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RESUMO: Com a nova lei dos genéricos instituida no Brasil, as inddstrias que quiserem fabricd-los deverdo
comprovar a intercambialidade destes com os medicamentos de referéncia através de estudos de bioequivaléncia.
Visando reduzir a necessidade dos mesmos por serem onerosos e exporem voluntdrios sadios aos testes, a Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitdria estabeleceu critérios de isencdo. Serdo discutidos neste trabalho os critérios para
isencdo de estudos de bioequivaléncia de medicamentos orais em forma farmacéutica sélida de liberacdo imediata,
baseado no Sistema de Classificagdo Biofarmacéutico. As metodologias utilizadas para realizacdo dos experimentos
necessdrios para comprovar os critérios estabelecidos na legislacdo para solicitacdo de isen¢do sdo também
apresentados.

UNITERMOS: Sistema de Classificacdo Biofarmacéutico, Solubilidade, Permeabilidade, Correlagdo in vitro-in vivo.

ABSTRACT: EVALUATION OF THE CRITERIA FOR WAIVING IMMEDIATE RELEASE SOLID ORAL DOSAGE FORMS
OF IN VIVvOo BIOEQUIVALENCE STUDIES. The Brazilian law that created the generics established that all products
must perform bioequivalence studies to prove their interchangeability with the reference product. Due to the cost of
these studies and the fact that they expose healthy volunteers to unnecessary risks, the Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitdria (Brazilian Federal Drug Agency) listed some criteria to waive this studies for some drug
products. This paper will discuss the fundaments to waive bioequivalence studies to solid oral immediate release
dosage forms based on the Biopharmaceutics Classification System. The methodologies used to perform the

necessary studies to classify the drug in the system and release the in vivo studies are presented and discussed.
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INTRODUCAO

A exemplo de paises como os Estados
Unidos e membros da Comunidade Européia, o
Brasil estabeleceu uma legislagdo para
medicamentos genéricos a partir de 1999, através
da Lei 9.787/99 e da Resolucao 391/99 (BRASIL,
1999a; BRASIL, 1999b).

Para se adequar a nova legislagdo cabe as
industrias produtoras de genéricos comprovarem a
intercambialidade desses com os medicamentos
referéncia, através de estudos de bioequivaléncia
(BE) (BRASIL, 1999b).

Os critérios para o0s ensaios de
bioequivaléncia foram estabelecidos na Resolugao
391/99 e devem ser seguidos para que o registro
do medicamento seja aprovado pela Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVS). O estudo
de BE de um genérico deve ser considerado como
mais um teste de qualidade desse medicamento,
que, neste caso, envolve a avaliacdo de sua
eficacia e segurancga, através da comparagédo do
seu perfil de concentracdo plasmatica em funcao
do tempo com o perfil obtido pela administragdo do

medicamento referéncia, nas mesmas condicoes
experimentais .

Os estudos de BE sao, em geral, onerosos
e demorados, além de exporem os voluntarios
sadios a riscos advindos da utilizacdo do
medicamento. Visando reduzir a necessidade de
realizacdo dos mesmos, a ANVS, baseada em
parametros cientificos, estabeleceu critérios de
isencao para alguns medicamentos.

Na Resolucdo 391/99 (BRASIL, 1999b),
nove situacdes de isencdo de bioequivaléncia de
medicamentos que pretendam registro como
genérico sdo estabelecidas. A maioria relaciona-se
a formas liquidas para administragdo parenteral,
topica ou oral, desde que os adjuvantes utilizados
nao interfiram com os fendmenos de absorgao e
que o medicamento apresente equivaléncia
farmacéutica com o produto de referéncia. Os
medicamentos para uso tdpico também s&o
isentos, uma vez que ndo visam agao sistémica.

Dos medicamentos dispensados do estudo
de bioequivaléncia, apenas um grupo relaciona-se
a formas farmacéuticas sélidas, apesar destas
possuirem alto potencial de bio-inequivaléncia,
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devido ao uso de adjuvantes e da tecnologia
empregada. Para que estes medicamentos
possam ser isentos de avaliagdo in vivo, 0S
mesmos devem possuir quatro caracteristicas: o
farmaco deve apresentar alta solubilidade, alta
permeabilidade, biodisponibilidade absoluta
superior a 90 % e a forma farmacéutica soélida que
o contém deve apresentar rapida cedéncia (maior
que 85 % em até 15 minutos, empregando HCI
0,1M).

A ANVS considera farmaco de alta
solubilidade em agua aquele que, na maior
dosagem por forma farmacéutica, for
completamente soluvel em 250 ml de cada um dos
trés tampdées farmacopéicos na faixa de pH 1 a 8,
a 37 °C + 0,5 (preferentemente, pH 1,0; 4,6 e 6,8).
A permeabilidade €& definida como a
permeabilidade efetiva do farmaco a parede do
jejuno humano e inclui a resisténcia aparente ao
transporte de massa através da membrana
intestinal. Farmacos de alta permeabilidade s&o,
geralmente, aqueles estdveis nas condigbes do
trato  gastrintestinal e que  apresentam
biodisponibilidade absoluta maior que 90 %, ou
aqueles para os quais essa propriedade foi
determinada experimentalmente (BRASIL, 199b).

A avaliagdo do farmaco quanto a
solubilidade e a permeabilidade esta baseada no
Sistema de Classificagdo Biofarmacéutico (SCB)
dos farmacos, desenvolvido recentemente
(AMIDON et al, 1995). Este Sistema vem sendo
empregado pela Food and Drug Administration
(FDA) com a mesma finalidade. Neste contexto, o
objetivo deste trabalho é apresentar o Sistema de
Classificacdo Biofarmacéutico e discutir a
metodologia para realizagdo dos experimentos
necessarios para isentar formas farmacéuticas
solidas de uso oral dos testes de bioequivaléncia.

DISSOLUCAO IN VITRO

Um aspecto importante do desenvolvimento
de medicamentos é encontrar uma caracteristica
da formulagéo in vitro que reflita seu desempenho
in vivo. Embora formas farmacéuticas sélidas de
liberagao imediata sejam rotineiramente sujeitas a
testes como uniformidade de conteddo, peso,
dureza, friabilidade e desintegragao, o teste, que é
mais freqlentemente associado com a avaliagdo
do desempenho in vivo destas formulacoes, é o
teste de dissolucdo (WADKE et al., 1989).

Os testes de dissolugdo in vitro
proporcionam informagbes Uteis nos varios
estagios do processo de desenvolvimento de
medicamentos. Os resultados do perfil de
cedéncia de formulagbes sao utilizados para
avaliar as propriedades de liberacdo do farmaco a
partir da forma farmacéutica e, assim, selecionar
adjuvantes apropriados para a formulagao. Testes
de dissolugdo sao também empregados durante o
desenvolvimento de produtos para auxiliar na
escolha entre formulagbes similares, com o
objetivo de selecionar a forma farmacéutica que

possui o perfil de liberagdo mais apropriado e
reprodutivel. Contudo, se estes testes ndo sao
executados sob condi¢des apropriadas, a previsao
de que o farmaco e a forma farmacéutica exibirao
o perfil desejado in vivo, pode ser completamente
errbnea (DRESSMAN et al., 1997).

Os perfis de dissolugdo sao utilizados para
estabelecer a correlagdo in vitro / in vivo entre a
liberacdo do farmaco da forma farmacéutica e a
absorcao do mesmo. Quando os resultados in vitro
ndo tem correlagdo com o desempenho in vivo do
medicamento, estudos clinicos sao necessarios
para avaliar a biodisponibilidade do produto,
aumentando substancialmente o custo do
desenvolvimento do mesmo (DRESSMAN et al.,
1997).

FATORES LIMITANTES PARA A ABSORGAO
DE FARMACOS

Basicamente sdo quatro as possiveis
causas de absorcdo incompleta de um farmaco
apés administragdo oral de uma forma
farmacéutica sélida (DRESSMAN et al., 1997):

1. o farmaco nado ¢é liberado da forma
farmacéutica para ser dissolvido no locais no trato
gastrintestinal onde tem melhor absor¢do, em
tempo apropriado;

2. o farmaco é decomposto no ftrato
gastrintestinal ou forma um complexo néo
absorvivel;

3. o farmaco ndo é transportado

eficientemente através da parede intestinal na
direcéo apical para basal;

4. o farmaco é metabolisado e/ou eliminado
na rota para a circulagédo sistémica (metabolismo
de primeira passagem).

Uma vez que o trato gastrintestinal (TGlI)
ndo € um sistema estatico, as velocidades de
liberacdo, decomposicdo, complexacdo e
transporte através da parede intestinal tém que ser
maior que a velocidade de transito da forma
farmacéutica/ farmaco no mesmo. Desse modo,
para um farmaco ser bem absorvido, a liberagéo e
a penetragao através da membrana do TGl tém
que ser completadas dentro do tempo de
residéncia da forma farmacéutica/farmaco no
intestino, incluindo os locais de absorcdao do
farmaco, enquanto que a decomposicdo € a
complexagdo tém que ocorrer mais lentamente
que a liberacdo/penetragcdo ou  transito
(DRESSMAN et al., 1997).

SISTEMA  DE
BIOFARMACEUTICO (SCB)

O sistema de classificagdo biofarmacéutico
(AMIDON et al., 1995) foi estabelecido com o
intuito de auxiliar a industria farmacéutica na
solicitacdo de isencdo dos ensaios de
bioequivaléncia para um determinado
medicamento, baseando-se nos testes de
dissolucgéao in vitro.

CLASSIFICACAO
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Através desse sistema, os farmacos podem
ser classificados em quatro grupos (Tab. 1), de
acordo com suas propriedades de solubilidade e
penetragdo na mucosa gastrintestinal (AMIDON, et
al., 1995; STAVCHANSKY & PADE, 1998):

Grupo |: alta permeabilidade — alta solubilidade

(AP-AS): Estes farmacos sdo rapida e
completamente absorvidos, com extensdo de
absor¢do maior que 90 %. Contudo, a

biodisponibilidade sistémica desses pode ser
limitada devido ao metabolismo de primeira
passagem, como no casos do propanolol e
diltiazem. O passo limitante para a absorgcdo do
farmaco é a dissolugao ou esvaziamento gastrico,
no caso da dissolugao ser muito rapida.

Grupo |l: alta permeabilidade — baixa
solubilidade (AP-BS): Para esta classe, a
dissolugdo no trato gastrintestinal é a etapa
limitante para o processo de absorcdao. A
variabilidade na absor¢cédo destes farmacos pode
ser devida as diferencas de formulacao e variaveis
fisiologicas, que podem influenciar o processo de
cedéncia dos mesmos.

Grupo lll: baixa permeabilidade - alta
solubilidade (BP-AS): A permeacdo do farmaco
através da membrana intestinal é a etapa limitante
no processo de absor¢cdo. A velocidade e
extensdo de absorcdo deste grupo de farmacos
podem ser altamente varidveis devido as
diferengas no transito gastrintestinal, conteudo
luminal e permeabilidade da membrana e nao as
diferencas de formulagao.

Grupo IV: baixa permeabilidade — baixa
solubilidade (BP-BS): Sao farmacos que possuem
alta variabilidade na velocidade e extensdo de
absor¢ado. Desse modo, possuem absorgao ruim,
sendo problematicos para utilizagéo oral.

Tabela 1. Firmacos modelos dos grupos do sistema de
classificagdo biofarmac€utica*.

Grupo |
Alta permeabilidade —
Alta solubilidade

Grupo Il
Alta permeabilidade —
Baixa solubilidade

naproxeno fenitoina
acido salicilico
propranolol
diltiazen

efedrina

Grupo lll
Baixa permeabilidade
— Alta solubilidade

Grupo IV
Baixa permeabilidade
— Baixa solubilidade

furosemida clorotiazida

cimetidina

*Adaptado de STAVCHANSKI & PADE, 1998.

A relacéo entre permeabilidade/ solubilidade
do farmaco e absorcdo através do trato
gastrintestinal em humanos sugere que farmacos
do tipo AP-AS e AP-BS sao absorvidos
completamente. Contudo, farmacos do tipo BP-AS
geralmente tém biodisponibilidade oral entre 40 e
80 % e aqueles do grupo BP-BS mostram

absorgao incompleta ou ruim (STAVCHANSKY &
PADE, 1998).

O SCB dirigi-se a duas das quatro
potenciais limitagdes para a biodisponibilidade de
farmacos administrados por via oral. Dessas duas,
a solubilidade é uma limitagéao fisico-quimica do
farmaco com potencial de causar liberagao
incompleta a partir da forma farmacéutica. E
importante entender que a classificacdo é baseada
nas propriedades de solubilidade do farmaco
através da parte alta do TGl (boca, eséfago,
estdbmago e duodeno). Estudos de permeabilidade
s80 necessdrios para determinar os principais
locais de absorgao do farmaco no TGl e, também,
para avaliar a eficiéncia do transporte do farmaco
através da parede intestinal. Uma variedade de
membranas sintéticas, culturas de células, tecidos
e modelos animais sao disponiveis para avaliagdo
da permeabilidade (DRESSMAN et al., 1997). Os
modelos de cultura de célula sdo os mais
utilizados atualmente e serdo discutidos a seguir.

CORRELACAO IN VITRO-IN VIVO

Embora o SCB seja limitado a dois dos
quatro importantes fatores que determinam a
absorcao, ele proporciona um ponto de partida til
para reconhecimento de quando e como os testes
de dissolugdo podem auxiliar no planejamento e
avaliacdo de formas farmacéuticas orais.
Compostos pertencentes a Grupo |, isto &,
compostos com alta solubilidade e permeabilidade,
deverdo  dissolver-se  rapidamente  quando
colocados em formas farmacéuticas de liberacao
imediata e, também, ser rapidamente
transportados através da parede intestinal.
Portanto, é esperado que eles sejam bem
absorvidos, a menos que sejam instaveis, formem
complexos insoluveis, sejam secretados
diretamente da parede intestinal através de um
sistema de efluxo como o da glicoproteina-P, por
exemplo, ou sejam submetidos ao metabolismo de
primeira passagem. Desse modo, o teste de
cedéncia para formulagdes de liberagdo imediata
contendo farmacos da Grupo | necessita apenas
comprovar que o farmaco é realmente liberado
rapidamente da forma farmacéutica em meio
aquoso (DRESSMAN et al., 1997; MAKHEY et al.,
1998).

AMIDON e colaboradores sugerem que,
para estes medicamentos, um simples teste in
vitro, no qual se obtenha 85 % de dissolu¢do do
farmaco em menos de 15 minutos, é o suficiente
para garantir a biodisponibilidade. Estes autores
afirmam que dois medicamentos contendo o
mesmo farmaco, tendo o mesmo perfil de
concentragdo na superficie da membrana
intestinal, possuem a mesma velocidade e
extensdo de absorgdo. Esta afirmacdo implica em
assumir que se dois medicamentos tém o mesmo
perfil de dissolugcdo in vivo, sob todas condicoes
luminais, eles apresentam a mesma taxa e
extensdo da absorcdo do farmaco (AMIDON et al.,
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1995). Desse modo, ndao haveria necessidade de
realizar-se estudos in vivo para comparar a
biodisponibilidade destes produtos. Apenas com o
teste in vitro podem ser considerados
bioequivalentes.

Os padrées de motilidade do trato
gastrintestinal alto podem ser classificados em
quatro grupos: auséncia de  atividade
(aquiescéncia), movimento segmental, movimento
propagativo e contragdes ténicas. No estado de
jejum ocorrem longos periodos de pouca ou
nenhuma atividade motora. A cada duas horas
inicia-se um ciclo de contragdes que culmina com
a movimentagao do contelido do estbmago para o
intestino, chamada fase de atividade Ill. A fase | é
aquela na qual o TGI alto ndo possui nenhuma
atividade (aquiescéncia), na fase Il os movimentos
sdo segmentais e na fase Ill os movimentos séao
propagativos (variagdes curtas ou longas). A
absorcao é menos eficiente na fase lll (estado de
jejum com contragbes longas), é intermediaria
durante fases | e Il e é aumentada durante a
alimentagédo. Do mesmo modo, é esperado que a
dissolugdo seja mais eficiente no estado de
alimentagdo, devido a uma melhor mistura
provocada pelos movimentos intestinais.

Dependendo da fase de motilidade e do
volume de liquido ingerido, a meia-vida de
esvaziamento gastrico pode variar (Fig. 1). Na
condicdo de jejum, a velocidade de esvaziamento
gastrico é dependente da motilidade e do volume
de liquido ingerido, apresentando uma meia-vida
de esvaziamento entre 5 e 22 minutos. O tempo
de esvaziamento de volumes de 50 e 200 mL é,
em média, de 12 e 22 minutos, respectivamente.
Isto sugere que a especificagdo de cedéncia, para
formas farmacéuticas de liberagao imediata, de 85
% em menos que 15 minutos, pode garantir
bioequivaléncia (AMIDON et al., 1995).

As expectativas de obtencdo de correlagéao
in vitro/in vivo para medicamentos de liberagao

imediata baseadas no Sistema de Classificagéo
Biofarmacéutico estao apresentadas na tabela 2.

40 r

|:| 50 ml dose oral
30 | . 200 ml dose oral

) [i E-i
0
\ A\

»  média total
FASES DA MOTILIDADE GASTRICA

Figura 1. Tempo de meia-vida de esvaziamento
géstrico, Tsp, em humanos, em funcdo da fase de
motilidade na condicdo de jejum para administracdes de
50 e 200 mL de d4gua (AMIDON et al., 1995).

No Grupo | (AS-AP), o farmaco é bem
absorvido, embora sua  biodisponibilidade
sisttmica possa ser reduzida devido ao
metabolismo de primeira passagem. A etapa
limitante da velocidade de absorcido é a cedéncia
do farmaco a partir da forma farmacéutica ou o
esvaziamento gastrico, quando a cedéncia ocorre
muito rapidamente. Para ser utlizado como
substituto da biodisponibilidade, o perfil de
dissolugdo tem que ser bem definido e
reprodutivel. Para formas farmacéuticas de
liberagdo imediata, que liberam o farmaco muito
rapidamente, a velocidade de absorgdo serd
controlada pela taxa de esvaziamento gastrico,
nao sendo possivel estabelecer correlagdo com o
perfil de dissolugao in vitro (AMIDON et al., 1995).

Tabela. 2. Expectativa de correlacdo in vitro/in vivo para medicamentos de libera¢do imediata baseada no Sistema de
Classifica¢ido Biofarmacéutico*

Grupo | Solubilidade | Permeabilidade Expectativa de correlacao in vitro/ivivo*™*

I Alta Alta Ha correlagao in vitro/in vivo se a velocidade de dissolugéo é
mais lenta que a velocidade de esvaziamento gastrico. Caso
contrario, a correlacdo é limitada ou inexistente.

Il Baixa Alta Correlagao in vitro/in vivo é esperada se a velocidade de
dissolucéo in vitro é similar a in vivo.

1l Alta Baixa A permeabilidade é a etapa determinante da velocidade de
absorcéo e a correlacdo é limitada ou inexietente.

v Baixa Baixa Correlagao in vitro/in vivo limitada ou inexistente

*Adaptado de Amidon et al., 1995.
**Uma correlag@o limitada significa que a taxa de dissolu¢do, embora ndo seja o fator limitante da velocidade, pode ser similar a velocidade de
absorcdo e a extensdo da correlacdo dependerd das velocidades relativas.
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Para farmacos do Grupo Il (BS-AP) o perfii PERMEABILIDADE
de dissolucdo tem que ser mais claramente O segundo critétrio do SCB ¢é a

definido e reprodutivel, uma vez que a dissolu¢ao
do farmaco é a etapa limitante para absorgédo. A
taxa de absorcdo para este grupo é, geralmente,
mais baixa que para os farmacos do grupo |,
sendo dependente das diferencas de formulagéo e
das variaveis in vivo que possam afetar o perfil de
dissolugdo. Meios e métodos de dissolugdo que
simulem os processos in vivo sdo importantes para
se obter uma boa correlagao in vitro/in vivo.

Para os farmacos do Grupo Ill (AS-BP) a
permeabilidade € a etapa que controla a absor¢ao.
Embora o perfil de dissolugéo in vitro deva ser
bem definido, a utilizacdo de um critério simples
como o empregado para o Grupo | somente é
aplicavel para formas farmacéuticas de liberagao
imediata, para as quais a passagem do farmaco
para o intestino é controlada pela velocidade de
esvaziamento gastrico. A velocidade e extensao
da absorcdo do farmaco pode ser altamente
variavel para este grupo. Porém, se a dissolugédo é
rapida (85 % em menos que 15 minutos) esta
variacdo sera devida ao transito gastrintestinal
variavel, ao contetdo luminal e a permeabilidade
da membrana e nao a fatores de formulacao.

Farmacos do Grupo IV (BS-BP) apresentam
problemas importantes na liberagéo oral, sendo a
correlacao in vitro/in vivo limitada ou inexistente.

SOLUBILIDADE

De acordo com o Sistema de Classificagao
Biofarmacéutico, farmaco de alta solubilidade é
definido como aquele cuja maior dose terapéutica
pode ser dissolvida em 250 mL de um meio
aquoso na faixa de pH de 1 a 8. O volume de 250
mL foi estabelecido baseando-se no volume
minimo esperado no estémago de um voluntario,
em jejum, submetido a um estudo de
biodisponibilidade ou  bioequivaléncia, cujo
protocolo recomenda a administragdo da forma
farmacéutica com um copo de agua (GUIDANCE
FOR INDUSTRY, 1999).

Experimentos para determinacdo da
solubilidade do farmaco devem ser conduzidos a
37 °C, utilizando-se um excesso do mesmo e
variando-se o pH do meio aquoso, através da
utilizagéo de diferentes tampdes. A quantidade do
farmaco é colocada em um frasco contendo o
tampéo no qual o mesmo serd testado. Apdés um
periodo prolongado de agitacdo, para que o
equilibrio possa ser atingido, aliquotas da solugao
sdo retiradas e filtradas, antes da quantificagéo
com metodologia adequada (STAVCHANSKY &
PADE, 1998). Através desta metodologia pode-se
determinar a quantidade maxima do farmaco que
pode ser dissolvida no volume especificado de 250
mL.

permeabilidade do farmaco, que se relaciona com
a quantidade de sua absorcdo em humanos. A
permeabilidade pode ser determinada através de
diversas metodologias descritas na literatura,
utilizando-se modelos em humanos, modelos
animais in situ ou ex-vivo e cultura de células
(ARTURSSON, 1990; ARTURSSON &
KARLSSON, 1991; COGBURN et al, 1991,
HILGERS et al., 1990; LENNERNAS et al., 1992;
LENNERNAS, 1998; RUBAS et al., 1993; SINKO
et al, 1991; STAVCHANSKY & PADE, 1998;
TAYLOR et al., 1985; WINIWARTER et al., 1998;
ZOCCHI et al, 1998). No entanto, para o
desenvolvimento do SCB, a metodologias com
cultura de células tem sido mais utilizadas.

HILGERS e colaboradores (1990) sugerem
que células de adenocarcinoma de célon humano
(Caco-2) podem ser Uteis para prever o potencial
de absorcdo oral de farmacos. Quando
desenvolvidas sobre filtros semi-permeaveis,
essas células diferenciam-se espontaneamente
formando monocamadas confluentes que exibem
similaridade morfoldgica e funcional com o epitélio
do intestino delgado. Devido a estas propriedades,
sugeriu-se esta linhagem de células como um
modelo in vitro para o estudo do processo de
absorcdo do farmaco e seu metabolismo na
mucosa intestinal. Entre as vantagens de tal
sistema em relacdo ao estudo com animais,
podem-se citar a capacidade de examinar um
grande numero de amostras em pequeno espago
de tempo, a diminuicdo da quantidade de farmaco
requerida em cada analise e a possibilidade de
interpretacao clara dos resultados.

Nos estudos de transporte com células
Caco-2 utiliza-se um sistema composto de um
compartimento doador (cAdmara apical), onde é
colocado o farmaco, e um compartimento receptor
(cdmara basal), separados por uma monocamada
de células (Fig. 2). A taxa de transporte do
farmaco é determinada pela adicdo de compostos
na camara doadora e monitoramento do seu
aparecimento na cémara receptora.
Alternativamente, pode-se determinar 0]
desaparecimento do farmaco na cadmara doadora.
O volume dos compartimentos doador e receptor
dependem do tamanho do sistema utilizado,
variando na faixa de 200 pL a 3 mL (ARTURSSON
& KARLSSON, 1991; COGBURN et al, 1991;
HILGERS et al, 1990; RUBAS et al, 1993;
STAVCHANSKY & PADE, 1998).

As monocamadas de células sdo obtidas
apés 14 a 21 dias em cultura sobre filtros
Transwell, ndo recobertos por colageno (HILGERS
et al., 1990). A integridade da camada de células é
testada antes e apds os experimentos utilizando-
se substancias marcadoras tais como *H-manitol
(COGBURN et al., 1991).
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ADICAO DE COMPOSTOS NA CAMARA APICAL (200)

I

Camara apical

Camara Basal

MEDIDA DE TRANSPORTE NA CAMARA BASAL (4001.1)

testosterona, &cido hipdrico e
uréia. Foi possivel determinar
taxas de desaparecimento
varigveis, de acordo com o
farmaco, exceto para o &cido
hipurico, que nao foi possivel
avaliar. A relacao entre
permeabilidade através das

células Caco-2 e a lipofilia do
Npiis Elig farmaco foi estabelecida
— confluentes de utilizando-se os coeficientes de
células particdo (CP) dos mesmos (Tab.
3).
—Y- Fitrro Quando se observa o

transporte do farmaco a partir do
desaparecimento da solugéo
doadora, o0s coeficientes de
permeabilidade s&o diretamente
relacionados com o coeficiente
de particdo octanol-agua do

Figura 2. Esquema representativo da sistema utilizado para estudo de

transporte de farmacos através de monocamada de
(COGBURN et al.,1991).

O coeficiente de permeabilidade efetiva do
farmaco (P.), nos estudos de desaparecimento do
farmaco do compartimento doador pode ser
calculado pela equacao (HILGERS et al., 1990):

onde Vp é o volume do compartimento doador, A é
a area superficial da monocamada de células e k é
a constante de primeira ordem que descreve a
velocidade de passagem do farmaco do
compartimento doador para o receptor e pode ser
obtida pela equagéo:

onde C; é a concentragcdo do farmaco no
compartimento doador no tempo t e Cy é a sua
concentracdo inicial neste compartimento. A
constante k pode ser determinada através da
inclinagao da reta obtida da representagéo grafica
da concentracdo do farmaco no compartimento
doador em fungao do tempo.

Vérios estudos tém sido relatados na
literatura utilizando a metodologia com células
Caco-2. A titulo de exemplo, alguns destes
trabalhos s&o discutidos a seguir.

No estudo realizado por HILGERS e
colaboradores (1990) foi avaliado o aparecimento
e o desaparecimento do farmaco nos respectivos
compartimentos receptor e doador. Os farmacos
testados foram  glicose, 4&cido salicilico,

farmaco. Desse modo, quando o
acido salicilico estd presente na
solugao na forma protonada, em
pH 4,5, com um logaritmo de
coeficiente de particdo aparente

células Caco-2

de 1,74, é absorvido quatro vezes mais
rapidamente que em pH 7,1, onde a
lipossolubilidade é muito menor. Além disso,

quando os coeficientes de permeabilidade séo
colocados em um grafico em fungéo do coeficiente
de particdo, como na figura 3, uma relacao
sigmoidal é facilmente evidenciada (HILGERS,
1990).

Substancias polares como a uréia e o ion
hipurato mostram permeabilidade muito baixa,
consistente com a hipétese de transporte através
dos poros da membrana. Os farmacos que
apresentaram transporte mais rapido foram a
testosterona e o0 acido salicilico, que
desapareceram do  compartimento  doador
praticamente com a mesma velocidade.

Estes farmacos mostraram permeabilidade
maxima de cerca de 8x10° cm/s, que é a
permeabilidade méxima para este sistema. A
glicose é uma excegdo para esta relacdo,
possuindo absor¢do muito maior que a esperada
baseada no seu coeficiente de particdo. Isso
ocorre devido ao transporte ativo de glicose
através da membrana, demonstrado in vivo, que
pode ser também observado neste sistema in vitro.
Os resultados observados neste sistema utilizando
monocamada de células Caco-2 sao
qualitativamente consistentes com 0s
demonstrados com modelos de absorcao intestinal
in vivo (HILGERS et al., 1990).
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Tabela 3: Coeficiente de permeabilidade (P.) determinado através do aparecimento (A) e através do desaparecimento
(D) no sistema de células Caco-2 e coeficiente de particdo octanol/dgua (CP) (HILGERS et a.l., 1990).

Concentracéo log CP P. (cm/s x 10°)?
Soluto (uM) (em pH 7,1) D A
D-glicose 3,7 -3,24 8,5(0,3) -
Acido salicilico 2,0 1,74° 7.8 (1,2) -
(pH 4,5)
Acido hipurico 1,5 -3,0° 0° 0,067 (0,002)
Uréia 1,7 -1,09 0,75 (0,1) 0,76 (0,01)
Acido salicilico 2,0 -0,82° 1,8(0,2) 1,9(0,2)
(pH 7,1)
Testosterona 1,7 3,31 8,2(1,0) 6,3(0,3)

* Valores médios (£ desvio padrio) para, no minimo, trés determinagoes.
" Calculados do log coeficiente de parti¢io intrinseco = 3,28 e pK, = 3,0
¢Calculados do log coeficiente de parti¢do intrinseco = 0,49 e pK, = 3,64

4 Nio foi possivel determinar

EFEDRINA
80 +

Gk  CIMETIDINA
* FUROSEMIDA
40 ¢

20 1 ®MANITOL
@ CLOROTIAZIDA

PERCENTUAL ABSORVIDO EM HUMANOS

fi0 ACIDO SALICILICO® _oq0

PROPRANOLOL
DILTIAZEN

lumen intestinal deve surgir na
corrente circulatoria. No entanto,
se o farmaco é metabolizado ou
seqUestrado por alguma
organela intracelular durante a
absorcao, esta relagcdo nao é
mais valida. Pode-se observar
pela analise da tabela 3 que os
dados obtidos para uréia a acido
salicilico confirmam esta
hipétese. A testosterona, no
entanto, mostra um valor de P,
menor para 0 aparecimento do
que para o desaparecimento.
Uma possivel explicagdo para

NAPROXENO
> FENITOINA

0 1 10
PERMEABILIDADE (CACO - 2)x 106 cmy's

L este fato, uma vez que a
testosterona nao sofre
metabolismo no nivel de
membrana intestinal, pode ser

Figura 3. Relagdo entre os coeficientes de permeabilidade (P.) observados
e coeficientes de particdo aparente em octanol-dgua (log CP) para os
solutos modelo no sistema de células Caco-2. Os coeficientes de
permeabilidade foram calculados dos resultados de desaparecimento do

compartimento doador (HILGERS et al., 1990).

Os resultados dos estudos de transporte de
farmacos através desta monocamada sugerem
gue a combinagdo das vias de difusdo aquosa e
lipidica é responséavel pela absorgdo de farmacos
através da mucosa intestinal. O caminho lipidico é
mais favoravel para compostos lipofilicos,
enquanto que moléculas altamente polares séo
muito menos permeaveis a membrana celular
devido as suas pobres propriedades de particao
(HILGERS et al., 1990), podendo, em funcado de
seu tamanho molecular, utilizar o transporte
através dos poros.

Em teoria, a velocidade de desaparecimento
do farmaco do compartimento doador e a
velocidade de aparecimento do mesmo no
compartimento receptor devem ser iguais, porque
se assume que, in vivo, o que desaparece do

devida a aproximagao feita no
calculo do coeficiente de
permeabilidade, especialmente
no valor da area superficial da

membrana, que pode ser
diferente no lado receptor e
doador, respectivamente

(HILGERS et al., 1990).

A mesma correlacdo entre permeabilidade
através da monocamada de células Caco-2 e a
absorgao de substancias em humanos também foi
evidenciada por RUBAS e colaboradores (1993)
estudando a hidrocortisona, naproxeno,
progesterona, metanol, poligol 900, poligol 4000,
ganciclovir e manitol. Estes autores demonstraram
que compostos como hidrocortisona, naproxeno,
progesterona e metanol, que mostraram 100 % de
absorcdo em humanos, tém valores de
permeabilidade maior que 7 x 10° cm/s. Farmacos
incompletamente absorvidos (menor que 20 %),
tais como ganciclovir, demonstraram uma
permeabilidade de aproximadamente uma ordem
de magnitude inferior, ou seja, menor que 1 x 107°
cm/s (RUBAS et al., 1993).
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ARTURSSON (1990) também relatou uma
boa correlacdo entre os resultados obtidos no
modelo Caco-2 e aqueles obtidos em um modelo
de ratos in situ para alguns B- bloqueadores como
propranolol, alprenolol, metoprolol, practolol,
atenolol. Os valores obtidos in vitro e in situ foram
similares para todos os farmacos, com excegéo do
atenolol, que foi absorvido com uma velocidade
muito inferior no modelo Caco-2 comparado com o
processo no rato, em funcdo de sua maior
hidrofilia (ARTURSSON, 1990).

A correlagéo entre a extensdo de absorgao
e a permeabilidade de alguns farmacos,
determinada através de monocamadas de células
Caco-2, foi estabelecida por STAVCHANSKY e
PADE (1998) (Fig. 4). Farmacos como clorotiazida,
manitol,  furosemida, cimetidina, efedrina,
diltiazem, propranolol, fenitoina, naproxeno e
acido salicilico foram testados.

. testosterona
glicose

8- acido salicilico (pH 4,5)

Pe (cm/s x 10%)

2+ acido salicilico (pH 7,1)

= uréia

0
acido hipurico

T T T T T T

1 2

-4 -3 -2 -1 0
log PC

a-

T
3

Figura 4. Correlacdo entre a extensdo da absorc¢do de
farmacos (Pe) em humanos e coeficiente de
permeabilidade (PC) medido através das monocamadas
Caco-2. (STAVCHANSKY & PADE, 1998).

Como pode ser observado na figura 4,
compostos com coeficiente de permeabilidade
efetivos maiores que 10 x 10° cm/s exibem
completa absor¢do em humanos (maior que 90
%). Esta correlagdo pode ser usada para prever a
absorcdo de farmacos em humanos, contudo, é
limitada pela solubilidade do farmaco, pois a
permeabilidade ndo conta com a relagéo entre o
tamanho da dose e sua solubilidade no fluido
intestinal. Desse modo, esta correlagcdo entre
permeabilidade e extensdo da absorgdo em
humanos poderd ser valida apenas nos casos
onde a solubilidade do farmaco seja
suficientemente ampla para permitir sua absorgao
antes que seja removido pelo esvaziamento
gastrico (RUBAS et al.,, 1993; STAVCHANSKY &
PADE, 1998).

Os estudos utilizando monocamadas de
células Caco-2, apesar de demonstrarem boa
correlacdo entre permeabilidade de absorcdo dos
farmacos tem algumas desvantagens. A principal é
a falta ou a reduzida expressdao de uma enzima

oxidativa comum e importante no trato intestinal
que é o citocromo P450 subfamilia 3A4, que é
uma enzima que contribui significativamente para
o0 metabolismo de muitos farmacos e xenobidticos
(HU et al, 1999). Além disso, a falta de
padronizacdo das metodologias para obtencao
das monocamadas de células pode levar a
resultados diferentes, dependendo do laboratorio
onde os estudos foram conduzidos.

CONCLUSOES

A legislacdo para medicamentos genéricos
no Brasil obriga as industrias, que desejarem
fabrica-los, comprovar a intercambialidade destes
com os medicamentos de referéncia, através dos
estudos de BE.

Para que se obtenha isencdo destes
estudos, o farmaco presente neste medicamento
deve apresentar as seguintes caracteristicas: alta
permeabilidade, alta solubilidade,
biodisponibilidade absoluta igual ou superior a 90
% e, a forma farmacéutica soélida que o contém,
deve apresentar cedéncia répida (85 % de
dissolugdo em até 15 minutos).

Para comprovar a alta solubilidade e alta
permeabilidade, bem como a biodisponibilidade
absoluta superior a 90 % do farmaco objeto da
producdo do medicamento genérico, a industria
pode utilizar-se de estudos ja relatados na
literatura ou, quando estes ndo sao disponiveis,
realizé-los utilizando metodologia atualizada. A
determinacdo da solubilidade, de acordo com o
SCB, é de facil execucdo, ndo necessitando de
equipamentos sofisticados. A avaliagdo da
permeabilidade, no entanto, pode ser realizada in
vitro ou in vivo e requer metodologias mais
especializadas. Conforme demonstrado nesta
revisdo, os estudos de permeabilidade utilizando
células Caco-2 tém demonstrado boa correlagao
com a absorgdo em humanos, sendo indicados
para a avaliagdo deste parametro. Esses estudos,
no entanto, devem ser conduzidos e seus
resultados analisados criteriosamente para que
possam inferir o comportamento dos farmacos em
humanos.

Apd6s a comprovacdo de que o farmaco
pertence ao Grupo |, a cedéncia rapida da forma
farmacéutica oral que o contém pode ser
comprovada com um teste de dissolugéo in vitro,
utilizando equipamentos descritos na
Farmacopéia.

Alternativas que facilitem a comprovacao da
qualidade biolégica de medicamentos podem ser
empregadas, desde que assegurem a eficacia e
seguranga dos mesmos. O SCB é uma alternativa
para as industrias, que podem comprovar a
qualidade de seus produtos a baixos custos
utilizando métodos adequados.
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