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RESUMO

A pancreatina € um produto biotecnoldgico que contém um complexo enzimatico obtido do
pancreas suino, constituido principalmente pela amilase, lipase e protease. A literatura ainda
apresenta poucos dados relacionados a estabilidade da pancreatina em formulacdes. Desta
forma, foram realizados experimentos relativos a estabilidade usando o medicamento comercial
Creon 10.000 e também o padrdo de pancreatina puro e suas misturas binarias empregando 6
excipientes na proporgdo de 1:1 (m/m). Para isso, as amostras foram armazenadas durante 1, 3
e 6 meses em camara de estabilidade a 40 £ 1°C e 75 + 5% de umidade relativa e a 40 = 1°C na
auséncia de umidade. Foram realizados ainda testes de estresse em 5 condicdes (alta
temperatura, pH &cido, pH bésico, luz ultravioleta e oxidacdo forcada) para avaliar o efeito
destes fatores na atividade das 3 enzimas que compde o complexo. O resultado da atividade da
a-amilase (%) nas amostras secas armazenadas por 1 més, mostrou que a sacarose e 0 manitol
foram os que apresentaram menor interacdo com a enzima sendo observado uma atividade de
78,6 + 0,9 e 68,2 = 0,6, respectivamente. J& a atividade da protease (%) nas amostras
armazenadas nas mesmas condigcdes descritas anteriormente, mostrou que a celulose foi o
excipiente de menor interacdo com a enzima (atividade de 11,0 + 0,5). Em relagdo a lipase (%),
0 estearato de magnésio foi 0 excipiente de menor interacdo com esta enzima apresentando uma
atividade de 66,0 £ 0,8. Por outro lado, a umidade apresentou-se como um fator de forte
influéncia na perda de atividade da a-amilase e protease, porém a atividade da lipase ndo foi
significativamente afetada (88,8 + 0,9% na mistura com sacarose). O estudo no biofarmaco
Creon 10.000, mostrou uma diminuicdo significativa da atividade da a-amilase (68%), lipase
(77%) e protease (58%) nas amostras em pd armazenadas por 3 meses a 40°C e 0% de umidade
relativa. Nos resultados dos testes de estresse foi observado que o pH 9,0 e a luz UV néo
provocaram alteracdes significativas na atividade da a-amilase. Por outro lado, a lipase sofreu
perdas consideraveis de atividade (inferiores a 32%) em todas as condicdes avaliadas. Os dados
mostraram que caracteristicas dos excipientes e condi¢bes de armazenamento afetam a
estabilidade da enzima e, consequentemente, sua atividade. Todas as amostras geradas neste
trabalho foram analisadas empregando-se espectrofotometria UV/Vis, que é uma tecnica
recomendada pelo ICH para avaliacdo de estabilidade de biofarmacos.

Palavras chave: Biofarmaco. Teste de Estresse. Estabilidade. Espectrofotometria UV/Vis.



ABSTRACT

Pancreatin is a biotechnological product containing an enzyme complex obtained from porcine
pancreas, constituted mainly by amylase, lipase and protease that are used for digestive
treatment. In literature, a few data related to pancreatin stability in pharmaceutical formulations
is available. Thus, experiments were performed concerning the stability of the commercial
product "Creon 10,0007, standard pancreatin and its binary mixtures with 6 excipients in the
proportion of 1:1 (w/w). In order to accomplish these goals, the samples were subjected to
storage during 1, 3 and 6 months using stability camera under two different conditions: at 40
+ 1°C and 75 + 5% relative humidity and 40 = 1°C in absence of moisture. Stress testing on 5
conditions (high temperature, acidic pH, alkaline pH, ultraviolet light and forced oxidation) was
also performed. In these cases, the consequences in all three enzymes activity were evaluated.
a-Amylase activity in samples stored for 1 month in absence of moisture has showed that
saccharose and mannitol are the excipients that interact in lower levels with this enzyme
(activity of 78.6 £ 0.9% and 68. 2 + 0.6%, respectively). The protease activity in same condition
described previously, has showed cellulose as the excipient that presents minor interaction with
this enzyme (activity of 11.0 + 0.5% was found). Regarding to lipase activity, the magnesium
stearate exhibited inferior interaction with this enzyme, once it preserved 66.0 = 0.8% of
activity level. Humidity showed itself as a strong influencing factor in the reduction of a-
amylase and protease activities; however, the lipase activity was not significantly affected (88.8
+ 0.9% in the mixture with saccharose). The enzymatic stability study of the biopharmaceutical
Creon 10.000 as powdered samples, after 3 months of storage at 40° and 0% relative humidity
showed a significant decrease in activity for a-amylase (68%), lipase (77%) and protease (58%).
Through the stress testing, it could be observed that pH 9.0 and UV light did not induce great
alterations in the a-amylase activities. On the other hand, the lipase suffered considerable
activity decrease under all conditions evaluated (less than 32%). The results reveal that the
excipients characteristics as well as the storage conditions affect the enzymes stability and
consequently their activities. In these works, all samples generated were analysed employing
spectrophotometry UV/Vis, which is recommended by the ICH for stability studies of
biopharmaceuticals products.

Key words: Biopharmaceutical. Stress Testing. Stability. Spectrophotometry UV/Vis
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1 INTRODUCAO

A estabilidade de produtos farmacéuticos é definida como o tempo durante o qual a
especialidade farmacéutica ou mesmo a matéria prima pura, mantém dentro dos limites
explicitados e durante todo o tempo de estocagem e uso, as mesmas condicdes e
caracteristicas que possuia quando na época de sua fabricacdo (SILVA et al., 2009).

A estabilidade dos produtos farmacéuticos depende de varios fatores, entre eles 0s
ambientais como temperatura, umidade e luz, e de outros fatores relacionados ao proprio
produto como as propriedades fisico-quimicas de substancias ativas e excipientes
farmacéuticos, forma farmacéutica e sua composicdo, processo de fabricacdo, tipo e
propriedades dos materiais de embalagem (BRASIL, 2008).

Dentre os produtos farmacéuticos, destacam-se aqueles denominados biofarmacos
que sdo definidos pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) como sendo um
produto que tem como principio ativo substancia de origem biol6gica. Por apresentarem
elevada complexidade, aos biofarmacos sdo aplicados estudos de estabilidade preconizados
pela ANVISA como a qualquer outra classe de produto medicamentoso. Esses testes sdo
projetados visando determinar o prazo de validade, o periodo de utilizacdo e as condi¢des de
armazenamento. Durante as varias etapas de fabricacdo desses biofarmacos pode ocorrer a
formacéo de agregados e produtos de degradacéo, que por sua vez, comprometem a estabilidade,
a qualidade e seguranca das formulacdes (SILVA et al., 2009). Sendo assim, 0 uso de métodos
analiticos se faz necessario para a caracterizacdo e quantificacdo do produto bioldgico com o
objetivo de garantir a integridade do medicamento.

A pancreatina, principio ativo alvo deste estudo, € um biofarmaco obtido a partir do
pancreas suino. Segundo a farmacopeia americana (USP), a pancreatina (p6 amorfo de
coloracgéo creme) e definida como sendo uma substancia que contém enzimas, principalmente
a-amilase, lipase e protease. Por ser de natureza proteica, a pancreatina so deve ser administrada
em comprimidos ou capsulas gastroresistentes ou com cobertura entérica para atuar no nivel
intestinal. Caso contrario, a pancreatina seria inativada pela secre¢do géastrica acida. Na
insuficiéncia pancreéatica, o uso destas enzimas pode diminuir a esteatorreia (presenca de
gordura nas fezes) e normalizar o equilibrio de nitrogénio ao corrigir a perda proteica por ma
digestdo. Sua maior atividade se da em meios neutros ou levemente alcalinos.

Neste trabalho foram realizados experimentos relativos a estabilidade usando o

biofarmaco puro e suas misturas binarias com diferentes excipientes na proporcao de 1:1 m/m
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e também foi avaliada a estabilidade do medicamento comercial contendo pancreatina
denominado Creon 10000. Para isso, as amostras foram submetidas ao armazenamento durante
um, trés e seis meses em camara de estabilidade acelerada a 40 + 1°C e 75 = 5% de umidade
relativa e a 40 £ 1°C na auséncia de umidade.

As atividades das enzimas nas amostras foram analisadas empregando-se testes
espectrofotométricos os quais sdo recomendados pelo International Conference on
Harmonisation (ICH) que elaborou guias com orientacGes sobre a qualidade de produtos
bioldgicos e biotecnoldgicos.

Para finalizar, nesta dissertacdo também foram realizados testes de estresse aplicados
a pancreatina com posterior determinacdo da atividade, por espectrofotometria, de cada uma
das enzimas que compde a pancreatina. Neste caso, foram usadas cinco condig¢des, sendo elas,

alta temperatura, pH acido, pH basico, luz ultravioleta e oxidacdo forcada.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

Uma revisdo bibliografica a respeito do tema abordado sera apresentada a seguir neste
trabalho.

2.1 BIOFARMACOS

Os medicamentos biolégicos ou biofarmacos sdo substancias terapéuticas homdlogas
ou que interagem com proteinas humanas. Sua estrutura molecular é extremamente complexa,
sendo o componente ativo, heterogéneo, de dificil caracterizag&o e replicagdo (ROCHE, 2013).

Os biofarmacos sao produzidos utilizando matéria-prima de origem biol6gica, obtidos
por meio de microrganismo, érgdos e tecidos de origem vegetal ou animal, células ou fluidos
de origem humana ou animal; ou por origem biotecnoldgica gerados por meio de células
modificadas geneticamente. Qualquer farmaco cuja producdo envolva a presenca de
microrganismos, organismos geneticamente modificados, substancias produzidas por
organismos geneticamente modificados, substancias produzidas por organismos vivos, como
enzimas € definido como biofarmaco (SEKHON, 2010).

Os sistemas de producdo disponiveis incluem, entre outros, células mamarias,
leveduras, bactérias e a escolha do sistema de producdo depende da natureza das proteinas a
serem produzidas (RADER, 2008).

A primeira substancia farmacéutica produzida pela engenharia genética e aprovada
para uso terapéutico, definida como biofarmaco, foi a insulina humana sintética feita por
tecnologia do DNA recombinante em 1982 comercializada com o nome de Humulin
(WALSH,2003; SEKHON, 2010).

Formas biofarmacéuticas apresentam varias vantagens como alternativa de tratamento
efetivo em doencas cronicas e incomuns, oferecem seguranca e efeitos colaterais reduzidos,
podendo ser produzidas em larga escala por processos biotecnologicos. Sdo exemplos de
biofarmacos: antibioticos, enzimas, citocinas, fatores sanguineos, agentes tromboemboliticos
ativadores dos tecidos, plasminogénios, horménios como a insulina, fatores de crescimento

hematopoiéticos, interferons a, B e v, vacinas e anticorpos monoclonais entre outros.
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Ao se comparar os biofarmacos com medicamentos tradicionais, aqueles que
empregam proteinas apresentam maior especificidade e atividade mesmo em concentracoes
relativamente baixas. Estes aspectos tém feito das proteinas produtos indispensaveis no
combate a varias doencas humanas (CAHILL, 2001). O uso de macromoléculas, ao invés de
moléculas mais simples, se da, pelo alto grau de especificidade na interagdo com o sitio ativo.
Essa interacdo é sempre reforcada pela atividade catalitica em nivel dificilmente obtido com o
uso de moléculas quimicas sintéticas (GRIEBEBENOW, 2009).

Um dos maiores desafios no desenvolvimento de formulagcbes farmacéuticas fazendo
uso de proteinas como principio ativo é lidar com as instabilidades quimica e fisica dessas
moléculas (SOLA; GRIEBEBENOW, 2009). A instabilidade das proteinas é um dos maiores
motivos pelo qual, sdo administradas, tradicionalmente mais por via parenteral que por via oral,
gue é normalmente a via de administracdo para a maioria das formulac6es. Adiciona-se ainda
o0 fato da estabilidade ser um importante fator durante a fabricacdo e armazenamento destas

formulagdes contendo proteinas.

2.2 PANCREATINA

A pancreatina é uma substancia obtida do pancreas fresco ou congelado de mamiferos
e contém diversas enzimas como a a-amilase, lipase, protease, entre outras. E empregada no
tratamento da insuficiéncia pancreatica, dispepsia, pancreatite e esteatorréia. A atividade
digestiva da pancreatina é normalmente expressa em termos de atividade amilolitica, lipolitica
e proteolitica (O’ KEEFE, 2001).

Dentre os biofarmacos, destaca-se 0 uso da pancreatina, que auxilia nos processos de
digestdo e absorcdo de nutrientes que envolvem pelo menos 3 fases. A primeira € a fase luminal,
em que os alimentos sdo digeridos no tubo digestivo por enzimas presentes em secre¢fes ou na
borda em escova do epitélio intestinal. A segunda fase é a absortiva, em que ha fluxo dos
nutrientes do tubo digestivo para 0 meio interno. Na terceira fase, os nutrientes alcancam a
circulagdo sanguinea (O’ KEEFE, 2001).

O péncreas exerce papel fundamental na fase luminal da digestéo, pois secreta, para o
intestino, diversas enzimas fundamentais para esta fase. Ha grande reserva funcional, sendo que
a ma-absorcao de gordura e proteinas ndo é aparente até que haja diminuigdo para menos de
10% na funcao pancreatica exocrina (WALJEE, et al. 2008).
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A principal causa de deficiéncia pancreatica exdcrina ndo genética € a pancreatite
cronica. Outras causas menos frequentes sdo 0s tumores pancreaticos, quando causam
obstrucdo do ducto pancreatico, as pancreatectomias totais ou subtotais (OLIVEIRA, 2012).

O quadro clinico tipico da méa-absorcdo é a presenca de esteatorréia (fezes claras,
acinzentadas, volumosas, com cheiro forte, algumas vezes com gotas de gordura visiveis)
associada a perda de peso a despeito de uma ingestdo nutricional adequada (WALJEE, et al.
2008).

Alguns casos raros apresentam deficiéncias de vitaminas lipossolUveis, especialmente
da vitamina D, com possibilidade de desenvolvimento de osteopenia e osteoporose. O objetivo
do tratamento é o controle dos sintomas, principalmente da esteatorréia e da desnutricdo. A
normalizacdo completa da absorcdo de gorduras é de dificil alcance na prética clinica, ndo
oferece beneficios adicionais e ndo depende apenas do aumento progressivo da dose de
enzimas. A insuficiéncia pancreética causa dificuldades na digestdo de proteinas e carboidratos,
mas o principal problema € a digestdo das gorduras alimentares. Portanto, a reposi¢éo de lipase
em casos de ma-absorcao de origem pancreéatica normalmente é suficiente para a melhora dos
sintomas ma-absortivos descritos, embora a maioria das apresentacbes comerciais inclua
amilase e protease junto com lipase. Estes suplementos enziméaticos sdo normalmente
inativados pelo pH &cido no estdmago ou destruidos por proteases. Para superar este problema,
existem duas alternativas. A primeira é a associa¢do de enzimas pancreaticas com a supressao
da producéo &cida através de antagonistas H2 ou de inibidores da bomba de prétons (O’
KEEFE, 2001). A segunda é a utilizacdo de enzimas pancreaticas preparadas para dissolucédo
entérica (dissolucdo ou solubilizacdo do farmaco em condicdes fisiologicas e de sua
permeabilidade através das membranas do trato gastrintestinal) (WALJEE, et al. 2008). Em
casos onde a absorcdo do farmaco encontra-se reduzida, as duas medidas podem ser utilizadas.

A reposicao de enzimas pancreaticas gera uma retroalimentacao negativa no estimulo
para a secrecdo pancreatica, levando a uma diminuicdo na pressao nos ductos pancreaticos e,
assim, a uma diminuicdo da dor (RIBELA, 2006). Para isso, recomenda-se 0 uso da pancreatina
na dosagem de 9.000 U a 50.000 U nas 3 principais refeicdes e 4.500 U a 25.000 U em 2
refeicdes adicionais. A dose em U € baseada na quantidade de lipase presente na formulacéo.

De acordo com a Comisséo de Enzimas (EC) da Unido Internacional de Bioquimica
(IUB), uma unidade de enzima, unidade internacional (U) é a quantidade de enzima que catalisa
a transformacdo de 1 micromol de substrato por minuto, nas condi¢Ges padréo por ela

recomendadas.
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Segundo o dicionério de especialidades farmacéuticas, as principais empresas que
produzem medicamentos que possuam pancreatina em sua formulagdo sdo: Akzo Nobel Ltda,
Solvay Farma Ltda, Alcon Laboratdrios do Brasil Ltda, Knoll Prods. Quims. Farms. Ltda,
Biossintética Farmacéutica Ltda, Merck S.A. e Laboratério Farmacéutico Elofar Ltda. No
Brasil os medicamentos sdo comercializados com variadas apresentacbes. A forma
farmacéutica mais utilizada para administracdo da pancreatina é a de capsulas (Cotazym F,
Creon, Digerase, Elozima, Nutrizim, Pankreoflat, Pantopept e Panzytrat) mas existem ainda

formas liquidas para lentes de contato (Polyzym).

2.2.1 a-amilase

As a-amilases estdo entre as mais importantes enzimas industriais, podendo ser usadas
como aditivos em detergentes, e nas industrias de alimentos, fermentacdo, papel e téxtil,
farmacéutica, médica e quimica (PANDEY et al. 2000, SOARES, 2010). A a-amilase (1,4- a-
glucano-hidrolase) é uma enzima que quebra as ligaces a (1,4) dos polissacarideos com trés
ou mais unidades de D-glicose. O ataque ocorre em Varios pontos da cadeia e 0s primeiros
produtos de hidrélise sdo oligossacarideos de 5 a 7 unidades de glicose.

A classificagdo das enzimas segundo a Comissdo de Enzimas (EC, Enzyme
Committee) proteinase feita de acordo com a reacao por ela catalisada e a essa reagdo € entdo
atribuido um numero EC que a identifica. Para as a-amilases esse niumero é 3.2.1.1 e a reagdo
¢ descrita como “endo-hidrolise das ligagdes glicosidicas a-1,4 em oligossarideos e
polissacarideos” (NIELSEN; BORCHERT, 2000).

As a-amilases sdo encontradas em Orgdos animais, como o pancreas e as glandulas
salivares, no plasma e na urina humana. Sdo encontradas também em plantas e em
microrganismo como fungos, leveduras ¢ bactérias. Alguns insetos também possuem a a-
amilase que sdo fundamentais na digestéo e metabolismo de carboidratos (BRENA et al., 1996).
Ocorrem amplamente em animais, plantas e microrganismo, entretanto, pela maior facilidade e
menor tempo de producdo, as microbianas tém a preferéncia do mercado de enzimas
(CELESTINO etal., 2014, REDDY et al., 2004).

O sitio ativo da a-amilase esta localizado na regido do carbono terminal das fitas f.

Por meio de estudos da difragdo por raio X, descobriu-se que a fenda de ligagéo ao substrato
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pode acomodar de quatro a dez unidades de glicose, que variam de acordo com a origem da o-
amilase (NIELSEN; BORCHET, 2000).

O mecanismo catalitico aceito para as amilases foi proposto por Koshland (1953),
denominado, dupla substituicdo. O processo envolve dois residuos no sitio catalitico, um
residuo de &cido glutdmico e um residuo de aspartato (VAN DER MAAREL et al., 2002). Este
mecanismo consiste em trés etapas. A primeira etapa é a protonagdo do oxigénio da glicose
pelo doador de protons, geralmente um residuo de glutamato da a-amilase (NIELSEN;
BORCHET, 2000). Em seguida, ha um ataque nucleofilico catalitico, geralmente por um
residuo de aspartato no carbono C1 da glicose (UITDEHAAG, 1999). Na Ultima etapa ha uma
ativacdo de uma molécula de agua pelo doador de protons, o residuo de glutamato, o qual esta
desprotonado (NIELSEN; BORCHET, 2000). A molécula de &gua ativada hidrolisa entdo a
ligacdo covalente entre o oxigénio do nucledfilo e o carbono C1 da glicose, completando assim
o ciclo catalitico (NIELSEN; BORCHET, 2000). A figura 1 exibe o mecanismo de agdo das a-

amilases.

Figura 1 - Mecanismo catalitico das amilases.
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Fonte : Adaptado de (Nielsen; Borchet, 2000).

Nota : (I) Protonacéo do oxigénio glicosidico e ataque no carbono C1 da glicose pelo aspartato;
(1) Ativacao da molécula de agua, clivagem da ligagdo covalente entre C1 da glicose e 0 aspartato;
(111) Regeneracéo do estagio inicial de protonacao.

2.2.2 Lipase

As lipases (triacilgligerol hidrolase, E.C. 3.1.1.3) sdo carboxilesterases que catalisam

a hidrélise de triglicerideos em um meio com uma quantidade de agua adequada, resultando em
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acidos graxos livres e glicerol, além de monoglicerideos e diglicerideos (BUENO, 2005,
DALAI; CHAURASIA; DALAI; SHARNA, 2012;).

Utilizando a técnica de difracdo de raio X foi possivel obter a estrutura tridimensional
de algumas lipases, sendo possivel entdo compreender melhor os fatores que determinam seu
mecanismo de acdo. Fatores estes que tornam as lipases uma das classes de enzimas mais
atraentes e utilizadas em aplicacdes biotecnolégicas especificas (SCHRAG et al., 1997).

A partir das informacdes estruturais foi possivel determinar o sitio catalitico da lipase,
0 qual consiste de trés residuos de aminoacidos (OLLIS et al., 1992). Esses residuos sdo 0s
residuos nucledfilo da serina, residuos de sitios acidos (aspartato ou glutamato) e residuos de
histidina. Sendo importante ressaltar que esses residuos ocorrem sempre nessa ordem de
sequéncia de aminoacidos e é crucial para todas as reacGes catalisadas como serino hidrolases
(JAEGER et al., 1998; REETZ, 2002).

Como mecanismo de acdo, a lipase hidrolisa a ligacdo éster presente em acilglicerois,
liberando o &cido graxo e glicerol. A hidrdlise do substrato ocorre em quatro etapas, como
descritos por Jaeger (JAEGER et al, 1998). Na primeira etapa ocorre um ataque do par de
elétrons do atomo oxigénio (do grupo hidroxila do residuo nucleofilico da serina) presente no
carbono da carbonila que forma a ligacdo éster do substrato. A nucleofilicidade apresentada
pelo &tomo de oxigénio do grupo hidroxila da serina € aumentada pela presenca do aminoacido
histidina, pois o préton do grupo hidroxila da serina € transferido para a histidina, que possui
um anel imidazol que estabiliza a carga formada. Na segunda etapa ocorre a formacao de uma
estrutura tetraédrica transitoria, a qual é caracterizada pela carga negativa do atomo de oxigénio
da carbonila, que por sua vez é estabilizado pela interacdo de ligacGes de hidrogénio de dois
peptideos através dos grupos NH. Na terceira etapa o proton do grupo imidazol da histidina
forma ligacdo com o oxigénio do éster presente no tetraedro intermediario que por sua vez sofre
clivagem, liberando um alcool. A molécula de 4gua presente no meio reacionario é ativada pelo
aminoéacido histidina que libera o grupo OH, no qual ataca o carbono da carboxila do grupo acil
ligado ao amino&cido serina. Na tltima etapa a histidina doa um préton do grupo imidazol para
0 atomo de oxigénio da serina, que libera o grupo acil do acido carboxilico formado. Apos a
difuséo do acido carboxilico, inicia-se novamente o ciclo catalitico.

Estas enzimas foram dimensionadas para operar na interface (lipideo/aquoso) de um
sistema bifasico, onde o substrato caracteristico pode ser uma camada monomolecular, micelas
ou ainda um aglomerado de moléculas de éster com uma interface no meio aquoso (AVELAR
etal., 2013).
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As lipases possuem uma interface lipideo/aquoso, fenbmeno este, que ocorre por
caracteristicas estruturais especificas pertencentes a este grupo de enzimas (JAEGER et al.,
1998). A teoria atualmente aceita para este fendmeno diz que uma parte da superficie da enzima
se encontra em melhor equilibrio termodindmico quando inserida interface lipideo/aquoso e
que esta conformacdo coloca o sitio ativo da enzima em posicdo favoravel para a catélise
(BOURGSTON; BROCKMAN, 1984). Este fendmeno é comumente denominado de ativagdo
interfacial (REETZ, 2002).

As lipases possuem um oligopeptideo helicdide que protege o sitio ativo. Ao interagir
com uma superficie hidrofdbica, o seu sitio ativo se torna acessivel e, portanto, ativo permitindo
assim livre acesso ao substrato (MENDES et al., 2013). Estudos demonstram que na auséncia
dessa interface lipideo/agua o sitio ativo da lipase se torna obstruido. A obstrucéo do sitio ativo
ocorre pela formacéo de cadeia de aminoacidos na forma de hélice (SCHRAG et al., 1997).

As lipases sdo dificeis de diferenciar das estearases. Sarda e Desnuelle (1958)
propuseram definir lipases a partir da sua caracteristica cinética, propriedade de ativacdo na
presenca de substrato pouco solUveis em agua e emulsionados, ou seja, quando na presenca de
substrato pouco solGveis em agua e emulsionados, na presenca de uma interface lipideo/agua,
pois assim, as lipases seriam ativadas na presenca de ésteres emulsionados, enquanto que as
estearases ndo apresentariam esta ativacdo, exercendo sua funcdo hidrolitica somente sobre
substratos solUveis em agua.

Um fator determinante para a caracterizacdo das lipases esta condicionado a presenca
da “tampa” na estrutura da enzima e na propriedade de ativacao interfacial. O sitio ativo destas
enzimas apresenta recoberto por uma tampa hidrofébica, que ao interagir com a interface
lipideo/agua, sofreria uma mudanca conformacional, expondo o sitio ativo (WINKLER et al.,
1990).

A figura 2 na préxima pagina exibe hidrélise sequencial dos grupos acila no glicerideo

catalisada por lipase.
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Figura 2 - Mecanismo catalitico da lipase.
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Fonte: Adaptado de (Mendes et al., 2005).

2.2.3 Protease

As proteases, também conhecidas como enzimas proteoliticas, sdo constituintes
essenciais em todas as formas de vida, incluindo os procariotos, os fungos, as plantas e os
animais (KUMAR; TAKAGI, 1999). As enzimas proteases estdo envolvidas em processos
bioldgicos essenciais, tais como a coagulacdo sanguinea, morte celular, diferenciacdo de
tecidos, catabolismo de proteinas, processamento e transporte de proteinas secretoras através
da membrana (MAURER, 2004).

As proteases sao classificadas em dois grupos principais, que séo as exopeptidases (EC
3.4.11-19) e endopeptidases (EC 3.4.21-99), dependendo do sitio de agdo dessas enzimas (RAO
et al.,1998). As exopeptidases iniciam o processo de degradacdo a partir das extremidades
amino (N) ou carboxi-terminal (C) das proteinas, produzindo pequenos peptideos ou mesmo
aminoacidos. As exopeptidases podem ser subdivididas em aminopeptidases (quando clivam
as ligagdes peptidicas proximas ao grupamento amino terminal) ou carboxipeptidases (quando
clivam as ligacdes peptidicas proximas ao grupamento carboxilico terminal). Baseado no tipo
do grupo funcional presente no sitio catalitico da enzima, as carboxipeptidases foram
subdivididas em serina, metalo, e cisteina carboxipeptidases (RAO et al.,1998). As
endopeptidases sdo também chamadas proteinases, sendo, portanto, muito comum a utilizagéo

do termo proteinase para se referir a uma protease. As endopeptidases clivam a proteina alvo
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na sua parte interna, longe das extremidades amino e carboxi-terminal, gerando dessa forma
peptideos maiores. As endopeptidases sdo ainda classificadas em quatro relevantes grupos:
serina, cisteina, aspartico e metaloproteases. As serina-peptidases possuem um residuo de
serina em seu centro ativo, aspartico-peptidases tém duas unidades de acido aspartico no seu
centro catalitico, cisteina-proteases apresentam um amino&cido cisteina e as metaloproteases

usam um ion metal (célcio) no seu mecanismo catalitico (RAO et al.,1998).

2.3 ESTUDOS DE ESTABILIDADE EM FORMULACOES FARMACEUTICAS

Entende-se por estabilidade a capacidade de uma formulacdo de manter as
especificacbes quimicas, fisicas, microbioldgicas, terapéuticas e toxicologicas. A
monitorizacao da estabilidade de medicamentos € um dos métodos mais eficazes para avaliacéao,
previsdo e prevencao de problemas relacionados a qualidade do produto durante seu tempo de
validade. Também a seguranca e a eficacia podem ser avaliadas por estudos de estabilidade,
pelo monitoramento da formacdo de produtos de degradacdo, que podem gerar perda de
atividade ou até mesmo toxicidade (CARVALHO et al., 2005).

Os estudos de estabilidade devem ser realizados durante a etapa de desenvolvimento
para que se possa prever e evitar possiveis problemas na formulagdo (OLIVA; LABRES:;
FARINA, 2011). Entende-se como formulacdo farmacéutica, a combinacdo de um principio
ativo (podendo ser um ou mais) com excipientes farmacéuticos. Estes Ultimos também
conhecidos como adjuvantes farmacéuticos, 0s quais ndo possuem atividade farmacoldgica,
apenas auxiliam na formulacdo farmacéutica, atuando como estabilizantes, conservantes,
diluentes, entre outras fungdes (ANSEL et al., 2011).

A definicdo de estabilidade se refere a extensdo em que um produto retém, dentro dos
limites especificados e dentro do periodo de armazenagem e de uso, as mesmas propriedades e
caracteristicas que possuia na ocasido em que foi fabricado e ela pode ser estudada sob cinco
aspectos: quimico, fisico, microbioldgico, terapéutico e toxicolégico que sdo discutidos nas
diretrizes da (ICH), na categoria Diretrizes de Qualidade (Quality Guidelines) (ICH, 2015).

Ao se desenvolver uma nova formulacdo farmacéutica, é necessario que seja feita a
caracterizagdo adequada tanto do principio ativo quanto dos excipientes a serem utilizados. Essa
caracterizagdo abrange a utilizagdo de uma série de metodos analiticos para determinar suas

propriedades fisicas e quimicas. E importante observar que as caracteristicas do principio ativo
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podem se alterar na presenca de determinados excipientes, o que deve ser considerado durante
0s testes de estabilidade.

Os estudos de estabilidade séo descritos pelo ICH que elaborou guias com orientagdes
sobre a qualidade de produtos bioldgicos e biotecnoldgicos. O guia Q5C trata especificamente
sobre testes de estabilidade desses produtos e o guia Q6B refere-se sobre especificacbes que
devem ser atendidas bem como os testes e critérios de aceitacdo exigidos (ICH, 2015). O
cumprimento dessas orientacdes € imprescindivel para a obtencdo de produtos de alta
qualidade, seguranca e eficécia, aléem de dar credibilidade ao produto no &mbito internacional
(RACAITYTE, et al. 2005).

Segundo a legislacdo, RE n° 01/05 da ANVISA, os tipos de estudos de estabilidade
sdo:

a) O estudo de estabilidade de acompanhamento, estudo realizado para verificar se

o0 produto farmacéutico mantém suas caracteristicas fisicas, bioldgicas, quimicas e
microbioldgicas conforme os resultados obtidos nos estudos de estabilidade de
longa duracéo.

b) O estudo de estabilidade de longa duracéo, estudo realizado para a verificacdo das
caracteristicas fisicas, bioldgicas, quimicas e microbiolégicas de um produto
farmacéutico durante e ap6s do prazo de validade e recomendar as condi¢des de
armazenamento.

c) O estudo de atividade acelerado, consta do estudo realizado para acelerar a
degradacdo quimica e/ou fisica de um produto farmacéutico em condicGes forcadas
de armazenamento. Com os dados obtidos, neste estudo, juntamente com aqueles
dos estudos de longa duracéo, os resultados podem ser usados para avaliar o efeito

de curtas exposicoes a condicdes fora daquelas estabelecidas no rétulo do produto.

As camaras climaticas, que séo utilizadas para realizar os experimentos com relacao a
temperatura e umidade necessarias aos estudos de estabilidade de acordo com o que € previsto
na legislacdo para cada tipo de forma farmacéutica, devem ser devidamente preparadas, de
modo a garantir a confianca dos resultados e evitar possiveis falhas (BARRON, 2003).

Na literatura, estas enzimas sdo citadas na maioria das vezes de forma isolada. No
trabalho realizado por Pereira et al., (2010) pesquisou-se a inibi¢do de enzimas digestivas por
extratos de p6 comercial de Hoodia gordonii utilizado no tratamento da obesidade. Com o0s
resultados obtidos foi possivel evidenciar que os extratos de pé de Hoodia gordonii analisados

ndo sdo capazes de inibir estas enzimas em niveis considerados satisfatorios.
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Moraes et al., (2009) pesquisou o perfil enzimatico a-amilase, lipase e tripsina do
pancreas e o crescimento do figado, intestino e pancreas de frangos de corte na fase de 1 a 21
dias de idade. Para determinacdo das atividades o autor relata que utilizou Kit especifico. Com
os resultados foi possivel concluir que o crescimento maximo relativo ao pancreas coincide
com a maior atividade de amilase e lipase. A tripsina (protease) tendeu a ser constante pelo fato
de os animais terem sido alimentados com dietas purificadas e, portanto, ndo ter havido estimulo
para producédo de enzimas proteoliticas.

Freitas et al., (2014) pesquisou a produgdo ¢ caracterizac¢do parcial de a-amilase de
Syncephalastrum racemosum. Com os resultados obtidos, foi possivel avaliar como a atividade
e a estabilidade variam em uma ampla faixa de pH e temperatura, sendo o pH ideal entre 4,0 e
6,0, com relacdo a temperatura, a amilase de S. racemosum mostrou ser termofilica, uma vez
que apresentou maior atividade na faixa de temperatura de 60°C e 70°C. Estes resultados
também sdo interessantes do ponto de vista do potencial de aplica¢do da enzima, especialmente
em processos que requerem altas temperaturas, em torno de 70°C.

Miau e colaboradores avaliaram os efeitos inibitorios do extrato de cha verde sobre a
atividade a-amilase pancreatica humano e seu mecanismo molecular. O extrato de cha verde
composta de epicatequina (59,2%), epigalocatequina galato (14,6%) e epicatequina galato
(26,2%). A determinacéo da atividade enzima mostrou que a % de inibi¢do da a-amilase no cha
verde (10%, baseado em amido) foram de 63,5% e 2,07 mg / ml, respectivamente, o que indica
que o extrato de cha verde, é um inibidor eficaz da a-amilase. Assim, o extrato de cha verde
pode ser utilizado para manipular a digestdo do amido para os beneficios potenciais para a satde
(MIAU et al., 2015).

Dhital e colaboradores relataram na inibigdo da atividade de a-amilase por celulose
com base nos experimentos in vitro. Mostraram que, em analises cinéticas de hidrélise de amido
de milho pela enzima a-amilase na presenca de celulose, ocorre inibicdo da atividade
enzimatica. A inibi¢do observada da atividade de a-amilase sugere que a celulose na dieta pode

potencialmente atenuar a hidrélise do amido (DHITAL et al., 2015).

2.4 EXCIPIENTES

O termo excipiente designa agentes, diferente do farmaco ou pré-farmaco que tem sua

seguranca avaliada e funcGes especificas que possibilitam a obtencdo de formas farmacéuticas
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estaveis, atraentes, eficazes e seguras. Os excipientes possuem intengdes variadas, tais como,
auxiliar na preparacdo, fornecer estabilidade fisica, quimica e microbioldgica ao produto,
melhorar a disponibilidade do principio ativo no organismo, garantir a aceitabilidade do
paciente e manter a efetividade do produto durante a estocagem e uso (FERREIRA,
VILLANOVA, 2006, VILLANOVA; SA, 2009).

O tradicional conceito de excipiente vem sofrendo grande evolugdo. Sabe-se
atualmente que o comportamento da forma farmacéutica é dependente de variaveis do processo
produtivo, da interacdo entre 0s excipientes, e do impacto dos mesmos sobre o principio ativo
e a forma farmacéutica. Excipientes, anteriormente vistos como simples substancias
facilitadoras da administracdo e estabilizadoras da preparacdo, sdo considerados, hoje,
constituintes essenciais que garantem o desempenho, a seguranca do medicamento e a obtencéo
do efeito terapéutico, devendo ser, portanto, objetos de importantes consideracfes durante a
fase de pré-formulacio (VILLANOVA; SA, 2009).

Muitos problemas com excipientes podem ser prevenidos com o conhecimento
adequado da formulacdo (GOLIGHTLY et al., 1988). Os conhecimentos na area
biofarmacéutica, a introducdo dos biopolimeros no mercado e a disponibilidade de tecnologias
de producdo e métodos analiticos sofisticados, capacitaram farmacéuticos pesquisadores a
desenvolver formas farmacéuticas cada vez mais especificas (como as de liberagdo modificada),
com maior seletividade na liberagcdo do principio ativo e, consequentemente, com eficacia
terapéutica aumentada. A seguranca dos excipientes para utilizacdo em medicamentos esta
relacionada com as interacdes fisicas e quimicas e toxicidade dos mesmos (VILLANOVA; SA,
2009).

Apesar de possuir baixa reatividade, os excipientes podem iniciar, propagar ou
participar de interacdes fisicas ou rea¢fes quimicas que podem levar a desestabilizacdo da
forma farmacéutica ou degradacdo do farmaco. Essas podem acontecer entre 0s excipientes e 0
farmaco, ou entre os demais excipientes da formulacéo, causando reducao da qualidade e perda
da eficacia do medicamento (VILLANOVA; SA, 2009).

Pode ser destacada a presenca de grupos funcionais alco6licos, grupos terpénicos em
flavorizantes, corantes contendo iodo, espécies complexantes (EDTA) ou substancias redutoras
(lactose) como possiveis desencadeadores de reagGes. Inimeros excipientes possuem centros
quirais (amido e celulose) que podem interagir com farmacos racémicos. A presenca de grupos
funcionais nos excipientes, como carboxilas, sulfitos, aminas, alcoois, ésteres e fendis sdo sitios
comuns para indugdo de oxidacao por transferéncia de elétrons. A presenca de perdxidos em

excipientes € uma das principais fontes de oxidacdo em formulacbes farmacéuticas
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(WATERMAN et al, 2002) e pode ser significante em excipientes como a
hidroxipropilcelulose, polissorbatos, polietilenoglicois, polivinilpirrolidona e nos polimeros em
geral (FERREIRA; VILLANOVA, 2006, WHASYLASCHUK et al., 2007).

Segundo Ferreira e Villanova (2006), a qualidade dos medicamentos depende ndo so
dos principios ativos e dos processos empregados, mas também do desempenho dos
excipientes. A escolha do excipiente adequado para determinada formulacdo, deve se basear
nas caracteristicas dos principios ativos contidas nas formas farmacéuticas, bem como, na
possibilidade de interacdo destas substancias com os excipientes. Os excipientes exercem
influéncia na biodisponibilidade dos farmacos incorporados em formas farmacéuticas orais
solidas. O tipo e a natureza dos excipientes utilizados na preparacao de sélidos orais sdo dois
dos fatores que determinam a velocidade e a extensao na qual o farmaco vai ser absorvido, uma
vez que limitam a liberacdo e consequentemente dissolucdo do principio ativo. (VILLANOVA;
SA, 2009).

H4 um grande interesse na “harmonizagao” internacional dos padrdes aplicados aos
excipientes. Isso se deve ao fato da industria farmacéutica ser multifuncional, visto que as
grandes companhias estdo instaladas em varios paises e seus produtos sao vendidos em todo o
mundo e, em geral, a aprovacdo desses produtos precisa ser feita em cada um dos paises
(ANSEL et al., 2000).

2.5  ESPECTROFOTOMETRIA UV/Vis EM ESTUDOS DE ATIVIDADE ENZIMATICA

A espectrofotometria UV/Vis é a técnica analitica mais empregada nos laboratérios de
rotina em fung&o da robustez, custo relativamente baixo das anélises, da facilidade de operacéo,
da sensibilidade atingida e grande numero de aplicacdes desenvolvidas (ROCHA; TEIXEIRA,
2004). Esta tecnica analitica apresenta caracteristicas importantes que incluem: ampla
aplicabilidade (espécies organicas e inorganicas absorvem radiacdo na regido UV/Vis), alta
sensibilidade (deteccdo na faixa de 10 a 10”7 mol/L), seletividade adequada ao comprimento
de onda e boa exatiddao (SKOOG et al., 2002). A espectrofotometria ¢ fundamentada na lei de
Lambert-Beer, conhecida também como lei de Beer, que é a base matematica para medidas de
absorcdo de radiagdo de amostras nas regides ultravioleta, visivel e infravermelho do espectro
eletromagnético. A lei de Beer representa quantitativamente como a grandeza da atenuagdo do

feixe que depende da concentracdo das moleculas absorventes e da extensdo do caminho sobre
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0 qual ocorre a absor¢édo. Para uma solucdo do analito de determinada concentragdo, quanto
mais longo for o comprimento do caminho 6ptico, mais centros absorventes estardo disponiveis
para absorver a radiacdo e, consequentemente, maior sera a atenuagdo. Também, para um dado
caminho oOptico, quanto maior for a concentracdo de absorventes, maior serd a atenuacéo do
sinal analitico transmitido ou maior sera a absorbancia (SKOOG et al., 2006). Para a
determinacdo espectrofotométrica de espécies na regido UV/Vis, normalmente é necessario o
uso de reagentes para a conversdo da espécie de interesse em uma forma que permita a medida
da absorcéo de radiacdo com maior sensibilidade. Portanto, espécies que absorvem fracamente
podem ser convertidas em compostos com maior absortividade, visando a determinacdo de
menores quantidades do analito (ROCHA; TEIXEIRA, 2004).

Diferentes métodos de medicdo catalitica foram desenvolvidos e, embora novos
métodos analiticos foram publicados, os métodos tradicionais sdo efetivos e ainda em uso.
Vérios métodos tém sido descritos para a deteccdo e determinacdo de atividades enzimatica,
entre eles método mais simples e mais acessivel usa reacGes colorimétricos, que sao detectadas
e quantificadas por espectrofotometria. A principal vantagem da espectroscopia é que ela pode
ser quantitativa, com baixo custo de operacao e facil de usar (LOPES et al., 2013).

Todas as amostras deste trabalho foram analisadas empregando-se espectrofotometria
UV/Vis, que é uma técnica recomendada pelo ICH para avaliacdo de estabilidade de

hiofarmacos.
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3 OBJETIVOS

O presente trabalho teve como principal objetivo avaliar o efeito estabilizante dos

excipientes comumente utilizados nas formulagdes contendo pancreatina.

Os objetivos especificos foram:

a)

b)

d)

Submeter amostras de misturas binarias 1:1 (m/m) do biofarmaco com cada
excipiente as condi¢es de armazenamento recomendadas pelo ICH para estudo
de estabilidade acelerada especifica para biofarmacos (40 £ 1°C e 75 = 5% de
umidade relativa e a 40 £ 1°C na auséncia de umidade) e seus efeitos sobre a
atividade catalitica das enzimas;

Avaliar a estabilidade da pancreatina na presenca de diferentes excipientes por
espectrofotometria  UV/Vis nas amostras submetidas as condi¢bes de
armazenamento;

Estudar as alteracdes relativas a atividade enziméatica de medicamento comercial
contendo pancreatina sob influéncia das mesmas condi¢bes de armazenamento
descritas anteriormente;

Realizar testes de estresse (alta temperatura, pH &cido, pH basico, luz ultravioleta
e oxidacdo forcada) e estabelecer os seus efeitos na atividade catalitica das trés

enzimas que compde a pancreatina.
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4 METODOLOGIA

A quantificacdo de uma determinada enzima presente em um meio é trabalhosa, pois
parte da enzima pode estar inativa ou parcialmente ativa, além da possibilidade da existéncia
de outras enzimas no mesmo meio. Este trabalho teve como alvo de pesquisa a pancreatina, que
se destaca entre as enzimas por se tratar de um complexo enzimatico.

A metodologia empregada nas determinacdes da atividade enzimatica por
espectrofotometria da o-amilase, lipase e protease presentes na pancreatina seguiu
procedimentos descritos na literatura com modificagcdes no volume de cada solucdo, afim do
volume final da reacéo preencher adequadamente uma cubeta de 1cm?2 de caminho dptico.

Foram realizados varios testes até poder encontrar um método que fosse eficaz na
determinacdo da atividade enzimatica em formulacGes farmacéuticas. Adicionalmente, relata-
se que é escasso 0 numero de publicacbes envolvendo andlise enzimatica aplicada a
formulacBes farmacéuticas contendo o principio ativo pancreatina. A maioria dos trabalhos
disponiveis estdo relacionados a determinacdo de atividade destas enzimas em amostras,
principalmente de alimentos.

A determinacdo da atividade enzimatica a-amilase e da protease foi baseada na
metodologia descrita pela ANVISA (2012), a qual determina a atividade destas enzimas
presentes em detergente. Russell (2007) também empregou esta metodologia com algumas
modificagdes para determinagdo de atividade da a-amilase presentes em graos de cerais.

A metodologia de determinacgdo da atividade enzimatica da lipase usada foi baseada
nos métodos descritos por Kanwar (2005) e Mohamed (2013) que realizaram as analises de
inibicdo da atividade enzimatica em Bacillus coagulans e Candida antarctica.

Para o estudo de estabilidade envolvendo a pancreatina foram utilizados os excipientes
manitol, celulose microcristalina e talco por serem comuns em formulagbes farmacéuticas, o
acido citrico também foi testado, pois pode melhorar a estabilidade do pd seco, sendo
amplamente utilizado em formulagdes de insulina. A sacarose foi avaliada por ser um ligante
seco que induz a um aumento na estabilidade. A sacarose encontra-se presente em formulagoes
contendo proteinas. Ela absorve até 1% de umidade. O estearato de magnésio por sua vez foi
selecionado por ser hidrofobico e pode retardar a dissolugdo de um farmaco a partir de uma
forma de dosagem soélida. Os excipientes utilizados neste trabalho possuiam 99% de grau de

pureza e foram fornecidos pela Aché Laboratorios Farmacéuticos S.A. (talco, lote:
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0904001015; manitol, lote: 113154; celulose microcristalina, lote: 1111000180; &cido citrico,
lote: 171009; estearato de magnésio, lote: 110400529 e sacarose, lote: 113157).

No desenvolvimento deste trabalho foi utilizado padrédo de pancreatina produzido pela
Sigma-Aldrich, Cod. P1625, lote #SLBF6091V, cuja atividade é de 3 x USP. Foi realizado
ainda stress testing em 5 condigdes. Todas as amostras foram analisadas para avaliar o efeito
na atividade da a-amilase, lipase e protease empregando-se espectrofotometria UV/Vis.

Neste trabalho, também foi avaliada a atividade enzimatica da o-amilase, lipase e
protease presente no biofarmaco Creon 10.000 produzido pelo Laboratério Solvay, lote:
1004749.

41 PREPARO DAS AMOSTRAS

A metodologia utilizada para o preparo das amostras como padrdo de pancreatina,

misturas binarias e amostra comercial sdo apresentadas a seguir.

4.1.1 Padrao de pancreatina e misturas binérias

Para analise das influéncias dos excipientes e condi¢cdes de armazenamento na
estabilidade das enzimas foram avaliadas amostras de padrdo de pancreatina pura e das misturas
binarias de padrdo de pancreatina com cada excipiente na proporcdo de 1:1 (m/m). Para isso,
amostras do padrdo de pancreatina foram armazenadas em cadmara de estabilidade durante o
periodo de um, trés e seis meses sob duas condicdes: 1) 40 £ 1°C e 75 + 5% de umidade relativa,
em recipientes de acrilico sem tampa; e 2) 40 + 1°C sem umidade denominada condig&o a seco.
Neste Gltimo caso, os recipientes de acrilico foram tampados e vedados com pelicula Parafilm®.
Estas condigdes de armazenamento foram selecionadas de acordo com as normas descritas pelo
ICH (2012). Ap6s o tempo de armazenamento, a quantidade total armazenada, ou seja, 60 mg
de cada amostra em mistura binaria (30 mg de padrédo de pancreatina com 30 mg de cada
excipiente) e 30 mg de cada amostra pura (contendo somente o padréo de pancreatina), foram
solubilizados em 25 mL de tamp&o Tris/HCI, 50 mM, pH 7,0, como solugdo estoque,

apresentando uma concentragdo de 90 U/mL de a-amilase, 7,2 U/mL de lipase e 90 U/mL de
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protease e, valores determinados segundo a especificacdo do padrdo pancreatina (Sigma-
Aldrich) onde 1 mg de pancreatina (3 x USP) utilizada neste trabalho apresenta 75 U de amilase,
6 U de lipase e 75 U de protease, sendo U, uma unidade ativa de enzima.

Para o teste de atividade de a-amilase a diluicdo foi realizada utilizado tampao
Tris/HCI, 50 mM, pH 7,0 a fim de obter solugdes de concentragdo igual a 2,0 U/mL de a-
amilase. Para o teste de atividade de lipase foi utilizado solugédo de Tris/HCI, 50 mM, pH 9,0,
afim de obter solucdes de concentragdo igual a 6 U/mL de lipase. Para o teste de atividade de
protease a diluicdo foi realizada utilizando tampdo Tris/HCI, 50 mM, pH 7,5 a fim de obter
solucgéo de concentracdo igual a 14 U/mL de protease. Estas concentra¢des foram determinadas
segundo testes e adaptagdes das metodologias utilizadas como referéncia neste trabalho a fim
de obter a concentracdo do ponto médio de cada curva analitica utilizada na analise

espectrofotométrica.

4.1.2 Amostra comercial de medicamento contendo pancreatina

O biofarmaco Creon é comercializado nas apresentacdes, Creon10.000, cartela com
30 e 100 capsulas com microesferas com revestimento acido-resistente e Creon 25.000, cartela
com 30 capsulas também na forma de microesferas com revestimento acido-resistente. Estes
medicamentos apresentam prazo de validade de dois anos e devem ser conservados em
temperatura ambiente (entre 15 e 30°C).

Neste trabalho foi utilizado o Creon 10.000 que possui em sua formulacdo 10.000
unidades de lipase, principal constituinte desse biofarmaco, 33.200 unidades de a-amilase e
37.500 unidades de protease por capsula. Possui ainda em sua formulacdo 0s excipientes:
macrogol, ftalato de hipromelose, alcool cetilico, citrato de trietila, dimeticona, gelatina, 6xido
de ferro anidro 111, 0xido de ferro 1l, 6xido de ferro 11, didxido de titanio e laurilsulfato de
sodio. Dentre os medicamentos que possuem pancreatina em sua formulagdo, apenas o Creon
esta sendo comercializado, os demais foram retirados do mercado.

Amostras do biofarmaco Creon 10.000 (tanto as capsulas integras quanto o conteudo
interno das cépsulas, denominado neste trabalno como pd) foram submetidas ao estudo de
estabilidade empregando as mesmas condigdes de armazenagem e metodologia aplicada nos
testes de atividade enzimatica do padrdo de pancreatina puro e das misturas binarias. Para a

obtenc¢do do p6 do medicamento, as capsulas foram abertas e o0 seu conteudo transferido para
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um gral, em seguida 0 mesmo foi triturado e homogeneizado, fazendo uso de um pistilo. Apos
trituracdo e homogeneizacédo, foi realizada a pesagem de 30 mg de cada amostra que foi
solubilizado em 25 mL de tampéo Tris/HCI, 50 mM, pH 7,0, como solucéo estoque. O teor
esperado desta solugdo estoque foi de aproximadamente 153,0 U/mL de a-amilase, 46,0 U/mL
de lipase e 173,0 U/mL de protease. Desta solucéo estoque foram realizadas trés novas dilui¢des
usando tampdes especificos (0s mesmos descritos anteriormente) a fim de obter uma solucéo
contendo 2,0 U/mL de a-amilase, outra solucdo contendo 6,0 U/mL de lipase e uma terceira
solucdo contendo 14,0 U/mL de protease. E importante frisar que a massa média em cada

capsula deste medicamento continha 258 + 10 mg.

4.2  EQUIPAMENTOS E ACESSORIOS

A seguir estdo descritos todos os materiais, equipamentos e metodologia empregados
neste trabalho.

a) Balanga analitica, modeloAY220, marca SHIMADZU utilizada durante o preparo das
amostras e solugoes;

b) Agitador de tubos tipo vortex, modelo MIXER:S0200, marca LABNET utilizado para
homogeneizar as misturas binarias;

c) Camarade estabilidade, modelo N1040, marca NOVUS usado para incubacao das amostras
4 40°C e 75% de umidade relativa e sem umidade relativa;

d) Espectrofotbmetro UV/Vis, marca Evolugdo 60, marca THERMO SCIENTIFIC,
empregando cubetas de acrilico de 1 cm de caminho 6tico usado para a determinacédo da
atividade catalitica;

e) Agitador magnético, modelo MA 085, marca MARCONI;

f)  pHmetro, modelo mPA201, marca MS TECNOPON;

g) Micropipetas de volumes variaveis, marca SELECT BIOPRODUCTS;

h) Frascos polietileno para acondicionamento das amostras;

i) Vidrarias de uso comum.

43 REAGENTES E SOLUCOES
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A seguir sdo apresentados os reagentes e solugdes utilizados neste trabalho.

a)  Tampdo Tris/HCI, 50 mM, em pH 6,6; 7,0; 7,5 e 9,0;
b)  Tampdo Acetato, 50 mM, pH 6,6;

c)  Solucéo de &cido tricloacético (TCA) a 20% (v/v)
d) Padrdo de glicose a 55,6 pmol/mL;

e)  Acido 3,5-dinitrosalicilico (DNS) a 0,74% (m/v);
f)  Solucao de amido soltvel a 1% (m/v)

g) Azocaseina a 2% (m/v);

h)  Dodecil sulfato de sédio (SDS) a 0,05% (m/v);

i) HCI1M;

j)  Palmitato de p-nitrofenila (pNPP) a 20 mM;

k)  Tampdo de &cido citrico 100 mM, em pH 3;

)  Tampaéo de Tri/HCI 100 mM, em pH9;

m)  Tampdo carbonato/bicarbonato 50 mM, em pH 11;
n)  Tampdo Tris/HCI 50mM em pH 7

O preparo dos reagentes e das solugdes utilizados neste trabalho esta descrito a seguir:

A solugdo de amido, utilizada como substrato na determinacao espectrofotométrica de a-
amilase, foi preparada na concentracdo de 1% (m/v) da seguinte forma: 1 g de amido foi
dissolvido em agua destilada, aquecida até a fervura e, apds ser resfriado o volume foi
aferido para 100 mL;

No preparo da solucdo padrdo de glicose 55,6 pumol/mL ou 1% (m/v) 1 g de glicose foi
dissolvido em 100 mL de agua destilada;

Para o reagente DNS (4cido 3,5-dinitrosalicilico) a 0,74% (m/v), 3,0 g de hidrdéxido de
sodio foram solubilizados em aproximadamente 500 mL de &gua destilada. Em seguida,
foram adicionados 51 g de tartarato de sddio e potassio; 1,38 g de metabissulfito de sédio;
0,63 g de fenol e 1,77 g de acido 3,5-dinitrosalicilico;

No preparo da solugdo-tampdo Tris/HCI, 50 mM dissolveu-se 0,605 g de Tris em 90 mL
de agua destilada, em seguida, foi adicionada solugdo de HCI 1 M na quantidade suficiente

para ajustar o pH. O volume foi completado para 100 mL.
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e) Para o preparo do substrato, solugdo de pNPP 20 mM, empregada na determinacdo
espectrofotométrica de lipase foi dissolvido de 0,75g pNPP em 100 mL de isopropanol.
Esta solucéo deve ser preparada no dia da analise.

f)  No preparo da solucdo de SDS 0,05% (m/v) foi dissolvido 50 mg de SDS em 100 mL de
agua destilada.

g) A solucdo de azocaseina a 2% (m/v), substrato utilizada na determinacéo
espectrofotométrica de protease, foi feita dissolvendo 2 g de azocaseina em 100 mL de
agua destilada. Esta solugédo deve ser preparada no dia da analise.

h) A solucdo de &cido tricloroacético (TCA) 20% (m/v) foi feita dissolvendo 20 g de &cido
tricloroacético em 100 mL de agua destilada, sendo estocada a 4°C por no maximo uma

Semana.

44  TESTE DE ATIVIDADE PARA o-AMILASE

Este método baseia-se na determinacdo da atividade amilolitica através da
quantificacdo dos agucares redutores liberados pela reagédo de hidrélise do amido, catalisada por
amilases. Os acucares redutores foram quantificados por espectrofotometria UV/Vis,
comprimento de onda de 550 nm. Como mencionado anteriormente, a determinacdo da
atividade enzimatica a-amilase foi baseada na metodologia descrita pela ANVISA (2012) e
Russell (2007).

Inicialmente uma curva analitica de glicose foi construida para calcular a atividade
catalitica de uma solugdo de 2,0 U/mL de a-amilase preparada a partir da diluicdo de uma
solugéo contendo 10 mg do padrdo de pancreatina solubilizada em 10 mL de tamp&o Tris/HCI,
50 mM, pH 7 (concentragdo final 75 U/mL de a-amilase). A curva foi feita abrangendo os
pontos de 0,065; 0,130; 0,195; 0,261 e 0,326 umol/mL de glicose. O valor de absorbancia
obtido a partir da analise em triplicata da atividade catalitica da solugdo 2,0 U/mL de a-amilase
foi definida como 100% de atividade.

Para a construcdo da curva analitica foram transferidos 0, 20, 40, 60, 80, 100, 120 e
140 pL de uma solugédo padréo de glicose a 55,6 pmol/mL em oito tubos de ensaios. Foram
adicionados, respectivamente, em cada tubo de ensaio 600, 580, 560, 540, 520, 500, 480 e 460
pL de tampdo Tris/HCI, 50 mM, pH 7 e também 1,5 mL de reagente DNS a 0,74% (m/v) em

todos os tubos. Paralelamente a isso, em outro tubo de ensaio foram adicionados 300 pL de
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tampdo Tris/HCI, 50 mM, pH 7,0 e 200 pL de solucdo de amido soltvel 1% (m/v) e 100 pL de
uma solucéo de pancreatina 2,0 U/mL. Esta amostra foi incubada em banho-maria a 40 £ 1°C
por 5 minutos. A reacdo foi interrompida com adicdo de 1,5 mL de reagente DNS a 0,74%
(m/v).

Em seguida, os nove tubos foram colocados em banho-maria a temperatura de 100°C
por 5 minutos. Apoés este periodo os tubos foram resfriados e seu conteido transferindo para
béqueres contendo 15 mL de agua destilada. O contetdo de cada béquer foi agitado e parte do
volume foi transferido para cubetas de acrilico de 1 cm de caminho Otico e analisado por
espectrofotometria no comprimento de onda de 550 nm. Todo o ensaio foi realizado em
triplicata.

O ensaio das amostras puras, das misturas binarias de pancreatina com diferentes
excipientes na proporc¢do de 1:1 m/m e das amostras de medicamento comercial Creon 10.000
submetidas ao estudo de estabilidade acelerada foi realizado utilizando-se de 100 pL de cada
amostra preparada, 300 pL de tampdo Tris/HCI, 50 mM, pH 7,0 e 200 pL de solugdo de amido
solavel 1% (m/v). Os tubos de ensaio também foram incubados em banho-maria a 40£1°C, até
atingir o equilibrio térmico (aproximadamente 2 minutos). Um branco para cada amostra foi
realizado, com adic¢éo de amostra e substituindo o volume do substrato por tampéo, o qual foi
analisado juntamente com a amostra correspondente. Um branco sem adicdo de amostra
também foi feito, substituindo tanto o volume da amostra quanto do substrato por tampé&o, sendo
este branco utilizado para zerar a absorbancia do equipamento em 550 nm.

A reacdo quimica nesta analise foi interrompida apds 5 minutos pela adi¢do de 1,5 mL
de reagente DNS a 0,74% (m/v). Depois da interrupcdo da reacédo, os tubos foram mantidos sob
aquecimento a 100°C por 5 minutos, em seguida, os mesmos foram resfriados e seu conteido
transferido para béqueres contendo 15 mL agua destilada. Este procedimento foi exatamente
igual ao adotado na construcdo da curva de analitica da glicose. Todo este ensaio também foi
realizado em triplicata e adotando as mesmas condi¢des espectrofotometricas descritas
anteriormente.

A figura 3 apresenta na proxima pagina representa a reagdo enzimatica da a-amilase

com o substrato amido e a reducéo do reagente DNS.
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Figura 3 - Reacdo catalitica da enzima a-amilase e reducdo do reagente DNS.
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Fonte: Do autor.

45  TESTE DE ATIVIDADE PARA LIPASE

Para a metodologia de determinacéo da atividade enzimatica da lipase, foram baseados
nos métodos descritos por Kanwar (2005) e Mohamed (2013).

A atividade lipolitica foi determinada pela quantificacdo do produto formado a partir
da hidrélise do palmitato de p-nitrofenila (pNPP) catalisado por lipases. O produto cromogénio
de coloracdo amarela foi quantificado por espectrofotometria UV/Vis utilizando cubetas de
acrilico de 1 cm de caminho 6tico e comprimento de onda de 410 nm. Para isso, em tubos de
ensaio, foram adicionados 2 mL de tampao Tris/HCI, 50 mM, pH 9,0 e 75 pL do substrato
pNPP a 20 mM. Esta mistura foi colocada em banho-maria a 37°C até atingir o equilibrio
térmico (aproximadamente 2 minutos). Depois foi adicionado 1 mL de cada amostra pura, das
misturas binarias de pancreatina com diferentes excipientes na propor¢do de 1:1 m/m e das
amostras de medicamento comercial Creon 10.000 submetidas ao estudo de estabilidade
acelerada. As solucdes resultantes foram incubadas novamente em banho-maria por 15 minutos
na mesma temperatura descrita anteriormente.

Para a construcdo da curva analitica foram transferidos 2,0 mL de tampé&o Tris/HCI,
50 mM, pH 9,0 para cinco tubos de ensaio. Em seguida, foram adicionados 75 puL de substrato

(pPNPP a 20 mM) em cada tubo e 1,0 mL de uma solucdo de padrdo pancreatina nas
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concentragdes de 2, 3, 4, 5 e 6 U/mL de lipase em cada tubo. As solucGes de padréo pancreatina
foram preparadas pela diluicdo de uma solucdo de padréo pancreatina a 6 U/mL em tampé&o
Tris-HCI, 50 mM, pH 9,0. Estes tubos também foram incubados em banho-maria por 15
minutos a 37°C. Para finalizar a reacdo foi adicionado 1,0 mL de SDS 0,05% (m/v). Um branco,
sem adicdo de amostra, também foi feito substituindo o volume da amostra por tamp&o. Esta
solucdo foi utilizada para zerar o equipamento no comprimento de onda do ensaio. O contetido
de cada tudo foi transferido para cubetas de acrilico de 1 cm e analisado a 410 nm, sendo os
ensaios realizados em triplicata.

A figura 4 exibe a reacdo de hidrélise do palmitato de p-nitrofenila catalisada por
lipase, onde ocorre a liberacdo do p-nitrofenolato que apresenta coloragdo amarela.

Figura 4 - Reacdo de hidr6lise do palmitato de p-nitrofenila catalisada por lipase.

QCOC [5H3 1 OH
linase
+ H0O il + C,sH;, COOH
NO, NO,
palmitato agua p-nitrofenol acido palmitico
de p-nitrofenila
o
+ H30"
NO,
p-nitrofenolato

Fonte: Adaptado de (Baron, 2003).

46  TESTE DE ATIVIDADE PARA PROTEASE

A atividade proteolitica foi determinada pela quantificacdo do grupamento azo
liberado pela hidrolise do substrato cromogénico azocaseina, por espectrofotometria no
comprimento de onda de 400 nm. A determinacdo da atividade enzimética da protease foi
baseada na metodologia descrita pela ANVISA, a qual determina a atividade destas enzimas
presentes em detergente (ANVISA, 2012).

Inicialmente uma curva analitica foi construida para calcular a atividade proteolitica

das amostras analisadas. Foram transferidos 400 pL de tampéo Tris/HCI, 50 mM, pH 7,5 para
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cinco tubos de ensaio. Em seguida adicionou-se 200 L de substrato (azocaseina a 2% m/v) em
cada tubo e 200 pL de uma solucdo de padréo de pancreatina nas concentracgoes de 7,0, 10,5,
14,0, 17,5 e 21 U/mL de protease em cada tubo. As solucBes de padrdo de pancreatina foram
preparadas pela diluicdo de uma solucdo estoque de padrdo de pancreatina a 75 U/mL em
tampé&o Tris/HCI, 50 mM, pH 7,5. Estes tubos foram incubados em banho-maria a 40+1°C por
15 minutos. A reacéo foi interrompida com a adi¢éo 1,6 mL de TCA 20% (m/v). Em seguida,
centrifugou-se os tubos a 6000 rpm por 5 minutos, recolhendo o sobrenadante que foi colocado
em cubeta de acrilico de 1 cm e analisado em espectrofotdmetro a 400 nm. O ensaio foi
realizado em triplicata.

Para o ensaio das amostras puras, das misturas binarias de pancreatina com diferentes
excipientes na proporc¢do de 1:1 m/m e das amostras de medicamento comercial Creon 10.000
submetidas ao estudo de estabilidade acelerada, foram adicionados 400 pL de tampé&o Tris/HCI,
50 mM, pH 7,5, 200 pL do substrato (azocaseina 2%, m/v) e 200 pL da amostra preparada. As
condicGes da reacdo quimica e das analises espectrofotométricas foram as mesmas empregadas
para a construcao da curva analitica.

A figura 5 representa a reacao ocorrida entre o substrato cromogénio, ocorrendo a

clivagem de uma ligacdo éster, com liberacdo de um produto (amarelo).

Figura 5 - Reacdo representa a clivagem de uma ligagéo éster.
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Fonte: Do autor.
Nota: Em destaque amarelo a libera¢do de um produto cromogénio..

E importante frisar que os valores de pH do sistema tamponante e a temperatura de
cada ensaio usado para a determinacdo da atividade das trés enzimas foram determinados
segundo recomendacdes do fabricante Sigma-Aldrich, em relacdo a amostra referéncia de
pancreatina suina (Cod. P1625, lote #SLBF6091V, 3 x USP). A composicdo do sistema
tamponante foi modificado em relagdo ao utilizado na metodologia de referéncia a fim de
manter a mesma composic¢do do tampdo utilizado no ensaio de ambas as enzimas, alterando
apenas o valor de pH, para o pH oOtimo para a atividade catalitica de cada enzima

respectivamente.
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4.7  TESTES DE ESTRESSE

Testes de estresse aplicados a biofarmacos sdo conduzidos com diferentes objetivos.
Dentre os principais, cita-se: o estabelecimento de seus perfis e mecanismos de degradacéo,
como hidrolise, oxidacdo, fotdlise; a determinacdo de sua estabilidade intrinseca; a elucidacéo
da estrutura de seus produtos de degradacdo; a validacdo de métodos como indicativos de
estabilidade; a maior compreensdo de suas propriedades quimicas; dentre outros (BLESSY,
2013).

Assim, para avaliacdo da pancreatina e sua estabilidade intrinseca, uma série de stress
testing (testes de estresse) foi aplicada, conforme recomendado pela Quality Guidelines,
denominado Q6B, especifico para formulacdo farmacéutica contendo produtos
bioldgicos/biotecnoldgicos (ICH, 2015). Estes testes foram realizados conforme procedimento
previamente descrito por BLESSY et al., 2013 e PRINTZ; FRIESS, 2011.

Nos respectivos testes, a analise da pancreatina foi efetuada em 5 condic@es distintas,
sendo elas, alta temperatura, pH acido, pH basico, luz ultravioleta e oxidacéo forcada.

Para cada amostra pesou-se 2,5 mg do padrdo de pancreatina (Cod. P1625, lote
#SLBF6091V, 3 x USP) em balanca analitica, sendo esta posteriormente solubilizada em
tampé&o Tris/HCI, 50 mM, pH 7,0, a menos quando especificado. Tais solucbes de padréo de
pancreatina foram preparadas em microtubos de 1,5 mL, sendo seu volume final de 1 mL. Apds
a solubilizacdo, as solucdes passaram por vortex por 40 segundos, seguidas de 10 minutos em
banho de ultrassom. Nas amostras preparadas deste modo esperava-se 187,5 U/mL, 15 U/mL e
187,5 U/mL de a-amilase, lipase e protease, respectivamente.

Para analise da estabilidade térmica, a solugdo contendo pancreatina a 2,5 mg/mL foi
submetida a 70 °C por 60 minutos em banho-maria, sendo posteriormente resfriada a
temperatura ambiente, e por fim armazenada sob refrigeracdo a 4 °C até serem analisadas
quanto sua atividade. A escolha da temperatura de estresse baseou-se na temperatura 6tima de
atividade da pancreatina, dando-se preferéncia pela temperatura a qual proporcionaria a
condicgéo de degradacéo forgada, no caso, 70 °C (SINGH, 2014).

Para os testes de pH, as amostras de pancreatina foram submetidas a meio acido
usando-se tampao de acido citrico, 100 mM, pH 3,0 e a meio basico empregando-se tampao
Tris/HCI, 100 mM, pH 9,0 como também tamp&o CO32/HCOs%, 50 mM, pH 11,0. Nestes casos,
as massas de pancreatina pesadas foram diluidas utilizando-se os respectivos tampdes, e ndo o

tampéo Tris/HCI, 50 mM, pH 7,0 como nos demais testes. Os testes de atividade foram
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executados apds 60 minutos de exposicdo. Similarmente a escolha da temperatura de estresse,
os pH aplicados tiveram por objetivo proporcionar condi¢fes de degradacao forgada, e foram
selecionados de acordo com o pH de atividade 6tima de cada componente da pancreatina
descritos previamente.

A solucdo das enzimas na mesma concentragdo (2,5 mg/mL) foi ainda submetida a 6W
sob luz ultravioleta por 24 horas a temperatura ambiente (25 °C) para os testes de estresse sob
intensidade luminosa. Tais amostras foram armazenadas em frasco &mbar e sob refrigeracdo a
4 °C até a realizacdo das analises. As condi¢cbes empregadas também baseiam nas
especificacOes referéncia citadas acima.

Por fim, solucdes de pancreatina foram preparadas em tampao Tris/HCI, 50 mM, pH
7,0 e 3% (v/v) de perdxido de hidrogénio para oxidacdo forcada.

Essa bateria de testes de estresse foi feita em triplicata e as amostras foram analisadas

quanto & atividade enzimatica, assim que finalizadas.
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5 RESULTADOS E DISCUSSOES

A seguir serdo apresentados os resultados e discussdes do trabalho realizado nos estudos

do efeito estabilizante dos excipientes em pancreatina.

5.1 RESULTADOS OBTIDOS NOS TESTES COM PANCREATINA PURA E
MISTURAS BINARIAS COM EXCIPIENTES

Os proximos itens apresentam as curvas analiticas, limite de deteccdo e limite de

quantificagdo, bem como a atividade da enzima a-amilase, lipase e protease.

5.1.1 Curvas analiticas, limite de deteccdo e limite de quantificacdo

O trabalho foi iniciado fazendo a incubagdo das amostras em camara de estabilidade
de acordo com as condicdes descritas na sec¢do 4.1.1. Paralelamente, foi iniciado o estudo para
avaliar qual seria a melhor metodologia disponivel na literatura que pudesse ser reproduzida e
padronizada no laboratério de pesquisa aonde o trabalho foi desenvolvido.

A figura 6 exibe a curva de calibracdo de glicose construida para calcular a atividade

catalitica de a-amilase, analisado no espectrofotémetro a 550 nm.
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Figura 6 - Curva analitica de glicose usada para andlise da atividade de a-amilase.
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Fonte: Do autor.
Nota: Faixa de concentraco de 0,065 a 0,326 pmol/mL. Nesta analise a concentracéo de glicose (0,18 pmol/mL)
liberada pela solucédo de 2,0 U/mL de a-amilase, preparada a partir do padréo de pancreatina, foi usada para

definir uma atividade de 100% desta enzima. A analise foi feita em espectrofotémetro a 550nm.

A figura 7 exibe a curva de calibracdo da lipase analisado no espectrofotébmetro a 410

nm.

Figura 7 - Curva analitica para analise da lipase.
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Fonte: Do autor.
Nota: A andlise foi feita em espectrofotdmetro a 410 nm na faixa de concentracdo de 2 a 6 U/mL.
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A figura 8 exibe a curva de calibracdo da protease analisado no espectrofotdmetro a
400 nm.

Figura 8 - Curva analitica para analise da protease.
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Fonte: Do autor.
Nota: Nesta analise foi usada solugdo de 75 U/mL de protease preparada a partir do padrdo de pancreatina. A
analise foi feita em espectrofotdmetro a 400 nm na faixa de concentracdo de 7 a 21 U/mL.

Neste trabalho foram avaliados o limite de deteccéo e o limite de quantificacéo.
A determinagéo do limite de deteccdo (LD) e do limite de quantificacdo (LQ) para

cada metodologia empregada foi determinada segundo as seguintes equacoes:

LD =332

=33 3
L0 =10 >
Q= S

Onde, s é o desvio padrdo da andlise da resposta (branco) e S é a inclinacdo ou
coeficiente angular da curva analitica. O desvio padrdo da resposta da analise de atividade
enzimatica da a-amilase, lipase e protease foi respectivamente: 0,0007, 0,0005 e 0,0006.

A Tabela 1, na proxima pagina, exibe o limite de detecgéo e limite de quantificagdo da

atividade enzimatica obtida por meio da analise espectrofotométrica.
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Tabela 1 - Limite detec¢do e limite de quantificacdo da atividade enzimatica.

a-amilase (U/mL) Lipase (U/mL) Protease (U/mL)
LD 0,013 0,060 0,110
LQ 0,044 0,199 0,365

Fonte: Do autor.
Nota: Referente a a-amilase, lipase e protease apenas para avaliagdo das amostras puras de pancreatina e das
misturas binarias submetidas ao teste de estabilidade acelerada.

Ap0s a padronizacdo das metodologias para avaliagdo da atividade enzimética das trés
enzimas, com consequente obtengdo de curvas analiticas adequadas, foram feitas as analises de
todas as amostras de pancreatina submetidas ao estudo de estabilidade acelerada nos diferentes

tempos de armazenamento.

5.1.2 Atividade da enzima a-amilase

Cada uma das enzimas presentes no complexo da pancreatina apresentou um perfil de
degradacéo diferente entre si. A diferenca na condi¢do de armazenamento também foi um fator
de grande influéncia na perda de atividade das enzimas. Este perfil pdde ser acompanhado e
determinado em intervalos de tempo (inicial, um, trés e seis meses) possibilitando uma analise
mais detalhada sobre o comportamento das enzimas durante 0 armazenamento.

Para a determinacdo da porcentagem de atividade desta enzima o seguinte calculo foi
realizado. Primeiramente, foi determinada como 100% de atividade a média da absorbancia
obtida do padrdo pancreatina contendo 2,0 U/mL de a-amilase apresentado na figura 6. A
concentracdo de 2,0 U/mL desta enzima gerou uma absorbancia média de 0,316 indicando uma

liberacdo de cerca de 0,18 umol/mL de glicose.

0,316 -----=m=mmmmmmemmme e eeee 100% de atividade enzimatica
Média absorbancia da amostra ----------- X% atividade enzimatica da amostra
ou
0,18 umol/mL de glicose -------------=-==-=-mmnmum-- 2,0 U/mL de atividade enzimética

Concentracéo de glicose liberada da amostra --- X% atividade enzimatica da amostra

As tabelas 2 e 3 apresentam os valores obtidos a partir das amostras armazenadas a

40°C e 75% de umidade relativa e 40°C e 0% de umidade relativa, respectivamente.
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A enzima a-amilase mostrou um comportamento distinto entre as duas condigdes de
armazenamento. Quando armazenada a 40°C e 75% de umidade relativa, em apenas 1 meses ja
é possivel observar uma queda dréstica (maior que de 97,8%) na atividade quando a pancreatina
¢ armazenada na auséncia e na presenca de todos os excipientes na mistura (1:1, m/m)
avaliados, mostrando que a umidade exerce uma forte influéncia extrinseca sobre a enzima
auxiliando a sua degradacéo. Desta forma, nenhum dos excipientes utilizados conseguiu exercer
um efeito protetor sobre a a-amilase nestas condi¢es de armazenamento, provavelmente, o
efeito protetor ndo tenha se manifestado, devido a ionizacdo de grupos ativos presentes
(PEREIRA, 2010).



Tabela 2 - Atividade da a-amilase nas amostras de pancreatina armazenadas a 40°C e 75% de umidade relativa.
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Tempo Inicial 1 més 3 meses 6 meses
Amostras Abs. a-amilase Atividade Abs. o-amilase Atividade  Abs. o-amilase Atividade  Abs. a-amilase  Atividade
Média  (U/mL) (%) Média  (U/mL) (%) Média  (U/mL) (%) Média (U/mL) (%)
Pancreatina (P) 0,309 1,96 98+0,9 0,006 <LQ <LQ 0,002 <LQ <LQ 0 <LQ <LQ
P + Ac. Citrico 0,313 1,98 99+0,9 0 <LQ <LQ 0 <LQ <LQ 0 <LQ <LQ
P + Sacarose 0,309 1,96 97+0,9 0 <LQ <LQ 0 <LQ <LQ 0 <LQ <LQ
P + Manitol 0,311 1,97 98 +1 0 <LQ <LQ 0 <LQ <LQ 0 <LQ <LQ
P + Celulose 0,312 1,97 98 +1 0 <LQ <LQ 0 <LQ <LQ 0 <LQ <LQ
P + Estearato de Mg 0,313 1,98 9+1 0 <LQ <LQ 0 <LQ <LQ 0 <LQ <LQ
P + Talco 0311 1,97 98+ 1 0 <LQ <LQ 0 <LQ <LQ 0 <LQ <LQ

Fonte: Do autor.

Nota :

<LQ - 0,044 U/mL ou 2,2%.

Apos os diferentes tempos de incubacao (n=3).



Tabela 3 - Atividade da a-amilase nas amostras de pancreatina armazenadas a 40°C e 0% de umidade relativa.
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Tempo Inicial 1 més 3 meses 6 meses

Amostras Abs.  a-amilase Atividade Abs. a-amilase  Atividade  Abs. o-amilase Atividade Abs. a-amilase Atividade

Média  (U/mL) (%) Média (U/mL) (%) Média  (U/mL) (%) Média  (U/mL) (%)
Pancreatina (P) 0,309 1,96 98+0,9 0,193 1,22 61,0+£0,7 0,104 0,66 33,0£0,7 0,005 <LQ <LQ
P + Ac. Citrico 0,313 1,98 99+0,9 0,042 0,27 13,3£0,5 0,005 <LQ <LQ 0 <LQ <LQ
P + Sacarose 0,309 1,96 97+0,9 0,248 1,57 79,5£0,9 0,164 1,04 52,0+0,7 0,035 0,22 11,0+0,8
P + Manitol 0,311 1,97 98+1 0,215 1,36 68,0£0,6 0,105 0,66 33,0£0,6 0,016 0,09 45+0,5
P + Celulose 0,312 1,97 98+1 0,008 0,05 2,5+0,1 0 <LQ <LQ 0 <LQ <LQ
P + Estearato de Mg 0,313 1,98 9=+1 0,137 0,87 43,5+0,7 0,056 0,35 175+0,6 0,015 0,09 45+0,5
P + Talco 0,311 1,97 98+1 0,054 0,34 17,0+£0,7 0,015 0,09 45+0,3 0 <LQ <LQ

Fonte: Do autor.

Nota :

<LQ - 0,044 U/mL ou 2,2%.

Ap0ds os diferentes tempos de incubacgdo (n=3)
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Quando a a-amilase foi analisada ap6s 1 més armazenada a 40°C e 0% de umidade
relativa, foi possivel observar uma queda de 39,0% em sua atividade quando armazenada na
auséncia de excipientes. Nesta condigéo, a sacarose e 0 manitol quando em misturas (1:1) com
a amostra de pancreatina mostraram efeito protetor sobre a enzima. Nestes casos, a atividade
enzimatica da a-amilase foi mantida em 79,5% e 68,0% respectivamente. Ja os demais
excipientes ndo foram tao eficientes quanto a protecao visto que as amostras armazenadas em
mistura com &cido citrico, celulose, estearato de magnésio e talco apresentaram atividade
enzimatica para o-amilase inferior do que a pancreatina armazenada na auséncia de excipientes.
ApOs o armazenamento durante 3 meses a 40°C e 0% de umidade relativa, a atividade da a-
amilase sofreu um decréscimo em todas as amostras em relacdo ao tempo de 1 més. O excipiente
sacarose ainda apresentou um efeito protetor sobre a enzima, mantendo sua atividade em 52,0%,
quando a amostra de pancreatina sem excipiente apresentou uma atividade de 33,0%. Apds 3
meses, a presenca dos excipientes acido citrico e celulose fizeram com que a atividade da a-
amilase ficasse abaixo do limite de quantificacdo (LQ< 2,2%). As misturas com o excipiente
estearato de magnésio e talco induziram atividade enzimética inferior a amostra do padrdo de
pancreatina pura. Em 6 meses nesta condicdo de armazenamento, a enzima o-amilase
apresentou uma atividade menor que o limite de quantificacdo na auséncia de excipientes. Em
misturas com os excipientes &cido citrico, celulose e talco foi observado queda total de atividade
enzimatica enquanto em mistura com sacarose, manitol e estearato de magnésio a atividade

enzimatica foi de 11%, 4,5% e 4,5%, respectivamente.

5.1.3 Atividade da enzima lipase

Para a determinacdo da porcentagem de atividade da enzima o seguinte célculo foi
realizado considerando como 100% de atividade a média da absorbancia obtida do padréo de
pancreatina contendo 6,0 U/mL de lipase.

0,353 --mmmmmm e 100% de atividade enzimatica
Média absorbancia da amostra ----------- X% atividade enzimética da amostra.

As tabelas 4 e 5 apresentam os valores obtidos a partir das amostras armazenadas a

40°C e 75% de umidade e 40°C e 0% de umidade, respectivamente.
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A lipase apresentou um perfil de degradagdo bem semelhante em ambas as condig6es
de armazenamento, diferenciando-se mais em relacdo ao efeito protetor dos excipientes sobre
a enzima. Dentre todas as enzimas analisadas na amostra de pancreatina, a lipase foi a que mais
resistiu as condi¢des de armazenamento (40°C e75% de umidade relativa e 40°C e 0% de
umidade relativa).

Quando analisada apds armazenada de 1 més a 40°C e 75% de umidade relativa, a
enzima lipase apresentou uma atividade de 66,3 = 0,9% quando em auséncia de excipientes. O
Unico excipiente que apresentou efeito protetor foi a sacarose, mantendo atividade enzimatica
em 88,7 + 0,9%. A presenca dos demais excipientes (&cido citrico, manitol, celulose, estearato
de magnésio e talco) fez com que a atividade enzimatica fosse inferior do que amostra do padrao
de pancreatina pura. Apds 3 meses de armazenamento, nesta mesma condicao, foi observado o
mesmo perfil de queda de atividade. A sacarose continuou apresentando efeito protetor
mantendo a atividade da lipase em 50,1 + 0,4 % enquanto na auséncia de excipiente foi
observada uma atividade de apenas 24,4 + 0,7 %. Em 6 meses de armazenamento, a amostra do
padrdo de pancreatina em mistura com manitol, estearato de magnésio e talco apresentaram
decréscimo total de atividade da lipase.

Quando armazenada a 40°C e 0% de umidade relativa a lipase armazenada na auséncia
de excipiente apresentou atividade de 60,6 = 0,5 % ap6s 1 més. Ao contrario do observado na
condicdo Umida o excipiente sacarose nao apresentou um efeito protetor. Apenas a mistura com
excipiente estearato de magnésio apresentou atividade desta enzima cerca de 10% superior a
amostra do padrdo de pancreatina puro. No entanto, apds 3 meses de armazenamento, foi
observado que este excipiente agiu positivamente na atividade da lipase (a amostra de
pancreatina apresentou cerca de 21,0% e nesta mistura 47,3% de atividade), ou seja, mais que
duplicou a atividade da lipase. Ap6s 6 meses de armazenamento o estearato de magnésio ainda
manteve efeito protetor sobre a enzima, a atividade observada foi de 23,7 £ 0,6 % enquanto na
auséncia de excipientes a atividade enzimatica foi de 7,6 + 0,6 %. O efeito do estearato de
magnésio sob a atividade da enzima é interessante. Isto pode ser atribuido a afinidade da enzima
com excipientes hidrofobicos (estearato) que interage com o sitio ativo da enzima,
provavelmente reduzindo, a distor¢do tridimensional da lipase (SCALVINI; PIOMELLI,
2015). J& a mistura com manitol apresentou decréscimo total de atividade e as misturas com

acido citrico e sacarose apresentaram atividade inferior a amostra pura de pancreatina.



Tabela 4 - Atividade da lipase nas amostras de pancreatina armazenadas a 40°C e 75% de umidade relativa.
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Tempo Inicial 1 més 3 meses 6 meses

Amostras Abs. Lipase Atividade  Abs. Lipase  Atividade  Abs. Lipase Atividade Abs. Lipase  Atividade

Média  (U/mL) (%) Média  (U/mL) (%) Média  (U/mL) (%) Média  (U/mL) (%)
Pancreatina (P) 0,353 6,00 100+0,2 0,234 398 66,3+0,9 0,086 1,46 244+0,7 0,027 0,46 76+0,6
P + Ac. Citrico 0,345 586  97,7+0,2 0,088 150 249+0,7 0,034 0,60 96+0,7 0,005 <LQ <LQ
P + Sacarose 0,350 59  993+0,7 0,313 534 887+09 0,177 3,02 50,1+0,4 0,054 090 150%0,9
P + Manitol 0,346 598 98,2+0,4 0,097 155 275+02 0,026 0,45 74+04 0 <LQ <LQ
P + Celulose 0,347 5,98 98,3+09 0,171 291 48,4+0,2 0,053 0,90 150+0,9 0,012 0,20 34+05
P + Estearato de Mg 0,346 5,98 98,2+0,9 0,082 1,40 23,2+0,5 0,025 0,42 7,1+0,8 0 <LQ <LQ
P + Talco 0,346 5,98 98,1+0,9 0,087 1,50 246+08 0,025 0,42 7,1+0,7 0 <LQ <LQ

Fonte: Do autor.

Nota:

<LQ - 0,199 U/mL ou 3,3% de atividade

Apos os diferentes tempos de incubacdo (n=3).



Tabela 5 - Atividade da lipase nas amostras de pancreatina armazenadas a 40°C e 0% de umidade relativa.
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Tempo Inicial 1 més 3 meses 6 meses

Amostras Abs. Lipase  Atividade  Abs. Lipase  Atividade  Abs. Lipase  Atividade  Abs. Lipase  Atividade

Média  (U/mL) (%) Média  (U/mL) (%) Média  (U/mL) (%) Média  (U/mL) (%)
Pancreatina (P) 0,353 6,00 100+£0,2 0,214 353 60,6+05 0,074 1,26 21,0+09 0,027 0,46 76+0,6
P + Ac. Citrico 0,345 586  97,7+0,2 0,154 264  436+05 0,053 090 15005 0,010 0,16 28+0/4
P + Sacarose 0,350 59  99,3+0,7 0,105 1,80 29,7+0,7 0,045 0,76  12,7+0,9 0,012 0,20 3406
P + Manitol 0,346 5,98 98,2+0,4 0,088 1,50 249+08 0,035 0,60 9,9+0,5 0 <LQ <LQ
P + Celulose 0,347 5,98 98,3+09 0,133 2,26 37,7+0,9 0,062 1,05 176 £0,2 0,027 0,46 7,6 +0,5
P+Estearato de Mg 0,346 598 98,2+09 0,233 396 66,0+08 0,167 2,84 473+0,6 0,083 1,41  237%0,6
P + Talco 0,346 598 98,1+0,9 0,158 2,70 447+0,7 0,084 144  238+03 0,032 0,54 91+0,3

Fonte: Do autor.

Nota:

<LQ - 0,199 U/mL ou 3,3% de atividade
Apds os diferentes tempos de incubagdo (n=3)
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A 4gua, através de varias ligacGes do tipo hidrogénio-hidrogénio desempenha uma
importante funcdo na enzima ao manter a sua conformacao nativa. Assim sendo, uma reacao de
hidrolise enzimatica necessita de dois grandes aspectos: a existéncia de uma interface
organica/aquosa e a adsorcdo de enzima nesta interface. (ROODNEY; WHEATEHRLEY,
2001).

As lipases apresentam alguns elementos de estruturas secundarias que na auséncia de
interfaces tornam o seu sitio ativo inacessivel atraves do conhecimento deste, ou seja, passa a
apresentar conformacdo fechada. Porém, quando ocorrem interfaces hidrofdbicas, permitem
uma abertura da estrutura das lipases (AVELAR et al., 2013).

5.1.4 Atividade da enzima protease

Para a determinacdo da porcentagem de atividade desta enzima o seguinte calculo foi
realizado considerando como 100% de atividade a média da absorbancia obtida do padrdo

pancreatina contendo protease a 14,0 U/mL.

0,410 —-m-mmmmm e 100% de atividade enzimética
Média absorbancia da amostra ----------- X% atividade enzimética da amostra.

As tabelas 6 e 7 apresentam os valores obtidos a partir das amostras armazenadas a
40°C e 75% de umidade e 40°C e 0% de umidade, respectivamente.

Ap0s 0 armazenamento durante 1 més a 40°C e 75% de umidade relativa (tabela 6), a
atividade da protease reduziu drasticamente sendo observado apenas 8,3 £ 0,5% de atividade.
A presenca dos excipientes sacarose e celulose nédo afetou significativamente a atividade desta
enzima, este efeito é devido a presenca de centros quirais na enzima (aminoacidos)
(WATERMAN et al., 2012). J& a presenca do manitol, estearato de magnésio e o talco
prejudicaram ainda mais a atividade da protease. Por outro lado, o acido citrico quando
misturado com o padré@o de pancreatina na proporc¢éo (1:1, m/m) fez com que a atividade desta
enzima fosse cerca de duas vezes maior quando comparado com o padréo de pancreatina puro.

Podendo assim concluir que houve efeito protetor do &cido citrico em condicGes de
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armazenamento Umida diferente da eficaicia do mesmo quando em condi¢Ges de
armazenamento seco.

A protease quando analisada apos 1 més armazenada a 40°C e 0% de umidade relativa
(amostra seca), demonstrou decréscimo total de atividade quando na auséncia de excipientes.
Nesta condigdo, é possivel afirmar a inativacéo total desta enzima. O mesmo foi observado
quando a amostra foi misturada com o excipiente &cido citrico. Porém, alguns excipientes
demonstraram efeito levemente protetor sobre a enzima. Quando a pancreatina foi misturada
com a celulose foi possivel observar a atividade de 11 £ 0,5%.

Ap0s 0 armazenamento de 3 e 6 meses a enzima protease apresentou decréscimo total
de atividade em ambas as condi¢des de armazenamento.

Foi determinada uma grande variacdo nas atividades proteoliticas. Os residuos de
aminodcidos (principalmente cisteina e as metaloprotease podem interferir na atividade da
enzima. Provavelmente, essas estruturas combinam com aminoacidos essenciais a formacéao
tridimensional da proteina que altera a sua estabilidade, podendo diminuir a atividade
enzimatica (BUXBAUM, 2011).

Em termos gerais, com os resultados obtidos ap6s o estudo em cadmara de estabilidade
é possivel afirmar que a protease foi 0 componente da pancreatina que teve a sua atividade mais
afetada depois do periodo de armazenamento. Por outro lado, a lipase foi a que manteve maior
atividade considerando até 3 meses de armazenamento. Nas condices empregadas, ndo se
recomenda um armazenamento de 6 meses pois as enzimas apresentaram atividades inferiores
a 25%.

Adicionalmente, dentre os excipientes avaliados, constatou-se que deve ser evitado
formulacbes de pancreatina contendo acido citrico e manitol, principalmente ao considerar a

atividade da lipase, que é considerada a que tem maior atuacdo no biofarmaco em questéo.



Tabela 6 - Atividade da protease nas amostras de pancreatina armazenadas a 40°C e 75% de umidade relativa.
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Tempo Inicial 1 més 3 meses 6 meses

Amostras Abs.  Protease Atividade  Abs. Protease Atividade Abs. Protease Atividade Abs. Protease Atividade

Média  (U/mL) (%) Média  (U/mL) (%) Média  (U/mL) (%) Média  (U/mL) (%)
Pancreatina (P) 0,410 14,00 100%0,3 0,034 1,16 83+05 0 <LQ <LQ 0 <LQ <LQ
P + Ac. Citrico 0,404 1380 985+04 0,081 277 198+05 0 <LQ <LQ 0 <LQ <LQ
P + Sacarose 0,408 1393 99,5+0,7 0,036 1,23 88+0,5 0 <LQ <LQ 0 <LQ <LQ
P + Manitol 0405 13,80 985+08 0014 048 34%06 0 <LQ <LQ 0 <LQ <LQ
P + Celulose 0404 1380 985+08 0033 113 8005 0 <LQ <LQ 0 <LQ <LQ
P+Estearato de Mg 0,406 1386 99,0+0,6 0,012 0,41 29+0,6 0 <LQ <LQ 0 <LQ <LQ
P + Talco 0,403 13,76 983+0,8 0,022 0,75 54+05 0 <LQ <LQ 0 <LQ <LQ

Fonte: Do autor.

Nota:

<LQ - 0,365 U/mL ou 2,6% de atividade

Apos os diferentes tempos de incubagdo (n=3).



Tabela 7 - Atividade da protease nas amostras de pancreatina armazenadas a 40°C e 0% de umidade relativa.
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Tempo Inicial 1 més 3 meses 6 meses

Amostras Abs.  Protease Atividade  Abs. Protease Atividade Abs. Protease Atividade Abs. Protease Atividade

Média  (U/mL) (%) Média  (U/mL) (%) Média  (U/mL) (%) Média  (U/mL) (%)
Pancreatina (P) 0,410 140  100%0,3 0 <LQ <LQ 0 <LQ <LQ 0 <LQ <LQ
P + Ac. Citrico 0,404 13,80 985+04 O <LQ <LQ 0 <LQ <LQ 0 <LQ <LQ
P + Sacarose 0,408 1393 995+0,7 0,012 0,41 29+0,6 0 <LQ <LQ 0 <LQ <LQ
P + Manitol 0,405 13,80 985+0,8 0,019 0,65 46+04 0 <LQ <LQ 0 <LQ <LQ
P + Celulose 0404 1380 985+08 0045 154 11,0+05 0 <LQ <LQ 0 <LQ <LQ
P+Estearato de Mg 0,406 1386 99,0+0,6 0,012 0,41 29+0,6 0 <LQ <LQ 0 <LQ <LQ
P + Talco 0,403 13,76 983+0,8 0,022 0,75 54+05 0 <LQ <LQ 0 <LQ <LQ

Fonte: Do autor.

Nota:

<LQ - 0,365 U/mL ou 2,6% de atividade

Apos os diferentes tempos de incubagdo (n=3).
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52 RESULTADOS DOS TESTES DE ATIVIDADE NO BIOFARMACO CREON
10.000

A tabela 8 apresenta os dados das curvas de calibracdo obtidos para analise da

amostra do biofarmaco comercial.

Tabela 8 - Resultados dos valores das curvas analiticas para determinagédo das atividades das trés enzimas.

a-amilase Lipase Protease
Faixa de 00652 0,326 40a80UmL  7,0a21,0 U/mL
concentracéo pmol/mL de glicose

Equacdo daReta  y=1,675x +0,0046 y=0,030x +0,0313 y=0,037x +0,0711
Coeficiente de
correlacgéo (R?)

Fonte: Do autor

0,999 0,996 0,996

Analisando-se a curva de calibragcdo pode-se concluir que a absorbancia apresenta
correlacdo linear com a faixa de concentracdo estudada das enzimas de acordo com a tabela
8, pois os coeficientes de correlacdo RZ da curva obtida, através do ajuste dos dados
experimentais, apresentou valores acima de 0,99, satisfazendo o critério de linearidade.
Além disso, nota-se uma distribuicdo dos pontos indicando auséncia de tendéncias e erros.

Portanto conclui-se que a técnica empregada, apresenta linearidade na faixa de interesse.

5.2.1 Atividade da enzima a-amilase

O procedimento adotado para a determinacéo da porcentagem de atividade desta
enzima foi feito baseando-se no mesmo célculo empregado nas amostras de padréo de
pancreatina e nas misturas binarias.

A tabela 9 apresenta os valores obtidos a partir das amostras armazenadas a 40°C

e 75% de umidade relativa e 40°C e 0% de umidade relativa.
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Tabela 9 - Atividade da a-amilase nas amostras do biofarmaco Creon 10.0000.

Tempo Inicial 1 més 3 meses
Amostras a-amilase  Atividade o-amilase Atividade oa-amilase Atividade
(U/mL) (%) (U/mL) (%) (U/mL) (%)
P6 Umido 1,80 90,2+04 0,25 125+0,3 0,063 3,205
P6 seco 1,83 91,5+ 0,3 1,10 55,1+0,6 0,475 235x0,7
Cépsula imida 1,85 92,4+0,6 0,25 125+04 0,114 57+0,6
Cépsula seca 1,81 90,3+0,5 1,38 69,3+ 0,7 0,532 26,6 +0,8

Fonte: Do autor.
Nota: Nas duas condigdes de armazenamento: a 40°C e 75% de umidade relativa e 40°C e 0% de umidade
relativa (n=3).

A o-amilase presente no biofarmaco Creon 10.000, mostrou um comportamento
distinto entre as duas condi¢des de armazenamento. A 40°C e 75% de umidade relativa, em
apenas 1 més ja foi possivel observar uma queda drastica de atividade. A atividade diminui
para cerca de 12,5% mostrando que a umidade exerce uma forte influéncia provocando
uma distor¢édo na estrutura da enzima. O mesmo perfil foi observado quando a mesma foi
analisada apds 3 meses onde houve uma diminuicdo na atividade enzimatica Para valores
inferiores a 5,7%. E interessante observar que mesmo com a protecdo da capsula,
constituida macrogol, ftalato de hipromelose, alcool cetilico, citrato de trietila, dimeticona,
gelatina, 6xido de ferro anidro (I11), 6xido de ferro hidratado (111), 6xido de ferro (l1, 111),
didxido de titanio e laurilsulfato de sédio, a atividade da enzima foi prejudicada. Isso indica
qgue acdo do medicamento comercial € comprometida nesta condi¢do, considerando a
atividade da a-amilase.

Quando a a-amilase foi analisada ap6s 1 més armazenada a 40°C e 0% de umidade
relativa foi possivel observar uma maior preservacdo da atividade da enzima em questéo.
Constatou-se que a atividade presente era de 55,1% e 69,3% nas amostras em po e capsula,
respectivamente. Transcorridos trés meses foi observada uma queda de atividade para
23,5% e 26,6% nas amostras em pé e capsula, respectivamente. Também neste caso as
capsulas ndo tiveram um efeito de protecéo sobre o principio ativo.

E importante notar que em apenas 3 meses de armazenamento a 40°C houve uma
diminuigcdo de cerca de 75% na atividade desta enzima. Isso induz a concluir que a
temperatura prejudica a eficacia do medicamento quando o mesmo for ingerido apos este
periodo. Além disso, se a temperatura for aliada a umidade este efeito torna-se

demasiadamente prejudicial.
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5.2.2 Atividade da enzima lipase

A tabela 10 apresenta os valores obtidos a partir das amostras armazenadas a 40°C

e 75% de umidade relativa e 40°C e 0% de umidade relativa, respectivamente.

Tabela 10 - Atividade da lipase nas amostras do biofarmaco Creon 10.0000.

Tempo Inicial 1 més 3 meses
Amostras Lipase Atividade Lipase Atividade Lipase Atividade
(U/mL) (%) (U/mL) (%) (U/mL) (%)
P6 amido 5,48 91,3+0,8 0,81 135+0,7 0,49 8,2+0,3
Pd seco 5,54 92,3+0,5 3,84 64,0+0,4 0,87 145+ 0,7
Cépsula imida 5,42 90,3+0,3 1,56 26,0+0,6 0,78 13,0+0,8
Cépsula seca 5,63 938+04 4,50 75,0+0,3 0,98 16,3+0,5

Fonte: Do autor.
Nota: Nas duas condi¢des de armazenamento: a 40°C e 75% de umidade relativa e 40°C e 0% de umidade
relativa (n=3).

A lipase presente no biofarmaco Creon 10.000, mostrou um comportamento
distinto entre as duas condi¢des de armazenamento. A 40°C e 75% de umidade relativa, em
apenas 1 més ja foi possivel observar uma queda drastica de atividade. A atividade diminui
para cerca de 13,5 % nas amostras de pé e 26% nas amostras em capsula, mostrando que a
umidade exerce uma forte influéncia provocando uma distorcao na estrutura da enzima. O
mesmo perfil foi observado quando a mesma foi analisada ap6s 3 meses onde houve uma
diminuicdo na atividade enzimatica para valores inferiores a 13%. E interessante observar
gue mesmo com a protecao da capsula, constituida macrogol, ftalato de hipromelose, alcool
cetilico, citrato de trietila, dimeticona, gelatina, 6xido de ferro anidro (I11), 6xido de ferro
hidratado (111), 6xido de ferro (11, I11), didéxido de titanio e laurilsulfato de sodio, a atividade
da enzima foi prejudicada. Isso indica que agdo do medicamento comercial é comprometida
nesta condicdo, considerando a atividade da lipase.

Quando a lipase foi analisada apds 1 més armazenada a 40°C e 0% de umidade
relativa foi possivel observar uma maior preservagdo da atividade da enzima em questao.
Constatou-se que a atividade presente era de 64% e 75% nas amostras em po e capsula,

respectivamente. Transcorridos trés meses foi observada uma queda de atividade para
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14,5% e16,3% nas amostras em po e capsula, respectivamente. Também neste caso as
capsulas ndo tiveram um efeito de protecéo sobre o principio ativo.

E importante notar que em apenas 3 meses de armazenamento a 40°C e 0% de
umidade houve uma diminuicéo de cerca de 77% na atividade desta enzima. Isso induz a
concluir que a temperatura prejudica a eficacia do medicamento quando o mesmo for
ingerido apos este periodo. Além disso, se a temperatura for aliada a umidade este efeito

torna-se demasiadamente prejudicial.

5.2.3 Atividade da enzima protease

A tabela 11 apresenta os valores obtidos a partir das amostras armazenadas a 40°C

e 75% de umidade relativa e 40°C e 0% de umidade relativa.

Tabela 11 - Atividade da protease nas amostras do biofarmaco Creon 10.0000.

Tempo Inicial 1 més 3 meses
Protease Atividade Protease  Atividade Protease  Atividade
Amostras
(U/mL) (%) (U/mL) (%) (U/mL) (%)
P6 imido 13,50 96,4+0,5 6,78 484+0,4 3,43 245+0,2
P6 seco 13,52 96,5+0,3 11,5 82,3+0,7 531 37,9+0,3

Cépsula imida 13,48 96,3+0,6 10,9 77,9+£0,9 3,78 27,0+£0,8
Cépsula seca 1354  96,7+0,5 12,8 91,7+0,3 6,02 430x04

Fonte: Do autor.
Nota: Nas duas condigdes de armazenamento: a 40°C e 75% de umidade relativa e 40°C e 0% de umidade
relativa (n=3).

A protease presente no biofarmaco Creon 10.000, mostrou um comportamento
distinto entre as duas condi¢des de armazenamento. A 40°C e 75% de umidade relativa, em
apenas 1 més ja foi possivel observar uma queda drastica de atividade. A atividade diminui
para cerca de 48,4 % nas amostras de p6 e 77,9% nas amostras em capsula, mostrando que
a umidade exerce uma forte influéncia provocando uma distorcéo na estrutura da enzima.
O mesmo perfil foi observado quando a mesma foi analisada ap6s 3 meses onde houve uma
diminuicdo na atividade enzimatica para valores inferiores a 27%. E interessante observar
gue mesmo com a protecdo da capsula, constituida macrogol, ftalato de hipromelose, alcool

cetilico, citrato de trietila, dimeticona, gelatina, 6xido de ferro anidro (I11), 6xido de ferro
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hidratado (111), 6xido de ferro (11, I11), dioxido de titanio e laurilsulfato de sodio, a atividade
da enzima foi prejudicada. Isso indica que acdo do medicamento comercial é comprometida
nesta condicdo, considerando a atividade da protease.

Quando esta enzima foi analisada apds 1 més armazenada a 40°C e 0% de umidade
relativa foi possivel observar uma maior preservagédo da atividade da enzima em questéo.
Constatou-se que a atividade presente era de 82,3% e 91,7% nas amostras em po e capsula,
respectivamente. Transcorridos trés meses foi observada uma queda de atividade para
37,9% e 43% nas amostras em po e capsula, respectivamente. Também neste caso as
capsulas ndo tiveram um efeito de protecdo sobre o principio ativo.

E importante notar que em apenas 3 meses de armazenamento a 40°C e 0% de
umidade houve uma diminuigéo de cerca de 47% na atividade desta enzima. Isso induz a
concluir que a temperatura prejudica a eficacia do medicamento quando o mesmo for
ingerido apos este periodo. Além disso, se a temperatura for aliada a umidade este efeito

torna-se demasiadamente prejudicial.

5.3 RESULTADOS DE ATIVIDADE DAS AMOSTRAS SUBMETIDAS AO TESTE
DE ESTRESSE

A tabela 12 apresenta os dados das curvas de calibracdo obtidos para analise das
amostras de padrédo de pancreatina submetidas a diferentes condigdes usadas nos testes de
estresse. Foi necessario realizar novas curvas devido ao fato destas analises terem sido
executadas em periodos diferentes das anteriores. No entanto, as condi¢cdes de analise
foram semelhantes aquelas ja descritas e, consequentemente, os resultados foram

semelhantes aos obtidos previamente.
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Tabela 12 - Dados das curvas analiticas.
a-amilase Lipase Protease
Faixa de 0,065 a 0,326

concentragéo pmol/mL de glicose
Equacdo da Reta  y=2,053x + 0,0909 y=0,024x + 0,156 y=0,038x + 0,1245
Coeficiente de
correlacgéo (R?)

Fonte: Do autor

Nota: Determinacdo espectrofotométrica das atividades das trés enzimas nas amostras submetidas a diferentes
condicOes usadas nos testes de estresse.

40a8,0U/mL 7,0a21,0U/mL

0,999 0,996 0,996

5.3.1 a-amilase

Substituindo os valores de absorbancia no y da equacdo de reta obtida para esta
enzima foi calculado a concentracao de glicose em umol/mL. Considerando que a amostra
sem estresse contendo 187,5 U de a-amilase/mL consome 10,46 umol/mL de glicose foi
determinado o teor de atividade ainda remanescente apds cada uma das condi¢des de
estresse teste.

De acordo com os dados observados na tabela 13 foi possivel inferir que a
atividade da a-amilase somente foi mantida sob a condicdo de pH 9,0 e submetida a luz
UV. Tanto o estresse sob pH 9,0 quanto a luz UV néo conduziu a grandes alteracdes na
atividade enzimatica, sendo que os valores de atividade encontrados e apresentados na
Tabela 13, correspondem a 103,9 e 100,2% de acao da enzima, respectivamente. Tais dados
demostram a preservacdo da conformacédo estrutural da a-amilase, como também a néo
degradacdo da mesma, conforme descrito por Staub et al (2011). Adicionalmente, as
demais condicGes de estresse foram extremamente prejudiciais a atividade desta enzima

sendo observadas atividades menores que 2,1%.



Tabela 13 - Resultados da atividade de a-amilase nas amostras submetidas.
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Amostras Fator de  Absorbancia Média+  Concentragédo Atividade

Diluicao DP U/mL = DP (%)

Sem estresse 100x 0,306 + 0,005 187,80 £ 0,05 100,2
pH 3 sem 0,153 + 0,001 0,54 £ 0,02 0,3

pH 9 100x 0,315 + 0,003 194,80 £ 0,04 103,9
pH 11 sem 0,109 + 0,002 0,16 £ 0,04 0,1
Temperatura sem 0,543 £ 0,004 3,94 + 0,06 2,1
Oxidacéo sem 0,161 + 0,002 0,62 £ 0,04 0,3

Luz UV 100x 0,307 + 0,002 187,88 + 0,04 100,2

Fonte: Do autor.
Nota: Submetidas ao teste de estresse (n=3).

5.3.2 Lipase

Substituindo os valores de absorbancia no y da equacéo de reta obtida foram
obtidos os valores correspondentes a concentracdo em U/mL de lipase e também da % de
atividade remanescente. Nestes testes foi considerado que as amostras deveriam ter 15
U/mL da enzima. Em todas as condic¢des foi observado que houve alteracdo na atividade
da lipase sendo a oxidacao o efeito que induziu uma menor perda da atividade (cerca de
67,8%), mesmo assim, considerado um valor alto ja que esta enzima € a principal dentro

do complexo da pancreatina.

Tabela 14 - Resultados da atividade de lipase nas amostras.

Fatorde  Absorbancia Média Concentracéo Atividade
Amostras

Diluicdo + DP U/mL + DP (%)
Sem estresse 2,5X 0,313+ 0,003 16,35+ 0,16 109
pH 3 sem 0,215 + 0,006 2,46 £ 0,07 15,4
pH 9 2,5X 0,292 + 0,006 14,1 + 0,40 94,4
pH 11 sem 0,195 + 0,004 1,64 + 0,06 10,9
Temperatura sem 0,183 + 0,002 1,13+ 0,03 7,5
Oxidacdo sem 0,272 + 0,002 4,83 £ 0,04 32,2
Luz UV sem 0,177 + 0,002 0,88 £ 0,03 5,9

Fonte: Do autor.
Nota: Submetidas ao teste de estresse (n=3).
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5.3.3 Protease

Nestes testes foi considerado que as amostras também deveriam ter 187,5 U/mL
de protease enzima. As condicOes que preservaram melhor a atividade desta enzima foram
em pH 9,0 e também a oxidacdo. As demais condicGes foram extremamente prejudiciais

na atividade da enzima em questéo.

Tabela 15 - Resultados da atividade de protease nas amostras.

Amostras Fatorde  Absorbancia Média  Concentracao Atividade

Diluicao + DP U/mL = DP (%)

Sem estresse 13x 0,677 + 0,003 188,02 + 0,82 100,3
pH 3 sem 0,415 + 0,006 7,60 0,11 4,1

pH 9 13x 0,527 £ 0,001 136,98 £ 0,26 73,1
pH 11 sem 0,384 + 0,003 6,79 £ 0,05 3,6
Temperatura sem 0,255 + 0,003 3,41+ 0,03 1,8
Oxidacéo 13x 0,423 £ 0,002 101,58 + 0,66 54,1
Luz UV sem 0,277 £ 0,001 3,99 £ 0,01 2,1

Fonte: Do autor.

Nota: Submetidas ao teste de estresse (n=3).

E importante frisar que para todas as trés enzimas que compde e pancreatina tanto
a exposicao em pH acido, pH extremamente basico (pH 11,0) e temperatura (70°C durante
60 minutos) induz a perdas consideraveis da atividade das trés enzimas. Desta forma,
cuidados referentes a manutencdo do pH apropriado e também a temperatura durante o

preparo e armazenamento das formulacGes contendo a pancreatina devem ser tomados.
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6 CONCLUSAO

Neste trabalho foi avaliada a estabilidade da pancreatina com excipientes
farmacéuticos em funcdo da temperatura e da umidade a qual foi exposta. Foi possivel
avaliar a influéncia dos excipientes na atividade das principais enzimas de sua composicao.
Em geral, pela analise espectrofotométrica, foi possivel notar que houve queda significativa
da atividade o-amilase e protease a partir de 1 més de armazenamento a 40°C e 75% de
umidade relativa. No caso da protease houve ainda queda da atividade mesmo na auséncia
de umidade sendo a enzima mais susceptivel a degradacdo. Por outro lado, apesar de ter
sido observado diminuigdo da atividade, a lipase foi a enzima que apresentou maior
estabilidade. Com base nos resultados, pdde-se concluir ainda que as caracteristicas dos
excipientes podem afetar a estabilidade das enzimas e consequentemente sua atividade. A
sacarose mostrou-se o melhor excipiente com efeito protetor sobre as enzimas a-amilase e
lipase quando as amostras foram armazenadas sob 40°C e 75% de umidade relativa. O
estudo de atividade enzimatica do biofarmaco Creon 10.000, mostrou que as amostras em
p6é e em capsula mesmo apos 3 meses em ambas as condicbes de armazenamento
apresentou uma diminuic¢do significativa da atividade para a-amilase, protease e lipase. De
acordo com os dados dos testes de estresse, a exposicao em pH 3,0, pH 11,0 e temperatura
(70°C durante 60 minutos) induz a perdas consideraveis da atividade das trés enzimas que
compde a pancreatina. Certa atencdo devera ser dispensada referente ao pH, temperatura e
umidade durante o preparo das formulagbes farmacéuticas de pancreatina e a forma

adequada de armazenamento dos medicamentos que possuem este principio ativo.
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