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O objetivo do presente estudo foi comparar o comportamento in vivo e in vitro de
duas formulacbes de pantoprazol. Além disso, foi proposta a classificacao
biofarmacéutica provisional do farmaco, bem como wuma correlacdo

in vitro — in vivo nao linear (IVIVR).

Os estudos in vivo foram conduzidos em dose Unica em jejum (n=28) e
pds-prandial (n=62) com desenho cruzado e randomizado. As concentragdes
plasmaticas de pantoprazol foram determinadas por LC-MS/MS. Os parametros
farmacocinéticos e a deconvolucao dos dados de concentracdo plasmatica versus
tempo foram obtidos empregando-se o programa WinNonlin 5.2 — IVIVC toolkit
(Pharsight, EUA). Os perfis de dissolugéo foram avaliados em meios biorelevantes
(FaSSIF e FeSSIF) nos aparatos USP 2 e 3 e as curvas de dissolugao foram
comparadas considerando os calculos de f2 ou modelos dependentes. Os valores
da solubilidade, Log P e cLog P do pantoprazol foram obtidos do Merck Index
(Whitehouse Station, EUA) e do programa ChemDraw Ultra 10.0 (Cambridgesoft,
EUA). Os dados de permeabilidade do pantoprazol forma obtidos do programa
ADMET Predictor (Simulations Plus, EUA). A classificacdo biofarmacéutica
provisional do pantoprazol foi proposta considerando o farmaco metoprolol como
referéncia. A IVIVR foi estabelecida entre as fracdes dissolvidas (Fd), dos ensaios
no aparato 2, com as fragées absorvidas dos estudos in vivo.

Para o estudo em jejum os valores dos intervalos de confianga 90% para os
parametros Cmax (0.94-1.03) e ASCy.: (0.89-0.99) apresentaram-se dentro dos
limites de confianca (0.8-1.25). Entretanto, os intervalos de confian¢ca do estudo
pds-prandial ndo se apresentaram dentro dos limites de confianca. Os perfis de
dissolugdo nos aparatos USP 2 e 3 demonstraram a mesma disposicao das
formulagdes nos meios FaSSIF e FeSSIF, considerando o modelos de f2 e
Weibull.

Os valores de solubilidade, Log P e permeabilidade para o farmaco pantoprazol
obtidos in silico permitiram a classificagdo do farmaco como de alta solubilidade e
baixa permeabilidade. A IVIVR n&o linear obtida para as formulagdes de
pantoprazol indicaram que a permeabilidade é fator limitante para a absorcao.
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Enfim, os perfis de dissolugdo no meio biorelevante FaSSIF, nos aparatos USP 2
e 3, puderam ser empregados para prever 0 comportamento in vivo das
formulacdes. O pantoprazol foi classificado como um farmaco classe lll e a IVIVR
nao-linear obtida confirma a classificacao biofarmacéutica provisional. Além disso,
pdde-se sugerir a bioisencdo para formulagdes de pantoprazol com base nos
resultados dos estudos de dissolucdo em meios biorelevantes e na conhecida

seguranca e tolerabilidade desse farmaco.

Palavras-chave: pantoprazol, bioequivaléncia, meios biorelevantes, classificacao

biofarmacéutica, correlagao in vitro — in vivo.
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The purpose of the study was to compare the in vivo and in vitro behaviour of
pantoprazole formulations. Moreover, a provisional biopharmaceutical classification
of the drug (BCS) was proposed as well as a non-linear in vitro — in vivo
relationship (IVIVR).

The in vivo studies were conducted under single dose in fasting (n=28) and fed
conditions (n=62) and randomized crossover design. Plasma concentrations of
pantoprazole were determined by LC-MS/MS. Pharmacokinetic parameters and
deconvolution data were calculated from the observed plasma-concentration time
profiles by WinNonlin 5.2 - IVIVC toolkit (Pharsight, USA). Dissolution profiles were
evaluated in biorelevant media (FaSSIF and FeSSIF) in USP apparatus 2 and 3
and the dissolution curves were compared to either f» values or model-independent
approach. The solubility, Log P and cLogP data of pantoprazole were obtained
from Merck Index (Whitehouse Station, USA) and ChemDraw Ultra 10.0
(Cambridgesoft, USA). The permeability data of pantoprazole were calculated by
ADMET Predictor (Simulations Plus, USA). The provisional biopharmaceutical
classification of pantoprazole was proposed considering metoprolol as a reference
drug. The IVIVR analysis was evaluated considering the dissolved drug fraction

(Fd) from apparatus 2 and the absorved drug fraction (Fa) from the in vivo studies.

Under fasting condition the 90% C.I for Cnax (0.94-1.03) and AUGCy. (0.89-0.99)
were within the range of bioequivalence (0.8-1.25). However, the results of the fed
study were not within the BE range. The dissolution profiles in USP apparatus 2
and 3 demonstrated a similar disposition of both formulations in FaSSIF and
FeSSIF media considering f2 and Weibull’s models.

The solubility, Log P and permeability values of pantoprazole obtained by in silico
evaluation allowed the classification of pantoprazole as a highly soluble and low
permeability drug. The non-linear IvivR obtained for the pantoprazole formulations
indicated that absorption of pantoprazole is limited by permeability.

In conclusion, the dissolution profiles in the biorelevant medium (FaSSIF) on both
USP apparatus 2 and 3 may be used as a tool to predict the in vivo disposition of
the formulations. Pantoprazole was classified as a class Il drug (BCS)

Abstract
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corroborated by the non-linear IVIVR study to support this provisional classification.
Furthermore, biowaiver may be granted for pantoprazole formulations on the basis
of in vitro dissolution results in biorelevant media and the data available in the

literature concerning high tolerability and safety of the drug.

Key words: pantoprazole, bioequivalence, biorelevant media, biopharmaceutical

classification system, in vitro — in vivo correlation.
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A melhoria da qualidade de vida € o objetivo maior de acbes
governamentais e de ordem privada que visam garantir o maior acesso da
populagcdo a medicamentos seguros, eficazes e de qualidade. Tal prerrogativa é
apresentada pelo conceito de Politica de Medicamentos preconizada pela
Organizagdo Mundial da Salude desde 1975, na 287 Conferéncia Mundial de
Saude. A partir da promulgagdo da lei 8080/90, o Brasil estabeleceu a
necessidade da criagdo de uma Politica Nacional de Medicamentos, a qual foi
efetivada pela portaria 3.916 de 1998 (DIAS, 2003).

Assim, dando continuidade as diretrizes de promoc¢ao de uso racional
de medicamentos foi estabelecida a Politica de Medicamentos Genéricos pela Lei
9.787, de 10 de fevereiro de 1999 (BRASIL, 1999a). Tal normativa representou um
importante avango sanitario visto que permitiu o estabelecimento de aspectos
técnicos para a realizagao de estudos in vitro (equivaléncia farmacéutica) e in vivo
(bioequivaléncia) que garantissem a equivaléncia terapéutica de formulagdes
farmacéuticas registradas, a partir de entdo, como medicamentos genéricos
(BRASIL, 1999b).

Desta forma, buscando a melhoria de aspectos técnicos que
permitissem ao Brasil apresentar regulamentagbes comparaveis com as
estabelecidas pela Food and Drug Administration (FDA), Unido Européia (EMEA)
e Health Canada para o registro de medicamentos genéricos, as resolugdes foram
constantemente revisadas. Na atualidade, a normativa que regulamenta os
aspectos técnicos para o registro de medicamentos genéricos ¢é a RDC 16, de
2 de margo de 2007 (BRASIL, 2007a). Além disso, a partir de 2003, com a
publicagdo das resolugdes 133 (atualmente RDC 17, de 2 de margo de 2008), 134
e 135 (BRASIL, 2003a; BRASIL, 2003b), os conceitos técnicos aplicados aos
medicamentos genéricos foram ampliados para o registro (ou renovacado de

registro) de, respectivamente, medicamentos similares e medicamentos novos.

Nos ultimos anos, a busca de maneiras mais econOmicas e que,
principalmente, envolvam menor inclusdo de voluntarios ou pacientes para a

avaliacdo do desempenho de novos farmacos e/ou novas formulagdes vem
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crescendo impulsionadas pelo Conceito da Classificagdo Biofarmacéutica
(AMIDON et al, 1995; FDA, 2000). A avaliagdo de formulagbes por meio de
estudos in vitro (solubilidade, permeabilidade e perfil de dissolugéo) permitiria
ainda mais a diminuicdo nos custos de desenvolvimento de medicamentos
genéricos, similares e novos, e desta forma o acesso da populacido a
medicamentos com o mesmo padrdo de qualidade e seguranga dos assegurados

pelos estudos atuais (in vivo).

1.1- Equivaléncia Terapéutica

As respostas terapéuticas, determinadas por um farmaco administrado
pela via gastrintestinal, dependem de componentes da formulagdo, de
caracteristicas fisico-quimicas do farmaco, da concentragdo plasmatica gerada e
pela ligagdo do farmaco ao receptor. Tais componentes sao resumidos pelas

etapas biofarmacéutica, farmacocinética e farmacodinamica (Figura 1)

Fase Biofarmacéutica | IElsniviviiaie:1 | Farmacodinamica

@® %%°% => ,Apvg = B >

Figura 1- Representagdo esquematica dos diversos aspectos da disponibilidade
do farmaco para efeito sistémico. ADME — absorgado, distribuicao,

metabolismo e excregao.
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Assim, para que duas formulagcbes sejam definidas como equivalentes
terapéuticas de acordo com a RDC 16, de 2 de margo de 2007 (BRASIL, 2007a),
essas devem apresentar os mesmos efeitos em relagdo a eficacia e seguranga
apos a administracdo da mesma dose molar, sendo que tais efeitos sdo avaliados
por meio de estudos de bioequivaléncia, ensaios farmacodindmicos, ensaios
clinicos e/ou estudos in vitro. Além disso, as formulagbes devem ser equivalentes

farmacéuticas.

1.1.1- Etapa Biofarmacéutica

A etapa biofarmacéutica corresponde a liberagdo do farmaco da forma
farmacéutica. Essa etapa disponibiliza o farmaco para a absorgao
(STORPIRTIS et al, 1999). A absor¢cdo de farmacos depende basicamente de
fatores associados a forma farmacéutica e aos parametros fisico-quimicos do

principio ativo.

Em relagcdo a forma farmacéutica, essa pode garantir a eficacia
terapéutica de um determinado farmaco por libera-lo em area anatdmica
especifica do sistema digestivo como € o caso das formulagbes com revestimento
gastro-resistentes utilizados para farmacos como omeprazol e pantoprazol, labeis
ao pH acido do estdmago (JUNGNICKEL, 2000). Além disso, revestimentos de
formulagbes contendo o farmaco mesalazina séo utilizados para permitir a
liberagdo do farmaco somente no intestino grosso, tecido alvo para o tratamento

da colite ulcerativa e/ou doenca de Crohn (KLEIN et al, 2005).

Formulagdes de liberacdo modificada permitem que farmacos de meia-
vida de eliminagdo curta possam ser administrados uma vez ao dia, ja que
determinam a liberacédo do farmaco da forma farmacéutica por meio de cinética de
ordem zero, como & o caso do Adalat Oros® (SAKURAI et al, 2008). Além disso,
formulacbes de liberacdo modificada podem determinar melhor tolerdncia a
medicacdo, como é o caso do Efexor XR®, que contém o farmaco venlafaxina, o

qual se absorvido rapidamente, determina nauseas e vomitos (THASE, 1997).
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Caracteristicas fisico-quimicas dos farmacos como solubilidade e
permeabilidade também sao fatores determinantes para uma resposta terapéutica
adequada. A absorcido de um determinado farmaco depende de um balanco entre
suas caracteristica de solubilidade e permeabilidade. Geralmente, na literatura
internacional a lipossolubilidade ¢é representada pelo parametro Log P
(KASIM et al, 2006). Farmacos muito hidrossoluveis apresentam dificuldades para
atravessar membranas biologicas e deste modo apresentam uma absorgao
incompleta, como €& o caso do atenolol, metformina e alendronato
(VOGELPOEL et al, 2004; ATANASOVA et al, 2003; APOSTOLOU et al, 2007).
Entretanto, farmacos muito lipossoluveis também podem apresentar dificuldades
para serem absorvidos ja que apresentam baixa solubilidade em meio aquoso,
como é o caso da griseofulvina e glibenclamida (FUJIOKA et al, 2008;
WEI et al, 2006). Além disso, tais farmacos também podem sofrer extenso
metabolismo hepatico, fato esse que pode comprometer a sua disponibilidade

sistémica, como é o caso do propanolol (VOGELPOEL et al, 2004).

Além dos dados relacionados a formulacdo e as caracteristicas fisico-
quimicas dos farmacos, as condic¢des fisioldégicas que determinam a absorgao de
uma determinada substancia também devem ser consideradas. Apds a
administragdo oral, uma determinada formulagdo atinge primeiramente o
estdmago, o qual possui pH ao redor 2.0 em jejum e pH de 4.5 a 5.5 em situagao
pos-prandial (DRESSMAN et al, 1990). O tempo médio de esvaziamento gastrico
em jejum é de 20 a 100 minutos e pés-prandial de até 300 minutos (DAVIS, 1986).

Apoés o esvaziamento gastrico a formulagédo atinge o intestino delgado,
o principal tecido envolvido na absor¢do de farmacos. O intestino delgado
apresenta uma area superficial de aproximadamente 200 m? (KLEIN, 2005). O
intestino delgado € dividido em duodeno, jejuno e ileo. O duodeno tem
comprimento de 20 a 30 cm (pH = 5.5 - 6.0), o jejuno de 150 a 250 cm (pH = 6.5)
e o ileo de 200 a 350 cm (pH = 7.0). Assim, o processo de absor¢ao de farmacos
depende, além de processos fisioldgicos (permeabilidade), das caracteristicas de

solubilidade da substéncia no sistema gastrintestinal. As caracteristicas de
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solubilidade principalmente de farmacos pouco soluveis podem ser alteradas
devido ao pH do meio. Os trabalhos de FORD et al (2005) e YEH et al (1998)
discutem o efeito da alteragdo do pH estomacal na absor¢cdo dos farmacos
fosamprenavir e indinavir. Tais farmacos (bases fracas) apresentaram uma menor
absor¢cao apos a administragdo de farmacos anti-acidos, ja o aumento do pH
estomacal determinou a diminui¢do da solubilidade em agua dessas substéncias.
Os valores de pH do sistema gastrintestinal em jejum e pds-prandial séo
apresentados na Tabela 1 (DRESSMAN et al, 1998).

Tabela 1- Valores de pH gastricos e das diferentes regides anatbmicas do
intestino delgado em jejum e pds-prandial de acordo com DRESSMAN
et al (1998).

Local Anatomico Jejum Pés-prandial

Estbmago 14-21 3.0-7.0
Duodeno 49-64 51-52
Jejuno 44-65 52-6.2
ileo 6.5-8.0 6.8-8.0

1.1.2- Etapa Farmacocinética

A etapa farmacocinética descreve aspectos relacionados com a
absorcao, distribuicdo, metabolismo e excregdo do farmaco. A analise
farmacocinética de uma curva de concentragado plasmatica versus tempo pode ser
realizada por meio de modelo compartimental e ndo compartimental. A aplicacéo
de modelos mono, bi e tri-compartimentais tém como objetivo a analise global do
comportamento do farmaco in vivo. Assim, apdés a determinagdo da equagéo que
descreve o comportamento do farmaco, sdo obtidos os parédmetros volume de
distribuigdo (Vd), clearance (CL), meia-vida de eliminacdo (ti-g), constante de
eliminacao (kel) e area sob a curva (AUCy.: e AUCy.inr). Caso, o farmaco tenha sido
administrado pela via gastrintestinal (extravascular) também poderédo ser obtidos
os parametros constante de absorcdo (ka), meia-vida de absorgao (ti.2a),

concentragdo maxima (Cmax) € tempo necessario para atingir a concentragao
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maxima (Tmax). Além disso, caso o farmaco seja descrito por um modelo
multi-compartimental também seriam calculados os parédmetros meia-vida de
distribuigdo (t12q) € meia-vida de eliminagdo terminal (t12,) (LE-BLANC
et al, 1997).

Porém, quando o objetivo €& apenas a analise dos parametros
concentragdo maxima (Cnax) € area sob a curva (AUC) pode-se empregar o
modelo ndo-compartimental. Esse tipo de modelo é sugerido para a analise de
dados obtidos de estudos de Dbiodisponibilidade relativa/bioequivaléncia
(BRASIL, 2006). As figuras 2 e 3 apresentam, respectivamente, as principais
equacgdes para o calculo dos parametros farmacocinéticos apdés a administragao

intra e extravascular de um determinado farmaco.

- Vd =Dose / Co
B Conc (pg/ml)

604 1”2 =2 hour
kel = 0.347 hr! CL =kel . Vd

cpl = 100 pgiml

[
L=
1

Concentration (pglml)
Y
=

T1/zp = 0.693/kel

=

AUCo-inf = Col/kel

C(t)=Co.eke!
Figura 2- Principais equag¢des empregadas para a analise do comportamento do
farmaco e determinagdo dos parametros farmacocinéticos apoés
administragdo intravascular. Sendo: Vd - volume de distribuigao,

CL — clearance, T4 — meia-vida de eliminagao, AUC — area sob a curva.
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N Vd =F. Dose/AUC . kel

e CL =F. Dose/AUC

Cp (mgiL)
P i P e oD

T1/2p = 0.693/kel

T 3 12 18 24
max.  Time (hour)

AUC.ins = AUC + Cf/kel

C(t) = ka. F. Dose (e*®"'— e**)
Vd (ka — kel)

Figura 3- Principais equag¢des empregadas para a analise do comportamento do
farmaco e determinagcdo dos parametros farmacocinéticos apods
administragdo extravascular. Sendo: Vd — volume de distribuicao,
CL - clearance, T4, — meia-vida de eliminagdo, AUC — area sob a

curva.

1.1.3- Etapa Farmacodinamica

A etapa farmacodinamica corresponde ao resultado da interacdo de um
principio ativo com um receptor. Essa etapa refere-se a componente final
responsavel pela resposta terapéutica (FIGURA 1). Assim, alteragdes nas etapas
biofarmacéutica e/ou farmacocinética podem determinar alteragdes na resposta

farmacoldgica, tornando-a ineficaz ou téxica (LE-BLANC et al, 1997).

O trabalho de TAYROUZ et al (2003) descreve a implicagao das etapas
biofarmacéutica e farmacocinética na resposta farmacodinamica de 2 formulagdes
contendo a mesma dosagem de digoxina. Uma das formula¢gdes continha como
excipiente o tensoativo cremophor e a outra formulagdo ndo apresentava tal
surfactante. A formulagdo com o tensoativo permitiu o0 aumento da solubilidade da

digoxina e consequentemente rapida absor¢do, com concentragdo maxima acima

Introdugéo
49



da faixa terapéutica (1-2 ng/mL) (GOODMAN, 2001). Assim, observou-se o0
prolongamento do periodo PR do eletrocardiograma, fato esse que caracteriza a
possibilidade de uma intoxicagdo digitalica. As figuras 4 e 5 apresentam o

resultado de tal excipiente na disposicéo cinética e na resposta farmacodindmica
da digoxina.

2.5

1.5

Plasma Digoxin [ng/ml]
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Figura 4- Concentragcdo plasmatica versus tempo de duas formulagdes contendo

digoxina (0.25 ug). Formulagao digoxina e cremophor (®) e formulagéo
padrdo de digoxina (+ ). As barras representam o erro padrdo da média
(TAYROUZ et al, 2003).
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Figura 5- Prolongamento do periodo PR do eletrocardiograma. Formulac&o
digoxina e cremophor (™) e formulacdo padrdo de digoxina (% ). As

barras representam o erro padrao da média (TAYROUZ et al, 2003).

1.2- Registro de Medicamentos Genéricos

De acordo com a Lei n° 9787, de 10 de fevereiro de 1999
(BRASIL, 1999a) o medicamento genérico € aquele similar a um produto de
referéncia ou inovador, que pretende ser com este intercambiavel, geralmente
produzido apds a expiracdo ou renuncia da protecdo patentaria ou de outros
direitos de exclusividade, comprovada a sua eficacia, seguranga e qualidade, e
designado pela denominacdo comum brasileira ou, na sua auséncia, pela

denominagdo comum internacional.

Assim, os aspectos de eficacia e seguranga de um medicamento
genérico sao avaliados por meio de estudos in vitro e in vivo, denominados
equivaléncia farmacéutica e bioequivaléncia, como apresentado na definicdo de
equivaléncia terapéutica pela RDC 16, de 02 de margo de 2007 (BRASIL, 2007a).

A qualidade do produto, entretanto, é garantida pelas boas praticas de fabricagao.
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Os aspectos técnicos relacionados aos estudos de equivaléncia farmacéutica e
bioequivaléncia sao apresentados pelas resolucdes RE 310, de 01 de setembro de
2004 (BRASIL, 2004) e RE 1170, de 19 de abril de 2006 (BRASIL, 2006).

1.2.1- Equivaléncia Farmacéutica e Perfil de Dissolugao

Os ensaios de equivaléncia farmacéutica sdo realizados para garantir
que duas formulagcdes cumpram com os requisitos farmacopéicos descritos na
Farmacopéia Brasileira ou de outro cédigo autorizado pela autoridade sanitaria.
Na falta de monografia farmacopéica oficial, os ensaios devem ser conduzidos

utilizando-se método fornecido pela empresa (BRASIL, 2004).

Os principais ensaios descritos em monografias farmacopéicas sao:
peso médio, dureza, friabilidade, desintegragdo, dissolugédo (considerando
tolerancia — Q), teor e uniformidade de conteudo. Além disso, referente ao estudo
de dissolugao, geralmente € descrito o aparato recomendado, agitagdo, meio de
dissolucdo e volume. O equipamento onde o0s ensaios sido realizados €
denominado dissolutor, o qual acopla sistemas de agitacdo denominados pa ou
cesto. O sistema com pa é denominado aparato 2 e o sistema com cesto, aparato
1 (Figuras 6 e 7). A agitacao do sistema geralmente é de 50 rpm para o aparato 2
e 75 rpm para o aparato 1 (MARQUES, 2002). Além disso, os meios de dissolugao
empregados sédo tampdes ou simulado gastrico e intestinal, esses ultimos com e

sem adicdo de enzimas.
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Aparato 2 — Pa Aparato 1 — Cesto

Figura 6- Principais aparatos farmacopéicos. Aparato 2 (pa) e Aparato 1 (cesto).

Figura 7- Dissolutor com 8 cubas apresentando o aparato 2 (pa) (disponivel em:

www.ganalab.com.br).
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Os ensaios de dissolugado, denominados perfis de dissolu¢ao, tém como
objetivo avaliar o comportamento de dois produtos in vitro. Em tais ensaios sao
realizadas varias amostragens seriadas que permitem descrever a porcentagem

dissolvida do farmaco em fungéo do tempo (FIGURA 8).
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Figura 8- Perfil de dissolu¢do entre duas formulagbes denominadas referéncia e

teste (disponivel em: www.dissolutiontech.com).

A diferenga e a semelhanga entre as curvas obtidas sdo analisadas
empregando-se modelos independentes (BRASIL, 2004) e/ou dependentes. O
modelo independente € aquele que emprega os fatores de diferenga (f1) e de
semelhanca (f2). Os critérios para que os perfis sejam considerados semelhantes
s&o valores de f1 entre 0 e 15 e valores de f2 entre 50 e 100. Desta forma,
garante-se que a diferenca entre as curvas ndao é superior a 10%
(SHAH et al, 1998). As equagdes que descrevem tais fatores estdo apresentadas

abaixo:
f1 ={[X (Rt-Tt)]/ [Z (Rt)]}

f2 = 50 log {[1+1/n T (Rt - Tt)2 1"*>° x100}
Onde: n - numero de tempos de coletas; Rt — valor de porcentagem dissolvida no
tempo t para o medicamento referéncia; Tt - valor de porcentagem dissolvida no

tempo t para o medicamento teste.
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Os modelos dependentes sdo aqueles descritos como de ordem zero,
primeira ordem, Weibull, Higuchi entre outros. O artigo de YUKSEL et al (2000)

descreve detalhadamente as caracteristicas de cada um desses modelos.

Os trabalhos cientificos do grupo da Dra Jennifer Dressman da
Universidade Johann Wolfgang Goethe (Frankfurt — Alemanha) apresentam
ensaios empregando meios que mimetizam as caracteristicas do estdbmago e
intestino delgado em jejum e pds-prandial. O trabalho de GALIA et al (1998) é o
primeiro a descrever os meios FaSSIF (fasted state intestinal fluid) e FeSSIF
(fed state intestinal fluid). Tais meios empregam pH semelhantes ao do intestino
delgado em jejum e pos-prandial, bem como sais biliares, como lecitina e
taucorolato. Os conteudos de tais meios estdo descritos na Tabela 2
(MARQUES, 2004). O trabalho de KLEIN et al (2004) é também o primeiro a
avaliar um meio de dissolugdo que mimetize as caracteristicas estomacais poés-

prandial.

Tabela 2- Composicdo dos meios biorrelevantes FaSSIF e FESSIF
(Marques, 2004)

FaSSIF FeSSIF
(Fasted State Simulated Intestinal Fluid) (Fed State Simulated Intestinal Fluid)
NaH,PO,.H,0 ... 1.977g Acido Acético ... 8.65g
Lecitina ... 0.75 mM Lecitina ... 3.75 mM
Taucorolato ... 3 mM Taucorolato ... 15 mM
NaOH ... 0.174g NaOH ...4.04 g
NaCl ... 3.093g NaCl ... 11.874g
Agua desmineralizada g.s.p ... 1000 mL Agua desmineralizada g.s.p ... 1000 mL
pH =6.5 pH=5.0

A Farmacopéia Americana (USP) descreve, além dos aparatos 1 e 2,
outros aparatos de dissolugdo que podem ser empregados para caracterizar o
comportamento in vitro de outros tipos de formulagdes, como implantes, produtos

transdérmicos e mastigaveis (KLEIN, 2005). Dentre esses aparatos, se destaca o
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aparato 3, denominado Bio-Dis (FIGURA 9), que permite que a formulagao seja
exposta a diferentes valores de pH, mimetizando o transito gastrintestinal
(KLEIN et al, 2008). Em tal aparato a forma farmacéutica €& inserida por
determinado tempo em cubas com meios que possuem diferentes valores de pH.
Os trabalhos de YU et al (2002) e CACACE et al (2004) avaliaram o
comportamento de formulagdes de liberacdo imediata no aparato 2 e 3. Além
disso, o trabalho de YU et al (2002) estabeleceu condi¢gdes que permitiu a
correlacdo de dados de dissolugcéo no aparato 2 com os dados do Bio-Dis. Assim,
agitacoes de 50 e 75 rpm no aparato 2 sao compativeis, respectivamente, com

oscilagdes de 5 e 10 dpm no aparato 3.

Nos Uultimos anos, o aparato 3 vem se apresentado como uma
ferramenta importante para a avaliacdo de formulacdes de liberagdo modificada e
também de formulacdes de liberagao imediata que contenham farmacos de baixa
solubilidade de acordo com KLEIN et al (2008).

Figura 9- Dissolutor com 36 cubas denominado aparato 3 — Bio Dis (disponivel

em: www.varianinc.com).
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1.2.2- Estudo de Bioequivaléncia

O ensaio farmacocinético conduzido com o objetivo de determinar o
comportamento de diferentes formulacbées in vivo ¢é definido como
biodisponibilidade relativa. De acordo com a RDC 17, de 02 de marco de 2007
(ANVISA, 2007b) biodisponibilidade relativa é definida como o quociente da
quantidade e velocidade de principio ativo que chega a circulagdo sistémica a
partir da administracdo extravascular de um preparado e a quantidade e
velocidade de principio ativo que chega a circulagdo sistémica a partir da
administracao extravascular de um produto de referéncia que contenha o mesmo
principio ativo. Entretanto, o termo bioequivaléncia é utilizado com exclusividade
para a denominagédo de estudos de biodisponibilidade relativa para o registro de
medicamentos genéricos. Os conceitos de quantidade e velocidade da absorgéo
apresentados na definigdo acima, estdo relacionados, respectivamente, aos

parametros farmacocinéticos AUC e Cpax.

Os estudos de bioequivaléncia sao conduzidos por meio de 3 etapas,
denominadas clinica, analitica e estatistica. A etapa clinica, conduzida de acordo
com critérios éticos definidos pela lei 196/96 (BRASIL, 1996a) e critérios técnicos
pela RE 1170/06 (BRASIL, 2006b), visa o recrutamento de voluntarios sadios de
acordo com critérios de inclusdo e exclusdo (apds a assinatura do termo de
consentimento livre e esclarecido - TCLE), bem como a definicdo do numero de
coletas de amostras bioldgicas, considerando um periodo de 4 a 5 vezes a
meia-vida de eliminagcdo e o valor de Tmax. Além disso, a determinagédo da
substancia a ser avaliada, isto &, farmaco inalterado ou metabdlito deve ser
definida de acordo com a Lista - 2 (ANVISA) e a administrado em jejum e/ou
pos-prandial de acordo com a Lista — 1 (ANVISA). A administragdo da medicagao
deve ser em dose unica, porém a conducgao de estudos em doses multiplas pode
ser necessaria caso a concentragao plasmatica em dose unica seja muito baixa, o
farmaco apresente alta variabilidade ou nos casos em que o estudo deva ser
conduzido em pacientes. Todos esses parametros devem estar definidos no
protocolo do estudo confeccionado de acordo com a RE 894/03 (BRASIL, 2003c).
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A etapa analitica, delineada a partir dos critérios apresentados pela RE
899/03 (BRASIL, 2003d), corresponde a etapa relacionada com a quantificacdo do
farmaco em amostras biolégicas. A RE 899/03 (BRASIL, 2003d) determina as
orientacdes para a validacido de método bioanalitico considerando a avaliagao dos
seguintes parametros: especificidade, seletividade, linearidade, exatidao, precisao
e estabilidade de curta e longa duragdo. Tal legislagdo também determina os
critérios para a aceitacdo das corridas analiticas (analise das amostras dos

voluntarios).

A etapa estatistica, conduzida de acordo com a RE 898/03
(BRASIL, 2003e), determina o numero de voluntarios que devem ser inseridos no
estudo, a realizacdo de estudos cruzados ou replicados, bem como a tabela de
randomizacgao. Além disso, a RE 898/03 (BRASIL, 2003e) determina os critérios
para a condugdo dos ensaios de variancia (ANOVA) e para a construgdo dos
intervalos de confianga (IC 90%), considerando os limites de 80 a 125% (para os

dados log transformados).

Os relatdrios finais dos estudos, incluindo os dados das etapas clinica,
analitica e estatistica, séo preparados de acordo com a RE 895/03
(BRASIL, 2003f).

De acordo com a RE 897/03 (BRASIL, 2003g) os estudos de
bioequivaléncia devem ser conduzidos com a maior dosagem disponivel do
farmaco no mercado. As formulagées de menores dosagens séo bioisentas, caso
as formulagdes sejam proporcionais e apresentem perfis de dissolugao
comparaveis por meio do calculo de f2. Além disso, os seguintes medicamentos

sao isentos de estudos de bioequiovaléncia:

» medicamentos administrados por via parenteral (intravenosa,
intramuscular, subcutanea ou intratecal), como solugdes aquosas
que contém o mesmo farmaco, na mesma concentragao em relagao
ao medicamento referéncia e excipientes de mesma fungdo, em

concentragdes compativeis;
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solugdes de uso oral que contém o mesmo farmaco, na mesma
concentracdo em relacdo ao medicamento referéncia e que néao
contém excipientes que afetem a motilidade gastrintestinal ou a

absorcao do farmaco;
poOs para reconstituicdo que resultem em solugao;
gases;

solugbes aquosas otologicas e oftalmicas que contém o mesmo
farmaco, nas mesmas concentracbées em relacdo ao medicamento
referéncia e excipientes de mesma fungdo, em concentragdes

compativeis;

medicamentos de uso topico, ndo destinados a efeito sistémico,
contendo o0 mesmo farmaco, na mesma concentragdo em relagdo ao
medicamento referéncia e excipientes de mesma fungdo, em
concentragdes compativeis, destinados ao uso otolégico e oftalmico,
que se apresentem na forma de suspensdo, devem ser
apresentados os resultados de estudos farmacodindmicos que
fundamentem a equivaléncia terapéutica, sendo que o modelo de
estudo farmacodindmico deve ser aprovado previamente pela
ANVISA;

medicamentos inalatérios ou sprays nasais administrados com ou
sem dispositivo, apresentados sob forma de solugdo aquosa e
contendo o mesmo farmaco, na mesma concentragao em relagao ao
medicamento referéncia e excipientes de mesma funcido, em

concentracdes compativeis;

medicamentos de uso oral cujos farmacos nao sejam absorvidos no

trato gastrintestinal.
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A partir de 2000, com a publicagcdo do guia de Bioisencdo do FDA
(FDA, 2000) surge no panorama internacional a possibilidade dos estudos de
bioequivaléncia in vivo serem conduzidos in vitro, considerando ensaios de
solubilidade, permeabilidade e perfis de dissolugdo para farmacos classe | de
acordo com o conceito da Classificagao Biofarmacéutica (AMIDON et al, 1995).
Entretanto, apesar dos ensaios propostos por AMIDON et al (1995) e FDA (2000)
serem definidos como bioisengao (biowaiver), tal denominagéo nao significa que
as formulacdes serao isentas de estudos de bioequivaléncia, mas que o ensaio

comparativo sera realizado, exclusivamente, in vitro (POLLI, 2008).

1.3- Classificagao Biofarmacéutica (BCS)

O conceito da classificacdo biofarmacéutica estabelecida por
AMIDON et al (1995) permitiu a correlagcao entre dados de dissolugéo in vitro e a
biodisponibilidade in vivo de formulagbes farmacéuticas de liberagdo imediata,
baseando-se em critérios de solubilidade e permeabilidade do farmaco. A partir
desse conceito, os parametros solubilidade e permeabilidade apresentaram-se

como fatores que controlam a extensao e a velocidade de absorg¢ao de farmacos.

Considerando a teoria proposta por AMIDON et al (1995) para a

absorgao de farmacos, a seguinte equacao foi estabelecida:
Jw = Pw . Cw

Sendo: J, — fluxo do farmaco através da parede intestinal em qualquer posigao
anatbmica e tempo (massa/area/tempo), P,, — permeabilidade, C,, — concentragao

do farmaco no lumen intestinal.

Assim, de acordo com a equacao acima, a permeabilidade sera maxima
quando o parametro C,, for igual a solubilidade do farmaco. Além disso, as
condigdes sink fisiologicas determinariam a rapida absorcdo do farmaco

(de acordo com a Primeira de Lei de Fick) desde que a concentragdo do farmaco
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no plasma seja infinitamente menor que a concentragcdo do farmaco no lumen
intestinal (AMIDON et al, 1995).

O conceito da classificagao biofarmacéutica estabeleceu 4 classes de
farmacos de acordo com suas caracteristicas de solubilidade e permeabilidade.
Os farmacos classe | sdao aqueles que apresentam alta solubilidade e
permeabilidade, os classe |l apresentam baixa solubilidade e alta permeabilidade,
os classe lll alta solubilidade e baixa permeabilidade e os classe IV baixa
solubilidade e permeabilidade. A Figura 10 apresenta a classificacdo de farmacos

de acordo com a BCS.
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FIGURA 10- Classes de farmacos de acordo com a Classificacdo Biofarmacéutica
— BCS (adaptado de AMIDON et al, 1995).

Os ensaios de solubilidade s&o conduzidos de acordo com o guia de
bioisengdo do FDA (2000) que preconiza que a maior dosagem do farmaco seja
soluvel em 250 mL de tampdes cujos pH sejam de 1 a 7.5. KHAN et al (2004)
realizou ensaios de solubilidade para o farmaco loratadina empregando meios

cujos pH foram 1.2, 2.0, 2.5, 3.0, 4.5, 6.5 e 7.5. Como o farmaco € uma base

Introducéo
61



fraca, tal substancia apresentou alta solubilidade (4.59 mg/mL) em pH = 1.2 e
baixa solubilidade (0.0004 mg/mL) em pH 6.5 e 7.5.

Desta forma, a loratadina é classificada como um farmaco de baixa
solubilidade. Outros trabalhos de KHAN et al (2004) e OKUMU et al (2008)
realizaram o mesmo procedimento para a avaliagao da solubilidade de toseramida
e montelucaste, os quais foram classificados, respectivamente, como alta e baixa
solubilidade. Recentemente, um documento emitido por pesquisadores reunidos
no evento Bio-International 2005 (MIDHA et al, 2007) sugeriu a realizagao do perfil
de solubilidade do farmaco em pH de 1.2 a 6.8. Tal faixa de pH também é
preconizada pelo guia de bioisencdo da Organizacdo Mundial da Saude
(WHO, 2005).

Os ensaios de permeabilidade sugeridos pelo guia do FDA (2000) sao
0os realizados em cultura de células ou in vivo por meio de ensaios de
biodisponibilidade absoluta ou balango de massas. Além disso, 0 mesmo guia
considera farmacos que apresentem valores de biodisponibilidade (F) acima de

90%, como de alta permeabilidade.

Os ensaios de permeabilidade, geralmente, sdo conduzidos
empregando células CaCo-2 (células de adenocarcinoma de célon humano) ou
MDCK (células de rim canino — “Madin-Darby”). O estudo de KHAN et al (2004)
avaliou a permeabilidade da loratadina em células CaCo-2, sendo que o farmaco
apresentou valor de, aproximadamente, 4.8.10° cm/s, o que permite a
classificagdo desse farmaco como de alta permeabilidade. Outros estudos de
KHAN et al (2006) e OKUMU et al (2008) realizaram a classificacdo da
permeabilidade dos farmacos toseramida e montelukaste (baixa permeabilidade),
respectivamente, por meio de ensaios de biodisponibilidade absoluta e simulagdes
empregando o software GastroPlus (Simulations Plus, USA). MIDHA et al (2007)
sugeriram que farmacos que apresentassem valores de F acima de 85% também
poderiam ser considerados de alta permeabilidade. Esse valor de
biodisponibilidade também é preconizado pelo guia de bioisengdo da Organizagao
Mundial da Saude (WHO, 2005).
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Além dos ensaios apresentados acima, a permeabilidade de farmacos
também pode ser avaliada in situ ou in vitro empregando segmentos intestinais ou
porcdes invertidas do intestino de animais. SOUSA et al (2007) apresenta uma

revisdo dos modelos in vitro para a avaliagao da permeabilidade de farmacos.

Devido ao custo elevado dos ensaios in vitro para a avaliagdo da
permeabilidade de farmacos, KASIM et al (2004) e, posteriormente,
TAKAGI et al (2006) propuseram a classificagdo provisional empregando dados
fisico-quimicos de farmacos e/ou simulagdes computacionais. Desta forma, a
avaliacéo in silico é apresentada como uma nova ferramenta para a classificacao

biofarmacéutica de farmacos.

A classificagdo provisional é realizada considerando-se, basicamente,
os parametros numero de dose (Do) e coeficientes de particdo (Log P e/ou cLogP)

do principio ativo.

O paréametro numero de dose (Do) é calculado empregando-se a
equacgao abaixo (KASIM et al, 2004):

Do = Mo/Vo
Cs
Sendo: Mo — maior dosagem do farmaco, Vo — 250mL, Cs — solubilidade do

farmaco (mg/mL).

Os valores de solubilidade (Cs) sdo obtidos do Merck Index ou de
monografias da Farmacopéia Americana (USP). Quando ndo ha valores definidos
(mg/mL), mas apenas informacdes descritivas, sdo empregados os dados da
Tabela de solubilidade apresentada pela USP 29 (2006).

Os valores dos coeficientes de particdo (Log P e/lou cLog P) séo
calculados empregando-se programas como o ChemDraw Ultra (CambridgeSoft,
USA) a partir de estruturas quimicas dos farmacos obtidas do Merck Index
(KASIM et al, 2004). Os valores de LogP e/ou cLog P s&o relacionados com os

valores de permeabilidade (Peff) do farmaco in vivo tendo como referéncia os
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valores de permeabilidade e coeficiente de particdo do farmaco metoprolol. Assim,
todo farmaco que apresentar valores de Log P e/ou cLogP superiores ao do
metoprolol s&o considerados farmacos de alta permeabilidade. A Figura 11 mostra
a correlacao entre valores de coeficiente de particido e permeabilidade para
diferentes farmacos (KASIM et al, 2004).
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Figura 11- Correlacdo entre valores de Log P e permeabilidade (Peff) para
diferentes farmacos (®) (TAKAGI et al, 2006). Os farmacos
denominados falsos negativos (U ) s&o aqueles que sdo absorvidos

por transporte ativo (antipirina, cefalexina, glicose, enalapril,

levodopa, fenilalanina e valaciclovir).

Empregando-se os procedimentos de avaliagao in silico, KASIM et al
(2004) e TAKAGI et al (2006), propuseram a classificagdo provisional dos
farmacos essenciais da WHO e dos 200 farmacos mais vendidos nos Estados
Unidos, Inglaterra, Espanha e Jap&o. A partir dos dados obtidos nesses ensaios
provisionais, sugere-se que 55% desses farmacos seriam classificados como de

classe | ou lll e, desta forma, poderiam ser objeto de avaliagdo in vitro
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(bioisencao). O guia do FDA (2000) propde a bioisengcado apenas para farmacos
classe |, desde que a formulag&o apresente alta solubilidade (acima de 85% em
até 30 minutos) em meios de pH 1.2, 4.5 e 6.8 (aparato 1 — 100 rpm ou aparato 2
— 50 rpm em 900mL de meio) e as formulagbes possam ser comparadas com por
meio do calculo de f2 (f2 > 50 nos trés meios). Porém o guia da WHO (2005)
amplia tal conceito para farmacos classe Il e lll e o guia da Comunidade Européia
(EMEA, 2008) apenas para farmacos classe lll, considerando também critérios

para os ensaios de dissolugéo (acima de 85% em até 15 minutos).

1.4- Correlagao In Vitro — In Vivo

O conceito de correlagdo In Vitro — In Vivo (IVIVC) é definido como um
modelo matematico preditivo para descrever a relacdo entre uma propriedade in
vitro e uma resposta in vivo de uma forma farmacéutica (FDA, 2001; USP, 2008).
De acordo com a RE 482/02 (BRASIL, 2002) as propriedades in vivo mais
utilizadas sao os parametros farmacocinéticos Cnax ou AUC e as propriedades

in vitro as porcentagens dissolvidas do farmaco em fungéo do tempo.

A IVIVC, geralmente, é estabelecida para farmacos cuja solubilidade é
fator limitante para a absorcao (Classe Il — BCS) e para formulagdes de liberagao
modificada. Assim, as correlacdes estabelecidas sao lineares e definidas como de
nivel A, B ou C (EMAMI, 2006).

A correlagado nivel A representa uma relagdo ponto a ponto entre a
dissolugao in vitro e a fragao do farmaco absorvido in vivo. O calculo da fragdo do
farmaco absorvido € obtido por deconvolugdo dos dados de concentragao
plasmatica versus tempo empregando-se o método de Wagner-Nelson ou
Loo-Riegelman. Esse é o nivel de correlagdo considerado de maior categoria e
aceito por 6rgaos regulatérios para subsidiar alteracbes pos-registro (BRASIL,

2002; EMAMI, 2006). A Figura 12 apresenta uma correlagdo linear do nivel A.
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Figura 12- Correlagdo in vitro — in vivo linear do nivel A

O nivel de correlagdo B utiliza os principios da analise de momento
estatistico. Assim, o tempo de residéncia médio (TRM) in vivo € comparado com o
tempo médio de dissolugcédo (TMD) in vitro e o nivel de correlagdo C relaciona um
ponto de dissolugdo (t50% ou t90%) a um parametro farmacocinético (Cmax, AUC
ou Tmax) (ANVISA, 2002). Geralmente, sdo empregadas 3 formulagbes que
apresentem diferentes velocidades de dissolugcédo para a construgao dos niveis de
correlacéo A, B ou C (EMANI, 2006).

CORRIGAN et al (2003) realizaram um estudo de correlagao
in vitro — in vivo (nivel A) com o farmaco cetoprofeno (classe |l — BCS)
empregando meios de dissolugéo cujos valores de pH eram de 6.8 e 7.5, além do
meio biorelevante FaSSIF. As correlagdes estabelecidas apresentaram um
comportamento ndo-linear ja que tais meios determinaram a rapida dissolu¢ao do
farmaco, visto que o cetoprofeno € um acido fraco. Os resultados obtidos no
estudo de CORRIGAN et al (2003) corroboraram com o conceito de correlagao
nao-linear estabelecido por Polli et al (1996). De acordo, com esse trabalho

(Polli et al, 1996) a correlagdo nao-linear apresenta-se como uma ferramenta de
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avaliacdo do comportamento de formulagdes que contenham farmacos de alta
solubilidade (classe | ou Ill — BCS). Além disso, a correlagdo nao linear demonstra
que a permeabilidade ¢é fator limitante para a absor¢cdo de farmacos.
Recentemente, o estudo de JANTRATID et al (2006) estabeleceu correlagdes

nao-lineares com diferentes formulagdes contendo o farmaco cimetidina

(classe Il - BCS). A Figura 13 apresenta uma correlagéao nivel A n&o-linear.
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Figura 13- Correlagao in vitro — in vivo ndo-linear do nivel A

1.5- Pantoprazol

O pantoprazol € um farmaco derivado benzoimidazdlico utilizado no
tratamento de disturbios de acidez gastrica, como Uulcera duodenal, refluxo
esofagico e sindrome de Zollinger-Ellison. O pantoprazol é ainda indicado no
tratamento de ulceras resistentes aos antagonistas de receptores de histamina do
tipo H,, nas lesbes gastroduodenais induzidas por antiinflamatérios nao
esteroidais e na terapia para erradicagao de Helicobacter pylori, em combinagao
com agentes antimicrobianos (CHEER et al, 2003; RAFFIN et al, 2006).
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O pantoprazol € uma base fraca cujo pka é igual a 4 (JOHNSON, 2005).
Além disso, o farmaco possui peso molecular de 383 u, log P de 0.5 e solubilidade
de 0.49 mg/mL (DrugBank, 2008). A Figura 14 apresenta a estrutura quimica do

pantoprazol.

Figura 14- Estrutura quimica do farmaco pantoprazol (DrugBank, 2008).

O pantoprazol apresenta-se no mercado nacional em dosagens de 20 e
40mg em comprimidos gastroresistentes e poé liofilizado para administragcao
intravascular (DEF, 2006).

1.5.1- Farmacocinética

O farmaco é rapidamente absorvido apdés administragao oral, atingindo
picos plasmaticos (Cmax) de 1,1 a 3,1mg/L apds 2 a 4 horas (tmax) da ingestao de
comprimidos de 40mg com revestimento entérico. O farmaco é extensamente
metabolizado pelo tecido hepatico e apresenta uma biodisponibilidade de 77%. A
ingestdo concomitante com alimento n&o exerce influencia sobre a
biodisponibilidade, mas apenas um possivel retardo na absor¢do do farmaco. As
concentracdes plasmaticas decaem monofasicamente apds a administragao oral,
com um valor de meia-vida de eliminagdo terminal (t; g) de 0,9 a 1,9 horas.

Entretanto, apesar da curta meia-vida do pantoprazol, uma vez estabelecida a
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inibicdo da secregcao acida o efeito é duradouro, persistindo mesmo apés a
depuragdo do farmaco da corrente sanguinea. Dessa forma, a cinética do
pantoprazol tem pouca influéncia em sua farmacodinamica. Corroborando com
essa afirmagao, a farmacocinética do pantoprazol apds 7 dias de administracao
oral (20 e 40mg/dia) nado apresentou diferengas significativas quando comparado
com a administragdo unica, sugerindo que ndo ha acumulo do farmaco. O
pantoprazol se liga extensivamente as proteinas plasmaticas (98%), e tem um
baixo volume de distribuicdo (valor médio de 0,16 L/kg no estado de equilibrio), o
que sugere uma distribuicdo tecidual limitada (CHEER et al, 2003;
MICROMEDEX).

O pantoprazol é metabolizado, via oxidagao, pelo citocromo CYP2C19,
seguida pela conjugacdo por sulfato (FURUTA et al, 2005). A eliminagdo é
predominantemente renal, com aproximadamente 80% da dose oral sendo
excretada como metabdlitos na urina, e o restante nas fezes proveniente de
secregao biliar (CHEER et al, 2003).

1.5.2- Farmacodindmica

O pantoprazol inibe irreversivelmente a bomba de prétons
(H* /K* /ATPase) das células parietais da mucosa gastrica (FIGURA15). O
desenvolvimento de um farmaco inibidor de bomba de protons deve prever
estabilidade quimica em pH neutro (para excluir outros alvos que nado a
H* /K" /ATPase das células parietais, e dessa forma aumentar sua seletividade),
ativagdo em meios fortemente acidos e relativa estabilidade em condigdes
fracamente acidas (para evitar a ativagdo em outros compartimentos celulares ou
organelas). Como uma base fraca, o pantoprazol é altamente ionizado em pH
baixo e tem a propriedade de acumular-se no lumen de células parietais
estimuladas, nas quais o pH é fortemente acido. Nesse microambiente acido, o
pantoprazol € rapidamente convertido em um intermediario reativo que forma

ligagbes covalentes com os residuos de cisteina da superficie luminal da bomba
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H* /K* /ATPase, provocando uma inibi¢éo irreversivel da fungdo enzimatica. A
bomba de protons representa o passo final do processo secretério, e portanto a
inibicdo dessa enzima suprime a secregao acida gastrica independentemente do
estimulo primario. A ativacdo induzida por meio acido € uma caracteristica
comum dos benzoimidazéis, inibidores da bomba de prétons, e confere
seletividade para sua acdo sobre a H* /K* /ATPase gastrica. Embora esses
compostos sejam rapidamente ativados em condi¢des fortemente acidas (pH <3),
0 pantoprazol € mais estavel que o omeprazol ou lanzoprazol em tais meios. A
inibicdo da secregao acida ocorre com doses de 40mg ao dia de pantoprazol, a
qual é mais efetiva que 300mg ao dia de ranitidina ou 20mg ao dia de omeprazol.
Entretanto, o uso de 40mg ao dia de pantoprazol determina eficacia clinica
semelhante ao uso de 40mg ao dia de omeprazol ou 30mg ao dia de lansoprazol,

ou ainda, 40mg ao dia de esomeprazol (CHEER et al, 2003).
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Figura 15- Mecanismo de acao do Pantoprazol (OLBE et al, 2003)
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1.5.3- Estudos Biofarmacéuticos

Considerando a base de dados Pubmed, apenas os trabalhos de
CAMPOS et al (2007), MENDES et al (2008) e FILIPE et al (2008), publicados no
periodico Arzneimittelforschung, apresentam dados de estudos de bioequivaléncia
empregando o farmaco pantoprazol. Entretanto, estudos que apresentassem
dados de avaliagdes in vitro de formulagdes de pantoprazol e que permitissem a
classificagao biofarmacéutica definitiva ou provisional do farmaco pantoprazol néao
estavam disponiveis na base de dados Pubmed até a publicacdo de
CAMPOS et al (2007). Estudos que propdem a classificagdo biofarmacéutica de
farmacos, como os de KASIM et al (2004) e TAKAGI et al (2006), sao geralmente
utilizados como subsidios para a solicitagado de bioisen¢ao de produtos candidatos
a medicamentos genéricos e que contenham farmacos de alta solubilidade

(classe | e Ill) em agéncias regulatérias internacionais.
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2- OBJETIVOS
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2.1- Objetivo Geral

Avaliar o comportamento in vitro e in vivo de duas formulagdes de
pantoprazol por meio de estudos de bioequivaléncia e perfis de dissolugdo em

meios biorelevantes

2.2- Objetivos Especificos

Realizar a classificacdo provisional do farmaco pantoprazol de acordo
com o conceito da Classificacdo Biofarmacéutica;

Propor uma correlagdo in vitro — in vivo para as formulagbes de

pantoprazol avaliadas nesse estudo.
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3- MATERIAL E METODOS
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3.1- Material
3.1.1- Formulagdes

Os ensaios de dissolugdo e os estudos de bioequivaléncia foram

realizados com as seguintes formulagoes:

- Formulagdo Referéncia: Pantoc — comprimido revestido produzido

pela Altana Pharma Ltda.

- Formulacao Teste: Pantoprazol — comprimido revestido produzido pela

Medley S/A Industria Farmacéutica.

3.1.2- Ensaios de Dissolugao

Para os ensaios de dissolugdo foram empregados os seguintes

equipamentos, reagentes e materiais:

- Dissolutor Nova Etica (Nova Etica, Brasil) modelo: 299/06 empregando

o aparato USP 2 (pa) e equipado com 06 cubas;
- Coluna C18 Nova Pak (3.9 x 150 mm), 5 ym (Waters, EUA);
- Filtro 0.45 pym (Milipore, EUA)

- Dissolutor Bio-Dis® RRT 8 — aparato USP 3 (Caleva Ltd, Dorset,

Inglaterra) e equipado com 36 cubas;

- Meios Biorrelevantes FaSSIF e FeSSIF modificado (pH = 6.0) cujas
descrigdes sao apresentadas por MARQUES (2004).

- Padrédo secundario de pantoprazol sédico (lote FM 4030) fornecido

pela Medley

Material e Métodos
79



- Taucorolato de soédio 98% obtido da Prodotti Chimici e Alimentari
S.P.A (Basaluzzo, ltalia)

- Lecitina 99,1% obtido da Lipoid (Ludwigshafen, Alemanha).

3.1.3- Estudos de Bioequivaléncia

Para a validacdo do método bioanalitico e analise das amostras dos

voluntarios foram empregados os seguintes equipamentos, reagentes e materiais:

- Cromatégrafo Liquido acoplado a espectrdbmetro de Massas no modo
MS/MS (Quatro Micro Micromass, Reino Unido);

- Coluna C18 Polaris (50 x 3 mm), 3um;

- Acetonitrila, dietiléter, diclorometano e acido férmico obtidos da Merck

(Alemanha)

- Padrao secundario de pantoprazol sédico (lote FM 4030) fornecido

pela Medley

- Padrao primario de lansoprazol (lote FOB 310) obtido da United States
Pharmacopeia (USP, EUA)

3.2- Métodos
3.2.1- Ensaios de Dissolucao

Os ensaios de dissolugao foram realizados em aparato USP 2 e aparato

USP 3 empregando meios biorrelevantes.

Devido ao revestimento gastro-resistente das formulacbes Teste e
Referéncia, essas foram previamente avaliadas em simulado gastrico sem pepsina
(pH = 1.8) por 60 minutos de acordo com o especificado pela USP 31
(USP, 2006).
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Os ensaios no aparato USP 2 foram conduzidos no dissolutor Nova
Etica (modelo 299/06) com rotagdo de 50 rpm (pa) em 900mL dos meios FaSSIF
(pH = 6.5) ou FeSSIF (pH = 6.0). Os meios foram mantidos a temperatura de
37+0.5 °C. Em todos os experimentos, 5 mL do meio de dissolugdo foram
amostrados nos seguintes tempos: 15, 20, 30, 45, 60, 90, 120 e 180 minutos.
Foram empregados 12 amostras das formulacdes Teste e Referéncia.

A determinagdo das porcentagens dissolvidas a cada tempo de coleta
foi realizada empregando-se método analitico previamenrte validado pela Medley
S/A Industria Farmacéutica de acordo com a RE 899/2003 (ANVISA, 2003). O

método apresentou linearidade de 1 a 45 pg/mL.

A porcentagem de farmaco dissolvida foi plotada em fungédo do tempo.
A comparagéao dos perfis de dissolugdo foi realizada por meio do calculo do fator
de similaridade (f2) e do fator de diferenga (f1). Os perfis foram considerados
semelhantes quando o valor de f2 apresentou-se superior a 50 e o valor de 1
inferior a 15. Além disso, foram considerados o0s seguintes requisitos:
empregou-se, no minimo, 5 pontos de coletas, um unico ponto acima de 85% de
dissolugdo para ambos os produtos, variagdo maxima de 20% nos primeiros
pontos e 10% nos demais pontos e, no caso de dissolugdo acima de 85% em até
15 minutos, o modelo n&o foi aplicado. As equacgdes utilizadas para o calculo de f1

e f2 estdo apresentadas abaixo (RE 310/03):

f1={[X (Rt-Tt)]/ [X (RY]}

f2 = 50 log {[1+1/n T, (Rt - Tt)2 T°° x100}

Os ensaios no aparato USP 3 foram conduzidos no dissolutor Bio-Dis®
RRT 8 com 10 oscilagbes por minuto (dpm) em 200mL dos meios FaSSIF
(pH = 6.5) ou FeSSIF (pH = 6.0). Os meios foram mantidos a temperatura de
37+0.5 °C. Em todos os experimentos, 5 mL do meio de dissolugdo foram
amostrados nos seguintes tempos: 30, 60, 70, 80, 90, 100, 105 e 120 minutos
(FaSSIF) e 60, 120, 130, 140, 150, 160, 165 e 180 minutos (FeSSIF). Foram
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empregados 03 amostras das formulagcdes Teste e Referéncia. A determinagao
das porcentagens dissolvidas a cada tempo de coleta foi realizada empregando-se
método analitico previamente validado pelo Instituto de Tecnologia Farmacéutica
da Universidade Johann Wolfgang Goethe (Frankfurt, Alemanha). O método
apresentou linearidade de 0.02 a 0.22 ug/mL.

A porcentagem de farmaco dissolvida foi plotada em fungédo do tempo.
A comparagao dos perfis de dissolucdo foi realizada por meio de modelos
dependentes de Primeira Ordem, Higuchi e Weibull. A Tabela 3 apresenta as

equagdes empregadas para a analise dos perfis de dissolugéo.

Tabela 3- Equag¢des modelo dependentes de primeira ordem, Weibull e Higuchi.

Modelos Dependentes

Primeira Ordem % Dissolvida = 100.[1-exp™™]
Weibull % Dissolvida = 100.[1-exp!~ ™%
Higuchi % Dissolvida = kd.t>°

Sendo: kd — constante de velocidade de dissolugdo, t — tempo, Ti — tempo de laténcia, B —

parametro de forma, a — tempo decorrido de ensaio.

Para a definicdo do melhor modelo que descreveu o comportamento
das formulagbes no aparato 3 foram empregados os parametros: Erro Residual
Médio (RMS), Fator de Akaike (AIC) e Coeficiente de Determinacao (r?).

3.2.2- Estudos de Bioequivaléncia
3.2.2.1- Etapa Clinica
3.2.2.1.1- Estudo de Bioequivaléncia em jejum

O estudo foi conduzido com 28 voluntarios sadios, adultos de ambos os
sexos com idade entre 18 e 50 anos, com indice de massa corpérea maior do que

19 e menor do que 30 (HHS, 2005). Quanto ao grupo étnico, ndo foram incluidos
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no estudo voluntarios de descendéncia asiatica, devido a grande porcentagem
(12-25%) de metabolizadores lentos nesta populagdo. A etapa clinica somente
teve inicio ap6s a aprovacdo do protocolo pelo Comité de Etica da Universidade
Sao Francisco (Anexo 1) e a assinatura dos termos de consentimentos (TCLE) de
acordo com o preconizado pela Resolugao 196/96 (CNS, 1996) e RE 1170/06
(ANVISA, 2006). Todos os voluntarios foram submetidos a exames clinicos e
laboratoriais em momentos pré e pds-estudo. Além disso, ndo foram incluidos no
estudo individuos com anormalidades clinicamente significantes nos exames
bioquimicos, hematolégicos e de urina |, presenga de doenga gastrintestinal,
cardiovascular, hepatica, hematopoiética, renal ou respiratéria ou, ainda, historia
de alergia ao farmaco pantoprazol. Outros critérios de exclusao foram: exposigao
recente (menos do que 3 meses) a farmacos experimentais ou n&o, ingestédo
recente ou histéria de abuso de alcool ou de drogas ilicitas, fumantes, doagao
recente (menos do que 3 meses) de sangue, sorologia positiva para HIV e

hepatites B e C.

O estudo apresentou desenho cruzado, aberto e randomizado. A
formulacao foi administrada em dose unica (40mg) e em jejum, em cada um dos
periodos de internagdo, com um copo de agua potavel (240 ml), seguindo a
randomizagao apresentada no Anexo 2. O periodo de wash-out considerado no

estudo foi de, no minimo, 06 dias.

Os tempos de coletas empregados no estudo foram: 0, 0.5; 1.0; 1.5; 2;
2.25; 2.5; 2.75; 3.0; 3.5; 4.0; 4.5; 5.0; 6.0; 8.0; 10.0; 12.0 h.

Logo apds a coleta, as amostras de sangue foram centrifugadas a 2000 g
por 10 minutos a temperatura ambiente. Imediatamente apdés a centrifugacdo, o
plasma foi retirado e armazenado em frasco adequado, igualmente identificado, a
temperatura de no minimo -70 °C em freezer especifico para a armazenagem de

amostras bioldgicas localizado na propria Unidade Clinica (UNIFAG).
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3.2.2.1.2- Estudo de Bioequivaléncia pos-prandial

O estudo foi conduzido com 62 voluntarios sadios, adultos de ambos os
sexos com idade entre 18 e 50 anos, com indice de massa corpérea maior do que
19 e menor do que 30 (HHS, 2005). Quanto ao grupo étnico, ndo foram incluidos
no estudo voluntarios de descendéncia asiatica, devido a grande porcentagem
(12-25%) de metabolizadores lentos nesta populagdo. A etapa clinica somente
teve inicio apds a aprovacdo do protocolo pelo Comité de Etica da Universidade
Sao Francisco (Anexo 1) e a assinatura dos termos de consentimentos de acordo
com o preconizado pela Resolugdo 196/96 (CNS, 1996) e RE 1170/06
(ANVISA, 2006). Todos os voluntarios foram submetidos a exames clinicos e
laboratoriais em momentos pré e pds-estudo. Além disso, ndo foram incluidos no
estudo individuos com anormalidades clinicamente significantes nos exames
bioquimicos, hematolégicos e de urina |, presenga de doenga gastrintestinal,
cardiovascular, hepatica, hematopoiética, renal ou respiratéria ou, ainda, historia
de alergia ao farmaco pantoprazol. Outros critérios de exclusao foram: exposigao
recente (menos do que 3 meses) a farmacos experimentais ou n&o, ingestao
recente ou histéria de abuso de alcool ou de drogas ilicitas, fumantes, doagao
recente (menos do que 3 meses) de sangue, sorologia positiva para HIV e

hepatites B e C.

O estudo apresentou desenho cruzado, aberto e randomizado. A
formulacao foi administrada em dose unica (40mg) apds dieta hipercalérica, em
cada um dos periodos de internacdo, com um copo de agua potavel (240 ml),
seguindo a randomizagédo apresentada no Anexo 2. O periodo de wash-out

considerado no estudo foi de, no minimo, 06 dias.

A dieta utilizada no estudo apresenta, aproximadamente, 800 — 1000

calorias. A Tabela 4 apresenta a composi¢cao dessa dieta hipercaldrica.
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Tabela 4- Composicdo da dieta hipercaldrica utilizada no estudo de

bioequivaléncia pds-prandial (n=62)

kcal gordura (g)

Croissant (509) 206,5 12,2
Queijo Prato (20g) 2 fatias 142,8 10,6
Presunto cozido com capa (20g) 2 fatias 136,6 11,6
Margarina (10g) 72 8,1
Bolo (Bauducco branco, recheio de morango)40g 160 8
Leite Integral (240 ml) 146,4 7,2
Acucar (2 colheres de cha) 40 0
Total 904,3 57,7

Os tempos de coletas empregados no estudo foram: 0, 1; 2; 2.5; 3; 3.5; 4; 4.5 ; 5; 5.5; 6; 6.5; 7; 8;
10; 12; 16; 18; 20; 24 h.

Logo apds a coleta, as amostras de sangue foram centrifugadas a 2000 g
por 10 minutos a temperatura ambiente. Imediatamente apdés a centrifugacao, o
plasma foi retirado e armazenado em frasco adequado, igualmente identificado, a
temperatura de no minimo -70 °C em freezer especifico para armazenagem de

amostras bioldgicas localizado na propria Unidade Clinica (UNIFAG).

3.2.2.2- Etapa Analitica

A quantificagdo das amostras dos estudos de bioequivaléncia em jejum
e pos-prandial foram realizadas por meio de método bionalitico previamente
validado pela UNIFAG. O desenvolvimento do método ocorreu anteriormente a
execugao desse estudo e teve como base o artigo de PERES et al (2004).
O método apresentou limite de quantificacdo (LQ) de 10 ng/mL e linearidade de
10 — 5000 ng/mL (CAMPOS et al, 2007). Os valores obtidos de precisdo e
exatiddo intra e inter-ensaios, recuperacdo e estabilidade contemplaram
plenamente os requisitos da RE 899/2003 (ANVISA, 2003).

Material e Métodos
85



3.2.2.3- Etapa Estatistica

As anadlises estatisticas dos dados foram conduzidas apds a
transformacado logaritmica de todos os valores de ASCot € Chax. O tmax fOi
estatisticamente avaliado utilizando a diferenca individual, construindo um
intervalo de confianga de 90%, através de teste nao-paramétrico. Os parametros
farmacocinéticos ASCy, ASCy.inr. € t12 foram calculados a partir das equagdes
apresentadas na Figura 4. Os parédmetros Cmax € Tmax foram obtidos diretamente
das curvas de concentragcao plasmatica versus tempo. O parametro kel foi
estimado pelo coeficiente angular da reta de regressao linear, calculada pelo
método dos minimos quadrados, do logaritmo natural da concentragao plasmatica
versus tempo. A razdo de ASC,./ASCy.irs deve apresentar valores acima de 80%
de acordo com a RE 1170/06 (ANVISA, 2006).

Foi empregada analise de variancia (ANOVA) apropriada para o modelo
de 2 periodos cruzados, sob os dados de InNASCy: € InChax, levando em
consideracgao os efeitos de sequéncia, voluntario dentro da sequéncia, tratamento
e periodo. Foram calculados os pontos paramétricos e estimativas dos intervalos
da razdo T/R (formulagéo teste/formulagao referéncia) para os valores ASCy. €
Cmax- A biodisponibilidade relativa da formulagcdo teste versus a formulagao
referéncia foi avaliada pelas razbes das médias geométricas. O intervalo de
confianga (IC) estipulado para a razdo das médias geométricas entre R e T foi de
90 % e determinado por andlises paramétricas (dois testes t unicaudais — p=0.05).
A construcao do intervalo de confianca foi baseada no quadrado médio residual da
ANOVA. As formulacdes foram consideradas bioequivalentes quando o IC acima
mencionado (IC 90 %) para os parametros farmacocinéticos ASCy.t € Cmax
estivessem dentro dos limites de 80 a 125 %, aceito pela ANVISA
(ANVISA, 2006).

A analise farmacocinética foi realizada com o apoio dos seguintes
programas: Microsoft Excel Version 7.0; WinNonLin Professional Network Edition,
versado 1.5; Bioequivalence Program for Two-Period Crossover Studies — versao

3.4., por Jerman P Wijnand, ou posterior e Graph Pad Prism versao 3.02. A
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entrada de dados e seu processamento inicial foram realizados através de

arquivos MS Excel, com base nos dados derivados dos equipamentos de analise.

3.2.3- Classificagao Biofarmacéutica Provisional

A classificagdo provisional do farmaco pantoprazol foi realizada
considerando o calculo dos parametros biofarmacéuticos, numero de dose (Do),
Permeabilidade (Peff) e fracdo absorvida. Para o calculo do numero de dose

empregou-se a equacao (AMIDON et al, 1995):
Do = dose / solubilidade / 250mL

Sendo: Do — dose; Cs — solubilidade; 250mL — volume de agua em que o farmaco

deve estar soluvel.

Valores inferiores a 1 demonstram que o farmaco € de alta solubilidade
(KASIM et al, 2004). O valor de solubilidade do farmaco foi obtido do software
ADMET Predictor™ Version 1.0 (Simulations Plus, USA) e a dose utilizada foi de
40mg.

Os dados referentes a permeabilidade, também, foram obtidos
empregando-se o software ADMET Predictor” Version 1.0 (Simulations Plus,
USA). O calculo da fragédo absorvida (Fa) foi realizado empregando-se a equagéao
(AMIDON et al, 1988, 1995; KRISHNA et al, 2008) :

Fa=1-exp [-2/R . Peff. Tres]

Sendo: Fa — fragdo absorvida, R — raio do intestino delgado (R — 1.75cm),
Peff — permeabilidade e Tres — tempo de residéncia no intestino delgado
(Tres — 3h).

Os valores de Log P e CLog P para o farmaco pantoprazol foram
obtidos empregando-se o programa ChemDraw Ultra 10.0 (Cambridgesoft, USA).
Os dados de log P e Fa foram comparados aos do farmaco padrédo, metoprolol. Os

dados referentes ao metoprolol foram obtidos do artigo de TAKAGI et al (2006).
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3.2.4- Relagao In Vitro — In Vivo (IVIVR)

Foi estabelecida uma relagdo in vitro — in vivo entre as fragdes
absorvidas (Fa) das formulagcbes Teste e Referéncia dos estudos de
bioequivaléncia em jejum e pdés-prandial com as porcentagens dissolvidas (Fd)
nos meios FaSSIF e FeSSIF (aparato 2).

As fragbes absorvidas (Fa) foram obtidas das curvas de concentragéo
plasmatica versus tempo empregando o modelo de Loo-Riegelman para os
estudos em jejum e pés-prandial. A equagdo que descreve o modelo de

deconvolugéao esta apresentada abaixo (EMAMI, 2006):

Loo-Riegelman: Ft = Ct + Ky o' Cdt + (Xp)t/ Vc
Kio - Iow Cdt

Sendo: Ct - concentracdo plasmatica no tempo t, Jo' Cdt — integral da concentracéo
plasmatica de 0 a t, J” Cdt — integral da concentragdo plasmatica de 0 ao infinito,
(Xp)t — quantidade de farmaco no compartimento periférico (Xpt = k2 . €2 . [
Cdt . &' | dt) (BERMEJO, 2004), Vc — volume aparente do compartimento

central, k1o — constante de eliminagédo do compartimento central.

Os caélculos das micro-constantes (ki2, ko1 € kio) foram realizados
empregando-se as concentragdes plasmaticas do estudo em jejum (referéncia), a
partir do Cpmax, de acordo com LOBENBERG et al (2000). Para os calculos foi
empregado o programa WinNonlin 5.2 with IVIVC toolkit (Pharsight, USA).

O modelo de relagao in vitro — in vivo nao-linear obtido foi descrito pela
equacgao abaixo (POLLI et al, 1996):

Fa()=1/fa[1-a/a-1(1-Fd)+1/a—-1(1-Fd)*]

Sendo: Fa (t) — fragdo absorvida no tempo t; a = kp / kd (kp — constante de
permeabilidade e kd - constante de dissolucao); fa - fragdo absorvida no tempo

infinito; Fd — frag&o dissolvida no tempo t.
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4.1- Estudos de Dissolucao

4.1.1- Perfis de Dissolugdo em meios biorrelevantes empregando o aparato 2
(USP)

As Figuras 16 e 17 apresentam os perfis de dissolugao das formulagdes
teste e referéncia em meios biorelevantes no aparato 2. No meio FaSSIF
(pH = 6.8) as formulagdes apresentaram porcentagens dissolvidas acima de 85%
em, aproximadamente, 60 minutos. A porcentagem maxima de farmaco dissolvida
no meio FeSSIF (pH = 6.0) foi de 70%. As formulagdes apresentaram
comportamentos semelhantes nos meios FaSSIF e FeSSIF com valores de f2,
respectivamente, de 78.87 e 58.25 (Tabela 5).
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Figura 16- Perfil de Dissolugao entre as formulagdes referéncia e teste de
pantoprazol em meio biorrelevante (FaSSIF) empregando-se o
aparato 2 (USP). O valor de f2 calculado foi de 78.87.
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Figura 17- Perfil de Dissolugao entre as formulagdes referéncia e teste de
pantoprazol em meio biorrelevante (FeSSIF) empregando-se o
aparato 2 (USP). O valor de f2 calculado foi de 58.25.

Tabela 5- Parametros de similaridade (f2) e diferenca (f1) obtidos apds
comparacao dos perfis de dissolugdo das formulagdes teste e
referéncia em meios biorrelevantes (FaSSIF e FeSSIF) no aparato 2
(USP)

Modelos Independentes
1 f2
FaSSIF 6.29 78.87
FeSSIF 10.45 58.25

Meios Biorrelevantes

4.1.2- Perfis de Dissolugdo em meios biorelevantes empregando o aparato 3
(USP)

As Figuras 18 e 19 apresentam as porcentagens dissolvidas versus
tempo das formulagdes teste e referéncia em meios biorelevantes no aparato 3.
Nos meios FaSSIF (pH = 6.8) e FeSSIF (pH = 6.0) as formulagdes apresentaram

porcentagens maximas dissolvidas em, aproximadamente, 40 minutos. Além
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disso, as formulagdes foram previamente avaliadas, respectivamente, por 60 e

120 minutos em pH

1.2. As formulagdes apresentaram comportamentos

semelhantes nos meios biorelevantes e as cinéticas de dissolucdo puderam ser

descritas pelo modelo de Weibull (Tabelas 6 e 7).

Porcentagem Dissolvida

Figura 18-

Porcentagem Dissolvida

Figura 19-

LU e ——

100 -

80

60 -

40

20 ~

pH=6.8

=
b

---o--- Referéncia

—m Teste

60 80 100 120

Tempo (min)

Perfil de Dissolucdo entre as formulacdes referéncia e teste de

pantoprazol em meio biorrelevante (FaSSIF) empregando-se o

aparato 3 (USP).
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Tabela 6- Modelagem dos perfis de dissolugao obtidos em meios biorrelevantes
(FaSSIF e FeSSIF) em aparato 3 (USP) para a formulagao referéncia.

Foram empregados modelos dependentes de Primeira Ordem, Weibull

e Higuchi.
Meios Modelos Dependentes
Biorrelevantes Estatistica
1° Ordem Weibull Higuchi
Referéncia
FaSSIF r 0.8807 0.9996 0.8427
ERM 0.4562 0.0015 0.5402
Akaike -3.49 -41.29 -2.30
FeSSIF r? 0.9974 0.9980 0.9755
ERM 0.0042 0.0030 0.0420
Akaike -36.30 -36.51 -20.17

Tabela 7- Modelagem dos perfis de dissolu¢do obtidos em meios biorrelevantes
(FaSSIF e FeSSIF) em aparato 3 (USP) para a formulagéo teste.

Foram empregados modelos dependentes de Primeira Ordem, Weibull

e Higuchi.
Meios Modelos Dependentes
Biorrelevantes Estatistica
1° Ordem Weibull Higuchi
Teste
FaSSIF r 0.8151 0.9995 0.7548
ERM 0.6237 0.0018 0.7536
Akaike -1.30 -40.02 0.02
FeSSIF r? 0.9928 0.9937 0.9167
ERM 0.01835 0.0089 0.1509
Akaike -25.98 -28.99 -11.23
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As Figuras 20 a 23 apresentam os resultados dos modelos de primeira

ordem, Higuchi e Weibull na descrigdo da cinética de dissolugédo das formulagdes

em meios biorelevantes no aparato 3.
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Figura 20- Perfil de Dissolugdo da formulagao referéncia em meio biorelevante

(FaSSIF) empregando-se o aparato 3 (observado) e curvas de

modelagens empregando-se Weibull, Primeira Ordem e Higuchi.
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Figura 21- Perfil de Dissolugao da formulagdo referéncia em meio biorelevante
(FeSSIF) empregando-se o aparato 3 (observado) e curvas de

modelagens empregando-se Weibull, Primeira Ordem e Higuchi.
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Figura 22- Perfil de Dissolugdo da formulagédo teste em meio biorelevante
(FaSSIF) empregando-se o aparato 3 (observado) e curvas de

modelagens empregando-se Weibull, Primeira Ordem e Higuchi.
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Figura 23- Perfil de Dissolugdo da formulagédo teste em meio biorelevante
(FeSSIF) empregando-se o aparato 3 (observado) e curvas de

modelagens empregando-se Weibull, Primeira Ordem e Higuchi.

4.2- Estudos de Bioequivaléncia
4.2.1- Estudo de Bioequivaléncia em Jejum

A Figura 24 apresenta a disposigédo cinética do farmaco pantoprazol
ap6s administracdo, em dose unica e em jejum, das formulagdes teste e
referéncia. A Tabela 8 apresenta dos dados farmacocinéticos obtidos por meio da
aplicagdo do modelo n&o-compartimental. A Tabela 9 apresenta a média
geométrica e os intervalos de confianga 90% (IC 90%) para os parametros ASCo.,
ASCo.inf € Cmax. Como os valores dos IC 90% se apresentaram dentro dos limites
de confianca de 80-125% as formulag¢des foram consideradas bioequivalentes. Os
valores dos CV intra-individuais apresentam valores ao redor de 10% para os

parametros farmacocinéticos ASCoy.t, ASCo.inf€ Cmax-
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Figura 24- Concentragdo plasmatica versus tempo das formulagdes referéncia e

teste de pantoprazol apds administragdo em dose unica em jejum (n =

28 voluntarios).

Tabela 8- Parametros farmacocinéticos do farmaco pantoprazol (formulagdes
referéncia e teste) apos administragcdo em dose unica em jejum (n = 28

voluntarios). Média + desvio padrao.

Parametros Referéncia Teste
AUC; (ng.h/mL) 6500.040+4947.879 5981.824+4180.115
AUC s (ng.h/mL) 6899.408+6565.435 6347.065+5668.867

Cmax (Ng/mL) 2840.065+946.983  2818.368+975.475

Tmax (h) 2.268+0.518 2.94+0.843
ti2 (h) 1.45+1.269 1.325+0.988
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Tabela 9- Andlise estatistica dos parametros farmacocinéticos médios obtidos dos
28 voluntarios para as formulagdes referéncia e teste de pantoprazol

apos administracdo em dose unica em jejum.

Teste/Referéncia

Parametros Média Geométrica Intervalo de Confianca 90% CV intra (%)
INAUC, (ng.h/mL) 94.31 0.89-0.99 11.23
INAUCq.int (Ng.h/mL) 94.36 0.89-0.99 11.16
INCnax (N/mL) 98.76 0.94-1.03 10.16
tmax () 0.68 0.35-1.00

4.2.2- Estudo de Bioequivaléncia Pds-Prandial

A Figura 25 apresenta a disposicao cinética do farmaco pantoprazol
apdés administragdo, em dose Unica e poés-prandial, das formulagdes teste e
referéncia. A Tabela 10 apresenta dos dados farmacocinéticos obtidos por meio
da aplicagédo do modelo nao-compartimental. A Tabela 11 apresenta a média
geomeétrica e os intervalos de confianga 90% (IC 90%) para os parametros ASCy.,
ASCo.inf € Cmax. Como os valores dos IC 90% se apresentaram fora dos limites de
confianca de 80-125% as formulagbes ndo foram consideradas bioequivalentes.
Os valores dos CV intra-individuais apresentam valores ao redor de 72% para
Crax, 28% para ASCo.ins € 48% para ASCy.t.
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Figura 25- Concentragao plasmatica versus tempo das formulagdes referéncia e
teste de pantoprazol apdés administracdo em dose unica pos-prandial
(n = 62 voluntarios).

Tabela 10- Parametros farmacocinéticos do farmaco pantoprazol (formulagbes
referéncia e teste) apds administragdo em dose unica pos-prandial (n

= 62 voluntarios). Média + desvio padrao.

Parametros Referéncia Teste
AUC (ng.h/mL) 5474.642+3398.351 4464.870+2876.136
AUC.ins(ng.h/mL) 5704.341+3383.767 4753.255+2810.712
Cmax (ng/mL) 2971.134+1286.779 2173.750+1270.610
Tmax (D) 6.287+4.413 8.025+5.443
ti2 (h) 1.228+0.615 1.45620.930
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Tabela 11- Analise estatistica dos parametros farmacocinéticos médios obtidos
dos 62 voluntarios para as formulagdes referéncia e teste de

pantoprazol apés administragdo em dose Unica pds-prandial.

Teste/Referéncia

Parametros Media Geométrica Intervalo de Confianca 90% CV intra (%)
INAUC.+ (ng.h/mL) 78.96 0.68-0.90 48.67
INAUC.irs (ng.h/mL) 86.50 0.79-0.94 28.46

INCrmax (Ng/mL) 62.85 0.51-0.76 72.92
tmax () 1.74 0.58-2.90

4.3- Relacao In Vitro — In Vivo (IVIVR)

As Figuras 26 e 27 apresentam as fragdes absorvidas em fungé&o do
tempo das formulacdes teste e referéncia apds a administragdo, respectivamente,
em jejum e pés-prandial. A deconvolugao dos dados de concentragdo plasmatica
versus tempo foi realizada aplicando-se o modelo de Loo-Riegelman para os

estudos em jejum e pds-prandial.

---¢--- referéncia

—m— Teste

0 60 120 180 240 300 360 420 480 540 600 660 720

Tempo (min)

Figura 26- Fragao absorvida versus tempo obtida por meio de deconvolugédo por
Loo-Riegelman apds administragao das formulacgdes teste e referéncia

em jejum.
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Figura 27- Fragao absorvida versus tempo obtida por meio de deconvolugéao por
Loo-Riegelman apds administragao das formulacdes teste e referéncia

pos-prandial.

As Figuras 28 e 29 apresentam as fragdes absorvidas em fungédo do
tempo das formulacdes teste e referéncia apds a administragdo em jejum e pos-
prandial. Os graficos demonstram que a absor¢do dos farmacos, apdés a

administracao de alimentos, apresenta-se mais lenta.
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Figura 28- Fragbes absorvidas versus tempo da formulacdo teste apods

administragcao em jejum e pos-prandial.
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Figura 29- Fracdes absorvidas versus tempo da formulagdo referéncia apos

administragcado em jejum e pds-prandial.

As Figuras 30 e 31 apresentam a relag&o in vitro — in vivo (IVIVR) para
as formulagdes teste e referéncia em jejum e pds-prandial. A fragdo absorvida (Fa)
foi obtida dos dados de concentragcdo plasmatica versus tempo in vivo
(deconvolugéo) e a fragcao dissolvida (Fd) diretamente dos perfis de dissolugao in
vitro (aparato 2). A equacgao de Polli et al (1996) foi empregada para descrever o
comportamento das formulagdes. Os valores do parametro a, para as formulacdes
teste e referéncia no estudo em jejum, foram de 0.039 e 0.048, respectivamente.
Para a IVIVR com os dados pds-prandiais, os valores do pardmetro a, para as

formulacoes teste e referéncia, foram de 0.35 e 0.44, respectivamente.
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Figura 30- Relagao In Vitro — In Vivo (IVIVR) das formulagbes de pantoprazol em

jejum. Valores de alfa para referéncia e teste, respectivamente, 0.039 e

0.048.
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Figura 31- Relagdo In Vitro — In Vivo (IVIVR) das formulagcbes de pantoprazol

pos-prandial. Valores de alfa para referéncia e teste, respectivamente,

0.35e 0.44.
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4.4- Classificacao Biofarmacéutica Provisional (BCS)

A Tabela 12 apresenta dos dados fisico-quimicos e biofarmacéuticos
empregados para a classificagdo provisional do farmaco pantoprazol de acordo
com a Classificacdo Biofarmacéutica. O farmaco referéncia foi o metoprolol. Os
softwares empregados estdo descritos no item 3.2.3. O calculo da fragao
absorvida (fa) foi realizada empregando a equacéo descrita por AMIDON et al
(1995).

Tabela 12- Pardmetros fisico-quimicos e biofarmacéuticos para os farmacos

pantoprazol (classe 3 — provisional) e metoprolol (classe 1).

Parametros Pantoprazol Metoprolol
Solubilidade (mg/mL) 0.2 (pH = 6.8) 1000
Numero de dose (Do) 0.8 0.0004
Log P (ChemDraw) 1.77 2.18
Log P (TAKAGI et al, 2006) 1.72
cLog P (ChemDraw) 211 1.486
cLog P (TAKAGI et al, 2006) 1.485
Permeabilidade (cm/seg) 0.47 .10™ 1.34 .10
Fracao absorvida (Fa) 0.44 1
Classificacao - BCS Classe 3 Classe 1

Sendo: dose - pantoprazol = 40mg; dose - metoprolol = 100mg

A Figura 32 apresenta as correlagdes entre os dados de permeabilidade
(Peff) e lipossolubilidade (log P) para os farmacos pantoprazol (Classe 3 — Peff =
0.47 . 10™ cm/seg), cimetidina (classe 3 — Peff = 0.26 . 10 cm/seg) e metoprolol
(Classe 1 — Peff = 1.34 . 10®* cm/seg). Os dados de permeabilidade e
lipossolubilidade para os farmacos cimetidina e metoprolol foram obtidos do artigo
de TAKAGI et al (2006). O dado de permeabilidade do farmaco pantoprazol foi
obtido do programa Predictor Version 1.0 (Simulations Plus, USA) e a

lipossolubilidade do programa ChemDraw Ultra 10.0 (Cambridgesoft, USA).
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Figura 32- Correlagbes entre os dados de permeabilidade (Peff) e
lipossolubilidade (log P) para os farmacos pantoprazol (Classe 3),

cimetidina (classe 3) e metoprolol (Classe 1).

A Figura 33 apresenta as correlagdes entre os dados de fragéo
absorvida (Fa) e lipossolubilidade (log P) para os farmacos pantoprazol (Classe 3
— Fa =0.44), cimetidina (classe 3 — Fa = 0.5) e metoprolol (Classe 1 — Fa = 1). Os
dados de fragdo absorvida para o farmaco pantoprazol foi obtido empregando-se
Loo-Riegelman. O dado de fragdo absorvida para o farmaco cimetidina foi obtido
do artigo de JANTRATID et al (2006) e para o metoprolol do artigo de
AMIDON et al (1995). Os dados de lipossolubilidade para os farmacos cimetidina e
metoprolol foram obtidos do artigo de TAKAGI et al (2006). O dado de
lipossolubilidade para o farmaco pantoprazol foi obtido do programa ChemDraw

Ultra 10.0 (Cambridgesoft, USA).
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Figura 33- Correlagbes entre os dados de fragcdo absorvida (Fa) e
lipossolubilidade (log P) para os farmacos pantoprazol (Classe 3),

cimetidina (Classe 3) e metoprolol (Classe 1).
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5- DISCUSSAO
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Os ensaios in vitro (dissolugéo), in vivo (bioequivaléncia) e in silico
(solubilidade e permeabilidade) realizados nesse trabalho empregando-se o
farmaco pantoprazol permitiram uma completa avaliagdo biofarmacéutica desse
farmaco de acordo com os conceitos da classificacdo biofarmacéutica — BCS
(AMIDON et al, 1995; KASIM et al, 2004; TAKAGI et al, 2006), meios
biorelevantes (GALIA et al, 1998; KLEIN et al, 2008) e correlag&o in vitro - in vivo
(POLLI et al, 1996; EMAMI, 2006). Assim, os ensaios in vitro e in silico foram
conduzidos considerando-se as caracteristicas do farmaco e das formulagbes com
o objetivo de se estabelecer critérios que permitissem prever o comportamento de

formulagbes contendo o farmaco pantoprazol in vivo.

Os ensaios de dissolugdo empregando o aparato 2 em meios
biorelevantes (FaSSIF e FeSSIF) demonstraram que os perfis de dissolugdo das
formulacdes teste e referéncia apresentaram comportamentos semelhantes in vitro
(f2>50). Os perfis foram avaliados empregando-se o modelo independente
(SHAH et al, 1998), visto que esse método € o mais empregado na literatura
internacional para a comparagdo de curvas de porcentagens dissolvidas em
funcdo do tempo, bem como é o unico recomendado pela RE 310/04
(BRASIL, 2004). O ensaio em meio FaSSIF demonstrou porcentagens dissolvidas
acima de 85% em 60 minutos (considerando um /ag time de 20 minutos) e no meio
FeSSIF a porcentagem maxima dissolvida foi de 70%, apos 40 minutos
(considerando um lag time de 15 minutos). O meio FeSSIF permitiu uma maior
velocidade de dissolugdo para o pantoprazol, visto que apresentou maior
quantidade de lecitina e taucorolato (tensoativos) em comparagdo com o meio
FaSSIF. Porém, a maior solubilidade nesse meio, determinou também uma maior
instabilidade para o farmaco, o que € representado pela porcentagem maxima
dissolvida de 70% (Figura 17).

Os ensaios empregando os meios biorelevantes no aparato 2 foram
conduzidos considerando o tempo de transito gastrintestinal e as caracteristicas
fisiologicas do sistema digestivo. Assim, o periodo de coleta empregado no ensaio

(180 minutos) teve como objetivo mimetizar o tempo de transito das formulagdes
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no intestino delgado. De acordo com DAVIS (1986) o tempo de transito de
formulagdes no intestino delgado € de aproximadamente 3 a 4 horas. Os ensaios
de dissolugdo demonstraram que no maximo em 60 minutos todo o farmaco
contido nas formulacbes estaria disponivel para a absorcdo. Além disso, os
valores de pH utilizados nos ensaios com os meios FaSSIF (pH = 6.8) e FeSSIF
(pH = 6.0) foram definidos de acordo com os dados apresentados por MARQUES
(2004). Entretanto, o pH de 6.0 utilizado no meio FeSSIF apresentou-se superior
ao estipulado pela literatura (pH = 5.0) (GALIA et al, 1998) devido a instabilidade
do farmaco em meios acidos, como previamente demonstrado por BRANDSTROM
et al (1989) e EKPE et al (1999) e nos resultados dos perfis de dissolugdo no meio
FeSSIF (Figura 17).

O volume de meio utilizado para os ensaios em meios biorelevantes foi
de 900mL, apesar de MARQUES (2004) recomendar o uso de 500mL para o meio
FaSSIF. Entretanto, como o pantoprazol € um farmaco de alta solubilidade
(Do = 0.8), 0 uso do volume padrdo (900mL) ndo comprometeu o resultado dos
ensaios, ja que as condi¢cdes sink nao foram alteradas. Recentemente, os
trabalhos de OKUMU et al (2008) e SCHELLEKENS et al (2007) propuseram

ensaios em meios FaSSIF com volumes de 900mL.

O método também empregou agitacdo de 50 rpm, ja que essa
velocidade ¢é wusualmente empregada para ensaios em aparato 2
(MARQUES, 2002), bem como reflete as caracteristicas do sistema gastrintestinal
de acordo com KATORI et al (1995). Entretanto, a partir de 2006, o FDA (FDA,
2006) passou a recomendar a agitagao de 100 rpm para ensaios com o farmaco
pantoprazol. Contudo, essa agitacdo, geralmente é empregada para o aparato 1
(cesta) de acordo com MARQUES (2002).

Os ensaios no aparato 3 demonstraram uma rapida dissolugdo das
formulagdes teste e referéncia e, desta forma, ndo foi possivel empregar o modelo
independente (f2) para a comparacéo das curvas de porcentagens dissolvidas
versus tempo. Assim, foram empregados os modelos dependentes, para a

comparacgao da cinética de dissolugao de formulag¢des (YUKSEL et al, 2000), isto
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€, os modelos de primeira-ordem, Weibull e Higuchi. Como a cinética de
dissolucdo das formulagcbes nos meios FaSSIF e FeSSIF apresentaram uma
disposigado sigmoidal, o modelo que melhor descreveu os dados foi o de Weibull.
Entretanto, a curva de dissolucdo do medicamento referéncia no meio FeSSIF
também poderia ter sido descrita empregando-se o modelo de primeira-ordem. Tal
fato permite inferir que a cinética de dissolugcédo das formulagdes teste e referéncia
seguiram diferentes modelos de dissolugdo nos meios FaSSIF e FeSSIF. Os
parametros erro residual médio, o fator de Akaike e coeficiente de determinagao
foram empregados para a definicdo do modelo que melhor descreveu cada perfil
de dissolucéo, ja que sdo os parametros rotineiramente empregados na avaliagao
de cinéticas de dissolugdo de novas formulagbes (YUKSEL et al, 2000;
OKUMU et al, 2008).

A definicdo dos pontos de coletas empregados nos ensaios no aparato
3 também foi realizada considerando o tempo de transito gastrintestinal e as
caracteristicas fisioldgicas do sistema digestivo. Assim, as coletas tiveram duragao
de 60 minutos (em pH basico), considerando a liberacdo do farmaco na primeira
porcao do intestino delgado (duodeno). O tempo de residéncia gastrica foi de 60
minutos no ensaio em FaSSIF (Figura 18) e de 120 minutos no FeSSIF
(Figura 19), ja que, nesse ultimo caso, foi considerado o retardo no esvaziamento
gastrico em situagdo pos-prandial. Os tempos de exposi¢cdo da formulagdo aos
diferentes pH gastrintestinais foram definidos de acordo com estudos de
KLEIN et al (2002) e DAVIS et al (1984; 1986), bem como considerando os dados
dos ensaios no aparato 2.

Os ensaios no aparato 3 foram conduzidos empregando-se uma
velocidade de oscilagbes de 10 dpm, o que determinou uma intensa agitagdo ao
sistema, ja que ROHRS e colaboradores (1995) demonstraram que uma agitagao
de 5 dpm no aparato 3 corresponde a 50 rpm no aparato 2. Assim, podemos inferir
que a agitagdo de 10 dpm apresentou-se como um dos fatores que determinou
uma maior velocidade de dissolugdo para o pantoprazol no aparato 3, tanto nos

meio FaSSIF quanto no FeSSIF. Tal observagcdo corrobora com os dados
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apresentados por Yu e colaboradores (2002) para formulagdes de liberagao
imediata contendo o farmaco de alta solubilidade ranitidina, o qual apresentou
fracao dissolvida acima de 85% em até 15 minutos quando avaliado no aparato 3
e uma dissolucdo mais lenta quando avaliado no aparato 2. Desta forma, pode-se
inferir que para farmacos de alta solubilidade como o pantoprazol, o aparato 2
(a 50 rpm) permite um processo de dissolugdo mais lento e consequentemente

mais discriminativo.

Os ensaios de dissolucdo nos aparatos 2 e 3 permitiram rapidas
liberagdes do pantoprazol das formas farmacéuticas e também elevadas
velocidades de dissolugdo. O farmaco apresentou-se completamente dissolvido
nos meios biorelevantes em até 60 minutos, fato esse compativel com o tempo de
transito de formulagdes no intestino delgado de acordo com DAVIS et al (1986).
Consequentemente, pbdde-se concluir que as formulagdes teste e referéncia
apresentaram a mesma velocidade de dissolugdao in vivo. Desta forma,
considerando o conceito da classificagdo biofarmacéutica (AMIDON et al, 1995),
tais formulagdes supostamente deveriam apresentar a mesma disposicao cinética
in vivo e serem denominadas bioequivalentes. Entretanto, as formulac¢des
apresentaram a mesma disposigao cinética apenas no estudo de bioequivaléncia

conduzido em jejum.

O estudo de bioequivaléncia em jejum foi conduzido com 28 voluntarios
ja que estudos anteriormente realizados pela UNIFAG (Unidade Integrada de
Farmacologia e Gastroenterologia — USF) demonstraram que o pantoprazol nao
era um farmaco de alta variabilidade (CVintra-individual < 20%). O cronograma
utilizado para descrever a farmacocinética do pantoprazol apresentou 17 pontos
de coletas e teve como ultimo ponto, o tempo de 12 horas, com o objetivo de
caracterizar as etapas de absorc¢ao, distribuicdo e eliminacdo do farmaco. Dados
do artigo de CHEER et al (2003) e da base de dados MICROMEDEX (2008) que
demonstram que o pantoprazol apresenta Tmax igual a 2 — 3 horas e meia-vida de
eliminagao de 0.8 a 4.8 horas (média de 2.8 horas) também foram utilizados para

a definicao dos tempos de coletas. A variabilidade dos valores tq, apresentados
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na literatura para o pantoprazol pode ser explicada pelo fato do farmaco ser
metabolizado pela isoenzima CYP2C19, a qual apresenta polimorfismo genético
(FURUTA et al, 2005). Desta forma, o cronograma apresentou coletas sucessivas
ao redor de 2 a 3 horas com o objetivo de permitir a determinagao do parametro
Cmax e coletas até 12h considerando: o valor da meia-vida média (2.8 horas), a
exigéncia de coletas que contemplem de 4 a 5 vezes a meia-vida de eliminagéo de
acordo com a RE 1170/06 (BRASIL, 2006) e o limite de quantificagdo do método

bionalitico (LQ = 10ng/mL), previamente desenvolvido e validado pela UNIFAG.

Os resultados do estudo em jejum demonstraram que as formulagbes
eram bioequivalentes tanto para a velocidade quanto para a extensao de absorcao
(Tabela 9). Assim, os valores das médias geométricas e dos intervalos de
confianca (IC90%) para os parametros Cmax e AUC apresentaram-se dentro dos
limites de confianga, de 80 - 125%, estabelecidos pela RE 898/03
(BRASIL, 2003e). Além disso, o estudo nao apresentou efeitos de periodo e
sequéncia, ja que o ensaio foi conduzido de forma aleatéria (randomizagéo) e com
um periodo de wash-out de 15 dias, periodo esse superior a 7 — 10 vezes a
meia-vida de eliminacdo do farmaco, de acordo com o estabelecido pela RE
1170/06 (BRASIL, 2006).

O estudo de bioequivaléncia pés-prandial foi conduzido com 62
voluntarios, ja que estudos pilotos realizados anteriormente demonstraram que o
farmaco apresentava alta variabilidade (CV intra-individual com valor superior a
30%) (UNIFAG - dados n&o publicados). Entretanto, foram recrutados 72
voluntarios (Anexo 2), porém 2 n&o compareceram a uma das internacdes
(drop-outs) e 8 ndo apresentaram concentragdes plasmaticas acima do LQ em
todos os tempos de coletas. Além disso, nesse estudo o cronograma de coletas
apresentou-se mais extenso, com ultimo tempo de coleta de 24 horas, ja que
dados da literatura (MICROMEDEX, 2008; BENET et al, 1994) demonstraram que
apos a ingestdo de alimentos, o Tmax de formulagdes contendo o farmaco
pantoprazol apresentou valores ao redor de 4 — 5 horas, devido ao retardo no

esvaziamento gastrico. Assim, o cronograma apresentou coletas sucessivas de 3
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a 6 horas com o objetivo de determinar de forma precisa e exata o parametro
Cmax. Entretanto, dados de BENET et al (1994) demonstram que, apos a
administracdo em dose unica do farmaco pantoprazol em condi¢des pos-prandiais,

alguns voluntarios apresentaram valores de Tmax apos 8 horas.

Os resultados do estudo pés-prandial demonstraram que as
formulagcdes n&o foram bioequivalentes para a velocidade e a extensdo da
absorcdo. Além disso, os dados de coeficiente de variacdo intra-individuais
apresentaram valores superiores a 30% (Tabela 11), fato esse que corrobora com
as informacgdes disponibilizadas por DILIBERTI (2004). Até a publicagdo do artigo
de CAMPOS et al (2007), a apresentacdo de DILIBERTI (2004) era o unico
documento disponivel que afirmava que o farmaco pantoprazol apresentava alta

variabilidade em ensaios pds-prandiais.

A alta variabilidade apresentada pelo farmaco pantoprazol em condigao
pos-prandial (EMAMI, 2006) pode ser explicada a partir do conceito da
classificagado biofarmacéutica - BCS (AMIDON, 1995) e também pelo recente
conceito da classificacdo biofarmacéutica da disposi¢cao de farmacos - BDDCS
(BENET et al, 2005; CUSTODIO et al, 2008).

Considerando o conceito da classificacdo biofarmacéutica - BCS,
FLEISHER et al (1999) afirmam que a alimentacdo determina uma alta
variabilidade na absor¢cdo de farmacos classe lll, simplesmente por atuar como
uma barreira fisica, diminuindo a difusdo do farmaco pela membrana intestinal.
Farmacos como captopril e alendronato (classe Ill) apresentam redugdo na
absorgao apos a administragdo pos-prandial (FLEISHER et al, 1999; CUSTODIO
et al, 2008). Desta forma, a partir dos resultados do estudo de bioequivaléncia
pés-prandial, cujo CV intra-individual apresentou-se acima de 30%, inferiu-se que

o farmaco pantoprazol poderia ser classificado como classe IIl (BCS).

Para a classificagdo provisional (KASIM et al, 2004; TAKAGI et al,
2006) do pantoprazol foram considerados os parametros numero de dose (Do)
para caracterizar a solubilidade, bem como os valores de log P e cLog P

(lipossolubilidade) para caracterizar a permeabilidade do farmaco. O valor obtido
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do numero de dose foi inferior a 1 (Tabela 12), permitindo classificar o pantoprazol
como de alta solubilidade (TAKAGI et al, 2006). Entretanto, os dados de log P e
clog P obtidos do programa ChemDraw n&o permitiram uma definitiva
classificagao o farmaco pantoprazol como de baixa ou alta permeabilidade, ja que
tais valores apresentaram-se, respectivamente, inferiores e superiores aos do
farmaco metoprolol (Tabela 12). O metoprolol € empregado como referéncia, pois
€ um farmaco classe |, isto é, de alta solubilidade e permeabilidade (Peff = 1.34 .
10 cmi/s; fa = 1) de acordo com TAKAGI et al (2006). Assim, a permeabilidade
(Peff = 0.47 . 10* cm/s) do farmaco pantoprazol foi calculada empregando-se o
programa ADME Predictor (Simulations Plus, USA). A partir desse dado, também
foi calculada a fragdo absorvida (fa = 0.44), o que permitiu a classificagdo do
farmaco pantoprazol como de baixa permeabilidade. Desta forma, considerando
os dados obtidos de solubilidade e permeabilidade, péde-se classificar o farmaco
pantoprazol como classe Il (BCS) (Tabela 12). Estudos anteriormente publicados
(JANTRATID et al, 2006; TAKAGI et al, 2006) demonstram que farmacos classe
lll, como cimetidina, atenolol e ranitidina, apresentaram valores de permeabilidade
(Peff = 0.35, 0.2 e 0.27 . 10* cm/s) semelhantes ao obtido para o pantoprazol

nesse estudo.

Considerando o conceito da classificacdo biofarmacéutica da
disposicédo de farmacos — BDDCS (BENET et al, 2005; CUSTODIO et al, 2008), o
pantoprazol também seria classificado como classe lll, ja que apresenta extenso
metabolismo hepatico (MICROMEDEX, 2008) e alta solubilidade em agua
(MERCK INDEX, 2006).

O conceito de classificagao biofarmacéutica apresentado por AMIDON
et al (1995) e, posteriormente, oficializada pelo FDA (2000) ndo considera apenas
a classificagdo do farmaco, mas também da formulagéo, ja que excipientes podem
afetar a permeabilidade e a solubilidade do principio ativo (REGE et al, 2001).

Recentemente, os trabalhos de ROSSI et al (2007) e ROUINI et al
(2008) demonstraram que formulagbes que contenham farmacos classe Il (baixa

solubilidade e alta permeabilidade) e excipientes que ndo alterem a solubilidade
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do farmaco apresentam correlagao in vitro — in vivo (IVIVC) linear, visto que nesse
caso a solubilidade apresenta-se como fator limitante para a absor¢do. Porém, no
caso de farmacos classe lll, cuja permeabilidade é fator limitante para a absorgao,
a correlagao in vitro — in vivo estabelecida, geralmente, é nao-linear. Contudo, tal
correlagao pode tender a linearidade caso algum fator ligado a formulagao altere a
solubilidade ou a velocidade de dissolugdo do farmaco (JANTRATID et al, 2006).
Assim, para avaliar o comportamento das formulagdes teste e referéncia, os dados
de dissolugdo das formulagdes in vitro foram correlacionados com as fracdes

absorvidas in vivo.

As porcentagens dissolvidas em fungao do tempo obtidas dos ensaios
no aparato 2 foram eleitas para a construgédo da correlagdo ja que nesse aparato
os tempos de coletas foram mais extensos (até 180 minutos) e as formulagdes
apresentaram menores velocidades de dissolugao, permitindo a comparagao dos

perfis por meio do calculo de f2 (Figura 16 e Tabela 5).

As fragbes absorvidas em fungao do tempo, obtidas a partir dos graficos
de concentragcbes plasmaticas versus tempo, para as formulagdes teste e
referéncia dos estudos em jejum e pds-prandial foram calculadas por meio de
deconvolucao (Figuras 26 e 27). O modelo de Loo-Riegelman foi aplicado aos
dados dos estudos em jejum e pdés-prandial, visto que a farmacocinética do
pantoprazol, quando aplicada a analise compartimental, péde ser descrita
utilizando-se um modelo bi-compartimental (Figuras 24 e 25). A caracterizagao da
absorgcao por Loo-Riegelman exige a utilizacdo de dados farmacocinéticos
(micro-constantes) obtidos apdés a administragdo intravenosa do farmaco
(LEBLANC, 1997). Assim, de acordo com procedimentos adotados por
LOBENBERG et al (2000), os dados plasmaticos da administragcdo em jejum do
farmaco pantoprazol (formulacao referéncia), a partir do valor de Cmax, foram

empregados para o calculo das micro-constantes do modelo intravenoso.

As relagdes in vitro — in vivo (IVIVR) obtidas para as formulacdes teste e
referéncias foram nao-lineares (Figuras 30 e 31), demonstrando que as

formulacbes também se comportaram como classe lll, isto €, nenhum dos

Discussao
118



excipientes utilizados em tais formas farmacéuticas orais alterou as caracteristicas
biofarmacéuticas do pantoprazol. O estudo de JANTRATID et al (2006)
demonstrou que modificacdes no revestimento de formulacdes contendo farmaco
classe lll podem determinar a alteragdo de comportamentos in vitro n&o-lineares
para lineares, ja que tais revestimentos podem modular a liberagdo do farmaco da
forma farmacéutica. CORRIGAN et al (2003) também demonstraram que o
comportamento in vitro de formulacées contendo farmacos classe Il, em especial
acidos fracos, tende a uma IVIVR ndo linear quando tais formulacbes sao

avaliadas em meio basico (pH=6.8).

Além do comportamento nao-linear observado nas Figuras 30 e 31, a
aplicacdo da equacgédo que descreve tal modelo (Polli et al, 1996) permitiu a
determinacao de valores de alfa (a < 1) que confirmaram que a permeabilidade é
fator limitante para a absor¢do do farmaco pantoprazol. O parametro alfa
(a = kp/kd) para os estudos em jejum e poés-prandial apresentaram,
respectivamente, valores ao redor de 0.05 e 0.5. Os valores superiores de alfa no
estudo pos-prandial caracterizam a influéncia da alimentacao na permeabilidade e
consequentemente absor¢do do pantoprazol (Figuras 28 e 29). A Figura 31 que
descreve a IVIVR para as formulagdes em situagao pos-prandial apresenta fragao
maxima dissolvida ao redor de 70% devido a instabilidade do pantoprazol no meio
cujo pH foi igual a 6.0.

Assim, como o farmaco pantoprazol foi classificado provisionalmente
como de classe lll, formulagcbes que contenham tal substancia poderiam ser
avaliadas por meio de estudos de bioequivaléncia in vitro, desde que fossem
considerados os guias de bioisencdo da WHO (WHO, 2005) e EMEA
(EMEA, 2008). Entretanto, no Brasil at¢ o momento ndo ha resolugbes que
norteiem o registro de tais formulagcées empregando-se o conceito da classificagao
biofarmacéutica. Além disso, o fato de as formulagdes avaliadas nesse estudo
apresentarem fragdes dissolvidas acima de 85% em 40 — 60 minutos também
poderia comprometer a aprovagao da bioiseng¢ao por parte do érgéao regulatério.

Entretanto, deve-se considerar que o conceito de porcentagem dissolvida acima
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de 85% em até 15 ou 30 minutos aplica-se, exclusivamente, a formulagdes de
liberagdo imediata (GUPTA et al, 2006). A formulagdo de pantoprazol avaliada
nesse estudo apresentou revestimento gastro-resistente e dessa forma liberagéo
retardada. As Figuras 16 e 17 (aparato 2) demonstram que as formulagdes
apresentaram um /ag time de aproximadamente 15 - 20 minutos. Assim, nao se
pode ignorar a possibilidade de bioiseng&o para formulagdes contendo o farmaco
pantoprazol, desde que os perfis de dissolugédo (em pH 6.8) demonstrem rapida
liberacdo do farmaco da forma farmacéutica e que sejam comprovadas
experimentalmente a alta solubilidade e permeabilidade do principio ativo. Além
disso, o pantoprazol € um farmaco de ampla faixa terapéutica, bem tolerado,
seguro e cuja disposigao cinética ndo se correlaciona de forma temporal com a
resposta terapéutica (JUNGNICKEL et al, 2000).

Finalmente, a aplicagdo do conceito de bioisengdo para farmacos
classe | (FDA e EMEA), amplamente aceita nos Estados Unidos e na Comunidade
Européia, e a possibilidade futura de bioisencdo para farmacos classe i
(WHO, 2005) e/ou classe Il (WHO, 2005; EMEA, 2008), devem ser considerados
por paises em desenvolvimento como o Brasil, ja que podem determinar
beneficios econémicos, éticos e sociais. Os beneficios econdmicos podem ser
entendidos como os menores custos relativos a conducdo de estudos de
dissolucdo, solubilidade e permeabilidade em comparagdao aos estudos de
bioequivaléncia. Os beneficios éticos estariam relacionados a n&o realizagdo de
ensaios que avaliassem o comportamento in vivo de formulagdes e os beneficios
sociais relacionados a maior acessibilidade da populagdo aos medicamentos,

devido ao menor custo para a producao do produto acabado.

Entretanto, a afirmagdo acima nédo deseja desvalorizar o historico da
realizacdo de estudos de bioequivaléncia in vivo no Brasil, mas simplesmente
fomentar a discussao sobre a possibilidade de realizacao de estudos in vitro para
o registro de medicamentos genéricos e similares. Essa afirmagédo considera as
constantes discussbes internacionais sobre o assunto que, recentemente,

culminaram no langamento de uma consulta publica pela EMEA (EMEA, 2008)
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sobre a bioisengao para farmacos classe | e Ill e de resolugdes pelo Instituto de
Saude Publica do Chile (ISPCH) que norteardo o registro de medicamentos

genéricos naquele pais a partir do conceito da classificagdo biofarmacéutica
(ISPCH, 2008).
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6- CONCLUSAO
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» Os estudos in vivo demonstraram que as formulacbes teste e
referéncia foram bioequivalentes somente quando o ensaio foi
conduzido em jejum. Além disso, o estudo pés-prandial demonstrou

que a alimentacéo influencia na absorcédo do pantoprazol;

» Os estudos in vitro empregando os meios biorelevantes nos aparatos
2 e 3 demonstraram que as formulacbes teste e referéncia
apresentaram os mesmos perfis de dissolugdo. Além disso, as
formulagdes liberaram acima de 85% do farmaco em até 60 minutos,
0 que caracteriza uma rapida liberacdo, considerando que a
formulacdo € de liberacdo retardada e o tempo de transito no

intestino delgado € de aproximadamente 180 minutos;

= A avaliagdo in silico, utilizando programas computacionais
especificos e 0 conceito de classificagdo provisional, permitiram a
inclusdo do pantoprazol no grupo de farmacos intitulados como de

classe Il (alta solubilidade e baixa permeabilidade);

= A construgdo da relag&o in vitro — in vivo (IVVIR), utilizando dados de
dissolucdo do aparato 2 e dados de fracdo absorvida dos estudos
in vivo, permitiram caracterizar um comportamento ndo-linear, o que
demonstra que as formulacdes teste e referéncia ndo apresentaram

excipientes que alterassem a solubilidade ou a permeabilidade do
farmaco.
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ANEXO 1- PARECER DO COMITE DE ETICA (CEP)

¢)

UNMIRSIDADE

Comité de Etica em Pesquisa — Ciéncias Biologicas e da Saide — USF SAO FRANCISCO
Braganga Paulista, 15 de fevereiro de 2005.
COMITE DE ETICA EM PESQUISA — USF

Projeto de Pesquisa: “Estudo da Biodisponibilidade de uma Formulagdo de
Pantoprazol comprimido revestido de 40 mg da Medley S/A Indastria Farmacéutica
(formulagio teste) versus uma Formulacdo de Pantoprazol comprimido revestido de
40 mg do Produto de Referéncia da Altana Pharma Ltda. (Pantoc®) em Voluntarios
Sadios de Ambos os Sexos em jejum.”

Autores: Prof. Dr. José Pedrazolli Jr.

Protocolo n°. CEP/CBS - 13/05
Prezado(a) Prof.(a),
0O CEP/CBS-USF, em reunido ordinaria realizada no dia 10 de fevereito de 2003,

analisou o projeto de pesquisa supra-citado, sob a responsabilidade de V.Sa.. Este Comite,
acatando o parecer do relator indicado, apresenta-lhe o seguinte resultado:

Parecer: APROVADO

Profa. Dra. Maria Betania de Oliveira Garcia
Vice-Coordenadora dg Comité de Etica em Pesquisa
Area de Ciéncias Biologicas e da Salide
Universidade Sao Francisco

CAMPUS DE BRAGANCA PAULISTA Av. 550 Francisco de Assis, 218 - CEP 12916-800 Fone (11) 4034-8000 - FAX (11) 4034-1823

CAMPUS DE ITATIBA Rua Alexandre Rodrigues Barbosa, 45 - CEP 13251-800 Fone (11) 4534-8000 - FAX (11) 4524-1833

CAMPUS DO PARI - SAD PAULD Rua Hannemann, 352 - Pari - CEP 03031-040 Fone (11) 3315-2000 - FAX (11) 227-8183
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¢)

UNIVIRSFDADE

Comité de Etica em Pesquisa — Ciéncias Biologicas e da Saide — USF SAO FRANCISCO
Braganca Paulista, 15 de fevereiro de 2005.
COMITE DE ETICA EM PESQUISA — USF

Projeto de Pesquisa: “Estudo da Biodisponibilidade de uma Formulacdo de
Pantoprazol comprimido revestido de 40 mg da Medley S/A Industria Farmacéutica
(formulagdo teste) versus uma Formulacdo de Pantoprazol comprimido revestido de
40 mg do Produto de Referéncia da Altana Pharma Ltda. (Pantoc®) em Voluntarios
Sadios de Ambos os Sexos pos-prandial.”

Autores: Prof. Dr. José Pedrazolli Jr.

Protocolo n° CEP/CBS — 15/05
Prezado(a) Prof.(a),

O CEP/CBS-USF, em reunido ordinaria realizada no dia 10 de fevereito de 2005,
analisou o projeto de pesquisa supra-citado, sob a responsabilidade de V.Sa.. Este Comité,

acatando o parecer do relator indicado, apresenta-lhe o seguinte resultado:
Parecer: APROVADO

Atenciosamente,
q"."'---._

3/
g._ Ei'/ =
Profa. Dra. Maria B tahia de Oliveira Garcia
Vice-Coordenadora do Comité de Etica em Pesquisa
Area de Ciéncias Biologicas e da Saude

Universidade Sao Francisco

CAMPUS DE BRAGANGA PAULISTA Av. Sao Francisco de Assis, 218 - CEP 12916-800 Fone (11) 4034-8000 - FAX (11} 4034-1825

CAMPUS DE ITATIBA Rua Alexandre Rodrigues Barbosa, 45 - CEP 13251-800 Fone (11) 4534-8000 - FAX (11) 4524.1833

CAMPUS DO PAR! - SAO PAULO Rua Hannemann, 352 - Pari - CEP 03021040 Fone (11) 3315-2000 - FAX (11) 227-81 B3
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ANEXO 2- Tabela de Randomizacao

Pantoprazol versus Pantoc® Altana

(JEJUM)
Numero Sexo Periodo 1 | Periodo 2
1 M T R
2 F R T
3 M R T
4 F T R
5 M T R
6 F R T
7 M R T
8 F T R
9 M T R
10 F R T
11 M R T
12 F T R
13 M T R
14 F R T
15 M R T
16 F T R
17 M T R
18 F R T
19 M R T
20 F T R
21 M T R
22 F R T
23 M R T
24 F T R
25 M T R
26 F R T
27 M R T
28 F T R

F: Feminino; M; Masculino; R: Referéncia; T: Teste;
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Pantoprazol versus Pantoc® Altana

(POS-PRANDIAL)
Numero Sexo Periodo 1 | Periodo 2
1 M T R
2 F R T
3 M T R
4 F R T
5 M R T
6 F R T
7 M R T
8 F R T
9 M R T
10 F T R
11 M R T
12 F T R
13 M T R
14 F T R
15 M T R
16 F R T
17 M T R
18 F T R
19 M T R
20 F R T
21 M T R
22 F R T
23 M R T
24 F R T
25 M T R
26 F R T
27 M R T
28 F T R
29 M T R
30 F R T
31 M T R
32 F T R
33 M T R
34 F R T
35 M R T
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36

37

38

39

40

41

42

43
44
45

46

47
48

49

50

51

52

53

54

55

56

57

58
59
60
61

62
63

64

65

66
67

68
69
70

71

72

F: Feminino; M; Masculino; R: Referéncia; T: Teste;
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