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RESUMO

No Brasil, ao longo dos ultimos 40 anos, o Governo Federal tem buscado incentivar o
desenvolvimento da indastria nacional, especialmente a de farmacos e
medicamentos. Em 2011, a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA)
publicou a Resolu¢do-RDC n° 37 que introduziu a bioisengéo baseada no Sistema de
Classificacdo Biofarmacéutica, no intuito de dar agilidade ao processo de registro de
medicamentos destinados aos programas assistenciais do Ministério da Saude. A
dipirona sodica € um dos 21 farmacos candidatos a bioisencdo no Brasil, e ela € um
pro-farmaco, sendo seu metabdlito ativo (o 4-MAA) o responsavel pela sua atividade
bioldgica. Assim, o objetivo geral deste trabalho foi analisar o cenario regulatério da
bioisencdo com base no SCB no Brasil e no mundo, a partir do estudo de bioisencgéo
do medicamento dipirona sédica, comprimido simples de 500 mg, avaliando possiveis
entraves a sua aplicabilidade em funcdo da realidade brasileira vigente. O método
analitico empregado no estudo de solubilidade foi desenvolvido e validado para
determinacao de teor do insumo farmacéutico ativo dipirona, e se baseou na técnica
de cromatografia a liquido de alta eficiéncia (CLAE), a partir de um método descrito
no USP Compendium. No estudo de bioisencdo com base no SCB concluiu-se que
(1) no estudo de solubilidade do IFA as amostras mostraram-se instaveis no ensaio
de estabilidade em cada uma das solucdes tampéo dentro da faixa de pH fisiol6gico
(de 1,2 a 6,8) em temperatura de (37,0 £ 1,0) °C; (2) no estudo de perfil de dissolucao
comparativo nos meios de pH fisioldgico, os medicamentos apresentaram cinética de
dissolucdo muito rapida, com a perda do poder discriminativo do fator f2; e (3) os
medicamentos foram considerados equivalentes farmacéuticos. Analisou-se 0s
critérios para que um medicamento seja bioisento com base no SCB estabelecidos
pelos organismos internacionais mais relevantes (EMA, FDA, Health Canada, ICH e
OMS) frente aos requisitos da Anvisa, bem como foram apontados 0s principais
entraves a aplicabilidade desta abordagem. Este trabalho abre um espaco para
reflexdo, no cenario brasileiro, dos critérios da bioisencdo baseada no SCB, de forma
a ter uma legislacéo aberta aos farmacos de classe | e lll, mas com responsabilidade
dividida entre a industria farmacéutica e farmoquimica, os centros de equivaléncia
farmacéutica e bioequivaléncia, e a area de pesquisa em demonstrar que tais
farmacos atendem aos requisitos internacionais de bioisencéo. E essencial para que

esta abordagem regulatoria seja bem-sucedida, e consiga efetivamente produzir



resultados palpaveis, em especial na area de saude publica e vigilancia sanitaria, que
a Anvisa esteja aberta ao didlogo com o setor regulado, com os olhos e ouvidos
voltados para as inovacgdes e orientacdo da academia, e sem perder o foco na sua
missao institucional: “promover a protecdo da saude da populagao, por intermédio do
controle sanitario da producdo e consumo de produtos e servicos submetidos a

vigilancia sanitaria”.

Palavras-chave: Equivaléncia Farmacéutica. Perfil de Dissolucdo Comparativo.

Solubilidade. Dipirona. Sistema de Classificacao Biofarmacéutica. Vigilancia Sanitaria.



ABSTRACT

In Brazil, over the last 40 years, the Federal Government has sought to encourage the
development of the domestic industry, especially pharmaceuticals and medicines. In
2011, the National Agency for Sanitary Surveillance (ANVISA) published Resolution
RDC n° 37, which introduced the Biopharmaceutical Classification System based
biowaiver, in order to speed up the registration process for medicines destined for the
Health Ministry's assistance programs. Sodium dipyrone is one of the 21 drugs
candidates for BCS-based biowaiver in Brazil, and it is a pro-drug, and its active
metabolite (4-MAA) is responsible for its biological activity. Thus, the overall objective
of this study was to analyze the regulatory scenario of BCS-based biowaiver in Brazil
and in the world, based on a study of the sodium dipyrone, tablet 500 mg, evaluating
possible barriers to its applicability due to the current Brazilian reality. The analytical
method used in the solubility study was developed and validated for the determination
of content of the pharmaceutical active ingredient dipyrone, and based on the
technique of high performance liquid chromatography (HPLC), using a method
described in the USP Compendium. In the BCS-based biowaiver study it was
concluded that (1) in the IFA solubility study the samples were unstable in the stability
assay in each of the buffer solutions within the range of physiological pH (from 1.2 to
6.8) at a temperature of (37.0 £ 1.0) °C; (2) in the study of the comparative dissolution
profile in the physiological pH media, the drugs showed very fast dissolution kinetics,
with the loss of discriminative power of factor f2; and (3) the drugs were considered as
pharmaceutical equivalents. The criteria for a drug to be BCS-based biowaiver
established by the most relevant international organizations (EMA, FDA, Health
Canada, ICH and WHO) against the requirements of Anvisa were analyzed, as well as
the main impediments to the applicability of this approach. This work opens a space
for reflection, in the Brazilian scenario, on the criteria of BCS-based biowaiver, in order
to have an open legislation for class | and Il drugs, but with responsibility divided
between the pharmaceutical and pharmochemical industry, pharmaceutical
equivalence and bioequivalence centers, and the research area in demonstrating that
such drugs meet the international requirements for BCS-based biowaiver. It is
essential for this regulatory approach to be successful, and to effectively produce
tangible results, especially in the area of public health and health surveillance, for

Anvisa to be open to dialogue with the regulated sector, with eyes and ears focused



on innovations and orientation of the academy, and without losing sight of its
institutional mission: "to promote the protection of the population's health through
sanitary control of the production and consumption of products and services subject to

sanitary surveillance."

Key-words: Pharmaceutical equivalence. Comparative dissolution profile. Solubility.

Dipyrone. Biopharmaceutical Classification System. Health Surveillance
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1 INTRODUCAO

1.1 Politicas publicas e regulacado sanitaria

No Brasil, ao longo dos ultimos 40 anos o Governo Federal tem buscado
incentivar o desenvolvimento da industria nacional, especialmente a de farmacos e
medicamentos, através de politicas de incentivo, que buscam, dentre outras metas, a
mudanca do patamar competitivo a partir da melhoria da capacidade inovadora das
empresas.

A Portaria MS/GM n° 3.916/1998, que aprova a Politica Nacional de
Medicamentos (BRASIL, 1998), determina que os gestores do SUS devem assegurar
0 acesso da populagédo a medicamentos seguros, eficazes e de qualidade, ao menor
custo possivel, e que para tanto suas ac¢Bes devem ser balizadas por algumas
diretrizes, como: (i) regulamentacéo sanitaria de medicamentos, (ii) desenvolvimento
cientifico e tecnoldgico, com foco na area de tecnologia farmacéutica, (iii) promocéo
da producdo de medicamentos, em especial pelos laboratérios farmacéuticos oficiais,
e (iv) garantia da seguranca, eficacia e qualidade dos medicamentos, respaldadas
pelas acbes desenvolvidas pelos laboratérios oficiais de controle de qualidade.

Em paralelo, houve flexibilizacdo da submissédo de informacdes relacionadas
ao controle de qualidade de insumos e medicamentos, a estudos de equivaléncia
farmacéutica (EF) e biodisponibilidade relativa/bioequivaléncia (BR/BE), e as boas
praticas de fabricacdo e controle (BPF), o que exige a utilizacdo de métodos,
procedimentos e ferramentas mais consistentes, robustos e confiaveis para respaldar
técnica e cientificamente os dados apresentados nos dossiés de registro e pos-
registro de medicamentos.

Neste cenario, em cumprimento ao seu papel de agéncia reguladora, em 2002,
a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (Anvisa) publicou o primeiro “Guia para
isencdo e substituicdo de estudos de bioequivaléncia” (Resolu¢do-RE n° 481/2002)
(BRASIL, 2002), introduzindo o conceito de bioisencdo em funcdo da forma
farmacéutica. No ano seguinte, a revogou com a publicacdo da Resolucdo-RE n°
897/2003 (BRASIL, 2003a), prevendo também a bioisencédo para diferentes dosagens
de um mesmo medicamento (ARAUJO, 2010).

Por fim, em 2011, com a publicacdo da Resolucdo-RDC n° 37 (BRASIL, 2011),

houve a introducdo da bioisencdo baseada no Sistema de Classificacao
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Biofarmacéutica (SCB) oficialmente no arcabouco juridico sanitario brasileiro, no
intuito de dar agilidade ao processo de registro de medicamentos destinados aos
programas assistenciais do Ministério da Saude, mas sem declinar da exigéncia de

comprovacao de eficacia, seguranca e qualidade dos produtos.

1.2 Biofarmécia, desenvolvimento farmacéutico e o Sistema de Classificagdo

Biofarmacéutica

Geralmente os farmacos ndo sdo administrados como substancias puras
isoladas, mas formulados como medicamentos, cuja forma farmacéutica pode variar
desde solucdes simples a sistemas de liberacdo complexos.

O desenvolvimento farmacotécnico busca obter uma formulacdo compativel
com a producdo em larga escala, de qualidade reprodutivel, e que otimize a
disponibilidade do insumo farmacéutico ativo (IFA) no sitio de acdo a partir de uma
dada via de administracdo, e com isso permita alcancar uma dada resposta
terapéutica (LENNERNAS; ABRAHAMSSON, 2005; TAO, 2005).

A biofarmacia consiste no estudo do modo como as propriedades fisico-
quimicas do IFA, a forma farmacéutica e a via de administracdo afetam a velocidade
e o grau de absorcado dos farmacos (TAYLOR, 2007). Neste sentido, a formulacéo de
um medicamento é fundamental para o perfil biofarmacéutico, uma vez que a
composicao, a forma farmacéutica, o processo de fabricacdo e a via de administracao
estdo intimamente ligadas aos resultados farmacocinéticos (CHILUKURI, 2007,
STORPIRTIS, 2008).

A via de administragdo oral € a preferencial na &rea de tecnologia farmacéutica,
mas esta sujeita a limitacbes para a absor¢cdo, e, consequentemente para a
biodisponibilidade dos farmacos. Apos a administracdo, um medicamento passa por
trés fases até sua acao final: a farmacéutica, a farmacocinética e a farmacodinamica
(Figura 1) (PEREIRA, 2007).
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Figura 1 — Fases da acgao de farmacos.

Fase Fase Fase
Farmacéutica Farmacocinética Farmacodinamica
" -, Absorga S,
Desintegracao da 1 4 s.org.acj 2 Interacdo farmaco-
) . Distribuigdo ol E . 4 "
Dose > formafarmacéutica. 4 , r —> receptor no tecido ~—>{  Efeito
. . & 2 Metabolizagdo
— Dissolugdo do farmaco ¥ alvo —
Excrecao
Farmaco disponivel para absorgao. Farmaco disponivel para agao.
/ Disponibilidade farmacéutica. Disponibilidade bioldgica.

Fonte: (Da autora, 2013).

Na primeira fase ocorre a desintegracdo da forma farmacéutica, seguida da
dissolucdo da substancia ativa. A fase farmacocinética abrange os processos de
absorcdao, distribuicdo, metabolismo e excrecdo (ADME). E a fase farmacodinamica
esta relacionada com a interagéo do farmaco com seu alvo (receptor, enzimas, etc.) e
a consequente producao do efeito terapéutico (AULTON, 2018; PEREIRA, 2007).

As velocidades dos processos ADME determinam o curso do farmaco no
organismo ao longo do tempo. A extenséo e a velocidade de absorcdo dependem da
extensdo e velocidade com que o farmaco € liberado da forma farmacéutica
(dissolucéo), de sua solubilidade nas condi¢cdes do trato gastrintestinal (TGI) e da
permeabilidade através das membranas celulares (AULTON, 2018; CARDOSO,
2008).

A avaliacdo da bioequivaléncia in vivo para formulacfes sdlidas orais é um
método aceito universalmente para avaliar a equivaléncia terapéutica (mesma eficacia
clinica, seguranca e potencial para gerar efeitos adversos) de dois produtos que séo
equivalentes farmacéuticos, com a vantagem de eliminar a necessidade de realizagédo
de estudos clinicos adicionais (DAHAN, 2012).

Nas ultimas trés décadas, estudos sobre o impacto da formulacdo e do
processo de fabricagdo do medicamento sobre a absorcéo do farmaco, com base em
suas propriedades biofarmacéuticas (BENET, 2011; BUTLER, 2010; LENNERNAS,
2005; UNGELL, 1998) levaram as autoridades regulatérias a reconhecerem a
“bioisencdo”, ou seja, a aceitarem estudos in vitro em substituicdo a realizacdo de
estudos de bioequivaléncia in vivo (AULTON, 2018; LENNERNAS, 2014).

Um dos tipos de bioisencdo aceito pelas agéncias regulatérias ao redor do
mundo é o baseado no Sistema de Classificacao Biofarmacéutica (SCB), cujo conceito
foi introduzido em 1995 pelo Prof. Gordon Amidon (AMIDON, 1995), no qual os
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farmacos podem ser divididos em quatro classes conforme dois fatores chave: sua
permeabilidade intestinal e solubilidade em agua (Figura 2).

O SCB leva em consideracao trés fatores preponderantes que governam a taxa
e a extensdo do farmaco a partir da forma farmacéutica de liberacdo imediata:
dissolucéo, solubilidade e permeabilidade intestinal (THE UNITED STATES OF
AMERICA, 2017).

Figura 2 - Sistema de Classificacao Biofarmacéutica.

Classe | Classe Il

1 permeabilidade 1 permeabilidade
1 solubilidade | solubilidade

Ex.: glibenclamida,

EL etapiatl bicalutamida, ezetimibe

Classe Ill

| permeabilidade
1 solubilidade

Classe |V
| permeabilidade
| solubilidade

P
e
4

m
e
a
b
i

!

Ex.: cimetidina

Em 2005 foi publicada uma proposta de versdo modificada do SCB, conhecida

Ex.: hidroclorotiazida

Fonte: (Da autora, 2013).

como Sistema de Classificagdo Biofarmacéutica de Disponibilidade de Farmacos
(SCBDF), que apresenta a rota de eliminacédo (metabolismo, ou eliminagéo via renal
ou biliar) como um parametro substituto a permeabilidade, o que permitiria a expansao
do nimero de farmacos elegiveis para a bioisencao (BENET, 2013; WU, 2005).

Com base no SCB, ao se determinar se o fator limitante da absorcéo € a
solubilidade ou a permeabilidade do farmaco, é factivel relacionar sua classificacdo
biofarmacéutica com a possibilidade de estabelecer uma correlagéo in vitro-in vivo
(CIVIV) (Tabela 1) (AMIDON, 1995).

A CIVIV € um modelo matematico preditivo que descreve a relagdo entre uma
caracteristica in vitro da forma farmacéutica e a variavel resposta in vivo. A
caracteristica in vitro mais utilizada é a fracao dissolvida em um determinado tempo,
e a variavel resposta in vivo é a fracdo absorvida no mesmo intervalo de tempo (THE
UNITED STATES OF AMERICA, 1997).
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Tabela 1 — Expectativa de estabelecer uma CIVIV para formas farmacéuticas de

liberagdo imediata com base no SCB.

Classe Solubilidad Permeabilida

(SCB) e de Expectativa de estabelece CIVIV

E possivel estabelecer CIVIV se a
I Alta Alta dissolugéo € mais lenta que a velocidade de
esvaziamento gastrico.

E possivel estabelecer CIVIV se a

1 Baixa Alta . NN R
dissolucéo in vitro &€ semelhante a in vivo.
Permeabilidade é determinante e limitada,
Il Alta Baixa ou néo pode ser estabelecida CIVIV com a
dissolucéo.
\% Baixa Baixa CIVIV limitada ou inexistente.

Fonte: (Adaptado de AMIDON, 1995).

Neste contexto, é cada vez mais significativo o interesse da industria, da
academia e das agéncias regulatérias na aplicacdo da biofarmacia no
desenvolvimento de medicamentos de uso oral, a fim de reduzir a carga regulatoria
com base em novas abordagens de avaliacdo da biodisponibilidade de farmacos, tais
como: (i) novos métodos para determinacao da bioequivaléncia, (ii) estabelecimento
de correlagdes in vitro-in vivo, e (iii) implementacdo de sistemas, métodos e
ferramentas que assegurem a qualidade através do desenho (Quality by Design —
QbD) (DICKINSON, 2008; POLLI, 2012).

1.3 Bioisencgéo

Durante o desenvolvimento de um novo medicamento, 0S organismos
regulatorios buscam evitar a exposicdo desnecessaria de seres humanos aos
farmacos e excipientes, sempre que possivel. Neste sentido, os guias regulatorios de
vérias jurisdicdes mencionam a possibilidade de utilizagdo de varios mecanismos para
isentar da exigéncia de estudos in vivo (CARDOT, 2018).

Um destes estudos, a bioequivaléncia, consiste na demonstracdo de
equivaléncia terapéutica entre dois medicamentos apresentados sob a mesma forma

farmacéutica, contendo idéntica composi¢do qualitativa e quantitativa de principio(s)
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ativo(s), e que tenham comparavel biodisponibilidade, quando estudados sob um
mesmo desenho experimental (ANVISA, 2018).

Por outro lado, segundo Birkett temos que:

Dois medicamentos contendo o mesmo insumo farmacéutico ativo sdo
considerados bioequivalentes se sdo equivalente farmacéuticos, ou
alternativas farmacéuticas, e suas biodisponibilidades (taxa e extenséo) apés
administragdo na mesma dose molar encontram-se dentro de limites
aceitaveis pré-definidos. (BIRKETT, 2003; EMA, 2010).

Existem classicamente trés tipos classicos de bioisencédo, ou seja, de isentar e
substituir estudo de biodisponibilidade relativa/bioequivaléncia in vivo, aceitos no
Brasil (BRASIL, 2011):

a) Bioisencdo em razéo da forma farmacéutica.

Decorre de certas caracteristicas das formas farmacéuticas, fazendo com que
a bioequivaléncia ndo seja requerida. Geralmente a BD/BE nao pode ser determinada
pelo farmaco(s) ja se encontrar(em) totalmente biodisponivel(is) na circulacédo
sanguinea (por exemplo, as solu¢des parenterais) ou por ndo possuirem absorcao
para acdo sistémica (por exemplo, medicamentos de aplicacdo topica). O principal
pré-requisito € que os excipientes ndo devem influenciar a biodisponibilidade do
farmaco (JIMI, 2015).

b) Bioisencao para as demais dosagens.

Neste caso, faz-se a bioequivaléncia de uma dosagem, que pode ser a “de
maior ou menor dosagem, dependendo da linearidade farmacocinética ou do risco a
seguranga do voluntario participante do estudo” (BRASIL, 2011), e bioisenta-se as
demais (JIMI, 2015).

Aplica-se a:

e Medicamentos de liberacdo imediata, de mesma forma farmacéutica,
formulac¢des proporcionais e produzidos pelo mesmo fabricante; e

e Medicamentos de liberacdo retardada ou prolongada, de mesma forma
farmacéutica, mesmo mecanismo de liberagcdo, formulagdes proporcionais e
produzidos pelo mesmo fabricante no mesmo local de fabricacdo (BRASIL, 2011).

Entretanto a definicAo de o que sao formulacdes proporcionais ndo esta

pacificada. No Brasil sdo aceitas como proporcionais se “todos os componentes da
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formulacdo estiverem exatamente na mesma propor¢cdo em todas as diferentes
dosagens” (BRASIL, 2011) ou “a razdo entre os excipientes e o peso total da
formulacédo estiver dentro dos limites para alteragdo moderada de excipientes”
(BRASIL, 2011) estabelecidos legislacéo.

Mas, tem-se ainda que as excec¢des aos critérios de proporcionalidade devem
ser tecnicamente justificadas, e serdo avaliadas, quanto a pertinéncia, pela Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria (BRASIL, 2011).

c) Bioisencdo baseada no Sistema de Classificacao Biofarmacéutica (SCB).

Pela legislagcédo brasileira, um medicamento para ser isentado de estudo de
bioequivaléncia / biodisponibilidade relativa in vivo deve se tratar de um medicamento
oral de liberacdo imediata, que contenha pelo menos um dos 21 farmacos presentes
na Instrucdo Normativa n°® 10/2016 (BRASIL, 2016), formulado com excipientes que
nao apresentem impacto sobre a biodisponibilidade e que apresente rapida dissolucéo
in vitro.

Atendidos estes critérios, deve ser aprovado integralmente em teste fisicos,
guimicos e fisico-quimicos: a equivaléncia farmacéutica (medicamento teste versus
referéncia), o perfil de dissolugdo comparativo do medicamento (medicamento teste
versus referéncia) em trés meios de pH fisiologico (pH 1,2; 4,5 e 6,8), e a solubilidade
do farmaco pelo menos em trés meios de pH fisiolégico (pH 1,2; 4,5 e 6,8) (BRASIL,
2016).

Assim, apesar da bioisen¢do baseada no SCB se mostrar extremante util, no
Brasil, a ANVISA manteve uma postura conservadora, até o momento, € como
mencionado anteriormente, para um farmaco ser candidato a bioisengdo com base no
SCB ele deve obrigatoriamente pertencer a classe | e fazer parte da lista dos 21
farmacos candidatos publicada na Instrucdo Normativa n°® 10/2016 (BRASIL, 2016), a

qual estabelece que estes apresentem:

... fragé@o de dose absorvida = 85% da dose administrada (demonstrada com
base em dados provenientes de estudos em seres humanos), ampla faixa
terapéutica e auséncia de evidéncias documentadas de bioinequivaléncia ou
problemas de biodisponibilidade ndo detectaveis nos estudos de perfis de
dissolucéo previstos pelo SCB. (BRASIL, 2016).

Entretanto, em 27/09/2018 a Anvisa publicou no Diario Oficial da Unido (DOU)
o Edital de Chamamento n° 6/2018 (BRASIL, 2018) no intuito de “recolher

contribuicbes ao documento M9 Biopharmaceutics Classification System-Based
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Biowaivers, do International Council for Harmonisation of Technical Requirements for
Pharmaceuticals for Human Use (ICH)”. Tal acdo vem de encontro a Consulta
Regional do guia com os critérios para bioisencédo pelo SCB no intuito de reduzir o
namero de estudos de bioequivaléncia in vivo.

A atual legislagéo brasileira sobre a bioisengdo com base no SCB (Resolugao-
RDC n° 37/2011 (BRASIL, 2011) difere em muito deste documento do ICH colocado
em consulta publica, e dos principais agentes regulatdrios internacionais: European
Medicines Agency (EMA), U. S. Food and Drug Admistration (FDA), Health Canada e
Organizacdo Mundial da Saude (OMS).

Cabe ressaltar a composicdo e a missdo dos organismos regulatorios
internacionais, pois estas corroboram a sua relevancia na discusséao do tema, e sua
abrangéncia mundial.

A EMA é uma agéncia descentralizada da Unido Europeia (composta de 28
paises membros, entre eles o Reino Unido) responsavel pela avaliagdo cientifica,
supervisao e monitoramento da seguranca de medicamentos na Europa (EUROPEAN
MEDICINES AGENCY, 2018).

A FDA é uma agéncia do Departamento de Saude e Servicos Humanos do
Estados Unidos. E responséavel por proteger a satde publica, garantindo a seguranca,
eficacia e seguranca de medicamentos humanos e veterinarios, produtos biolégicos e
dispositivos médicos; e garantindo a seguranca do suprimento nacional de alimentos,
cosmeéticos e produtos que emitem radiacdo (U. S. FOOD AND DRUG
ADMINISTRATION, 2018).

O ICH reune autoridades mundiais de regulacdo de medicamentos e da
industria farmacéutica, tendo como membros e observadores paises como: Suica,
Estados Unidos, Japdo, Canada, Europa, Coreia, Singapura, China, Argentina, india,
Cuba, Mexico, Israel, Russia, Africa do Sul, Australia (ICH, 2018).

A Health Canada é o departamento federal do Canada responsavel por ajudar
0os canadenses a manter e melhorar sua saude, respeitando as escolhas e
circunstancias individuais (HEALTH CANADA, 2018).

A Organiza¢do Mundial da Saude (OMS) (WORLD HEALTH ORGANIZATION
— WHO) é uma agéncia especializada em saude, subordinada a Organizagdo das
Nac¢bes Unidas. Segundo sua constituicdo, tem por objetivo desenvolver ao méaximo
possivel o nivel de salude de todos os povos. A saude sendo definida nesse mesmo
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documento como um “estado de completo bem-estar fisico, mental e social e nao

consistindo somente da auséncia de uma doenca ou enfermidade” (OMS, 2018).

1.3.1 A bioisencéo baseada no SCB: cenario internacional

A utilizacdo do SCB para bioisentar um determinado medicamento se baseia
em algumas premissas, a saber:

- Dois medicamentos de liberacéo imediata se comportam como solucdes orais
no TGI devido a sua alta solubilidade e rapida dissolucéo;

- Nao ocorre precipitagdo no TGl uma vez que o IFA esta dissolvido;

- As duas formulacdes de liberacdo imediata tém o mesmo perfil de dissolucdo
in vivo sob todas as condi¢des encontradas na luz do intestino, ou seja, apresentam
a mesma taxa e extensao de absorcao, e, portanto, séo bioequivalentes.

Quando a dissolucdo in vivo é rapida ou muito rapida em relacdo ao
esvaziamento gastrico, e o farmaco € altamente sollvel, a taxa e a extensédo de
absorcdo ndo sao, provavelmente, dependentes da dissolucdo e/ou do tempo de
transito gastrintestinal (THE UNITED STATES OF AMERICA, 2017).

Os farmacos de classe | (alta permeabilidade e solubilidade) sdo candidatos
naturais a bioisenc¢do, para tanto sendo suficiente provar que séo altamente sollveis
e permedveis, e se dissolvem rapidamente, a partir de comprovacao farmacéutica
adequada (DAKSHINA, 2007).

Inicialmente foram avaliados apenas os farmacos de classe | para serem
bioisentos, por possuirem alta solubilidade e permeabilidade, e praticamente néo
apresentarem casos de bioinequivaléncia. Este tipo de bioisencdo apresenta
peculiaridades de aceitabilidade em funcéo da autoridade regulatéria do pais ou do
bloco econdémico que o utilize.

Neste sentido, a OMS (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2017), a FDA (THE
UNITED STATES OF AMERICA, 2017), a EMA (EUROPEAN MEDICINES AGENCY,
2010), a Health Canada (HEALTH CANADA, 2014), e o ICH (ICH, 2018), entre tantas
outras autoridades regulatérias, aceitam farmacos candidatos a bioisencdo que
pertencam também a classe lll, ou seja, altamente sollveis e pouco permeaveis, mas
que apresentem dissolucao in vitro rapida ou muito rapida.

Ou seja, os medicamentos pertencentes a classe Il devem satisfazer alguns
critérios (CARDOT, 2016; DAVIT, 2016):
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- todos os excipientes no medicamento teste devem ser qualitativamente os
mesmos e quantitativamente semelhantes aos dos medicamento de referéncia,

- devem apresentar dissolucéo in vitro muito rapida (= 85 % dissolvido em até
15 minutos) sob condi¢des definidas;

- deve ser avaliada a relagéo risco-beneficio com relagdo a extensao, sitio e
mecanismo de absorgéo.

Sao apresentados a seguir 0s principais pontos a serem considerados nos trés
guesitos fundamentais no cendrio da bioisencdo com base no SCB: a solubilidade, a

permeabilidade e a dissolucao in vitro.

1.3.2 Solubilidade

Segundo o SCB, um farmaco é considerado altamente sollvel quando sua
maior dose disponivel, em uma formulacéo de liberacéo imediata, na faixa de pH do
trato gastrintestinal (1,2 < pH < 6,8), é soluvel em 250 mL ou menos de meio aquoso
a (37,0 +1,0) °C (BOU-CHACRA, 2017; THE UNITED STATES OF AMERICA, 2017,
WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2017), o que mimetiza a solubilizacdo imediata
guando administrado oralmente.

O volume estimado de 250 mL € derivado de protocolos tipicos de estudos de
bioequivaléncia, os quais prescrevem a administracdo de um medicamento a um
voluntario humano em jejum com 200 mL de agua (BRASIL, 2006; THE UNITED
STATES OF AMERICA, 2017).

E esperado que seja estabelecida experimentalmente a solubilidade em
equilibrio do farmaco (BRASIL, 2006, 2011; THE UNITED STATES OF AMERICA,
2017):

- utilizando método shake-flask ou diagrama de fases;

- testando-se, no minimo, trés condi¢cbes de pH fisiologico (1,2; 4,5 e 6,8);

- utilizando-se, no minimo, trés replicatas para cada condi¢do, com coeficiente
de variacdo (CV%) menor que 5 %;

- quantificando-se o farmaco através de um meétodo de teor validado, indicativo
de sua estabilidade, e seletivo.

Se 0 pKa do farmaco estiver dentro da faixa de pH fisioldgico, a solubilidade
neste pH também devera ser avaliada (THE UNITED STATES OF AMERICA, 2017).
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O pH para cada meio de teste deve ser medido antes da adi¢cdo do farmaco e
ao final do experimento, de forma a garantir que a solubilidade esta sendo avaliada
num determinado pH (BRASIL, 2006; THE UNITED STATES OF AMERICA, 2017).

A classificacdo do farmaco é feita pela menor solubilidade encontrada da faixa
de pH fisiologico (1,2 a 6,8).

O método recomendado para a determinacdo da solubilidade dos insumos
farmacéuticos ativos — e para o desenvolvimento do método de dissolucédo —, € o
shake-flask, que € o método de solubilidade tradicionalmente utilizado (MARQUES,
2013). Neste método, um excesso de IFA é adicionado ao meio escolhido para a
obtencado de uma solucao saturada a qual deve ser mantida sob agitacéo, geralmente
de 24 a 48 horas, em velocidade e temperatura controladas, até que a solubilidade de

equilibrio seja atingida.

1.3.3 Permeabilidade

De acordo com a Anvisa, “um farmaco de alta permeabilidade &, geralmente,
aquele cuja biodisponibilidade absoluta € maior que 90 % na auséncia de instabilidade
no trato gastrintestinal, ou quando este parametro € determinado experimentalmente”
(ANVISA, 2018b).

A avaliacdo da permeabilidade deve se basear, preferencialmente, na extensao
da absorcéo derivada de estudos de farmacocinética em humanos preferencialmente,
ou seja, biodisponibilidade absoluta ou balanco de massas.

A classe de permeabilidade de um dado IFA pode ser determinada também a
partir de estudos de perfuséo intestinal in vivo em humanos, e outros métodos nao
envolvendo seres humanos, que incluem perfuséo intestinal in vivo ou in situ em um
modelo animal apropriado (por exemplo, ratos), e permeabilidade in vitro usando
tecido intestinal excisado, ou monocamadas de células epiteliais (HEALTH CANADA,
2014; EUROPEAN MEDICINES AGENCY, 2010; ICH, 2018; THE UNITED STATES
OF AMERICA, 2017; WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2017).

Um método é suficiente quando a biodisponibilidade absoluta é = 85 %, ou
quando 85 % ou mais do farmaco administrado € excretado inalterado na urina, ou
guando 85 % ou mais do farmaco administrado é recuperado na urina como soma do
farmaco-pai e metabdlitos de fase 1 oxidativa e fase 2 conjugativa, com evidéncia de
estabilidade no TGI (ICH, 2018).
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Com relacdo aos metabdlitos nas fezes, somente os de oxidacdo e conjugacao
podem ser considerados. Aqueles produzidos através de reducdo ou hidrdlise ndo
devem ser incluidos, exceto que se possa demonstrar que eles ndo sédo produzidos
por acdo microbiana dentro do TGI. O farmaco inalterado nas fezes ndo pode ser
levando em consideragéo em face da extensdo da absor¢cédo (EMA, 2010; ICH, 2018).

Dados humanos in vivo extraidos da literatura (por exemplo, estudos de
biodisponibilidade publicados previamente) sédo aceitos, mas deve-se levar em conta
gue artigos de revisado por pares ndo apresentam, necessariamente, detalhes acerca
do estudo que possibilitem julgar a qualidade dos resultados (ICH, 2018).

A permeabilidade pode ser avaliada através de um método in vitro padronizado
e validado usando células Caco-2, com discussédo inserida no contexto dos dados
disponiveis sobre a farmacocinética em humanos.

Modelos animais in vivo ou in situ e métodos in vitro (cultura de monocamadas
de células epiteliais animais ou humanas) sdo apropriadas para farmacos
transportados passivamente. A baixa permeabilidade em humanos observada para
alguns farmacos pode ser oriunda do efluxo via transportadores de efluxo de
membrana. Assim, o uso de métodos de permeabilidade animal ou in vitro s6 é
recomendada para farmacos transportados por meio de mecanismos passivos (THE
UNITED STATES OF AMERICA, 2017).

Se a alta permeabilidade € inferida por meio de um sistema celular in vitro, a
permeabilidade independente de transporte ativo deve ser provada.

Caso a alta permeabilidade ndo seja demonstrada, o farmaco é considerado
como tendo baixa permeabilidade, e pertencendo a classe Il do SCB.

1.3.4 Dissolucéo in vitro

Dissolucdo é o processo de liberagdo do insumo farmacéutico ativo de sua
forma farmacéutica, tornando-o disponivel para absorcdo pelo organismo. O ensaio
de dissolugédo nada mais é que um teste fisico-quimico no qual o farmaco passa para
a forma soltuvel a partir da forma farmacéutica intacta, ou de seus fragmentos e
particulas formadas durante o teste, no caso de capsulas e comprimidos. E importante
para demonstrar in vitro o desempenho de produtos que necessitam de dissolucao

para absorcao e, consequente, efeito terapéutico (CHORILLI, et al. 2010).
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O teste de dissolucao possibilita determinar a quantidade de substancia ativa
dissolvida no meio de dissolucdo quando o produto é submetido a acdo de
aparelhagem especifica, sob condicbes experimentais descritas. O resultado €&
expresso em porcentagem da quantidade declarada no rétulo do medicamento. O
teste se destina a demonstrar se o produto atende as exigéncias constantes na
monografia do medicamento em comprimidos, capsulas e outros casos em que o teste
seja requerido (BRASIL, 2019).

O ensaio de dissolucédo é constituido basicamente de duas etapas (ABDOU,
1989; BANAKAR, 1992):

- uma de dissolucéo propriamente dita, em que o farmaco é dissolvido no meio
de dissolucéo; e

- uma guantitativa, em que se quantifica o teor de IFA dissolvido no meio.

O método analitico de dissolucdo deve, obrigatoriamente, ser seletivo e
discriminativo, ou seja, capaz de detectar alteragOes de atributos farmacéuticos que
possam afetar o desempenho do medicamento in vivo (MARQUES, 2013).

Entre os diferentes métodos de andlise empregados para a dissolucéo, a
espectrometria UV-Vis é considerado uma técnica mais “verde” que a CLAE, por ser
mais rapida, usar menor volume de reagentes e produzir menor volume de rejeitos,
além de ser simples e de baixo custo. Como resultado, via de regra € o método de
escolha para ser empregado na etapa quantitativa da dissolucdo (KORANY, 2018).

Para a dipirona, tanto insumo farmacéutica ativo quanto comprimidos, o método
farmacopeico de teor é por titulagdo aquosa (BRASIL, 2019), um método inespecifico,
nao seletivo e ndo discriminativo. Ja a determinagéo de teor do teste de dissolucao
existente na Farmacopéia Brasileira (FB) 62 ed. Para dipirona sddica comprimidos é
por espectrofotometria. E mister que tanto para o doseamento quanto para identificar
possiveis adulteracbes/falsificacdes de formulagdes comercialmente disponiveis sao
necessarios metodos confiaveis, que sdo preferencialmente seletivos, rapidos e
possam ser executados em equipamentos simples (ANAND, 2011; ANVISA, 2018).

As especificacbes de dissolucdo in vitro sdo estabelecidas para garantir
consisténcia de qualidade lote a lote e para indicar problemas potenciais de
biodisponibilidade. Esta especificacdo é pontual e utilizada também no estudo de

equivaléncia farmaceéutica.



31

Para medicamentos de liberacdo imediata é descrita a especificacdo de um
anico ponto, que corresponde a um teste de controle de qualidade de rotina (para
medicamento contendo farmacos altamente solaveis) (MARCOLONGO, 2003).

Por exemplo, para o teste de dissolucédo da dipirona comprimidos, segundo a
FB 62 ed., é coletada uma aliquota da amostra, filtrada imediatamente e diluida em
acido cloridrico 0,1 mol/L, no ponto de 40 minutos (BRASIL, 2019).

Ja o estudo de perfil de dissolucdo consiste de um ensaio analitico com coletas
em multiplos pontos para a avaliacdo da dissolucdo de uma determinada substancia
ativa (BRASIL, 2010b).

O comparativo entre perfis de dissolucéo € feito para avaliar o comportamento
de dois medicamentos, antes de submeté-los a ensaios de
biodisponibilidade/bioequivaléncia, para isentar dosagens menores de tais estudos, e
para a realizacdo de alteracdes depois que o medicamento se encontra registrado na
Anvisa. Os estudos de dissolucdo fornecem uma base cientifica para a
intercambialidade entre 0 medicamento teste e de referéncia (STORPIRTIS, 2004).

Segundo a Resolucdo-RDC n° 31/2010, o perfil de dissolucdo comparativo
deve utilizar o mesmo método e os mesmos lotes de medicamento teste e de
referéncia empregados na Equivaléncia Farmacéutica (BRASIL, 2010b).

Em linhas gerais, o que é preconizado pela maior parte das autoridades
regulatorias para realizacdo de estudos de dissolugcdo comparativa, para formas
farmacéuticas sélidas orais de liberacdo imediata, a fim de caracterizar o perfil de
dissolugéo de um produto é (BRASIL, 2011; HEALTH CANADA, 2014; EUROPEAN
MEDICINES AGENCY, 2010; ICH, 2018; THE UNITED STATES OF AMERICA, 2017,
WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2017):

- Aparato: pa ou cesta;

- Volume de meio de dissolucdo: 900 mL ou menos (é recomendado que se
use o0 mesmo volume selecionado para o teste de controle de qualidade);

- Temperatura do meio de dissolugéo: (37,0 £ 1,0) °C;

- Agitacdo: 50 rpm (p&) ou 100 rpm (cesta);

- Seja realizado com pelo menos 12 unidades farmacotécnicas de cada
medicamento (teste e de referéncia) em cada perfil;

- Meios de dissolucéo: pH 1,2, pH 4,5 e pH 6,8, descritos nos compéndios
oficiais. Agua purificada pode ser utilizada como meio de dissolu¢do adicional em

alguns paises (por exemplo, Japao);
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- E vedado o uso de tensoativos e solventes organicos para a bioisencao;

- As amostras devem ser filtradas no momento da coleta (a fim de parar o
processo de dissolu¢ao);

- O uso de enzimas é aceitavel, desde que justificado, para céapsulas
gelatinosas e comprimidos com revestimento de gelatina.

Para se classificar um candidato a bioisengdo com base no SCB como
pertencente a classe | ele deve apresentar, tanto o medicamento teste como o de
referéncia, um perfil de dissolucdo muito rapido (percentual dissolvido = 85 % em até
15 minutos) ou rapido (percentual dissolvido = 85% em até 30 minutos). Para a classe
IIl deve apresentar taxa de dissolu¢do muito rapida.

Quando um medicamento tiver dissolugcdo muito rapida e o outro dissolucéo
rapida, ou os dois (teste e de referéncia) tiverem dissolucdo rapida, a similaridade
estatistica deve ser demonstrada com base em modelos estatisticos independentes
de andlise, e 0 método universalmente aceito para tal fim é o Método Modelo
Independente Simples, o qual utiliza os parametros independentes fator de diferenca
(f1) e fator de semelhanca (f2) (BRASIL, 2010b).

No caso, a determinacdo regulatéria € que a comparacao de perfis se faca
apenas utilizando o célculo do f2, que é a medida de semelhanca entre as
porcentagens dissolvidas de ambos os perfis e € dada pela férmula (BRASIL, 2010b):

£2 =50 x log{[l +(3) S (Re - Tt)z]_o'5 x 100} 1)

Onde:
- n é o numero de tempos de coleta considerados para fins de célculo de F2;
- Rt € o valor de porcentagem dissolvida no tempo t, obtido com o Medicamento de
Referéncia ou Comparador;
- Tt é o valor de porcentagem dissolvida do Medicamento Teste ou da formulagéo
alterada, no tempo t.

A avaliacdo de f2 se baseia nas seguintes condicfes (ICH, 2018; THE UNITED
STATES OF AMERICA, 2017):

- Um minimo de trés pontos de tempo de dissolugéo (o ponto zero é excluido)

entram no calculo;
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- Os pontos de tempo devem ser 0s mesmos para os dois produtos (teste e de
referéncia);

- Nao mais do que um valor médio 285 % dissolvido para qualquer um dos
produtos;

- Para se usar os dados médios, o DPR% n&o deve ser maior que 20% nos
tempos iniciais (até 40 % dos pontos coletados ou até 10 min, dependendo da agéncia
regulatoria), e ndo deve ser maior que 10 % nos demais tempos.

Dois perfis de dissolucédo séo considerados semelhantes quando o valor de f2
€ maior ou igual a 50 (entre 50 e 100) (BRASIL, 2010b). Quando tanto o medicamento
teste como o de referéncia apresentam 285 % da quantidade declarada do farmaco
dissolvida em 15 minutos, a comparacdo com o teste f2 ndo é adequada pois ha
poucos graus de liberdade para o célculo do fator, e os perfis sdo considerados
semelhantes.

Se o ativo apresentar alta solubilidade e a formulacéo for de liberacdo imediata,
apresentando dissolu¢cdo muito rapida (dissolucdo média de no minimo 85% da
substancia ativa em até 15 minutos, com DPR < 10% para o ponto de 15 minutos)
para ambos os medicamentos, o fator f2 perde o seu poder discriminativo e, portanto,
ndo € necessario calculad-lo. Mas nestes casos € essencial que se comprove a
dissolugcédo muito rapida dos produtos por meio do gréfico da curva, considerando que
o coeficiente de variacdo no ponto de 15 minutos que néo pode exceder 10% (BRASIL,
2010b).

Quando o CV% é muito alto, o calculo de f2 ndo € preciso e confiavel, e ndo
pode ser obtida uma conclusdo sobre a semelhanga de dissolugdo (HEALTH
CANADA, 2014; EUROPEAN MEDICINES AGENCY, 2010).

1.3.5 Equivaléncia farmacéutica

Segundo a legislacao brasileira, o estudo de equivaléncia farmacéutica consiste
no “conjunto de ensaios fisico-quimicos e, quando aplicaveis, microbiolégicos e
bioldgicos, que comprovam que dois medicamentos sdo equivalentes farmacéuticos”
(BRASIL, 2011).

Por sua vez, equivalentes farmacéuticos
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sdo medicamentos que possuem mesma forma farmacéutica, mesma via de
administragdo e mesma quantidade da mesma substancia ativa, isto &,
mesmo sal ou éster da molécula terapéutica, podendo ou ndo conter
excipientes idénticos, desde que bem estabelecidos para a funcéo destinada.
Devem cumprir com 0s mesmos requisitos da monografia individual da
Farmacopéia Brasileira, preferencialmente, ou com os de outros compéndios
oficiais, normas ou regulamentos especificos aprovados/referendados pela
Anvisa ou, na auséncia desses, com outros padrbes de qualidade e
desempenho (BRASIL, 2011).

Os medicamentos submetidos a equivaléncia farmacéutica devem cumprir em
sua totalidade os requisitos da monografia individual, complementados com os
ensaios descritos em métodos gerais da Farmacopeia Brasileira, ou outro compéndio
oficial, para a forma farmacéutica em estudo. Quando n&o houver monografia oficial,
deve ser utilizado método analitico validado pela industria farmacéutica fabricante do
medicamento teste.

Ha monografia oficial para os comprimidos de dipirona sodica na FB 62 ed., de
forma que os ensaios a serem executados e 0s requisitos a serem cumpridos em um
estudo de equivaléncia farmacéutica estéo ali discriminados (BRASIL, 2019).

A Resolucdo-RDC n° 166/2017 (BRASIL, 2017) determina que “os métodos
analiticos compendiais devem ter sua adequabilidade demonstrada ao uso
pretendido, nas condi¢cdes operacionais do laboratério, por meio da apresentacéo de
um estudo de validacao parcial”’, devendo ser avaliados, no minimo, “os parametros
de precisao, exatidao e seletividade”.

Ou seja, ha a obrigatoriedade de ser fazer uma validacdo parcial previamente
a implementacdo de um método, para se comprovar “por meio de alguns parametros
de validacdo, que o método analitico previamente validado tem as caracteristicas
necessarias para obtencédo de resultados com a qualidade exigida, nas condi¢cdes em
que é praticado” (BRASIL, 2017).

1.4 Dipirona sodica

Neste trabalho utilizamos o estudo de bioisen¢&o da dipirona sodica 500 mg,
comprimido simples, como suporte para tratar da analise e discussao da bioisencéo
com base no SCB no Brasil e no mundo. Neste caso, € essencial pontuar as principais
caracteristicas do farmaco com vistas a proceder uma analise do cenario regulatorio.

A dipirona sddica, ou metamizol sédico [N-(2,3-dimetil-5-oxo-1-fenil-3-pirazolin-

4-il)-N-metilaminometanossulfonato de sodio] (Figura 3), € um derivado da pirazolona,
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classificado como analgésico ndo opidide, introduzido na farmacologia em 1922 e
utilizado como analgésico, antipirético e antiespasmadico tanto na medicina humana
quanto veterinaria (ANDRADE, 2005; ESCOBAR, 2012; JASIECKA et al., 2014).

E indicada para o tratamento de dor severa, particularmente para dor associada
com espasmos da musculatura lisa ou célicas dos tratos gastrointestinal, biliar ou
urinario. Também € util para tratamento e controle da febre refrataria a outros
tratamentos (HINZ, 2007).

A sua utilizacdo encontra-se restrita a alguns paises devido ao risco de reacdes
adversas, principalmente agranulocitose, anemia aplastica, purpura trombocitopénica
e anemia hemolitica. No Brasil, € um dos analgésicos mais populares, ao lado do
acido acetilsalicilico e do paracetamol (ALBUQUERQUE, 2003).

Figura 3 — Estrutura quimica da dipirona sodica.

Na+

Fonte: (www.drugbank.ca, 2016); (NATIONAL CENTER FOR BIOTECHNOLOGY, 2016).

Embora a dipirona seja utilizada com sucesso ha quase 100 anos, seu
mecanismo de a¢do ainda néo foi totalmente elucidado, e provavelmente seu efeito é
obtido pela combinacdo de sua acao bloqueadora da ciclooxigenase 3 (COX-3) e 0
impacto nos sistemas opioidérgico e canabindide (MUNOZ, J., 2010).

A dipirona € um acido fraco com um pKa de 3,77, e que apresenta um aumento
da intensidade da absor¢édo a medida que o pH diminui (PITARELLO, A. P., 2005).

Entretanto, é classificada com um carater neutro (SALLES, 2015). Apresenta

absorbancia maxima nos comprimentos de onda no ultravioleta entre 207,8 e 266,7
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nm, sendo que a melhor absorgédo é em 258 nm. Muitos estudos de referéncia para
farmacos identificam a banda presente em 258 nm como caracteristica da dipirona em
meio acido, entretanto ha a presenca de uma outra espécie presente no meio, que
absorve em 240 nm (AMERICO, 2004).

O valor de pKa calculado para a dipirona é 3,9 (EUROPEAN MOLECULAR
BIOLOGY LABORATORY, 2016), de forma que se encontra predominantemente nao
ionizada no suco gastrico (pH 1,2), e quase totalmente ionizada no fluido intestinal (pH
6,8). Ja o seu principal metabdlito (4-MAA) € uma base fraca, com pKa = 4,76 (SANTA
CRUZ BIOTECHNOLOGY, 2018), estando na forma neutra em uma ampla faixa de
pH (NASCIMENTO, 2006).

A dipirona é na realidade um pré-farmaco (ERGUN, 2004), que tem a
farmacocinética caracterizada pela molécula ser rapidamente hidrolisada, ap6s a
ingestéo oral no fluido géstrico, ao seu metabdlito ativo, o 4-metil-amino-antipirina (4-
MAA). Este apresenta 85 % de biodisponibilidade apdés a administracdo do
comprimido simples (via oral), e atinge a concentracdo maxima sistémica em 1,2-2,0
h (LEVY, 1995; VAZ, 2013).

Em seguida, o 4-MAA é metabolizado a 4-formil-amino-antipirina (4-FAA), e a
4-amino-antipirina (AA), que é acetilado a 4-acetil-amino-antipirina (4-AAA), como
explicitado na Figura 4 (LEVY, 1995).

A dipirona é rapidamente detectada no soro apos 15 minutos de administracéo
intravenosa, e ndo é identificada apos ingestdo oral. O(s) composto(s) ativo(s)
responsavel(eis) pelo efeito farmacoldgico ndo é identificado, exceto por sua atividade
analgésica (ZYLBER-KATZ, 1992).

Apesar de se saber que a dipirona € um pré-farmaco ndo detectavel no soro
apos uso oral — sua principal via de administracdo —, a maioria dos estudos in vitro
relatam o doseamento da concentragcéo de dipirona propriamente dita e correlacionam
esta aos seus efeitos no organismo. Consequentemente, os resultados obtidos a partir
da quantificagdo direta da pro-droga dipirona néo refletem o que se observa na terapia
(que é principalmente o efeito farmacoldgico dos seus metabdlitos), mas, por outro
lado, trazem confus@o & comparacao entre resultados in vitro e observacdes clinicas
(ERGUN, 2004).

E sabido a partir da literatura, que a extenséo de hidrolise € principalmente
afetada pelo pH — mais do que pela concentragcédo ou temperatura —, sugerindo que o
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mecanismo de hidrolise da dipirona € catalisada por 4cido, sendo mais drastica quanto
menor o pH (ERGUN, 2004; ROGOSCH, 2012).

Assim, em pacientes com pH do fluido gastrico e temperatura corporal normal,
a dipirona administrada por via oral € totalmente convertida em 4-MAA antes de atingir
o duodeno (ERGUN, 2004; JASIECKA, 2014).

Figura 4 — Metabolitos da dipirona.
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(1) Dipirona (4) 4-formil-amino-antipirina
(2) 4-metil-amino-antipirina (5) Aracdonoilamida de 4-metil-amino-antipirina 1
(3) 4-amino-antipirina (6) Aracdonoilamida de 4-metil-amino-antipirina 2

Fonte: (ROGOSCH, T. et al., 2012).

Um grande namero de métodos para a analise quantitativa de dipirona (IFA e
medicamento) foram desenvolvidos e descritos na literatura especializada, incluindo
titulacdo em meio aquoso (EL-ZEANY, 1982) e nao aquoso (HASSAN, 1986),
cromatografia (ASMARDI, 1983; EDDINE, 1982; FABRE, 1982; KATZ, 1984),
luminescéncia (PEREZ-RUIZ, 1993), espectrometria (BICALHO, 2017; QURESHI,
1989; SAKIARA, 1999), absor¢cdo atbmica (ZAMORA, 1993), espectrometria de
infravermelho proximo (REN, 2000), espectrometria Raman (IZOLANI, 2003),
amperometria (MUNOZ, R. A. A., 2001), polarografia (BELAL, 1992) e potenciomentria
(ALBUQUERQUE et al., 2003).
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Pertencente & Classe | do Sistema de Classificagdo Biofarmacéutica, a dipirona
é um dos 21 farmacos candidatos a bioisencdo no ordenamento juridico sanitario
brasileiro (BRASIL, 2016), mas salientando-se que na realidade ela € um pro-farmaco,
e que seu metabolito ativo é responsavel pela sua atividade biolégica (MUNOZ, J.,
2010; JASIECKA, 2014).

1.5 Justificativa

Ha consenso mundial, principalmente na area de vigilancia sanitaria, nas acdes
no sentido de reduzir a exposicdo de seres humanos as substancias quimicas
desnecessarias, e outras ferramentas vao sendo desenvolvidas para reduzir o tempo
de analise regulatéria, mas buscando garantir que os farmacos em questao atendem
aos requisitos minimos para que suas formulacbes sejam tidas como eficazes,
seguras e de qualidade. Mas estas acOes séo realmente seguras e eficazes quando
dizem respeito a isentar de estudos de bioequivaléncia in vivo?

Examinou-se a legislacao especifica sobre bioisencdo com base no Sistema de
Classificacdo Biofarmacéutica, e fez-se uma comparacao do atual estado da arte da
bioisengdo com base no SCB no cenario do Brasil e do mundo, bem como dos
entraves a aplicacdo dos critérios internacionais a realidade regulatéria nacional.

Tal abordagem € de extrema relevancia pois descreve 0s principais pontos
frageis da legislacdo como um todo, bem como os aspectos que carecem de uma
maior discusséo de seu modo de implementacéo e de regulacao.

Neste trabalho o estudo de bioisencéo da Dipirona sddica 500 mg comprimido
foi utilizado como exemplo e apontou algumas fragilidades da legislacdo vigente e na
que estd sendo proposta, demonstrando que faltam alguns tépicos a serem
abordados. A falta de orientacdo no caso de pro-farmacos na legislacédo brasileira
representa um entrave a esse grupo de medicamentos. Ainda ha a questdo de
métodos descritos em compéndios oficiais que ndo sdo adequados a ensaios de
qguantificacdo, e neste sentido cabe ressaltar a situagcdo da Farmacopeia Brasileira,
que estd na sexta edicdo, publicada agora em 2019, sofrendo atualizacdes e
organizando melhor seu conteddo, mas ndo uma revisdo geral sistematica e
minuciosa.

Nesse contexto, a bioisencdo com base no SCB precisa de dialogo entre a

Anvisa, a industria farmoquimica e farmacéutica, e os centros de equivaléncia
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farmacéutica e bioequivaléncia, com participagdo da academia. Faz-se mister
ressaltar este dialogo precisara num momento posterior ser externalizado para
organismos internacionais de regulacao sanitaria.

Espera-se que o presente trabalho se desdobre em um alerta as atuais praticas
da Anvisa, em relag&o a bioisengéo, que ainda carecem de mais ateng&o para garantir

mais seguranca ao usudério final dos medicamentos que se enquadram nessa questao.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Analisar o cenario regulatério da bioisencdo com base no Sistema de
Classificacdo Biofarmacéutica (SCB) no Brasil e no mundo, a partir do estudo de
bioisencdo do medicamento dipirona soédica, comprimido simples de 500 mg,
avaliando possiveis entraves a sua aplicabilidade em funcéo da legislacao brasileira

vigente.

2.2 Objetivos especificos

- Desenvolver e validar método analitico por cromatografia a liquido de alta
eficiéncia para determinacdo de teor de dipirona sodica (insumo farmacéutico ativo)
para o estudo de solubilidade.

- Determinar a solubilidade do insumo farmacéutico ativo dipirona sodica em
diferentes condic¢des de pH.

- Realizar o perfil de dissolucdo comparativo entre 0 medicamento teste e o
medicamento de referéncia, em trés faixas de pH fisioldgico.

- Realizar o estudo de equivaléncia farmacéutica entre 0 medicamento teste e
o medicamento de referéncia, em atendimento a Resolugdo-RDC n° 31/2010
(BRASIL, 2010b).

- Analisar o cenéario regulatério, no Brasil e em alguns dos principais organismos
regulatérios mundiais, da bioisencdo com base no Sistema de Classificacdo

Biofarmacéutica, identificando os entraves mais significativos a sua implementacéao.
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3 METODOLOGIA

Neste trabalho, a parte experimental foi desenvolvida de modo sequencial,
observando os principios das Boas Praticas de Laboratorio (BPL) e de Quality by
Design.

Toda a parte experimental foi realizada no Servico de Equivaléncia e
Farmacocinética (Sefar) da Vice-Presidéncia de Producdo e Inovacdo (VPPIS) da
Fundagdo Oswaldo Cruz (Fiocruz).

Os dados da dipirona sodica utilizada no desenvolvimento e validagdo do
método de teor e no estudo de solubilidade encontram-se descritos na Tabela 2

(insumo farmacéutico ativo) e na Tabela 3 (substancia quimica de referéncia).

Tabela 2 — Dados do insumo farmacéutico ativo dipirona sodica.

Dados da Substancia

Insumo farmacéutico ativo (IFA)

Nome genérico (DCB ou DCI)

Dipirona s6dica monohidratada

Fabricante

Shandong Xinhua Pharmaceutical Ltda

Numero do lote 1204867
Data de fabricacao -

Data de validade 04/2016
Cdbdigo da amostra IFA-001/14

Fonte: (Da autora, 2015).

Tabela 3 — Dados da substancia quimica de referéncia (SQR) dipirona sodica.

Dados da Substancia

Substéncia Quimica de Referéncia (SQR)

Nome genérico (DCB ou DCI)

Dipirona sddica

EP (European Pharmacopoeia) (Farmacopeia

Fabricante Europeia)
Numero do lote 4.0
Cadigo 099E
Teor / poténcia 100 %
Validade Lote corrente
Conservagao Em refrigerador (2° a 8 °C)

Fonte: (Da autora, 2015).

Os dados do medicamento teste e referéncia referentes utilizados nos estudos
de equivaléncia farmacéutica e perfil de dissolu¢cdo comparativo nos trés meios de pH

fisiolégico (1,2; 4,5 e 6,8) encontram-se resumidos na Tabela 4.
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Tabela 4 — Dados dos medicamentos teste e de referéncia utilizados nos estudos de

equivaléncia farmacéutica e perfil de dissolugdo comparativo nos trés meios de pH

fisiologico.
Dados da amostra Medicamento teste Medicamento de referéncia
Nome genérico - - . - - .
(DCB ou DCI) Dipirona sédica monohidratada | Dipirona s6dica monohidratada
Nome fantasia N&o autorizado Novalgina®
Forma farmacéutica Comprimidos Comprimidos
Concentracéo 500 mg 500 mg
Fabricante Nao autorizado Sanoﬁ—AvenIt_lts dl;armaceuuca
. ~ . Rua Conde Domingos Papais,
Endereco do fabricante Nao autorizado 413 — Suzano — SP
Numero do lote 1311001 434429
Data de fabricacéo 12/2013 07/2014
Data de validade 12/2015 06/2017

Fonte: (Da autora, 2015).

3.1 Desenvolvimento e validacdo do método de determinacao de teor utilizado

no estudo de solubilidade do IFA dipirona sddica

O desenvolvimento do método de doseamento foi realizado integralmente no
laboratoério Servico de Equivaléncia e Farmacocinética da Fundacdo Oswaldo Cruz
(Sefar/Fiocruz), com o intuito de emprega-lo no estudo de solubilidade do IFA dipirona

sdadica.

3.1.1 Desenvolvimento do método de teor

O método para determinacao de teor de dipirona, sob a forma de matéria-prima,
se baseou na técnica de cromatografia a liquido de alta eficiéncia (CLAE), tendo por
base alguns trabalhos da literatura e uma metodologia que era disponivel no USP
Compendium (THE U.S. PHARMACOPEIAL CONVENTION, 2015), ate 2015, para
dipirona sodica comprimidos.

O método descrito no USP Compendium (Anexo A) foi o que apresentava
melhor desempenho, entretanto muitos ajustes e corre¢cdes se mostraram necessarios
para selecionar um método final, que consistiu de um método isocratico, cujas

solucdes e parametros sao descritos a seguir.
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A SQR utilizada foi s dipirona sodica, lote 4.0, fabricado e fornecido pela
European Pharmacopoeia (EP) (Tabela 3). Os equipamentos e instrumentos utilizados

estao listados na Tabela 5.

Tabela 5 — Equipamentos e instrumentos utilizados no desenvolvimento do método de

teor.
Equipamentos Marca Modelo
Balanca analitica Sartorius ME235S
Balanca de precisao Shimadzu UX6200H
Cromatégrafo liquido (CLAE) VWR-Hitachi ELITE Lachrom L-2130
Banho de ultrassom Bransonic 5510R-DTH
Banho com aquecimento HAAKE DC 10
Sistema purificacdo de agua Millipore Integral 10
Pipeta automética 1 — 5 mL HTL Discovery Comfort

Fonte: (Da autora, 2015).

Solucdes utilizadas:

- Solugéo A (formiato de amonio 0,05 mol/L): solucéo de formiato de aménio 50
mol/L em agua purificada. Adicionar 2 mL/L de trietilamina e ajustar com acido férmico
para pH 5,0;

- Solugéo B: metanol e acetonitrila (1:1);

- Fase movel: solucao A:solucao B (85:15) (isocratico);

- Solucdo SQR: solucdo 0,3 mg/mL de metamizol sédico SQR em metanol;

- Amostra: solug¢édo 0,3 mg/mL de dipirona sodica IFA em metanol. A amostra

foi filtrada em membrana RC ou PTFE, ambas de 0,45 pm.

Parametros cromatograficos:

- Coluna: Ascentis Express C18 150 x 4,6 mm e 2,7 um,;
- Detector: UV;

- Comprimento de onda: 254 nm;

- Fluxo: 1,0 mL/min;

- Temperatura do forno: 25 °C;

- Temperatura do amostrador: 6 °C;

- Volume de injecdo: 5 pL.
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3.1.2 Validacdo do método de teor

Com o meétodo para determinacdo de teor desenvolvido, procedeu-se a
validacéo deste. O protocolo de validagao seguiu o “Guia para Validacdo de Métodos
Analiticos e Bioanaliticos” da ANVISA (Resolu¢do-RE n° 899/2003) (BRASIL, 2003b),
vigente na época de realizacdo do estudo, de modo a assegurar que o método
desenvolvido atendia as exigéncias das aplicacdes analiticas.

Os equipamentos e instrumentos utilizados estéo listados na Tabela 6.

Tabela 6 — Equipamentos e instrumentos utilizados na validacdo do método de teor
do IFA dipirona.

Equipamentos Marca Modelo
Balanca Analitica Sartorius ME235S
ELITE Lachrom
Bomba: L-2130; Amostrador:
L-2200; Forno: L-2300;
Detetor: L-2450

Cromatdégrafo liquido (CLAE) VWR-Hitachi

pHmetro Mettler Seven compact S220
Banho de ultrassom Bransonic 5510R-DTH
Banho de aquecimento HAAKE DC10
Sistema purificacdo de agua Millipore Integral 10
Pipetador automético Gilson Pipetman
1,0-5mL
Pipetador automatico Eppendorf Research plus
1,0-10 mL

Fonte: (Da autora, 2015).

Os parametros avaliados na validacdo estdo sumarizados na Tabela 7.
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Tabela 7 — Par@metros avaliados na validagdo do método de teor.

Parametro Especificacao
A resposta analitica se deve exclusivamente ao farmaco
ativo, ndo havendo interferéncia de componentes que
. podem estar presentes na amostra, como impurezas,
Especificidade / ) .
- diluentes e componentes da matriz. Os cromatogramas
Seletividade d : ~
as amostras de diluente (branco) ndo devem
apresentar picos com tempo de retengao semelhante ao
do pico principal do farmaco a ser dosado.
Linearidade r>0,99
O intervalo especificado no método para a quantificacédo
Intervalo do farmaco (90 % a 110 %) deve apresentar exatidao,
preciséo e linearidade.
A relacdo entre a concentracdo meédia experimental e a
Exatidao concentracao tedrica correspondente (% recuperacao)
deve ser de 95 — 105 %, testada nos pontos 90 %, 100
% e 110 %.
Precisao — A repetibilidade do método deve apresentar DPR < 5 %,
Repetitividade testada nos pontos 90 %, 100 % e 110 %.

Precisdo Intermediaria

A precisédo intermediaria do método deve apresentar
DPR <5 %, testada nos pontos 90 %, 100 % e 110 %,
entre os resultados de amostras preparadas em dia,
equipamento e analista diferentes.

Robustez

A relacdo entre a concentracdo média experimental e a
concentracdo tedrica correspondente deve ser de 98 —
102 %.

Fonte: (Da autora, 2015).

3.2 Estudo de bioisencdo de dipirona so6dica 500 mg comprimidos -

determinacdo da solubilidade do IFA nos meios de pH fisiolégico

Com base no preconizado na Resolu¢do-RDC n° 37/2011 (BRASIL, 2011) e na
Nota Técnica n° 003/2013/CEFAR/GTFAR/GGMED/ANVISA (BRASIL, 2013%), foi

determinada a solubilidade do insumo farmacéutico ativo dipirona sodica em, no

minimo, trés meios diferentes dentro da faixa de pH fisioldgico (entre 1,2 e 6,8), em

temperatura de (37,0 + 1,0) °C, para tanto empregando-se o0 meétodo de teor

desenvolvido e validado.

Os equipamento e instrumentos utilizados estao listados na Tabela 8.
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Tabela 8 — Equipamentos e instrumentos utilizados no ensaio de solubilidade da

dipirona sédica.

Equipamentos Marca Modelo
Balanca analitica Sartorius ME235S
Balanca de preciséo Shimadzu UX6200H
Banho de ultrassom Bransonic 5510R-DTH
Medidor de pH Mettler Toledo Seven Compact S220
Cromatégrafo liquido (CLAE) VWR-Hitachi ELITE Lachrom L-2130
Incubadora com agitador orbital Solar SHAKER SL 222
Pipeta automatica 100 — 1000
uL Labtex
Pipeta automatica 1 — 10 mL Eppendorf Research plus

Fonte: (Da autora, 2016).

3.2.1 Avaliacéo da estabilidade do farmaco

3.2.1.1 Meios de pH fisiolégico

Os meios pH 1,2 (4cido cloridrico 0,1 mol/L), pH 4,5 (tamp&o acetato) e pH 6,8
(tampéo fosfato) foram preparados conforme descrito na FB 62 ed. (BRASIL, 2019).

3.2.1.2 Preparo das amostras

Realizou-se em triplicata para cada meio descrito acima. Pesou-se 175,67 mg
de dipirona sédica monohidratada IFA para baldo volumétrico ambar de 50 mL.
Dissolveu-se e completou-se o0 volume com 0s respectivos meios. Homogeneizou-se
e filtrou-se em membrana filtrante PTFE ou RC 0,45 um (concentragao final: 3,51
mg/mL de dipirona sédica monohidratada).

Para as amostras no t0, transferiu-se, em duplicata, 9 mL da amostra de cada
meio para baldes volumétricos ambar de 100 mL, e completou-se o volume com
metanol. Procedeu-se a analise conforme os parametros cromatograficos descritos no
item 3.1.1.

Para as amostras no tempo de 24h (t24h), transferiu-se as solucdes para
erlenmeyers, e deixou-se por 24 horas em incubadora a (37,0 £ 1,0) °C, com agitacao.
AplOs esse tempo, esperou-se as solucdes atingirem a temperatura ambiente.

Transferiu-se, em duplicata, 9 mL da amostra de cada meio para baldes volumétricos



a7

ambar de 100 mL, e completou-se o volume com metanol. Homogeneizou-se e filtrou-

se em membrana filtrante PTFE ou RC 0,45 pum.

3.2.1.3 Preparo das solugbes padrao

Preparou-se duas solucdes padréo, SQR1 e SQR2.

Para cada solucdo, pesou-se 10 mg de metamizol sédico SQR para balao
volumétrico ambar de 10 mL, dissolveu-se e completou-se o volume com metanol.
Homogeneizou-se.

Transferiu-se aliquotas de 3 mL para baldo volumétrico &mbar de 10 mL, e
completou-se o volume com o mesmo solvente. Homogeneizou-se e filtrou-se em
membrana PTFE ou RC 0,45 um.

Os parametros cromatogréaficos foram os mesmos utilizados para as amostras.

3.2.1.4 Andlise

Injetou-se os diluentes (meios pH 1,2; 4,5 e 6,8) em duplicata.

Injetou-se 5 vezes a solugcdo SQR1 e, em triplicata, a solu¢do SQR2. Calculou-
se 0 DPR entre as injecdes de SQR1, e a relacdo entre as respostas (area/massa)
das solucdes SQR1 e SQR2, que deve estar entre 98 — 102 %.

Injetou-se as amostras dos tempos t0 e t24h, em duplicata.

Verificou-se o desempenho do sistema pelos parametros:

- DPR % da solugéo SQR1: maximo 2,0 %;

- Assimetria: maximo 2,0.

3.2.2 Determinacao da solubilidade

Os meios pH 1,2 (4cido cloridrico 0,1 mol/L), pH 4,5 (tamp&o acetato) e pH 6,8
(tampéo fosfato) foram preparados conforme descrito na FB 62 ed. (BRASIL, 2019).

3.2.2.1 Preparo das amostras

Realizou-se o teste em triplicata para cada meio especificado. Registrou-se 0

pH inicial de cada meio antes da adicédo do IFA;
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Transferiu-se 30 mL de cada meio para respectivos erlenmeyers com 50 mL de
capacidade e acondicionou-se na incubadora, ajustada previamente a (37,0 £ 1,0) °C.
Deixou-se as solu¢des sob agitacao por 15 minutos.

Adicionou-se, gradativamente, quantidades de dipirona sodica monohidratada
(IFA), até sua saturacdo nos meios. Manteve-se sob agitacdo e aquecimento por 24
horas.

Terminado o tempo, retirou-se, imediatamente, aliquotas em triplicata de cada
frasco: 0,2 mL de amostra para baldo volumétrico ambar de 100 mL, e completou-se
o volume com metanol. Filtrou-se imediatamente as amostras em membrana PTFE ou
RC 0,45 pm, para ndo ocorrer a precipitacao do farmaco.

Ao final do ensaio, verificou-se e registrou-se o pH da solucéo saturada contida

em cada erlenmeyer a temperatura ambiente.

3.2.3 Método quantitativo - doseamento por cromatografia a liquido de alta eficiéncia

Solucdo A: solucdo de formiato de aménio 0,05 mol/L em agua purificada.
Adicionar 2 mL/L de trietilamina e ajustar com &cido férmico para pH 5,0.

Solugao B: metanol e acetonitrila (1:1).

Fase movel: solugdo A:solugéo B (85:15).

a) Solucdo amostra:
As amostras do item 3.2.2.1 foram filtradas em membrana PTFE ou RC 0,45

um para vial.

b) Solucdo SQR:

Preparou-se duas solucdes, SQR 1 e SQR 2.

Para cada solucédo, pesou-se 10 mg de metamizol sédico SQR para balbes
volumétricos ambar de 10 mL, dissolveu-se e completou-se o volume com metanol.
Homogeneizou-se.

Transferiu-se aliquota de 3 mL para baldo volumétrico ambar de 10 mL, e
completou-se o volume com o mesmo solvente. Homogeneizou-se e filtrou-se em

membrana PTFE ou RC 0,45 pum para vial.
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c) Parametros cromatograficos:

Idem aos descritos no item 3.1.1.

3.2.4 Analise

Injetou-se os diluentes (meios pH 1,2; 4,5 e 6,8) em duplicata.

Injetou-se 5 vezes a solu¢cdo SQR1 e, em triplicata, a solucdo SQR2. Calculou-
se 0 DPR entre as injecdes de SQR1, e a relacdo entre as respostas (area/massa)
das solucdes SQR1 e SQR2, que deve estar entre 98 - 102 %.

Injetou-se as amostras em duplicata.

Expressou-se os resultados para cada meio (pH 1,2; 4,5 e 6,8) em mg/mL.

Parametros para verificacdo do desempenho do sistema:
- DPR% da solu¢do SQR1: maximo 2,0 %;

- Assimetria: maximo 2,0.

3.2.5 Especificacao

O coeficiente de variacdo (CV%), ou DPR, das replicatas das amostras deve
ser menor que 5 % para cada condicéo.

Um farmaco é considerado altamente soltvel se sua maior dose administrada,
solubiliza-se completamente em até 250 mL de cada uma das solu¢gBes tampao
utilizadas dentro da faixa de pH fisiologico (1,2 a 6,8) a (37,0 £ 1,0) °C.

3.3 Estudo de bioisencdo de dipirona sddica 500 mg comprimidos — perfil de

dissolucdo comparativo nos meios de pH fisiolégico

O perfil de dissolu¢do comparativo para os comprimidos de dipirona sodica se
baseou nos requisitos existentes na Resolu¢éo-RDC n° 31/2010 (BRASIL, 2010b), na
Resolucdo-RDC n°® 37/2011 (BRASIL, 2011), e na Nota Técnica n°
003/2013/CEFAR/GTFAR/GGMED/ANVISA (BRASIL, 2013a).

Este estudo consistiu da andlise dos comprimidos de dipirona em diferentes
meios de dissolucao dentro da faixa de pH fisioldgico (entre 1,2 e 6,8) em temperatura

de (37,0 £1,0) °C, e, com base nos resultados, foi analisado seu comportamento por
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meio do Método Modelo Independente Simples, empregando o calculo do fator de
semelhanca (f2).

Os requisitos do estudo de perfil de dissolucdo foram o0s existentes na
legislacado brasileira, a saber:

- foram utilizados os mesmos lotes dos medicamentos teste e de referéncia
empregados no estudos de equivaléncia farmacéutica;

- foi utilizado o mesmo método de dissolucdo empregados no estudo de
equivaléncia farmacéutica;

- 0 estudo de perfil de dissolugdo comparativo foi realizado simultaneamente
entre medicamento teste e de referéncia, com lotes dentro do prazo de validade. O
medicamento de referéncia, que ja possuia registro na Anvisa, estava acondicionado
em sua embalagem comercial; e 0 medicamento teste, que se encontrava em lote-
piloto, esta acondicionado em sua embalagem primaria, devidamente identificada
conforme legislacao vigente;

- foi realizado o registro do pH no inicio e no final do experimento.

Os equipamentos e instrumentos utilizados no ensaio de perfil de dissolucao
comparativo nos meios de pH fisiologico estéo listados na Tabela 9.

Tabela 9 - Equipamentos e instrumentos utilizados no ensaio de perfil de dissolucdo

comparativo.
Equipamentos Marca Modelo
Balanca Analitica Sartorius ME235S
Dissolutor Distek 6100 evolution
Espectrofotdbmetro UV-VIS Varian Cary 50
Sistema purificagédo de agua Millipore Integral 10
Banho de ultrassom Bransonic 5510R-DTH
pHmetro Mettler Seven compact S220
Termdmetro (-10 a 110 °C) Incoterm 126726/09
Pipetador automatico 100-1000 pL Labtec -

Fonte: (Da autora, 2016).

3.3.1 Meios de dissolucao

Os meios de dissolucdo pH 1,2 (acido cloridrico 0,1 mol/L), pH 4,5 (tampéao
acetato) e pH 6,8 (tampéo fosfato) foram preparados conforme descrito na FB 62 ed.
(BRASIL, 2019).
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3.3.2 Parametros de dissolucdo e de quantificagao

As condicdes e os parametros sob os quais foram realizadas as etapas de
dissolucéo e de quantificacdo encontram-se descritas na FB 62 ed. (BRASIL, 2019) e
na Resolugcdo-RDC n° 37/2011 (BRASIL, 2011), a saber:

a) Parametros de dissolucao:

- Aparato: pa;

- Rotacéo: 50 rpm;

- Tempos de coleta: 5, 10, 15, 30, 45 e 90 minutos;

- Meios de dissolucédo: pH 1,2 (acido cloridrico 0,1 mol/L), pH 4,5 (tampé&o acetato)
e pH 6,8 (tampao fosfato) a (37,0 + 1,0) °C;

- Volume de meio: 900 mL;

- Volume de coleta: ndo aplicavel - leitura direta;

b) Parametros de quantificacao:
- Técnica: espectrofotometria UV-Vis;
- Filtro de coleta: membrana RC;
- Caminho 6tico da amostra: 0,1 cm;
- Caminho 6tico do padréo: 1,0 cm;
- Comprimento de onda: 258 nm;

- Branco: meio de dissolucéo.

3.3.3 Andlise

3.3.3.1 Curva padréo dipirona

Preparou-se duas solucdes padréo, SQR1 e SQR2.

Pesou-se 10 mg de metamizol SQR para baldo volumétrico de 10 mL e
dissolveu-se com o meio de dissolucdo. Transferiu-se aliquotas de 0,12; 0,25; 0,38;
0,5 e 0,62 para baldes volumétricos de 10 mL, e completou-se com o0 meio de
dissolugéo. Homogeneizou-se.

Obteve-se solu¢des com concentracgdes finais de 0,012; 0,025; 0,038; 0,050;

0,062 mg/mL, respectivamente.
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Para a solugéo padrédo SQR2 100 %, transferiu-se 0,5 mL da solu¢do padréao
SQR?2 estoque para baléo volumétrico de 10 mL e completou-se o volume com o meio

de dissolucdo. Homogeneizou-se.

3.3.3.2 Solugéo amostra

Conduziu-se o perfil de dissolucédo com 12 cubas para os medicamentos teste
e de referéncia, utilizando os meios especificados acima, convenientemente
desgaseificados e aquecidos. A cada uma das cubas, adicionou-se um comprimido e
procedeu-se com a coleta automéatica, de acordo com os tempos especificados acima,
utilizando filtros acoplados aos amostradores. Procedeu-se a leitura das solucdes e
registrou-se.

Registrou-se o pH no inicio e no final do experimento.

3.3.4 Calculo

A partir da curva padréo, calculou-se a equacgéo da reta (y= a + bx).
O coeficiente de correlagao (r) deve ser maior que 0,99.
Com base na equacgao da reta, obteve-se o percentual dissolvido de dipirona

sédica monohidratada em cada tempo de coleta.

3.4 Estudo de bioisencéo de dipirona sédica 500 mg comprimidos —equivaléncia

farmacéutica

O estudo de equivaléncia farmacéutica consiste num “conjunto de ensaios
fisico-quimicos e, quando aplicaveis, microbiologicos e bioldgicos, que comprovam
que dois medicamentos sdo equivalentes farmacéuticos” (BRASIL, 2010b).

Para o caso analisado nesta tese, comparou-se o medicamento teste (Dipirona
sbdica 500 mg) e o medicamento de referéncia (Novalgina® 500 mg) com relacéo a
ensaios fisico-quimicos e microbiologicos.

Na Tabela 10 encontram-se os testes fisico-quimicos realizados, com a
respectiva especificacéo e referéncia.
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Tabela 10 - Ensaios fisico-quimicos realizados para os medicamentos teste e

referéncia.
Testes Especificago Referéncia
Aspecto Informativo N/A

A) ApoOs a adicdo de gotas de perdxido de hidrogénio
no pé dos medicamentos teste e referéncia,
desenvolve-se uma coloracdo azul que desaparecera
Identificag&o rapidamente passando a vermelha intensa.

B) Apés a adicéo de gotas de persulfato de potassio no
p6 dos medicamentos teste e referéncia, desenvolve-se
uma coloracdo amarela apés 5 minutos de reacéo.

FB, 52 ed., v.2, p.
912-913, 2010.

a
Peso médio Informativo FB, 5%ed., v.1, p.

59-60, 2010.
- FB, 52 ed., v.1, p.
0 1 1 1
Variacéo de peso +50% 59-60, 2010.
. ~ L. . . . FB, 52 ed., v.2, p.
Desintegragéao Méaximo de 30 minutos em agua com disco. 912-913, 2010.
FB, 52 ed., v.2,
Dureza Informativo pag. 912-913,
2010.
N . FB, 52 ed., v.2, p.
0 1 1 1
Friabilidade Maximo 1,5 % 912-913, 2010.
a
Teor 95,0 — 105,0 % FB, 5% ed., v.2, p.

912-913, 2010.
Diferenga entre o 0 Resolucdo-RDC
teores Maximo 5 % 31/2010
Q =70 % em 45 minutos. a
Critério: Todas as 6 unidades testadas devem FB, 5%ed, v.2, p.
. N o P 912-913, 2010.

Dissolucao apresentar Q = 5 %, no primeiro estgio (E1). No FB 5% ed. v.i
segundo estagio (E2), a média de 12 unidades deve ! o Vel P

ser £ Q e nenhuma unidade menor que Q-15 %. 66-73, 2010.
Uniformidade de FB, 52 ed., v.2, p.
doses unitarias — s 912-913, 2010.
Uniformidade de VA = Maximo de 15,0 FB, 52ed., v.1, p.
conteudo 73-76, 2010.

Fonte: (Da autora, 2015).

3.5 Avaliacdo da bioisencdo com base no Sistema de Classificacéo

Biofarmacéutica

De posse dos resultados obtidos nas etapas anteriores, e com base no
referencial teorico apresentado na construcdo desta tese, analisou-se o0 cenario
regulatorio, no Brasil e em alguns dos principais organismos regulatorios mundiais, da
bioisencdo com base no Sistema de Classificacdo Biofarmacéutica, identificando os
entraves mais significativos

O motivo preponderante para que se tenha extrapolado a discussao para o

cenario mundial foi o fato da Anvisa ter sido aceita como membro efetivo do ICH em
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novembro de 2016 e tem um prazo de 5 anos (novembro de 2021) para implementar
0 conjunto de guias de nivel Il (“Tier 2 Guidelines”) do Conselho.

Assim, esta discussdo se amplia para além do que se encontra meramente
harmonizado nas principais autoridades regulatérias objeto desta tese (Anvisa, EMA,
FDA, HEALTH CANADA, ICH e OMS), para tratar a questdo nevralgica de como
compartilhar com a industria a responsabilidade de demonstrar que um farmaco pode

ser bioisento com base no SCB especificamente no cenario regulatorio brasileiro.

Os documentos consultados sdo de dominio publico, a saber:
(1) Anvisa: Resolugdo-RDC n° 31/2010 (BRASIL, 2010b) e n°® 37/2011 (BRASIL,
2011);
(2) EMA: “Guideline on the investigation of bioequivalence” (EUROPEAN MEDICINES
AGENCY, 2010);
(3) FDA: “Guidance for industry: waiver of in vivo bioavailability and bioequivalence
studies for immediate-release solid oral dosage forms based on a biopharmaceutics
classification system” (THE UNITED STATES OF AMERICA, 2017);
(4) HEALTH CANADA: “Guidance document: Biopharmaceutics Classification System
based biowaiver” (HEALTH CANADA, 2014);
(5) ICH: “M9: Biopharmaceutics classification system-based biowaivers (draft version)”
(INTERNATIONAL COUNCIL FOR HARMONISATION OF TECHNICAL
REQUIREMENTS FOR PHARMACEUTICALS FOR HUMAN USE, 2018);
(6) OMS: “WHO technical report series, n® 992, annex 7: Multisource (Generic)
pharmaceutical products: guidelines on registration requirements to establish
interchangeability” (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2017);
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Desenvolvimento e validacdo do método de teor

Apbs extensa busca na literatura da area por métodos para doseamento de
dipirona, foi possivel observar que a gama de técnicas variava muito: titulacéo direta
com N-bromosuccimida usando alaranjado de metila como indicador em acido acético
glacial (EL-ZEANY, 1982), analise por injecdo em fluxo (Flow Injection Analysis — FIA)
com cério (PEREZRUIZ, 1993), absor¢cdo atbmica indireta com coletor de injecdo em
fluxo (ZAMORA, 1993), cromatografia em camada delgada de alta eficiéncia em gel
de silica utilizando solucdo de metanol (ABURJAI, 2000), determinacéo
amperomeétrica com célula de fluxo contendo eletrodos de ouro (MUNOZ, R. A. A,
2001), e métodos por CLAE (AGUNDEZ, 1994; ALTUN, 2002; ASMARDI, 1983;
DAMM, 1989; GEISSLINGER, 1996; KATZ, 1984; GOLUBITSKII, 2006).

Entretanto, a maioria destes métodos descritos objetivava o doseamento de
dipirona em associa¢des farmacéuticas, e realizou-se testes preliminares com alguns
baseados em CLAE e espectrometria, mas o método descrito no USP Compendium
foi 0 que demonstrou melhores resultados e se mostrou mais promissor em se obter
um método final validado.

Cabe ressaltar que o método se encontrava descrito no USP Compedium até
2015, e depois disto foi retirado definitivamente do acervo. Uma possivel explicacdo
para esta situacao é que a dipirona sddica € proibida nos Estados Unidos para uso
humano e veterinario (animais para consumo humano) (JASIECKA, 2014) devido ao
potencial risco de causar agranulocitose, leucopenia e anemia aplastica (BASAK,
2010; ERGUN, 2004), e possivelmente a monografia ficou em consulta pablica por um
curto periodo, sendo logo retirada do sitio eletrdnico da Farmacopeia Americana.

Os resultados obtidos com o método descrito no USP Compendium estao

descritos na Tabela 11 e no cromatograma da Figura 5.
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Tabela 11 - Resultados de desempenho do sistema para o método inicial de

doseamento descrito no USP Compendium para o IFA dipirona sddica.

Pico tr (Min) Area el Assimetria
tedricos
1 5,94 10911 13498 11
Dipirona 8,49 7637867 11486 19
2 (4-MAA) 11,14 7988 100519 1,0

Fonte: (Da autora, 2015).

Figura 5 - Cromatograma obtido com o método inicial de doseamento descrito no USP
Compendium para o IFA dipirona sddica.
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Fonte: (Da autora, 2015).

O IFA dipirona sodica é muito soluvel em metanol, corroborando os dados da
literatura (EUROPEAN PHARMACOPOEIA ONLINE, 9th edition).

O cromatograma da solugao amostra apresentou dois picos desconhecidos, 0s
quais foram denominados pico 1, com um tr de 5,94 minutos, e pico 2 (4-MAA) com
tr de 11,14 minutos.

O pico da dipirona apresentou boa separacdo em relacdo aos picos 1 e 2,
porém as integracdes do pico da dipirona e do pico 2 ndo foram satisfatérias, pois
eluiram na rampa do gradiente, o que pode levar a valores de area e altura de pico
imprecisos e impossibilitar a quantificacdo adequado do farmaco, de acordo com a
literatura (SCHELLINGER, 2006).

Inicialmente, modificando 0s parametros

realizou-se  experimentos

cromatograficos de volume de injecdo e temperatura do forno, a fim de se otimizar o
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método inicial. Como estes experimentos ndo se mostraram satisfatorios, foram
modificados outros parametros cromatograficos, como: gradiente da fase movel,
temperatura do amostrador, volume de injecéo e tipo de membrana filtrante.

Apesar do método ter sido capaz de separar produtos de degradacdo sem
interferir no pico principal, a fim de minimizar a variagdo nos tempos de retengéo dos
picos, optou-se por mudar o método gradiente para isocratico, pois observou-se que
0s picos 1 e da dipirona saiam na proporc¢ao solucédo A:solucéo B (85:15).

Esta decisédo, entretanto, requereu um monitoramento mais de perto para o pico
2, pois este poderia sofrer alguma alteragédo em seu tempo de retencéo.

No método isocratico os parametros de desempenho foram satisfatérios, com
a resolucao entre o pico da dipirona e o pico 2 (4-MAA); e tempos de retencdo dos
picos de 5,9 minutos para o pico 1, 8,3 minutos para o pico da dipirona, e 14,6 minutos
para o pico 2 (4-MAA) (Figura 6).

Figura 6 - Cromatograma obtido com o método desenvolvido (isocratico) de

doseamento para o IFA dipirona.
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Fonte: (Da autora, 2015).

O tempo de analise foi reduzido de 25 minutos (método descrito no USP
Compendium) para 18 minutos, com consequente reducéo no consumo dos solventes
e materiais.
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Houve uma melhoria na estabilizag&o da linha de base em relagéo a existéncia
de “vales” ocasionadas pelas mudancgas ao longo do gradiente.

As amostras do IFA dipirona foram filtradas em membrana PTFE e RC,
apresentando comportamento semelhante, indicando que ambas sdo igualmente
adequadas para o estudo em questdo. Observou-se que as membranas (PTFE ou
RC) néo sofreram quaisquer alteracdes devido a mudanca do método de gradiente
para isocratico. Isto se mostrou extremamente interessante pois teve-se a opcéo de
se trabalhar com os dois tipos de membrana no doseamento do IFA dipirona.

Observou-se uma diminui¢ao nas variacdes do tempo de retencdo do pico da
dipirona, que eram possivelmente ocasionadas pela formacéo de pequenas bolhas na
agulha de injecéo durante a mistura das solucdes A e B.

O método isocratico, que € preferivel ao método em gradiente pela facilidade
de execucéo operacional e pelo menor consumo de solventes e insumos, atendeu aos
requisitos, principalmente por ser seletivo, e foi utilizado como método de doseamento
do farmaco no estudo de solubilidade, apés respectiva validacao.

Os resultados obtidos na validacdo do método desenvolvido para o
doseamento do IFA dipirona sédica demonstraram que o método apresentou
especificidade, seletividade, linearidade na faixa de concentragdo empregada,
precisdo (repetibilidade e precisdo intermediaria), exatiddo e robustez, os quais
atendem aos critérios de especificacdo definidos para estes parametros.

Dessa forma, o mesmo pode ser aplicado ao teste de solubilidade pois atende
a Resolucdo-RDC n° 37/2011, art. 9°, §5°, ou seja, que “0 método de quantificagdo
devera ser capaz de diferenciar o farmaco de eventuais produtos de degradacgao”
(BRASIL, 2011).

Cabe aqui salientar que a validagdo, para fins de utilizagdo do método
desenvolvido no estudo de solubilidade do IFA dipirona, no ambito do estudo de
bioisencdo do medicamento dipirona sédica 500 mg, foi realizada sobre a égide da
Resolucdo-RE n° 899/2003 (BRASIL, 2003b), e que a documentacdo do estudo foi
finalizada e entregue ao patrocinador em 2016.

Por outro lado, no decorrer do desenvolvimento desta tese, foi publicada a
Resolucdo-RDC n° 166/2017 (BRASIL, 2017), a qual determina que, entre outros
requisitos, na validagdo de métodos analiticos, os testes de linearidade e exatidao
devem ser realizados com a SQR.
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Diante da conclusao do estudo de bioisencao, poderia ter se repetido tais testes
com o padréo, estritamente para fins académicos. Contudo, tal iniciativa n&o foi levada
a termo haja visto o elevado custo do padréo (U$398.00 por 10 mg de dipirona sodica)
e a quantidade necessaria para se repetir 0s ensaios: cerca de 300 mg de padréo
(cerca de U$12,000.00, sem considerar os impostos). Este custo, para uma instituicao
publica, no ambito de uma tese de doutorado sem custeio, € um valor exorbitante e
economicamente inviavel.

Além disto, ao se fazer uma analise dos resultados da validacdo (dados néo
mostrados), concluiu-se que se a mesma houvesse sido repetida com as exigéncias
da Resolucdo-RDC n° 166/2017, ndo haveria mudanca significativa nos resultados
encontrados, e 0 método seria considerado validado.

Na Tabela 12 é apresentado o resumo dos resultados obtidos na validacdo do

método de teor para o IFA dipirona sodica.

Tabela 12 - Resumo dos resultados obtidos na validacdo do método de teor para o

IFA dipirona.
Parametro Resultado
Especificidade / Seletividade Nenhum pico interferente foi observado nas solu¢des de diluente e
placebo.
Linearidade r=1,00
90 %: % recuperacéo = 99,5 %
Exatiddo 100 %: % recuperacdo = 100,5 %
110 %: % recuperacdo =101,1 %
90 %

Linearidade: r = 1,00
Precisdo: DPR= 0,2 %
Exatidao: % recuperacdo = 99,5 %

100 %
Linearidade: r = 1,00
Precisdo: DPR=0,4 %
Exatiddo: % recuperacéo = 100,5 %

Intervalo

110 %
Linearidade: r = 1,00
Precisdo: DPR=1,0 %
Exatiddo: % recuperacéo = 101,1 %
90 %: DPR=0,2 %
Preciséo - Repetibilidade 100%: DPR= 0,4 %
110 %: DPR=1,0%
90 %: DPR=0,4 %
Precisé@o Intermediaria 100 %: DPR=1,9 %
110 %: DPR=12 %
pH 4,8 £ 0,2: % recuperacdo = 100,8 %
Robustez Temperatura do forno 20 °C: % recuperacdo = 101,2 %
Temperatura do forno 25 °C: % recuperacdo = 96,5 %

Fonte: (Da autora, 2015).
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4.2 Estudo de bioisencdo de dipirona sdédica 500 mg comprimidos -
determinacao da solubilidade do IFA nos meios de pH fisioldgico

4.2.1 Avaliacéo da estabilidade do farmaco

Com relagdo a estabilidade das solu¢des, o farmaco dipirona sodica néo
mostrou estavel ao longo do periodo de 24 horas em cada uma das solucbes tampéao
testadas na faixa de pH fisiologico (pH 1,2, pH 4,5 e 6,8), em temperatura de (37,0 £
1,0) °C, sendo que em pH 1,2 houve degradacéo total das amostras (Figura 7).

Os resultados, expressos como percentual da quantidade de IFA dipirona em
solucéo (100 % = 3,51 mg/mL), estdo especificados abaixo (Tabela 13), para cada
uma das condi¢des de pH, sendo que o critério de aceitacao era que o farmaco deveria

ser estavel durante o periodo de realizacdo do ensaio de solubilidade.

Tabela 13 - Resultados do ensaio de estabilidade das solucdes, nos pH 1,2, 4,5 e 6,8,

no estudo de solubilidade do IFA dipirona sddica.

Replicatas Condicdo pH 1,2 Condicéo pH 4,5 Condicéo pH 6,8
T0 (%) T 24h (%) T0 (%) T24h (%) T0 (%) T24h (%)

1 1,7 0,0 90,2 41,6 76,4 58,5

2 1,6 0,0 91,1 40,0 82,0 62,4

3 1,5 0,0 93,0 42,2 76,2 55,7

Média 1,6 0,0 914 41,3 78,2 58,9

DPR (%) 3,4 - 1,6 2,8 4,2 5,7

Fonte: (Da autora, 2016).

Como pode ser observado na Figura 7 (a) e (b), no meio &cido ocorre
degradacéo da dipirona ja no tempo 0 h, com degradacao total do farmaco em 24
horas.

A explicacéo para tal comportamento da dipirona é ela ser um pro-farmaco, que
é facilmente hidrolisada, mesmo em condicbes de bancada, ao seu principal
metabolito, o 4-MAA (ERGUN, 2004; LEVY, 1995).

Infere-se que o pico 2 corresponde ao 4-MAA, que em pH 1,2 € 0 Unico pico
que pode ser observado (Figura 7 (a) e (b)). Nos outros dois pH observa-se a
conversado da dipirona no pico 2, o que ocorre desde o inicio do estudo, ou seja, na
quantificacdo no tempo 0 h j& ocorreu a hidrélise da dipirona em alguma extensao.
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Figura 7 — Avaliacdo da estabilidade do farmaco no inicio (0 h) e no fim (24 h) nos trés

pH avaliados (1,2; 4,5 e 6,8).
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diferentes formas, incluindo alteragdes na sua estrutura e atividade, e a dipirona € um

exemplo de substancia que é afetada por estes fatores (ERGUN, 2004; ROGOSCH,

2012).

Apesar do conhecimento de que a dipirona é um pro-farmaco que néao é

detectavel no soro apOs ingestdo oral (a via de administracdo mais amplamente

utilizada para este farmaco), a maioria dos estudos in vitro mede a concentragdo da

dipirona em si para analisar e correlacionar seus efeitos. Consequentemente, 0s

resultados obtidos a partir da quantificacdo direta do pré-farmaco dipirona (em

oposicao a medicao de seus metabolitos ativos) nao refletem a realidade e, portanto,

dificultam a comparacdo dos resultados entre diferentes tipos de estudos (por
exemplo, in vivo e in vitro) (BACHMANN, 2018; JASIECKA, 2014).
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Ergln e cols. (ERGUN, 2004) realizaram um estudo que buscou caracterizar
os efeitos dos fatores fisico-quimicos de concentracdo, temperatura e pH na hidrélise
da dipirona em seu principal metabolito, o 4-MAA, e fornecer dados para futuros
experimentos utilizando solucdes de dipirona.

Na maioria dos estudos in vitro, a dipirona € usada na faixa de concentracao
de 1 mmol/L a 10 mol/L. Nestas condi¢des de concentracdo, ela ndo € completamente
hidrolisada a 4-MAA, e o grau de hidrélise dependera do tempo desde a preparacao
da solucéo até a analise do composto (ERGUN, 2004).

Devido a essa ambiguidade em torno do grau de hidrélise da solucéo, nao é
possivel correlacionar um efeito detectado com a suposta concentragédo de dipirona.
A mesma consideracdo vale para estudos in vivo em que a dipirona € aplicada
localmente e seu efeito é investigado imediatamente, antes que a dipirona tenha sido
hidrolisada no nivel do tecido local ou absorvida na circulacao sistémica e convertida
no metabolito ativo (ERGUN, 2004).

E muito importante notar que, no uso clinico, o 4-MAA é absorvido pela
circulacao sistémica e todos os supostos efeitos da dipirona estéo relacionados ao 4-
MAA ou a seus outros metabdlitos ativos. Ha apenas uma excec¢ao: quando a dipirona
€ administrada por via intravenosa, ela é detectavel no plasma por um curto periodo
de tempo, mas nenhum de seus efeitos é observado dentro desse periodo de tempo
(BACHMANN, 2018; LEVY, 2005).

Ainda no estudo de Ergiin e cols. (ERGUN, 2004) foi evidenciado que quanto
menor o pH (mais &cido), a taxa de hidrélise aumenta dramaticamente, sugerindo que
a hidrdlise catalisada por acido é o principal mecanismo para a hidrolise da dipirona,
conforme observado nos resultados apresentados acima (Figura 7 (a) e (b)), e também
nos resultados obtidos na validacdo do método analitico, sob a condi¢gédo de hidrélise
acida (dados nao mostrados).

Em pH 4,5 e 6,8 a extensao de hidrélise foi significativamente menor que em
pH 1,2 (Tabela 13, p < 0,0001), sugerindo que com o aumento do pH, tanto a dipirona
guanto o 4-MAA encontram-se totalmente ionizados (NASCIMENTO, 2006).

As vezes, um pro-farmaco é usado em vez do composto ativo se ha um
problema com a solubilidade do metabdlito ativo. No entanto, ndo é sabido de nenhum
problema de solubilidade com o 4-MAA. Outra raz&o para o uso de um pro-farmaco é
obter uma melhor estabilidade do que o metabdlito ativo, que parece ser o caso da
dipirona e do 4-MAA (ERGUN, 2004).
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Outra informacdo importante a ser extraida do ensaio de estabilidade é
concernente ao método de doseamento em si: nos cromatogramas apresentados na
Figura 7 é possivel diferenciar a dipirona de seus produtos de degradacao, provando
gue o método desenvolvido para o ensaio de solubilidade é especifico e discriminativo,
conforme preconizado pela Resolu¢cdo-RDC n° 37/2011 (BRASIL, 2011).

Outrossim, o método de doseamento do IFA de dipirona sédica descrito na FB
62 ed. (BRASIL, 2019) n&o é especifico para o farmaco, pois trata-se de titulometria.
Desta forma, ndo diferencia o IFA de seus possiveis produtos de degradacéo.

Neste sentido, o método de doseamento desenvolvido nesta tese se mostrou
em consonancia com a legislacdo acerca do ensaio de estabilidade, pois de acordo
com o art. 9°, 85° da Resolu¢do-RDC n° 37/2011 (BRASIL, 2011), “o método de
quantificacdo devera ser capaz de diferenciar o farmaco de eventuais produtos de
degradagao”.

Um método analitico quantitativo é dito especifico e discriminativo quando é
capaz de mensurar com exatidao o teor do insumo farmacéutico ativo, produtos de
degradacédo e outros componentes de interesse, sem interferéncia (ANVISA, 2015).

E, segundo a Anvisa (ANVISA, 2015), a técnica de anélise recomendada para
desenvolvimento de métodos analiticos € a CLAE com detector de arranjo de
fotodiodo (DAD). Depois de desenvolvido e validado em DAD, o método pode ser
aplicado em detector UV. E o método desenvolvido no ambito da presente tese
obedeceu aos critérios indicados na legislacao brasileira, e mais especificamente nas
Resolugdes RDC n° 53/2015 (BRASIL, 2015) e 166/2017 (BRASIL, 2017).

4.2.2 Determinacéo da solubilidade

A dose maxima administrada pode ser até 1 g, de acordo com a bula do
medicamento de referéncia Novalgina® 500 mg comprimidos: “Comprimido 500 mg:
adultos e adolescentes acima de 15 anos: 1 a 2 comprimidos até 4 vezes ao dia”
(SANOFI-AVENTIS FARMACEUTICA LTDA., 2016).

Critério de aceitacdo: a dipirona € considerada altamente solivel se a dose
maxima administrada oralmente (1 g) solubiliza-se completamente em 250 mL de
cada meio em pH fisiolégico (1,2; 4,5 e 6,8) a (37,0 + 1,0) °C.

Conforme determinado pela legislacdo (Resolu¢do-RDC n° 37/2011 (BRASIL,
2011) e Nota Técnica n° 003/2013/CEFAR/GTFAR/GGMED/Anvisa (BRASIL,
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2013a)), o pH foi registrado no inicio e no final do experimento, ou seja, o0 pH inicial e
final da solucdo saturada do farmaco. Os resultados séo apresentados a seguir, para
cada meio de pH fisiolégico, a saber: meio pH 1,2, meio pH 4,5, e meio pH 6,8,
respectivamente.

Os dados da verificacdo de pH no inicio e no final estdo apresentados na Tabela
14.

Tabela 14 - Verificacdo do pH no estudo de solubilidade do IFA dipirona nos meios pH
1,2,45¢€e6,8.

pH do meio (nominal) pH inicial pH final
1,2 1,18 511
4,5 4,51 5,92
6,8 6,82 6,56

Fonte: (Da autora, 2016).

Observou-se em pH 1,2 e 4,5, que este variou durante o experimento (de forma
mais discreta em pH 4,5), confirmando a instabilidade do farmaco dipirona, e a
formacao em pH &cido do seu metabdlito ativo, o 4-MAA. Este, por sua vez, como €
uma base fraca (pKa = 4,76) (SANTA CRUZ BIOTECHNOLOGY, 2018), levou o pH
do meio para valores préoximos ao seu pKa (pH médio = 5,11 e 5,92, para pH 1,2 e
4,5, respectivamente), ultrapassando a capacidade de tamponamento do meio.

Este comportamento refletiu o que foi observado no ensaio de estabilidade das
solucdes (secéo 4.2.1), em que ocorreu a degradacao da dipirona, tanto no tempo 0
h como em 24 h, mais acentuadamente para o pH 1,2.

Ja em pH 6,8, este ndo variou significativamente durante o experimento. Este
comportamento ndo refletiu o que foi observado no ensaio de estabilidade das
solucdes (secao 4.3.1), mas indicou que as espécies quimicas sao estaveis neste pH
(distante do pKa da dipirona e do 4-MAA), possivelmente porque 0os compostos estao
todos em sua forma desprotonada (> 98%) (NASCIMENTO, 2006), ndo contribuindo
de forma significativa para a alteracao de pH do meio.

Os resultados do estudo de estabilidade para o insumo dipirona sodica, em
cada meio de pH fisiolégico (1,2, 4,5 e 6,8), com o volume calculado necessario para
solubilizagdo da maior dose posoldgica por administragdo descrita em bula (1 g) séo
apresentados na Tabela 15.
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Tabela 15 - Resultados de solubilidade para o IFA dipirona em diferentes meios de pH
fisiologico (1,2, 4,5 e 6,8).

Solubilidade média DPR Volume necessario
ATIEEEE (mg/250mL) (%) para solubilizagdo (mL)
1,2 93334,7 4 2,7
4,5 114921,8 3 2,2
6,8 122158,8 5 2,0

Fonte: (Da autora, 2016).

O valor da solubilidade é dado pelo maior volume encontrado, que no caso do
estudo de solubilidade da dipirona corresponde ao do meio de pH 1,2. Desta forma, o
volume necessario (2,7 mL) para dissolver a dose maxima diaria por administragédo
descrita em bula (1 g) atende ao critério estabelecido, ou seja, o farmaco € altamente
soltvel se sua maior dose administrada se solubiliza completamente em até 250 mL
da solucéo tampao utilizada.

Mas, em contrapartida, o resultado foi discutivel, pois o pH do meio ndo se
manteve constante, da mesma forma que observado no ensaio de estabilidade, dando
indicios de que a solubilidade determinada no teste deve ser atribuida principalmente

ao 4-MAA e ndo somente a dipirona sddica.

4.2.3 Avaliagéo do estudo de solubilidade

Conforme a bula do medicamento de referéncia (Novalgina®) (SANOFI-
AVENTIS FARMACEUTICA LTDA., 2016), a maior dose administrada oralmente
(posolégica), em uma Unica administracdo, € de 1 g de dipirona sodica, o que
corresponde a concentracéo de 4,0 mg/mL quando esta dose é solubilizada em 250
mL de meio.

Recapitulando, a dipirona sédica, farmaco ativo, apresentou 0s seguintes
resultados, confirmando a alta solubilidade nos meios:

- em meio pH 1,2 (acido cloridrico 0,1 mol/L), a concentracdo de 93.334,7
mg/250mL;

- em meio pH 4,5 (tamp&o acetato), a concentragédo de 114.921,8 mg/250mL;

- em meio pH 6,8 (tamp&o fosfato), a concentracédo de 122.158,8 mg/250mL.

O DPR de todas as replicatas para os meios pH 1,2 e pH 4,5 foi inferior a 5 %,
estando de acordo com a Resolu¢cdo-RDC n° 37/2011 (BRASIL, 2011). Por sua vez,
o DPR das replicatas para o meio pH 6,8 foi de 5 %, n&do estando de acordo com a
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legislacdo, e sendo motivo suficiente para reprovar totalmente o estudo de
solubilidade.

Entretanto, por determinacdo do patrocinador do estudo de bioisencdo da
dipirona sodica comprimido simples de 500 mg, o estudo prosseguiu, sendo realizado
o perfil de dissolucdo comparativo em trés meios de pH fisioldgico e a equivaléncia
farmacéutica, cujos resultados e discussao encontram-se nas sec¢des 4.3 e 4.4.

A alteracdo no pH inicial e final s6 foi observada no estudo de solubilidade, nos
trés meios de pH fisioldgico, que é realizado com o insumo farmacéutico ativo puro
(BRASIL, 2019). Nao se pode afirmar com certeza, pois néo foi feita a medigéo, mas
o pH também deve ter se alterado no teste de estabilidade das solugdes.

Ressalte-se que a variacdo de pH ocorre mesmo no meio que corresponde a
solucéo tampéo (pH 4,5 — tampéao acetato), ultrapassando a capacidade tamponante
do meio.

Isto é provavel ser decorrente da mudancga da entidade quimica: a dipirona
sofre hidrélise em meio aquoso (reacdo retro-Mannich hidrolitica), resultado no
surgimento do 4-MAA (LEVY, 1995; ZYLBER-KATZ, 1992; ROGOSCH, 2012).

A legislacao brasileira diz somente que se deve medir e registrar o pH no inicio
e no final do experimento (Resolugédo-RDC n° 37/2011, art. 9°, 86°) (BRASIL, 2011),
mas em momento algum a Anvisa preconiza critério de aceitacdo para variacao de pH
inicial e final.

O guia M9 do ICH gque se encontra em analise para implementacdo no Brasil
(ICH, 2018), determina que:

- Além dos trés meios de pH (1,2, 4,5 e 6,8), a solubilidade deve ser determinada
também no valor do pKa do farmaco, se este estiver dentro da faixa de pH; e

- O pH do meio deve ser medido apds a adicdo do farmaco e no final, ao se atingir o
equilibrio, a fim de assegurar que a medida da solubilidade é realizada no pH

especificado, devendo o pH ser ajustado, se necessario.

Deve ser dada especial atencdo a estes dois pontos preconizados pelo ICH,
cuja legislacédo devera ser internalizada no Brasil a partir de 2020, pois, para a dipirona
a solubilidade também deveria ser determinada em pH = 3,77-3,90. Entretanto, como
ela é um pro-farmaco, também haveria necessidade de se utilizar o pH = 4,76, que

corresponde ao pKa do 4-MAA.
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E os ajustes de pH se fazem necessarios, pois em pH 1,2 e 4,5 observou
grandes alteracdes das medicdes feitas apos a adi¢cdo do farmaco e ao final quando
se atingiu o equilibrio, ultrapassando a capacidade de tamponamento dos meios.

Contudo, abre-se uma outra discusséo: para ajustar o pH do meio é necessario
a adicdo de uma solugéo (geralmente, acido cloridrico 0,1 mol/L), o que leva a uma
mudanca no volume de meio utilizado, e consequentemente altera o resultado da
solubilidade encontrado.

Para a dipirona em si, esta alteracdo no volume de meio ndo impacta de forma
significativa na solubilidade, pois tanto ela (dipirona) quanto seu metabdlito (4-MAA)
sdo altamente solGveis. Mas este procedimento tera um efeito significativo na
solubilidade para farmacos que sejam limitrofes, podendo levar a resultados

imprecisos.

4.3 Estudo de bioisencéo de dipirona sédica 500 mg comprimidos - perfil de

dissolucdo comparativo nos meios de pH fisiolégico

Este teste fez parte do estudo de bioisencdo da Dipirona Sodica 500 mg,
comprimido simples, de uma indUstria farmacéutica que nao autorizou a divulgacéo
de seu nome nem o do produto farmacéutico. Todavia, foi autorizado pela industria a
apresentacao dos resultados do ensaio de perfil de dissolucdo comparativo nos meios
de pH fisiologico nesta tese de doutorado.

De acordo com o art. 12, 82, inciso V da Resolu¢cdo-RDC n° 37/2011 (BRASIL,
2011), o registro do pH no inicio e no final do experimento foi realizado e é
apresentado em cada secéo especifica.

A seguir sao apresentados os resultados dos perfis de dissolugao comparativos
nos trés meios de pH fisiologico (1,2. 4,5 e 6,8). Ressalte-se que é mister a aprovacao
em cada uma das condi¢Oes, tal como se observa, para que o medicamento seja
considerado aprovado neste estudo, e cumpra parte dos requisitos para a bioisengao
com base no SCB.

Os resultados dos perfis de dissolucdo em pH 1,2 dos medicamentos teste
(Dipirona) e de referéncia (Novalgina®) (Tabela 16), e grafico comparativo (Figura 8)

sao apresentados a seguir.
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Tabela 16 — Resultados do perfil de dissolugédo comparativo em pH 1,2 para dipirona
sédica comprimido simples de 500 mg- medicamento teste (Dipirona) e de referéncia

(Novalgina®).

Medicamento Teste Medicamento de Referéncia
0, I 0, i
“imy | mea | d |DPRO®| TERRS | TS | o | DPR(M
5 50,23 1,80 3,59 5 42,93 2,25 5,23
10 91,09 1,40 1,54 10 87,00 4,24 4,87
15 104,26 1,45 1,39 15 101,60 1,82 1,79
30 106,17 1,26 1,18 30 102,01 1,69 1,66
45 105,78 1,40 1,32 45 101,76 1,56 1,53
90 105,73 1,36 1,29 90 102,00 1,59 1,56

Fonte: (Da autora, 2015).

Figura 8 - Grafico dos perfis de dissolucdo comparativo em pH 1,2 para dipirona sédica
comprimido simples de 500 mg - medicamento teste (Dipirona) e de referéncia

(Novalgina®).
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Fonte: (Da autora, 2015).

Os resultados dos perfis de dissolucdo em pH 4,5 dos medicamentos teste
(Dipirona) e de referéncia (Novalgina®) (Tabela 17), e grafico comparativo (Figura 9)

sao apresentados a seguir.
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Tabela 17 - Resultados do perfil de dissolugdo comparativo em pH 4,5 para dipirona

sédica comprimido simples de 500 mg - medicamento teste (Dipirona) e de referéncia

(Novalgina®).

Medicamento Teste Medicamento de Referéncia
0, I 0, i
“imy | mea | d |DPRO®| TERRS | TS | o | DPR(M
5 55,84 2,33 4,17 5 37,62 2,37 6,31
10 100,93 2,04 2,02 10 83,03 5,04 6,07
15 110,61 1,70 1,53 15 106,25 2,81 2,64
30 110,96 1,51 1,36 30 108,94 1,62 1,48
45 111,47 1,55 1,39 45 108,28 2,25 2,08
90 111,88 1,97 1,76 90 109,04 1,62 1,49

Fonte: (Da autora, 2015).

Figura 9 - Grafico dos perfis de dissolucdo comparativo em pH 4,5 para dipirona sédica
comprimido simples de 500 mg - medicamento teste (Dipirona) e de referéncia

(Novalgina®).
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Fonte: (Da autora, 2015).

Os resultados dos perfis de dissolugdo em pH 6,8 dos medicamentos teste
(Dipirona) e de referéncia (Novalgina®) (Tabela 18), e grafico comparativo (Figura 10)

séo apresentados a sequir.
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Tabela 18 - Resultados do perfil de dissolugdo comparativo em pH 6,8 para dipirona

sédica comprimido simples de 500 mg - medicamento teste (Dipirona) e de referéncia

(Novalgina®).

Medicamento Teste

Medicamento de Referéncia

% di % di

‘miny | mea | ¢ |PPROO | TGERY | e | dp | DPROW
5 52,68 0,96 1,82 5 33,97 2,29 6,74
10 98,87 0,76 0,77 10 80,54 2,62 3,25
15 109,92 1,02 0,93 15 103,54 1,28 1,24
30 110,71 0,98 0,88 30 105,89 1,47 1,39
45 110,82 0,96 0,87 45 106,43 1,59 1,49
90 111,08 1,17 1,05 90 106,10 1,49 1,40

Fonte: (Da autora, 2015).

Figura 10 - Gréafico dos perfis de dissolucdo comparativo em pH 6,8 para dipirona

sodica comprimido simples de 500 mg- medicamento teste (Dipirona) e de referéncia

(Novalgina®).
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Fonte: (Da autora, 2015).

Ambos os medicamentos alvo do estudo apresentaram uma dissolu¢cdo muito

rapida (= 85 % do teor declarado em 15 minutos) nos meios de dissolu¢do pH 1,2 (HCI

0,1 mol/L), pH 4,5 (tampdao acetato) e pH 6,8 (tampéao fosfato).

Entretanto, uma vez mais, tais resultados ndo expressam a real dissolucao da

dipirona sddica, pois como ja visto no estudo de solubilidade, a dipirona é quase

totalmente convertida em 4-MAA.
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De acordo com a legislacdo (Resolucédo-RDC n° 37/2011), os medicamentos
teste e de referéncia devem, inicialmente, ser analisados preferencialmente segundo
sua monografia descrita na Farmacopéia Brasileira. Assim, 0 método quantitativo € o
descrito para o teste de dissolucdo pontual descrito ha monografia da dipirona na FB
62 ed. (BRASIL, 2019), o qual consiste de técnica espectrofotométrica com leitura
direta a 258 nm. Sabidamente, este comprimento de onda é o maximo de absor¢céo
da dipirona em meio acido (AMERICO, 2004), mas a literatura relata a ocorréncia de
outra substancia em pH acido cujo maximo de absorcéo é a 240 nm.

Reunindo as informacdes sobre os resultados obtidos, infere-se que a
dissolucdo observada a 258 nm seja um somatério da dipirona sédica e 4-MAA
dissolvidos, ndo sendo possivel por método espectrofotométrico quantificar
precisamente as duas entidades quimicas.

Uma forma indireta de se realizar esta quantificacdo, mas que continuaria néo
sendo precisa, seria fazer a leitura direta nos dois comprimentos de onda que
correspondem aos pontos de maximo de absorcao (A = 240 nm e 258 nm). Contudo,
mesmo assim, calculando-se o teor de dipirona e 4-MAA haveria um erro, pois as duas
moléculas absorvem nos dois comprimentos de onda, ndo sendo possivel discriminar

com exatidao o grau de contribuicdo de cada uma.

Tabela 19 - Avaliacdo do pH antes e depois da execucdo do perfil de dissolucdo
comparativo em pH 1,2, 4,5 e 6,8 para dipirona soédica comprimido simples de 500

mg- medicamento teste (Dipirona) e de referéncia (Novalgina®).

pHdg(;Or?ueig(;:le Medicamento teste Meglecfaerpéenr::ti(;de
¢ pH inicial pH final pH inicial pH final

pH 1,2 1,18 1,19 1,22 1,22

pH 4,5 4,57 4,59 4,55 4,57

pH 6,8 6,78 6,78 6,79 6,79

Fonte: (Da autora, 2015).

A verificacdo do pH do meio de dissolugcdo antes e depois da realizacdo do

ensaio (Tabela 19) foi realizada, e a variacao de pH foi inferior a 0,1 unidade de pH,

nao sendo significativa neste estudo em nenhum dos valores de pH avaliados.

Neste estudo nao se observou uma alteragao no pH tao significativa quanto no

estudo de solubilidade, pois trabalhou-se com uma quantidade muito menor de

dipirona: 0,56 mg/mL (comprimido de 500 mg / 900 mL de meio), contra 3,51 mg/mL
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(175,67 mg do IFA dipirona / 50 mL de meio) na solubilidade, ou seja, cerca de 6 vezes
menos.

Soma-se o fato deste ensaio ser realizado com o comprimido, ou seja, a
dipirona ndo esta isolada no meio de dissolucdo, mas contém os excipientes (cerca
de 10 % do peso médio do comprimido), que segundo a bula do medicamento de
referéncia (Novalgina®) sdo estearato de magnésio e macrogol 4000
(polietilenoglicol). O primeiro é praticamente insolivel em agua, e o segundo € soluvel
em agua, com pH entre 4,5 e 7,5, possivelmente sendo o responsavel por auxiliar a

manter o pH do meio.

4.4 Estudo de bioisencéo de dipirona sddica 500 mg comprimidos —equivaléncia

farmacéutica

Ao se dizer que dois medicamentos sdo equivalente farmacéuticos esta se
dizendo que o medicamento teste (Dipirona Sodica 500 mg, comprimido simples) e o
medicamento de referéncia (Novalgina® 500 mg, comprimido simples) possuem a
mesma forma farmacéutica (comprimido simples), a mesma via de administracao
(oral) e a mesma quantidade da mesma substancia ativa (500 mg), e que podem ou
nao conter excipientes idénticos, desde que bem estabelecidos para a funcgao

destinada. Além disso, medicamento teste e referéncia devem

“(...) cumprir com o0s mesmos requisitos da monografia individual da
Farmacopéia Brasileira, preferencialmente, ou com os de outros compéndios
oficiais, normas ou regulamentos especificos aprovados/referendados pela
Anvisa ou, na auséncia desses, com outros padrbes de qualidade e
desempenho (...)" (BRASIL, 2010b).

Na Tabela 20 encontram-se o0s resultados dos testes fisico-quimicos
realizados, com a respectiva especificacao, para o medicamento teste e medicamento
de referéncia.

O medicamento teste (Dipirona sddica 500 mg) e o medicamento de referéncia,
Novalgina® 500 mg foram considerados equivalentes farmacéuticos, por ambos
cumprirem integralmente com as especificacbes e critérios apresentados na
monografia oficial da FB 62 ed. (BRASIL, 2019) e pela Resolu¢cdo-RDC n° 31/2010

(BRASIL, 2010a), no tocante ao estudo de equivaléncia farmacéutica.
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Entretanto, cabe ressaltar que, diante dos resultados obtidos nesta tese até
este ponto, apesar de serem farmacopeicos, os métodos de teor (titulacdo com iodo)
e de doseamento da etapa quantitativa da dissolucéo (espectrofotometria com leitura
direta) ndo sdo especificos e seletivos, ou seja, sdo incapazes de diferenciar a dipirona
de eventuais produtos de degradacgédo (4-MAA, por exemplo) (BRASIL, 2011), ou
mesmo detectar alteracbes de atributos farmacéuticos que possam afetar o
desempenho do medicamento in vivo (MARQUES, 2013).

Uma possivel solucdo para este problema seria utilizar o método de teor
desenvolvido para o estudo de solubilidade, nesta tese, para realizar o doseamento
do farmaco nestes dois ensaios, apds se proceder a validacdo do método para a forma
farmacéutica comprimido.

Deve-se salientar que tal proposta ndo foi efetivamente levada a frente por
motivos econdmicos, explicitados anteriormente, ou seja: o elevado custo do padrao
(inviavel para a realidade académica de uma instituicdo publica) e a quantidade
necessaria para se realizar uma nova validacdo, bem como o consumo dos demais
insumos e materiais.

A documentagéo do estudo de equivaléncia farmacéutica, neste caso, seria
composta pelo protocolo, todos os dados brutos, e relatério tanto da validacdo do
método de teor quanto da equivaléncia propriamente dita.
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Tabela 20 - Resultados dos ensaios fisico-quimicos realizados na estudo de

equivaléncia farmacéutica para a dipirona sédica comprimido simples de 500 mg-

medicamento teste (Dipirona) e de referéncia (Novalgina®).

Testes Especificacéo Medicamento teste Medicamento referéncia
Comprimido circular, - .
~ Comprimido circular,
plano, de coloragéo ~
plano, de coloracéo
levemente amarelada, branca, sulcado em uma
Aspecto Informativo sulcado em uma das ; .
das faces. Possui a
faces, e na outra face . o a -
: o inscricao “OEP” na face
apresenta a inscri¢édo sulcada
XXX. *
A) Ao gotejar perdxido | A) Ao gotejar peroxido
. o de hidrogénio sobre os | de hidrogénio sobre os
A) Apos a adicdo de gotas ; .
p . ~ . | medicamentos teste e | medicamentos teste e
de peréxido de hidrogénio o ) PO p
! . referéncia ha o | referéncia ha 0
no p6é dos medicamentos . :
N aparecimento da | aparecimento da
teste e referéncia, ~ ~
coloragéo azul mudando | colora¢éo azul mudando
desenvolve-se uma ; X
~ rapidamente para | rapidamente para
coloracéo azul que . .
. coloracé@o vermelha. coloragdo vermelha.
desaparecera - -
. B) Ao adicionar gotas de | B) Ao adicionar gotas de
e rapidamente passando a . .
Identificacéo . persulfato de potassio | persulfato de potassio
vermelha intensa. . .
, S sobre os medicamentos | sobre os medicamentos
B) Apos a adicéo de gotas P < P .
> .| teste e referéncia ha o | teste e referéncia ha o
de persulfato de potéssio : .
- ; aparecimento da | aparecimento da
no p6é dos medicamentos = ~
N coloragdo azul escuro | coloragdo azul escuro
teste e referéncia,
que passa para | que passa para
desenvolve-se uma = ~
~ . colorac@o marrom e que | coloragdo marrom e que
coloragdo amarela apés 5 ) . . .
. ~ apos 5 minutos | apos 5 minutos
minutos de reacao. ~ ~
desenvolve  coloracdo | desenvolve  coloracdo
amarela. amarela.
Peso médio Informativo 640,5 mg 529,3 mg
Variacdo de £5,0%
pgso (Teste: 608,5 — 672,3 mg) 627,2 — 649,4 mg 517,5 — 540,8 mg

(Ref.: 502,9 — 555,8 mg)

Desintegragéo

Méaximo de 30 minutos

Ultimo a desintegrar: 04

Ultimo a desintegrar: 04

em agua com disco. min e 09 seg min e 23 seg
Dureza Informativo 202 N 94 N
Friabilidade Maximo 1,5 % 0,04 % 0,29 %
Teor 95,0 — 105,0 % 98,9 % 95,1 %
Diferenca entre MAximo 5 % 3.8 %
teores
Q =70 % em 45 minutos.
Critério: Todas as 6
unidades testadas devem
apresentar Q =2 5 %, no
Dissolucio primeiro estagio (E1). No Estagio E1 Estagio E1
segundo estagio (E2), a Min.: 99 % Min.: 96 %

média de 12 unidades
deve ser < Q e nenhuma
unidade menor que Q-15
%.

Uniformidade de

doses unitarias

— Uniformidade
de contetdo

VA = Ma&ximo de 15,0

Média = 98,7 %
DPR=0,9%
VA =23

Média = 95,3 %
DPR=15%
VA =6,7

* A industria farmacéutica produtora do medicamento teste ndo autorizou a divulgagcéo de seu nome nem o do
produto farmacéutico, por esta razao o resultado do ensaio de aspecto foi descaracterizado.
Fonte: (Da autora, 2015).
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4.5 Avaliacdo da bioisencdo com base no sistema de classificacao

biofarmacéutica

Num mundo ideal, o acesso a medicamentos pode ser facilitado por programas
globais de desenvolvimento farmacéutico, mas para tanto ha necessidade de que as
agéncias regulatérias e as industrias farmoquimicas e farmacéuticas ao redor do
mundo interajam e haja um consenso quanto as exigéncias para registrar e
comercializar medicamentos inovadores e genéricos (HANDOO, 2012).

Contudo, uma estratégia regulatoria que va de encontro as necessidades das
agéncias, com as peculiaridades de cada pais, é o principal desafio para as industrias
gue visam o mercado global.

Uma abordagem que vem ganhando peso nas ultimas décadas em prol da
harmonizacao internacional dos dossiés de registro de medicamentos é o Sistema de
Classificacdo Biofarmacéutica, que permite a isencdo de estudos de
biodisponibilidade relativa / bioequivaléncia para medicamentos novos?! , genéricos? e
similares®.

O primeiro guia regulatoério que introduziu o uso do SCB para formas
farmacéuticas soélidas orais de liberacdo imediata (somente farmacos de classe ) foi
a FDA em 2000, seguido pelo EMA em 2001 (COOK, 2015). Depois a EMA
(EUROPEAN MEDICINES AGENCY, 2010), a Health Canada (HEALTH CANADA,
2014) e a OMS (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2015) publicaram guias

possibilitando bioisentar os farmacos de classe | e lll.

1 Medicamento novo: € aquele constituido de principio ativos sintético e semi-sintético novo no pais,
podendo estar o insumo farmacéutico associados ou ndo (ANVISA, 2018).

2 Medicamento genérico: € aquele que contém o mesmo principio ativo, na mesma dose e forma
farmacéutica, € administrado pela mesma via e com a mesma posologia e indicagdo terapéutica do
medicamento de referéncia, apresentando eficicia e seguranga equivalentes a do medicamento de
referéncia podendo, com este, ser intercambiavel. A intercambialidade, ou seja, a segura substituicdo
do medicamento de referéncia pelo seu genérico, é assegurada por testes de equivaléncia terapéutica,
gue incluem comparacdo in vitro, através dos estudos de equivaléncia farmacéutica e in vivo, com 0s
estudos de bioequivaléncia apresentados a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA, 2018).

3 Medicamento similar: é aquele que contém 0 mesmo ou 0S mesmos principios ativos, apresenta
mesma concentracdo, forma farmacéutica, via de administracédo, posologia e indicacao terapéutica, e
que é equivalente ao medicamento registrado no 6rgao federal responsavel pela vigilancia sanitéria,
podendo diferir somente em caracteristicas relativas ao tamanho e forma do produto, prazo de validade,
embalagem, rotulagem, excipientes e veiculo, devendo sempre ser identificado por nome comercial ou
marca (ANVISA, 2018).
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Em maio de 2015, a FDA revisou seu Guia do SCB para incluir os farmacos de
classe Il (THE UNITED STATES OF AMERICA, 2015b), e em julho do mesmo ano a
agéncia americana colocou em consulta publica um guia que fornecia recomendacdes
para teste de dissolucao in vitro e critérios de especificacdo para formas farmacéuticas
sélidas orais de liberacdo imediata contendo farmacos de classe | e Ill (THE UNITED
STATES OF AMERICA, 2015a). Em seguida, em 2015-2016, muitos paises adotaram
as regras proprias ou editadas pela OMS, e em 2017 a prépria OMS revisou sua
norma.

No ambito nacional, em 2002, a Anvisa publicou o primeiro “Guia para isengao
e substituicdo de estudos de bioequivaléncia” (Resolugéo-RE n° 481/2002) (BRASIL,
2002), que trouxe o conceito de bioisencdo em funcédo da forma farmacéutica. Em
2003, introduziu no arcabouco juridico sanitario a bioisencao para diferentes dosagens
de um mesmo medicamento (Resolucdo-RE n°® 897/2003) (BRASIL, 2003a). E, em
2011, com a publicagéo da Resolu¢cdo-RDC n° 37 (BRASIL, 2011), houve a introducao
da bioisencdo baseada no Sistema de Classificacdo Biofarmacéutica (SCB), mas
somente para os farmacos de classe | pertencentes a lista de farmacos candidatos a
bioisencédo presente na IN n° 10/2016 (BRASIL, 2016) (ARAUJO, 2010).

Dai a se buscar uma harmonizacdo mundial do entendimento relacionado a
bioisencdo com base no SCB de farmacos de classe | e Ill foi uma questdo de
sensibilidade dos principais formadores de opinido e das principais agéncias
regulatorias ao redor do mundo.

Neste sentido, desde junho de 2018 estd em consulta publica mundial o guia
M9 do ICH que trata justamente da bioisencédo com base no SCB (ICH, 2018).

O Brasil, através da Anvisa, participa desta consulta publica no ambito do
procedimento denominado “Consulta Regional ICH”, e o prazo para recebimento de
comentarios se encerrou em 28/01/2019. A previséo de que a consulta para o guia M9
do ICH seja finalizada € 2019, com emisséo de sua versao final, e entdo temos um
prazo variavel em cada pais membro para sua adogéo e internalizacdo. A principio,
no Brasil, o prazo para adocdo do guia M9 se encerrara em 2021, conforme a Agenda
Regulatdria da Anvisa vigente atualmente (ANVISA, 2017).

O ponto relevante na edicao do guia M9 é que ele fornece recomendacdes para
apoiar a classificacdo biofarmacéutica de medicamentos, e recomendacbes para
apoiar a dispensa de estudos de bioequivaléncia. Isso resultard na harmonizacao das

diretrizes regionais atuais e apoiara o desenvolvimento global de medicamentos.
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Assim, analisou-se 0s critérios estabelecidos por cinco organismos
internacionais regulatérios (FDA, EMA, Health Canada, OMS e ICH) frente aos
requisitos da Anvisa, buscando-se pontuar as principais diferencas e o que ja se
encontra pacificado, e estes dados sdo sumarizados na Tabela 21, a seguir, e
posteriormente apresenta-se uma discusséo sobre os pontos mais relevantes (se¢ao
4.5.1).
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Tabela 21 - Comparativo dos critérios para a bioisencdo baseada no SCB de acordo com a FDA, a EMA, o HEALTH CANADA, a

OMS, o ICH e a Anvisa

Atribut a HEALTH CANADA .
JiLife Parametro FDA (2017) EMA (2010) < OMS (2017) ICH (2018) Anvisa (2011)
Critério (2014)
Tipo de
bioisento .
- lelll lell lelll lelll lelll 21 farmacos da classe |
considerado
pela agéncia
- Formas farmacéuticas
P - Formas farmacéuticas sélidas orais de
- Formas farmacéuticas 0 ' A . - -
o . sélidas orais de - Formas farmacéuticas liberagdo imediata;
soélidas orais de ; P s o . - -
. - o liberagéo imediata; sélidas orais de - Formas farmacéuticas - Suspensdes
liberacéo imediata; < . - N " . .
- Aplicavel a - Formulagbes liberacé@o imediata; sélidas orais de desenhadas para liberar
equivalentes orodispoersiveis sem - Formulagdes liberacéo imediata; o farmaco na circulagdo | - Formas farmacéuticas
Tipo faqrmacéutiCOS' absorgdo na cavidade orodispoersiveis sem - Aplicavel a sistémica; solidas orais de
A oral; absorcéo na cavidade equivalentes ou - Formulages liberag&o imediata.
- Pode ser aplicavel a .. ~ - . P
: - Aplicavel a oral e que séo alternativas orodispoersiveis sem
alternativas . e P ~ .
O equivalentes ou administradas com farmacéuticas. absorgéo na cavidade
farmacéuticas com - A x
justificativa alternatlva_s agua. oral e que séo
’ farmacéuticas. administradas com
agua.
- Farmacos com
~ . . absorgé&o bucal ou
- Formulag6es bucais, - Comprimidos G .
. . . . ) PO sublingual; :
- Qualquer produto que sublinguais e - Formulag6es bucais e orodispersiveis sdo - Comprimidos - Medicamentos com
Comparacéo seja absorvido na orodispersiveis sublinguais absorvidas elegiveis se ndo ha mprimicos - absorcéo na cavidade
~ ~ . ; . . ) . o : orodispersiveis sdo .
da formulagao Excluséo cavidade oral; absorvidas na cavidade na cavidade oral; absorgao sublingual ou PP = - oral;
. . ; . : . elegiveis se ndo ha .
como - Farmacos de janela oral; - Farmacos de janela bucal; absorcao sublingual ou medicamentos de
medicamento terapéutica estreita. - Farmacos de janela terapéutica estreita. - Farmacos de janela bucal'g g liberacéo modificada.
de referéncia terapéutica estreita. terapéutica estreita. . .
- Farmacos de janela
terapéutica estreita.
Classe I:
Classe I: Classe I: = .
- excipientes usuais em - quali e quanti os Classe [: - S0 permitidas
) ) - Classe I: S diferencas quali e o
quantidade consistente mesmos para excipiente s - excipientes bem neas q - Excipientes bem
X - - excipientes bem h quantitativas, exceto )
com a fungdo criticos que afetam a h estabelecidos na - estabelecidos, em
S Lo L estabelecidos na : . excipientes que podem :
pretendida; biodisponibilidade. quantidade usual: guantidade usual; afetar a absorcAo; quantidades
- ndo contém nenhum Classe lll: . ! - excipientes criticos néo - ’ compativeis com a
L - ) . - quali os mesmos e e h - excipientes que afetam N e
Excipiente excipiente que afete a - quali e quanti os L devem diferir quali ou x funcéo pretendida;
e x - guanti similar. o a absorg¢do: mesmo L
aceitaveis taxa ou a extenséo de mesmos para excipiente . quantitativamente. : - Qualitativamente os
= . o Classe Il . quali e semelhante
absor¢éo do farmaco. criticos que afetam a o Classe IlI: ; mesmos, e
. L L . - Qualitativamente os o quanti. o
Classe IlI: biodisponibilidade; Mesmos e - Qualitativamente os Classe III: guantitativamente
- qualitativamente os - quali os mesmos e quantitativamente muito mesmos e Quali os. mesmos e compativeis com a
mesmos e uantitativamente muito uantitativamente muito | . funcéo.
. . q semelhantes. d quanti semelhantes. ¢
quantitativamente muito semelhantes para os semelhantes. LA
; > Obs.: Ha tabela de
semelhantes demais excipientes. A .
referéncia no Guia.
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Tabela 21 - Comparativo dos critérios para a bioisencédo baseada no SCB de acordo com a FDA, a EMA, o HEALTH CANADA, a

OMS, o ICH e a Anvisa (continuacao).

Atributo / A HEALTH CANADA .
Critério Parametro FDA (2017) EMA (2010) (2014) OMS (2017) ICH (2018) Anvisa (2011)

Alternativas
farmaceuticas ndo sdo N0 aceito for éster

Comparacéo aceitas para ANDA; N30 elegivel se f 3 - S

da Para pro-drogas, o N&o elegivel se for éter, isdmero, mistura
formulacso sitio de converséo éster, éter, isdmero, de isémeros, complexo
com g IFA determina se a mistura de isémeros, Na&o discutido. Na&o discutido. ou derivados Na&o discutido.

medicamento permeabilidade deve cpmplexo ou derivados dlfgrentes.

de referéncia ser determinada para a diferentes. Eé?};?ég?:ja?dem Ser
pro-droga ou para o ’
farmaco ativo.
Dentro da faixa de 1 a .
6.8. BDZn(tr(r)e?:rif\?gl(ggr?té : No minimo, pH 1,2, 4,5 | Dentro da faixa de 1,2 Dentro da faixa de 1,2

pH pH = pKa; pH =pKa + | >C P . PR e 4 “ | 26,8, mais1,2<pKa< | pH1,2,45€6,8
. _ . _ 1,2;45e6,8, maisl< | 6,8 a6,8.
1;,pH=pKa-1; pH= 6,8.
1068 pKa < 6,8)
Método Shake-flask ou outro Shake-flask ou outro Shake-flask ou outro Shake-flask ou outro Shake-flask ou outro Shake-flask ou outro
justificado. justificado. justificado. justificado. justificado. justificado.
Condigbes Volume Soltvel em 250 mL ou Soltvel em 250 mL. Soltvel em 250 mL ou Soltvel em 250 mL ou Soltvel em 250 mL ou Solavel em 250 mL ou
de menos. menos. menos. menos. menos.
solubilidade Temperatura | (37,0+1,0) °C (37,0£1,0) °C (37,0 1,0) °C 37,0+ 1,0) °C (37,0£1,0) °C (37,0£1,0) °C
Dose Maior concentracao Maior dose terapéutica | Maior dose terapéutica | Maior dose terapéutica | Maior dose terapéutica | Maior dose terapéutica
comercial individual individual individual individual individual
Medicao do ApoOs a adi¢ao do Antes e depois da Antes e depois da = - Apos a adlgao_do o )
. L . o . N&o especificado farmaco e no final do No inicio e no final.
pH farmaco adigdo do farmaco adicao do farmaco equilibrio
Origem dos Patrocinador ou artigos

dados

Patrocinador

Patrocinador

N&o especificado

N&o especificado

Nao especificado

cientificos indexados
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a EMA, o HEALTH CANADA, a

Agr'i't’é‘rti%/ Parametro FDA (2017) EMA (2010) HEALg"O%‘NADA OMS (2017) ICH (2018) Anvisa (2011)
- Alta permeabilidade
se Faps €m humanos 2
0,
ggrﬁigiesttlangj?a'dose - Alta permeabilidade
' >
- Os dados de Faps em zg()'/z‘j‘bs emhumanos = | _ permeabilidade
humanos baseados em -0s ’dados de Fope em se Faps €m humanos 2
estudos de humanos basea?jb(;s em 85%,;
biodisponibilidade estudos de - Os dados de Faps em
absoluta ou balanco de . - o L humanos baseados em
massas- - Alta permeabilidade - Alta permeabilidade biodisponibilidade estudos de
' . se Faps em humanos = | se Faps em humanos = | absoluta ou balango de g -
- Estudos de perfusédo 85%. 85% massas- biodisponibilidade
intestinal in vivo em ' ' ' x absoluta ou balanco de
L . - Os dados de Faps em - Os dados de Faps em - Estudos de perfusao .
Primeira humanos . SN massas - .
escolha | Estudos’de erfusio humanos baseados em | humanos baseados em | intestinal in vivo em ) Estud(;s de perfusso Nao discutido
. idos de p . estudos de estudos de humanos s&o . dos de p
intestinal in vivo ou in o P oo - PR intestinal in vivo em
situ em animais: biodisponibilidade biodisponibilidade aceitaveis; humanos sio
- Estudos de ’ absoluta ou balango de | absoluta ou balanco de | - Auséncia de aceitaveis:
Como medir permeagdo in vitro Massas. massas. ?nee%;%ﬁgarﬁoeno TGl - Permeabilidade
usando tecido deve ser assequrado determinada em
a intestinal excisado de 9 ~ células Caco-2;
permeabilida humano ou animais: se os dados de BD sdo | - Auséncia de
-de intestinal - Estudos de gent;/a}dos dg estudos instabilidade no TGI.
permeagc&o in vitro € balanco ¢e massas
através de com radioiso6topos.
monocamadas de
células epiteliais.
- Investigacdes de - Perfusdo in vivo ou in | - Demonstracéo de
Estudos de ermeat?iligade in vitro: situ em modelos farmacocinética
Informacfes | permeabilidade in vivo PF similar entre vérias’ - Investigagbes de animais; proporcional a dose N0 discutido
de suporte ou in vitro publicados formulacdes dentro da permeabilidade in vitro. | - Permeagao in vitro x em uma faixa que
na literatura cientifica mesma%ota monocamada de inclui a maior dose
’ células epitaliais. terapéutica.
Patrocinador ou
rotulagem do
Origem dos m?d|9amgnt<)l_de Patrocinador ou fonte Patrocinador ou = ificad ~ ificad 50 di id
dados referéncia; a literatura confiavel literatura. N&o especificado Nao especificado Nao discutido

pode ser considerada,
mas sempre com um
papel de suporte.
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Tabela 21 - Comparativo dos critérios para a bioisencdo baseada no SCB de acordo com a FDA, a EMA, o HEALTH CANADA, a

OMS, o ICH e a Anvisa (continuacéo).

Atributo /

HEALTH CANADA

Critério Parametro FDA (2017) EMA (2010) (2014) OMS (2017) ICH (2018) Anvisa (2011)

Linearidade
da

farm_aco_cmetl Linear Linear Linear Linear Linear N&o mencionado
cain vivo x

perfil de
dissolucao

digg)é?u%%o Répida / muito rapida Rapida / muito rapida Rapida / muito rapida Rapida / muito rapida Répida / muito rapida Rapida / muito rapida

- Critério para
dissolugéo
rdpida e
completa;
Comparagao
do perfil de
dissolucédo

Extensao de
dissolucgéo e

Classe |: 285% em 30
min

Classe I: 285% em 30
min

Classe I: 285% em 30
min

Classe I: 285% em 30
min

Classe I: 285% em 30
min

285% em 30 min

tempo Classe lll: 285% em 15 | Classe lll: 285% em 15 | Classe lll: 285% em 15 | Classe lll: 285% em 15 | Classe lll: 285% em 15
maximo min min min min min
Cesta (aparato 1) a 100 Cesta (aparato I) a 100
rpm; rpm;
P& (aparato Il) a 50 Geralmente cesta a P& (aparato IlI) a 50 . . .
Aparato rpm, ou a 75 rpm 100 rpm ou pa a 50 rpm, ou a 75 rpm Cesta a 100 rpm ou pa | Cesta a 100 rpm ou pa | Cesta a 100 rpm ou pa
a 75 rpm. a 50 rpm. a 50 rpm.
guando rpm. guando
apropriadamente apropriadamente
justificado. justificado.
500 mL, ou 900 mL
Volume quandc_) 900 mL ou menos 900 mL ou menos 900 mL ou menos 900 mL ou menos 900 mL
apropriadamente
justificado
ﬁuri):j_'o(HéSsltr(i)ét mol/L.ou | 3 11 (1,0-1,2 ou pH 1,2 (HCI 0,1 mol/L
. 9 .. | fluido gastrico 3pH(1,0-1,20u 3 pH (1,2; 4,5; 6,8). ou fluido gastrico
simulado sem enzima; . L . . 2 .
. ; simulado sem enzima; | fluido géstrico Pode ser utilizada simulado sem
4,5; 6,8 ou fluido . - h o R . o .
. . ; . 4,5; 6,8 ou fluido simulado sem enzima, 3 pH (1,2; 4,5; 6,8) agua purificada. enzimas), pH 4,5 e pH
Meio intestinal simulado). . . . . - : - S .
- . intestinal simulado). 4,5; 6,8 ou fluido Sem tensoativo. Sem tensoativo. 6,8 (ou fluido intestinal
Uso de tensoativos é . . ; . ;
- Sem tensoativo. intestinal simulado). Sem solventes simulado sem
desencorajado. - A .
Sem solventes Sem tensoativo. organicos. enzimas).
Sem solventes A .
A organicos. Sem tensoativo.
organicos.
. . Sim, em caso de Sim, em caso de Sim, em caso de .
Sim, em caso de Sim, em caso de . . . . . . Sim, em caso de
. . ; . . capsula gelatinosa capsula gelatinosa capsula gelatinosa . .
Enzima capsula gelatinosa capsula gelatinosa capsula gelatinosa

mole

mole

mole ou comprimido
com filme de gelatina

mole ou comprimido
com filme de gelatina

mole ou comprimido
com filme de gelatina

mole
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Tabela 21 - Comparativo dos critérios para a bioisencédo baseada no SCB de acordo com a FDA, a EMA, o HEALTH CANADA, a

OMS, o ICH e a Anvisa (continuacéo).

Atributo /

HEALTH CANADA

Critério Parametro FDA (2017) EMA (2010) (2014) OMS (2017) ICH (2018) Anvisa (2011)
Concentracéo (1 Concentracao (1 Concentracéo (1 Concentracéo (1 Concentracéo (1 Concentracéo (1
Unidade unidade posolégica) unidade posolégica) unidade posoldgica) unidade posolégica) unidade posolégica) unidade posolégica)
testada para a qual a para a qual a para a qual a para a qual a para a qual a para a qual a
bioisencao é requerida | bioisencao é requerida | bioisencdo é requerida | bioisengdo é requerida | bioisengdo é requerida | bioisencéo é requerida
- Nimero de
- Cr;:s;o unidades 12 12 12 12 12 12
P ~ De acordo com o
dls’sqlugao Devem ser os mesmos | método de dissolugao
rapida e Tempo de Recomendado: 5, 10, Recomendado: 10, 15, | Recomendado: 5, 10, Recomendado: 5, 10, tempos para teste e descrito na FB ou em
completa; amostragem | 15, 20 e 30 min 20, 30 e 45 min 15, 20 e 30 min 15, 20, 30, 45 e 60 min pos p P :
i referéncia. compéndio aceito pela
Comparagao Anvisa.
do pperfilgd e Se 285% em N&o é necessario teste | Nao € necessario teste | N&o é necessario teste | N&o é necessario teste | N&o é necessario teste | N&o é necessario teste
dissolucao 15 min estatistico estatistico estatistico estatistico estatistico estatistico
Seum
produto é f2 ou outro teste o .
. f2 ou outro teste adequado se as 2 ou critério estatistico
rdpido e o e X = f2 ; f2 f2
outro é muito estatistico condigdes nao forem equivalente
. cumpridas
rapido
Bioisenta
outras doses . ~ . =
se uma Bioisencdo deve ser Bioisengdo deve ser
atende ao N&o discutido feita concentracéo a feita concentragéo a N&o discutido N&o discutido N&o discutido
i concentracao. concentracao.
critério do
SCB

Fonte: (Da autora, 2019).
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4.5.1 Comparacao dos requisitos gerais da bioisengéo com base no SCB

Nas subsecOes a seguir discutiremos 0s principais pontos relevantes
encontrados na comparacdo dos critérios para a bioisencdo baseada no SCB de
acordo com a FDA, a EMA, o HEALTH CANADA, a OMS, o ICH e a Anvisa, cujos

dados foram sumarizados na Tabela 21.

4.5.1.1 Classe do SCB aceita

E consenso entre as cinco autoridades regulatorias que sdo candidatos a
bioisencdo com base no SCB os medicamentos constituidos por quaisquer farmacos
pertencentes as classes | e lll, devendo a industria submeter dossié com todos os
ensaios e as informacdes requeridas.

O SCB é uma estrutura cientifica para classificar farmacos com base em sua
solubilidade aquosa e permeabilidade intestinal (AMIDON, 1995). Aqueles
pertencentes a classe | sdo candidatos naturais a bioisencéo, por serem altamente
sollveis e altamente permedaveis, e que exibirem rapida dissolucéo in vitro (> 85% em
30 min) (BLUME, 1999; CHENG, 2004).

Ja para as formas farmacéuticas sélidas orais que apresentam dissolucéo
rapida em todas as condi¢cdes de pH fisiolégico para farmacos de alta solubilidade
(Classe lll), uma vez que podem comportar-se in vivo como uma solucédo oral, espera-
se que a permeabilidade da membrana seja o0 passo limitante na absorc¢ao do farmaco.
Portanto, a cinética de absorgdo do trato gastrintestinal seria governada por fatores
biofarmacéuticos e fatores fisioldgicos, e nao por fatores de formulagdo, uma vez que
0S excipientes ndo tém efeitos relevantes no transito gastrointestinal e na
permeabilidade do farmaco (YU, 2002). Diante disto, a bioisen¢cdo com base no SCB
foi estendida aos medicamentos de Classe Ill (TSUME, 2010).

Por outro lado, a Anvisa somente aceita como candidatos a bioisencdo os
farmacos pertencentes a classe | do SCB e que estejam relacionados na Instrucéo
Normativa n°® 10/2016, incluindo a dipirona (BRASIL, 2016), ndo dando margem a
apresentacao de resultados de estudos de permeabilidade intestinal.

Desta forma, a Anvisa adotou uma postura extremamente protecionista e
conservadora, expondo seres humanos a estudos in vivo desnecessarios, e néo

deixando a cargo da indUstria a comprovacéao da classificacdo do farmaco.
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4.5.1.2 Comparabilidade entre formulacéo teste e de referéncia

Em geral, o SCB aplica-se a formas farmacéuticas solidas orais de liberacéo
imediata. Entretanto, a OMS abrange também sdlidos orais de liberacao prolongada,
0 que traz um fator complicador para a industria: a OMS possui 0 programa de pré-
qualificacdo de produtores de medicamentos, e a bioisencdo com base no SCB é
aceita neste programa, mas o registro do medicamento obtido desta forma podera ndo
ser aceito em todos os paises signatarios da OMS (PAHO, 2011; TSUME, 2010; WHO,
2014).

A Health Canada e o ICH ndo se posicionam sobre a aplicabilidade da
bioisencdo a alternativas ou equivalentes farmacéuticos, e as demais autoridades,
exceto a Anvisa, orientam que este tipo de comparagdo € possivel, desde que
devidamente justificada.

Por outro lado, todas (menos a Anvisa) aceitam formulacdes orodispersiveis,
desde que estas ndo apresentem absorcdo em nenhuma extenséo na cavidade oral.

Para os farmacos de classe |, os excipientes devem ser bem estabelecidos, em
quantidades compativeis com a funcdo pretendida (mas séo permitidas diferencas
quali e quanti), e os que séo considerados criticos por afetarem a biodisponibilidade
devem ser guali- e quantitativamente os mesmos. Para os farmacos de classe llI,
devem ser os mesmos, afetando ou ndo a biodisponibilidade (ICH, 2018; KUBBINGA,
2014; PARR, 2016).

Para o caso da dipirona, por se tratar de um farmaco pertencente a classe |,
tanto os excipientes do medicamento de referéncia (estearato de magnésio e
polietilenoglicol) como do medicamento teste (estearato de magnésio, povidona, talco
e amido) ndo sdo considerados criticos, pois ndo afetam o perfil de absorgao.

A Unica agéncia que discute a questdo dos pro-farmacos é a FDA,
estabelecendo que a permeabilidade depende do mecanismo e do local (anatdmico)
de conversdo para farmaco. Se a conversdo do pré-farmaco em farmaco ocorre
predominantemente apos a permeacdo da membrana intestinal, a permeabilidade do
pré-farmaco deve ser medida. Quando esta conversao ocorre antes da permeacao
intestinal, a permeabilidade do farmaco deve ser determinada. A dissolugcédo e os
dados de solubilidade tanto do pré-farmaco como do farmaco séo relevantes. Coloca
ainda que a industria deve consultar a FDA antes de aplicar a abordagem do SCB a
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medicamentos de liberacdo imediata que contenham pro-farmacos (THE UNITED
STATES OF AMERICA, 2015a).

A dipirona, como mencionado anteriormente, € um pro-farmaco, que é
hidrolizado no TGl para formar o seu metabdlito ativo, 0 4-MAA. Os dados séo de que
esta conversdo ocorre antes da permeacdo intestinal, mais precisamente no
estbmago (HINZ, 2007; LAHMANN, 2016), de modo que a permeabilidade in vitro
deveria ser determinada para o 4-MAA (farmaco), mas ndo se eximindo, neste caso

em especifico, de determinar também para a dipirona (pré-farmaco).

4.5.1.3 Solubilidade

A Anvisa € a Unica agéncia que ndo determina que a solubilidade também seja
determinada no valor de pH = pKa, desde que este esteja compreendido dentro da
faixa de pH fisioldgico (1,2 a 6,8). Todas as demais preconizam, pelo menos, 0s trés
valores de pH mais o pKa do farmaco.

No caso da dipirona, diante dos resultados experimentais obtidos, seria
recomendado que se incluisse mais dois pontos de pH a serem avaliados: 3,77 e 4,76,
referentes aos pKa da dipirona e do 4-MAA, respectivamente.

Uma discussao que esta praticamente pacifica € em relacdo a dose a ser
testada no ensaio de solubilidade: a FDA determina que deve ser a maior dose
disponivel comercialmente, enquanto as demais agéncias, inclusive a Anvisa,
estabelecem que deve ser a maior dose terapéutica individual, ou seja, a maior dose
posologica a ser tomada em administracao Unica.

Para a dipirona, esta questao ndo apresenta relevancia, pois sua maior dose
posologica de uma Unica tomada (1 g) € a mesma que sua maior dose disponivel
comercialmente (1 g), mas deve ser levada em consideracgdo para aqueles farmacos
gue apresentam uma solubilidade no limite de aceitacdo e que as duas abordagens
de “dose” diferem significativamente na quantidade total do farmaco (CARDOT, 2016).

Com relacédo a medicdo do pH durante o ensaio, é praticamente pacifico que
se deva medi-lo antes da adicdo do farmaco, apos a adi¢cdo (no tempo 0 h) quando se
obtém a solucédo saturada, e ao final do experimento, apds as 24 h. Isto é importante
para se monitorar a estabilidade do farmaco em solucéo, e se a sua dissolugdo nao
afeta a capacidade tamponante do meio.
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Caso se observe variacdo de pH, o farmaco ndo apresenta estabilidade nos
valores de pH testados, e por conseguinte, ndo se pode determinar a solubilidade do
mesmo. Um exemplo disto € a propria dipirona, que € um pro-farmaco que se hidrolisa
a 4-MAA, que possui propriedades fisicas e fisico-quimicas diversas, de modo que
nao se consegue manter o valor de pH no ensaio de estabilidade, e, portanto, a
solubilidade medida é inveridica, pois ndo corresponde a dipirona, mas sim ao 4-MAA,
como discutido anteriormente, na secao 4.3.

De acordo com o ICH (ICH, 2018), a estabilidade deve ser determinada
previamente a solubilidade, e se o farmaco degrada mais de 10 % durante as 24 h do
ensaio, a solubilidade ndo pode ser adequadamente determinada e o farmaco nao
pode ser classificado adequadamente, e desta forma ndo pode ser aplicada a
bioisencdo com base no SCB. Assim, deve ser utilizado na solubilidade método de
doseamento validado indicativo de estabilidade, o que foi executado para o estudo da
dipirona.

4.5.1.4 Permeabilidade intestinal

A medida de permeabilidade intestinal tem sido amplamente utilizada como um
dos principais fatores que regem tanto a taxa e/ou extensao da absorc¢ao do farmaco
(Fabs) em humanos ap0s a administracdo oral. Extensas pesquisas cientificas
estabeleceram que existe uma boa correlacao entre a permeabilidade jejunal humana
(Pef) medida por técnicas de perfusdo de passagem Unica e a fracdo de dose
absorvida de uma forma farmacéutica de liberacdo imediata e rapida dissolucéo
(LENNERNAS, 2007).

A melhor forma para determinar Faps € a partir de estudos farmacocinéticos ou
de balanco de massa em humanos, entretanto a complexidade e o custo de realizar
esses estudos sdo muito altos, além de exporem voluntarios a IFAs radiomarcados
para validagdo da alta recuperacdo de farmacos e metabdlitos (DAHAN, 2012).

E real a complexidade por tras e os cuidados que devem ser tomados com esta
medicao de permeabilidade in vivo. A permeabilidade intestinal humana, considerando
todo o intestino humano, é mais complexa do que geralmente reconhecido, e isto pode
levar a um julgamento errado em relacdo a Fabs € Peif em VAarios contextos, inclusive

no desenvolvimento e regulamentacéo de medicamentos (LENNERNAS, 2007).
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Determinar a extensdo da absorcdo em humanos com base em estudos de
balanco de massa usando radioatividade total na urina ndo leva em consideragao a
extensdo da degradacdo de um farmaco no fluido Gl antes da permeacédo da
membrana intestinal.

Documentar o fato de que a perda de farmacos do trato gastrointestinal surge
da permeacdo da membrana intestinal, em vez de um processo de degradacgao, ajuda
a estabelecer a permeabilidade. A estabilidade no TGI pode ser documentada usando
fluidos gastricos e intestinais simulados. A obtencédo de liquidos gastrintestinais de
seres humanos requer intubacdo e pode ser dificil. A estabilidade no TGI pode,
portanto, ser documentada usando fluidos géastricos e intestinais simulados, ou, com
justificativa adequada, outros meios biorelevantes (THE UNITED STATES OF
AMERICA, 2017).

Os fluidos biorrelevantes devem ser incubados a 37°C por um periodo
representativo do contato in vivo da substancia com estes fluidos, ou seja, uma hora
no fluido gastrico e trés horas no liquido intestinal. As concentracdes do farmaco
devem entdo ser determinadas usando um método validado de analise indicadora de
estabilidade. Degradacéo significativa (> 10 %) de um medicamento neste estudo
poderia sugerir instabilidade potencial. (ICH, 2018).

A partir destas premissas, € consenso que um farmaco é considerado
altamente permeéavel quando a Fass em humanos é maior ou igual a 85 %
(EUROPEAN MEDICINES AGENCY, 2010; HEALTH CANADA, 2014; ICH, 2018; THE
UNITED STATES OF AMERICA, 2017; WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2015), a
partir de estudos de bioequivaléncia absoluta ou balanco de massas.

Os demais métodos (perfuséo intestinal in vivo em humanos, perfusao intestinal
in vivo ou in situ em animais, permeacao in vitro com tecidos intestinais excisados,
permeacao in vitro com células epiteliais) sdo aceitos como primeira escolha ou como
dados de suporte.

De acordo com o ICH (ICH, 2018), se forem usados estudos de balanco de
massas ou estudos in vitro com células Caco-2, devem ser fornecidos dados
adicionais para documentar a estabilidade do farmaco no TGI, exceto que = 85% da
dose seja recuperada como farmaco inalterado na urina.

A Anvisa ndo trata da determinacdo deste parametro, pois, como dito
anteriormente, ela elenca 21 fadrmacos candidatos a bioisencdo com base no SCB, e

que todos apresentam alta permeabilidade.
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4.5.1.5 Perfil de dissolucao in vitro

Em linhas gerais, as investigacdes relacionadas com o medicamento devem
assegurar propriedades de liberacdo imediata e comprovar a semelhanca entre os
produtos sob investigacao, isto é, o teste e o de referéncia apresentam uma dissolucao
in vitro semelhante sob condi¢des de pH experimental fisiologicamente relevantes. No
entanto, isso ndo estabelece uma correlagéo in vitro/in vivo.

A dissolugéo in vitro deve ser investigada, em geral, dentro do intervalo de pH
1 - 6,8 (pelo menos pH 1,2, 4,5 e 6,8). Entretanto, ensaios adicionais podem ser
requeridos em valores de pH nos quais o farmaco apresenta solubilidade minima, ou
seja, no valor do pKa.

A FDA (2017), a EMA (2010) e o Health Canada (2014) mencionam que se for
observada a formacao de cone, usando o aparato pa, para os produtos teste e de
referéncia, a velocidade pode ser aumentada para 75 rpm, ou 100 rpm no aparato
cesta. No entanto, os resultados com a velocidade mais baixa também devem ser
relatados. Ja a OMS (2015) determina que se for usado p4, a velocidade deve ser 75
rpm, independente de se observar a formagéo de cone.

Como por definicdo, um farmaco classe | ou classe Il é altamente solavel, ndo
€ aceito um aumento da velocidade de rotacdo sem justificativa, pois o objetivo é
comparar a formulacdo na condicdo mais padrdo. Se as condicdes do teste
precisarem ser modificadas para refletir melhor a rapida dissolugdo in vivo (por
exemplo, uso de uma velocidade de rotacao diferente), essas modificacdes podem
ser justificadas comparando a dissolucéo in vitro com dados de absorgéo in vivo (por
exemplo, um estudo de biodisponibilidade relativa usando um solugcéo aquosa simples
como produto de referéncia) (CARDOT, 2016). Outros problemas potenciais que
podem justificar o ajuste na velocidade de agitacédo incluem a presenca de excipientes
insolUveis ou efeito cone para produtos de teste e de referéncia.

No estudo de perfil de dissolugdo comparativo (nos trés meios de dissolucao)
e na dissolugcédo do estudo de equivaléncia farmacéutica para a dipirona sédica, foi
empregado o aparato pa com velocidade de rotacdo de 50 rpm, a qual € preconizada
por todas as agéncias regulatérias, exceto a OMS.

Todos os desvios dos métodos de dissolucao oficiais devem ser justificados,
inclusive o volume do meio de dissolugcédo usado. A FDA (THE UNITED STATES OF

AMERICA, 2017) determina que o volume do meio de dissolucéo seja de 500 mL, o
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que favorece a andlise de medicamentos de baixa dosagem. A definicdo do volume
deve levar em conta também as condi¢cdes sink, e se tais condicbes forem
necessariamente consideradas para determinar se um solido oral de liberacéao
imediata tem dissolucéo rapida ou muito rapida, ndo é apropriado limitar o volume a
500 mL para o ensaio de dissolucao in vitro (CARDOT, 2016).

Os tempos de amostragem que constam nos guias sdo recomendacdes, indo
de 5 a 60 minutos. Contudo, o ponto principal € que seja seguido o método de
dissolucdo para a forma farmacéutica, e que os tempos de amostragem sejam
rigorosamente 0s mesmos para medicamento teste e de referéncia.

O ICH (ICH, 2018) menciona que pode ser utilizada agua purificada como meio
de dissolucdo, em alguns paises. Entretanto, a agua purificada como meio de
dissolucdo tem alguns inconvenientes. Por exemplo, suas caracteristicas podem
mudar durante o teste devido a influéncia do farmaco ou excipientes. Além disso, a
agua pode nao fornecer condicfes sink para farmacos pouco sollveis. As condi¢des
sink séo definidas como pelo menos trés vezes o volume necessario para obter uma
solucéo saturada da dose testada (BOU-CHACRA, 2017).

4.5.2 Bioisengcdo com base no SCB da dipirona sodica

No estudo de bioisencdo com base no Sistema de Classificacdo
Biofarmacéutica da dipirona sédica realizado no Centro de Equivaléncia Farmacéutica
da Fundacdo Oswaldo Cruz (EQFAR 040 - Servico de Equivaléncia e

Farmacocinética) obteve-se como resultados:

(1) O medicamento teste e o medicamento de referéncia foram considerados
equivalentes farmacéuticos, pois ambos cumpriram com as especificacdes e critérios
apresentados no protocolo do estudo, preconizados pela FB 62 edicdo e pela
Resolucdo-RDC n° 31/2010;

(2) Com relacéo ao perfil de dissolu¢cdo comparativo, ambos 0os medicamentos, teste
e de referéncia, apresentaram cinética de dissolucdo muito rapida (= 85% dissolvidos
em até 15 minutos) nos trés meios de dissolucéo (pH 1,2, pH 4,5 e pH 6,8);

(3) Para o estudo de solubilidade do insumo farmacéutica ativo, 0s critérios
estabelecidos na Resolu¢cdo-RDC n° 37/2011, art. 9, 84 (a estabilidade do farmaco

devera ser avaliada em todas as condi¢cdes experimentais, observando-se a duracéo
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total do estudo), ndo foram cumpridos, pois as amostras do farmaco dipirona sédica
mostraram-se instaveis no ensaio de estabilidade em cada um dos meios dentro da

faixa de pH fisiolégico (de 1,2 a 6,8) em temperatura de (37,0 + 1,0) °C.

Diante destes resultados, o estudo de bioisencéo baseada no SCB da dipirona
sddica 500 mg foi reprovado, pois ndo basta ao farmaco fazer parte da relacdo de
candidatos a bioisencao (Instrucdo Normativa n° 10/2016) (BRASIL, 2016), mas sim
ser aprovado nos trés estudos (equivaléncia farmacéutica, perfil de dissolucéo
comparativo e solubilidade do IFA), pois “0 ndo atendimento integral a todos os
critérios estabelecidos implicara reprovacao da solicitacdo de bioisengao” (BRASIL,
2011).

E como o parecer final foi insatisfatério, o estudo néo foi submetido a analise
da Anvisa, e este fato gerou um viés regulatério, pois, segundo a Agéncia, para que
um farmaco seja incluido na relacdo de candidatos a bioisencdo ele deve possuir
“auséncia de evidéncias documentadas de bioinequivaléncia” (BRASIL, 2016), e a
dipirona apresenta claramente dados de sua néo estabilidade no estudo de
solubilidade, o que a excluiria pacificamente do rol de candidatos a bioisencdo com
base no SCB.

Contudo, apesar de ser um estudo reprovado, ele foi de grande valia, pois
permitiu avaliar a real capacidade da dipirona ser isentada de estudos de
bioequivaléncia no Brasil e no mundo, e pontuar em que aspectos a legislacéo
sanitaria, em especial a brasileira, € omissa por ndo prever a possibilidade de se estar
trabalhando com um pré-farmaco, e os desdobramentos deste fato.

Considerando as perspectivas futuras de internalizagcao do guia M9 do ICH, e
o disposto nos outros guias que serviram como referéncia para este trabalho, a
dipirona pode ser um pré-farmaco candidato a bioisengdo com base no SCB, mas néo
deixando de lado o seu metabdlito ativo, 0 4-MAA.

Uma proposta, para fins de submissdo do dossié de registro nas principais
agéncias regulatorias mundiais, e futuramente na Anvisa, para o estudo de bioisencao
com base no Sistema de Classificacdo Biofarmacéutica para a dipirona sodica é
apresentar ndo somente os dados referentes ao medicamento e ao farmaco, mas

também para o 4-metil-amino-antipirina, a saber:
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- Ensaio de solubilidade (em pH 1,2, pH 4,5 e pH 6,8, e nos pKa da dipirona e 4-MAA
— 3,9 e 4,76, respectivamente), comprovando a estabilidade em cada um dos valores
de pH, para o farmaco dipirona e 0 4-MAA,

- Ensaio de permeabilidade (permeacao in vitro em células Caco-2), para a dipirona
(IFA) e 0 4-MAA;

- Perfil de dissolugéo comparativo (em pH 1,2, pH 4,5 e pH 6,8, e nos pKa da dipirona
e 4-MAA — 3,9 e 4,76, respectivamente), para o medicamento dipirona; e

- Equivaléncia farmacéutica para a dipirona (medicamento teste versus de

referéncia).

4.5.3 ConsideracgOes gerais sobre a isencao de estudos de bioequivaléncia in vivo

Quando esta tese foi iniciada, postulava-se discutir tdo somente a posicéo das
principais agéncias regulatérias quanto a bioisencdo com base no SCB, e a dipirona
sbdica face aos principais requisitos.

A Dbioequivaléncia €é considerada uma das principais questbées no
desenvolvimento e registro de medicamentos genéricos em todo o mundo. No entanto,
os regulamentos e a jurisdicdo variam de pais para pais e de continente para
continente.

Isso ndo s traz complicacdes ao processo de registro de medicamentos
genéricos, mas também pode impedir comparacdes entre produtos registrados ou
comercializados em diferentes partes do mundo. Como a base cientifica subjacente
para considerar um novo medicamento genérico como sendo seguro e eficaz € a
mesma, parece razoavel que o0s requisitos e procedimentos regulatérios sejam
semelhantes entre as diferentes regifes e/ou paises.

Além disso, consideracdes éticas devem motivar os cientistas reguladores a
colaborar com a intencao de harmonizar critérios regulatorios em todo o mundo, a fim
de evitar a repeticdo desnecesséria de estudos devido a requisitos divergentes, e
assim minimizar a exposi¢cdo ao medicamento em seres humanos.

A harmonizacéo ao redor do mundo pode ser alcancada através de uma melhor
compreensao dos principios cientificos e expectativas de diferentes autoridades
reguladoras.

Neste sentido, a Rede sobre Biodisponibilidade e Biofarméacia (BABP), no

ambito da Federacdo Europeia de Ciéncias Farmacéuticas (EUFEPS), lancou uma
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Iniciativa Global de Harmoniza¢édo da Bioequivaléncia (GBHI) ha varios anos. E em
margo de 2015 ocorreu a primeira conferéncia internacional, que foi a primeira de uma
série de encontros organizados pela EUFEPS/BABP, em colaboracdo com a
Associacdo Americana de Cientistas Farmacéuticos (American Association of
Pharmaceutical Scientists - AAPS) sob o GBHI (CHEN, 2018).

O encontro proporcionou um férum para cientistas farmacéuticos da academia,
indUstria e agéncias reguladoras terem discussdes abertas sobre questdes
selecionadas de bioequivaléncia, incluindo a bioisengcdo com base no SCB, na
esperanca de identificar pontos em comum e chegar a uma visao harmonizada sobre
esses topicos (CHEN, 2019).

Uma questéo relevante que foi discutida neste féorum é se o farmaco ou o(s)
metabdlito(s) devem ser medidos para avaliacdo de bioequivaléncia (ou para a
isencdo de bioequivaléncia) quando o farmaco original € um pré-farmaco ou quando
0 composto sofre extracao pré-sistémica (CHEN, 2019). Neste sentido, a FDA orienta
gue um metabdlito primario deve ser medido se for formado substancialmente por
metabolismo pré-sistémico (primeira passagem, parede intestinal ou metabolismo do
limen intestinal) e contribuir significativamente para a seguranca e/ou eficacia do
produto (THE UNITED STATES OF AMERICA, 2013).

Ha um movimento mundial, na Ultima década, de harmonizacdo dos guias
regulatorios, seguindo o consenso cientifico e permitindo que farmacos classe Il
sejam candidatos a bioisencdo. Com isto, mais de 50% dos medicamentos
administrados por via oral da Lista de Medicamentos Essenciais da Organizacao
Mundial da Saude s&o atualmente elegiveis para submisséo de registro por este meio.
As monografias de farmacos candidatos a bioisencdo (publicadas pela Federacdo
Farmacéutica Internacional - FIP) (DRESSMAN,2018), apresentam uma avaliacao
completa do risco-beneficio para medicamentos individuais, estdo disponiveis para
mais de 25% desses principios ativos, com o objetivo a longo prazo de cobrir todos os
medicamentos essenciais (HOFSASS, 2019).

Questdes nédo resolvidas que surgiram de exemplos relatados de resultados
falso-negativos e falso-positivos na literatura exigem mais ajustes nos requisitos
regulatorios. Possiveis solucdes para resolver esses problemas sdo o uso de
modelagem e simulagcéo e/ou testes in vitro biorrelevantes refinados, os quais sao

mais capazes de discriminar entre formas farmacéuticas com desempenho desigual
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in vivo, potencialmente permitindo que farmacos da classe Il do SCB selecionados

sejam farmacos candidatos a bioisencdo (HOFSASS, 2019).

Neste sentido, tem-se o guia M9 do ICH, em consulta publica mundial, e que a
Anvisa, apés a publicacdo do documento final aprovado, pretende editar legislacao
especifica sobre a bioisengdo com base no SCB nos proximos 2 anos. O guia vem
harmonizar os principais pontos com relacdo ao estudo de bioisencdo, mas deixa
algumas lacunas, a serem preenchidas localmente pela legislacdo nacional e que
precisam ser avaliados pela Anvisa:

a) Passa-se a ter como farmacos candidatos a bioisencdo qualquer um classificado
nas classes | e lll, transferindo-se para a industria a responsabilidade de apresentar
documentos comprobatorios da condicédo do farmaco e do medicamento;

b) Para a determinacdo da solubilidade, o pH deve ser ajustado se necessério, e a
questdo principal € como ndo afetar a concentracdo e o volume de meio. Nao
esquecendo que o farmaco tem que ser estavel em todos os meios, que sao pelo
menos 4: pH 1,2, pH 4,5, pH 6,8, e pH=pKa,

c) Uma das formas de se determinar a permeabilidade € utilizando métodos in vitro,
validados, com células Caco-2. Por hora, no Brasil, os centros de equivaléncia
farmacéutica ndo detém este know-how e os centros de pesquisa ndo cumprem 0s
requisitos regulatorios e de qualidade exigidos para tal. H4 que se buscar uma solucao
para este problema, ndo criando obstaculos aos interesses da industria, mas
preservando-se a seguranca, a eficacia e a qualidade dos medicamentos;

d) Existem dados de permeabilidade obtidos de métodos com células Caco-2 in vitro
ou estudo de perfusao in situ que conduzem a uma classificacdo errbnea no SCB.
Deverd ser avaliado como gerenciar estes casos, e 0 possivel impacto regulatério e

de saude publica decorrente dos mesmos.
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5 CONCLUSAO

A presente tese se propds a analisar o cenario regulatério, mundial e brasileiro,
no tocante a isentar farmacos de estudos de biodisponibilidade / bioequivaléncia in
vivo tendo por base o Sistema de Classificacdo Biofarmacéutica descrito por Amidon
e colaboradores (AMIDON, 1995). Tendo como exemplo o estudo de bioisencdo da
dipirona soédica, comprimido simples de 500 mg, avaliou-se 0s entraves mais
relevantes a aplicabilidade deste tipo de bioisengcao em funcédo da realidade legislativa,
cientifica e tecnoldgica vigente, tanto no Brasil, quanto nas principais regides do
mundo.

O método de teor do IFA dipirona sddica, desenvolvido e validado para ser
empregado no estudo de solubilidade, mostrou-se robusto e de facil execucéo, além
de seletivo e especifico. Assim, ele pode ser extrapolado para doseamento do farmaco
em formas farmacéuticas, como o comprimido simples e a solucéo oral, desde que
previamente validado para estas formas farmacéuticas, e ser inserido na rotina tanto
de 6rgéos fiscais como no controle de qualidade, permitindo agilidade na fiscalizacao
e na liberagdo de lotes industriais, com resultados confiaveis e reprodutiveis. Além
disso, um método validado dentro dos parametros regulatérios, enseja sua
candidatura a integrar o rol de monografias oficiais da Farmacopeia Brasileira.

A dipirona é reconhecidamente um pro-farmaco, e faz-se mister que a
legislacéo tenha um olhar diferenciado neste caso, e desta forma a parte analitica seja
capaz de quantificar tanto a dipirona como seus metabdlitos, em especial 0 4-MAA, e
identificar a contribuicdo das espécies para os fenbmenos observados.

No estudo de solubilidade, ha a degradacdo da dipirona e alteragdo do
equilibrio, do gradiente e do pH, havendo saturacdo do meio com o principal produto
da hidrolise, o 4-MAA. O que também pode ser observado no estudo de perfil de
dissolucéo, inferindo-se que o comportamento da dipirona e do 4-MAA influenciam os
resultados, mas de uma forma ndo mensuravel frente aos parametros do método
farmacopeico, e considerando-se a presenca dos excipientes do comprimido.

Com relacdo ao estudo de equivaléncia farmacéutica, o resultado foi
satisfatdrio, demonstrando um desenvolvimento farmacéutico de qualidade, por parte
da industria patrocinadora, j& que € um estudo comparativo entre duas formulagdes,

sendo uma a referéncia nacional.
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Este trabalho abre um espaco para reflexdo, no cenario brasileiro, dos critérios
da bioisencdo baseada no SCB, de forma a ter uma legislacdo aberta aos farmacos
de classe | e Ill, mas com responsabilidade dividida entre a industria farmacéutica e
farmoquimica, os centros de equivaléncia farmacéutica e bioequivaléncia, e a area de
pesquisa em demonstrar que tais farmacos atendem aos requisitos internacionais de
bioisencéo.

E essencial para que esta abordagem regulatéria seja bem-sucedida, e consiga
efetivamente produzir resultados palpaveis, em especial nha area de saude publica e
vigilancia sanitaria, que a Anvisa esteja aberta ao didlogo com o setor regulado, com
os olhos e ouvidos voltados para as inovacdes e orientacdo da academia, e sem
perder o foco na sua missao institucional: “promover a protecdo da saude da
populacao, por intermédio do controle sanitario da producéo e consumo de produtos
e servicos submetidos a vigilancia sanitaria” (ANVISA, 2019).

O primeiro passo rumo a harmonizacdo da legislacéo brasileira de bioisencéo
com base no Sistema de Classificacdo Biofarmacéutica ja foi dado com a participacao
efetiva da Anvisa no processo de discussao e aprovacao do guia M9 do ICH. Em
seguida, a Agéncia, junto com os demais atores do Sistema Nacional de Vigilancia
Sanitaria, devera internalizar os preceitos e critérios ali descritos através de um novo

marco regulatorio.
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ANEXO A - MONOGRAFIA ORIGINAL (EM INGLES) DO USP COMPENDIUM PARA
OS COMPRIMIDOS DE DIPIRONA SODICA E SEU RESPECTIVO RELATORIO DE
VALIDACAO

Published on USP Medicines Compendium (https://mc.usp.org)

Metamizole Tablets

Final Authorized Version 1.0

DEFINITION
Metamizole Tablets contain an amount of Metamizole Sodium equivalent to NLT 95.0% and NMT 105.0% of the labeled amount of
metamizole sodium (C,;H,N;Na0,S). i

Performance-Based Monograph
(Contains tests, procedures, and acceptance criteria for the material under test. It also includes the criteria-based procedures to
demonstrate that an Acceptable Procedure is equivalent to the Reference Procedures.)

IDENTIFICATION
o A. The response for metamizole from the Sample solution corresponds to that of the Standard solution, as obtained in the Assay.

ASSAY

* PROCEDURE
Standard solution: USP Metamizole Sodium RS in an appropriate diluent
Sample solution: Dissolve a portion of Tablets in an appropriate diluent to obtain a concentration approximately the same as that of
the Standard solution.

Analytical system: Use a procedure validated as described in MC general chapter Assessing Validation Parameters for Reference
and Acceptable Procedures <10>.
System performance requirements
Precision: Meets the requirements for 98.0%-102.0%
Accuracy: Meets the requirements for 98.0%-102.0%
Specificity: Meets the requirements
Range: Meets the requirements
Analysis
Samples: Standard solution and Sample solution
Calculate the percentage of the labeled amount of metamizole sodium (C,;H,N;NaO,S) in the Sample solution:

Result = (r,/r,) x (C4C,) x 100

r, = response from the Sample soiution

rs = response from the Standard solution

Cs = concentration of USP Metamizole Sodium RS in the Standard solution
C, = nominal concentration of metamizole sodium in the Sample solution

Accentance criteria: 95.0%-105.0%

PERFORMANCE TESTS

* DissoLuTioN <711>
Medium, Apparatus, Time, and Acceptance criteria: See MC general chapter Assessing Drug Product Performance <12>.
Standard solution: USP Metamizole Sodium RS in an appropriate diluent
Sample solution: Pass a portion of the solution under test through a suitable filter, and dilute with an appropriate diluent to obtain a
concentration approximately the same as that of the Standard solution.
Instrumental conditions: Proceed as directed in the Assay or in an alternatively validated procedure.

+ UnirormiTy oF Dosace Units <905:>: Meets the requirements

IMPURITIES
» ELEMENTAL IMPURITIES <232>: Proceed as directed in the chapter.
« RESIDUAL SOLVENTS <467>: Proceed as directed in the chapter.
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° ORGANIC IMPURITIES
standard solution: USP Metamizole Sodium RS and all appropriate USP Impurity RSs, at concentrations corresponding to the
Acceptance criteria of the impurity, in an appropriate diluent
Sample solution: Metamizole Sodium in an appropriate diluent
Analytical system: Use a procedure validated as described in MC general chapter Assessing Validation Parameters for Reference
and Acceptabie Procedures <10>.
System performance requirements
Precision: Meets the requirements
Accuracy: Meets the requirements
Ruggedness: Meets the requirements
Specificity: Meets the requirements
Analysis
Samples: Standard solution and Sample solution
Calculate the percentage of each impurity in the Sample solution:

Result = (r,/fr;} x (C/C,) x 100

r, = response of each impurity from the Sample soiution
r, = response of each USP Impurity RS from the Standard sofution. [Nove—if no USP Impurity RSs are available, use the response
of metamizole.]
C, = concentration of standard material in the Standard solution
€, = nominal concentration of metamizole sodium in the Sample solution
Acceptance criteria
Metamizole impurity C: NMT 0.5%
Any other individual impurity: NMT 0.2%

ADDITIONAL REQUIREMENTS
¢ REFERENCE STANDARDS <11>
USP Metamizole Sodium RS
Sodium [(2,3-dihydro-1,5-dimethyl-3-oxo-2-phenyl-1H-pyrazol-4-yl)methylamino] methanesulfonate,
USP Metamizole Impurity A RS
(5-Methyl-3-0x0-2-phenyl-1,2-dihydro-3H-pyrazole-4-yljformamide.
USP Metamizole Impurity B RS
4-Amino-1,5-dimethyl-2-phenyl-1,2-dihydro-3H-pyrazol-3-one.
USP Metamizole Impurity C RS
1,5-Dimethyl-4-methylamino-2-phenyl-1,2-dihydro-3H-pyrazel-3-one.
USP Metamizole impurity D RS
4-Dimethylamino-1,5-dimethyl-2-phenyl-1,2-dihydro-3H-pyrazol-3-one.
USP Metamizole Impurity E RS
[(1,5-Dimethyl-3-0x0-2-phenyl-2,3-dihydro-1H-pyrazol-4-yljamino]lmethanasulfonic acid.

REFERENCE PROCEDURES
(This section provides detailed descriptions of procedures that may be used for the evaluation of the material under test. These
procedures have been fully validated, and the data is available on the MC website.)

’ ]

LE.SL’ K edp Proelnsd
* PROCEDURE

. e e —

Solution A: 50 mM ammonium formate in water. Add 2 mi/L of triethyiamine and adjust with formic acid to a pH of 5.0.
Solution B: Methanol and acetonitrile (1:1)

Mobile phase: See Table 1.

Table L



114

Time Solution A Solution B
{min} (%) (%)

0 85 15

6 85 15

6.1 75 25

12 5 25

15 60 40

20 60 40

22 85 15

25 85 15

System suitability solution: 0,025 mg/mL each of USP Metamizole Sodium RS, USP Metamizole Impurity A RS, and USP Metamizole

Impurity E’RS in methanol e
Standard solution: 0.3 mg/mL of USP Metamizole Sodium RS in methanol
Sample solution: Weigh and finely powder NLT 20 Tablets, dissolve an appropriate quantity of the powder in methanol, and
sonicate to dissolve. Pass through an appropriate filter to obtain a final concentration of 0.3 mg/mL of metamizole sodium in
methanol. T2y f (ke 0,9 A )AL

;1[;.(_»5//1'/;,L, 3afloct

Chromatographic system

(See Chromatography <621, System Suitability.)

Mode: LC
Detector: PDA (scan 200-700 nm). [NoTe—Calculations should be based on the chromatograms collected at 254 nm.]
[NoTeE—To confirm the absence of co-eluting known and unknown impurity peaks, substitute the Detector from the test for
Organic Impurities under Reference Procedures.]
Column: 4.6-mm x 15-cm; 2.7-um packing L (similar to Supelco Ascentis Express C18)
Temperatures il
Column oven: 25°
Autosampler: 10°

Flow rate: 1.0 mL/min

Injection volume: 5 pL

System suitability

Samples: System suitabifity solution and Standard solution

Suitability requirements

Resolution: NLT 1.5 between the metamizole and impurity E peaks, System suitability solution
Relative standard deviation: NMT 1.0% for the metamizole peak, Standard solution
Analysis —
Samples: Standard solution and Sample solution
Calculate the percentage of the labeled amount of metamizole sodium (C,;H,(N;Na0,5) in the portion of Tablets taken:

Result = (r,/r.) x (C,/C,) x 100

r, = peak response of metamizole from the Sample solution

r. = peak response of metamizole from the Standard solution

C, = concentration of USP Metamizole Sodium RS in the Standard solution. [NoTe—The potency of the Reference
Material is included in this term.]

C, = nominal concentration of metamizole in the Sample solution

IMPURITIES

» ORGANIC IMPURITIES
Solution A, Solution B, Mobile phase, and Chromatographic system: Proceed as directed in Reference Procedures, Assay.
System suitability solution: Proceed as directed for the Standard solution in Reference Procedures, Assay.

Standard solution: 1.0 pg/mL each of USP Metamizole Sodium RS, USP Metamizole Impurity A RS, and USP Metamizole Impurity E
RS in methanol

Sample solution: Weigh and finely powder NLT 20 Tablets, dissolve an appropriate quantity of the powder in methanol, and
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sonicate to dissolve. Pass through an appropriate filter to obiain a final concentration of 1.0 mg/mL of metamizole sodium ii
methanol.
Chromatographic system
(See Chromatography <621>, System Suitability.)
Mode: LC
Detector: PDA and MS
PDA wavelengths: 200-700 nm. [Note—Calculations should be made at an isobestic point of the drug substance and impurity
spectra or at 254 nm if an isobestic point is not available.]
MS source: ES scan (+ and -)
MS conditions
Nozzle voltage: 500V
Gas flow: 7 L/min
Nebulizer: 45 psig
Desolvation temperature: 300°
System suitability
Samples: System suitability solution and Standard solution
Suitability requirements
Resolution: NLT 1.5 between the metamizole and impurity £ peaks, Standard solution
Relative standard deviation: NMT 1.0% for the metamizole peak, System suitability solution
Analysis
Samples: Standard solution and Sample solution
Calculate the percentage of each impurity in the portion of Tablets taken. [Note—Where an impurity other than those included

in the Standard solution is found in the Sample solution, the peak response of metamizole and the concentration of metamizole
sodium in the Standard solution are used for the calculation.]

Result = (r,/ry) x (CJC,) x 100

r, = peak response of each impurity from the Sample solution
r. = peak response of each impurity from the Standard solution

C, = concentration of each impurity in the Standard solution. [NoTe—The potency of the Reference Material is
included in this term.]

C, = concentration of metamizole sodium in the Sample solution

Source URL (modified on 2014/01]_31 - 8:59am): hitps://mc.usp.org/monographs/metamizole-tablets-1-0



Metamizole Tablets
Summary Validation Report
December 09, 2012

1. Executive Summary
a. Goals: The reference procedure described herein was developed for the MC monograph for Metamizole
Tablets.
b. Background

i
ii.
iii.
iv.

Metamizole Sodium is a powerful analgesic and antipyretic.

The active moiety of the medicine is Metamizole, and all dosing information is based on the free base.
The drug is also available as oral solution and solution for injection.

Quality monographs are available in EP and BP.

¢. The Reference procedure is based upon the USP-MC procedure for Metamizole Sodium.

2. Reference Procedures
a. Assay Procedure: LC-PDA (Both Waters (primary) and Agilent (secondary))

i

vi.

vii.

Solution A: 50 mM ammonium formate in water. Add 2mL/L of Triethylamine and adjust with formic acid to
apH of 5.0

Solution B: Methanol and acetonitrile (1:1)

Mobile phase: See Table 1

Table 1

Time Solution A Solution B
(min) (%) (%)
0 85 15
6 85 15
6.1 75 25
12 75 25
RE 60 40
20 60 40
22 85 15
25 B5 18

System suitability Solution: 0.025 mg/mL each of USP Metamizole Sodium CRM, USP Metamizole
Impurity A and USP Metamizole Impurity E RS in methanol.
Standard Solution: 0.3 mg/mL of USP Metamizole Sodium CRM in methanol.
Sample Solution: Accurately weigh NLT 20 Tablets, and grind to a fine powder in a mortar and pestle.
Sonicate to dissolve in methanol. Filter the supernatant through a suitable filter to obtain a final metamizole
concentration of about 0.3 mg/mL.
Chromatographic System (See Chromatography <621>, System Suitability.)

1. Mode: LC

2. Detector: PDA (Scan 200-700 nm) [Note: Calculations should be based on the chromatograms
collected at 254 nm]

3. Column: 4.6-mm x 15-cm; 2.7-pm L1 packing, similar to Supelco Ascentis Express C18
4. Flow rate: 1 mL/min
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Metamizole Tablets
Summary Validation Report
December 09, 2012

Executive Summary
a. Goals: The reference procedure described herein was developed for the MC monograph for Metamizole
Tablets.
b. Background

I,
ii.
i,
iv.

Metamizole Sodium is a powerful analgesic and antipyretic.

The active moiety of the medicine is Metamizole, and all dosing information is based on the free base.
The drug is also available as oral solution and solution for injection.

Quality monographs are available in EP and BP.

¢. The Reference procedure is based upon the USP-MC procedure for Metamizole Sodium.

Reference Procedures
a. Assay Procedure: LC-PDA (Both Waters (primary) and Agilent (secondary))

i.

vi.

vii.

Solution A; 50 mM ammonium formate in water. Add 2mL/L of Triethylamine and adjust with formic acid to
apH of 5.0

Solution B: Methanol and acetonitrile (1:1)

Mobile phase: See Table 1

Tabie 1

Time Solution A Solution B
(min) (%) (%)
0 85 15
6 85 15
6.1 75 25
12 75 25
15 60 40
20 60 40
22 85 15
25 85 15

System suitability Solution: 0.025 mg/mL each of USP Metamizole Sodium CRM, USP Metamizole
Impurity A and USP Metamizole Impurity E RS in methanol.
Standard Solution: 0.3 mg/mL of USP Metamizole Sodium CRM in methanol.
Sample Solution: Accurately weigh NLT 20 Tablets, and grind to a fine powder in a mortar and pestle.
Sonicate to dissolve in methanol. Filter the supernatant through a suitable filter to obtain a final metamizole
concentration of about 0.3 mg/mL.
Chromatographic System (See Chromatography <621>, System Suitability.)

1. Mode: LC

2. Detector: PDA (Scan 200-700 nm) [Note: Calculations should be based on the chromatograms

collected at 254 nm]
3. Column: 4.6-mm x 15-cm; 2.7-pm L1 packing, similar to Supelco Ascentis Express C18
4. Flow rate: 1 mL/min
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5. Column Oven Temperature: 25°
6. Auto sampler Temperature: 10°
7. Injection volume: 5 pL

b. Orgamc Impurities Procedure: LC-PDA (Both Waters (primary) and Agilent (secondary))

ii.

vi.

Vil

Viil.

Solution A: 50 mM ammonium formate in water. Add 2mL/L. of Triethylamine and adjust with formic acid to
a pH of 5.0.

Solution B: Methano! and acetonitrile {:7.

Mobile phase: See Table 1

Tabie 1
Time | Solution & Solution B
(min) | %) (%)
0 i 85 15
6 85 15
61 | =i 25
12 25
15 ‘ = 40
20 40
22 85 15
25 85 15

System suitability Solution: 0.025 my/imi. each of USP Metamizole Sodium CRM, USP Metamizole
Impurity A RS and USP Metamizole fmpt RS in methanol.
Standard Solution: 1.0 yg/mL each of LS Msiamizole Sodium CRM, USP Metamizole impurity A RS and
USP Metamizole Impurity E RS in metnanol.
Sample Solution: Accurately weigh NLT 20 Tabiets, and grind to a fine powder in a mortar and pestle.
Sonicate to dissolve in methanol. Filter the supernatant through a suitable filter to obtain a final metamizole
concentration of about 1.0 mg/mL.
Chromotographic System (See Chromatography <821>, System Suitability.)
1. Mode: I.C
2. Detector: PDA (Scan 200-700 niri) "Note: Calculations should be based on the chromatograms
collected a: 254 nm]
Column: 4.6-mm x 15-cm; 2.7-um i.1 packing, similar to Supelco Ascentis Express C18
Flow rate: 1 mL/min
Column Oven Temperature: 25°
Auto sampler Temperature: 10°
Injection volume: 5 pL
Chromotographlc System (See Chromatography <621>, System Suitabiliiy.)
1. Mode: .C
2. Detector: MS Source: ES Scan (+ and -)
3. MS Conditions:
Nozzle voltage (V): 500
Gas flow (L/min): 7
Nebulizer (psig): 45
Desclvation temperature: 300°

Noo ko

capow

Metamizole Tablets - Summary Validation Report—Page 2 of 28



3. Validation Results
a. Assay

Precision and Accuracy

1. 7 independent solutions compared to Metamizole standard.

2. Acceptable Criteria: NLT 0.95 (Probability)

3. Calculated probability: 1.00 (Passes)
a. Mean = 100.82
b. Standard Deviation = 0.33
c. % RSD=0.33
d. Lower = 98.0%, Upper =102.0%

Table 1 — Assay Precision and Accuracy 4‘
Solution | Weight of the ResPonse Resp.oonse Average % Assay
name sample (g) Inj. 1 Inj. 2 response
1 1.00002 1882884 1861012 1871948 101.22
2 1.00065 1866359 1871916 1869138 101.00
3 1.00096 1862313 1857333 1859823 100.47
4 1.00087 1862591 1864183 1863387 100.67
5 1.00044 1852730 1862436 1857583 100.40
6 1.00065 1879113 1866556 1872835 101.20
74 1.00031 1866764 1863074 1864919 100.81
Intermediate Precision
Table 2 — Assay Ruggedness — Data Summary
Mg | Soodard % RSD Probability
deviation
Day 1 100.51 0.74 0.74 0.98
Day 2 100.82 0.33 0.33 1.00
Day 3 100.33 0.56 0.56 1.00
Combined 100.56 0.58 0.58 0.99
Metamizole Tablets - S y Validation Report—Page 3 of 28
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1.

Day 2 & 3 — Assay Intermediate Precision
Table 3 - Ruggedness {Day 2)
Solution | Weight of the Respor/lse Ra§ponse Average o A

name sample (g) Inj. 1 inj. 2 response
1 .06068 1980727 1993054 1986891 100.03
2 1.06107 2010950 | 2013325 2012138 101.27
3 1.06169 1988122 | 1989737 1988930 100.04
4 1.06135 2003102 | 2010244 2006673 100.97
5 1.06198 2025799 | 2008192 2017496 101.45
6 1.06202 200888¢ l 1982972 1996430 100.39
7 1.06223 1968402 1 1987531 1977967 99.44

1
Table 4§ - Ruggedness (Day 3)
i i S | Raspa 2 arage ;
Solution | Weight of the Rgsgon & ' Resgons Average % Assay

name sample (g) ini, ; nj. 2 resporse
1 1.06109 2036270 ‘ 1996313 2016292 100.61
2 1.07688 2024721 2050646 2037684 100.19
3 1.06501 2032705 2033451 2033078 101.08
4 1.06271 2024038 ; 2026233 2025136 100.90
5 1.06167 1998410 : 1962733 1995597 99.52
6 1.06185 1985373 2019476 2002425 99.85
7 1.06267 2006141 2013931 2010036 100.15

Metamizole Tablets - Summary Yalidation Report—Page 4 of 28
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ii. Specificity
a. Metamizole — Peak Identification Solution
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b. Metamizole — UV Spectra of Impurtiy 4
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Metamizole — UV Spectra of Impurity B
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h.

Metamizole - System suitability solution
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i. Metamizole — Tablets (Source 1) 1.0 mg/mL
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j.  Metamizole — Tablets (Source II) 1.0 mg/mL
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k. Metamizole — Tablets (Source Ill) 1.0 mg/mL
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. Metamizole — Tablets (Source V) 1.0 mg/mbL
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m. Metamizole — Tablets (Source V) 1.0 mg/mL
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Metamizoie — Spiked solution Total ioin Count
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p. Metamizole — Spiked solution MS Spectra - Impurity E
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r.

S.

Metamizole — Spiked solution MS Spectra - Impuriiy B
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t. Metamizole — Spiked solution MS Spectra - Impurity D
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u. Metamizole Tablets — Diluent (Methanol)
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v. Metamizole Tablets (1mg/mL) — Teotal lon Count - Source |
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w. Metamizole Tablets — MS Specira of Metamizole — Source |
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X. Metamizole Tablets — MS Spectra of Impurity C — Source |
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z. Metamizole Tabiets - MS Specira of impurity k£ - Source i
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bb. Metamizole Tablets — MS Spectra of Impurity C — Source I
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dd. Metamizole Tablets — MS Spectra of impurity £ — Source lil

x10 3 -ES! Scan (6 56-6.67 min, 21 Scans) Frag=150.0V Metamizoie Tabiets Souice 3 NEG.C Subtract
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ee. Metamizole Tablets — MS Specira of Metamizole — Source il
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ff. Metamizole Tablets — MS Specira of Impurity C — Source Il

%10 5 +ESI Scan (10.56-10.62 min, 13 Scans) Frag=150.0V Metamizole Tablets Source 3 POSd Subtract
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Metamizoie Tablets —~ MS Spectra of impurity £ — Source IV

x10 -~ -ESI Scan (6,610-6 786 min. 33 Scans) Frag=150,0v Metamizole Tabiets Source 4 NEGd Subiract
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x10 & -ES! Scan (8,065-8,203 min, 26 Scans} Frag=150,0V Metamizcie: Tableis Source 4 NEGd Subliact

09
08
07
06
05
04
03
02
01

19105189
12400915

31008822

62118124
I

% 425,10299 i

50 100 150 200

£536,25555 i ) 76242249

955,97179

250 300 350 400 430 550 600 650 700 750
Counts vs_Mass-to-Chargo (mfz)

300 850

900

950

1000

HMetamizole Tablets - Suiviiniay

Report-Page 24 of 28

140



bb. Metamizole Tablets — MS Spectra of Impurity C — Source IV

x10 5 *ESI Scan (10,623-10,739 min, 22 Scans) Frag=150.0V Metamizole Tablets Source 4 POSd Subtract
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dd. Metamizole Tablets — MS Spectra of impurity £ — Source V

x10 3 -ESI Scan (5.55-6.72 rain, 32 Scans) Frag=150 0V Metamizole avlets Source § NEGd Subiract
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ff. Metamizole Tablets — MS Spectra of Impurity C — Source V

%105 +ESI Scan (10.54-10.63 min, 16 Scans) Frag=150 0V Metamizole Tabiets Source 5 POS d Subtract
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iv. Range
1. Acceptable criteria: NLT 0.95 (Probability over 80-120%)
a. 80% - 1.00 (Pass)
b. 90% - 1.CO (Pass)
c. 100% - 1.00 (Pass)
d. 110% - 1.00 (Pass)
e. 120% - 1.00 (Pass)
Table & - Assay Range
ot of o ! ===
Linearity | Sol t:’::f:g;:;; Injection | injecton P— Mean I % o Adsa
level (%) | 'n ) q o PYETO3° | pecovery (%) | RSD | 7 ASSAY
1 0.80020 1546122 1524968 | 1535645 ! 78.19
2 0.80014 1516902 1542275 | 1529589 77.90
80 3 0.80009 1547162 1531086 | 1539124 00.66 060 78.39
4 0.80011 1556042 1503405 | 1529724 77.91
5 0.80092 1513391 1545372 | 1530882 77.89
6 0.80051 1521151 1510216 | 1515684 77.15
1 0.90045 1696011 1698615 | 1697315 | 86.41
Z 0.90070 1717814 | 1714550 87.26
%0 3 0.90059 1702411 ] 5 1718234 100.72 | 074 87.45
4 0.90017 1730837 1729355 1730096 i 88.11
5 0.90005 1691668 | 1744675 | 1718172 87.51 |
6 0.90077 1744031 1710186 1727109 87.90
1 1.00002 1882884 1861012 | 1671948 95.35
2 1.00065 1866359 | 1874916 | 1869138 95.14
100 3 1.00096 1862313 ] 1859823 99.28 | 0.39 94.64
4 1.00057 1862591 | 1863367 i 94.83
5 1.00044 1852730 1857583 | 94.57
6 1.00085 1879113 i 1872835 i 95.33
1 1.10003 2073543 | 2034473 | 2052358 | ©04.53
2 1.10016 2090028 | 2066635 | 2078362 105.85
110 3 1.10066 2073361 2078350 | 2075856 100.53 075 105.67
4 1.10069 2045818 | 2046167 | 2045993 104.15
5 1.10062 2048714 | 2046814 | 2047754 104.24
6 1.10099 2051312 | 2061708 | 2056510 | 104.65
1 1.20011 2225487 | 2208014 | 2217251 112.93
2 1.20052 2207030 | 2213003 | 2219017 112,52 |
120 3 1.20023 2223211 2206761_| 2215986 99,81 073 112.85
4 1.20090 2178684 | 2214413 | 2196549 111.80
5 1.20038 2197577 | 2241685 | 2219631 113.02
6 1.20082 2252236 | 2232884 | 2242560 114.15
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