados in vivo.
No entanto, foram encontrados poucos artigos na literatura que faziam essa
comparagdo. Além disso, os estudos de bioequivaléncia encontrados utilizam poucos
voluntarios em sua andlise. Os estudos de bioequivaléncia mais robustos estdo de
posse da industria farmacéutica e nao sao publicados. Dessa forma, € necessario um
maior numero de estudos que se compare o perfil de dissolugdo nos meios
biorrelevantes com os resultados dos estudos de bioequivaléncia. Com isso, se tera
uma maior certeza da predi¢cdo de biodisponibilidade dos meios biorrelevantes em
relacdo aos meios farmacopeicos

Sendo assim, 0os meios biorrelevantes podem ser Uteis para a analise de perfil
de dissolugcado no desenvolvimento de medicamentos genéricos, similares, novos e
nas alteracdes pos-registro, no entanto € necessario um maior numero de estudos e
com um maior numero de voluntarios para a verificacao da efetividade desses meios

na predi¢cdo da biodisponibilidade.
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