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RESUMO

Comparando-se o nimero de registros concedidos para produtos topicos pelo Food and
Drug Administration (FDA) e pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (Anvisa) com
o nimero de testes exigidos por essas e outras agéncias internacionais no momento do
registro desses medicamentos, fica claro que a flexibilizacdo das exigéncias regulatorias
brasileiras vem proporcionando um maior niUmero de medicamentos topicos no mercado,
sem que haja garantia da bioequivaléncia entre as diferentes formulacdes consideradas
produtos genéricos. Diante disto, o objetivo deste trabalho é discutir, sob o ponto de vista
do pesquisador brasileiro, as metodologias possiveis de serem utilizadas no Brasil para
esta finalidade, considerando ser premente uma rediscussao da legislacao brasileira no
que concerne a bioequivaléncia destes produtos. Dentre as metodologias abordadas estao
estudos de liberacdo e permeacdo in vitro, ensaio farmacodinamico de branqueamento
(exclusivo para os corticoides), dermatofarmacocinética e microdialise dérmica. Concluimos
que, inicialmente, baseados na simplicidade dos métodos, bem como na facilidade de
implementacao, parametros para a abordagem in vitro devem ser definidos. Posteriormente,
uma discussdao ampla envolvendo Anvisa, comunidade cientifica e segmento industrial
deveria ser buscada, visando avaliar a viabilidade técnica e econdmica de adequacdo a
realidade brasileira, no emprego dos métodos in vivo, aqui discutidos.

PALAVRAS-CHAVE: Medicamento Topico; Bioequivaléncia; Registro de Medicamento;
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria; Vigilancia Sanitaria

ABSTRACT

Comparing the number of approvals granted for topical drug products by the FDA and
by Anvisa, as well as the number of tests required by these and other international
agencies at the time of registration, it becomes clear that the increased flexibility of the
Brazilian regulatory requirements has resulted in a larger number of topical medicines on
the market, without a guarantee of bioequivalence between the different formulations
considered generic. For this reason, the aim of this study is to discuss, from the point of
view of Brazilian researchers, the methodologies that could possibly be used in Brazil for
the reasons mentioned above, the most urgent being a revaluation of Brazilian legislation
concerning bioequivalence of these products. Among the approaches considered are:
in vitro release test, in vitro permeation, pharmacodynamic test (only for corticoids),
and dermatopharcokinetic and dermal microdialysis. We conclude that, firstly, based on
the simplicity of the methods, as well as the ease for their implementation, parameters
for the in vitro approach must be defined. Later, a wider discussion involving Anvisa, the
scientific community and the industrial sector should be sought, aiming to assess the
technical and economic viability of the adaptation to the Brazilian scenario in relation to
the use of the in vivo methods discussed here.

KEYWORDS: Medicine Topical; Bioequivalence; Registration of Medicines; Agéncia Nacional
de Vigilancia Sanitaria; Sanitary Surveillance
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INTRODUCAO

A avaliacdo da Bioequivaléncia (BE) de produtos tdpicos tem
sido bastante debatida, principalmente pelo Food and Drug
Administration (FDA), desde a publicacao, em 1998, do esboco
de um guia para estudos de BE de produtos topicos utilizando
a metodologia da dermatofarmacocinética (DPK)'. Este guia
deixou de ser recomendado em 2002 em virtude, principal-
mente, de dlvidas sobre a adequacado e a reprodutibilidade do
método em relacdo a analise de preparacdes topicas a base de
tretinoina?*4°, Desde entdo, varios workshops internacionais
tém sido realizados para discutir este procedimento. Dentre os
desafios propostos, podemos citar a avaliacao da concentracao
do farmaco no tecido morto; a compreensao da relacdo entre
a concentracdo do farmaco no estrato corneo (EC) e a efica-
cia topica; a reprodutibilidade do método de DPK e a capaci-
dade do mesmo em diferenciar, de forma confiavel, diferentes
formulagdes®. Exceto quando se trata de produtos topicos con-
tendo corticosteroides, para os quais o uso da abordagem farma-
codinamica é aceita pelo FDA, a utilizacdo dos estudos clinicos é
o Unico caminho para a aprovacao de um medicamento genérico
de uso topico. Desta forma, as técnicas de DPK e da microdialise
cutanea in vivo estdo em foco e direcionam diferentes aborda-
gens, considerando a avaliacao do ativo nas diferentes cama-
das da pele. Dentre estas, apenas o DPK é aceito para avaliacao
de produtos de uso topico em paises como a Africa do Sul e o
Japao. Neste mesmo contexto, vale salientar a importancia dos
estudos de liberacdo e permeacao in vitro como tentativa de
avaliar modificagbes sucintas nas formulagdes, e/ou vislumbrar
uma possivel correlacdo entre procedimentos in vitro e in vivo.
No Brasil, comparando-se o nimero de registros concedidos pelo
FDA e pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (Anvisa),
no que diz respeito a formulacées topicas dermatoldgicas, com o
numero de testes exigidos por essas e outras agéncias internacio-
nais no momento do registro do medicamento, pode-se concluir
que a flexibilizacao das exigéncias regulatorias no ambito nacio-
nal vem proporcionando um maior nimero de medicamentos
topicos dermatoldgicos genéricos e similares intercambiaveis no
mercado brasileiro, sem que haja efetiva garantia em termos de
BE entre suas diferentes formulagoes’. Na literatura internacio-
nal, esta bem estabelecido que, para produtos dermatologicos,
apos aplicacéo topica, a concentracao de farmaco encontrada no
fluido bioldgico pode néo estar relacionada a eficacia terapéu-
tica. Em virtude disso, a utilizacao de metodologias para avaliar
a BE destes produtos continua sendo um grande desafio®. Base-
ado no exposto, o objetivo deste trabalho é discutir as metodolo-
gias possiveis de serem utilizadas no Brasil, para esta finalidade,
considerando ser premente uma rediscussao da legislacao brasi-
leira no que concerne a BE de produtos topicos.

METODOS PARA AVALI{\CAO DA
BIODISPONIBILIDADE/BIOEQUIVALENCIA DE
PRODUTOS TOPICOS

Os principais métodos a serem considerados na determinacédo da

Biodisponibilidade/Bioequivaléncia (BD/BE) tdpica podem ser
divididos em duas abordagens: (1) in vitro, incluindo os ensaios
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de liberacdo e permeacdo cutanea, e (2) in vivo, englobando os
ensaios clinicos, os farmacodinamicos (por exemplo, vasocons-
tricdo), a DPK e a microdialise dérmica (MD), conforme mostrado
na Figura 1.

ESTUDO DE LIBERACAO E PERMEACAO IN VITRO

No que diz respeito as abordagens in vitro, geralmente elas
sdo realizadas através de células de difusdo de Franz (CDF)
(Figura 1), na qual se propde a utilizagdo do método para a
avaliacao da cinética de liberacdo do(s) componente(s) ativo(s)
a partir de cada formulacao aplicada. Desde a sua introducao,
as CDF sao utilizadas em diversos estudos, incluindo os de ava-
liacao da absorcao de formulacoes de acao local sistemas trans-
dérmicos, cosméticos, produtos de cuidados com pele e pestici-
das®. Basicamente, esses dispositivos sdao constituidos por dois
compartimentos, um doador e outro receptor, separados por
uma membrana (derivados de celulose, silicone, entre outras).
O compartimento receptor é preenchido com uma solugao que
favorece as condicdes sink, isto €, uma condicdo bastante afas-
tada do limite de saturacdo do sistema dinamico®, possibilitando
um fluxo continuo e unidirecional do farmaco. No diagrama
esquematico de uma CDF vertical, observa-se a presenca de uma
“jaqueta” através da qual a 4gua com temperatura controlada é
recirculada, com o objetivo de realizar os ensaios a temperatura
desejada. A passagem do ativo através da membrana é monito-
rada por amostragem periddica da solucao receptora a partir do
ducto coletor, e é posteriormente analisada por meio de técnicas
analiticas adequadas. A inabilidade do Estudo de Liberacao (EL)
em se correlacionar com os resultados in vivo deve-se, sobre-
tudo, a impossibilidade da obtencao de dados que representem
a interacao entre a formulacao (incluindo os excipientes) e a
pele, em particular, com o EC'. No entanto, embora por si s6 o
ensaio de liberacao in vitro nao seja um substituto para os testes
de BD/BE, o guia do FDA afirma que um fabricante pode fazer
pequenas alteracdes no seu produto, e utilizar o ensaio de libe-
racao in vitro para demonstrar a “semelhanca” entre eles. Desta
forma, em se tratando de legislacao brasileira, pode-se prever a
possibilidade de uma maior utilizacao dos ensaios de liberacao
in vitro (de forma analoga ao perfil de dissolucdo para formas
solidas de uso oral), como parte de uma série de testes que pos-
sam ser utilizados para estabelecer a equivaléncia terapéutica
de medicamentos de aplicagao topica.

Na avaliacdo da permeacéo in vitro, o procedimento é seme-
lhante ao EL, com modificacdo da membrana a ser utilizada, bem
como do tempo de duracao do referido estudo. O ideal seria o
uso de pele humana para avaliar as propriedades de permeacao
de um farmaco. No entanto, amostras de tamanho e qualidade
adequadas para a realizacao dos experimentos nao sao suficien-
tes, sendo de dificil acesso para a maioria dos pesquisadores™.
Uma ampla variedade de modelos de pele animal sao sugeridas
como substitutos a pele humana, e estes tém sido utilizados para
avaliar a permeacéao de diferentes farmacos'"%'3'4, Tais modelos
incluem roedores, primatas e suinos. Com relagéo a pele suina,
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alguns estudos in vitro tém relatado que a espessura do EC e
os parametros biofisicos (difusividade e coeficiente de perme-
abilidade da agua) sdo correlacionaveis com aqueles da pele
humana in vivo (Tabela)'. Diante disto, a utilizacdo da pele de
porco, principalmente da orelha, vem sendo bastante aplicada.
Vale salientar que a pele proveniente da parte dorsal e ventral
do corpo deste animal também tem sido utilizada, tornando os
procedimentos de coleta e tratamento (incluindo a dermatomi-
zacao) mais rapidos, e levando a uma menor variabilidade dos
dados experimentais. Estes diferentes substratos cutaneos devem
ser armazenados a temperatura de -20°C e, portanto, antes da
sua utilizacdo, € necessaria a avaliacdo da integridade desses
substratos’.

TESTES CLINICOS COMPARATIVOS

Os testes clinicos comparativos sdo considerados padrao ouro
para a avaliacao da BE de qualquer medicamento. No entanto,
para medicamentos aplicados topicamente, estes testes, em
geral, sao pouco sensiveis devido a alta variabilidade interindivi-
dual, sdo demorados, caros e necessitam de um grande nimero
de participantes'®, impossibilitando, na maioria das vezes,
a sua realizacdo, principalmente em paises em desenvolvimento
como € o caso do Brasil. Desta forma, a necessidade de testes
que possam substitui-lo de forma segura deve ser considerada.
Do ponto vista bioético, a diminuicdo do uso de seres humanos
em estudos clinicos é um objetivo que mobiliza pesquisadores
em todo o mundo. A substituicdo de um método in vivo por um
método alternativo in vitro ou a utilizacao de outros métodos in
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vivo utilizando um menor nimero de voluntarios tem uma grande
relevancia cientifica e social.

TESTE FARMACODINAMICO

Até o momento, como ja mencionado, os Unicos métodos aceitos
pelo FDA para avaliar a BE de produtos topicos restringem-se aos
ensaios clinicos e farmacodinamicos. O teste farmacodindmico
(ensaio de branqueamento) é de facil execucao. Os participantes
da pesquisa sdo expostos a pequenas quantidades de formulacao
por curto periodo de tempo, o método é relativamente repro-
dutivel e requer uma pequena amostra, quando comparado aos
estudos clinicos comparativos (12 participantes da pesquisa para
o0 estudo piloto e 40-60 para o estudo principal). Entretanto, esses
estudos sdo aplicaveis apenas para farmacos corticosteroides'.
A resposta farmacodinamica dos glicocorticoides esta associada
com sua habilidade em produzir vasoconstriccao na microvascu-
latura da pele, levando ao branqueamento no local da aplica-
cao (Figura 1C). Desta forma, a intensidade do branqueamento
pode ser correlacionada com a poténcia, bem como com o grau
de liberacdo do farmaco no EC. Diversos estudos tém mostrado a
correlacdo entre estes resultados e aqueles de eficacia clinica,
em pacientes'®"®. Ao mesmo tempo, alguns autores também tém
demonstrado que se trata de um teste passivel de saturacéo, ou
seja, a partir de certo nivel de produto aplicado, o teste néo
conseguiria detectar diferencas de pouca intensidade entre as
formulacdes. Apesar desta limitacdo, este método é aceito pelo
FDA para a avaliacdo de medicamentos genéricos de uso topico.
Segundo o Guia do FDA Topical Dermatologic Corticosteroids:

A B Métodos para BD/BE de c
produtos de uso topico
| In vitro | | In vivo |
I
Compartimento—| Estudo de
doador liberagao
T Testes Estudos Estrato corneo
Estudo de clinicos farmacodinamicos
ermeacao
B Compart1‘mento—|_> P ki |
arra o .
magnética receptor Tape stripping Epiderme
e hélice |
Microdialise Derme

FDA: Food and Drug Administration; BD/BE: Biodisponibilidade/Bioequivaléncia

Fonte: Adaptado de Hanson Research®?(A), Wiedersberg et al., 2006* (B) e Adaptado de Au et al.*'(C).

Figura 1. (A) Modelo esquematico da célula de Franz; (B) Principais métodos para a determinacéo da BE de produtos uso topicos (os métodos em italico
ainda estao sob avaliacao do FDA; (C) Figuras representativas do ensaio de branqueamento, DPK e MD.

Tabela. Comparacao dos parametros biofisicos das peles suina e humana in vivo.

Pele H' (um) D? (cm2x s™) K.* (cmx h')
Orelha de Porco (in vitro) 11,8 £ 4,0 3,2+1,5 5,8 +1,1
Humana (in vivo) 10,9 + 3,5 3,0£1,5 6,1+1,4

Fonte: Sekkat et al. (2002) (apud Tabosa®).

H': Espessura do EC; D% Difusividade da agua através da pele; Kp3: Coeficiente de permeabilidade da agua através da pele
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In vivo Bioequivalence?, é imperativa a realizacdo de dois
ensaios, sendo um piloto (preliminar), que tem por objetivo esta-
belecer a relacdo entre duracdo de dose e resposta farmacologica
do produto referéncia (Figura 1C), e outro ensaio principal e mais
extenso, no qual sdo comparadas as respostas in vivo do produto
teste e produto referéncia, empregando ferramentas estatisti-
cas apropriadas. Um fator critico a ser considerado neste expe-
rimento é o volume de preparacao aplicada, que se torna ainda
mais complexo, para preparacdes nas quais o farmaco é apresen-
tado em diferentes formas farmacéuticas (por exemplo, solugoes
e cremes). Considerando a legislacao brasileira, isto nao seria,
portanto um fator de relevancia, ja que os medicamentos, para
serem considerados genéricos, necessitam obrigatoriamente ter a
mesma forma farmacéutica. Para realizacdo do referido estudo,
o cromometro € o equipamento aceito pelo FDA para esta finali-
dade, independentemente de todos os pontos assinalados?'.

AVALIACAO DERMATOFARMACOCINETICA

A DPK é uma metodologia na qual a quantidade de farmaco
presente no EC é quantificada em funcdo da pods-aplicacao e
pos-remocdo do produto testado, utilizando a metodologia
de tape-stripping??. Através da avaliacdo da perda de agua
transepidermal (TEWL) e da pesagem das fitas antes e apods
o procedimento de tape-stripping, é possivel avaliar o perfil
de permeacao do farmaco no EC versus profundidade relativa
(Figura 1C)22425, O principal pressuposto desta técnica é que a
quantidade de farmaco recuperado do EC, principal barreira da
absorcdo percutanea, esteja diretamente relacionada a quan-
tidade de ativo que alcanca as células-alvo. Assim, esta meto-
dologia podera ser utilizada em substituicdo aos testes clinicos
em estudos de BE para produtos topicos, ou mais especifica-
mente para produtos com agao no EC. De acordo com o proto-
colo original publicado pelo FDA, a abordagem da DPK pode ser
feita por meio da analise do farmaco em pelo menos oito locais:
quatro diferentes locais expostos ao produto sao coletados em
intervalos sucessivos de tempo, correspondendo a cinética de
absorcao, enquanto outros quatro (ou mais) sao coletados em
diferentes locais, também expostos ao farmaco como os ante-
riores (porém com periodo de exposicao igual ao ultimo ponto
da fase de absorcao e tempos de coletas mais longos), e repre-
sentam a cinética de eliminacado’. Em seguida, é construido um
grafico (quantidade na pele x tempo) e avaliados os parametros:
tempo maximo de absorcéo (T, _ ), concentracdo maxima (C__),
area sob a curva do tempo total do estudo (ASC,,), meia vida
(T,,,) e constante de eliminagdo (K,) do farmaco (FDA, 1998),
como pode ser verificado na Figura 2A.

Alguns anos mais tarde, as seguintes melhorias para este método
foram propostas: (1) melhor limpeza do excesso de formulacao
em cada local de aplicacdo no final do periodo de absorcao;
(2) inclusdo e determinacdo da concentracdo de farmaco nas
duas primeiras fitas; (3) aumento no nimero de fitas coleta-
das combinado a um método que garanta a remocao de quase
todo o EC; (4) melhor controle da area de amostragem com as
fitas, a qual deve ficar no interior de area de aplicacdo da droga
(para evitar efeitos de borda); e (5) procedimento de analise
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que possibilite a determinacdo do farmaco em todas as fitas,
sozinhas ou associadas em grupos?. Esta nova analise dos dados
somada a utilizacdo de um protocolo diferenciado, na qual a
absorcao e a eliminacao sao avaliadas em apenas dois diferen-
tes pontos, demonstraram que a comparacao da BE entre dife-
rentes formulacoes pode ser realizada mais facilmente, tendo a
chance de ser mais reprodutivel, visto que as analises sao feitas
em duplicata, conforme demonstrado na Figura 2B?. Visando
garantir que foi removido praticamente todo o EC, a avaliacao
da perda de agua transepidermal é parametro essencial. Assim,
preconiza-se que a Ultima coleta de EC deve ocorrer quando o
valor de TEWL alcanca ~120 g/m?h. Por meio da avaliacao de for-
mulacoes de metronidazol gel 0,75% seguindo os melhoramentos
na técnica de DPK supramencionados, nossa equipe foi capaz de
evidenciar diferencas entre as formulacoes testadas (com alta
reprodutibilidade e baixa variacdo nos dados) quando as analises
da concentragao do farmaco no EC foram feitas seja por area ou
volume, tanto para o tempo de absorcao como de eliminacao,
considerando ou nao a quantidade de EC coletada, corroborando
com os estudos realizados por N’stempfer???’, No entanto, novos
estudos utilizando farmacos com caracteristicas fisico-quimicas
diferentes devem ser realizados.

Na realidade, o procedimento de DPK repousa numa técnica
barata, relativamente rapida e que necessita de um pequeno
nimero de individuos. De acordo com estudos realizados com
formulacdes contendo o econazol® e corroborados por nosso
grupo de pesquisa’, na avaliacdo de formulagdes contendo
metronidazol, a utilizacdo de 14 voluntarios sadios foi suficiente
para demonstrar, com seguranca, a BE de produtos topicos.

A avaliagcdo de DPK também tem sido realizada in vitro, utili-
zando pele de porco. No entanto, considerando que os mecanis-
mos de eliminacado da pele, nesse estado, nao se encontram em
pleno funcionamento e isto, somado principalmente a natureza
lipofilica de alguns farmacos, como o econazol®, pode tornar
mais dificil a analise de DPK no tempo de eliminacdo usualmente
empregado in vivo. Vale salientar que os estudos de DPK in vitro,
em pele da regido dorsal do porco, tém demonstrado baixa varia-
bilidade dos dados experimentais (Figura 3)*’. Ao mesmo tempo,
alguns estudos de correlacao in vitro/in vivo utilizando estes
dados tém sido descritos na literatura®?2%:3,31,32,33,

MICRODIALISE DERMICA

Dentre as outras técnicas citadas, a MD traduz-se por uma meto-
dologia in vivo que visa a analise da concentracdo do farmaco
livre no fluido extracelular, nos tecidos ou 6rgaos**. Como nao
ha perdas de fluidos corporais, pode ser utilizada em animais de
pequeno porte e em humanos, mediante implantacao de dife-
rentes tipos de sondas em diferentes regides®-¢%. No caso da
MD, esta técnica permite quantificar o teor de farmaco no fluido
extracelular da derme/epiderme, e amostras podem ser conti-
nuamente coletadas durante um determinado periodo de tempo.
De fato, muitos pesquisadores tém relatado a avaliacao da pene-
tracao de farmacos a partir de formulacdes tdpicas, utilizando
estudos de MD em ratos, porco e no homem?®.
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Figura 2. (A) Perfil DPK em humanos, do metronidazol 0,75% (MTZ) no EC apds a aplicacdo topica de Rozex® segundo Guia do FDA (N = 8); (B) Avaliacao
da BE de géis de MTZ 0,75% (produtos testes A e produto teste C) em comparacao com o medicamento de referéncia (produto B) medido em duplicata,
em 14 voluntarios sadios assumindo um tempo de absorcao e um tempo de eliminacao.
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Figura 3. (A) Quantidades de farmaco por unidade de volume/area avaliado em pele da regiao dorsal do porco para trés produtos de econazol medidos
apos 6h de absorcao e 17h de eliminacao (n = 14) e (B) trés produtos de MTZ medidos apds 6h de absorcao (n = 14).
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Trata-se da utilizagdo de uma sonda, neste caso é preconizada a do
tipo linear, que deve ser introduzida entre a epiderme e a derme
(Figura 1C). A profundidade de insercao da sonda é uma etapa cri-
tica e que influenciara nos resultados obtidos, considerando que,
segundo a lei de Fick, a espessura do tecido a ser permeado é inver-
samente proporcional ao fluxo do farmaco. A sonda serve como um
vaso artificial, permitindo a troca de pequenas moléculas difusiveis
a partir do fluido extracelular para a sonda e vice-versa. Assim,
semelhante as experiéncias com absorcao oral, este método pode
proporcionar perfis de concentracao x tempo, permitindo medicoes
farmacocinéticas. Outro ponto, é que as formulacdes de teste e de
referéncia podem ser testadas simultaneamente em cada volun-
tario a partir de varios pontos de amostragem. O que é de funda-
mental importancia, uma vez que reduz a variabilidade inter-indi-
viduo, reduzindo assim o nimero total de voluntarios necessarios
para estabelecer a BE de medicamentos de aplicacao topica®. Um
ponto desfavoravel é que a microdialise pode nao ser adequada
para todos os tipos de analito, como moléculas grandes e moléculas
lipofilicas que podem ser amostras mais desafiadoras®.

A microdialise é um procedimento mais invasivo, quando com-
parado ao procedimento de DPK e mesmo havendo diferentes
tipos de sondas, ha uma dificuldade de implantacdo comum a
todas elas, bem como na capacidade de determinar a quantidade
de molécula a ser recuperada. Esta, por sua vez, ¢ influenciada
pelo fluxo, pela caracteristica do liquido de perfusao, pelo tipo
de molécula e area superficial da membrana. Vale salientar que,
para cada teste, a recuperacao in vivo da sonda deve ser ava-
liada para permitir a correcao das amostras analisadas*!*2.

DOSEAMENTO DAS AMOSTRAS BIOLOGICAS A PARTIR
DOS PROCEDIMENTOS DE DPK E MD

Existem varios relatos na literatura com relacdo a determina-
¢do da concentragdo de farmaco no EC por meio da andlise de
fitas. No entanto, a maior parte dos métodos usados ndo foi
descrita como validada de acordo com um guia oficial. Alguns
destes descrevem apenas ensaios de recuperacao, seletividade
e linearidade#445:46,47:48,49,50,51,52,53,54,55 A avaliacao da confiabi-
lidade dos dados gerados a partir da analise de farmacos em
matrizes complexas de origem bioldgica e que correspondem a
processos cinéticos, ou seja, variacdo da concentragao em fun-
cao do tempo (MD) ou da profundidade no EC (DPK), necessita de
uma avaliacdo do ponto de vista da bioanalise.

Na validacéo do método bioanalitico, a forma de avaliacdo de alguns
parametros deve ser procedida de forma diferente daqueles relati-
vos aos métodos analiticos. Em atualizacdo recente, a Anvisa des-
membrou o guia de validagdo de métodos bioanaliticos® que ante-
riormente estava associado ao de métodos analiticos”.

Dentre estes parametros, a avaliacao da linearidade é realizada
através do monitoramento da precisdo e exatiddo em todos os
niveis da curva de calibragdo pela concentracdo calculada por
meio da regressao utilizada e nao somente pela avaliacao do
coeficiente de determinacao (r?). Isso se torna importante con-
siderando principalmente que as quantidades de analito medido
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em cada fita, obtida a partir do processo de permeacéo do far-
maco no EC, alcancam concentracdes diferentes, como pode ser
observado no modelo esquematico (Figura 2A).

Neste mesmo sentido, é necessaria a avaliagdo da precisao e exa-
tidao do método com a realizacdo de amostras de controle de qua-
lidade em pelo menos quatro niveis diferentes: limite inferior de
quantificacdo (LIQ) e controles de qualidade baixo (CQB), médio
(CQM) e alto (CQA) em pelo menos trés sequéncias analiticas dife-
rentes, sendo pelo menos uma delas em dia diferente das demais.
Esse procedimento é essencial visto que os estudos de MD e DPK usu-
almente geram um grande nimero de amostras (high throughput),
implicando em varias sequéncias analiticas diferentes.

Ao mesmo tempo, os farmacos sao extraidos de uma matriz biolo-
gica (pele humana e/ou animal) com alta possibilidade de inter-
feréncia de compostos enddgenos, especialmente em cromato-
grafia liquida de alta eficiéncia com deteccéo por ultravioleta
(CLAE-UV). Por este ponto de vista, a avaliacdo da interferéncia
de componentes da pele de no minimo quatro diferentes parti-
cipantes da pesquisa/animais deve ser avaliada, e nao somente
da formulac&o sem o principio ativo (placebo) como preconizado
para métodos analiticos. A avaliacdo da recuperacao pelo pro-
cesso de extracao deve ser avaliada em pelo menos trés niveis
de concentracao diferentes (CQB, CQM e CQA) para verificar a
homogeneidade da eficiéncia de recuperacdo no intervalo de
calibracdo do método, a utilizacdo de um composto como padrao
interno deve ser considerada em casos de variacao do processo
de recuperacao.

A estabilidade do farmaco na pele, em solucdo extratora,
na fita bem como apds o procedimento de extracdo deve ser
avaliada, pois processos cinéticos com varios pontos de coleta e
varias réplicas geram sequéncias analiticas com grande nimero
de amostras, implicando em longo tempo no porta-amostra do
equipamento dotado de amostrador automatico.

Neste contexto, e considerando que ambos os métodos de DPK
e MD estao sendo reconhecidos como abordagens promissoras na
avaliacdo da BE de produtos topicos, o desenvolvimento e valida-
¢ao de metodologia bioanalitica apropriada, para aplicacao in vivo
e in vitro deve ser explorada, considerando a RE n° 899/2003% e
RDC n° 27/20125% da Anvisa e com base na orientacao editada pelo
FDA em 2013, para validagdo desses métodos™.

AVALIAGAO DE MEDICAMENTOS GENERICOS NO BRASIL

No Brasil, a legislacao vigente para registro de medicamen-
tos genéricos e similares de aplicacdo topica, ndo destinados
a efeitos sistémicos, ndo exige a apresentacdo de estudos de
BE ou estudos clinicos para candidatos a genérico, como des-
crito na RDC n° 60, de 10 de outubro de 2014%%. Assim, atual-
mente, o produto pode ser isento de estudo de BD relativa/BE,
se o medicamento teste apresentar o mesmo farmaco, na mesma
concentracao em relacdo ao medicamento referéncia (equiva-
lentes farmacéuticos) e excipientes de mesma funcdo do medi-
camento comparador. Os excipientes utilizados na formulacao
teste deverao ser bem estabelecidos para a forma farmacéutica,
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via de administracdo e em concentracoes adequadas a funcdo
pretendida. Para tanto, deve ser apresentada apenas a ava-
liacdo da equivaléncia farmacéutica (Eqfar). Entretanto esses
estudos de Eqfar avaliam apenas os parametros fisico-quimicos
e microbioldgicos estabelecidos em compéndios oficiais como a
Farmacopeia Brasileira’. Em abril de 2016, com a publicacdo da
Resolucao RDC n° 73, de 7 de abril de 2016>, nenhum estudo
foi solicitado para comparar as formulagdes semissolidas antes
do registro e em casos de alteragdes pods-registro. Assim, ndo
existe, até o momento, um guia oficial brasileiro recomendando
e/ou orientando as indUstrias com relacédo as bases técnico-cien-
tificas envolvidas nas metodologias de execucado do(s) teste(s)
ou delimitando especificacdes necessarias. Levando em con-
sideracdo que a penetracdo do farmaco no EC é um processo
complexo e dependente, entre outros fatores, das proprieda-
des fisico-quimicas do farmaco, do tipo de formulacao e tipo de
associacao estabelecida com a formulacao, podemos esperar que
a eficacia clinica de um produto topico dermatolégico dependa
intimamente do produto medicamentoso final’.

DESAFIOS
BRASILEIRA

NO CONTEXTO DA LEGISLACAO

Considerando todos os fatos acima expostos, a Figura 4 descreve
os itens que, na nossa oOtica, necessitam ser inicialmente discuti-
dos e posteriormente padronizados, tomando como base o Guia
da Organizacao para a Cooperacao e Desenvolvimento Econémico

Leal LB et al.
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(OECD) 428 bem como o Guidance for Industry do FDA?, visando
uma adaptacao a realidade brasileira. Esta padronizacdo segue
uma ordem de prioridade e facilidade de implementacao, ini-
ciando com os estudos in vitro. Desta forma, uma vez implemen-
tadas as modificagdes necessarias quando do registro/modificacéo
de produto de uso topico junto a Anvisa, o proximo passo seria
a discussao dos testes in vivo. Neste contexto, a avaliacao dos
produtos corticoides mediante teste de branqueamento deve ser
relatada a parte, considerando a especificidade deste grupo de
farmacos. Para os demais, considerando o local de acédo do far-
maco na pele, as metodologias a serem aplicadas seriam a der-
matofarmacocinética (DPK) e/ou a microdialise cutanea (MC).
Vale salientar que as industrias farmacéuticas brasileiras, apos o
desenvolvimento do mercado de genéricos, acumularam capaci-
dade técnico-cientifica para nao so discutirem possiveis modifica-
¢oes como para se adequarem a elas. Ao mesmo tempo, existem
varios centros no Brasil, certificados pela Anvisa, que realizam
testes de BE para medicamentos de uso oral, englobando inclusive
avaliacao de cinéticas de liberagao bem como dados farmacociné-
ticos, que, com sua experiéncia e competéncia, serdao fundamen-
tais neste processo de discussao. Tais centros poderao ao mesmo
tempo contribuir para a realizacao dos testes propostos, devido a
gama de equipamentos analiticos de alta seletividade e sensibi-
lidade (CLAE acoplada a espectrometria de massas sequencial),
sistemas de garantia da qualidade e pessoas tecnicamente qua-
lificadas ja existentes, e operacional, propiciando a obtencédo de
dados com a confiabilidade necessaria.

4' PADRONIZAGCAO DA AVALIACAO IN VITRO li

!

| Condicdes do ensaio |

|

- " Estudo de liberacao — - Estudo de permeagao Meétodo bioanalitico
Metodo analitico in vitro Caracteristica do farmaco: in vitro (definir parametros)
(definir parametros) (IVRT) Lipofilico/hidrofilico
Solubilidade no liquido receptor
¢
R l - Tipo de pele;
Sintética Tipo de membrana , - Regido do corpo; o
(hidrofilica e/ou lipofilica) - Método de preparacao (dermatomizacao)

!

Liquido receptor:
“Condicoes sink”

!

- Dose aplicada: finita/infinita
aberto/com oclusao/tipo de oclusao

!

- Tempo de coleta/duracao do estudo/quantidade de pontos

v

- Nimero de amostras

!

| - Temperatura do banho |

!

- Anélise
- Avaliacdo comparativa dos dados/teste estatistico

Figura 4. Fluxo de trabalho a ser seguido/avaliado na realizacao dos testes de BE de produtos topicos e acao local no Brasil.
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CONCLUSAO

Estas primeiras reflexdes nos levam a vislumbrar que, baseados
na relativa simplicidade dos métodos in vitro bem como na sua
facilidade de implementacao, parametros para a abordagem
essencialmente in vitro devem ser definidos, inicialmente. Pos-
teriormente, uma discussao ampla envolvendo Anvisa, comu-
nidade cientifica e segmento industrial deveria ser buscada,
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