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RESUMO

Com os métodos e as especificacbes para as analises dos medicamentos,
objetiva-se controlar a qualidade de produgdo desses na rotina de uma industria.
Entretanto, como a bioequivaléncia das formulagdes s6 pode ser comprovada in vivo
e diante da impossibilidade de realizac&o rotineira de ensaios de biodisponibilidade,
esforgos tém sido feitos para que testes in vitro mimetizem o comportamento das
formulagbées quando administradas ao paciente.

O teste de dissolucdo € um ensaio relativamente simples que pode ser
realizado na rotina de um laboratério e, quando sido empregadas as condigdes
adequadas a formulagao, pode predizer a performance dessa in vivo.

O objetivo do presente trabalho foi testar diferentes condigbes para a
dissolugdo de comprimidos de glibenclamida (GLB), que ainda n&o possui método
de analise oficializado, utilizando duas formulagées nao bioequivalentes (referéncia
e teste), cujos dados de biodisponibilidade foram cedidos ao estudo pela empresa
responsavel pelo desenvolvimento da formulagdo candidata a genérico. De posse
dos dados in vivo e dos percentuais dissolvidos in vitro, procurou-se selecionar as
condi¢cdes que melhor correlacionam os dados.

Para os testes de dissolucdo foram selecionados os meios: suco entérico
simulado (SES) pH 6,8 sem tensoativo e adicionado de polissorbato 80 (Poli 80) e
Laurilsulfato de sédio (LSS) nas concentragdes de 0,1% e 1%, tampao acetato pH
5,5 adicionado dos mesmos tensoativos nas mesmas concentragdes e tampao
acetato pH 4,5 com Poli 80 1%. Foram empregados 900 mL de meio e aparato pa
com velocidade de 75 rpm. A analise das aliquotas retiradas do meio de dissolugao,
assim como a caracterizagao da matéria-prima e dos comprimidos foram realizadas
por cromatografia liquida de alta eficiéncia com condigdes desenvolvidas e validadas
para o estudo.

Os resultados encontrados para os perfis de dissolugao foram condizentes com
o teste de solubilidade, realizado previamente, demonstrando maiores percentuais
dissolvidos nos meios de maior concentragao de saturagao da GLB. Verificou-se que
o pH do meio exerce uma grande influéncia sobre a solubilidade da GLB, e quanto
mais elevado, maior a capacidade de dissolu¢ao do farmaco na formulacdo, ainda
que nesse caso a presenca de surfactante tenha tido menor impacto na

solubilizacao do ativo.



Em todos os meios os perfis de dissolugao entre os medicamentos referéncia e
teste foram distintos, assim como observado in vivo.

A correlagdo in vivo/in vitro foi realizada empregando-se nivel C multiplo. Para
isso, dos dados in vivo, foi calculado o parametro farmacocinético area sob a curva
(ASC) parcial. A analise do coeficiente de determinacgao e inclinagéo das correlagoes
obtidas, apontaram o meio SES adicionado de Poli 80 1% como a condigao mais

promissora para a dissolu¢do dos comprimidos de glibenclamida.



ABSTRACT

Methods and specifications for analysis of drugs products have the purpose of
controlling the quality of the production these in the routine of the pharmaceutical
industries. Since the bioequivalence of formulations can be only proven in vivo and
the accomplishment of this test routinely is impossible, efforts have been made in
order to provide in vitro tests that reproduce the behavior of formulations when
administered to the patients.

The dissolution test is a relatively simple method that can be carried out in the
routine of a laboratory and, when adequate conditions to the formulations are used,
the test can predict the performance of the dosage form in vivo.

The aim of the present work was to study different conditions for dissolution of
glibenclamide (GLB) tablets, using two non bioequivalent formulations (reference and
test), whose bioavailability data had been furnished by the company responsible for
the development of the generic candidate formulation. From the in vivo data and the
in vitro dissolved amounts, the conditions that better correlated the data among
themselves were looked for.

For the dissolution tests the selected media employed were: simulated intestinal
fluid (SIF) pH 6.8 without surfactant and added of polissorbatum 80 (Poly 80) and
sodium lauryl sulfate (SLS), buffer pH 4.5 added of only Poly 80 1% and buffer pH
5.5 added of Poly 80 and SLS, both 0.1% and 1% (w/v) concentration. USP
apparatus 2 (paddle) at 75 rpm was used and the volume of the different dissolution
media was 900 mL. GLB analysis in the aliquots of dissolution medium, as well as
the drug assay in the tablets, was carried out by HPLC with conditions developed and
validated for the study.

The dissolution profiles results were roughly in accordance with previously
determined solubility data, as larger dissolved drug amounts were obtained in the
media where Cs of GLB was higher. It was verified that the pH has a great influence
on the GLB dissolution enhancing the capacity of drug dissolution form formulations.
In this case, the presence of surfactant had a minor impact in the GLB solubilization.

In all the medias the dissolution profiles between reference product and test had
been distinct to a higher or lesser degree.

In vivo/in vitro correlation was developed applying level C approach with

multiple points. Therefore from in vivo data, the partial areas under concentration-



time curve (AUC) were calculated for both products. Analysis of the determination
coefficients and slopes of the obtained correlations, pointed out the SIF medium with

Poly 80 1% as the promising condition for monitoring dissolution of GLB tablets.
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INTRODUCAO

1 Dissolucéo ou liberacédo do farmaco de forma farmacéutica sélida

Até alguns anos atras, a preocupacgao do Controle de Qualidade restringia-se
as analises fisico-quimicas a fim de atestar o teor da substancia ativa e sua
uniformidade na formulagado, ndo se questionando a capacidade dessa em liberar o
farmaco para que fosse absorvido em quantidade e velocidade adequadas para o
alcance do efeito terapéutico desejado. Mesmo fornecendo valiosas informagdes
sobre a disponibilidade biolégica do farmaco, a dissolugdo ndo comprova sua
eficiéncia terapéutica (ABDOU, 1995; STORPIRTIS & CONSIGLIERI, 1995).

Hoje, compreende-se muito mais a importancia do teste de dissolugéo, pois
um comprimido tecnicamente perfeito ndo garante sua eficacia, pois antes das fases
farmacocinéticas (absorgdo, distribuicdo, biotransformagcédo e excregdo) e
farmacodinémica (interagdo farmaco-receptor), existe a fase biofarmacotécnica cujo
objetivo é a liberagdo do farmaco a partir do medicamento, tornando-o disponivel
para ser absorvido (STORPIRTIS & CONSIGLIERI, 1995). Assim, em 1970 a
Farmacopéia dos Estados Unidos (USP) XVIII oficializou o primeiro teste de
dissolucdo. No Brasil, a oficializacdo deu-se somente em 1988 pela Farmacopéia
Brasileira 42 edigao.

De uma maneira simples, dissolugao pode ser definida como o processo pelo
qual as particulas de um farmaco dissolvem-se, e esse que antes encontrava-se no
estado soélido, libera-se de sua forma farmacéutica de administracdo, sendo as
moléculas da superficie as primeiras a entrarem em solug¢do. Na interface farmaco -

solugdo, forma-se uma camada dita estagnante a partir da qual as moléculas do
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farmaco difundem através do liquido solvente e entram em contato com as
membranas bioldgicas, ocorrendo a absor¢cao (ANSEL, POPOVICH & ALLEN, 2000).

Determinando a velocidade de liberacdo do farmaco e, consequentemente,
sua velocidade de absorgao, existem, principalmente, dois fatores: a solubilidade do
farmaco e as caracteristicas fisico-quimicas da forma farmacéutica. No caso dos
farmacos de baixa solubilidade, como a glibenclamida (GLB), ndo s6 a velocidade de
absorcdo pode ser lenta como a absor¢cdo pode ser incompleta. Porém, se a
combinacao desses dois fatores leva a uma dissolucdo rapida do medicamento, a
velocidade de absorcao dependera somente da permeabilidade desse as barreiras
da membrana; ja para um processo de dissolugdo lento, esse torna-se a etapa
limitante da absorgao.

Para solidos orais, medicamentos de liberacdo imediata, o processo de
absorcao inclui: desintegragdo do medicamento com liberagcdo do farmaco,
dissolucdo do farmaco e finalmente, a absor¢cdo através da membrana celular

(SHARGEL & YU, 1999a).
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Os processos mencionados anteriormente, relacionados a liberagdo do

farmaco a partir da forma farmacéutica, estdo representados de forma esquematica

na Figura 1.
Forma Desintegracéo Granulados Desagregagao —
Farmacéutica ou (Desintegragao 22 fase] | o - oH a0
5l Agregados . | menores
Solida J >

Dissolucdao
(maior)

Dissolucao

(menor) Farmaco em

solucéo ou Dissolugéao
dissolucédo (maior)
Absorcao

Farmaco na corrente circulatéria ou outros fluidos biolégicos ou tecidos

Figura 1 — Processos que ocorrem apos a administragao de formas

farmacéuticas soélidas de liberagao imediata (ABDOU, 1995)

1.1 Teoriada dissolucéo

Ha varios anos, pesquisadores buscam, por meio de modelos e equacgdes
matematicas, explicar o fendmeno da dissolugdo. Em 1897, Noyes e Whitney, ja
guestionavam o assunto e desenvolveram uma equacgao, baseando-se na segunda

lei de Fick (equacéo 1) (ABDOU, 1995; AULTON, 2005; SHARGEL & YU, 1999b):
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dC
E =K (Cs - Ct) (equacéo 1)

Em que,

dC/dt = razado de dissolugao do farmaco;

K = constante de proporcionalidade;

Cs = concentragao de saturagao (solubilidade maxima);

Ct = concentracido no tempo t;

Cs — Ct = gradiente de concentragao.

Nesta equacao, a area superficial foi considerada constante, como nem
sempre tal condigdo €& aplicavel, Brunner e Tolloczko modificaram a equagéao
incorporando a area superficial como uma variavel (ABDOU, 1995; SHARGEL & YU,
1999b).

Para explicar o mecanismo de dissolugcido, Nernst propés, em 1904, a teoria
do filme — modelo da difusdo em camada, demonstrado na Figura 2, partindo-se do
principio de que havendo uma particula sdlida imersa num liquido, deve-se
considerar: a solubilizacdo do solido, em nivel de interface (Cs), formando uma fina

camada estagnante ou filme (h), ao redor da particula, e a difusdo da camada para o

seio do liquido (Ct) (ABDOU, 1995; SHARGEL & YU, 1999b).

— 1 Meio de dissolugao
— Particula sélida

» Camada estagnante h

Figura 2 — Modelo de difusdo em camada
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Ainda em 1904, Brunner, baseando-se no modelo de difusdo em camada de
Nernst e na 12 Lei de Fick, que descreve o processo de difusdo passiva, incluiu na
equacgao acrescentada da area superficial (S) a constante D (coeficiente de difuséo),
a espessura da camada estagnante (h), e o volume do meio de dissolugao (V), como

apresentado na equagao 2 (ABDOU, 1995; SHARGEL & YU, 1999b).

dc D

S
E =K W (Cs o Ct) (equagéo 2)

A constante de proporcionalidade K, descrita na equagao 2, € conhecida
como a velocidade de dissolugdo intrinseca e € uma caracteristica de cada

composto quimico (ABDOU, 1995).
1.2 Teste de dissolucéo

O teste de dissolugdo de medicamentos tem sido empregado como uma
excelente ferramenta na deteccio de problemas na formulacdo que poderiam alterar
a liberagdo do farmaco no organismo, dessa forma garantindo qualidade lote a lote,
orientando o desenvolvimento de novas formulagdes e assegurando a uniformidade
da qualidade e do desempenho do medicamento depois de determinadas alteracdes
(Brasil. Resolugéo n° 901, 2003).

Assim, as especificacbes para dissolugao in vitro sdo estabelecidas com
intuito de indicar problemas potenciais de biodisponibilidade (BD). (Brasil. Resolu¢ao
n° 901, 2003)

No caso de medicamentos novos, as especificacdes para a dissolugdo devem

ser baseadas em dados obtidos de acordo com o estudo de BD. Para os
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medicamentos genéricos, seguem as recomendacdes do medicamento referéncia
(Brasil. Resolugao n° 901, 2003).

As metodologias trazem especificagcbes de um unico ponto, para testes de
controle de qualidade de rotina, ou de dois pontos, para caracterizar a qualidade do
medicamento ou controle de qualidade de rotina de farmacos pouco soluveis (Brasil.
Resolugéo n° 901, 2003; THE UNITED, 2004a).

Para realizar um perfil de dissolugcédo, deve-se amostrar, no minimo em cinco
pontos, desses no minimo trés devem corresponder a valores de percentual de
farmaco dissolvido menor que 65% (se possivel) e o ultimo ponto devera
corresponder a um tempo de coleta igual a, pelo menos, o dobro do tempo anterior
(Brasil. Resolugao n° 901, 2003; CDER/FDA, 1997).

As especificagbes para medicamentos genéricos e similares sao
determinadas com base na disponibilidade da metodologia em farmacopéias. A
primeira opcado € o teste descrito na Farmacopéia Brasileira, na auséncia deste,
outros cddigos autorizados pela legislagdo vigente podem ser utilizados. Para o
perfil, o intervalo recomendado para coleta € de quinze minutos ou menos utilizando
12 unidades de cada medicamento (teste e referéncia) (Brasil. Resolugdo n°® 901,
2003).

Os ensaios de dissolugdo também podem ser empregados para evitar a
exigéncia da realizagcdo de estudos de bioequivaléncia (BE) para dosagens menores
de um certo medicamento (Brasil. Resolugao n° 901, 2003).

Para a realizagdo do ensaio de dissolucdo para formas solidas, os
equipamentos oficializados pelas principais farmacopéias sdo descritos brevemente
a seguir. (BRITISH, 2004; FARMACOPEIA BRASILEIRA, 1988a; THE UNITED,

2004a):
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Método 1 - Cuba de precipitagcdo e cesta rotatéria: geralmente empregado
para formas solidas (capsulas), formas de baixa densidade ou que desintegrem
lentamente, granulos ou formas de liberagédo imediata (anexo 1).

Método 2 — Cuba de precipitacdo e pa rotatéria: recomendado as formas
sélidas (comprimidos) e formas de liberagdo imediata; pode-se empregar “sinkers”
que € um tipo de acessoério desenvolvido para fixar formas de baixa densidade,
como capsulas (anexo 2).

Método 3 - cilindros alternantes: derivado do classico aparelho de
desintegracéao, constitui numa série de frascos de fundo redondo e tubos cilindricos
com tela de polipropileno na face superior e inferior apresentando movimento
oscilatério vertical e deslocamento horizontal dos cilindros entre os frascos,
geralmente empregado para perfil de liberagao/dissolugdo com alteragdo de pH e
para granulos de liberagdo modificada.

Método 4 — Célula de fluxo: destinado a farmacos de baixa solubilidade
apresentando melhor mimetizagao da condig¢ao sink, cuja definicdo segue adiante.

Alguns fatores podem influenciar o ensaio de dissolugdo como: empenamento
das hastes, nivelamento do aparelho, vibragdo da bancada e agitagdo, que para a
cesta recomenda-se 75 ou 100 rpm e para a pa 50 ou 75 rpm; temperatura (37 °C +
0,5 °C), composicdo do meio e calibracdo do equipamento, realizada através de
comprimidos calibradores.

O volume de meio empregado no ensaio de dissolugdo é muito importante.
Usualmente esse volume esta compreendido entre 500 e 1000 mL. Para farmacos
pouco soluveis esse valor pode ser superior, de modo a atender a condicao sink, a
qual se refere a um excesso de volume de meio que ira permitir que o ativo dissolva-

se continuamente. Isso porque, in vivo, a maioria dos farmacos é absorvida, em nivel
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de membrana epitelial intestinal, tdo logo se dissolve, isto €, estabelece-se um
equilibrio em pouco tempo, sem efeitos da diminuigdo do gradiente de concentragéo
na cinética de dissolugao. Para obter tal condi¢ao in vitro, além do uso de um grande
recipiente, empregando-se consideraveis quantidades de meio, uma reposi¢cao
constante do mesmo, de modo que a concentragao de soluto ndo atinja mais do que
20 a 30% de sua solubilidade maxima, também pode ser utilizada (ABDOU, 1995;
AULTON, 2005; SHARGEL & YU, 1999b).

Todos esses fatores devem estar descritos na metodologia de dissolugao do

medicamento e ser devidamente seguidos.

1.3 Fatores que influenciam a dissolucéo e absorcéo dos farmacos

Neste topico, serdo relatados os fatores conhecidos que podem influenciar a
BD do medicamento, podendo ser divididos em fatores ligados ao paciente, fatores
ligados ao farmaco, fatores relacionados a formulagdo e fatores relacionados ao

sistema e ao meio de dissolucao.

1.3.1 Fatores ligados ao paciente

Para que o farmaco tenha acesso a circulagdo geral, é preciso que, no sitio
de absorcdo, atravesse uma ou mais camadas celulares, sendo que, a
permeabilidade do farmaco, esta vinculada a sua estrutura molecular e as

propriedades fisicas e biolégicas da membrana. (SHARGEL & YU, 1999b).



29

As membranas do organismo funcionam como barreiras, pelas quais o
farmaco passa através de dois mecanismos: transporte ativo ou passivo. E devido a
sua composicdo ou natureza lipoproteica, determinados farmacos podem ter maior
ou menor facilidade nesse transporte. Além da fisiologia da membrana, a fisiologia
do trato gastrintestinal (TGI), exerce papel fundamental na absor¢édo de moléculas
(ANSEL, POPOVICH & ALLEN, 2000).

E necessario ressaltar que, antes da fase de absorcdo, é preciso que ocorra a
solubilizacdo da substancia. A razao dose/solubilidade pode ser definida como o
volume de fluido gastrintestinal (Gl) necessario para que a dose administrada se
dissolva. Nos casos em que o farmaco € pouco soluvel e sua forma farmacéutica
apresenta maior dosagem, o volume de fluido Gl disponivel pode ser insuficiente
para a sua completa solubilizagdo, acarretando uma BD incompleta (HORTER &
DRESSMAN, 2001).

Para compreender o processo de absor¢cao dos medicamentos de uso oral,
deve-se conhecer a fisiologia do TGI. Os principais componentes do TGl s&o:
estdmago, intestino delgado (ID), intestino grosso (IG) e célon.

O sistema digestivo é responsavel pelos processos de secregao, digestédo e
absorcdo. Estes processos, podem ser afetados de acordo com a dieta, conteudo do
TGI, hormodnios, sistema nervoso, doengca e pelos farmacos. Dessa forma, os
farmacos administrados pela via enteral estdo sujeitos a sofrer influéncia no
processo de absorcdo pelos mesmos fatores que afetam as fungdes do aparelho
digestivo. (SHARGEL & YU, 1999b).

Como uma maquina, cada parte do sistema digestivo tem sua contribuigao
para o processo de absorgado dos farmacos. O fluxo sangtineo do TGI, por exemplo,

facilita a absorcdo de moléculas lipossoluveis por ser o responsavel pela
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manutencdo do gradiente de concentracdo em torno da membrana epitelial
(STORPIRTIS et al., 1999).

Como dito anteriormente, a solubilizacdo do farmaco € um dos primeiros
passos para que ocorra a absorgcdo. A solubilidade de acidos e bases fracas,
dependera do pH do meio de dissolucdo. No TGI, o pH dos fluidos € uma das
influéncias mais importantes para os farmacos ionizaveis, os valores de pH chegam
a variar de 1 a 8, dependendo do compartimento e do estado em que se encontra o
individuo, em jejum ou alimentado. Outros fatores também influenciam o pH dos
fluidos: idade, condi¢bes patofisioldgicas e interagdes medicamentosas (HORTER &

DRESSMAN, 2001).

1.3.2 Tempo de esvaziamento gastrico

As influéncias no tempo de esvaziamento gastrico, podem acarretar em
mudancas no tempo de transito, alterando o processo de dissolugcdo da forma
farmacéutica (ANSEL, POPOVICH & ALLEN, 2000).

Tais alteragdes, podem trazer beneficios ao paciente, ou ndo, dependendo
das caracteristicas fisico-quimicas do farmaco. As penicilinas, por exemplo, por
apresentarem instabilidade em solugcdo, podem sofrer decomposicdo caso
permanegam mais tempo no estdmago; alguns antiinflamatérios podem causar
irritacdo na mucosa gastrica, quando em contato prolongado (SHARGEL & YU,
1999b).

O processo de envelhecimento faz com que o tempo de esvaziamento

gastrico diminua, assim como, o uso de medicamentos anticolinérgicos, bebida
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gelada, atividade fisica vigorosa e a condicdo diabética (ANSEL, POPOVICH &

ALLEN, 2000; SHARGEL & YU, 1999b).

1.3.3 Motilidade do TGl

Os movimentos fisioldgicos do TGl dependem do estado alimentado ou em
jejum em que se encontra o individuo. A velocidade e extensdo da absorgao de
farmacos € dependente do tempo de esvaziamento gastrico. Se, por exemplo, ocorre
um atraso no esvaziamento gastrico, isso pode retardar a velocidade e,

possivelmente a extensdo da absorg¢ao do farmaco (SHARGEL & YU, 1999b).

1.4 Fatores ligados ao farmaco

1.4.1 Solubilidade

A solubilidade de um farmaco, parametro que representa a concentracdo de
uma substancia dissolvida em equilibrio com o soluto, pode ser influenciada pelos
valores fisioldgicos de pH, por exemplo, um farmaco acido sera mais soluvel no
intestino, onde o pH é mais elevado (SHARGEL & YU, 1999a).

Esta relacao, solubilidade-pH, pode ser explicada pelo grau de ionizagao da
molécula, que é dependente do pH da solugcdo. Sendo as membranas celulares de
caracteristica lipidica, essas serao mais permeaveis aquelas substancias com

caracteristicas lipossoluveis, que nesse caso, sdo as formas nao-ionizadas, além
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disso, a natureza carregada da membrana celular, pode resultar na repulsdo ou
atracao do farmaco ionizado (ANSEL, POPOVICH & ALLEN, 2000).

Baseando-se na solubilidade e pKa de um farmaco, é possivel estimar sua
dissolugéo no TGl e futuros problemas com a BD (ABDOU, 1995; SHARGEL & YU,
1999a).

A equacao modificada de Noyes e Whitney (equagdo 2), mostra que a
solubilidade aquosa de um farmaco é o fator determinante para a taxa de dissolugao
(ABDOU, 1995).

A solubilidade pode ser melhorada com o auxilio da farmacotécnica através
da adicao de excipientes acidos ou basicos, como no caso da aspirina efervescente,
cuja formulagdo contém bicarbonato de sédio, que faz com que o meio de
dissolucado se torne mais alcalino, propiciando uma dissolugao mais acelerada de
acidos fracos, o que resulta num efeito analgésico mais rapido do que as formas
convencionais (SHARGEL & YU, 1999a).

Uma outra maneira de se aumentar a solubilidade dos farmacos pouco
soluveis €& através da sua complexacdo com ciclodextrinas ou polimeros

(STORPIRTIS et al., 1999).

1.4.2 Polimorfismo e Amorfismo

Polimorfismo é a propriedade pela qual uma unica substancia quimica pode
existir em mais de uma forma cristalina, dependendo das condigdes (temperatura,
solvente, tempo) sob as quais a cristalizagdo é induzida (ANSEL, POPOVICH &

ALLEN, 2000).
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Embora a estrutura quimica seja a mesma, as substancias polimorficas
apresentam variagdes na densidade, solubilidade e caracteristicas de compressao.
Porém, tais diferengas sao importantes para o sdlido, pois quando em solugao, as
formas sé&o indistinguiveis (ANSEL, POPOVICH & ALLEN, 2000; SHARGEL & YU,
1999b).

Os materiais farmacéuticos ocorrem n&do s6 na forma cristalina identificavel,
mas também como particulas amorfas sem estrutura definida, podendo influenciar
na estabilidade quimica e na atividade biolégica (ANSEL, POPOVICH & ALLEN,
2000).

Quando se comparam as formas cristalinas e amorfa, espera-se que a amorfa
seja menos estavel quimicamente e mais soluvel que a cristalina, podendo ocorrer
diferentes extensdes de absorcdo, implicando nas diferencas de atividade
farmacolégica de cada uma (ANSEL, POPOVICH & ALLEN, 2000; SHARGEL & YU,
1999a; SINGHAL & CURATOLO, 2004).

A explicagao para as diferencas de estabilidade e solubilidade, citada acima,
€ que os cristais apresentam menor energia livre, ja na forma amorfa, pela auséncia
de uma rede cristalina tridimensional, a mobilidade molecular € maior (SHARGEL &
YU, 1999a; SINGHAL & CURATOLO, 2004).

Alguns polimorfos, apresentam-se na forma metaestavel, que € uma forma
menos estavel. Seu uso na producdo de um medicamento poderia resultar numa
velocidade de dissolugdo maior do que a da forma cristalina. Outros problemas na
formulagcado poderiam surgir, pois a forma metaestavel pode ser convertida na mais
estavel. Caso a alteragao ocorra antes de expirar o prazo de validade, isso poderia
resultar em diferengas na BD do farmaco (ANSEL, POPOVICH & ALLEN, 2000;

SINGHAL & CURATOLO, 2004).
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O polimorfismo pode afetar as propriedades mecanicas das particulas do
farmaco. Um efeito comum é a alteragao do fluxo do pé devido as diferencas na
morfologia das particulas. O formato de agulha ou haste, faz com que a particula
apresente um fluxo menor quando comparado com os polimorfos de pequeno raio.
Uma caracteristica do material amorfo, € que quando compactado, possui alta
fragilidade e elasticidade (SINGHAL & CURATOLO, 2004).

Todas essas diferengas mecanicas podem ou nao afetar a producdo de um
medicamento. Se o efeito ndo for desejavel, pode-se utilizar excipientes para
minimizar a instabilidade quimica, aumentar a solubilidade do farmaco e melhorar
qualquer propriedade mecanica que seja afetada com o uso da forma polimorfica
(SINGHAL & CURATOLO, 2004; SNIDER, ADDICKS, OWENS, 2004).

Embora a instabilidade quimica possa ser corrigida, € melhor usar um
polimorfo estavel com problemas mecanicos, corrigindo esses com o0 uso de
excipientes e técnicas de producgao, do que optar pelo uso de uma forma instavel s6
por ter melhores propriedades mecanicas. Em alguns casos, as propriedades
mecanicas alteradas sao usadas a favor da industria, agilizando o processo de
producao ou tornando-o de menor custo. Um exemplo, € a compressao direta do
paracetamol na forma Il, ortorombica, substituindo o processo de granulagao
necessario com o uso da forma |, monoclinica (SINGHAL & CURATOLO, 2004,
SNIDER, ADDICKS, OWENS, 2004).

O impacto do polimorfismo na taxa de dissolugao esta principalmente ligado a
solubilidade entre as formas. In vivo , isso pode resultar em taxas de absorgao
diferentes, refletindo em Cnax diferente. In vitro, as diferengas fisico-quimicas
aparecem nos perfis de dissolugdo (SINGHAL & CURATOLO, 2004; SNIDER,

ADDICKS, OWENS, 2004).
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Para se caracterizar um polimorfo, as analises mais usuais sdo: ponto de
fusdo, solubilidade, técnicas de analise térmica (DSC), espectroscopia por |V,
termomicroscopia e difracdo de raio-X (STORPIRTIS et al., 1999; SULEIMAN &

NAJIB, 1989).

1.4.3 Solvatos e Anidros

A taxa de dissolugcdo e a solubilidade do farmaco podem ter diferencgas
significativas para os diferentes solvatos. Essas substancias de forma cristalina,
também denominadas de pseudopolimorfos, apresentam a capacidade de se
associarem a moléculas de solventes (solvatacdo). Se o solvente for a agua, a
substancia recebe o nome de hidrato (SINGHAL & CURATOLO, 2004; STORPIRTIS
et al., 1999).

A estabilidade fisica das formas anidra e hidratada, pode depender da
umidade relativa e/ou temperatura do ambiente. Transicoes entre as formas, podem
ocorrer durante a dissolugao da forma farmacéutica na interface farmaco/meio. Isso
pode afetar a taxa de dissolugédo e refletir na sua BD (SINGHAL & CURATOLO,
2004).

Algumas formas polimérficas da GLB foram isoladas e caracterizadas fisico-
quimicamente, e no estudo de perfil de dissolucédo, as formas solvatadas exibiram
um alto percentual dissolvido, diferentemente das formas n&o-solvatadas

(SULEIMAN & NAJIB, 1989).
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1.4.4 Tamanho de particulas

Sabe-se que quando as particulas de um farmaco sao reduzidas, a
velocidade de dissolugcao acelera; a explicacdo estda no aumento da area superficial
em contato com o solvente. Através da equacédo de Noyes e Whitney (ver item 1.1),
pode-se demonstrar a relacédo direta da area superficial com a taxa de dissolucéo
(ABDOU, 1995; ANSEL, POPOVICH & ALLEN, 2000; SHARGEL & YU, 1999a).

Uma das formas de se observar esse efeito, é através do processo de
micronizagao. Para os farmacos pouco soluveis, essa técnica tem sido utilizada para
obter uma BD desejada. (ABDOU, 1995; ANSEL, POPOVICH & ALLEN, 2000)

No caso de farmacos altamente soluveis, o tamanho das particulas nao se
torna tdo importante, diante da capacidade de solubilizagdo desses. Outras vezes, a
reducado nesse tamanho pode gerar a potencializacdo dos efeitos, atingindo niveis
téxicos (STORPIRTIS et al., 1999).

Diante da influéncia da granulometria no processo de dissolugdo dos
farmacos, torna-se de grande importancia a qualificagdo dos fornecedores da
matéria-prima, uma vez que, existe uma variabilidade no tamanho das particulas
dependendo do fabricante, fato que pode implicar em diferentes graus de resposta

terapéutica num mesmo individuo (ANSEL, POPOVICH & ALLEN, 2000).
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1.5 Fatores relacionados a formulacéo

A taxa de dissolugdo pode ser significativamente alterada quando o famaco é
misturado aos excipientes durante a producéo, em alguns casos, isso pode levar a

uma diminui¢do da BD e da resposta clinica (ABDOU, 1995).

1.5.1 Excipientes

O conceito de excipientes passou por uma evolucdo de um simples veiculo
quimicamente e farmacologicamente inerte para um adjuvante essencial, garantindo
e otimizando a performance de um medicamento (PIFFERI, SANTORO & PEDRANI,
1999).

Farmacos que sdo fisica e/ou quimicamente instaveis podem requerer
excipientes especiais, revestimento ou determinados processos tecnoldgicos para
protegé-los da degradacdo (SHARGEL & YU, 1999b). Assim, 0 sucesso de um
medicamento ndo depende somente das caracteristicas do farmaco e do processo
de produgdo, mas também da qualidade dos excipientes (PIFFERI, SANTORO &
PEDRANI, 1999).

Os excipientes sao adicionados as formulagcdes devido as suas propriedades
funcionais que podem melhorar a compressdo do farmaco, diminuir a irritagcao
gastrica, melhorar a conservagao e etc., poréem mesmo ditos inertes, eles também
podem alterar as propriedades fisico-quimicas dos medicamentos; varios estudos
foram realizados com o intuito de provar tais efeitos, entre eles a velocidade de

dissolugéo (SHARGEL & YU, 1999b).
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As reacbes dos excipientes com o ativo podem resultar tanto em uma forma
mais soluvel quanto em uma menos soluvel. Para farmacos de baixa solubilidade, a
adicao de um desintegrante a formulagdo pode acelerar a desintegracdo da forma
farmacéutica promovendo a liberagdo das particulas. No caso dos surfactantes,
quando em baixa concentracdo, eles podem diminuir a tensido superficial e,
consequentemente, aumentar a dissolugdo, porém em altas concentragdes, eles
podem interagir com o farmaco formando micelas, e grandes moléculas apresentam
a area superficial diminuida, logo dissolvem menos (SHARGEL & YU, 1999b).

Dentro de uma mesma classe de excipientes podem surgir efeitos
diferenciados dependendo das caracteristicas fisico-quimicas da substancia, por
exemplo, estudos mostraram que o estearato de magnésio, lubrificante hidrofébico,
tende a retardar a taxa de dissolucdo dos comprimidos de acido salicilico por
diminuir a area interfacial farmaco-solvente através de mudancgas nas caracteristicas
da superficie dos comprimidos resultando na diminuigdo da molhabilidade, logo
prolongando o tempo de desintegracdo e diminuicdo da area da interface entre o
ativo e o solvente. Outros lubrificantes como o laurilsulfato de sédio (LSS) podem
aumentar a dissolugao significativamente (ABDOU, 1995).

Algumas substancias podem modificar o pH do meio onde o ativo sera
dissolvido resultando no aumento ou diminui¢ao da solubilidade desse (SHARGEL &
YU, 1999b).

Alguns excipientes podem prolongar o tempo de retengdo de um farmaco no
TGl e com isso elevar a quantidade total absorvida. Outros podem agir como
carreadores através da parede intestinal. Assim, quando impropriamente utilizados
na formulacdo, eles podem afetar a taxa e extensdo de absor¢cdo de um farmaco

(SHARGEL & YU, 1999b).
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1.5.2 Processos tecnolégicos

Na producdo do medicamento, deve-se considerar diversos fatores que
podem resultar na modificacdo da BD, por isso o motivo de serem necessarios
novos testes quando se altera alguma etapa de produgao desse.

Entre tais fatores estdo os tipos de misturadores utilizados, em “V” ou
“Turbula”, o tipo de via utilizada, umida ou seca, temperatura de secagem e forga de
compressdo (STORPIRTIS et al., 1999). A alta compressibilidade sem o uso
suficiente de desintegrante, pode dificultar a desintegragdo da forma farmacéutica
(SHARGEL & YU, 1999b).

E o6bvio que ndo sé as mudancas no processo s30 importantes, como
também, a calibracdo frequente dos instrumentos utilizados, como as balancas,

garantido a precisdo das medidas.

1.6 Fatores relacionados ao sistema e ao meio de dissolucéo

Ao se planejar o teste de dissolugdo é importante estabelecer condigdes o
mais fisioldgicas possivel, isso permite interpretar os dados de dissolugdo in vitro
com a performance do medicamento in vivo (CDER/FDA, 1997).

Para que um teste de dissolucao tenha sucesso, € preciso que a intensidade
de agitacdo seja coerente com o dispositivo utilizado e a velocidade de dissolugao
esperada, sendo que para prevenir a turbuléncia no sistema e sustentar um fluxo

laminar reprodutivel, caracteristicas essenciais para obter resultados de confiancga,
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tanto a velocidade de agitacdo como a de fluxo devem ser mantidas em niveis mais
baixos (ABDOU, 1995).

Tanto a temperatura como a agitagdo do meio, sao fatores que podem
influenciar a dissolugdo do farmaco. E muito importante que se mantenha uma
temperatura de 37 °C com variagdao maxima de = 0,5 °C, o motivo de ser um fator
cuidadosamente controlado € pela sua relagdo com a solubilidade do farmaco
(ABDOU, 1995). Um aumento na temperatura faz com que a energia cinética da
molécula aumente, aumentando a constante de difusdo D (ver item 1.1). Quanto a
agitacdo, que in vivo pode ser definida como os movimentos peristalticos do TGl,
deve ser mantida constante, pois 0 seu aumento podera refletir na diminuicido da
espessura da camada estagnante (Figura 2) refletindo em um maior percentual
dissolvido (SHARGEL & YU, 1999a).

Quanto a escolha do meio utilizado, essa € dependente da solubilidade do
farmaco analisado e para se realizar os testes, grandes esfor¢os devem ser feitos
para simular as condi¢des in vivo, seja através do controle do pH, da viscosidade e
da tensao superficial. No caso do pH, é sugerido utilizar um meio que esteja numa
faixa fisiologicamente relevante, ou seja, entre 1,2 e 6,8 (CDER/FDA, 1997), porém
em alguns casos, como acidos fracos de baixa solubilidade, se faz necessario a
utilizacdo de meios com pH superior a 6,8, mas é necessario que se tenha cautela,
pois determinadas condicdes podem acelerar a velocidade de dissolucdo
superestimando o percentual dissolvido (EL-MASSIK et al., 1996; SILVA &
VOLPATO, 2002).

A importancia da viscosidade esta na fase de difusdo que ocorre apds a etapa
de solubilizagdo, estando o meio muito viscoso, a velocidade de difusdo pode

diminuir. Quanto a tensao superficial do meio de dissolu¢do, seu efeito é significante
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sobre a velocidade de dissolucdo e liberagdo do farmaco da forma farmacéutica
sélida, por isso o emprego de tensoativos e agentes molhantes que diminuem o
angulo de contato solido-liquido facilitando o processo de penetragdo do meio na
matriz (ABDOU, 1995).

Assim, controlando todos esses parametros, procura-se delinear condicdes o

mais préximo do objetivo maximo: reproduzir in vitro o que ocorre in vivo.

1.6.1 Tensoativos

Os tensoativos (surfactantes) sdo frequentemente utilizados nos meios de
dissolucdo com o intuito de melhorar a solubilizagdo de farmacos pouco soluveis
(MANIASSO, 2001).

A estrutura tipica de um tensoativo € uma cadeia de hidrocarbonetos (8 a 18
atomos) ligada a um grupo que define a natureza nao-idnica, catidnica, aniénica ou
anfétera do surfactante (MANIASSO, 2001; NEUGEBAUER, 1990).

A concentragdo micelar critica (CMC) pode ser definida como o limite de
concentracdo do tensoativo acima do qual ha formagdo de micelas.
Espontaneamente em solugdo aquosa, a partir da CMC, grandes agregados
moleculares de dimensdes coloidais, possuindo ambas regides estruturais hidrofilica
e hidrofébica, associam-se dando origem as micelas. Abaixo da CMC o tensoativo
esta na forma de monémeros e préximo a CMC ocorre um equilibrio dindmico entre
mondmeros e micelas (NEUGEBAUER, 1990).

Os tensoativos podem ser naturais ou sintéticos.
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2 Glibenclamida

A glibenclamida (GLB), cujos sindnimos s&o: gliburida, glibenclamidio,
glibenzciclamida (MERCK INDEX; 2001), € um potente agente hipoglicemiante e
uma das substancias mais utilizadas da classe das sulfoniluréias em diversos paises
(GILMAN, 2001).

As sulfoniluréias foram descobertas acidentalmente, observando a acgéao
hipoglicémica de algumas sulfonamidas em experimentos com animais. Esta classe
de farmacos pode ser dividida em duas geragbes de acordo com a estrutura

quimica. A GLB pertence a segunda geracao (GILMAN, 2001).

2.1 Propriedades fisico-quimicas
A GLB, cujo nome quimico é 5-Cloro-N-[2-[4-

[[[(cicloexilamino)carbonillamino]sulfonil]fenil]etil]-2-metoxibenzamida, apresenta a

estrutura quimica representada na Figura 3 (MERCK INDEX; 2001):

Vx)@

Figura 3 - Estrutura quimica da glibenclamida
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A matéria-prima, apresenta-se sob a forma de pod cristalino branco, ou quase
branco. E praticamente insoluvel em &gua e éter etilico, solivel em
dimetilformamida, pouco soluvel em etanol, metanol e cloroférmio, dissolve-se em
solucdes diluidas de hidréxidos alcalinos (FARMACOPEIA BRASILEIRA, 2001;
MARTINDALE, 1999). Seu pka é de 5,3 e a DL50 em ratos e camundongos é
superior: a 20 g/kg por via oral; 12,5 g/kg por via intra peritonial e 20 g/kg por via

subcutéanea (MERCK, 2001).

2.2 Propriedades farmacodinamicas e mecanismo de acao

A GLB é um farmaco utilizado no tratamento do diabetes mellitus que é um
disturbio metabdlico crénico, caracterizado por niveis elevados da glicemia —
hiperglicemia — devido a deficiéncia e/ou resisténcia a insulina. Existem duas formas
principais de diabetes mellitus:

e Diabete tipo 1 (diabetes mellitus insulino-dependente — DMID — ou
diabete de inicio juvenil)

e Diabete tipo 2 (diabetes mellitus ndo-insulino-dependente — DMNID —
ou diabete de inicio na maturidade)

A dieta constitui a base para o tratamento do diabete tipo 2, mas
frequentemente, essa é acompanhada por agentes orais cujos principais grupos sao
as biguanidas e as sulfoniluréias, sendo a tolbutamida e a clorpropamida as
primeiras a serem utilizadas terapeuticamente. Porém, as sulfoniluréias

denominadas de “segunda geragao”, como a GLB, sdo mais potentes.
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As sulfoniluréias causam hipoglicemia por meio do estimulo das células
pancreaticas para a liberagdo de insulina, ou através do aumento da sensibilidade
dos tecidos periféricos a insulina. Portanto, estes farmacos sao ineficazes em
pacientes que retiraram o pancreas ou que nao possuem insulina endégena. As
sulfoniluréias também estimulam a liberagdo de somatostatina e podem suprimir a
secrecdo de glucagon (GILMAN, 2001).

Em geral, sdo bem toleradas, apresentando como efeitos indesejaveis o
aumento de peso (no caso de obesos), disturbios gastrintestinais (relatado em cerca
de 3% dos pacientes), podendo ocorrer erup¢des cutaneas alérgicas e a lesao da
medula éssea, caso raro, porém grave (GILMAN, 2001).

Dentro das interagdes farmacoldgicas, varios compostos podem aumentar o
efeito hipoglicemiante, entre esses, alguns agentes antiinflamatorios ndo-esteroides,
antifungicos, antibacterianos e o alcool. Outros podem reduzir sua agdo, como 0s
diuréticos e corticosterdides (RANG, DALE & RITTER, 2001).

A administragdo de GLB, usualmente, € em dose unica diaria, sendo que, a
recomendacao inicial da dose adulta é de 2,5 a 5 mg para a forma ndo micronizada,
sendo relatadas indicagdes de até 20 mg diarios. Para a forma farmacéutica com
GLB micronizada, a dose € de 1,5 a 3 mg diarios com um maximo de 12 mg diarios.
As diferentes doses s&o em virtude de alguns paises comercializarem comprimidos
com o farmaco micronizado, o que aumenta a sua biodisponibilidade, como dito

anteriormente (MARTINDALE, 1999).
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2.3 Propriedades farmacocinéticas

A GLB apresenta extensas variagoes interindividuais na sua farmacocinética e
farmacodindmica, essas diferencas interindividuais podem ser atribuidas a fatores
como peso corporal, proteinas carreadoras do plasma, sexo, idade e polimorfismos
genéticos na enzima citocromo P450 (CYP2C9) (KIRCHHEINER et al., 2002; NIEMI
et al., 2002). As diferengas atribuidas ao genétipo CYP2C9 podem ser refletidas na

concentragao plasmatica de insulina (KIRCHHEINER et al., 2002).

2.3.1 Absorcéo

A GLB é rapidamente absorvida pelo TGl apds sua administracdo oral nao
sofrendo efeito de 12 passagem significante, ja que praticamente 100% da dose oral
é biodisponivel (NIOPAS & DAFTSIOS, 2002).

Os picos de concentragdo plasmatica ocorrem dentro de 2 a 4 horas,
dependendo da forma administrada; para o farmaco n&o micronizado os picos
ocorrem dentro de 4 h com meia-vida de 10 h. Recentemente, foram relatadas meias
vidas de 1,4 a 5 horas. A GLB micronizada atinge picos plasmaticos entre 2 a 3
horas, com meia-vida de aproximadamente 4 horas (MARTINDALE, 1999).

Em virtude de requerer um tempo para alcangar uma concentragao 6tima no
plasma, algumas sulfoniluréias podem ser mais efetivas quando administradas 30

minutos antes da alimentagéao (GILMAN, 2001).
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2.3.2 Distribuicéo

Todas as sulfoniluréias ligam-se fortemente a albumina plasmatica e a
duracao do efeito da GLB varia, podendo estar compreendido entre 18-24 horas

(RANG, DALE & RITTER, 2001).

2.3.3 Metabolismo e excrecéo

Sua metabolizagdo ocorre, quase por completa, no figado (NIEMI et al.,
2002). Seus metabdlitos primarios sdo produtos de hidroxilagao (4-trans-hidroxi e 3-
cis-hidroxi), os quais sdo fracamente ativos e excretados 50% na urina e 50% nas
fezes, via bile (KIRCHHEINER et al.,, 2002; MARTINDALE, 1999; THE UNITED,
2004b). E é devido a essa atividade moderada dos metabdlitos que a GLB deve ser
evitada em individuos idosos, assim como em pacientes com leve comprometimento

renal, devido ao risco de hipoglicemia (RANG, DALE & RITTER, 2001).

2.4  Formas farmacéuticas e de apresentacéao

De acordo com o Dicionario de Especialidades Farmacéuticas (DEF, 2005),
estao listadas 14 formulagdes comerciais para a GLB no Brasil, entre nomes de
marca e genéricos, sendo a forma de apresentacdo comprimidos. Esses podem
estar nas dosagens de 5 e 10 mg, cujas embalagens variam entre 20, 30, 100 e até

500 comprimidos.
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3 Estudos de Biodisponibilidade

Desde que o Ministério da Saude adotou como prioridade da politica de
medicamentos o genérico, algumas leis e resolugdes foram adotadas de modo a
regulamentar a produgao e comercializagao desse, o qual se tornou uma alternativa
mais econdmica a populagdo. Assim, alguns termos e conceitos, tornaram-se
relevantes para se entender a aplicacdo dessas diretrizes.

O Medicamento Genérico definido como “medicamento similar a um produto
de referéncia ou inovador, que se pretende ser com este intercambiavel, geralmente
produzido apds a expiragao ou renuncia da protecao patentaria ou de outros direitos
de exclusividade, comprovada a sua eficacia, seguranca e qualidade, e designado
pela DCB (Denominagdo Comum Brasileira) ou, na sua auséncia, pela DCI
(Denominagdo Comum Internacional)” (Brasil. Lei n° 9.787,1999), ndo deve
apresentar diferengas estatisticamente significativas em relagcéo a biodisponibilidade
(BD), quando comparado a um de referéncia, geralmente o medicamento pioneiro;
isto implica na realizacao de estudos de BE.

Os estudos de BD, iniciaram-se a partir de 1945, com a primeira publicacao
do conceito de disponibilidade biolégica. Seu desenvolvimento se deu na década de
60 com o progresso nas técnicas analiticas para andlise das amostras bioldgicas
(MANUAL DE BOAS PRATICAS EM BIODISPONIBILIDADE E BIOEQUIVALENCIA,
2005a).

O termo BD, relaciona-se a quantidade de farmaco absorvida a partir de uma
forma farmacéutica e a velocidade em que tal processo ocorre. Ambos fatores,
podem ser afetados pela alteracdo da composicdo ou método de fabricagdo do

medicamento. Assim, os estudos de BD sao utilizados para definir os efeitos
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provocados pela alteracdo das propriedades fisico-quimicas do farmaco e as
mudangas na sua farmacocinética dependendo da forma de dosagem (DI SANTO,
1995, SHARGEL & YU, 1999c, STORPIRTIS & CONSIGLIERI, 1995).

A BD pode ser absoluta ou relativa (bioequivaléncia).

Na BD absoluta, o calculo de fracdo absorvida do farmaco administrado por
via extravascular tem como referéncia o mesmo farmaco administrado por via
intravascular, considerado 100% biodisponivel (MANUAL DE BOAS PRATICAS EM
BIODISPONIBILIDADE E BIOEQUIVALENCIA, 2005a).

A BE, consiste em realizar estudos comparativos de BD de produtos contendo
0 mesmo principio ativo. Serdo considerados bioequivalentes, aqueles que, quando
administrados ao mesmo individuo, nas mesmas condicdes, ndo apresentarem
diferencas significativas, em relagdo a quantidade e velocidade de absorc¢ao (DI
SANTO, 1995, STORPIRTIS & CONSIGLIERI, 1995).

De acordo com a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), em
alguns casos pode ocorrer a substituicdo da bioequivaléncia pelos estudos de
Equivaléncia Farmacéutica. Na RE n°® 897 de 29 de maio de 2003 estdo descritas
todas as condic¢oes para tal substituicao.

A RE n° 896, de 29 de maio de 2003, define diretrizes para as provas de
biodisponibilidade relativa/ bioequivaléncia. Nessas sao abordadas as etapas:
clinica, analitica e estatistica, em que, respectivamente, sdo apresentados o perfil
dos voluntarios, a analise das amostras e a analise estatistica dos parametros
farmacocinéticos, obtidos das curvas de concentracio plasmatica do farmaco versus
tempo. Os pardmetros farmacocinéticos sdo: area sob a curva concentragao
sanguinea versus tempo (ASC), pico de concentragdo maxima (Cnyax) do farmaco

e/ou metabdlito e o tempo para atingir este pico (Tmax). A depuragao (CL), o volume
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aparente de distribuicdo (Vd) e a meia-vida de eliminagéo (ti2) do farmaco e/ou
metabdlito também devem ser determinados, porém, sem necessidade de
tratamento estatistico.

A medida mais importante € a ASC que pode ser considerada representativa
da quantidade de farmaco absorvido apdés a administracdo de dose Unica de um
medicamento que alcanga a circulagdo sistémica (DI SANTO, 1995). Um dos
meétodos para se calcular a ASC do tempo zero até o tempo da ultima coleta é o
método dos trapezdides que consiste na soma das areas dos trapézios
determinados pelos tempos de coleta e respectivas concentragdes. A ASC também
pode ser extrapolada e calculada do tempo zero até o tempo relativo a completa
eliminagao do farmaco. Este parametro é independente da rota de administragao do
medicamento. Porém, em alguns casos, o aumento na dosagem, leva a uma
saturacdo do caminho de metabolizacdo e/ou excrecdo do farmaco,
consequentemente prolongando a meia-vida de eliminagdo desse. Nesses casos a
ASC aumenta desproporcionalmente (SHARGEL & YU, 1999c; MANUAL DE BOAS
PRATICAS EM BIODISPONIBILIDADE E BIOEQUIVALENCIA, 2005b).

A Cnhax, € a medida que representa a maior concentragdo do farmaco
observada e é diretamente proporcional ao total de farmaco absorvido pelo
organismo. Seu valor pode expressar uma resposta terapéutica suficiente ou niveis
téxicos possiveis (DI SANTO, 1995; SHARGEL & YU, 1999c).

O tempo requerido para alcangar o Cax € denominado de Thax. Nesse ponto,
a taxa de absorcdo é igual a de eliminagdo. Um valor pequeno de Thax pode

demonstrar uma rapida absorcéao.
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A curva de concentracao plasmatica do farmaco versus tempo é caracterizada
pela quantificagcdo das amostras bioldgicas relativa a tempos de coleta previamente
estabelecidos.

Para a selecdo dos voluntarios devem ser observadas caracteristicas
antropométricas como: raga, sexo, idade, relacdo peso-estatura, além do estado
fisico, habitos alimentares e aspectos psiquicos (MVANUAL DE BOAS PRATICAS EM
BIODISPONIBILIDADE E BIOEQUIVALENCIA, 2005b). Apds ser informado da
natureza do estudo e assinar o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido, o
voluntario é submetido a uma avaliacdo médica (MANUAL DE BOAS PRATICAS EM
BIODISPONIBILIDADE E BIOEQUIVALENCIA, 2005a).

Entre os individuos existe uma grande variabilidade biolégica e para que nao
haja comprometimento do estudo, aplica-se um ensaio cruzado em que o0s
medicamentos teste e referéncia sdo administrados em duas fases. Tal
planejamento, € denominado crossover, assim, cada bloco aleatério recebe mais de
uma formulacdo em periodos diferentes. Na primeira fase, um namero de individuos
recebe o medicamento teste, simultaneamente, um outro grupo recebera o
referéncia. Apos a eliminagdo de todo o farmaco (washout), periodo recomendado
pela legislagao brasileira, de no minimo sete meias-vidas de eliminagdo do farmaco,
ou do metabdlito, quando esse for o ativo, os grupos sao invertidos, repetindo-se o
processo. Esse é um delineamento conhecido como crossover 2x2, como
demonstrado na Tabela 1 (STORPIRTIS & CONSIGLIERI, 1995; MANUAL DE
BOAS PRATICAS EM BIODISPONIBILIDADE E BIOEQUIVALENCIA, 2005b).

Tabela 1: Delineamento crossover 2x2,medicamento referéncia (R) e teste (T)

Periodo
Seqliéncia 1 2
1 F T

2 T F
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Os estudos podem ser conduzidos levando-se em conta o estado em jejum,
estado alimentado, ou ainda, administracdo de doses multiplas (SHARGEL & YU,
1999c).

Para a coleta das amostras, necessita-se conhecer as caracteristicas
farmacocinéticas do farmaco. De acordo com a legislagéo brasileira, recomenda-se
um tempo igual ou superior a 3-5 vezes a meia-vida de eliminagao do farmaco ou do
metabdlito, quando esse for o ativo (STORPIRTIS & CONSIGLIERI, 1995; MANUAL
DE BOAS PRATICAS EM BIODISPONIBILIDADE E BIOEQUIVALENCIA, 2005b).

A metodologia analitica para a quantificacdo do farmaco deve ser validada.
Os métodos mais comuns sado a cromatografia liquida de alta eficiéncia,
espectrofotometria de massas direta, ou combinada a métodos cromatograficos,
além de métodos baseados em imunoensaios (STORPIRTIS & CONSIGLIERI,
1995).

Para a andlise estatistica dos resultados, o modelo matematico de escolha

deve permitir estabelecer diferengas significativas.

4 Correlacao in vivo/in vitro (CIVIV)

Sendo o teste de dissolugdo uma excelente ferramenta do controle de
qualidade para monitorar os processos de fabricagdo de medicamentos, a correlagao
dos dados obtidos in vitro com aqueles originarios de estudos em humanos,
caracteriza uma forma de validagado das condi¢des empregadas neste teste.

A preocupacdo em desenvolver métodos de dissolucdo que reflitam o

processo de absorcdo in vivo, caracterizando-os a partir das correlacbes dos dados,
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tem sido alvo de pesquisadores ha algumas décadas. Levy, Leonards e Procknal
(1965) utilizaram a CIVIV em seus estudos com o acido acetil salicilico.

O estabelecimento da CIVIV, visa compreender o processo de absorcdo do
farmaco e a dependéncia com o processo de liberacdo da forma farmacéutica
estudado in vitro (CUTLER, BEYSSAC, & AIACHE, 1997). A relagdao entre as
propriedades, biolégica e fisico-quimica, é expressa quantitativamente (THE
UNITED, 2004b).

Se o farmaco é altamente permeavel e a dissolugdo in vitro € o passo
limitante, a CIVIV pode ser desenvolvida (UPPOOR, 2001).

Nos estudos de CIVIV, usa-se o coeficiente de determinacdo (r?) como
medida da proporgéo de variancia e testes de significancia estatistica da inclinagao

da regressao (CUTLER, BEYSSAC, & AIACHE, 1997).

4.1 Classificacdo Biofarmacéutica

O sistema de classificagao biofarmacéutica (SCB) é um esquema baseado na
solubilidade aquosa e permeabilidade intestinal do farmaco. Quando combinado com
a dissolugdo do medicamento, o SCB considera trés fatores que governam a
velocidade e extensdo de absorcdo do farmaco: dissolugdao, solubilidade e
permeabilidade intestinal (AMIDON et al., 1995; CDER/FDA, 2000; LINDENBERG,
KOPP & DRESSMAN, 2004).

De acordo com o SCB, os farmacos podem ser divididos em quatro classes:
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e CLASSE I[: Alta solubilidade - Alta permeabilidade
Por se tratarem de formulagdes que se dissolvem rapidamente, a taxa de
absorgcao sera controlada pelo esvaziamento gastrico, nesse caso, a correlagéo in

vitro/in vivo (CIVIV) esperada, é baixa (AMIDON et al., 1995; GALIA et al., 1998).

e CLASSE IlI: Baixa solubilidade - Alta permeabilidade
Em contraste a Classe |, para os farmacos da Classe |l, a dissolugdo é um
fator limitante a absor¢do do farmaco no organismo. Logo, a importancia da escolha
do meio e do método de dissolugdo utilizado nos testes in vitro que devem
representar as condi¢des fisiologicas, refletindo o comportamento in vivo e
garantindo uma boa CIVIV cuja probabilidade para essa classe é alta (AMIDON et

al., 1995; GALIA et al., 1998).

e CLASSE lll: Alta solubilidade - Baixa permeabilidade
O perfil de dissolucdo pode até ser bem definido, mas a absorgao in vivo é
dependente da permeabilidade do farmaco as membranas, assim a probabilidade da

CIVIV é baixa (AMIDON et al., 1995).

e CLASSE |V: Baixa solubilidade - Baixa permeabilidade
A probabilidade de CIVIV para essa classe € limitada, sendo insuficiente para

as formas sélidas orais (AMIDON et al., 1995).
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4.2 Niveis de correlagcéo
Quatro niveis de correlagao sao sugeridos (UPPOOR, 2001).
4.2.1 Correlacéao nivel A

E um alto nivel de correlagdo. Nesse caso, a curva concentracdo plasmatica
do farmaco versus tempo é convertida para o percentual de farmaco absorvido por
meio da aplicagdo de um modelo farmacocinético ou de um método modelo-
independente (SHARGEL & YU, 1999a).

Este nivel representa uma relacdo ponto a ponto entre os dados da
dissolucdo in vitro e a velocidade de absorcdo in vivo do farmaco na forma de
dosagem (THE UNITED, 2004b).

O percentual de farmaco absorvido pode ser calculado através de Wagner-
Nelson ou Loo-Riegelman, ou através, de deconvolugdo matematica (SHARGEL &
YU, 1999a).

Para o célculo da fragdo absorvida in vivo utilizando Wagner-Nelson, aplica-se

a equacao abaixo:

F . Cp(t) + Ke ‘ ASCO—t
) —

a Ke ] ASCO—oo (equacao 3)

Em que,

Fa() = fracdo absorvida relativa para determinado tempo

Cp = concentracdo plasmatica da GLB para determinado tempo
Ke = constante de eliminacéo da fase terminal

ASCy.t= area sob a curva do tempo zero até o tempo determinado
ASC .. = area sob a curva do tempo zero até o infinito
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A correlacao nivel A é geralmente linear, apresentando uma equacéo do tipo:
y=ax+b (equagao4)

Em que,

y = frag&o absorvida do farmaco em diferentes tempos in vivo;

x = percentual dissolvido do farmaco em diferentes tempos in vitro;

a = coeficiente angular de inclinagéo da reta;

b = intercepto

O ideal seria obter uma relagdo de 1/1 (y = x), com intercepto igual a zero

(CARDOT, & BEYSSAC, 1993).

4.2.2 Correlagao nivel B

Este nivel de correlagdo € baseado no principio da analise do momento
estatistico. Determina-se o tempo médio de residéncia do farmaco in vivo e o tempo
meédio de dissolucgio in vitro, realizando-se correlacdo desses dados.

E considerado um nivel de menor correlagéo do que o nivel A, pois no reflete
de modo completo a curva de concentracdo plasmatica do farmaco versus tempo

(SHARGEL & YU, 1999a; THE UNITED, 2004b).

4.2.3 Correlagao nivel C

A correlagao é feita através de um ponto do perfil de dissolugdo com um
parametro farmacocinético, tais como: ASC, Cnax ou Thax. Portanto, caracteriza-se
como um baixo nivel de correlacdo devido a uma relagdo parcial entre absorcéo e

dissolugéo (SHARGEL & YU, 1999a).
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Os niveis de correlagdo B e C podem falhar em refletir a complexidade dos
mecanismos de liberacdo e absorcdo. Duas formulacdes podem ter diferentes perfis
de liberagdo, mas o mesmo valor em um unico ponto medido, como o tempo médio

de dissolugdo (CUTLER, BEYSSAC, & AIACHE, 1997).

4.2.4 Correlacao nivel C maltipla

Relaciona um ou varios paradmetros farmacocinéticos de interesse a
quantidade de farmaco dissolvida em varios pontos do perfil de dissolucdo.
Havendo a correlagao nivel C multiplo, a CIVIV nivel A poderia ser obtida (UPPOOR,

2001).

5 Justificativa

Assim, diante do exposto, pretendeu-se desenvolver uma metodologia para a
dissolucdo de comprimidos de GLB de liberacdo imediata, ainda nao oficializado por
nenhuma Farmacopéia, estabelecendo-se condigdes que in vitro poderao servir de
base para prever o comportamento desses medicamentos no organismo e,
consequentemente, utilizar tal método em analises de rotina do Controle de
Qualidade. Para essa correlagéo in vivo/in vitro, foram utilizadas duas formulagbes
de GLB 5 mg, sendo uma determinada de medicamento teste e a outra, de
medicamento referéncia, cujo estudo comparativo dos perfis farmacocinéticos, apés
a administracdo oral em voluntarios sadios, determinou a nao BE de tais

formulacgoes.
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1 OBJETIVOS GERAIS

Sugerir e validar uma metodologia de dissolugdo para comprimidos de
glibenclamida de liberagdo imediata, uma vez que nao consta em monografia oficial
tal teste para esse medicamento, utilizando-se nos experimentos, duas formulacoes,
cujo estudo de bioequivaléncia demonstrou perfis farmacocinéticos com diferenca

significativa.

Validar o método proposto, estabelecendo-se uma correlacdo entre os dados
obtidos in vivo e in vitro, de modo que o perfil de dissolugdo in vitro de comprimidos
de glibenclamida de liberagdo imediata, possa indicar de maneira mais fidedigna o

comportamento in vivo dos produtos.
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2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Validar a metodologia cromatografica de analise quantitativa da glibenclamida
a ser aplicada aos estudos de dissolugdo, de modo a garantir, principalmente,

especificidade, precisao.

Conhecer a solubilidade da glibenclamida em diferentes meios propostos para

o estudo de dissolucéo.

Tratar os dados de biodisponibilidade das formulagdes teste e referéncia de

modo a obter a cinética de absorg¢ao da glibenclamida de cada formulagao.

Estabelecer condicbes para o teste de dissolugao, definindo o pH do meio, a
adicao de surfactante (tipo e concentragao), que fagam com que o teste in vitro se
aproxime o maximo da resposta obtida in vivo, refletindo o melhor possivel o meio

fisiologico.
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1 MATERIAIS

1.1 Equipamentos e acessoérios

Agitador de tubos PHOENIX — AP56;

Agitador magnético com banho termostatizado MARTE — MAG15;

Amostrador automatico VANKEL VK8000;

Balanca analitica METTLER TOLEDO — AG204;

Balanca de precisao METTLER TOLEDO - PB3002;

Centrifuga HERMLE — Z 200A,;

Coluna SULPECO® supelcosil ™ LC-8 , 4,6 x 150 mm, 5 um, 5-8220, COL:
003007AF;

Cromatoégrafo liquido de alta eficiéncia SHIMADZU — bomba modelo LC-10AD
VP, auto injetor modelo SIL — 10AD VP, detector de arranjo de fotodiodos
modelo SPD — M10A VP e sistema de dados (software) modelo CLASS — VP
versao 6.1;

Desintegrador ERWEKA — ZT 53;

Destilador QUIMIS;

Dissolutor VANKEL VK7010

Durémetro ERWEKA — TBH20;

Filtro para coleta de dissolug&o, 10 um de poro, VANKEL;

Friabildmetro ERWEKA — TA10;

Placa aquecedora com agitagdo CORNING,;

Potenciometro METTLER TOLEDO MPC 227;

Ultra-som THORNTON - 14;

Unidade filtrante descartavel, 0,45 um de poro, MILLIPORE;



1.2 Reagentes

Acetonitrila para CLAE (TEDIA);

Acido acético para CLAE (TEDIA);

Cloreto de sédio (MERCK);

Dihidrogeno fosfato de potassio (VETEC) ;

Dihidrogeno fosfato de sédio monohidratado p.a. (MERCK);
Etanol p.a.(VETEC);

Laurilsulfato de sodio (SYNTH);

Metanol p.a. (VETEC);

Monohidrogeno fosfato de dissodio p.a. (MERCK);
Polissorbato 80 (VETEC);

Solugdes tampao pH 4,0 e 7,0 (QM Reagentes);
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1.3 Produtos farmacéuticos e Substancia quimica de referéncia
¢ Glibenclamida Substancia quimica de referéncia, fornecida pela Farmacopéia

Brasileira, lote: 1018, teor declarado: 99,84 %.

e Glibenclamida matéria-prima: fornecida pela Knoll Produtos Quimicos e

Farmacéuticos Ltda (atual Abbott do Brasil), fabricante Cadilla, lote: 10989.

e Medicamento Teste:

Glibenclamida - comprimidos 5 mg, fabricado por Knoll Produtos Quimicos e
Farmacéuticos Ltda (atual Abbott do Brasil), lote 0101001, produzidos em
janeiro/2001 e validos por 4 anos.

e Medicamento Referéncia:
Daonil® - comprimidos 5 mg, fabricado por Aventis Pharma, lote 301352,

produzidos em marco/2003 e validos por 3 anos.
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2 METODOS

2.1 Determinacdo da Solubilidade da GLB em diferentes meios

Procurou-se trabalhar, para os meios de dissolugcdo, com solucbes de
diferentes valores de pH, além do uso dos tensoativos Polissorbato 80 (Poli 80) e
Laurilsulfato de Sédio (LSS). Portanto, para a realizagao do teste de solubilidade, os
meios de escolha foram: suco entérico simulado (SES) sem e com tensoativo
(adicionado de Poli 80 e LSS nas concentragdes de 0,1% e 1%), tampéao acetato pH
4,5 e tampao pH 5,5 adicionados com os mesmos tensoativos, nas mesmas

concentragdes do SES (ver item 2.2).

2.1.1 Procedimento

Para cada tubo de ensaio contendo, aproximadamente, 100 mg de GLB,
foram adicionados 10 mL do meio a ser avaliado, garantindo dessa forma, um
excesso de GLB no sistema.

Os tubos foram levados a um banho-maria a 37 °C, sob agitacdo magnética
constante de 800 rpm. Ap6és um periodo de 24 horas, os tubos foram centrifugados
por 5 minutos, numa velocidade de 500 rpm e, imediatamente, o sobrenadante foi
filtrado através de membrana de 0,45 um de poro. A solugao resultante da filtragédo
foi analisada quantitativamente por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE)
(ver item 2.3).

O teste foi realizado em duplicata para cada meio.
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2.1.2 Curva Padréo

Para cada meio testado, preparou-se uma curva padrao para a quantificacido
da GLB solubilizada. As concentragcdes definidas foram escolhidas de forma a
englobar pontos de baixa, média e alta solubilidade da GLB na solugdo em teste.

Para a obtencao desses pontos, pesou-se, aproximadamente, cerca de 25 mg
de GLB padréo de trabalho com teor de 99,89% (Lote: 0GCO031), transferidos para
baldo volumétrico de 50 mL contendo acetonitrila para CLAE. A partir dessa Solucao
Estoque (SE), aliquota de 1 mL foi transferida para baldo volumétrico de 50 mL e
aliqguotas de 3 mL foram transferidas para baldes volumétricos de 50 e 25 mL
contendo meio. Dessa forma, foram obtidas as concentragdes de 10, 30 e 60 ug/mL

do farmaco, respectivamente.

2.1.3 Célculo

Com os valores de areas obtidos de cada amostra injetada e a equacéo da
reta, obtida pela curva padrédo (ver item 2.1.2) de cada meio, foram calculadas as
concentragbes em pug/mL de GLB por meio testado, fornecendo, assim, a

concentragcao de saturagado do farmaco nestes meios, nas condi¢gdes empregadas.
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Procedimento de preparo dos meios de dissolucéo

Os meios empregados no estudo de solubilidade (ver item 2.1) e na

determinacgao do perfil de dissolugdo dos comprimidos de GLB (ver item 2.6), foram

preparados como descritos a seqguir:

Suco Entérico Simulado (SES): em 250 mL de agua destilada, dissolviam-se
6,8 g de fosfato de potassio monobasico. Na mistura, eram adicionados 77
mL de hidroxido de sodio 0,2 N e 500 mL de agua destilada. O ajuste do pH
era feito com hidroxido de sédio 0,2 N ou acido cloridrico 0,2 N para 6,8 + 0,1.
O volume era completado para 1000 mL com agua destilada (THE UNITED,
2004c).

Suco Entérico Simulado Modificado: pesavam-se 7,0g de diidrogeno fosfato
de sddio monoidratado e 6,0 g de monoidrogeno fosfato dissédico, misturava-
se com 500 mL de agua destilada. O pH era ajustado com hidréxido de sddio
0,2 N ou acido cloridrico 0,2 N para 6,8 + 0,1 e o volume completado a 1000
mL com agua destilada (MORITA, 2001; SILVA, 2003).

Tampéao Acetato 1: misturavam-se 2,99 g de acetato de sodio triildratado com
14 mL de acido acético p.a., completando-se o volume para 1000 mL com
agua destilada. Quando necessario, o ajuste de pH era feito com acido
acético 0,2 N para 4,5 + 0,1 (THE UNITED, 2004c).

Tampao Acetato 2: misturavam-se 5,98 g de acetato de sddio triidratado com
3 mL de acido acético p.a., completando-se o volume para 1000 mL com agua
destilada. Quando necessario, o ajuste de pH era feito com acido acético 0,2

N para 5,5 + 0,1 (THE UNITED, 2004c).
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O pH dos meios foi determinado através de potencidbmetro, previamente
calibrado com solugbes tampao pH 7,0 e pH 4,0 (QM Reagentes), a temperatura
ambiente. As leituras de pH foram feitas apds a adicido dos tensoativos ao meio,
quando da adicao dos mesmos.

As concentracdes de 0,1% e 1% (p/V) dos tensoativos foram selecionadas
com o intuito de avaliar a influéncia de concentragdes extremas dos surfactantes

(Poli 80 e LSS).

2.3 Andlise Quantitativa da Glibenclamida

Devido ao fato da GLB apresentar uma baixa absortividade no ultravioleta e a
dosagem do comprimido a ser empregado nos testes ser apenas de 5 mg, as
solucdes resultantes da dissolucdo desse apresentariam melhor quantificagao
quando empregada a CLAE, o que levou ao desenvolvimento de uma metodologia
baseada nas condicbes encontradas na literatura e que foi empregada para a
analise de solubilidade do farmaco em diferentes meios (ver item 2.1), nos testes de
dissolugdo (ver item 2.6.4), padronizacdo da matéria-prima (ver item 2.4) e
doseamento dos comprimidos teste e referéncia (ver item 2.5.6) (BRITISH

PHARMACOPOEIA, 1998; EL-MASSIK et al., 1996; LOBENBERG et al., 2000).
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2.3,1 Estabelecimento das condi¢cGes cromatograficas

A analise procedeu-se em cromatografo SHIMADZU, com injetor automatico e
provido de detector ultravioleta com arranjo de diodos, conforme descrito em 1.1,
coluna Sulpeco ® (supelcosil TM LC-8, de 4,6 mm de didmetro interno e 150 mm de
comprimento), empacotada com silica (5 um) quimicamente ligada a grupo
octilsilano mantida a temperatura ambiente.

Em testes preliminares foram definidos a fase mével (FM), o fluxo, o volume

de injecdo e o comprimento de onda, descritos a seguir.

2.3.1.1 Fase movel (FM)

Baseando-se nas técnicas descritas por EL-Massik et al. (1996) e Lobenberg
et al. (2000), decidiu-se testar como FM, uma mistura de acetonitrila e solugao
aquosa de acido acético a 1% (50:50), observando-se o tempo de retencdo da

substancia, pratos tedricos e assimetria do pico e pressao resultante no sistema.

2.31.2 Fluxo

Com o intuito de obter um menor tempo de corrida, sem perder a qualidade

da resposta gerada e uma pressdo do sistema controlada, foram testadas trés

velocidades, 1,0 mL/minuto, 1,2 mL/minuto e 1,5 mL/minuto.
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2.3.1.3  Volume de injecéo

Observando-se a integragcao do pico da GLB e o limite de quantificagao,

testaram-se os volumes de 20 uL e 40 uL da solugédo em analise.

2.3.1.4 Comprimento de onda

Foi realizada uma varredura na faixa do ultravioleta entre 190 a 390 nm,
observando o comprimento de onda que apresentaria maior sensibilidade para a

GLB, nas condi¢cdes empregadas.

2.3.2 Validacéo da Metodologia

Para a validagdo da metodologia de quantificagdo de GLB por CLAE, foram
realizados testes que comprovassem a especificidade do método, a linearidade de
resposta e a precisio intra e inter-dia.

Todas as informacgdes necessarias para se validar o teste, foram retiradas do
Guia para Validagdo de Métodos Analiticos e Bioanaliticos, anexo da Resolugao -
RE n° 899, de 29 de maio de 2003, da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria

(Brasil. Resolugcdo — RE n°® 899, 2003).
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2.3.2.1 Especificidade frente a composi¢cado dos meios de dissolucéo

Para comprovar a capacidade do método em medir exatamente a GLB,
mesmo na presenca dos demais componentes do meio, amostras contendo os
tampdes a serem empregados nos testes, foram injetadas nas condigbes descritas
em 2.3.1.

Nao foi possivel avaliar a interferéncia dos excipientes das formulacdes, pois

seria preciso um lote placebo dos comprimidos.

2.3.2.2 Linearidade de resposta e precisao intra e inter-dia

Para certificarmos a linearidade e a precisado intra e inter-dia do método,
foram preparadas trés SE de 400 ug/mL, cada solugao foi diluida de forma a obter
solugdes na faixa de 0,64 a 8,0 ug/mL de GLB. Tal procedimento foi realizado em
dois dias diferentes.

A andlise de preciséao foi feita através do desvio padrao (dp) e desvio padrao
relativo (DPR) dos valores de area encontrados. A linearidade do método foi
determinada pela analise de regressao linear com o auxilio do software Excel®

(MICROSOFT, 2002).

2.3.2.3 Precisao do volume de injecao

A precisdo de injecdo foi avaliada através de duas amostras de

concentragbes 0,64 pg/mL e 4 pg/mL, com dez réplicas cada, segundo a

metodologia cromatografica descrita em 2.3.1
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A precisao foi avaliada pelo desvio padrao relativo (DPR) calculado a partir

das areas obtidas.

2.3.24 Limite de Deteccao (LD) e Limite de Quantificacdo (LQ)

A estimativa dos limites pode ser feita com base na equacido da reta,

aplicando-se as equacdes:

I_D:dpa-3 I_Q:dpa-lo
IC IC

(equacgao 5) (equacao 6)

Em que,

dP = é o desvio padrao do intercepto com o eixo do y

IC = inclinagao da curva de calibragao

2.4  Caracterizacdo da matéria-prima

Para a padronizacdo da GLB matéria-prima a ser utilizada como padrao de
trabalho foi realizada a analise de identificagdo por infravermelho descrita na
monografia da Farmacopéia Brasileira (2001) e o doseamento, por CLAE (ver item
2.3.1). Como substancia quimica de referéncia (SQR), foi utilizado padrao

Farmacopéia Brasileira com teor de 99,84% (Lote: 1018).
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2.5 Caracterizagao dos comprimidos de GLB

A caracterizacdo dos comprimidos teste e referéncia, foi realizada por meio
dos ensaios descritos na monografia da Farmacopéia Brasileira (2001), sendo todos
os testes classicos para essa forma farmacéutica.

Os testes, descritos detalhadamente abaixo sdo: peso médio e uniformidade
de peso, uniformidade de dose por conteudo, dureza, friabilidade, desintegracao e

teor.

2.5.1 Determinacdo de peso e peso médio
Foram pesados, individualmente, 20 comprimidos, permitindo-se uma
variagdo de + 7,5% em relacdo ao peso médio (FARMACOPEIA BRASILEIRA,

1988b).

2.5.2 Uniformidade de contetdo

De acordo com a Farmacopéia Brasileira, o teste foi realizado com 10
comprimidos. Porém, a metodologia de escolha empregada para a analise dos
comprimidos teste e referéncia, ndo seguiu a descrita pelo compéndio, optando-se
pela andlise quantitativa por CLAE, descrita em 2.3.1. (FARMACOPEIA

BRASILEIRA, 1996)

2.5.2.1 Procedimento

Cada comprimido foi transferido para baldo volumétrico de 50 mL. Adicionou-

se 1 mL de acido cloridrico 0,5 N, apos a desintegragdo total do comprimido,
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acrescentaram-se 25 mL de acetonitrila para CLAE. O baldo permaneceu sob
agitacdo mecanica por 15 minutos e em ultra-som por mais 15 minutos. O volume foi
completado com solugdo aquosa de &acido acético 1%, prosseguindo conforme

descrito em doseamento (ver 2.5.6).

2.5.3 Dureza

Foi medida através do Durébmetro ERWEKA — TBH20, de acordo com a

metodologia descrita na Farmacopéia Brasileira (1988c), utilizando 10 comprimidos.

2.5.4 Friabilidade

Realizada de acordo com a Farmacopéia Brasileira (1988c), utilizando

Friabildbmetro ERWEKA — TA10 e 20 comprimidos.

2.5.5 Desintegracao

O teste foi realizado de acordo com a metodologia geral descrita na

Farmacopéia Brasileira (1988d). Utilizaram-se 6 comprimidos e dgua como meio de

desintegracéo a 37 °C + 1.

2.5.6 Doseamento

A analise do teor dos comprimidos teste e referéncia, foi realizada com a

mesma metodologia analitica desenvolvida para a analise quantitativa de GLB (ver
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item 2.3.1), empregada nos ensaios de dissolugdo dos comprimidos e teste de

solubilidade da matéria-prima.

2.5.6.1 Procedimento

Foram utilizados 20 comprimidos para o ensaio, os quais foram pesados e
pulverizados. Uma quantidade de pd equivalente a um peso médio do comprimido
foi transferida para baldo volumétrico de 100 mL contendo 50 mL de acetonitrila para
CLAE. O baldo volumétrico foi levado ao ultra-som por 15 minutos e agitacéo
mecanica por mais 15 minutos, para garantir a completa solubilizacédo da GLB. O
volume foi completado com solugdo aquosa de acido acético 1%. Prosseguindo a

analise cromatografica como descrito anteriormente.
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2.6 Determinacéao do perfil de dissolugéo dos comprimidos de GLB

A cinética de liberacdo dos comprimidos de GLB, teste e referéncia, foi
realizada, tomando-se por base os parametros que influenciam a dissolugdo dos
comprimidos.

Os testes foram desenvolvidos no Dissolutor Vankel, cuja coleta das aliquotas

é feita automaticamente.

2.6.1 Meio de dissolucao

Para a escolha dos meios a serem testados, considerou-se o pKa de 5,3 da
GLB, acido fraco, e sua baixa solubilidade, assim os valores de pH determinados e a
presenca de tensoativos nos meios.

Os meios escolhidos foram: suco entérico simulado (SES) pH 6,8 sem
tensoativo e adicionado de Poli 80 nas concentragdes de 0,1% e 1%, tampéao
acetato pH 4,5 com Poli 80 1% e tampao acetato pH 55 com Poli 80 nas
concentragdes de 0,1% e 1%. Também foram testados os mesmos meios, porém
substituindo o tensoativo Poli 80 por LSS nas mesmas concentragdes (p/V), sendo
que o SES sofreu algumas modificagdes para que os ions potassio, presentes na
solugdo, nao reagissem com o LSS (ver item 2.2). Também foi utilizado nos ensaios
de perfil de dissolugao, o tampéao borato pH 9,5, sugerido na USP 23 NF18 (1995)
como meio de dissolugdo para comprimidos de GLB, metodologia retirada do
compéndio nas edi¢des seguintes e também discutida por EL-MASSIK et al. (1996).

Os tensoativos, Poli 80 e LSS, foram escolhidos de acordo com o estudo

realizado por Silva (2001) que detectou entre as monografias oficiais uma maior
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predilecao por tais substancias. As concentragdes empregadas (0,1% e 1%), foram
determinadas conforme descrito anteriormente (ver 2.2).
O volume empregado nas cubas de dissolugdo, seguiu o mais recomendado

na literatura, 900 mL.

2.6.2 Tipo de agitador e velocidade de agitacao

Face a baixa solubilidade da GLB, optou-se pelo Método 2, também

conhecido como pa, com velocidade de 75 rpm.

2.6.3 Tempo de ensaio e coleta das amotras

Baseando-se em um estudo de bioequivaléncia (BE) (SYNCHROPHAR,
2001), procurou-se estabelecer um tempo de ensaio e intervalos de coleta de
amostras que permitissem construir uma correlagdo in vivo/ in vitro,
preferencialmente, tempo a tempo. Portanto, o tempo total de ensaio foi de trés
horas e o tempo para as coletas foram: 10, 15, 30, 45, 60, 90, 120 e 180 minutos.

A coleta das amostras, foi realizada automaticamente pelo dissolutor, através
de um programa elaborado exclusivamente para os testes, no qual constam cada
tempo de coleta e o volume de 10 mL das aliquotas a serem retiradas, sem

reposi¢cao do meio.
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2.6.3.1 Calibrac&o do volume amostrado

Antes de iniciar o teste de dissolugao, realizava-se a calibragdo do volume
amostrado. O médulo VK 8000 (amostrador automatico), dispde de dois recursos
para tal procedimento, uma forma manual e a outra automatica.

Optando-se pela calibracdo automatica, com o auxilio de um recipiente
adequado ao aparelho e as canulas de amostragem, utilizava-se agua destilada
como meio para a calibragdo, de acordo com o recomendado pelo manual do
fabricante. Esporadicamente, apds o término do processo, o volume coletado para o
bloco calibrador, referente a cada cuba, era conferido com pipeta volumétrica de 10
mL. Aspirava-se completamente o liquido do compartimento do bloco e 0 menisco

nao distava da marca mais do que 2 mm, de modo a certificar a calibragao realizada.

2.6.4 Procedimento de ensaio de dissolucdo e quantificacdo da GLB

dissolvida

Os ensaios iniciavam-se pela preparacao do meio a ser testado. Apds o
ajuste do pH, o meio era pré-aquecido em placa aquecedora a aproximadamente 37
°C, dessa forma, agilizando o tempo de analise. Pela presenga dos tensoativos, néo
foi realizada a desgaseificacdo dos meios, pois haveria a excessiva formacao de
espuma. Utilizando proveta de 1000 mL, o meio era medido (900 mL) e colocado nas
cubas do dissolutor Vankel. Apés a temperatura de todas as cubas (6 cubas), tornar-
se estavel (37 °C + 0,5), iniciava-se o programa e os comprimidos eram

simultaneamente adicionados nas cubas, seguido do acionamento da rotagdo das
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pas. Nos tempos determinados, a coleta das amostras era feita através de canulas
cuja extremidade continha filtros cilindricos de 10 um de porosidade. Aliquotas de 10
mL eram retiradas e colocadas em tubos numerados. Todo o processo era feito
automaticamente. Em seguida, as solu¢des era transferidas para vials, de uso
exclusivo do cromatégrafo liquido Shimadzu, prosseguindo com a analise
quantitativa (ver item 2.3.1).

A cada dia de ensaio, realizava-se o perfil de dissolugdo com 3 comprimidos
teste e 3 comprimidos referéncia, executando o mesmo procedimento duas vezes
para cada meio, totalizando 6 réplicas para cada medicamento, e garantindo que

ambos sofressem as mesmas influéncias na analise.

2.6.4.1 Curvas Padrao

A cada dia de analise, realizava-se uma curva padrao com o intuito de avaliar
a qualidade de todo o sistema e a boa execu¢ao dos procedimentos.

As curvas padrao, eram preparadas a partir de uma SE de GLB padrao de
trabalho com teor de 99,89% (Lote: 10989). Para a obtencdo de uma SE com
concentragédo de 400 ug/mL, pesavam-se, analiticamente, cerca de 20 mg de GLB e
transferiam-se para baldo volumétrico de 50 mL contendo acetonitrila para CLAE,
dissolvendo-se toda a massa pesada com a ajuda do ultra-som e completando-se o
volume do baldo com o mesmo solvente. Para a obtencdo da concentracao real da
SE, a corregcao da massa pesada era feita de acordo com o seu teor.

Um esquema de diluicdo da SE foi planejado com o intuito de englobar na

faixa da curva padrao, todas as concentragdes possiveis para as solucdes a serem
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analisadas na determinacédo do perfil de dissolugdo dos comprimidos de GLB (ver

2.6). O esquema de diluigdo encontra-se detalhado na Figura 4:

SE de GLB (400 pg/mL)

1 l

1/50 1/100 2/25

P3 =8 ug/mL P2 =4 ug/mL P1 =0,64 ug/mL

| !

Figura 4: Esquema de diluicdo da SE de GLB para curva-padrdo empregada

nos estudos de perfil de dissolugéo.

O solvente de diluicdo foi sempre o mesmo meio empregado nos testes de

dissolugéo.

2.6.5 Calculo

Utilizando-se o programa Excel® (MICROSOFT, 2002), foi desenvolvida uma
planilha de calculos para a qual os dados obtidos na analise quantitativa de GLB
eram transferidos. Para cada ensaio, eram relacionados os valores de area obtidos
com a curva padrao referente ao dia para calcular a concentracdo de GLB nas
aliquotas. Também considerava-se o volume amostrado das cubas, o volume de
meio de dissolugdo empregado nos testes e a quantidade declarada de GLB nos

comprimidos, conforme a equacgéo a seguir:
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-1
Ca(t) 'Vc + z:zo Ca(t) 'Va
D

GLBdiss (0/0) = -100 (equagéao 7)

Em que,

Caq) = concentragéo de GLB nas aliquotas diluidas (mg/mL) no tempo t;
V. = volume do meio de dissolugédo nas cubas (900 mL);

Va, = volume da aliquota retirada das cubas (10 mL);

D = quantidade declarada de GLB nos comprimidos (5 mg).

2.7 Tratamento dos dados in vivo e estabelecimento da correlagéo in vivo/in

vitro

O estudo de BE da GLB foi conduzido pela Synchrophar — Assessoria e
Desenvolvimento de Projetos Clinicos S/C Ltda e pela Unidade Analitica Cartesius —
USP. Os dados foram cedidos pela industria fabricante da formulagdo candidata a
geneérico.

O teste de BE entre as formulagdes foi realizado com 24 voluntarios de
ambos os sexos, considerados sadios através de exames médicos e laboratoriais. O
desenho foi de um estudo aberto, cruzado de duas fases, com administracido de
dose unica de cada formulagao por periodo a cada voluntario, de acordo com a lista
de randomizagao. As amostras de sangue para determinacdo da GLB foram colhidas
previamente a administracao e até 24 horas apds, em intervalos pré-determinados. A
concentragédo plasmatica de GLB foi determinada através de CLAE acoplada a um
sistema de espectrometria de massas (SYNCHROPHAR, 2001).

A média da concentracdo plasmatica de GLB nos individuos, de ambas

formulacdes, é apresentada na Figura 5.
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Figura 5: Curva média da concentragao plasmatica de GLB versus tempo nos voluntarios;
administracdo de dose Unica dos medicamentos referéncia e teste, comprimidos de 5 mg.

Fonte: Synchrophar, 2001.

Na Tabela 2, seguem os valores meédios para alguns parametros

farmacocinéticos analisados no estudo de BE.

Tabela 2: Parametros farmacocinéticos obtidos a partir da curva média de
concentracao plasmatica da GLB versus tempo

Parametros . Glibencla
R Daonil ® .
farmacocinéticos 2 mida
(média) -
(média)
ASC infinito 3450 2296
Chax (ng/mL) 840 332
Tmax (h) — média 2.25 3.65
T (h) — média 6.52 9.47

Cmax = concentragao plasmatica maxima
Tmax = tempo para alcangar Cmax

ASC = area sob a curva da concentragéo plasmatica versus tempo

T12 = meia-vida de eliminagao
Fonte: Adaptado de Synchrophar, 2001
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De acordo com a especificacdo adotada pelo laboratério responsavel pelos
estudos in vivo dos comprimidos de GLB, o qual seguiu as recomendagdes do Food
and Drug Administration (FDA), foi concluido que os medicamentos ndo eram BE
(SYNCHROPHAR, 2001).

Para obter correlagcdo nivel A dos dados in vivo com os dados in vitro, foi
necessario estabelecer qual o melhor método para se calcular a fracdo absorvida
média de GLB nos individuos. Os métodos testados foram Wagner-Nelson e Loo-
Riegelman, dependendo se o farmaco seguia o0 modelo de um ou dois
compartimentos, respectivamente.

A modelizagdo da curva concentragdo plasmatica versus tempo, foi
determinada através da regressao nao linear dos dados com o auxilio do programa
estatistico WinNonlin Professional, versdao 3.0 (Pharsight Corporation, Mountain
View, CA, USA).

O método de escolha é dependente dos resultados obtidos com a
modelizacdo. Para cada método, uma equacdo diferente determina a fracdo
absorvida em cada tempo. A correlacdo dos percentuais dissolvidos in vitro com os

dados in vivo foi realizada em tempos iguais como apresentado na Tabela 3.

Tabela 3: Associacao de tempos para correlacdo dos dados obtidos no estudo de BE
com os percentuais de GLB dissolvidos.

. In vitro
In vivo Tempos iguais
(min) .

(min)

0 0
30 30
60 60
90 90
120 120

180 180
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Os valores correspondentes nesses tempos formam pares de coordenadas
para a CIVIV. O mesmo procedimento deve ser realizado para medicamento teste e
referéncia em todas as condi¢des de dissolugao propostas.

Optou-se trabalhar também com um outro tipo de correlagdo, a nivel C
multiplo, correlacionando os percentuais dissolvidos com um dado menos refinado
que a fracdo absorvida, mas também capaz de fornecer informagdes relevantes das
formulagcbées, o dado de escolha foi a ASC parcial do grafico concentragéo
plasmatica versus tempo. Os pontos de coordenada se deram nos mesmos tempos

apresentados na Tabela 3.
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1 Determinacgao da solubilidade da GLB em diferentes meios

Procurou-se testar as influéncias do pH e a presenca de tensoativos, em
concentracdes diferentes, na solubilidade da GLB.
Os resultados obtidos para a concentracdo de saturagao da GLB nos meios

avaliados sao apresentados na Tabela 4 e ilustrados na Figura 6.

Tabela 4— Solubilidade da GLB nos meios avaliados, expressa como
concentragao de saturacao (Cs) a 37 °C.

Meio Concentracédo de GLB

(ng/mL)
Tampéo pH 4,5 ND
Tampéao pH 4,5 + Poli 80 0,1% 3,49
Tampao pH 4,5 + Poli 80 1% 12,82
Tampao pH 4,5 + LSS 0,1% 8,79
Tampao pH 4,5 + LSS 1% 74,63
Tampéo pH 5,5 ND
Tampao pH 5,5 + Poli 80 0,1% 8,85
Tampao pH 5,5 + Poli 80 1% 29,02
Tampéo pH 5,5 + LSS 0,1% 43,81
Tampéo pH 5,5 + LSS 1% 290,01
SES 9,80
SES + Poli 80 0,1% 46,22
SES + Poli 80 1% 86,82
SES + LSS 0,1% 71,87
SES +LSS 1% 161,65

Numeragao em negrito: valores maximo e minimo de solubilidade da GLB
ND= N&o determinado (solugdo << 10 ug/ml). Face a impossibilidade de preparo de curva-
padréo no meio de dissolugdo, uma vez observada precipitagado na faixa 10-30 ug/ml a 25 °C

Na presenca de surfactante, todos os meios promoveram uma melhor
solubilidade sendo esta crescente com o aumento da concentracdo de Poli 80 e
LSS.

Comparando-se os tensoativos empregados no teste, nos meios contendo
LSS, a GLB apresentou maior solubilidade que nos meios contendo as mesmas

concentracdes de Poli 80.
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Observa-se nos resultados da Tabela 4, a maxima solubilizacdo da GLB de
290,01 pg/mL, em tampé&o pH 5,5 contendo LSS 1% (p/V), e a minima concentragcéo

obtida de 3,49 ug/mL, em tampéo pH 4,5 contendo Poli 80 0,1% (p/V).

350

300
250
’—E‘ m Tampao pH 4,5
?3_200 | o TampdopH55 J4
E O SES
3 -
2 150
c
3]
O
100
50 -
0
olo olo oo olo N
QO " 0" 5" 6o

Meios contendo ou ndo tensoativos °

Figura 6 — Concentracao de saturagao da GLB em diferentes meios.

Por meio da Tabela 5, podemos analisar a influéncia do aumento na
concentragéo de tensoativo, Poli 80 e LSS, na solubilidade da GLB obtendo a raz&o

entre a Cs do farmaco no meio com 1% (p/V) e no meio com 0,1% (p/V) do mesmo

tensoativo.
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Tabela 5 — Promogao da solubilidade da GLB nos meios de dissolugao contendo Poli
80 e LSS expressos como razao entre as concentragdes de saturagado do farmaco

Cs 19/Cs 0,1%
Meio
Poli
80 LSS
4,5 3,67 8,49
5,5 3,27 6,62
SES 1,88 2,25

Quanto maior o valor representado na Tabela 5, mais relevante é a presenca
do tensoativo na promogédo da solubilidade da GLB no respectivo meio. Logo, a
medida que o pH aumenta, a alteragdo na concentracdo de 0,1% (p/V) para 1%
(p/V) de tensoativo, torna-se menos significativa, principalmente para o LSS e menos

para o Poli 80.

2 Analise Quantitativa

2.1 Estabelecimento das condi¢des cromatograficas

2.1.1 Fase Moével

A fase movel testada, acetonitrila e solucdo aquosa de acido acético 1%

(50:50), permitiu seletividade a amostra, além de proporcionar uma pressdo do

sistema de, aproximadamente, 1500 psi, que permaneceu estavel durante todos os

experimentos.
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2.1.2 Fluxo

O fluxo de escolha da fase movel foi 1,5 mL/minuto, apresentando um tempo
de retencao de, aproximadamente, 3,4 minutos, para a glibenclamida, e pressdo do

sistema controlada.

2.1.3 Volume de injecéo

Para as andlises das aliquotas originadas do teste de dissolugdo dos
comprimidos, foram injetados 40 uL. Nas analises do teste de solubilidade, optou-se
por injetar 20 puL. Os volumes foram determinados, baseando-se nas concentragdes

estimadas das solugcdes a serem analisadas.
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2.1.4 Comprimento de onda

O comprimento de onda selecionado, de acordo com o0s cromatogramas

obtidos, foi 227 nm, assim como ilustrado na Figura 7.
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min = 9o Y%
T Comprimento de
empo AnAda

Figura 7 — Cromatograma tridimensional da GLB demonstrativo do
comprimento de onda escolhido, 227 nm.



90

2.1.6 Validagdo da Metodologia

2.1.6.1 Especificidade frente a composicao dos meios de dissolucéo

Os cromatogramas obtidos com a andlise dos tampdes acrescidos dos
tensoativos, meio em que a amostra era dissolvida, ndo apresentaram interferentes
na regidao de retengdo da GLB, nas condigdes empregadas, como pode ser

verificado pela comparagao das Figuras 8 e 9.

@) (b)

100 100
a ]
L 50 T 50

|:| |
0 | Y | e |
[ — , | .
u] 2 4 E 0 2 4 G
, minutos
minutos

Figura 8 — Cromatogramas representativos: (a) amostra de meio tampao pH 5,5 com
Poli 80 0,1% (b) amostra de meio SES com Poli 80 1%
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Figura 9 — Cromatogramas representativos: (a) aliquota do meio de dissolugao SES com
Poli 80 0,1% (medicamento teste), (b) aliquota do meio de dissolugdo tampao pH 5,5 com
LSS 0,1% (medicamento referéncia) (c) aliquota do meio de dissolugdo tampao pH 4,5 com
Poli 80 1% (medicamento teste) (d) aliquota do meio de dissolugao SES com LSS 1%
(medicamento teste) (e) GLB na concentragéo de 8 ug/mL em SES sem tensoativo (curva
padrao).
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2.1.6.2 Precisao e Linearidade de resposta

A precisdao intra e inter-dia foi avaliada segundo os valores do DPR
apresentados na Tabela 6.

Tabela 6 — Resultados do teste de precisao intra e inter-dia.

Precisao Precisao
intra-dia inter-dia
DPR (%) DPR (%)

Concentracéo Dia Areasob o Area sob o pico
(ug/mL) pico média + dp

41539
32077 35980,33 + 4943,43 13,74
34325
0,64 13,53
33877
2 32710 36723,67 + 5969,81 16,26
43584

141299
1 140328 144297,7 + 6054,25 4,19
151266
2,0 6,11
139791
2 132080 142747,7 + 12412,97 8,70
156372

290878
1 292913 290538 + 2561,98 0,88
287823
4,0 1,38
285017
2 283309 284163 £ 1207,74 0,42
387793

433099
1 438926 430578,7 + 9852,32 2,29
419711
6,0 2,58
418759
2 430947 432408,7 + 14436,11 3,34
447520

577523
1 589088 577494,7 + 11607,53 2,01
565873
8,0 2,11
557781
2 578709 574543,7 + 15116,71 2,63
587141

Valor em negrito: descartado com base no teste Q (a=0,05)
dp = desvio padrao
DPR = desvio padrao relativo
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A analise, realizada em dois dias diferentes, apresentou valores elevados de

DPR para as concentragdes de 0,64 ug/mL e 2 ug/mL, fato que ja era esperado,

diante das baixas concentracoes.

As curvas padrao meédias, referentes

encontram-se na Figura 10.

700000 700000
600000 | 600000 |
500000 | 500000 |
S 400000 - S 400000 |
< 300000 | < 300000 -
200000 - y = 72812x - 5990.2 200000 1
100000 R? = 0.9986 100000 -
0 0

0 2 4 6 8

10

Concentragéo de GLB (ug/mL)

aos dados apresentados na Tabela 6,

y =72627x - 6816.7
R? = 0.9976

2 4 6 8 10
Concentracéo de GLB (ug/mL)

Figura 10: Curva padrdo média do 1° e 2° dia de testes.

Os dados apresentados na Figura 10 estdo destacados na Tabela 7, de forma

mais detalhada, com intuito de demonstrar a linearidade do método.

Tabela 7 — Analise de Linearidade do método

b

r

P

EP regresséao

EP intercepto

IC intercepto

Valor P- intercepto
EP inclinagao

IC inclinagao

Valor P- inclinacao

Dia 1 Dia 2

-59902 -6816,7

72812 72827

0,9993 0,9988

0,9986 0,9976

7706,44 10592,97

3681,18 5120,41

-13942.94 —1962.45  -17973.17 — 4339.67
0,1277 ° 0,2078"°

747,27 1027,25

71197.67 — 74426.44  70388.37 — 74864.76
5,25.10%° * 4,26.107" *

NS = Nao significativo
* = Significativo para o = 0,05
EP = Erro padrao

IC = intervalo de confianga de 95%
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A linearidade foi comprovada face ao valor ndo significativo para o valor P do
intercepto, valores de inclinagdo significativos e ao coeficiente de determinagao
superior a 0,99.

A precisdo de injecdo do cromatdgrafo pode ser demonstrada quando os
valores de DPR encontrados forem menores que 2%. Para as baixas concentragoes,
como 0,64 pug/mL, consideram-se aceitaveis valores inferiores a 10%. Logo, através
dos resultados apresentados na Tabela 8, concluimos que os resultados sao

satisfatorios.

Tabela 8 — Resultados do teste de precisao de inje¢ao.

Area sob o pico média
+dp

Concentragéo

(ug/mL) Area sob o pico
32077
34325
39222
32629
35653
34956
34564
39988
33130
34762
290878
292913
287823
286746
289875
294422
290940
291988
282236
291962

DPR (%)

0,64 35130,6 £ 2610,41 7,43

4,0 289978,3 + 3545,172 1,22
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2.1.6.3 Limite de Deteccédo e Limite de Quantificacédo

Utilizando—se os dados apresentados na Tabela 7 e as equagbes 4 e 5 (ver
Métodos item 2.3.2.4) foram calculados LD e LQ da GLB por CLAE. A menor
quantidade de GLB que poderia ser detectada para as condicdes estabelecidas no
presente trabalho foi de 0,20 ug/mL. E a menor quantidade de GLB que poderia ser
determinada com precisdo aceitavel sob as condigdes estabelecidas é de 0,60
ug/mL.

Baseando-se no LQ determinado, pode-se explicar o elevado valor de DPR
encontrado para o teste de precisao de injegao para a concentragao de 0,64 ug/mL,

apresentado anteriormente.
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Na Tabela 9 encontram-se os dados de coeficiente angular e de determinagéao

das curvas padrao obtidas ao longo do trabalho em diferentes meios.

Tabela 9 — Coeficiente angular e coeficiente de determinagéo das curvas padrao obtidas ao
longo do trabalho quando da utilizagdo dos diferentes meios nos ensaios de dissolugao e no preparo

das solugdes padréao.

Meios b r
Tamp#o pH 4,5 + poli 80 1% ?3183 8:3282
Tampéo pH 5,5 + poli 80 0,1% 70698 0,9984
Tamp#o pH 5,5 + poli 80 1% ;;28; 8:3323
Tampéo pH 5,5 + LSS 0,1% gi;gg 8:3382
Tampao pH 5,5 + LSS 1% ;‘2‘218 8:3388
SES sem adicao de tensoativo ;gggé 83382
SES + poli 80 0,1% ZSZ% 8:3383
SES + poli 80 1% ?2‘;‘22 8:3328
SES + LSS 0,1% ?2‘322 ?:8888
SES + LSS 1% ?2;‘;; 313333

700000.00

600000.00 -
500000.00 -
400000.00 -

Area

300000.00 -
200000.00 -
100000.00

0.00

0.0

2.0 4.0 6.0 8.0
Concentragdo de GLB (ug/ml)

10.0

Figura 11 — llustracdo da curva padrao de GLB em meio de dissolugdo SES + LSS 1% (p/V).



97

3 Caracterizagdo da matéra-prima

A matéria-prima foi aprovada nos testes de identificacdo e doseamento. O
espectro no infravermelho para a matéria-prima e a substancia quimica de referéncia
encontra-se no Anexo 3.

O teor encontrado para a matéria-prima foi de 99,89%.

4 Caracterizacdo dos Comprimidos de GLB

Os medicamentos, referéncia e teste, foram aprovados nos testes de

caracterizagao de comprimidos, como apresentado a seguir.

4.1 Determinacao de peso e peso médio

Os resultados, encontram-se na Tabela 10.

Tabela 10 — Peso médio e valores minimos e maximos encontrados nas
amostras dos comprimidos

Medicamento Especificagéo geral (pm £7,5%) Resultados

Média = 162,05 mg
Min = 157,20 mg

Referéncia Entre 149,89 e 174,89 mg Méax = 169,0 mg

Média = 161,44 mg
Teste Entre 149,34 e 173,55 mg Min = 149,40 mg
Max = 172,40 mg

pm = peso médio
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4.2 Uniformidade de contetdo

A especificacdo geral para uniformidade de conteitdo (FARMACOPEIA
BRASILEIRA, 1996) preconiza que o teor realizado para cada comprimido esteja
compreendido na faixa de 85,0% a 115,0% e o DPR entre os resultados deve ser
inferior a 6,0%.

Os resultados encontram-se na Tabela 11.

Tabela 11 - Resultados obtidos no teste de uniformidade de contetido

Medicamentos Resultados

Max = 100,12
Referéncia Min = 86,31
DPR =4,12%

Max = 101,89
Teste Min = 95,94
DPR =2,07%

4.3 Dureza
Seguindo a especificagcdo, o valor minimo para dureza é de 45 N.
(FARMACOPEIA BRASILEIRA, 1988c)

Os resultados, encontram-se na Tabela 12.

Tabela 12 — Resultados obtidos no teste de dureza

Medicamentos Resultados
Média =314,4 N

Referéncia Min =263 N
Max = 358 N
Média =81,6 N

Teste Min =67 N

Max =99 N
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4.4 Friabilidade
De acordo com compéndio oficial nacional, para o ensaio de friabilidade, é
permitida uma perda de peso de 1,5%. (FARMACOPEIA BRASILEIRA, 1988c)

Os resultados, encontram-se na Tabela 13.

Tabela 13 - Resultados obtidos no teste de friabilidade

Medicamentos Resultados
Referéncia 0,35%
Teste 0,44%

4.5 Desintegracao

De acordo com as especificagcdes, os comprimidos de GLB, deveriam
desintegrar-se no maximo em 15 minutos (FARMACOPEIA BRASILEIRA, 1988d). O
medicamento referéncia levou 2 minutos e o genérico, 9 minutos para a

desintegragao total.

4.6 Doseamento

De acordo com especificacido oficial, os comprimidos de GLB devem conter,
no minimo, 90,0% e, no maximo, 110,0%, da quantidade declarada de ativo.
(FARMACOPEIA BRASILEIRA, 2001)

Para o medicamento referéncia, o teor encontrado foi de 101,17% e para o

medicamento teste, 96,39%.
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5 Determinacé&o do perfil de dissolugéo dos comprimidos de GLB

Na determinacao do perfil de dissolugao, os meios testados foram: SES sem
adicdo de tensoativo e adicionado de Poli 80 e LSS nas concentragdes de 0,1%
(p/V) e 1% (p/V), tampéao acetato pH 4,5 com Poli 80 1% (p/V) e tampao acetato pH
5,5 com Poli 80 e LSS nas concentragbes de 0,1% (p/V) e 1% (p/V). Entre as
condigbes sugeridas na literatura, o tampao borato pH 9,5, foi testado. Todos os
meios foram avaliados para o medicamento referéncia e teste.

Por meio da Figura 12, observa-se que o maior percentual de ativo dissolvido
foi alcangado no meio tampé&o pH 5,5 contendo 1% de tensoativo, embora nao tenha
ultrapassado 75% do declarado. Tanto na concentracédo de 0,1% quanto 1%, o
medicamento referéncia, apresentou um maior percentual dissolvido durante as 3
horas de teste. Para a concentracdo de 0,1% de Poli 80, percebe-se que a
dissolucdo dos comprimidos, principalmente para o referéncia, permanece em torno

de 20%.
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Figura 12 — Perfis de dissolu¢cdo da GLB dos comprimidos referéncia (R) e teste (T) em meio tampao
acetato pH 5,5 adicionado de Poli 80 0,1% e 1% (p/V). (valores médios + dp; n = 6).
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Assim como para o tensoativo Poli 80, observamos na Figura 13, que o maior
percentual dissolvido foi obtido para a concentracdo de 1% de LSS. Nessas
condigbes, a liberagcdo do ativo atingiu em 60 minutos o superior a 90% de
dissolucdo para o medicamento referéncia, sendo que no primeiro ponto de coleta,
10 minutos, tal valor era maior que 70%.

Na concentragdo de 0,1% de LSS, a liberagcdo se deu de forma mais
gradativa, em 60 minutos, o referéncia havia liberado, aproximadamente, 54%,
atingindo no final das 3 horas, aproximadamente, 65%.

Analisando as Figuras 12 e 13, nota-se que o LSS promoveu maior liberagao
de GLB tanto do medicamento referéncia quanto do teste, comparando-se com o

Poli 80 quando em concentragdes iguais, em pH 5,5.
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Figura 13 - Perfis de dissolugdo da GLB dos comprimidos referéncia (R) e teste (T) em meio tampao
acetato pH 5,5 adicionado de LSS 0,1% e 1% (p/V) (valores médios + dp; n=6).
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A Figura 14, demonstra o comportamento dos medicamentos no meio SES na
presenca do tensoativo Poli 80. Na concentragcéo de 0,1% a liberagdo do ativo foi
mais lenta para ambas formulag¢des. Adicionando 1% de Poli 80, a dissolugao atinge

70,45% em 10 minutos para o medicamento referéncia que ao final dos 180 minutos,

dissolveu-se totalmente.
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Figura 14 - Perfis de dissolugdo da GLB dos comprimidos referéncia (R) e teste (T) em meio
SES adicionado de Poli 80 0,1% e 1% (p/V) (valores médios + dp; n= 6).
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De forma semelhante aos resultados obtidos com Poli 80, nos meios SES
contendo LSS, a dissolugéo foi mais gradativa com a formulagao teste (Figura 15).
Analisando a concentragdo de 1% de LSS, nos primeiros 10 minutos, o referéncia

havia liberado o superior a 75% de GLB.
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Figura 15 - Perfis de dissolugdo da GLB dos comprimidos referéncia (R) e teste (T) em meio
SES adicionado de LSS 0,1% e 1% (p/V) (valores médios + dp; n = 6).
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No meio SES, sem a adicdo de tensoativo, de modo semelhante ao
comportamento da formulacdo teste e ao contrario dos meios adicionados de
surfactante, o medicamento referéncia apresentou uma liberagao mais gradativa nos
primeiros pontos de coleta (Figura 16). Nessas condi¢gbes, 0 maximo dissolvido foi

76,74% para o referéncia e 50,96% para o teste.
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Figura 16 - Perfis de dissolugdo da GLB dos comprimidos referéncia (R) e teste (T) em SES
sem adigao de tensoativo (valores médios + dp; n = 6).
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Em tampéo acetato pH 4,5 com Poli 80 1% as formulagdes atingiram baixos
percentuais dissolvidos, principalmente o medicamento teste que em 15 minutos,

nao liberou 5% de GLB e em 180 minutos ndo ultrapassou 33% de farmaco

dissolvido.
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Figura 17 - Perfis de dissolugdo da GLB dos comprimidos referéncia (R) e teste (T) em
tampéo acetato pH 4,5 adicionado de Poli 80 1% (valores médios + dp; n = 6).
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Diferente de todas as outras condicbes testadas anteriormente, em pH
elevado (meio tampao borato pH 9,5), as formulagcbes apresentaram percentuais
dissolvidos semelhantes em praticamente todos os pontos (Figura 18). Esta foi a
unica condicdo em que o medicamento teste atingiu 100% de liberacdo de GLB. O

mesmo percentual foi obtido para o referéncia no primeiro ponto de coleta.
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Figura 18 — Perfil de dissolugcado de GLB dos comprimidos referéncia (R) e teste (T) em meio
tampéo borato pH 9,5 sem adicéo de tensoativo (valores médios + dp; n = 6).
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5.1 Comparacéao entre os perfis de dissolugéo

Para expressar matematicamente as diferengas entre os perfis de dissolucéo
obtidos, utilizamos como ferramenta os fatores f; e f,, denominados, fator de
diferenca e semelhanca, respectivamente (Tabela 14).

Tabela 14: Valores de f; e f, para os diferentes meios analisados.

Meio fy f,

oH 4.5 Poli 80 1% 64,04 27.76
Poli 80 0,1% 51,00 44,27
Poli 80 1% 55,15 26,10

PH 5,5 LSS 0,1% 53,15 28,36
LSS 1% 32,94 26,94
Sem tensoativo 45,83 27,66
Poli 80 0,1% 39,28 27.79

SES Poli 80 1% 34,73 26,61
LSS 0,1% 37,61 28,02
LSS 1% 23,12 33,23

f, = fator de diferenga, deve estar compreendido entre 0 — 15%
f, = fator de semelhanca, deve estar compreendido entre 50 — 100%

Analisando os dados apresentados na Tabela 14, podemos observar que de
acordo com o modelo matematico aplicado ", todos os meios apresentaram valores

fora do limite especificado tanto para f; quanto para f,.

M) Os fatores f; e f, foram calculados de acordo com as formulas (CDER/FDA, 1997):
fi= {{Ze=1" | Ri— Te 1 V[Ze=1" R} . 100
f, =50 . log {[ 1 + (1/N)Ze1" (Re—TY?17°° . 100}



108

6 Estabelecimento da correlagéo in vivo/in vitro

De posse dos dados in vivo, seguiu-se a modelizagdo da curva concentragao
plasmatica de GLB versus tempo através do software WinNoLin Professional, versao
3.0 (Pharsight Corporation, Mountain View, CA, USA).

A modelizacdo dos dados nao foi conclusiva quanto ao modelo
farmacocinético que o farmaco segue (um ou dois compartimentos). Porém,
baseando-se na literatura (SHARGEL & YU, 1999d), foi testado o método de
Wagner-Nelson para farmacos que possuem a farmacocinética de um
compartimento, pois de acordo com a teoria, tal método é freqientemente usado
mesmo para substancias que ndo seguem tal modelo, pois os desvios sdo menos
significativos.

Apds a realizagdo dos calculos de fragdo absorvida através do programa
Excel® (MICROSOFT, 2002), a tentativa de correlagdo nivel A nao foi realizada,
pois os resultados encontrados nado foram satisfatérios, optando-se somente pela
correlagdo C multiplo.

O dado farmacocinético escolhido para correlacionarmos com o percentual
dissolvido foi ASC, parametro representativo da quantidade de farmaco absorvido
(SHARGEL & YU, 1999c).

Todos os perfis obtidos nos testes de dissolucdo foram utilizados na
construgéo da correlagao in vivo/in vitro, apresentada nas Figuras 19, 20, 21, 22, 23,

24, 25, 26, 27, 28.
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Figura 19 — Correlagdo da ASC conc. plasmatica versus tempo e 0 % de dissolugdo de GLB obtido no

meio SES + Poli 80 0,1% (p/V) (b = inclinagao e r? = coeficiente de determinacgao).
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Figura20 — Correlagdo da ASC conc. plasmatica versus tempo e 0 % de dissolugdo de GLB obtido no

meio SES + Poli 80 1% (p/V) (b = inclinagéo e r? = coeficiente de determinacao).
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Figura 21 — Correlagdo da ASC conc. plasmatica versus tempo e o % de dissolugdo de GLB obtido no
meio SES + LSS 0,1% (p/V) (b = inclinagdo e r* = coeficiente de determinag&o).
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Figura 22 — Correlagao da ASC conc. plasmatica versus tempo e 0 % de dissolugdo de GLB obtido no
meio SES + LSS 1% (p/V) (b = inclinagao e r* = coeficiente de determinagéo).
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Figura 23 — Correlagdo da ASC conc. plasmatica versus tempo e o % de dissolugdo de GLB obtido no

meio SES sem adic¢ao de tensoativo (b = inclinagao e r? = coeficiente de determinacgao).

1600
1400 -
1200 -
1000 -
800 -

600 - r=

ASC o+ (ng.min/mL)

200 -

400 | u

A

A

AR
mT

40

60

80

% GLB Dissolvido in vitro

100

120

Figura 24 — Correlagao da ASC conc. plasmatica versus tempo e 0 % de dissolugdo de GLB obtido no
meio tampé&o acetato pH 4,5 + Poli 80 1% (p/V) (b = inclinagéo e r* = coeficiente de determinacgao).
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Figura 25 — Correlagdo da ASC conc. plasmatica versus tempo e o0 % de dissolugdo de GLB obtido no
meio tamp&o acetato pH 5,5 + Poli 80 0,1% (p/V) (b = inclinagéo e r? = coeficiente de determinacgao).
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Figura 26 — Correlagdo da ASC conc. plasmatica versus tempo e o0 % de dissolugdo de GLB obtido no
meio tamp&o acetato pH 5,5 + Poli 80 1% (p/V) (b = inclinacéo e r? = coeficiente de determinacéao).
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Figura 27 — Correlagao da ASC conc. plasmatica versus tempo e 0 % de dissolugdo de GLB obtido no
meio tampé&o acetato pH 5,5 + LSS 0,1% (p/V) (b = inclinagéo e r* = coeficiente de determinacgao).
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Figura 28 — Correlagdo da ASC conc. plasmatica versus tempo e 0 % de dissolugdo de GLB obtido no
meio tamp&o acetato pH 5,5 + LSS 1% (p/V) (b = inclinagao e r? = coeficiente de determinagao).
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DISCUSSAO

O teste de dissolugao é uma ferramenta largamente empregada pelo controle
de qualidade na avaliagao rotineira das formulagdes, sendo de grande utilidade ao
setor de desenvolvimento de novas formas farmacéuticas como um indicador da BD
do farmaco in vivo. Porém, para alguns farmacos, as condi¢des para o teste in vitro
ainda nao sao bem definidas, portanto ndo constam nos compéndios oficiais.

Esse é o caso da GLB, farmaco cuja forma de dosagem comprimidos nao
possui metodologia de dissolugdo farmacopéica, portanto surgiu o interesse em
propor condi¢cdes de dissolugao para tal medicamento, baseando-se em resultados
obtidos com a correlagao dos dados in vivo/in vitro.

Lindenberg, Kopp & Dressman (2004) classificaram em seu trabalho a GLB
como sendo um farmaco classe Il ou IV, de acordo com o SCB, porém adotaremos a
postura daqueles que consideram a GLB apenas como farmaco classe |I.

De acordo com os conceitos descritos por Amidon (1995), um farmaco da
classe Il apresenta baixa solubilidade e alta permeabilidade. Dessa forma, a
dissolucdo para a GLB pode ser considerada como o passo limitante para que a
molécula seja absorvida e possa exercer a fungdo hipoglicemiante. Assim, uma
variedade de fatores como a presenca de tensoativos, pH do meio, capacidade
tampao, forca ibnica e volume do meio podem alterar drasticamente o
comportamento das formulacdes in vitro. Diversos trabalhos exploram esses fatores
e suas consequéncias, como Galia et al. (1998), que avaliaram diferentes meios de
dissolucdo com intuito de predizer a performance in vivo de diversas substancias
designadas da classe Il, concluindo que as condigdes mais préximas a fisiolégica
sao aquelas que fornecem informagdes mais condizentes com o comportamento in

Vivo.
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Acreditando que de fato as condig¢des fisioldgicas sdo as mais adequadas ao
teste de dissolugdo, foram selecionados meios cujos valores de pH estavam
englobados na faixa 1,0 — 6,8 (CDER/FDA, 1997), iniciando o estudo através do
teste de solubilidade da substancia.

De acordo com as recomendagdes do CDER (2000), o numero de condi¢des a
serem testadas depende das caracteristicas de ionizacdo da substancia, se o pKa
estiver compreendido entre 3 — 5, podendo se aplicado a GLB, a solubilidade pode
ser determinada num pH = pKa, pH =pKa + 1 e tambémempH=1¢e7,5.

Sendo um acido fraco de pKa 5,3 e de baixa solubilidade em meios aquosos,
foram descartados os testes com pH muito baixo, como pH = 1, pois tal condi¢cao
nao favoreceria a dissolugdo, assim foram selecionados pH 4,5, pH 5,5 e pH 6,8,
este ultimo descrito como SES (THE UNITED, 2004c).

O uso de tensoativos nos meios, agindo como promotores de dissolugéo, é
descrito por diversos autores. Dressman & Reppas (2000) discutem o efeito do
surfactante no meio de dissolug&o referenciando o trabalho de Galia et al. (1998) em
que formulagcbes de albendazol foram avaliadas na presenca e auséncia de
tensoativos e, assim como Lobenberg et al. (2000), os autores concluem a
importancia dos promotores na solubilidade dos farmacos pouco soluveis, porém
seus trabalhos sugerem o uso de tensoativos enddégenos como meios
biorrelevantes, apontando que essas condic¢des refletiriam melhor o comportamento
in vivo das formulagdes.

De acordo com Loébenberg et al. (2000), os melhores meios para discriminar as
formulagcées de GLB empregadas em seu trabalho, foram aqueles que continham
lecitina e taurocolato de sodio. Porém, tais tensoativos sdo custosos ao

desenvolvimento das analises e também acredita-se que surfactantes sintéticos
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como Poli 80, quando empregados em concentragdes adequadas, podem refletir
com sucesso o meio fisiolégico.

Os dados apresentados na Tabela 4, demonstram a influéncia dos tensoativos
Poli 80 e LSS em meios de diferentes pH na promoc¢ao da solubilidade. O maior
poder de solubilizacdo do LSS pode ser evidenciado pelos maiores valores de Cs de
GLB quando esse foi empregado.

De modo similar, Lébenberg et al. (2000), em seus estudos, demonstraram um
aumento na solubilidade da griseofulvina em meio contendo LSS de até 150 vezes
quando comparado com o meio contendo simplesmente agua. Assim como, Silva &
Volpato (2002) que na determinagdo do perfil de dissolugdo de comprimidos de
Nimesulida observaram que altas concentracbes de tensoativos, entre eles LSS,
poderiam superestimar a liberacéo e dissolugcdo do farmaco in vivo.

Outros pesquisadores estudaram a influéncia dos tensoativos na solubilizacao
de substancias. El-Massik et al. (1996) com o objetivo de propor um meio de
dissolucdo para formulagdes de GLB, testaram diferentes combinagdes de pH com
Poli 80 e etanol, ambos em diferentes concentracées. Embora os autores tenham
utilizado também etanol, observa-se tanto pelos seus resultados, como pelos
apresentados na Figura 6, que o poder solubilizante dos tensoativos LSS e Poli 80,
variavam de acordo com o pH do meio.

Portanto é interessante analisarmos o efeito combinado do pH e surfactante na
solubilizacdo da GLB. De acordo com os resultados apresentados na Tabela 4, os
menores valores de Cs sdo para o pH 4,5 e para as menores concentragcbes de
tensoativo. Tal fato ja era esperado, pois nesse pH a GLB encontra-se quase 100%
nao-ionizada, o que dificulta sua solubilizagdo, ao contrario, em pH superior ao pKa

as moléculas encontram-se ionizadas, facilitando a dissolugéo (JINNO et al. 2000).



118

Para discutirmos os efeitos do pH juntamente com o tensoativo, foram
apresentados na Tabela 5 dados que demonstram a promocao da solubilidade da
GLB nos diferentes meios utilizados. Esses dados foram também expressos

graficamente.
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Figura 29 — Promog&o da solubilidade da GLB nos meios de dissolugdo contendo Poli 80 e LSS
expressos como razao entre as concentragdes de saturagédo do farmaco.

Analisando a Figura 29, percebe-se que a influéncia do surfactante € muito
mais importante para os menores valores de pH, pois no meio tampao acetato pH
4,5, além das razdes de Cs serem maiores do que as encontradas para pH 5,5 e 6,8,
0 LSS, reconhecido pelo seu poder detergente superior ao do Poli 80, tem seu efeito
drasticamente reduzido em pH 6,8. Logo, pode-se concluir que com o aumento do
pH, o surfactante exerceu menor efeito na solubilizacdo da GLB e seu impacto foi,
principalmente, na solubilizacdo das espécies nao-ionizadas, levando-nos a
acreditar que as concentragdes maximas atingidas para a solubilidade da GLB nos

testes de solubilidade e dissolu¢cao, deveram-se, principalmente ao pH. Tal fato pode
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ser exemplificado com o meio SES sem tensoativo que nos perfis de dissolugéo para
ambos medicamentos atingiu percentuais dissolvidos maiores que os meios pH 4,5 e
5,5 adicionados de Poli 80 e LSS, com excecédo do pH 5,5 com LSS 1%, o qual
apresentou a maior Cs para GLB.

De forma semelhante, Lobenberg & Amidon (2000) discutiram a influéncia de
ambos fatores (pH e tensoativo) na solubilizagdo do piroxicam, concluindo que o
aumento na dissolu¢cao deveu-se muito mais ao aumento de pH do que ao efeito do
surfactante, porém os autores afirmam que ha uma resposta conjunta. Isso também
pdde ser comprovado na dissolugao da GLB.

Na Figura 30, fixamos o pH do meio em 6,8 e comparamos os diferentes perfis
de dissolucdo do medicamento referéncia a medida em que eram adicionados os

tensoativos Poli 80 e LSS nas concentragdes de 0,1% e 1% .
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Figura 30 — Perfis de dissolugdo da GLB do comprimido referéncia em meio SES na auséncia de
tensoativo e adicionado dos tensoativos Poli 80 e LSS nas concentragdes de 0,1% e 1% (p/V)
(valores médios + dp, n=6).
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Analisando os diferentes perfis de dissolugdo da GLB do comprimido
referéncia, percebe-se um aumento na quantidade de farmaco dissolvido quando
adicionados os tensoativos, o que pode confirmar sua contribuicdo a solubilizagao
do farmaco que se mostrou superior nas maiores concentragdes de surfactante
(1%). Situacdo semelhante foi encontrada para a formulagdo teste, porém com
menores valores percentuais globais dissolvidos de GLB.

Quanto a maior influéncia do pH na dissolugdo da GLB discutida acima, este
efeito pode ser evidenciado, fixando o tensoativo e a concentragao utilizada e

variando os valores de pH dos meios.
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Figura 31: Perfis de dissolugao da GLB do comprimido referéncia nos meios SES, tampao acetato pH
5,5 e tampé&o acetato pH 4,5 adicionados de Poli 80 na concentragédo de 1% (p/V)
(valores médios + dp, n=6).

Analisando os perfis de dissolugdo da GLB dos comprimidos referéncia para
meios contendo o mesmo tensoativo na mesma concentracgao, fica evidenciado que
o maior percentual dissolvido foi para o pH 6,8 e mesmo em pH 4,5 onde haveria

mais influéncia do surfactante, este nao foi suficiente para promover dissolugcéo da
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GLB. As mesmas conclusdes podem ser obtidas quando analisados os perfis do
medicamento teste, porém menores percentuais dissolvidos foram alcangados.

Face ao apresentado e discutido anteriormente, varios métodos de dissolugao
descrevem condi¢gdes em que os meios empregados apresentam elevado valor de
pH (algumas vezes superior a faixa recomendada) e/ou tensoativos em altas
concentragdes. Para a propria GLB, na USP 23 — NF 18 (1995) foi proposto o meio
tampao borato pH 9,5 para o teste de dissolucdo, embora tal meio tenha sido
retirado do compéndio nas edicbes posteriores e contestado por outros autores
como, EL — Massik et al. (1996). A utilizagao dessas condig¢des, € um étimo exemplo
da influéncia do pH na dissolugao e ainda, demonstra que garantir a solubilizagao de
uma formulagdo em um meio ndo €, necessariamente, reflexo do comportamento
dessa forma farmacéutica in vivo.

Condicdes aceleradas de dissolugao que podem ser obtidas com tensoativo em
concentracdes elevadas, excesso na velocidade de rotacdo do aparato e outros,
além de pH elevado (no caso de acidos fracos), podem nao distinguir a dissolugao e
GLB em formulacdes diferentes. Na Figura 18, foi apresentado o perfil de dissolugéo
no meio tampao borato pH 9,5 para as formulagdes de GLB, que in vivo ndo foram
bioequivalentes. Nessas condigdes elas seriam consideradas semelhantes, e a
formulacao teste reprovada no estudo de BD, teria alcangado, tranquilamente, 100%
de dissolugao.

Varios trabalhos questionam métodos de dissolu¢do de medicamentos, alguns
farmacopéicos. Swanepoel, Liebenberg & Villiers (2003), apds identificar e
caraterizar trés formas polimoérficas para o mebendazol, tendo apenas um polimorfo
caracteristicas terapéuticas, testaram um método de dissolucdo que se mostrou

insatisfatério para distinguir entre as propriedades de dissolugdo dos polimorfos.



122

Quando os produtos foram novamente testados, porém sem a presencga do LSS no
meio de dissolugéo, a distingao foi possivel. Da mesma forma, Volpato et al. (2004)
compararam os perfis de dissolugcdo de comprimidos de levotiroxina obtidos quando
empregadas as condi¢des propostas na USP 24 (2000) e as condi¢des reformuladas
na USP 26 (2003). Os resultados demonstraram que o método da USP 24
apresentava um maior poder discriminatério entre as formulagdes, dado comprovado
através do estabelecimento de uma CIVIV.

Outros pesquisadores também buscam condicdes capazes de identificar as
possiveis diferencas entre formulagdes. Takka, Sakr & Golberg (2003), trabalharam
com duas formulacdes de cloreto de buspirona. Nos testes os autores variaram pH e
velocidade de rotacido das pas. O pH demonstrou ter maior influéncia sobre o perfil
de dissolugao quando comparado a velocidade de rotacao das pas.

Todos os meios apresentados em Métodos item 2.6, de metodologias que
foram testados para as formulagdes de GLB, mostraram-se satisfatérios quanto a
capacidade de distinguir as formulagbes. Tal fato pbéde ser demonstrado
matematicamente através da aplicagao de f e f, (Tabela 14). Porém, partindo-se da
premissa que o percentual maximo dissolvido de GLB para o medicamento
referéncia nos meios deveria estar proximo de 100%, tal fato ndo foi observado em
alguns meios como tampéao pH 5,5 adicionado de Poli 80 0,1% e tamp&o pH 4,5 com
Poli 80 1%. Os baixos percentuais dissolvidos nessas condi¢gdes eram esperados
face aos valores de Cs de GLB encontrados no estudo de solubilidade.

Os meios de dissolugao que apresentaram os maiores percentuais dissolvidos
também foram os de maior Cs de GLB. Pode-se concluir que houve boa correlagao
entre os dados encontrados nos testes de solubilidade e determinacédo do perfil de

dissolucédo da GLB.
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Comparando as formulacbes referéncia e teste, percebe-se que o
comportamento diante dos meios foi semelhante no que diz respeito a afinidade de
solubilizacdo da GLB, ou seja, os meios de maior percentual dissolvido para o
medicamento referéncia também o foram para o medicamento teste, da mesma
forma para os de menor percentual dissolvido. Porém, nas condicdes testadas para
determinacdo dos perfis de dissolugdo da GLB, o medicamento referéncia
apresentou uma aceleragdo nos primeiros pontos de dissolucdo mesmo para
aqueles meios de menor Cs, enquanto que para o medicamento teste a liberagao do
ativo foi mais gradativa. Tal fato pode ser evidenciado nos graficos de CIVIV.

Na CIVIV buscou-se atingir um nivel C multiplo uma vez que nao houve
sucesso em aplicar o nivel A face a dificuldade de definir o modelo de
compartimento farmacocinético da GLB. Niopas & Daftsios (2002) em seu trabalho
estimaram os pardmetros farmacocinéticos através de métodos nao
compartimentais. Lobenberg et al. (2000) descreveram a GLB como farmaco que
segue 0 modelo de dois compartimentos e usaram a equacao de Loo-Riegelman
para o calculo da fragao absorvida.

No presente trabalho, além de ndo poder afirmar que a GLB segue o modelo
de dois compartimentos, o relatério do estudo de BD nao fornece informacgdes sobre
administragao intravenosa do farmaco e aplicando-se os dados da administracao via
oral no software WinNolin, ndo sao fornecidos todos os parametros necessarios para
a aplicacao da equacéao de Loo-Riegelman.

De acordo com a literatura (SHARGEL & YU, 1999d) a equagado de Wagner-
Nelson para o calculo da F, é frequentemente utilizada para esses casos, porém 0s
valores estimados para a Ke foram contraditérios dependendo do método de calculo

empregado, logo os valores de F, ndo foram conclusivos. Portanto, sabendo que
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ASC pode ser considerada representativa da quantidade de farmaco absorvido apos
a administragcdo de dose unica de um medicamento que alcanca a circulagao
sistémica (DI SANTO, 1995), esse foi o parametro farmacocinético escolhido para a
CIVIV C multiplo, embora quando tal correlacdo é desenvolvida com sucesso, uma
CIVIV nivel A também poderia ter sido alcangada (UPPOOR, 2001).

A interpretacédo dos graficos de CIVIV foi realizada avaliando-se o coeficiente
de determinagdo (r?) conjuntamente com a inclinacdo da reta (b) e os perfis de
dissolugdo. O r? é descrito por Cutler, Beyssac & Aiache (1997) como medida da
proporcao total da variancia e o b aparece como um dado razoavel da extensao da
CIVIV.

Takka, Saker & Goldberg (2003) utilizam o r* como avaliagdo da CIVIV nivel A
proposta para comprimidos de cloreto de buspirona. Da mesma forma, Lébenberg et
al. (2000) sugerem as melhores condi¢coes de dissolugao para comprimidos de GLB,
com meios biorrelevantes, através da analise do r? obtido nos gréaficos de CIVIV.

Para uma CIVIV C multiplo, os dados in vivo constam de valores de area, e nao
Fa como nos exemplos acima, logo a interpretagdo dos parametros estatisticos
torna-se mais complexa, principalmente para b. Cardot & Beyssac (1993) apontaram
b=1 como indicativo da correlagdo ponto-a-ponto, mas no caso da CIVIV C multplo
seu valor ndo possui a referéncia ideal que seria desejada em graficos onde se
correlaciona F5 (%) versus quantidade dissolvida (%).

De qualquer modo, procurou-se interpretar a inclinacdo obtida para os dois
medicamentos de modo que nao fornecessem valores muito distantes entre si, ou
seja, pudessem sugerir, ainda que de longe, um paralelismo entre os dados.

Assim, foram consideradas como nédo adequadas as condi¢cdes que forneceram

baixa quantidade dissolvida para o medicamentos referéncia (Figuras: 23, 24, 25,
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26, 27) bem como aquelas que forneceram inclinacdo muito diferente entre os
produtos e/ou de elevado valor (quase uma linha vertical), ver Figuras 22 e 28.
Quanto ao r? aqueles superiores a 0,7 foram considerados razoavelmente
adequados para o caso.
Desse modo, a condicdo de SES adicionado de Poli 80 1% desponta como a
mais promissora dentre as testadas, uma vez que apresentou, para ambas

formulagées, r

superior a 0,7 e semelhantes entre si, inclinacdo das retas
relativamente proximas, quando comparadas as outras condicbes, e ainda,

percentual dissolvido para o medicamento referéncia préximo a 100%.
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CONCLUSAO

Diante dos resultados apresentados e discutidos, pode-se concluir:

Para todos os meios, quando na presenga de tensoativo, houve uma promogao
da solubilidade da GLB que foi crescente com o aumento da concentragcdo de
Poli 80 e LSS. Nos meios contendo LSS, a Cs foi superior a dos meios com Poli
80;

Os meios de maior Cs de GLB também foram os meios de maiores percentuais
dissolvidos do farmaco nos medicamentos referéncia e teste;

A medida que o pH do meio de dissolugdo aumenta, o surfactante exerce menor
efeito na solubilizagcdo da GLB;

Entre os meios testados na dissolugdo dos medicamentos referéncia e teste, os
menores percentuais dissolvidos foram encontrados no meio tampao pH 5,5
adicionado de Poli 80 0,1% que também apresentou uma das menores Cs de
GLB;

Todos os meios testados com pH entre 4,5 e 6,8 foram capazes de distinguir as
formulagdes referéncia e teste;

O método para a analise quantitativa de GLB por CLAE demonstrou satisfatoria
precisdo inter e intra-dia, adequadas especificidade e sensibilidade e boa
linearidade;

Através da analise do coeficiente de determinagao conjuntamente com a
inclinagdo e os perfis de dissolugao, o meio SES adicionado de Poli 80 1% é

considerado adequado como meio de dissolugdo para comprimidos de GLB.
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ANEXO 1

Método 1
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ANEXO 3
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