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RESUMO

A amiodarona é relatada na literatura como um farmaco pertencente a classe Il do
Sistema de Classificagao Biofarmacéutica. O objetivo desse trabalho foi empregar a
tecnologia de simulagées em computador por meio do uso do programa GastroPlus®
no desenvolvimento de comprimidos de liberagdo imediata contendo cloridrato de
amiodarona. Inicialmente, foram realizados ensaios de solubilidade do farmaco em
funcao do pH. Foi construido no programa, um modelo farmacocinético baseado em
fisiologia (PBPK), utilizando dados de administragdo intravenosa da amiodarona
provenientes da literatura. Tal modelo foi verificado empregando outros dados
intravenosos da literatura e aplicado a dados de administragdo via oral, sendo obtida
uma equacao de relagao in vitro-in vivo. A qual foi utilizada para prever a dissolugao
in vivo do medicamento Cordarone® 200 mg e para estimar o perfil de dissolugéo in
vitro alvo. Foi desenvolvida uma formulacdo teste de comprimidos de liberagao
imediata contendo 200 mg de amiodarona que apresentou perfil de dissolugao in vitro
semelhante ao do Cordarone® 200 mg. Apds a realizagdo de um estudo de
bioequivaléncia do tipo cruzada em populagéo virtual no GastroPlus®, a formulagéo
teste se apresentou bioequivalente in silico ao medicamento Cordarone® 200 mg. Foi
possivel, dessa forma, desenvolver uma formulacdo de comprimidos de liberacao
imediata contendo 200 mg de amiodarona bioequivalente in silico ao medicamento

referéncia, com uma avaliagao detalhada da absorg¢ao do farmaco.
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ABSTRACT

Amiodarone is reported in the literature as a drug that belongs to class Il of the
Biopharmaceutical Classification System. The objective of this work was to employ
computer simulation technology through the use of the GastroPlus® program in the
development of immediate release tablets containing amiodarone hydrochloride.
Initially, drug solubility tests were performed as a function of pH. A physiology-based
pharmacokinetic model (PBPK) was built in the program, using data from the
intravenous administration of amiodarone from the literature. This model was verified
using other intravenous data from the literature and applied to data from oral
administration, obtaining an in vitro-in vivo relationship equation. Which was used to
predict the in vivo dissolution of the Cordarone® 200 mg drug and to estimate the
target in vitro dissolution profile. A test formulation of immediate-release tablets
containing 200 mg of amiodarone was developed and presented an in vitro dissolution
profile similar to that of Cordarone® 200 mg. After conducting a cross-type
bioequivalence study in a virtual population in GastroPlus®, the test formulation was
found to be bioequivalent to the drug Cordarone® 200 mg. Thus, it was possible to
develop a formulation of immediate-release tablets containing 200 mg of amiodarone
in silico bioequivalent to the reference drug, with a detailed assessment of the drug's

absorption.
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1. INTRODUGAO

A amiodarona é um farmaco antiarritmico, utilizado na terapia de arritmias
ventricular e supraventricular. Sendo empregada sob a forma de cloridrato pelas vias
intravenosa e oral. Nesta ultima, sao utilizadas as doses de 200 a 1000 mg diarios
inicialmente por até 10 dias, sendo depois reduzidas para 200 a 400 mg para
manutencdo (SWEETMAN, 2009). No Brasil € comercializada sob as formas de
solugao injetavel na dose de 50 mg/mL e comprimidos de liberagdo imediata nas
doses de 100 e 200 mg (BRASIL, 2019).

Trata-se de um farmaco pertencente a classe Il do Sistema de Classificacédo
Biofarmacéutica (SCB), portanto de baixa solubilidade e alta permeabilidade, sendo a
dissolucao, a etapa limitante para sua absorcao (RIEKES et al., 2010; SUGIHARA et
al., 2015; RAMAN; POLLI, 2016). Além da baixa solubilidade, a amiodarona apresenta
diversos efeitos adversos e potenciais interagdes com outros farmacos e alimentos
(SIDDOWAY, 2003; SWEETMAN, 2009; RAMAN; POLLI, 2016).

A amiodarona apresenta grande variabilidade na absor¢do a partir do trato
gastrointestinal, com biodisponibilidade entre 22 e 95%, sendo esta favorecida quando
administrada com alimentos por sua caracteristica de ligagdo com moléculas de
carater lipofilico, o que aumenta sua absor¢gdo (MENG,2001). Possui ampla
distribuicdo no organismo, sendo 96% ligada as proteinas plasmaticas, acumulando-
se no tecido muscular e em 6rgaos que apresentam alta perfusdo sanguinea como
figado, pulmdes, além da pele. Apresenta meia-vida bastante variavel, sendo em
meédia, em torno de 50 dias, além de possuir um metabdlito ativo, a
desmetilamiodarona (SWEETMAN, 2009; SIDDOWAY, 2003).

Desde 1999, com a criacdo dos medicamentos genéricos, houve um avango
muito grande no uso de tecnologias e desenvolvimento das industrias farmacéuticas
no Brasil (BRASIL, 1999; FONSECA; SHADLEN, 2017). Tal avango ocorreu por meio
de investimentos em equipamentos, profissionais e centros de estudos de
equivaléncia e bioequivaléncia (TIGRE; NASCIMENTO; COSTA, 2016).

No entanto, as industrias farmacéuticas no Brasil ainda ndo utilizam todo o

potencial tecnoldgico ja empregado nas industrias em outros paises. Trata-se do uso

17



de programas de computador capazes de estimar as caracteristicas de absorcao de
farmacos administrados por via oral. Por meio do uso desses programas € possivel
utilizar dados fisico-quimicos do farmaco, forma farmacéutica, dissolugéao,
permeabilidade intestinal, transportadores, enzimas, fazer estudos de correlagao in
vitro-in vivo, e estimar curvas plasmaticas provenientes da administracao oral
(OKUMO; DIMASO; LOBENBERG, 2008; OKUMO, DIMASO, LOBENBERG, 2009;
WEI et al., 2008; HONORIO et al., 2013; KOSTEWICZ et al., 2014; ALMUKAINZI et
al., 2016; DUQUE, 2016; ALMUKAINZI et al., 2017; SILVA et al., 2018; DUQUE et al.,
2019).

Nesse sentido, devido a complexidade de fatores envolvidos na absorgéo da
amiodarona por via oral e o uso ainda em estagios iniciais dessa tecnologia de
simulagées em computador no desenvolvimento de medicamentos pelas industrias

farmacéuticas no Brasil, justifica-se o uso dessas ferramentas para tal finalidade.
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2. REVISAO DA LITERATURA
2.1 Modelos farmacocinéticos baseados em fisiologia (PBPK)

Os primeiros estudos de farmacocinética baseada na fisiologia (PBPK)
aconteceram em 1900, sendo o primeiro modelo deste tipo de estudo publicado por
Teorell, em 1937. No qual, Teorell teve como objetivo encontrar um modelo
matematico capaz de expressar a relagao entre a distribuigdo de substancias e os
orgaos do corpo humano (TEORELL, 1937). Desde entéo, este tipo de modelo vem
sendo utilizado para o desenvolvimento de novos farmacos. Com advento dos
programas de computador e os avangos das tecnologias que permitem um melhor
entendimento dos processos bioldgicos, esses tipos de modelos matematicos tém
sido amplamente utilizados (XIAOMEI; CHUANG, 2016).

Segundo Teorell (1937), naquela época, neste tipo de modelo eram observadas
apenas as etapas de absor¢cdo (passagem do lumen intestinal para corrente
sanguinea), distribuicdo (obtencéo de platé na concentracao plasmatica) e eliminagao

(eliminacao do farmaco e tempo de meia-vida).

Seis décadas depois, acreditava-se que este modelo poderia ser utilizado com
eficiéncia para uma pequena classe de farmacos, cuja absorgdo ndo dependesse de
transportadores, que tivessem solubilidade adequada para uma biodistribuigao

homogénea e eliminacao direta sem metabdlitos ativos (BROWN et al.,1997).

2.1.1. Funcionamento dos modelos PBPK

Os modelos PBPK sdo compostos por compartimentos correspondentes aos
diferentes 6rgaos do corpo € ligados pela circulagdo sanguinea. Cada compartimento
€ descrito por um volume de orgao e velocidade de fluxo sanguineo para as espécies.
Cada orgao € definido com suposi¢cdes de distribuicdo do farmaco limitado pela
perfusdo sanguinea ou pela permeabilidade. A distribuigéo limitada por perfusao tende
a existir para pequenas moléculas lipofilicas onde o fluxo sanguineo para o tecido
provou ser o processo limitante da absorgdo. Ja a limitada pela permeabilidade ocorre
para moléculas hidrofilicas e maiores, onde a permeabilidade através da membrana

celular torna-se o processo limitante de absor¢ao (BROWN et al.,1997)
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Os farmacos sao eliminados através do fluxo sanguineo com éxito apds ser
metabolizado no 6rgao, se aplicavel. Diferente dos modelos farmacocinéticos
convencionais, o modelo PBPK é composto por duas partes principais - uma "espinha
dorsal" anatémica que contém parametros fisioldgicos especificos da espécie que sao
independentes do farmaco e, portanto, pode ser aplicado a qualquer composto, e uma
parte especifica do farmaco, que consiste em parametros biofarmacéuticos que
influenciam nas propriedades de absorcdo, distribuicdo, metabolismo e eliminagao
(ADME) aplicadas aos processos relevantes dentro de cada compartimento de tecido
(XIAOMEI; CHUANG, 2016).

Em relagdo aos parametros para incorporagao nos modelos PBPK, destacam-
se aqueles dependentes dos farmacos, como por exemplo, ligagdo as proteinas
plasmaticas, coeficiente de distribuicao tecido-plasma (Kpr); produto da area
superficial de permeabilidade (Psr); atividade enzimatica (Vmax - é a maxima
velocidade de transporte da espécie idnica determinada pela concentracdo de
saturacao do transportador / Km - a concentracdo do ion onde a velocidade de
transporte € metade da velocidade maxima ou independente do farmaco); fluxo
sanguineo (Qr); volumes dos tecidos (VT); composicao dos tecidos. A precisdo da
previsdo PBPK dos parametros de ADME do modelo ndo depende apenas do
conhecimento atual da fisiologia animal ou humana, mas também das caracteristicas
fisico-quimicas e propriedades bioquimicas dos compostos testados (XIAOMEI,
CHUANG, 2016).

Varios tipos de métodos estdo sendo desenvolvidos nos ultimos anos para tentar
prever a farmacocinética humana, sendo que mais de trinta ja foram propostos.
Embora o escalonamento entre espécies seja possivel, o mesmo € limitado
(JAMBHEKAR, BREEN., 2009; SAGER et al., 2015). Os modelos PBPK conseguem
prever as limitagcdes individuais de cada espécie, em comparagdo com a estatistica
completa e interagbes medicamentosas (SAGER et al., 2015, ROSENBAUM, 2017).

O maior desafio da modelagem por PBPK é aliar a qualidade do modelo
desenvolvido e a capacidade de predicdo do mesmo. Tal ponto tem se tornado o
desafio para aceitagdo do mesmo pela agéncia regulatéria americana — Food and
Drug Administration - FDA e europeia — European Medicines Agency — EMA. Por isso,
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essas agéncias regulatorias ja desenvolveram guias sobre como devem ser
apresentados os estudos envolvendo PBPK (SAGER et al., 2015; FDA, 2016; EMA,
2016).

2.1.2. A absorgao pelo TGl e os modelos PBPK

A absorcdo de farmacos pelo trato gastrointestinal (TGl) € um processo
altamente complexo, dependente de inumeros fatores, incluindo as propriedades
fisico-quimicas do farmaco, caracteristicas da formulacdo e interacdo com as
propriedades fisiologicas subjacentes do TGI. A capacidade de prever com precisao
a absorcao oral de farmacos durante o desenvolvimento de medicamentos esta se
tornando mais relevante, dados os desafios atuais voltados para a industria
farmacéutica. A modelagem farmacocinética baseada em fisiologia (PBPK) fornece
uma abordagem que permite que os perfis plasmaticos possam ser previstos a partir
de dados pré-clinicos in vitro e in vivo e, portanto, podem fornecer um recurso valioso
para apoiar decisbes em varios estagios do processo de desenvolvimento de
medicamentos (JAMBHEKAR, BREEN., 2009; KOSTEWICZ etal., 2014,
ROSENBAUM, 2017).

O primeiro software de predicdo do trato gastrointestinal para PBPK foi o
GastroPlus®, da empresa americana Simulations Plus, tendo sua primeira versao em
1998. Outros programas de computador com finalidades semelhante foram
desenvolvidos: Simcyp, PK-Sim, MATLAB e STELLA (KOSTEWICZ et.al., 2014).

Os modelos PBPK podem ser parametrizados usando dados in silico e in vitro,
podendo proporcionar uma estimativa da concentracdo de plasma humano e/ou
animal vs. tempo antes da realizagéo de testes in vivo em animais. Além disso, eles
fornecem um dos métodos mais bem-sucedidos para a extrapolagao de dados de
animais para humanos (KOSTEWICZ et al., 2014, ROSENBAUM, 2017).

Os modelos PBPK lidam separadamente com os diferentes mecanismos que
podem influenciar a disposicdo dos farmacos. Assim, os modelos PB-IVIVC
(Biopharmaceutical In Vitro—In Vivo Correlation) devem permitir o desenvolvimento de

IVIVCs (correlagbes in vitro-in vivo) aprimoradas/simplificadas para os farmacos
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pertencentes as classes |, |l ou 1l do Sistema de Classificagdo Biofarmacéutica (SCB)
com metabolismo de primeira passagem significativo e variabilidade interindividual.
Também abre a possibilidade de desenvolver IVIVCs para: as formulagdes CR

(Controlled Release) de medicamentos SCB Il (por exemplo, gastroretentivo).

Nesse caso, a absorgdo é governada pela complexa interagdo da liberagao,
transito/gastroretencdo e permeabilidade, no lugar de serem exclusivamente com
liberagao limitada. Sdo também aplicados para compostos SCB |V cuja absor¢ao pode
ser controlada por uma interagdo semelhante de varios processos. Essa abordagem
de correlagao in vitro-in vivo, foi aplicada com sucesso no desenvolvimento e
validacdo de IVIVC para formulagdes liberagdao controlada da SCB |, como o
metoprolol, que é um farmaco de alto metabolismo de primeira passagem (substrato
da CYP 2D6) e também empregado no desenvolvimento de novas formulagdes e no
entendimento de variabilidade populacional (BAUER, 2008; KOSTEWICZ et al., 2014;
ROSENBAUM,2017).

O GastroPlus® ¢ um programa de computador de modelagem e simulagéo, que
utiliza modelos PBPK, comercializado pela Simulations Plus (Simulagbes Plus, Inc.,
Lancaster, CA, EUA). O GastroPlus® usa o Modelo Avangado Compartimental de
Absorcao e Transito (ACAT™) para modelar a absor¢ao de formulagdes orais. A
implementagdo do modelo PBPK no GastroPlus® fornece um recurso interno chamado
PEAR Physiology® (Estimativas de Populagdo para Idade e Fisiologia Relacionada)
para o calculo de fisiologias de 6rgados para modelos humanos americanos
(ocidentais), japoneses e chineses (asiaticos) por idade de 0 a 85 anos e também para
gerar novas populagdes unicas usando coeficientes de variagao definidos pelo usuario

para simulagdes em populagées (KOSTEWICZ et al., 2014).

O modulo PBPKPIus® presente no GastroPlus® calcula automaticamente o
coeficiente de particdo tecido-plasma (Kp) empregando diferentes modelos
matematicos. Estdo disponiveis fisiologias para modelar dados pré-clinicos in vivo de
animais como cachorro beagle, camundongo, macaco e rato. A construgcao de
modelos das espécies pré-clinicas pode melhorar a confianga na estimativa de

parametros de entrada para o modelo humano (KOSTEWICZ et al., 2014).
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A maioria das equacgdes envolve cinética linear, enquanto as equagbes de
Michaelis — Menten de cinética nao linear, sdo utilizadas para descrever o
metabolismo saturado e o transporte ativo. Os dados necessarios a serem informados
ao modelo matematico séo: estimativas in vitro, in vivo ou in silico do farmaco como,
por exemplo, solubilidade aquosa em funcédo do pH, permeabilidade, distribuicdo de
tamanho de particula, além do tipo de formulagao e resultado de ensaio de dissolugéo.
Parametros fisiolégicos, como tempo de transito gastrointestinal, pH, area de
superficie de absorcdo, concentragcdes de sais biliares em cada compartimento,
tamanho dos o6rgaos, dimensdes do compartimento e conteudo de fluidos séo
incorporados ao modelo, mas podem ser modificados pelo usuario (JAMBHEKAR,
BREEN 2009; KOSTEWICZ et al., 2014).

Todo farmaco deve estar em solucéo para que possa ser absorvido. O valor da
constante de ionizagao (pKa) e o fator de solubilidade - SF (a razao da solubilidade
das formas ionizadas) sao utilizados para prever a curva de solubilidade do farmaco
em solugdes aquosas na faixa de pH fisioldgico. Essa solubilidade é entdo corrigida
pela influéncia dos sais biliares com base em uma relagéo teorica, ou uma solubilidade
in vitro. A concentracdo de um farmaco em um compartimento pode exceder sua
solubilidade nesse compartimento levando a precipitagcdo do mesmo. Nesse caso, um
farmaco pode precipitar rapidamente ou permanecer em um estado supersaturado.
No entanto, o tempo real de precipitacdo ndo é simples de se prever e pode depender
das caracteristicas do farmaco, bem como da formulagéo utilizada (KOSTEWICZ et
al., 2014; JAMBHEKAR, BREEN., 2009; ROSENBAUM,2017).

As simulagdes incluem o tamanho, tempo e grau de supersaturacdo para a
formacao inicial de particulas, bem como a grau maximo de supersaturagao alcangado
e a dindmica de mudancas no tamanho das particulas e numeros absolutos em todos
os compartimentos do TGI. A velocidade de absorgdo no modelo ACAT® depende da
permeabilidade do farmaco e do fator de absorgdo (ASF) para cada compartimento,
bem como do gradiente de concentragdo dependente do tempo de transito entre o
lumen e os enterdcitos (transcelular) ou veia porta (paracelular). O ASF € usado para
explicar as mudancas na relagdo area de superficie/volume ao longo do trato
gastrointestinal, alteracbes no coeficiente de distribuicdo e permeabilidade regional
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devido as mudancas no pH e alteragbes em tamanho de poros e porosidade da parede
celular (BAUER, 2008; JAMBHEKAR, BREEN, 2009; KOSTEWICZ et al., 2014).

Esses fatores também sao formados com base em um modelo mecanicista para
dimensionar a fisiologia intestinal entre estudos pré-clinicos e humanos. Além disso,
valores in vitro de Km (concentragao do ion onde a velocidade de transporte € metade
da velocidade maxima) para transportadores de influxo podem ser utilizados para
simular com precisdo a dependéncia ndo linear da dose para substratos. Variacoes
locais na absorcao, por exemplo, devido a diferencas na expressao do transportador
ativo de influxo ou efluxo, podem ser calculadas utilizando as distribui¢ées incluidas
de varios transportadores. O metabolismo da parede intestinal € baseado nos niveis
de expressao local de enzimas em cada compartimento de enterdcitos incluido no
programa (BAUER,2008; KOSTEWICZ et al., 2014).

2.2. Caracteristicas fisico-quimicas e biofarmacéuticas da amiodarona

O cloridrato de amiodarona € um farmaco utilizado para arritmias cardiacas,
classificado como medicamento de classe lll de Vaughan Williams, levando ao
prolongamento da fase 3 do potencial de agao da fibra cardiaca devido principalmente
a redugao da corrente de potassio. Este prolongamento ndo esta relacionado com a
frequéncia cardiaca, atuando de forma diferenciada dos outros farmacos desta classe
(FREEDMAN; SOMBERG, 1991).

A amiodarona pode ser administrada por via oral, nas formas farmacéuticas de
comprimidos, capsulas e suspensodes orais e na forma injetavel. Inicialmente este
farmaco foi utilizado para fibrilagao ventricular e atrial, mas com o tempo demonstrou
atividade na repolarizagédo e efeito refratario no tecido cardiaco (FREEDMAN;
SOMBERG, 1991).

Apds a absorcao, a amiodarona sofre extensa circulacdo entero-hepatica antes
da distribuicdo no compartimento central e subsequentemente aos compartimentos
do tecido. Exames de amostras hepaticas e de veias portais apds administracdo oral
de amiodarona indicam um grande efeito de primeira passagem (desacetilagéo),
resultando em desacetilamiodarona (DEA) (FREEDMAN; SOMBERG, 1991).
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A compreensao da farmacocinética da amiodarona requer conhecimento sobre
sua distribuicdo tecidual. A distribuicdo nos tecidos também explica as
particularidades e toxicidade caracteristica do farmaco. A maior concentracdo de
farmaco e de seu metabolito DEA foram encontrados no tecido adiposo, pulmao,
figado e linfonodos (compartimentos profundos). Niveis mais baixos foram
encontrados no cérebro, tireoide e musculos (compartimentos periféricos)
(FREEDMAN; SOMBERG, 1991).

A amiodarona demonstra alta solubilidade lipidica, sendo expressa pelo
coeficiente de partigdo, logP = 6,66, para octanol/agua. No miocardio a amiodarona
apresenta coeficiente de particao de 35, o coeficiente de particdo para o metabolito
DEA demonstrou ser 91 (2,6 vezes maior do que a molécula inicial) e, portanto, é
ainda mais lipofilica que seu precursor (FREEDMAN; SOMBERG, 1991). Na Tabela 1

sao apresentados dados dos parametros farmacocinéticos da amiodarona.

Tabela 1: Perfil farmacocinético da amiodarona (VYSKOCILOVA et al., 2017)

PARAMETROS FARMACOCINETICOS

Ligagao a proteina plasmatica 99%

Volume de distribuigao 50-100 L/kg

Metabolismo CYP3A4, 1A1, 2B6

Enzimas inibidas CYP3A4, 1A1,1A2, 2B6,
AC9, 2D6

Distribuicdo (Amiodarona), apés uma dose via parenteral 90-158 mL/h/Kg

Distribuicdo (DEA), ap6s uma dose via parenteral 197 — 290 mL/h/Kg

Excrecéo Biliar e minimamente

renal
Tempo de eliminagdo de meia-vida apds uma Uunica dose 11-20 horas
(Amiodarona)
Tempo de eliminagdo de meia-vida apds longo tratamento Média de 50 dias
terapéutico (Amiodarona)

Tempo de eliminagao de meia-vida do metabolito (DEA) Média de 60 dias

‘A amiodarona € altamente ligada as proteinas plasmaticas humanas. Sua
fracdo livre é independente da concentragao total do farmaco e nivel de albumina,
indicando que a ligagdo ndo depende da concentragdo em relacdo a terapéutica

normal. A duragéo do tratamento é um fator crucial na determinagado do volume de
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compartimentos profundos. Com estudos de tratamento mais curto, menos farmaco
apresenta tempo para entrar nos compartimentos periféricos, portanto os
compartimentos profundos parecem menores. E bem possivel que um verdadeiro
estado estacionario em termos de volume de distribuicdo e eliminagdo nunca seja
alcangado, mas sim que a amiodarona continue a se acumular com terapia a longo
prazo” (VYSKOCILOVA, 2017).

“A associagao entre amiodarona e DEA, nivel plasmatico e sua eficacia clinica é
dificil de avaliar. Os efeitos agudos e crbénicos, bem como por via intravenosa e oral
diferem, independentemente da obtencio se quantificado no plasma ou no miocardio.
Embora varios estudos demonstrem que intervalo de concentragéo plasmatica entre
0,5 e 2,5 mg/L parece ser o mais eficaz, outros ndo demonstram diferenga em termos
de niveis plasmaticos. No entanto, manter a concentragao plasmatica acima de 0,5
mg/L, e 1,0 mg/L parece ser o ideal. Outra maneira de interpretar os niveis de
concentracao plasmatica da amiodarona € estabelecer a concentragao ideal individual
de resposta terapéutica” (VYSKOCILOVA, 2017).
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3. OBJETIVO

O objetivo desse trabalho foi empregar a tecnologia de simulagbes em
computador por meio do uso do programa GastroPlus® no desenvolvimento de

comprimidos de liberagdo imediata contendo cloridrato de amiodarona®.
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4. MATERIAL E METODOS
4.1. Material

O farmaco utilizado foi o cloridrato de amiodarona, gentilmente cedido por
Libbs Farmacéutica. Foram utilizados os reagentes: acido acético glacial, acetato
de sddio, acido cloridrico P.A. 37%, hidroxido de sodio P.A., fosfato de potassio
monobasico anidro e lauril sulfato de sddio, todos do LabSynth, Diadema, Brasil,
com grau analitico de pureza e agua purificada. Os excipientes utilizados no
preparo dos comprimidos foram: lactose monoidratada (DFE Pharma, Séao
Paulo, Brasil); croscarmelose sddica (Blanver Farmoquimica, Taboao da Serra,
Brasil) e estearato de magnésio (LabSynth, Diadema, Brasil).

Comprimidos do medicamento contendo cloridrato de amiodarona,
Cordarone® 200 mg (Sanofi Aventis S.A., Espanha) foram utilizados em ensaios
comparativos. Esse € um comprimido simples composto por lactose mono-
hidratada, amido de milho, povidona (K 90 F), silica coloidal anidra, estearato de

magnésio e agua purificada.

4.1.1. Fluxograma do trabalho proposto

Figura 1: Fluxograma com as etapas do trabalho proposto
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4.2. Determinagao da solubilidade e pKa da amiodarona

A solubilidade do cloridrato de amiodarona foi determinada empregando-se
o método do equilibrio (SILVA et al., 2016). Foram utilizados frascos contendo
10 mL de solugdo tampao cloridrico pH 1,2, solugao tampao acetato pH 4,5 e
solugdo tampao fosfato pH 6,8, nos quais foram adicionados quantidade
suficiente do farmaco, em ftriplicata, de forma a obter dispersdes saturadas. Os
frascos contendo as dispersdes e o farmaco foram submetidos a agitagéo a 150

rpom por 72 horas a 37°C em incubadora orbital Shaker Tecnal, modelo t420.

A amiodarona foi quantificada em cada solugdo tampao empregando
espectrofotdmetro UV Agilent, modelo Cary 60, apds prévia centrifugagdo das
amostras empregando centrifuga Fanem Modelo Excelsa 4 280, a 4000 rpm por
15 minutos, para separar o material ndo solubilizado do sobrenadante saturado,
quando aplicaveis, diluicbes foram realizadas. Apos obtencdo de uma curva
analitica do farmaco em cada pH (curva contendo 5 pontos), no comprimento de
onda de 243 nm (RIEKES et al., 2010), com cubeta de quartzo de 10,0 mm de

caminho 6ptico, as amostras foram quantificadas por espectrofotometria UV.

A solubilidade da amiodarona em funcédo do pH foi também determinada
por meio da analise de sua estrutura quimica, assim como seu pKa, empregando
o modulo ADMET Predictor® do programa de computador GastroPlus®

(Simulations Plus Inc., Lancaster, CA, EUA).

4.3. Programa de computador e comparagao dos dados

O programa de computador utilizado para as simulagdes foi o GastroPlus®
versao 9.8, pertencente a empresa americana Simulations Plus Inc., Lancaster,
CA, EUA. Para comparar os parametros simulados com os observados, foram
utilizadas as variagbes minimas e maximas descritas nos artigos utilizados ou foi
aplicado o calculo do erro preditivo, que permite estimar a proximidade dos

valores simulados em relagéo aos valores observados, por meio da Equacao 1.
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Valor simulado — Valor observado
x100

9 = ~
#EP= Valor observado (Equagao 1)

O GastroPlus®é um programa de computador dividido em abas que utiliza
dados fisico-quimicos e biofarmacéuticos do farmaco, forma farmacéutica (aba
Compound), além de dados farmacocinéticos (aba Pharmacokinetics), para
simular curvas de concentragao plasmatica versus tempo em diferentes modelos
animais e em humanos, nos estados de jejum e alimentado (ALMUKAINZI,
2017).

4.4. Construcao do modelo farmacocinético PBPK

Para construcdo do modelo farmacocinético PBPK empregado nas
simulagdes foram utilizados dados de administragao intravenosa da amiodarona
descritos por Holt et al. (1983). Para isso, foi utilizado o programa de computador
GastroPlus® versédo 9.8 (Simulations Plus Inc., Lancaster, CA, EUA), onde foi

criada uma base de dados para a construgao do modelo farmacocinético PBPK.

As caracteristicas fisiolégicas de cada modelo como 6rgaos, tecidos e suas
dimensbes, pH de cada compartimento do trato gastrointestinal se encontram no
programa na aba Physiology(ALMUKAINZI, 2017). Desta maneira, esses dados

ja presentes no programa foram utilizados na construgdo do modelo.

Dessa forma, foi criada uma base de dados para a amiodarona no
programa. Essa base de dados contém um drug record da amiodarona onde
foram inseridos na aba Compound os dados fisico-quimicos e experimentais

apresentados na Tabela 2.

Ainda na aba Compound, foi selecionada a forma farmacéutica /V: Infusion,
que corresponde a uma infusdo intravenosa, a dose de 400 mg e o tempo de
infusdo de 0,16 h. Esses dados foram obtidos do artigo Holt et al. (1983), no qual
os autores descrevem a farmacocinética da amiodarona, tendo administrado a

voluntarios 400 mg de amiodarona por meio de infusdo intravenosa com tempo
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de infusdo de 10 minutos. Na aba Physiology foi escolhida a fisiologia humana

em estado de jejum.

Tabela 2: Dados de entrada fisico-quimicos do cloridrato de amiodarona e

experimentais utilizados no GastroPlus®

Parametro

Solubilidade

pKa

Peso molecular

Log P

Peff

Tamanho de particula
(raio)
Tempo de precipitacao

Densidade da particula

Valor
pH 1,2 — 0,053 mg/mL

pH 4,5 -8,117 mg/mL
pH 6,8 — 0,004 mg/mL

7,15

681,773 g/moL

7,57

2,1775x 10 cm/s

25 uym

900 segundos
1,2 g/mL

Fonte

Experimental

Experimental

Experimental
Ajustados aos dados

experimentais de solubilidade

ADMET Predictor®
Avdeef et al., 1997; Chen et al.,

2014
Calculado GastroPlus® a partir

de Papp = 0,934 x 10° cm/s
(Elgart et al. 2013)

Valor padrao GastroPlus®

Valor padrdo GastroPlus®

Valor padrao GastroPlus®

Peff, permeabilidade efetiva; Papp, permeabilidade aparente (Caco-2).

Na aba Pharmacokinetics foi construido um modelo farmacocinético do tipo

PBPK o qual permite prever a quantidade de farmaco que se distribui para cada

orgéo,

uma vez que considera cada 6rgdo como um compartimento

caracterizado por suas dimensdes como o volume, seu fluxo sanguineo,

coeficiente de partigdo para o tecido e clearance para 6rgdos com capacidade

de eliminagéo (ALMUKAINZI, 2017; SILVA, 2018).

Foi desenvolvido um modelo PBPK considerando a fisiologia de homens,

americanos, sadios, 27 anos, 75 kg de peso corporal e 24,11 kg/m? de indice de
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massa corporal (IMC), semelhante as caracteristicas dos individuos submetidos
a infusdo intravenosa descritos por Holt et al. (1983). A particao da amiodarona
nos tecidos foi considerada limitada pela perfusdo sanguinea usando o método
de Lucakova com lisossomos. A razdo do farmaco entre o sangue e o plasma
utilizada foi 0,73 (HOLT, 1983; CHEN, 2014) e a fragao néo ligada as proteinas
plasmaticas foi considerada como 1, uma vez que é descrito na literatura que a
ligacdo da amiodarona as proteinas plasmaticas € menor que 99%
(VYSCOCILOVA, 2017).

Foram realizadas simulagbes, sendo a curva plasmatica preditiva
comparada com a curva plasmatica descrita por Holt et al. (1983), assim como
os dados farmacocinéticos obtidos (Cmax(ug/mL), Tmax(h), ASCo.ini(g.h/mL), ASCo.
((ug.h/mL).

4.5. Verificagao do modelo farmacocinético PBPK

Para verificagdo do modelo farmacocinético se mantiveram os ajustes
realizados na aba Compound, como forma farmacéutica /V: Infusion, e dosagem
de 400 mg e o tempo de infusdo foi alterado para 0,33 h, de forma a reproduzir
os dados do artigo Pourbaix et al. (1985), que foi utilizado como base de dados
para verificar o modelo farmacocinético. Nesse artigo, os autores descrevem a
administracdo de infusdo intravenosa contendo amiodarona 5 mg/kg de peso
corporal, com tempo de infusdo de 20 minutos. Na aba Physiology, foi mantida

a fisiologia humana em estado de jejum.

De forma a adequar o modelo PBPK, algumas caracteristicas dos
individuos como peso corporal e IMC foram alterados para 23 anos e 22,53
kg/m?, respectivamente, de forma a adequar o modelo as caracteristicas dos
individuos submetidos a infusao intravenosa descritos por Pourbaix et al. (1985).
A razao do farmaco entre o sangue e o plasma e a fragdo nao ligada a proteina
plasmatica foram mantidas ja que esses parametros sao caracteristicos do

farmaco.
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Foram realizadas simulacbes, sendo a curva plasmatica preditiva
comparada com a curva plasmatica descrita por Pourbaix et al. (1985), assim

como os dados farmacocinéticos obtidos.

4.6. Aplicagao do modelo farmacocinético PBPK

Emami (2010) avaliou seis formulagdes de comprimidos de liberagao
imediata contendo amiodarona, tendo denominado os produtos referéncia R1,
R2 e R3 e os produtos teste de T1, T2 e T3. Os valores de porcentagem de
amiodarona (Tabela 3) dissolvida em fungdo do tempo desses produtos foram
extraidos do artigo utilizando o Web Plot Digitizer (ROHATGI, 2020).

Tabela 3: Dados de porcentagem de amiodarona dissolvida em fungao do tempo dos
produtos R1, R2, R3, T1, T2 e T3

% Dissolvida

Tempo (min)  R1 R2 R3 T1 T2 T3
0 0 0 0 0 0 0
478 26,93 14,62 20,92 5399 2456 30,88
0.75 37,54 28,09 30,67 7941 4569 60,26
] 4;,90 4500 33,83 37,27 8968 5882 7596
30,00 61,93 4446 50,76 9250 7250 94,79
45.10 72,57 4937 59,39 9475 7961 97,89
60.00 78,33 57,71 66,30 9557 8443 98,71
75.10 83,81 6147 7149 9725 8954 99,25
90.19 87,57 64,94 7382 9721 9264 98,93
105.10 91,32 68,99 77,86 9832 94,32 9946
12000 93,37 72,17 79,62 100,00 96,00 98,86

O autor obteve os perfis de dissolucdo de cada produto e foi realizado
estudo in vivo com as formulagdes, de forma a se estabelecer uma correlagao in
vitro-in vivo (CIVIV).



Para aplicacdo do modelo PBPK previamente descrito, dados de formas
farmacéuticas solidas de uso oral foram necessarios ajustes de alguns
parametros no modelo. Dessa forma, na aba Compound, foi selecionada a forma
farmacéutica CRU:Dispersed, de forma que o programa pudesse considerar os
perfis de dissolugdo nas simulagbes. Foram entdo utilizados os perfis de
dissolugédo dos produtos R1, R2, R3, T1, T2 e T3 (Tabela 3), assim como os
dados das curvas plasmaticas correspondentes, descritos por Emami (2010),
extraidos utilizando o Web Plot Digitizer (ROHATGI, 2020).

Emami (2010) relata que os comprimidos continham 200 mg de amiodarona
e que foram administrados aos voluntarios, em estado de jejum, uma dose unica
de cada formulagdo com 200 mL de agua. Os valores médios de concentragéo
maxima (Cmax) da amiodarona em humanos a partir da administragcdo de uma
dose unica de 200 mg em estado de jejum encontram-se em torno de 170 ng/mL
(Filho et al. 2011). Os valores médios de Cmax apresentados por Emami (2010)
encontram-se entre 311,0 e 350,0 ng/mL, os quais sdo mais condizentes com
doses de 400 mg, conforme dados reportados por outros autores (ATASANOVA;
TERZIIVANOV, 2001; LYLE; SIDDOWAY, 2003). Nesse sentido, a dose de 400
mg administrada com 200 mL de agua em estado de jejum foi considerada nas

simulagoes.

Foram adicionados no modelo PBPK os valores de Vmax € Km in vitro das
enzimas CYP2D6 (Vmax = 5,86 pmol/min/pmol CYP e Km = 45,5 uyM) e CYP3A4
(Vmax = 3,15 pmol/min/pmol CYP e Km = 10,5 yM), ambas no intestino e no
figado, envolvidas no metabolismo da amiodarona, descritos por Elsherbiny et
al. (2008). Esses valores foram otimizados de forma a contemplar

adequadamente o modelo.

Foi mantida a fisiologia do modelo PBPK ja utilizado (homens americanos
sadios, 27 anos, 75 kg de peso corporal e 24,11 kg/m? de IMC), uma vez que a
mesma se encontra de acordo com as caracteristicas dos individuos submetidos
ao estudo in vivo descrito por Emami (2010). O método utilizado para calculo do
coeficiente de particao tecido/plasma (Kp) da amiodarona nos tecidos foi mantido

(método de Lucakova com lisossomos). A fragado n&o ligada da amiodarona aos
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enterdcitos foi considerada como 1,1, uma vez que esse farmaco apresenta
caracteristicas favoraveis a sua captacao pelos lisossomos nos enterécitos. Os

demais parametros do modelo foram mantidos.

Foram realizadas simulacdes, utilizando os perfis de dissolucdo de cada
produto R1, R2, R3, T1, T2 e T3, sendo as curvas plasmaticas simuladas
comparadas com as curvas plasmaticas correspondentes descritas por Emami

(2010), assim como os parametros farmacocinéticos obtidos.

4.6.1. Estimativa da relagao in vitro-in vivo (RIVIV)

O modulo IVIVCPIus® do GastroPlus® foi utilizado para estabelecer a
RIVIV. Nesse modulo, o Mechanistic Absorption Model foi selecionado como
modelo de deconvolugao, de forma a obter a fracdo dissolvida in vivo a partir de
cada curva plasmatica (produtos R1, R2, R3, T1, T2 e T3 de Emami 2010) e,
depois, obter uma equacado que correlacionasse esses dados com a fragcao

dissolvida in vitro, obtida a partir dos perfis de dissolu¢ao dos mesmos produtos.

Apds a obtengao da equacéo, foi realizada a convolugéo, ou seja, a fungao
matematica obtida na deconvolugdo, foi utilizada para simular curvas
plasmaticas a partir dos perfis de dissolucdo in vitro. Os dados foram

comparados por meio do erro preditivo.

4.7. Ensaio de dissolugido do medicamento Cordarone®

Comprimidos (n = 3) do medicamento Cordarone® 200 mg (Sanofi Aventis
S.A., Espanha) foram submetidos ao ensaio de dissolugao empregando aparato
2, com rotacao de 100 rpm e 1000 mL de agua purificada contendo lauril sulfato
de sédio a 1% p/v (USP 43 - NF 38, 2021). O ensaio foi realizado utilizando
equipamento de dissolugdo Hanson Vision Classic 6 (Teledyne Hanson
Research, FL, EUA). A agua purificada utilizada no preparo do meio de
dissolugao foi previamente aquecida a 50°C e submetida a banho de ultrassom

por 10 minutos para eliminagao de gases dissolvidos. Aliquotas de 5 mL foram
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coletadas manualmente nos tempos de 5, 10, 15, 30, 45, 60 e 90 minutos
utilizando canulas com seringas e filtro de polietileno de 45 um de didmetro de
poro. A quantidade de farmaco dissolvido foi quantificada por espectrofotometria
UV utilizando espectrofotdmetro Thermo Scientific modelo Evolution 221
(Thermo Scientific, EUA) no comprimento de onda de 243nm e cubeta de quartzo

de 10,0 mm de caminho 6ptico.

4.8. Obtencao dos perfis de dissolugao in vivo e in vitro alvo

O modelo PBPK utilizado na simulagao das curvas plasmaticas a partir dos perfis
de dissolugdo descritos por Emami (2010) foi adaptado para mulheres
americanas de 28 anos de idade com 68 kg de peso corporal, de forma a
contemplar as caracteristicas dos individuos descritas por Atasanova e
Terziivanov (2001). As autoras descrevem a administragao da dose de 400 mg

(dois comprimidos de 200 mg) do medicamento Cordarone® comprimidos.

Foram realizadas simulacdes utilizando a forma farmacéutica CRU.:
Dispersed, e o perfil de dissolugdo do medicamento Cordarone® obtido conforme
descrito no item 4.7, considerando a dose de 200 mg. A curva plasmatica
preditiva foi comparada com a curva plasmatica correspondente a dose de 200
mg, baseada na descrita pelas autoras para a dose de 400 mg. Isso foi assumido,
uma vez que a amiodarona apresenta farmacocinética proporcional a sua dose
(STAUBI et al., 1983; FDA, 2004; POLLAK and SHAFER, 2019).

Apoés a simulagéo para a dose de 200 mg, o perfil de dissolugao in vivo,
estimado pelo GastroPlus®, para a curva plasmatica preditiva, foi utilizado como
perfil de dissolugao in vivo alvo. Essa Curva plamatica simlada foi comprada com
a curva plamatica de 200 mg, esta obtida matematicamente a partir da curva de

400 mg descrita por Atasanova e Terziivanov (2001),
A esse perfil de dissolugao in vivo foi aplicada a equacado de RIVIV

previamente descrita (item 4.6.1), de forma a obter o perfil de dissolugao in vitro

alvo.
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4.9. Desenvolvimento da formulagao

Foi preparada uma formulagédo teste (Tabela 4), contendo 200 mg de

cloridrato de amiodarona.

Tabela 4: Composi¢cao dos comprimidos de liberagao imediata contendo amiodarona da

formulacgao teste

Composigao Quantidade (mg) %
Cloridrato de amiodarona 200 40
Lactose 245 49
Croscarmelose sodica o0 10

5 1

Estearato de magnésio

Os componentes da formulagdo foram devidamente pesados em
quantidade para o preparo de seis comprimidos. Inicialmente, o cloridrato de
amiodarona, a lactose e a croscarmelose soédica, foram misturados em
embalagem plastica de transporte por trés minutos, sendo depois adicionado o

estearato de magnésio e misturado por mais um minuto.

A quantidade da mistura de pds necessaria para o preparo de cada
comprimido foi devidamente pesada e submetida a compactagdo em prensa
hidraulica (Specac, Sao Paulo, Brasil) utilizando pung¢ao e matriz de 8,0 mm de
didmetro e forga de compressdo de 1500 psi por 30 segundos. Apos a
compressdo, cada comprimido foi pesado em balanga analitica Shimadzu
modelo AY220 (Shimadzu, Japao), para usar os dados nos calculos de

dissolugao.
Comprimidos da formulagao teste (n = 3) foram submetidos ao ensaio de

dissolucdo empregando as mesmas condi¢gdes descritas para a avaliagao do
medicamento Cordarone® (item 4.7).
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5.0. Estudo de bioequivaléncia virtual

Foi realizado um estudo de bioequivaléncia simulado do tipo cruzado no
GastroPlus® utilizando o simulador de populagéo virtual do programa (Population

Simulator).

O perfil de dissolugao in vitro da formulagao teste foi utilizado para fazer
uma simulagéo numa populagao virtual de 36 individuos, sendo 50% homens e
50% mulheres, com idade entre 19 e 53 anos e peso entre 49 e 85 kg. Essas
condi¢cdes de sexo, idade e peso foram as mesmas descritas por Atasanova e
Terziivanov (2001).

Em seguida, a mesma populagcdo foi utilizada para simulacdo da
administracdo do medicamento Cordarone®, por meio do uso do perfil de

dissolucéo in vitro previamente obtido.

Por se tratar de um farmaco com absor¢cdo bastante variavel, foi
considerada no programa a variabilidade entre individuos e um coeficiente de
variacao (CV%) de 20% e 30% para concentragdo maxima no plasma (Cmax)

area sob a curva (ASC), respectivamente.
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6. RESULTADOS E DISCUSSAO

Conforme descrito no item 4.2, sobre o estudo de solubilidade, foram
obtidas as curvas analiticas (Figuras 2, 3 e 4) para calcular a solubilidade da

amiodarona em cada uma das solucdes no ensaio de solubilidade.

Figura 2: Curva analitica da amiodarona solugéo tampéao cloridrico pH 1,2
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Figura 3: Curva analitica da amiodarona em solugédo tampao acetato pH 4,5
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Figura 4: Curva analitica da amiodarona em solugédo tampéao acetato pH 6,8
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As curvas analiticas obtidas (Figuras 2, 3 e 4) apresentaram R? = 0,99,
seguindo Instrugcdo da Resolucdo da Diretoria Colegiada (RDC) n° 166/2017
(BRASIL, 2017), da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), que
preconiza que o coeficiente de correlagado deve estar acima de 0,990. Dessa
forma, as equacdes foram consideradas adequadas para serem utilizadas para
calcular as concentragdes do farmaco no ensaio de solubilidade, sendo as
equacgdes correspondentes: y = 38,66x — 0,05 (pH 1,2), y = 39,31x — 0,06 (pH
4,5)ey=38,43x — 0,05 (pH 6,8), onde y = absorbancia e x = concentracdo em
mg/mL.

Por meio da analise da estrutura quimica do farmaco pelo médulo ADMET
Predictor® do GastroPlus®, foi encontrado o valor de pKa = 8,96. Na literatura
sdo descritos os valores de pKa = 8,7 (CHATELAIN et al.,, 1986; KODAMA;
KAMIYA; TOYAMA, 1997; BAKAIN et al., 2011; BOURY et al., 2001; WORTH et
al., 2017; WANG; XU; MA, 2017), pKa = 7,95 (BENEDINI et al., 2010), pKa =
6,56 (RUBIM et al., 2015; WORTH et al., 2017) e pKa = 6,95 (WANG; XU; MA,
2017). Boury et al (2001) relata que é descrito na literatura que o pKa da
amiodarona varia entre 5,6 e 8,7 e que essa variacdo pode ser um indicativo da
dificuldade em se medir essa constante devido a baixa solubilidade do farmaco.

De forma a obter um valor de pKa compativel com os dados de solubilidade
experimental, o valor de pKa 8,96, estimado pelo programa, foi ajustado em
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relacdo aos resultados de solubilidade, tendo sido encontrado o valor 7,15, o
qual foi utilizado nas simulagées realizadas no GastroPlus®.

Na Figura 5 é apresentada a estrutura quimica do cloridrato de amiodarona.

Figura 5: Estrutura quimica do cloridrato de amiodarona (CHEMSPIDER, 2020).

HiE]

Os valores de solubilidade do cloridrato de amiodarona obtidos a partir dos
calculos utilizando as equagdes das curvas analiticas foram 0,053 mg/mL; 8,117
mg/mL e 0,004 mg/mL em pH 1,2, pH 4,5 e pH 6,8, respectivamente. A estrutura
quimica da amiodarona (Figura 5), bem como seu pKa, demonstram que o
farmaco possui caracteristicas basicas, além de ser lipofilico. Isso explica o fato

de estar na forma ionizada em pH acido e, portanto, mais soluvel.

A maior solubilidade foi encontrada em pH 4,5. A menor solubilidade
encontrada em pH 1,2 pode ser atribuida ao efeito do ion comum, resultante da
presenca do ion cloreto. O baixo valor de solubilidade em pH 6,8 se deve ao fato
de o farmaco estar na forma nao ionizada em funcao do seu pKa. Valores baixos
de solubilidade em pH 1,2 (0,0034 mg/mL), em pH 6,8 (0,00102 mg/mL) e alto
(= 5,0 mg/mL) em pH 4,5 foram também encontrados por Ploger, Hofsass e
Dressman (2018).

Na Tabela 5 sdo apresentados os resultados de solubilidade obtidos e o

calculo da razao dose/solubilidade, considerando a dose de 200 mg, que € a

maior dose disponivel no Brasil.
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Tabela 5: Solubilidade do cloridrato de amiodarona e razio dose/solubilidade

Solubilidade (mg/mL) *Razao dose/solubilidade (mL)
1,2 0,053 3773,58
45 8,117 24,64
6.8 0,004 50000

*Dose = 200 mg

A razao dose/solubilidade € o volume necessario para dissolver a dose
considerada, no caso 200 mg. Os valores calculados para o pH 1,2 e pH 6,8
foram maiores que 250 mL e o valor em pH 4,5 foi menor que 250 mL (tabela 5).
Para que um farmaco seja considerado de alta solubilidade de acordo com o
Sistema de Classificagdo Biofarmacéutica (SCB), é necessario que seja soluvel
em 250 mL de solu¢des aquosas em toda a faixa de pH fisiolégico. Considerando
os calculos apresentados na Tabela 5, a amiodarona seria classificada como um
farmaco de baixa solubilidade de acordo com o SCB. Ploger, Hofsass e
Dressman (2018) também consideraram a amiodarona como um farmaco de

baixa solubilidade apds analise de dados experimentais de solubilidade.

Pléger, Hofsass e Dressman (2018) obtiveram dados de permeabilidade da
literatura e, considerando esses dados juntamente com a baixa solubilidade da
amiodarona, eles relatam que se trata de um farmaco pertencente a classe IV do
SCB, ou seja, baixa solubilidade e baixa permeabilidade e nao a classe Il (baixa
solubilidade e alta permeabilidade). Os autores comentam ainda que a

amiodarona possui absorcéo incompleta, em torno de 20 — 50%.

O valor de permeabilidade aparente obtido da literatura (Elgart et al. 2013)
foi convertido no GastroPlus® para permeabilidade efetiva em humanos, tendo
sido obtido o valor 2,1775 x 10“ cm/s (Tabela 2), o que parece ser mais
condizente com um farmaco de alta permeabilidade e, portanto, pertencente a
classe Il do SCB.
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O modelo PBPK construido considerando a mesma fisiologia descrita por
Holt et al. (1983), apresentou os seguintes dados farmacocinéticos: clearance
sistémico (CL) de 7,338 L/h, volume de distribuicdo (Vd) de 5982,11 L e meia-
vida (T12) de 567,98 h, que corresponde a 23,66 dias. Os valores obtidos estao
em conformidade com os dados reportados pelos autores (Holt et al., 1983): CL
=8,6+19L/h,Vd=4936 +3290 L e T12 =24,8 + 11,7 dias.

Na Figura 6 é apresentada a curva plasmatica simulada utilizando o modelo
PBPK desenvolvido e considerando a administragao de infusdo intravenosa (V)
de 400 mg de amiodarona por 0,16 h, além da curva plasmatica observada (Holt
et al.,, 1983). Os dados farmacocinéticos comparativos sao apresentados na
Tabela 6.

Figura 6: Dados farmacocinéticos e valores de erro preditivo (%ED) calculados a partir

da curva plasmatica simulada (linha) e observada (quadrados) da administragao 1V de
400 mg de amiodarona (Holt et al., 1983)
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Tabela 6: Dados farmacocinéticos e valores de erro preditivo calculados a partir da
curva plasmatica preditiva de administragao IV 400 mg de amiodarona com tempo de

infusdo de 0,16 h e a partir da curva plasmatica observada (Holt el al. 1983)

Parametro Observado? Preditivo %EP
Crnax(g/mL) 15,52 14,73 - 5,09
Tmax(h) 0,16 0,16 0
ASCo-inf(Mg.h/mL) 128,1 53,75 - 58,04
ASCo.(pg.h/mL) 124,58 42,86 - 65,59

aHolt et al. (1983)

Os valores de erro preditivo (%EP) calculados (Tabela 6) para as areas sob
a curva foram altos, maiores que 15%, o que denota a variabilidade que esse
farmaco pode apresentar em seu volume de distribuicdo. Por outro lado, os
valores de %EP para Cmax € Tmax foram adequados, assim como o coeficiente de
determinagao entre as curvas (R? = 0,997), indicando grande proximidade entre

as mesmas.

Para avaliar a viabilidade do uso do modelo farmacocinético, o mesmo foi
verificado em comparagao com os dados de administracao IV descritos Pourbaix
et al. (1985). A curva plasmatica simulada, os dados farmacocinéticos, e os
valores de erro preditivo (%EP), obtidos sao apresentados na Figura 7 e Tabela
7, respectivamente.

Figura 7: Curva plasmatica simulada (linha) e observada (quadrados) da administracdo IV
de 400 mg de amiodarona (Pourbaix et al., 1985)
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Tabela 7: Dados farmacocinéticos calculados a partir da curva plasmatica preditiva de

administracao IV 400 mg de amiodarona com tempo de infusdo de 0,33 h e a partir da

curva plasmatica observada (Pourbaix el al., 1985)

Parametro Observado® Preditivo
Crmax(Mg/mL) 8,98 8,86 -1,33
Tmax(h) 0,32 0,33 3,13
ASCo.in(ug.h/mL) 18,47 34,28 85,59
17,48 14,77 - 15,50

ASCo.t(pg.h/mL)

®Pourbaix et al. (1985)

Na verificagdo do modelo (Tabela 7), os valores de %EP das areas sob a
curva se mantiveram altos e os de Cmax € Tmax baixos, 0 que corrobora com os
dados descritos anteriormente sobre a dificuldade de ajuste do volume de
distribuicdo, que apresenta grande variagao para esse farmaco. Mesmo assim,
o coeficiente de determinagdo, R? = 0,981, indicando uma boa similaridade entre

as curvas plasmaticas simulada e observada (Figura 7).

Os valores in vivo de Vmax € Km das enzimas CYP2D6 e CYP3A4 apods a

otimizagao sao apresentados na Tabela 8.

Tabela 8: Valores Vimax € Km das enzimas envolvidas no metabolismo da amiodarona

otimizados pelo GastroPlus® apds inserir dados in vitro de Elsherbiny et al. (2008)

Metabolismo Localizagao Vimax (Mg/s)

CYP2D6 PBPK (figado) 4,43 1,92
CYP2D6 Intestino 2,92 x 106 0,038
CYP3A4 PBPK (figado) 1,04 3,01
CYP3A4 Intestino 2,15x10-5 8,93 x 10-3
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Os dados obtidos mostram que a amiodarona sofre metabolismo pela
CYP2D6 e pela CYP3A4, o que corrobora com dados da literatura
(ELSHERBINY; EL-KADI; BROCKS, 2008; SWEETMAN, 2009). Seu principal
metabdlito é a desetilamiodarona (ELSHERBINY; EL-KADI; BROCKS, 2008).

A fisiologia humana no estado de jejum disponivel no programa GastroPlus

versao 9.8 faz parte do modelo avancado, conforme apresentado na Tabela 9.

Tabela 9: Fisiologia humana em estado de jejum utilizada, disponivel no programa

GastroPlus®

Compartimento pH Tempo de transito (h)

Estémago 1,30 0,25
Duodeno 6,00 0,26
Jejuno 1 6,20 0,95
Jejuno 2 6,40 0,76

ileo 1 6,60 0,59

ileo 2 6,90 0,43

fleo 3 7,40 0,31

Ceco 6,40 4,50
6,80 13,50

Coélon ascendente

Os dados apresentados na Tabela 9 ja se encontram no programa, fazendo
parte do modelo avancado compartimental de absorcdo e transito intestinal
(modelo ACAT®). No entanto, a passagem do farmaco em cada um desses
compartimentos depende do mesmo estar dissolvido. Como a amiodarona
apresenta maior solubilidade em pH 4,5 e menor nos valores extremos (pH 1,2
e 6,8), ela deve se solubilizar entre 0 estbmago e o duodeno para que seja
absorvida, podendo sofrer precipitacdo devido as diferencas de solubilidade do

farmaco em funcgao do pH.

Para aplicacdo do modelo farmacocinético desenvolvido, foram utilizadas
as curvas plasmaticas descritas em Emami (2010) e as formulagdes utilizadas

foram de uso oral para possibilitar a avaliagdo do modelo completo.
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Sequencialmente apresentam-se as curvas plasmaticas simuladas e
observadas das formulagées R1, R2, R3, T1, T2 e T3 (Figuras 8 a 13) e os
parametros farmacocinéticos preditivos de cada curva em comparagdo com 0s

dados in vivo (Tabela 10) reportados por Emami (2010).

Figura 8: Curva plasmatica simulada (linha) e observada (quadrados) da

formulacdo R1 (Emami, 2010)
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Figura 9: Curva plasmatica simulada (linha) e observada (quadrados) da formulagao
R2 (Emami, 2010)
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Figura 10: Curva plasmatica simulada (linha) e observada (quadrados) da formulagao
R3 (Emami, 2010)
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Figura 11: Curva plasmatica simulada (linha) e observada (quadrados) da formulagéo
T1 (Emami, 2010)
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Figura 12: Curva plasmatica simulada (linha) e observada (quadrados) da formulagéo
T2 (Emami, 2010)
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Figura 13: Curva plasmatica simulada (linha) e observada (quadrados) da formulacao
T3 (Emami, 2010)
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Tabela 10: Parametros farmacocinéticos calculados a partir das curvas plasmaticas
preditivas de administracdo oral de 400 mg de amiodarona correspondendo as

formulagdes R1, R2, R3, T1, T2 e T3 comparadas com as variacbes nos dados

observados reportados por Emami (2010).

Parametro R2 ¥
Pred Obs
350 309,33 354 321,9 342 315,18
Crmax (238 — 462) (269 — 439) (224 — 460)
(ng/mL)
5,17 6,2 6,08 6,48 6,67 6,48
Tmax () (3,53 — 6,81) (5,32 -6,84) (5,78 — 7,56)
5833 4876,3 5100 4881,0 4865 4871,1
AS Co-inf (3755 - 7911) (3804 — 6396) (3018 — 6712)
(ng.h/mL)
5625 4185,8 4807 4162,5 4645 4163,5
(3652 — 7598) (3562 — 6052) (2809 — 6481)

" T1 T1 T2 T2 T3 T3
Parametro s Pred  Obs  Pred  Obs Pred
329 291,34 342 304,3 311 294,41
Crax (201 — 457) (250 — 434) (218 — 404)
(ng/mL)
5,42 5,62 6,15 6,1 7,00 5,96
Tmax (h) (395 6,89) (5,60 — 6,70) (6,26 — 7,74)
5811 48745 5291 48724 5043 48453
ASCo-inf (3894 — 7728) (3805 — 6777) (3412 — 6674)
(ng.h/mL)
5588 42151 4934 4191,2 4876 4180,8
ASCo- (3734 — 7442) (3501 — 6367) (3273 — 6479)
(ng.h/mL)

Obs = dados observados e Pred = dados preditivos

Na aplicagdo do modelo para a administracdo via oral, onde foram
utilizados os valores otimizados das enzimas, descritos na Tabela 8, as
simulagdes para as formulagbes R1, R2, R3, T1, T2 e T3 (Figuras 8 a 13 e Tabela
10) apresentaram valores adequados de coeficiente de determinagdo (R?). Para
as curvas simuladas das formulagdes R1, R2 e R3 os valores foram 0,829; 0,935
e 0,919, respectivamente, e para T1, T2 e T3, os valores foram 0,883; 0,946 e
0,949, respectivamente, indicando uma boa correlagdo entre as curvas

plasmaticas simuladas e observadas (Figuras 8 a 13).

Os parametros farmacocinéticos obtidos por meio das simulagbes (Tabela

10) se encontram dentro das variagdes descritas nos estudos in vivo reportados
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por Emami (2010). Somente o valor de Tmax da curva simulada para a formulagao
T3 ficou fora da faixa reportada. Considerando que o valor de Tmax ndo é
considerado em termos comparativos num estudo de bioequivaléncia e que, os
outros parametros farmacocinéticos se encontram de acordo com o reportado
(Tabela 10), o modelo PBPK desenvolvido pode ser considerado apropriado para

aplicagdo em dados de administracéo por via oral de amiodarona.

O conceito de correlagdo in vitro-in vivo (IVIVC) é definido como um
modelo matematico preditivo descrevendo a relagdo entre uma propriedade in

vitro, como a dissolugcdo de um medicamento.

A formacéao do racional de IVIVC, principalmente para formas sdlidas de
liberacdo imediata, foi amplamente discutida pelos profissionais da industria
farmacéutica e académicos relacionados. A necessidade de prever a
biodisponibilidade de um produto sdlido a partir das caracteristicas do perfil de

dissolucao é muito procurada (FDA,1997).

O Capitulo 1088 da Farmacopeia Americana - USP, descreve a forma
apropriada de gerar correlagdes para métodos de dissolugdo e avaliagdo dos

niveis A, B e C.

O nivel A é a avaliagao da quantidade de farmaco absorvido in vivo obtida
matematicamente por um método de deconvolucéo e liberagao in vitro durante o
teste de dissolugdo como uma comparacao ponto a ponto. A correlagao de nivel
B envolve a avaliagao entre o tempo médio de dissolugao in vitro e in vivo, tempo
de residéncia média in vivo ou constante de velocidade de dissolugéo in vitro
versus constante de absorgao. Nivel C € um modelo matematico envolvendo a
relacdo entre a dissolucdo do farmaco in vitro em um tempo particular e o

parametro in vivo correspondente (FDA, 1997).

O ensaio de dissolugdo para formas farmacéuticas soélidas pode ser
utilizado como modelo preditivo para estimar a concentracdo plasmatica do
farmaco pelo método de convolugao, evitando estudos de bioequivaléncia in vivo
em humanos (EMAMI, 2006). Considerando os farmacos com baixa solubilidade
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e alta permeabilidade (classe Il) de acordo com o SCB, a dissolugéo ¢ a etapa
limitante para absorgcédo e CIVIV é esperada, logo € possivel estabelecer uma

correlacao in vitro-in vivo (AMIDON et al., 1995).

Nesse sentido, foi obtida uma equagdo matematica (y = 0,989x0%539),
relacionando a fragédo dissolvida in vivo (y) referente as curvas plasmaticas
estudadas anteriormente das formulagdes R1, R2, R3, T1, T2 e T3 descritas por
Emami (2010) e a fragdo dissolvida in vitro (x) correspondente aos perfis de
dissolugdo das mesmas formulagdes. Esta informacdo ajuda a observar a
diferenga entre as formulagdes quando se trata de biodisponibilidade da

amiodarona no plasma.

Tal modelo matematico foi chamado de relagao in vitro-in vivo (RIVIV) e
nao de correlagao in vitro-in vivo (CIVIV), uma vez que neste ultimo caso é
necessaria uma validagdo interna e externa, conforme descrito no guia do FDA
(FDA, 1997).

O modelo matematico obtido conseguiu demonstrar a relagao entre in
vitro e in vivo para essas formulacdes de amiodarona, conforme apresentado na
Figura 14 e Tabela 11 abaixo.

Figura 14: Relagao fragao in vitro versus fragéo in vivo das formulagdes estudadas; *
R1; “ R2; = R3; = T1; = T2, T3;

Correlagao média de todas as RIVIV.

1:2-

1 - R
08 4
BB
0,4 -
02 -

Fracao in vitro

0 0z 04 06 08 1 12
Fracdo in vivo

52



Tabela 11: Valores observados de Cnax € ASCo.t das formulagées R1, R2, R3, T1, T2 e

T3 e os respectivos valores preditivos obtidos por meio de convolugao.

Cmax (ng/mL) ASCo-t (ng/mL*h)
Formulagao Obs Pred Obs Pred % EP
R1 296,3 297,3 -0,346 55447 4198,8 24,27
R 310,2 304.,4 1,857 4963,9 4180,6 15,78
R3 294,9 299,1 -1,407 4511,1 4182,3 7,290
T4 305,5 290,4 4,943 5564,0 42220 2412
T 284.8 295,1 -3,622 5147,2 4203,5 18,33
T 292,6 288,6 1,366 4829,5 4153,7 13,99

Obs = valor observado; Pred = valor preditivo; % EP = erro preditivo em

porcentagem

Muitos valores de %EP para a area sob a curva foram maiores que 15%,
demonstrando ser dificil estabelecer uma CIVIV para a amiodarona. Emami
(2010) obteve uma CIVIV de nivel B, comparando o tempo médio de dissolugéo
dos produtos R1, R2, R3, T1, T2 e T3 com os respectivos tempos médios de
residéncia in vivo. Apesar da amiodarona pertencer a classe |l do SCB, onde é
esperada uma CIVIV, sua farmacocinética complexa com alto grau de variagao
na biodisponibilidade (20 — 80%) pode ser a principal razdo para falha em se
estabelecer uma CIVIV de nivel A. Recentemente, devido a essa dificuldade,
Shlenghm et al. (2021) reportaram um método alternativo para obter uma
correlagdo de nivel A para amiodarona, correlacionando a dissolugdo da

amiodarona com os dados in vivo do seu metabdlito.
Para a avaliagéo de adequabilidade do perfil de dissolugao da formulagéo

teste foi também necessario analisar a formulagdo do medicamento referéncia,

desta forma foi obtido o perfil de dissolugdo do Cordarone® (Figura 15).
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Figura 15: Perfil de dissolugdo experimental do medicamento referéncia Cordarone®
200 mg empregando aparato 2 a 100 rpm e 1000 mL de lauril sulfato de sddio a 1%
em agua a 37°C £ 0,5°C
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Apos a obtencdo deste perfil (Figura 15), o mesmo teve seus dados
inseridos no software e aplicada a fungcdo de Weibull para assim realizar a
convolugao e se obter a curva plasmatica correspondente a esta dissolugao in
vitro, sendo possivel estimar a dissolucéo in vivo da mesma (Figura 16). Esta
etapa € importante para verificar o ajuste matematico do modelo e avaliar a

efetividade do mesmo.
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Figura 16: Curva plasmatica simulada (linha azul escura) e observada (quadrados
azuis escuros), quantidade dissolvida in vivo (linha vermelha), quantidade absorvida

nos enterdcitos (linha azul clara), quantidade que entrou na veia porta (linha lilas) e

quantidade na circulagao sistémica (linha verde).
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Os dados do perfil de dissolugao in vivo (linha vermelha da Figura 16)
foram inseridos na equacéao de RIVIV, de forma a obter o perfil de dissolugéo in
vitro alvo. Na Figura 17 abaixo s&o apresentados os perfis de dissolugao in vivo

e in vitro alvo.

Figura 17: Perfis de dissolug&o in vivo e in vitro alvo da amiodarona baseados na

equacao de RIVIV
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Dessa forma, a formulagao teste foi delineada para atingir a porcentagem
minima de 78% em 10 minutos, conforme mostrado na Figura 17. A Figura 18
traz os perfis de dissolucdo da formulacdo teste em comparagcdo com o

medicamento Cordarone®.

Figura 18: Perfil de dissolugdo da formulacao teste em comparagdo com o do
medicamento Cordarone® empregando aparato 2 a 100 rpm e 1000 mL de lauril

sulfato de sédio a 1% em agua a 37°C £ 0,5°C.
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Conforme é possivel verificar na Figura 18 a formulagcéo teste tem sua
liberacdo mais rapida que o medicamento referéncia. O desenvolvimento da
formulacgao teste foi racionalizado de forma a priorizar a liberacédo do ativo. Como
pode ser verificado pelas literaturas discutidas e teste de solubilidade realizado
anteriormente, a amiodarona € um farmaco de baixa solubilidade. Dessa forma,
no desenvolvimento da formulagao foi priorizada uma formulacédo que liberasse
o farmaco de forma mais rapida possivel. Sendo assim o diluente selecionado
foi um excipiente totalmente soluvel que possibilitasse a compressao, assim

garantindo que todo o IFA estivesse disponivel para solubilizar. O desintegrante
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e seu percentual utilizado, foi selecionado para otimizar a abertura do
comprimido.

Assim, verifica-se que os comprimidos do medicamento Cordarone®
apresentaram uma abertura e liberacdo da amiodarona contida nele de forma
mais lenta, o que provavelmente esta relacionado ao processo fabril. Por outro
lado, em um tempo de 60 minutos ambas as formulagdes atingiram o platé de

liberagdo completa.

O perfil de dissolugao in vitro da formulacéo teste apresentou 79,39% e
92,37% de farmaco dissolvido nos tempos de 5 e 10 minutos, respectivamente,
cumprindo com o percentual minimo estabelecido para o perfil in vitro alvo.
Dessa forma, o perfil de dissolucdo da formulacdo teste teve seus dados
inseridos no software GastroPlus® e foi simulada a curva plasmatica referente a
esta formulacéo, para verificar como seria o desempenho in vivo da mesma
(Figura 19 e Tabela 12).

Figura 19: Curvas plasmaticas preditiva da formulagao teste (linha) e observada -
Cordarone® (quadrados) da dose de 200 mg calculada baseada na dose de 400 mg de

Atasanova e Terziivanov (2001).
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Tabela 12: Dados farmacocinéticos calculados a partir da curva plasmatica preditiva da
formulacao teste de amiodarona e observada calculada para 200 mg baseada na dose

de 400 mg de Atasanova e Terziivanov (2001)

Parametro Observado® Preditivo %EP
Cmax(Hg/mL) 0,1179 0,1255 6.45
Trmax(h) 3,50 5,28 50,47
ASCo.in(Hg.-h/mL) 2,6588 2,2181 16,58

2,3120 1,9350 16,30

ASCo.(ug.h/mL)

A curva plasmatica preditiva da formulagao teste (Figura 19) apresentou
R?=0,714 em relagdo a curva observada e valores de %EP altos (> 15%), exceto
para Cmax. Mesmo apresentando esses valores, considerando a alta variabilidade
na absorcdo da amiodarona, a formulagdo teste foi submetida ao estudo de
bioequivaléncia simulado em comparagido com o medicamento Cordarone® 200
mg (Figura 20 e Tabelas 13 e 14).

Figura 20: Curva plasmatica simulada do medicamento Cordarone® (linha rosa e area
hachurada rosa com varia¢des aceitaveis — IC90%) versus curva plasmatica simulada
da formulagao teste (linha verde e area hachurada verde com variagdes aceitaveis —
IC90%).
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Tabela 13: Dados de biodisponibilidade da curva plasmatica simulada da formulagao

teste versus a do medicamento Cordarone®

Cmax ASCo.inf ASCo.t

Resultados
(Mg/mL) (Mg.h/mL) (Mg.h/mL)

Média Teste 0,130 2,033 1,645
Média Referéncia 0,131 2,060 1,669
Geom.Média Teste 0,114 1,770 1,460
Geom.Média Referéncia 0,109 1,691 1,394
90% IC (Média Teste -

Média Referéncia)

(Geom.Média Teste/

Geom.Média Referéncia) 104,9 104,6 104,7
*100

90% IC (Geom.Média Teste/

Geom.Média Referéncia)

83,956 — 114,91 81,805-115,59 82,612-114,5

89,193 - 123,31 88,86 —-123,21 89,727 - 122,12

Tabela 14: Parametros farmacocinéticos médios e variagdes, provenientes do estudo

de bioequivaléncia virtual

Parametro

Fa (%): 90,187 67,382 75,219 99,511

FDp (%): 85,667 79,478 69,528 98,662
F (%): 42,576 34,073 13,262 82,75
(e 0,13055 61,514 0,03046 0,40819
Vi 4,0688 20,569 2,7 5,86
ASCoinf: 20,596 67,316 0,56947 61,318

ASCo-t: 16,688 64,07 0,50839 48,652

Fa(%): fracdo absorvida no intestino; FDp (%): fracdo que entrou na veia porta; F(%):

biodisponibilidade.
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Na Figura 20 e Tabela 13 pode ser observado que as formulagdes
demonstraram bioequivaléncia onde o intervalo para aceitagéo dos dados € de
80 - 125% conforme preconizado pela ANVISA por meio da Resolu¢do RDC n°
896 de 29/05/2003.

A Tabela 14 mostra a variabilidade dos resultados do estudo de
bioequivaléncia na populagao simulada, que corrobora com todos os dados ja
discutidos nesse trabalho, como a grande variagdo na biodisponibilidade e na

area sob a curva da amiodarona.

Este trabalho possibilitou observar que a Amiodarona € um farmaco de
alta variabilidade em sua biodisponibilidade, apresenta grande influéncia de
retencao lipossomal e que por esse motivo a escolha do voluntario para o estudo
apresenta grande importancia para a obtengéo de uma Bioequivaléncia positiva.
Observamos que formulagdes que apresentam liberagcao total do farmaco antes
de 60 minutos demonstram boas caracteristicas para uma bioequivaléncia

positiva.

Foi possivel observar também que farmacos onde se tem dificuldade de
obtencdo de estudos bioequivaléncia positivas e aparentemente perfis de
dissolucdo que nao reproduzem corretamente a correlagio com a
biodisponibilidade. Possivelmente deve ter um estudo farmacocinético mais
aprofundado para avaliacdo do impacto da escolha dos pacientes e
caracteristicas  genéticalfisiolégicas para melhor entendimento da
biodisponibilidade do farmaco e assim possibilidade de uma bioequivaléncia

positiva

Com esta tese foi possivel demonstrar que ¢é viavel e possivelmente mais
rapido se desenvolver uma formulagao farmacéutica que apresenta uma
bioequivaléncia mais assertiva do que apenas pelo método tradicional de

desenvolvimento de formulacao “tentativa e erro”.
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7. CONCLUSAO

Foi possivel desenvolver uma formulagdo de comprimidos de liberagcéo
imediata contendo 200 mg de amiodarona bioequivalente ao medicamento
Cordarone® 200 mg, empregando simulagées em computador. E uma forma de
desenvolvimento farmacotécnico mais assertivo do que os métodos
tradicionalmente  empregados na industria  farmacéutica  nacional.
Particularmente, no caso da amiodarona, que € um farmaco que apresenta alta
variabilidade em sua biodisponibilidade, as simulagbes obtidas permitiram
melhor compreensao da sua absor¢cédo e do desempenho de formulagdes com

perfis de dissolucao diferentes.
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