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RESUMO

Com o desenvolvimento da ciéncia e da tecnologia e a descoberta e
sintese de novos farmacos, as industrias farmacéuticas nacionais e
transnacionais colocam no mercado novos medicamentos a disposigéo da
classe médica e da populagdo. Neste sentido, séo de extrema relevancia
para 0 bem-estar de toda a sociedade os estudos para comprovar a
sficacia dos medicamentos ou para melhor garantir o controle de sua
gualidade.

O objetivo deste trabalho foi pesquisar, em voluntarios sadios, a
bicequivaléncia de duas formulagbes de diclofenaco de potassio
fabricadas por duas industrias do setor farmacéutico.

O estudo foi realizado administrando, em jejum, dose Unica de diclofenaco
de potassio de duas diferentes formulagGes, suspensao e comprimidos, em
voluntarios com idades entre 18 & 45 anos, dentro do peso ideal, sendo
coletadas amostras de sangue em diferentes horarios, apds a
administragdo, para a analise da concentragdo ptasmatica da droga. A
determinagdo das concentragtes plasmaticas dessa droga foi realizada
por cromatografia liquida de.aita eficiencia (H.P.L.C.), calculando-se os
parametros farmacocingticos: area sob a curva (AUC), concentragao
maxima atingida (C__ ) tempo para atingir o C__, (T _.J, bem como os
testes estatisticos paramétrico e nao parametrico, aferindo-se &
bicequivaléncia de acordo com as exigéncias da Food and Drug
Administration (F.D.A).

Pelos resultados obtidos foi possivel concluir que as duas formulagbes
testadas (Flogan® suspens&o e comprimidos) s&o bicequivalentes em
relacio a formulag@o de referéncla (Cateflan® suspenséo e comprimidos),
visto que as razdes Flogan®/Cataflan® para AUCy . 24 estéo dentro do

intervalo de 0,8 - 1,25, conforme exigéncias do F.D.A.



CAPITULO

INTRODUGAO GERAL

A busca de novos medicamentos envolve anos de pesquisa e
grandes investimentos das indistrias farmacéuticas visando a fornecer
novas alternativas terapéuticas & cladse médica e 3 populacdo. Quando
uma industria encontra novas drogas ou classes terapéuticas eficientes,
seguras e de importante emprego clinico, outras tendem a usé-as,
respeitando ou ndo seu patenteamento. Assim, outras indUstrias podem
produzir equivalentes farmacéuticos que serdo langados no mercado, as
vezes, sem os respectivos estudos que comprovem as mesmas
propriedades farmacocinéticas e farmacodindmicas do produto original,

No Brasil, o confrole sanitério do mercado de medicamentos tem
deixado g desejar, ao ponto de o propric Ministério da Saude ndo saber
com exatiddio 0 nimero de especialidades farmacéuticas disponiveis no
pais, nem sua qualidade e seguranca. Assim, os estudos de
bicequivaléncia vém contribuir decisivamente na melhoria da assisténcia
farmacéutica exigida pelo Decreto Federal 793/93, principaimente em
relagdo aos genéricos. O uso dos genéricos certamente poderd garantic
maior acesso da populaglo aos medicamentos, melhoria da terapéutica,
pelo menor numero de especialidades no mercado, além de diminuir os
custos dos tratamentos. Neste sentido, a garantia da qualidade das
diferentes especialidades farmacéuticas que possuem em suas

formulagbes principios ativos béasicos iguais é fundamental, ou seja: devem
ser bioequivalentes.

Um importante principio em farmacologia apregoa que: "a intensidade
da agd@io terapéutica, assim como dos efeitos toxicos da maioria dos
medicamentos, deve-se a sua concentracdo nos tecidos e ndo
necessariamente & dose administrada”. A partir desse principio podemos
entender que a concentragio da droga nos tecidos encontra-se em estado
de equilibric com a concentracéo sanglinea, e isto  determinara
indiretamente a intensidade da agdo farmacolodgica (Pancorbo, 1984).

Como nem sempre é possivel estabelscer os niveis plasmaticos de
uma droga para determinar sua ac@o farmacoldgica, recorre-se ao
conhecimento das margens de concentracéo plasmaéticas para alcancar os
efeitos terapéuticos desejados sem que aparegam os efeitos indesejaveis
decorrentes das sobredoses. Essas margens tém sido chamadas de

"Niveis Plasmaticos Terapéuticos”, e as toxicas de "Niveis Plasmaticos
Téxicos™,



Atualmente s80 conhecidos niveis plasméticos terapéuticos para a

maioria dos medicamentos, tais como: teofilina, anticonvuisivantes,
aminoglicosideocs, antiarritmicos, elc.

1- FATORES QUE DETERMINAM OS NIVEIS PLASMATICOS DAS
DROGAS

1.1 - A dose admininistrada,

1.2 - A biodisponibilidade da droga.

1.3 - A capacidade de distribuigdo do farmaco nos humores e tecidos.
1.4 -A capacidade do figado e outros érgéos para metabolizar e
desintoxicar as drogas.

1.5 - A capacidade do rim de eliminar as drogas e seus metabolitos.

Todos os seres humanos mostram grande variabilidade na maneira
de absorver, distribuir, metabolizar e eliminar as drogas. Por isso, a
mesma dose de um medicamento pode produzir diferentes efeitos em
diferentes pacientes: efeito terapéutico, efeito toxico, nenhum efeito, ou,
ainda, reagdo adversa ao medicamento. Portanto, a determinag@o dos
niveis plasmaticos das drogas nos pacientes podera ser de grande
importancia na elaborag8o dos regimes posoldgicos, principalmente nos

hepatopatas, nos portadores de faléncia renat aguda ou cronica e nas
politerapias.

2. EARMACOCINETICA CLINICA

Pelo acima exposto, tornam-se de grande utifidade os estudos de
farmacocinética clinica que objetivam a aplicagio da farmacocinética no
manejo terapéutico seguro e efstivo de cada paciente, entendendo a
farmacocinética como. "Estudo quantitativo dos processos que
determinam a concentraclo da droga no organismo humano e consiste em
modelos matematicos que nos permitem predizer a concentrag@o de uma
droga no sangue”(Pancorbo,1984).

Dentre os vérios estudos de farmacocinética clinica, temos o da
biodisponibilidade e o da bioequivaléncia.

2.4-BIODISPONIBILIDADE (F)

A biodisponibilidade pode ser conceituada como: "guantidade e
velocidade pela qual o principio ativo é absorvido a partir de produtos
farmacéuticos e se torna disponivel no sitio de ago " e & determinada pela
area sob a curva (AUC) da concentracdo plasmatica em fungé@o do tempo,
que & obtida ap6s administragio extravascular (ev) do produto, dividida
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pela resultante de uma administragdo intravascular(iv) corrigindo-se as
doses administradas (D) ( F.D.A. in Carcémo, 1982),

F= (AU Cev’AU CN) X ( Dev;D‘rv)

Segundo Prista, (1991) os principais fatores que alteram a
biodisponibilidade sao.

» fatores fisiologicos,

+ fatores fisico-quimicos,

s Tatores farmacotécnicos,
« fatores farmacodindmicos.

2.1.1-FATORES FISIOLOGICOS

De acordo com Fick (apud Prista,1991) a maioria das drogas séo
absorvidas por difuséo passiva ¢ é necessério que o raio das particulas e
a viscosidade do sistema sejam os menores possiveis para facilitar a
absorgao.

Quando a administracdo do medicamento se da por via oral, a
primeira fase da absorgfo consiste na dissolugdo da droga no meio
agquoso constituido pelo suco gastrointestinal. Apds a dissolucéo, o
farmaco deve afravessar as membranas semi-psrmeaveis, sendo
necessario que possua um adequado coeficiente de particdo lipideo/agua.
Tem ainda importancia fundamental o pH, gue determina a ionizacdo do
farmaco, e este sera melhor ou pior absorvido em fungdoc da sua
dissociac&o. Assim, para 0s acidos fracos, a absorgdo € maxima quando o

pKa for maior ou igual a 3.0 e, para as bases fracas, quando pKa for
menor ou igual a 7.8,

Existem, ainda, outros processcs de absor¢fo como. a passagem
através de poros da membrana (espécies quimicas com 7 a 10 A de
diametro e pesos moleculares menores que 150 a 400), o transporte ativo,

transporte facilitado, a pinocitose, etc, porém, menos utilizados pelo
erganismo

A biodisponibilidade depende tambem da via de administracéo
escolhida, do estado fisioldgico do local da absorc@o {(exemplo: a
amoxacilina e a ampicilina atravessam bem as meninges quando estas
estdo inflamadas, tendo dificuldades quando estas estdo integras), da area
da superficie de absorcdo, da circulacdc sanguinea, das condigbes
fisiopatologicas do local, das caracteristicas do medicamento, das
variagdes da atividade enzimética na parede intestinal, do pH gastrico, da
motilidade intestinal, da funco hepética,elc.

Dentre os fatores fisiologicos, devem também ser considerados a
idade, o estado de salde, as condicdes de repouso, a velocidade de



esvaziamento gastrico, ja que diferentes farmacos tém diferentes locais de
absorgdo no TGI. A ingestéo de alimentos interfere na absorgdo da droga
devido: as alteragdes de pH, ao tempo de contato do farmaco com o local
de absor¢éo, as secregfes produzidas durante o processo digestivo e as
interagbes da droga com determinados alimentos como: tetracicling +

calcio presente no leite, diminuindo a absor¢éo do primeiro (Rang & Dale,
1993).

2.1.2-FATORES FiSICO-QuUIMICOS

O comportamento fisico-quimico da droga tem grande influéncia na

sua biodisponibilidade, visto que afeta o transporie de membrana,
interferindo na sua absorgao.

I

A solubilidade da droga € outro fator importante pois as drogas
administradas em solugéio aguosa s&o mais facil e rapidamente absorvidas
gue as administradas em dleos, suspensdo ou solidos, porque se misturam
mais facilmente com a fase aquosa do local da absorgao. Para as sdlidas,
o fator limitante é a sua dissolucio.

As condicdes do local de absorcao, tais como a motilidade do trato
gastrintestinal, a velocidade de esvaziamento e as patologias associadas,

bem como a concentragdo local da droga tambem interferem na
biodisponibilidade.

interferem também na biodisponibilidade aspectos decorrentes da
natureza quimica dos farmacos. se é acido, base, éster, complexo, etc, em
funcéo da sua solubilidade, coeficiente de particdo, reagdo com 0 meio
onde se encontra, da sua forma isomérica (se D ou L ou racémico).

Alguns farmaces séo inadequadamente absorvidos por via oral, pois
se decomplem por agdo do suco gastrico, ou séo moléculas volumosas,
ou com alta hidrofilia, ou baixo coeficiente de particgo dleo/agua. Como
gxemplos temos as polimixinas, os peptideos (insulina), os
aminoglicosideos, etc. Temos, ainda, a formagdo de complexos quando as
drogas s#@o administradas conjuntamente: antiacidos com aluminio e
magnésio + tetraciclinas (Fuchs & Wannmacher, 1992). Ha, também, o
caso de algumas drogas, como a ampicilina, cuja absorgdo por via oral
estd em torno de 40 a B80%, em funcdo de suas propriedades fisico-
guimicas {solubilidade, pK, etc.)

Quiros farmacos, como o cloranfenicol gue &€ muito amargo, s&o
transformados em ésteres palmitico ou estearico, para methorar o sabor.
Todavia isto dificulta sua absor¢do, pois precisam ser hidrolisados pelas
esterases pancreaticas para ser melhor absorvidos.

Em outros casos ocorre limitag@o da via de absorgio devido a
decomposicdo em fungio do pH incompativel (ex. a acetilcolina por via
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oral hidrolisa-se em colina + acido aceético). Ja a codeina € bem absorvida
por via oral, visto que seu pKa é de 7.9.

A salificagdc e a complexagdo podem levar a compostos
tecnicamente interessantes para a industria, pelo aumento da
hidrossolubilidade (ex.  peniobarbital sédico, sulfamidas sddicas,
penicilinas V potassicas, etc). Outras formulaces sdo decompostas pelo
acido cloridrico do estdmago, formando cristais menores, o que facilitara

sua absorgio (ex. aminofilina que origina o cristal de teofilina de reduzidas
dimensdes){Prista, 1991).

2.1.3-FATORES FARMACOTECNICOS

Atualmente, as industrias e os farmacéuticos tém 4 sua disposi¢éo
uma gama enorme de substéncias para serem utilizadas como adjuvantes
e excipientes farmacotécnicos. Tais substancias como: diluentes,
desagregantes, aglutinantes, lubrificantes, espessantes, tenscativos,
antioxidantes, sequestrantes, conservantes, edulcorantes, corantes, efc,
s&0 utilizadas durante os processos de fabricag8o dos medicamentos.
Conseglentemente, elas podem interferir na biodisponibilidade dos
farmacos, através de suas reagdes e interaghes.

Para evitar as reacbes e as interagbes, devem ser levadas em

consideragdo as caracteristicas fisico-quimicas do farmaco, dos
adiuvantes e dos excipientes, tais como:

» carga eléfrica do farmaco, dos excipientes e dos adjuvantes,
evitando a tendéncia de complexacgdo, flocutagdo, aglomeracao,
efc,;

» reagbes guimicas como oxidagbes, hidrélises, esterificagtes,
saponificagbes, elc,;

« aumento da viscosidade, apos solubilizagéo no suco digestivo.

. adsorcdo ou fixaghdo na propria embalagem (plasticos, vidros,

barrachas, eic),

porosidade nas formas sélidas;

forma do revestimento dos comprimidos,

tipo de capsula (mole, dura, etc);

velocidade de decantaco, quando das suspensies,

» estabilidade, guando das emulsdes.

* % % @

Deve-se, ainda, lembrar que, visando uma melhor biodisponibilidade,
toda vez em que ha alteragdo na forma farmacéutica {comprimidos,
capsulas, xaropes, etc.) ou em seus constituintes & necessario avaliar a
estabilidade, a solubilidade, a viscosidade, efc, evitando-se assim

complicagdes como a decomposicéo e interagbes entre o farmaco, seus
excipientes e adjuvantes.
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Por fim, deve ser levado em conta na biodisponibilidade o estado
fisico do farmaco; a dimens@o das particulas, a superficie especifica, 0s
tipos de cristais (agulhas, placas, esferas, romboédros, ou amaorfos),

2.1.4-FATORES FARMACODINAMICOS

» ldade

« Fatores genéticos

+ Interagbes de drogas

» Estados fisiclégicos e patoldgicos

2.1.4.1-IDADE

A fungédo renal & o metabolismo das drogas sio menos eficientes nos
extremos de idade (lactentes e idosos), proporcionando efeitos maiores e
mais prolongados (Curry, 1980; e Gibaldi, 1984).

No recém-nascido, a fungio renal, medida pela taxa de fittragéo
giomerular, & aproximadamente 20% da do adulto normal, normalizando-se
pela d@rea de superficie corporal (Rane, 1985). A partir dos vinte anos a
fungéo renal comega a declinar, reduzindo-se em 25% aos cinquenta anos
& chegando a 50% aos setenta e cinco anos. Isto resulta na diminuicio da
excrecdo das drogas, j& que esta é a principal via de eliminagio (ex. a
gentamicina tem meia vida de 2 horas no adulto e de 18 horas no recém-
nascido), £ necessério portanto fazer o ajuste posoldgico, reduzindo a
dose e/ou aumentando o intervalo entre as doses.

Em relacdo ac metabolismo, nos recém-nascidos e principalmente
nos  premaluros  as  enzimas: oxidases microssomicas hepaticas,
glicuroniliransferases, acetitransferases e esterases plasmaticas s3o
pouco desenvolvidas, levando cerca de oito semanas para atingir a
maturidade (ex. bebé cinzento quando do uso de cloranfenicol, pela lenta
conjugagao hepatica, levando ao depdsito nos tecidos). isto também
explica a ndo ulilizagdo da morfina nos trabalhos de parto, pois causaria
no feto intensa depress&o respiratéria pela dificuldade de metabolizacio.

Apos a idade adulta a atividade das enzimas microssomais hepaticas
também diminui lentamente, levando a um continuo aumento da meia-vida
das drogas (ex. o diazepam pode ter um efeito até 4 vezes maior,

comparando-se pacientes de 20 com os de 70 anos, pela diminuicdo das
oxidases),

14



2.1.4.2-FATORES GENETICOS

Através do estudo de gémeos univitelinicos e ndo univitelinicos,
verificou-se que a variabilidade da meia-vida de varias drogas eram
determinadas geneticamente (ex. meia-vida para a fenilbutazona e 0s
anticoagulantes cumarinicos em gémeos univitelinicos é de 6 a 22 vezes
menos varidvel do que nos gémeos nado univitelinicos, Vessel & Page,
1968). Sabe-se que os fatores genéticos contribuem apenas com parte da
variagdo, sendo o restante devido a outros fatores como pH, fluxo,
motilidade intestinal, etc.

2.1.4.3JINTERAGAO DE DROGAS

As interacbes entre drogas podem ser farmacodinamicas ou
farmacocinéficas.

2.1.4.3.1-FARMACODINAMICAS

As interacBes farmacodindmicas podem ocorrer por antagonismo ou
por sinergismo farmacolégico. Exemnplos:
« um antagonista beta, como o propranolol, reduz a eficacia dos
hroncodilatadores salbutamol e terbutalina, que s&o agonistas
beta;

» as sulfonamidas impedem a sintese do acido folico pelas
pactérias e o frimetropim inibe sua redugdo em tetrahidrofolato,
por iss0, séo administrados juntos para se obter sinergismo;

» @ alcool potencializa o efeito depressor dos bhenzodiazepinicos no
S.N.C.

2.1.4.3.2-FARMACOCINETICAS

A administracdo de drogas conjuntamente pode alterar a absorgao, a
distribuicio, a metabolizagdo e a excregao (Hansten, 1985).
Exemplos:
s as drogas que inibem a motilidade gastrintestinal, come a
atropina, reduzem a absorgdo, e as drogas que a aumentam
podem facilitar a absorgéo (metoclopramida);

» a parafina liquida, usada como laxante, retém algumas drogas
lipossolGveis no intesting;
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s drogas que competem com outras pelas ligagbes com as

proteinas plasmaticas, deslocando-as, como a fenilbutazona e a
aspirina.

as interagbes devido & metabolizacdo e a excregdo ja foram
menciocnadas anteriormente.

2.2-BIOEQUIVALENCIA

Segundo Goodman & Gilman (1987), produtes bioequivalentes sao
arueles gue produzem concentragtes similares da droga no sangue e nos
tecidos e s8o terapeuticamente equivalentes, isto &, proporcionam
beneficio terapéutico igual na experiéncia clinica.

Para Shargel & Yu {1983}, produtos bicequivalentes 550 equivalentes
farmacéuticos que tém biodisponibilidade semelhante (isto &, nédo séo
significativamente diferentes quanto a velocidade e extensdo da
absorgdo), quando administrados na mesma dose molar, em estudos sob
condicbes experimentais similares. Podem, ainda, ser considerados
bicequivalentes guando apresentam igual extensao de absorgdo, mas ndo
tém a mesma velocidade de absorgdo, pois esta diferenga na veiocidade
de absor¢do é considerada clinicamente insignificante, isto &, ndo &

essencial para a obtengdo da concentragdo efetiva da droga no organismo
durante o usc cronico, '

Ainda segundo esses aulores, equivalentes farmacéuticos s&o
produtos que contém algum ingrediente ativo da droga {mesmo sal, éster
ou outra forma quimica) e sao idénticos na poténcia ou na concentragao,
na forma de dosagem € na via de administracéo,

S&c considerados alternativas farmacéuticas produtos que contém o
mesmo principio terapéutico, mas diferentes sais, ésteres, ou complexos.
Diferencas na forma de dosagem e poténcia dentro da mesma linha de

produtos ou fabricacdo sfo considerados tambem alternativas
farmacéuticas.

Esses autores ainda consideram como alternativas terapéuticas
produtos que contém ingredientes ativos diferentes daquele que &
indicado para alguma terapéufica ou objetivo clinico. Os ingredientes
ativos nas alternativas terapéuticas s&o os da mesma classe terapéutica
(ex. diclofenaco e aspirina). Equivalentes terapéuticos s&o aqueles
produtos que contém a mesma droga terapeuticamente ativa que daria o
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mesmo efeito terapéutico e tém igual poténcia para efeitos adversos, nas
condicbes enunciadas no rétulo do produto. Os medicamentos podem
diferir em certas caracteristicas como cor, sabor, forma farmacéutica,

embalagem, tipo, conservantes, prazo de validade e quantidade por
embalagem.

Ja para a F.D.A produtos bioequivalentes s&o os equivalentes
farmacéuticos ou alternativas farmacéuticas cuja velocidade e extensdo de
absorgéo ndo exibem diferengas significativas quando se administra a

mesma dose da porgao terapéutica sob condiges experimentais similares,
seja em dose Unica ou multipla.

Sendo assim, a bivequivaléncia implica a comparacdo de dois ou
mais produtos quanto & velocidade e a magnitude de suas absorgGes.

Indmeras investigagBes tém demonstrado que a biodisponibilidade
dos produtos farmacéuticos é muito varidvel e a questdo consiste em
determinar se a diferenca de absorgdo e, portanto, dos niveis plasmaticos,
pode ter consequéncias danosas em relagdo aos efeitos toxicos e a
eficacia terapéutica. Portanto, quando se determina que dois produtos ndo
s&o bioequivalentes, nfo se pode afirmar com seguranca que terdo
respostas terapéuticas diferentes, j& que os outros fatores discutidos
anteriormente podem ter grande influéncia.

0 tipo de estudo de bivequivaléncia também deve ser discutido, pois
a maioria dos estudos de biocequivaléncia s8o realizados com amostras da
populagao, e, depois, feitas generalizagGes para toda a populagio, por
aproximagao, ¢ que pode levar a uma generalizacdo ndo verdadeira
(Hauck & Anderson, 1992). O ideal seriam estudos populacionais
ampliados, porem, de dificil realizagéo, em fungo de tempo, problemas
operacionais, custos, etc.

Os estudos de bioequivaléncia sdo bastante variados quanto &
escolha dos parémetros diferindo em relagdo ao nimero de voluntarios
usados, se realizade com administragdo de doses simples, ou multiplas
{(Sauter & Steinijans ef al, 1992; Flor & Rogge ef al, 1993); se com
voluntarios sadios ou doentes, se somente do sexo feminino ou masculing,
quanto a idade dos voluntarios (Pidjen, 1992), & via de administragéo do
medicamento, sua forma farmacéutica, o material colhido para anélise e,

obviamente, o tipo de anlise estatistica para verificar sua bicequivaléncia
{Sauter ef al, 1892).

Assim, existem estudos de biodisponibilidade/bioequivaléncia
determinando a concentragdo das drogas apas administracdo pelas mais
variadas vias, até pela absorgio transdérmica, e em diferentes liquidos e
humores orgénicos, como plasma e liquido sinovial (Kurowski & Dunki,
1992); ou determinagéo de droga no soro e urina, apés administra¢go por

via oral (Badian ef al, 1992); ou apds administracdo intra-vaginal
{(Zschieche ef al,1992).
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Para determinar as concentracfes plasmaticas das drogas existem
diversas metodologias de anadlise, que variam em funchdo de suas
caracteristicas fisico-quimicas, tipo de composio, formulagdo, niveis
plasmaticos e sensibilidade da metodologia, tais como:

s ensaios biolégicos,
testes colorimétricos;
radioimunoensaio;
espectrofotometria (visivel, UV, fluorescéncia, infravermeiho);
gspectrometria de massa,
ressonancia magnética nuclear;
cromatografia de camada delgada;
cromatografia gasosa;
cromatografia liquida de alta eficiéncia (H.P.L.C.).

4« ®» % ®* & £ 8 =

Como os efeitos farmacoldgicos (terapéuticos ou toxicos) de uma
droga 580 dependentes de sua concentracdc plasmatica e existem
medicamentos com a mesma concentracdo da droga, porém produzidas
por diferentes fabricantes, é fundamental determinar se possuem a mesma
biodisponibilidade e se sdo bioequivalentes.

2.3- GENERICOS

Mome genérico é agquele dado a droga, independentemente do
fabricante ou proprietéric da marca, em fungéo do ingrediente ativo (ex.
acido acetil salicilico, acetaminofen, propranolol).

A substituicBo por genéricos & o processo realizado por
farmacéuticos de dispensar um produto farmacéutico de marca diferente
daquela prescrita pelo médico, desde que contenha 0 mesmo mgremente
ativo, nas mesmas coné:entragoes g forma farmaceutica {ex: Fiogan
suspensao por Cataflam suspenséo).

2.4- OBJETIVO

Em funcdo do exposto, nesta dissertagdo de mestrado, realizamos
estudos de duas formulacdes de diciofenaco de potassio suspenséo e
duas formulacdes de comprimidos, na Unidade de Farmacologia Clinica "
Miguel de Servet' do Departamento de Farmacologia da Faculdade de
Ciéncias Médicas da UNICAMP, de setembro de 1992 a fevereiro de 1993,
visando a determinacfio de suas bicequivaléncias.
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CAPITULO W

ESTUDO DA BIOEQUIVALENCIA DE DICLOFENACO DE POTASSIO
1- INTRODUGAQ

Diclofenaco potéssico € um agente antiinflamatério ndo esteréide
(AINE), com alto grau de atividade antiinflamatéria, analgésica e
antipirética, além de ser bem tolerado (Moran, 1930), £ derivado do grupe

atividade da ciclo-oxigenase e prostaglandina sintetase.

Semelhante aos salicilatos, o efeito antiinflamatoério dos diclofenacos
& outros AINEs pode resultar, em parte, da inibi¢80 da sintese e liberagéo
de prostaglandinas durante a inflamag8o. Concentragbes altas de
diclofenaco podem inibir a formacdo de outros metabdlitos do acido
araquiddnico, incluindo leucotrienos e acido 5-hidroxieicosatetraendico (5-
HETE). O diclofenaco pode também inibir a migragfo leucocitaria para o
sitio inflamatdrio (Todd & Sorkin, 1988; Ku et al., 1985; Scholer ef al,
1986; Ku ef al., 1988). O diclofenaco tambeém inibe a liberacdo de enzimas
lisossomais de leuctcitos polimorfonucleares (Todd & Sorkin, 1988;
Scholer ef al., 1986; Ku et a/., 1986) e a producao de superdxidos {Todd &
Sorkin, 1988; Perianin ef a/., 1985, Friman ef a/., 1986).

O efeito analgesico do diclofenaco parece resultar da inibicdo da

sintese de prostaglandinas periferica e centralimente (Moncada et al.,

1985; Atkinson & Collier, 1980; Ferreira. ef al,, 1878).

Alguns pesquisadores sugeriram gue o diclofenaco aumenta a
liberacdo de endorfinas da pituitaria, o que também contribuiria para o
efeito analgésico da droga (Martini ef a/, 1984, Sacerdote ef al, 1985}
Entretanto, esses resultados conflitam com estudos da droga em animais,
gue sugerem gque sua agéo & principaimente no nivel periferico (Scholer et
al., 1986.). Além disso, o efeito antiinflamatdrio da droga contribui para sua
agdo analgesica (Moncada et al, 1985, Ferreira ef al, 1978).

A administragfo do diclofenaco por tempo prolongado néo induz a
tolerancia do efeito analgésico (Todd & Sorkin, 1988, Cardwell, 1986;
Zucner, 1886; Ward, 1986; Abrahams ef al,, 1978).

Embora o efeifo antipirético dos AINES n&o seja completamente
conhecido, foi sugerido o envolvimento da inibicdo da sinlese de
prostagiandinas no SNC (Moncada ef al., 1985). Além disso, o diclofenaco
glivia os sintomas relacionados com a dismenorréia - primaria,
provavelimente por inibir a sinteselliberagfio de prostaglandinas
{ingemanson ef al., 1981; 1984).

A droga afeta tambem as fungbes renais (Geigy, 1988; Todd &
Sorkin, 1988; Vandenburg ef al., 1984; Germain, 1985) e exibe efeilo
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antiproteindrico em ndmero limitado de pacientes com glomerulonefrite e
fungéo renal normat (Todd & Sorkin, 1988; Laurent. ef a/., 1987).

O' mecanismo exalo desta proteindria diminuida ainda ndo &
sonhecido. A droga néo possui efsitos uricostrico quando administrada em
dosagens usuais (Todd & Sorkin, 1988; Tiitinen ef al., 1983).

O diclofenaco causa danos & mucosa gastrica, resultando em
ulceragdo efou hemorragia (Geigy, 1988; Todd & Sorkin, 1988; Menassé ef
al.; 1978, Raisford & Willis, 1982; Fowler, 1978, Osnes et al, 1979). Tem
sido sugerido que a inibicdo da prostaglandina-E, e da prostacicling
{citoprotetoras da mucosa géstrica) seria responsavel pelos efeitos
gastricos observados (Moncada et af, 1985; Robinson, 1983; Koch-Weser,
1980; Rainsford & Willlis, 1982; Kabayashi et al,, 1985).

O diclofenaco, a semelhanga de outros AINES, inibe a agregacio
plaguetdria e prolonga o tempo de sangramento (Todd & Sorkin, 1988;
Fowler, 1979; Rorarius ef al., 1885; Djaldetti ef a/., 1982: Jobin & Gagnon,
1971), efeitos estes também associados & inibicdo da sintese de
prostaglandinas (Geigy, 1988; Oates ef al,, 1988). Em individuos sadios, a
droga ndo afetou substancialmente a agregacéo plaquetéria induzida por
colageno, aferida através de contagem de plaquetas e tempo de
protrombina (Todd & Sorkin, 1988).

O diclofenaco de potéssio € um novo sal do diclofenaco, bem
absorvido por via oral e cerca de 50% da dose administrada atinge a
circulagho devido ao efeito da primeira passagem hepética (Todd & Sorkin,
1988). A droga possui alta ligag8o com as proteinas plasmaticas (99,7%),
sendo a maior parte com a albumina (Riess ef a/; 1978). A droga &
eliminada apos metabolismo hepatico, com excrecéo pela bile e pelas vias
urinarias na forma de glicuronidios e sulfatos conjugados, tendo meia-vida
de eliminacio de 2,0 horas (Willis et al., 1979). '

A farmacocingtica do diclofenaco pode ser interpretada através de um
modelo tricompartimental, onde as concentrages plasmaticas declinam de
maneira trifasica (Willis ef af, 1979;1880). O diciofenaco passa por
extensiva hidroxilagéo e subsequente conjugagdo com o acido glicurdnico,
o amido taurinico, ¢ acido suifurico, e outros ligantes biogénicos (Geigy,
1988; Riess et al., 1978; John, 1979, Fowler et al., 1983; Stierlin ef al,
1979).

A meia-vida do diclofenaco (administrag@o endovenosa) em
individuos sadios é de cerca de 3 minutos na primeira fase de distribuicéo,
16 minutos na fase intermediaria (re-distribuico) e 1-2 horas na fase
terminal (eliminagéo) (Willis et al., 1879, Willis et al,, 1880). A meia-vida de
eliminagéo da droga em individuos sadios ou com artrite reumatbide que
utilizam a droga por via oral (comprimidos) € de cerca de 1,2 - 2 horas

(Reynolds, 1989, Willis ef al, 1979; Kendall ef al, 1979; Crook ef al,
1982).
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O diclofenaco & extensiva e rapidamente metabolizado no figado
{Geigy, 1988; Todd & Sorkin, 1988; Riess ef a/., 1978; John, 1979; Stierlin
ef al., 1979). Com administragdo oral ou IV, o diclofenaco é excretado na
urina {50-70%)} e nas fezes (30-35%) em 96 horas, sendo somente uma
minima parte excretada como tal (1%) (Geigy, 1988; Todd & Sorkin, 1988;

Riess ef al., 1978; Willis et al., 1981; Willis & Kendall, 1978; Stierlin ef al,,
1979).

Seu principal metabdlito € o 4-hidroxi derivado, resultado da
hidroxilacdo do anel aromatico e € 30 vezes menos ativo que o composto
de origem (Menasse ef a/,, 1978)

0 diclofenaco tambem pode passar por hidroxilagde do anel
fenilacético e subsequente conjugacido para formar conjugados de
& hidroxidiciofenaco e 4’ 5-dihidroxidiciofenaco (Geigy, 1988; Riess et al,,
1678 John, 1979; Fowler ef al., 1983; Stierlin ef &/, 1979).

A conjugagdo com o acido glucurdnico e a taurina ocorre usuaimente
rio grupo carboxil do anel fenilacético, enquanto a conjugagsdo com o acido
sulfirico ocorre principaimente no grupo 4’-hidroxil do anel aromatico
diclorofeni! (Stierlin ef al, 1979). Ndo se sabe se o metabolismo do
diciofenaco esta sob controle poligénico {(Geigy, 1988),

O diclofenaco de potassio € um acido fraco, com pKa de 4,0, e tem
coeficiente de particio de 13,4 (n-octanoftampéo pH 7.4).

Quimica; O diclofenaco de potdssio (P.M=334,2) é definido como . {o-
[{2,8-diclorofenil) amino] fenil acetato de potasssio [CiaH1cCaNKO,]. E um
pd amarelo ou bege, que se funde a 290°C, sendo muito solivel em
metanol, solivel em stanol, acido acético e dgua, pouco soluvel em
acetona e praticamente insoldvel em cloroférmio e NaQH 1N.

@ic H,COOK
| NH

C Cl

A experiéncia clinica do emprego desta droga, nos ultimos vinte anos,
atraves dg uso de comprimidos revestidos do sal sddico de diclofenaco
(Voltaren ), mostra que esta & a forma farmacéutica de maior uso (Todd &
Sorkin, 1988).

Para garantir seu uso seguro, sua dissolucdo e, consequentemente
sey efeito analgésico, o diclofenaco de potassio foi formulado em duas
apresentacOes orais. drageas e suspenséo (Verstraeten & Bakshi, 1991,
Novoa-Heckel, 1984), A nova apresentacio em forma de suspensao tem
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como anti-inflamatério, porque seus efeitos s&o similares ao do Voltaren

{Verstraeten & Bakshi, 1991; Moran, 1980; Bahamonde & Saavedrs,
19380).
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CAPITULO 1INl
CASUISTICA, MATERIAIS E METODOS
1 - CRITERIOS DE SELEGAOQ DOS VOLUNTARIOS

Devera ser selecionados apds entrevista e exames clinicos pré-
estudo dezoito voluntérios sadios do sexo masculino, com idades entre 18
e 40 anos, com peso corporal entre 55 e 95kg e dentro de 15% do peso
corporal ideal, sendo prestadas informacBes e esclaracimentos scbre o
referido estudo. A sequir, todos voluntarios dever@o assinar termo de
consentimento para o estudo, sendo o protocolo clinico aprovade pelo

Comité de Etica do HOSpitai das Clinicas da Faculdade de Ciéncias
Médicas da UNICAMP,

Na avaliag8o clinica dos voluntarios devera ser constatado que os
mesmos ndo apresentam sinais ou sintomas de doencgas cardiacas,
hepéticas, renais, puimonares, neuroldgicas,  hematolégicas,
gastrintestinais nem psiquicas. Também apresentam normalidade para os
seguintes exames complementares de diagndstico: glicemia, creatinina,
uréia, TGO, TGP, fosfatase sicalina, gamaGT, colinesterase, bilirrubina
total, proteinas totais, albumina, acido Urico, sddio, potéssio, cloreto,
hemoglobina, hematéerito, contagem total e diferencial de células brancas,
velocidade de sedimentagdo eritrocitaria, exame de urina e
proctoparasitolégico.

Serdo excluidos do estudo voluntarios gue:

a- tenham participado de estudos semelhantes a esfe nos Ultimos 3 meses;

b- tenham realizado tratamento com medicamentos regulares nas Ultimas 4

semanas,

¢~ referem historia de abuso de alcool ou drogas;

d- bebam regularmente mais que 4 unidades de aicool por dia {1 unidade
corresponde a: 1/2 garrafa de cerveja/ 1 copo de vinho!/ 1 dose de
bebida destilada ),

&- tenham peso maior que 100kg ou estavam 15% acima do peso ideal, de
acordo com a tabela do Metropolitan Life Insurance.

f- fumam mais que 15 cigarros ao dia.

2 - PROTOCOLO CLINICO

0 estudo foi realizado seguinde um delineamento aleatdrio cruzado
de dois periodos, com intervalo de duas semanas entre as doses.

Cada grupo de voluntarios sera hospitalizado por 32 horas na
Unidade de Farmacologia Clinica, sendo admitido por volta das 23 horas
do dia anterior ao inicio do estudo, apds um jantar padrio(dieta geral),
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do dia anterior ao inicio do estudo, apds um jantar padrio(dieta geral},
permanecendo internado por 24 horas apbs a administracdo do
medicamento para coleta das amostras de sangue para o estudo.

Apds a noite de jejum, as 6 horas, sera administrado o medicamento
em estudo, de acordo com a lista de randomizacéo apropriada. A seguir,
cada voluntdrio tomara 200ml de agua, Apds 3,0 horas da administragdo
do medicamento, cada voluntério tomara mais 200mi de agua.

Seis horas apds a administrac@o do medicamento sera servido um
almogo padréo(dieta geral) e seis horas mais tarde um jantar padrao. Apds

o almogo, cada voluntario podera tomar liquidos a vontade, desde que nao
contenham xantinas, ou seja, café, chéas, coca.

Amostras de sangue para andlise serfo coletadas imediatamente
antes da administragdo do medicamento e 0.5, 1,0, 1,5, 2,0, 3,0, 4,0, 6,0,
8,0, 10,0, 12,0, e 24,0 horas apos a administrac&o do medicamento. Serdo
coletados 10,0ml de sangue em cads amostra, através de "butterfly" e
colocado em tubo de ensaio, sem conservantes ou anticoagulantes, e
perfeitamente identificados com as iniciais do nome do voluntario, seu
numero no estudo e o tempo apds a administracio,

ApGs a coleta, as amostras permanecerio a temperatura ambiente
até a coagulagio, quando serdo centrifugadas a 2,000g por dez minutos.
s soros  separados em tubos de pléstico, identificados e serdo
armazenados em camara fria a -20°C, até serem analisados.

3 - METODOLOGIA DE ANALISE DO DICLOFENACO

A concentragéo sérica de diclofenaco de potassio foi determinada nor
cromatografia liquida de alta eficiéncia de fase reversa {(HP.L.C), com
detecgdo no ultra-violeta, tendo como metodologia bésica a descrita por
Santos e cols. 1992, com introdugdo de algumas alteracbes visando
melhorar a obtenco dos cromatogramas, sem a presenca de interferentes
na faixa de obtengdo dos picos de interesse,

A principal alterago foi a introducdo de uma lavagem da fase
orgénica,apds exiragdo, com acetato de amonio( solugdo saturada diluida
110 em &gua bidestilada), além do uso de um novo padrio
interno(indometacina), conforme se segue:

-500ul  de amostra de soro + 580ng de indometacina + 200ut acido
fosfarico 5%

- homogeinizacao
- extracdo com 4,0mi de diclorometano(agitagéo no vortex por Tmin.)
- centrifugacéo a 2.000g por 10min.
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- $eparacao da fase organica e lavagem com 200ul de acetato de amdnio
solugdo saturada diluida1:10 (agitagéo no vortex por 1min.}

- centrifugacdo a 2.000g por 5min.

- separacio da fase orgénica e evaporacio sob fluxo de nitrogénio a 45°C
- ressuspensao do residuo em 100ul de acetonitrila

- injecdo de 201 no cromatégrafo

4 - CONDICOES CROMATOGRAFICAS

A fase movel usada foi constituida de &cido acético 0,1 molar e
acetonitrila (60/40v/v) com pH ajustado para 5.6 com hidréxido de sodio
3,0 molar, bombeada a 2,3mi/min., através da coluna (Lichrosorb 5 rp 18
250 X 4.6mm, Phenomenex, CA, USA), a temperatura ambiente. Os PICOS

cromatograficos foram monitorizados pela absorbancia no UV a 276nm e
sensibilidade de 0.005 AUFS.

O sistema cromatogréfico foi composto de bomba Constametric 3000
(Mifton Roy, USA)} acoplada ao VWM 2141 detector UV oscilatdrio
{Pharmacia-LKB, Uppsala, Sweden). Os sinais foram obtidos no Bryans
28000 registrador gréfico (Bryans Southern Instruments, Great Britain).

A quantidade de diclofenaco ¢ obtida pela razdo das alturas dos

picos do diclofenaco sob a altura do padrio interno(indometacina), em
fun¢do das concentractes.

O limite de sensibilidade nas cbnciig:ées de estudo foi de 10ng para o
diclofenaco de potéssio.(signal/noise ratio=3)

A curva de calibrago foi linear no intervalo de 10ng/mi a 2.000 ng/ml,
com coeficiente de regressfo > 0,999 e intercepto n&o significativamente
diferente de zero.

O coeficiente de variagdo no inter-ensaio (CV)foide 21,2 12,5 7.7 e
76 % para concentrages de diclofenaco de 66; 117, 218; 581;
1.142ng/ml, respectivamente (n=12) para cada concentragio.

O coeficiente de variag8o no infra-ensaio, foi de 8,2, 3.8, 3,9; 20 e
1,89 % para concentragbes de diclofenaco de 56; 102; 209, 506 e
1.033ng/mi, respectivamente (n=6) para cada concentragéo.

5 - MATERIAIS

O diclofenaco de potéssio e a indometacina grau padrdo para
H.P.L.C. foram fornecidos por Sigma Chemical Co (St Louis, USA). acido
acetico P.A,, acetato de ambnio, diclorometano grau padréo para HP.L.C.,
hidroxido de sddio P.A, acido fosforico P.A. e acetonitrila grau padréo
para H.P.L.C. foram adquiridos da Merck (RJ, Brasil).
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S.A. ind&gfﬁas Quimicas (RJ, Brasil ), e a formulacdo de referéncia foi o
Cataflam™ Suspensio (lote nimero 52.3902, CAT ), que é o nome
comercial do diclofenaco de potassio da Ciba- Geigy(SP, Brasil).

A formulacdo teste de diclofenaco de potassio comprimidos (Flogan®
Comprimidos 50mg, lote numero 06 piloto, ntimero 33322 | FLO) foi
fornecida pela Merck 8.A. industrias Quimicas (RJ, Brasil), e a formulagéo
de referéncia foi o Cataflam® comprimidos 50mg (lote numero 55.5706;

CAT.}, que € o nome comercial do diciofenaco de potassio da Ciba-Geigy
(SP, Brasil).

8 - ANALISES FARMACOCINETICA E ESTATISTICA

A concentracdo sérica maxima observada (Crs) e 0 tempo em que z
mesma aparece (1, ) foram obtidos pela curva dada pela concentracdo da
droga versus tempo, A quantidade de diclofenaco é obtida pelo célculo da
area sob a curva da concentragéio versus tempo de 0 a 24 horas, usando o
metodo trapezoidal de calculo de dreas. A média da constante de
eliminaclo de primeira ordem (K} foi estimada a partir da equagao de
regressao linear entre o logaritmo da concentracdo (foram selecionadas
aquelas que descreviam uma fase terminal de decaimento linear) e o
tempo. A estimativa da meia-vida (T ) foi derivada a partir desta
constante de eliminago (Iny/i.).

Os resultados de Cna @ AUCp24 © as razbes individuais entre as
formulacbes foram analisados estatisticamente usando testes paramétricos

{teste de ANOVA para uma via) e ndo paramétricos (teste de WILCOXON:
Hauschke et al., 1980).

Foram usados os seguintes softwares:

Bicequivalence Program For Two-Period Cross-Qver Studies, Version
3.4, January 28, 1990 by Herman P. Wijnan, Holanda.

SIPHAR- An Integrated computer system for pharmacokinetic data, b Y
SIMED, Franga,

Lotus 123

Havad Graphics
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CAPITULO IV

RESULTADOS

1. DICLOFENACO DE POTASSIO SUSPENSAO

1.1 - SELEGAO DOS VOLUNTARIOS

Dezoito voluntdrios do sexe masculine com idades entre 21 a 47
anos (média de 29,4 + 6,3) e peso corporal entre 55 a 85 kg (média: 75,5 &
10,1), foram selecionados para este estudo apds entrevista, exames

clinicos, esclarecimentos e assinatura de termo de consentimento para a
realizac&o do estudo.

1.2 - DOSE ADMINISTRADA

Conforme protocolo clinico, apds noite de jejum, as 6 horas, foram
administrados 7,0ml do medicamento em estudo, equivalentes a 105mg da

droga, através de seringa de 10ml, de acordo com lista de randomizacao
apropriada (Anexo 1),

1.3 - RESULTADOS

O estudo ocorreu dentro da normalidade prevista, ndo sendo
observado efeito adverso nos voluntérios que participaram, demonstrando

que o diclofenaco de potéssic em suspens@o é bem tolerado na dose
administrada.

Pelos resultados dos exames clinicos realizados, antes e apds o
estudo, ndo foram observadas alteracbes que merecessem destaque, ja
gue se encontravam dentro dos parémetros de normalidade.

A figura 1 mostra o cromatograma obtido e a Figura 2 a curva das
concentracdes plaméticas médias de diclofenaco vs tempo, dos voluntarios
em questdo, apds administragio de dose Gnica de 105mg das suspensses.

A Tabela | mostra os pardmetros farmacocinéticos para a curva das
concentraciies plasmaticas medias vs tempo.

Os parametros farmacocinéticos médios derivados da concentragac
sérica versus tempo s20 apresentados na Tabela

Neste estudo, o tempo de retengdo foi de 7.0 £ 0.3 minutos para
diclofenacoe e de 9.4 x 0.3 minutos para o padrdo interno {(indometacina).
Pode-se observar também que ndo apareceram picos de substancias
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endogenas que pudessem interferir no tempo de retencéo da droga em
&studo ou padrio interno.

As maiores concentragbes séricas foram obtidas no tempo de 0,5
horas apos administragdo e as menores proximo das 24 horas, tanto para
o Flogan® como para o Cataflam®.

A média geometrica para AUCp.4 e Crs. entre as duas formulagdes
de diclofenaco de potassio em suspenséo sdo mostradas na Tabela 11}, Ja
sua incluséo no intervalo de 0,8 - 1,25 para as diferentes formulagbes
testadas, conforme as exigéncias de bioequivaléncia, s&o observadas na
analise estatistica{ Tabela V)

M A RS H
AR IO TEDA DENTEAL
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(b)

i ___

|
g 5 10 g & 10

Tempo {min)

Figura 1.- Cromatograma de HPLC, (3) plasma branco mostra auséncia
de picos de retenc&o no tempo dos compostos de interesse; (b} plasma
colfhido apds quatro horas da administrag3o de 105 mg de diclofenaco de
potassio. A concentragio medida nesta amostra fol de 197 ng/ml. Pico |
dgiciofenaco; pico llindometacina (padréo interno).
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Figura 2: Curva das concentragbes plasmaéticas médias de diclofenaco de
potéssio vs tempo obtida apds administrag8o de uma dose Unica de 105mg de

cada formulagdo de suspensao{ legenda: circulos cheios=FLO e circulos
vazios= CAT) (n=18)

Tabela 1: Pardmetros farmacocinéticos para a curva das concentracbes
plasmaticas médias vs tempo para suspensao

Flogan Cataflam
AUCrg.24n (ng/mi*h) 3388 {1070) 3494 (953}
[meédia aritmét. (DP}]
Cmax {ng/mi) 1374 {469) 1758 (804)
[ média aritmét. (DP)]
Tmax (h) 0,5 (0,5-2) 0,5 (0,5-2)
imeédialinter. variacaoe)j
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Tabela H: Média das concentracdes plasméticas vs tempo e desvio

padrao(D.P ) para diclofenaco de potassio suspensao (n=18)
a.

FLOGAN MERCK

TEMPO (h) MEDIA (ng/mi) D.P,
0 n.d. n.d.
0.5 1213 582

1 1076 471
1.5 840 294
2 647 213
3 339 135
4 234 146

6 113 66

8 63 38

10 34 31

12 25 24

24 10 17

b,
CATAFLAM
CIBA-GEIGY

TEMPO (h) MEDIA (ng/ml) D.P.

0 | n.d, n.d.

0.5 1543 982

1 1302 608

15 888 312

2 653 333

3 391 175

4 224 106

6 89 40

8 43 36

10 25 23

12 12 19

24 2 9
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TABELA Il Média dos valores de AUC ), Crac, Ke Tiz, @ Tmax. obtidos apés

administracdo de 105mg das duas formulagbes de diclofenaco de potassio

suspensao (Ftogan® e Cataflam®).em dezoito voluntérios sadios

FLOGAN CATAFLAM
AUC[g-241 (ng h mtT)

Média geom. 3.230 3.387
90% 1.C. 2.832 - 3.684 3.058- 3751

Cmax (ng/mi)

Média geom. 1.308 1.605
90% L.C. 1.150 - 1.488 1.321 - 1924
Ke (1)

Média geom. 0,335 0,397
90% 1.C. 0,298 - 0,376 0,348 - 0,453
T2 (1)

Média geom. 2,06 1.74
90% 1.C. 1,84 -231 1,53-1,88
Tmax ()

Mediana 0.5 0,5
intervalo de variagao 05-20 05-20

“.C.= intervalo de confianga
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TABELA IV: Analise estatistica das razdes individuais de AUC(24 . Crax Ke Tis.

e diferenca de Tms. entre suspenséo de Flogan™(FLO) e Cataflam®CAT)

FLO/CAT PARAMETRICA NAO PARAMETRICA &
Média Geom. 90% IC Ponto estimado’ 90% I1C
AUCro.241
% Razoes 95 4 89,8 - 110,2 94,0 85,4 - 104,7
Cmax
% Razdes 820 73,9-126,0 80,9 70,8-96.9
Ke
% Razdes 821 74,4 - 904 83,5 71,7-92.5
Tir2
%eRazles 121.8 110,56 -134.2 1200 108,0-139,4
Trnaxin
{Diferenga) 0,08 0,32 - 0,158 00 0,26-00

- Analise Paramétrica; ANOVA

* Média Aritmética individual das diferengas

s+ Diferencas Individuais

&De acordo com Hauschke et 81,1990 e F.D.A. 1993

* 1.C.= intervalo de confianca



2. DICLOFENACO DE POTASSIO COMPRIMIDOS

2.1- SELECAQ DOS VOLUNTARIOS

Dezoito voluntarios do sexo masculino, com idades que variaram de
22 a 40 anos (media = 30 £ 6), pesando entre 55 e 94kg (média = 75,7 +
11,7} & dentro de 15% do peso corporal ideal, foram selecionados para
este estudo, apds entrevista e exames clinicos pré-estudo.

2.2 - DOSE ADMINISTRADA

Conforme protocolo clinico, apds noite de jejum, as 6 horas, foram
administrados 2 comprimidos de diclofenaco de potassio (equivalente a
100mg), segundo lista de randomizacéo apropriada (Anexo ).

2.3 - RESULTADOS

O diclofenaco de potassio comprimido foi bem tolerado na dose
administrada, no sendo relatados efeitos colaterais ou reacdes adversas
pelos voluntarios durante o estudo.

A Figura 3 mostra a media das concentragfes séricas do diclofenaco
em funcBo do tempo, apdés a administracdo oral do diclofenaco
comprimidos.

Os pardmetros farmacocingticos para curva da média das
concentracfes plasmatica vs tempo sdo mosirados na Tabelas V.

As médias das concentragfes plasmaticas vs tempo sdo mostradas
na Tabela Vi

As médias dos valores de AUCpaq, Crax, Ko ,Tin € Tmax estdo na
Tabela Vii

A andlise estatistica das razbes individuais para AUC;p24 , Crax, Ko ©
Tiz © a diferenca de Tws entre Fiogan® e Cataflam® comprimidos estdo na
Tabelia Viil, bem como as andlises para inclusdo dentro do intervalo de
0,8 -1,25 para diferentes testes,

Os tempos de retengdo, a linearidade da curva, coeficiente de
variagdo de mter-ensaio e mtra-ensaio s8o0 08 mesmos do estudo da
suspensao.(ver cap, 1)
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Figura 3: Curva da concentragdo plasmatica media de diclofenaco de potassio

comprimidos vs tempo obtida apds administracio de uma dose unica de 100myg

de cada formulag&o.(circulos cheios=FLQ; circulos vazios= CAT ) (n=18)

Tabela V: Parametros farmacocinéticos para curva da concentrac@o plasmética
media vs tempo para comprimidos

Flogan Cataflam
AUCrg.24m (ng/mi*h) 3576 (825) 3758 (1165)
fmédia aritmét. {(DP)]
Cmax {(ng/ml} 2304 (815) 2698 (1587)
[ média aritmét. (DP}]
Tmax () 0,75 (0,5-2) 0,5 (05-3)
Imédialinter. variagio}]
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Tabela VI: Média das concentragbes vs tempo e desvio padréo(DP)para
comprimidos de diclofenaco de potassio (n=18)

a.

FLOGAN MERCK

TEMPO (h) MEDIA (ng/ml) D.P.
), n.d. n.d.
0.5 1992 1131

1 1492 540
1.5 1048 489
2 696 407
3 329 179
4 176 133

6 67 39

8 20 29

10 5 14

12 2 7
24 n.d. n.d.

b.
CATAFLAM
CIBA-GEIGY

TEMPO (h) MEDIA (ng/mi) D.P.
0 n.d, n.d.
0.5 2107 1937

1 1616 801

1.5 889 403

2 560 236

3 369 241
4 247 240

6 103 96

8 28 39

10 7 18

12 2 9

24 n.d. n.d.




TABELA VIl Média dos valores de AUC[{)«Z.Q] Cmé)g Ka} Tm’ e T

AT

max . obtidos apés

administragc de 100mg das duas formulagdes de diclofenaco de potéssio

comprimidos (Flogan® e Cataflam®).em dezoito voluntarios sadios

FLOGAN CATAFLAM
AUCrg.241 (ng h mi7)
Média geom. 3.486 3.586
90% 1.C. 3.157 - 3.849 3.160 - 4,092
Cmax (ng/ml)
Média geom. 2.152 2.289
90% I.C. 1.819 - 2.547 1.780 - 2.945
Ke (7
Media geom. 0,45 0,46
90% 1.C. 0,37 - 0,565 0,38 - 0,55
T4/2 (B}
Media gsom. 1,5 1,5
Q0% 1.C 1,3-19 1,2-18
Tmax (h)
Mediana 0,75 0,75
intervalo de vanacéo 05-20 05-30

*1.C.= Intervalo de confianga
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TABELA VHil: Andlise estatistica das razdes individuais de AUCM%, Crmae Ke,
T.z € diferenca entre comprimidos. de Flogan® (FLO) e Cataflam” (CAT).

FLOI/CAT PARAMETRICA NAO PARAMETRICA &
Média Geom. 0% 1IC  [Ponto estimadJ 90% IC
AUCro.241
% Razbes a7.0 88,2 -106,6 86,2 88,9 -107 6
Cmax
% Razbes 94,0 67,2-1315 80,6 843 -1356
Ke |
% Razdes 97.2 71.4-1323 93,1 696 - 1356
Tas2
Y% Razbes 1094 82 6 - 1450 110,2 888 -150,6
Tmaxiin
(Diferenga) -0, 14% 0,56 - 0,28%= 0,0 0,25 -0725

- Andlise Paramétrica: ANOVA
« Média Aritmética Individual das diferengas
+x Diferencas Individuais

&De acordo com Hauschke et al. 1880 e F DA 1993

*1.C, = Intervalo de confianca




CAPITULO V

DISCUSSAQ

A metodologia de H.P.L.C.utilizada neste estudo foi similar &
descrita por Santos ef a/., 1992, com a infrodugéo de uma lavagem na fase
organica com acetato de amodnio(solucdo saturada diluida 1:10 em agua
bidestilada), apas procedimentos de extragéo ja descritos,

Este procedimento teve como objetivo produzir cromatogramas sem
interferentes que pudessem ter os mesmos tempos de retengdo do
diclofenaco ou padréo intemo {indometacina). Observou-se, ainda, gue a
lavagem da fase organica com acetato de amdnio nao interferiu na
porcentagem de recuperagdo do diclofenaco e padréo interno (92%), que
foi testado pela injegdo do sobrenadante contendo o acetato de amdnio,
ndo tendo sido detectado diclofenaco nem padrdo interno, comprovando
assim a importdncia de tal procedimento sem alterar a exatiddo do método.

A metodologia proposta permite a dosagem em série de vdrias
amostras, sendo possivel dosar todas as amostras de dois pacientes {duas
fases) num mesmo dia, com a mesma curva padréo. Isto também pode ser

benéfico, visto que o coeficiente intra-ensaio mostrou-se menor que o
inter-ensaio.

Apesar da metodologia proposia incluir mais um procedimento de
lavagem, isto ndo altera significativamente o tempo de anélise, j& que tal
procedimento € realizado enquanto se processa a corrida cromatografica.
Se comparado com a metodologia proposta por Santos e cols. observamos
que naquela o tempo de centrifugacdo da amostra € de 20min., além de
uma filtragBo através de filtro Millipore demandando maior tempo e custo.
Assim, o custo de mais um reagente na nossa metodologia € compensada

pela ndo necessidade de filtragio e obtengdo de cromatogramas isento de
picos interferentes na faixa de interesse.

O método também permite boa sensibilidade {(10ng/mi) e amplitude
(até 2.000ng/ml)}, com curva de calibragdo linear e coeficiente de
regress&o > 0,999 e intercepto ndo diferente de zero. Estes dados
mostram que se frata de um método seguro, eficaz, réapido ¢ de boa
reprodutibilidade, possibilitando trabalhar com pequenas amostras de soro,
500ui, sem grandes consumos de reagente & sem desgaste da coluna,

Como descrito anieriormente, a hivequivaléncia, segundo a F.D.A €
estabelecida pela comparacio da velocidade e da extensfio da absorgio
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de uma droga, apds administracBo extra-vascular, as quais poderdo ser
evidenciadas pela derterminacio da concentracdo da droga em diferentes
humores organicos como: sangue, uring, saliva, liquido sinovial ou
cefalorraquidiano, esperma, leite materno, etc.

A F.DA também tem colocado como parametres limites para razoes
de AUC, os valores entre 0,8 e 1.25 para que as formulacbes testadas
sgjam  consideradas bioequivalentes (F.D.A., 1985). Neste estudo,
observamos que tanto no teste estatistico paramétrico, que leva em
consideracao aigum tipo de distribuicdo populacional {ANOVA), como no
ngo  paramétrico, que independe do tipo de  distribuicdo
{(Wilcoxon){(Hauschke, ef a/,1990), as formulacbes testadas sdo
bioequivalentes, pois as razbes FLO/CAT para AUC.4 estdo no intervalo
de 08 - 1,25 para média a geométrica, para intervalo de confianga de
80%, assegurando portanto a bioequivaléncia das formulagfes testada
(Flogan®), tanto suspenséo como comprimidos(Tabelas 1V eVill).

Quando consideramos 0 Chs torna-se complicado afirmar se a
formulacao teste & bicequivalente, pois este valor pode ter sido alcancado
nos intervalos de tempo entre as coletas de sangue (e n8o no seu Ty ).
No nosso caso, se considerarmos médias das razdes do Chae da
formulagdo teste em relacdo a referéncia, tanto da suspenséo como do
comprimido, os dados estdo de acordo com 0s requeridos para serem
bioequivalentes (Tabelas IV e VIli}, visto estarem dentro do intervalo de
0,8 - 1,25, porém fora dos limites superiores e inferiores.

Observa-se também nos comprimidos, que a média geométrica de
Cose. do Cataflam® continua sendo maior que a do Flogan® (TabelaVil),
do mesmo modo que para a suspensao{Tabela ).

Em relagéo ao T, de 0,75 com mediana entre 0,5 - 2,0 horas para os
comprimidos, os resultados sdo ligeiramente diferentes dos encontrados
por Todd & Sorkin, 1988(1,5 - 2,bhs para os comprimidos). J& os
resultados da suspensao( Tms 0,5 - 2,0 horas com mediana de 0,5 hora)
est8o dentro da expectativa em relagdc acs comprimidos, pois estes
requerem processo de solubilizacdo e dissolugBo antes de serem
absorvidos, conforme descrito por Sayed. ef ai, 1988 e Hassan. et al,
1991, estando este tempo em torno de 45 minutos, quando testado em
tampao fosfato pH 6.8, semelthante ao do suco entérico.

Quanto as constantes de eliminagio (I,), 0s tempos estimados para
as duas formulacbes estdo bem préximos, assim comoe © tempo de meia-
vida (Ty2), tanto para a suspensdo{Tabelas HI e IV) comc para os
comprimidos.{Tabelas Vit e VIll).

Devemos ainda ressaltar os fatores descritos no inicio desta
dissertagdo como interferentes na biodispornibilidade e, por conseguinie,
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na bicequivaléncia quando analisamos individualmente cada grafico de
concentragho versus tempo de cada voluntario(Capitulo VHf), nos guais
percebemos grandes variages, estando de acordo com Hauck &

Anderson, 1992; Anderson, 1992; Sauter & Steinifan, 1992 e Flor ef al.
1993,

Sabemos também que as suspensdes sdo formulagbes instaveis
farmacotecnicamente, devendo-se ter cuidado com seus adjuvantes ¢
excipientes, particularmente com o agente suspensor do principio ativo,
para garantir sua homogeneidade quando da administragdo. Nas
formulagBes em estudo, parece-nos que tais fatores foram contemplados,
tanto na manufatura quanto na administracdo (agitagdo antes da tomada),

pois poderiam ser fatores determinantes para uma nao bicequivaléncia
{Prista, 1991).

Também deve ser considerado os fatores j& mencionados que
interferem  na  biodisponibilidade  (fisiolégicos, fisico-guimicos,
farmacotécnicos e farmacodindmicos), principalmente tratando-se de
comprimidos que na sua fabricagéio requerem processos de granulagio
compresséo e revestimento com numero de adjuvantes e excipientes
maiores do que 0s das solugbes e suspensdes.

Embora n&o seja possivel comparar os estudos diferentes
realizados para suspensdo e para comprimidos, é interessante notar que,
administrando-se praticamente as mesmas doses {100mg no comprimido e
106mg na suspenséo), as AUCp24] @ 0 Cre dos comprimidos s&0 maiores
do que os da suspensfo. Isto vem reforgar ainda mais a necessidade de
sstudos de bioequivaléncia de diferentes formas farmacéuticas, pois estes
resultados nos permite especular a importéncia dos fatores interferentes
na biodisponibilidade e consequentemente na bioequivaléncia.

Deve-se, tambdm, ressaltar que o desenvolvimento ejou
aperfeicoamento de metodologias de andlise, de drogas nos diferentes
humores organico vem contribuir de forma decisiva na methoria do controle
de qualidade dos medicamentos, dando seguranga aos clinicos para o uso
racional dos medicamentos, mesmo quando do uso dos genéricos.

Destaca-se, ainda, a crescente necessidade de formaco de técnicos
gualificados para realizago deste estudos e a criagfio de centros que
possam atender esta demanda com seguranga e isencdo, melhorando
consequentemente as condigdes sanitéria do pais.
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CAPITULO VI

CONCLUSGES

Em relagdo a metodologia utilizada neste estudo podemos considera-la
como de facil execugio, de custo intermedidrio e de boa sensibilidade,

pois permite deteccdo de diclofenaco no plasma na faixa de 10ng/mi até
2.000ng/mi.

Pela observacio dos parametros médios farmacocinéticos na andlise
estatistica (Tabela IV e VIIl) destaca-se que as razbes FLO/CAT para
AlCp.4] estéo dentro do intervalo de 0,8 - 1,25 para a média geométrica,
para intervalos de confianga de 90 %, tanto no teste paraméirico como no
ndo parameétrico, assegurando assim a bioequivaléncia da formulagéo
testada (Flogan®).

Considerando o0s resultados obtidos para os lotes usados nos
ensaios . podemos concluir que as formulacdes testadas de Flogan® szo
bicequivalentes as formulagbes de referéncia Cataflam®, tanto para

suspensdes quanto para os comprimidos, conforme exigéncias da
F.D.A1985
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CAPITULO Vi

ANEXOS E CURVAS INDIVIDUAIS
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ANEXO |

1. LISTA DE RANDOMIZACAO - SUSPENSAD

Vol. n® Seqiiéncia de Administragio
Periodo | Periodo Il

i Flogan Cataflam
1} Flogan Cataflam
1l Flogan Cataflam
v Cataflam Flogan

v Cataflam Flogan

Vi Flogan Cataflam
Vil Cataflam Flogan
Vil Cataflam Flogan

X Flogan Cataflam
X Cataflam Flogan

Al Flogan Cataflam
it Cataflam Flogan
X Fiogan Cataflam
XV Flogan Cataflam
AV Flogan Cataflam
AV Cataflam Flogan
RVl Cataflam Flogan
AVl Cataflam Flogan



ANEXO Il

2. LISTA DE RANDOMIZACAO - COMPRIMIDOS

Vol. n®. Seqiiéncia de Administragdo

Periodo | Periodo I
! Flogan Cataflam
f Cataflam Flogan
il Cataflam Flogan
v Cataflam Flogan
v Flogan Cataflam
Vi Flogan Cataflam
Wil Flogan Cataflam
Wil Cataflam Flogan
IX Flogan Catafltam
X Cataflam Flogan
X Cataflam Flagan
Al Flogan Cataflam
X Cataflam Flogan
XV Flogan Catafiam
XV Cataflam Flogan
XV Cataflam Flogan
Xvil Flogan Cataflam
KVill

Flogan

Cataflam
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3. RELAGAO DE CURVAS DE CONCENTRAGAC VS TEMPO DE CADA
VOLUNTARIO PARA O DICLOFENACO SUSPENSAO



Vol. 1 - ALA.S.

3506
=-Merck
3000 - T * Ciba-Geigy
2500
E 2000 -
a7}
£ 1500 -
1000 -
500 |
0= T . » T | »
00 4:00 8:60 12:00 16:00 20:C0 24:00
Time (h)
Flogan Cataflam
ﬁUC[Q,24h] ng/mi*h 2967 3968
Cmax ng/mi 1427 3101
Tmax h 0.5 0.5



ng/mi

AUC[Q.z,;;h] ng/mi*h
Cmax ngimi

Tmax h

Vol. Il - D.R.R.

20
@ E»Mérckm_
1,000 - o ba-Gelgy |
800
600 -
400
200
“‘\“ i
0 ‘ I ] T T 1 B!
000 4:00 8:00 12:00 16:00 20:00 24:00
Time {h)
Flogan Cataflam
3540 2739
1083 838
0.5

1
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Vol. lil - V.P.S.

2,500 ~ -
_ a-arck
w Ciba-Geigy
2,000 x
— 1,500 ~
E
o
=
1,000 -
500
0 '* 1 ’ T I -
00 4:00 8:00 12:00 16:00 20.00 24:00
Time (h)
Fiogan Cataflam
AUC[g.24n) ng/mi*h 2811 3433
Cmax ng/mi 1298 2001

0.5
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Vol. IV - J.R.M.

1,800 ~ o
w Ciba-Gelgy
1,600 - e Merck
1,200 -
E 1000
2 800
60,0 |
400 H
200 -
o 4 - N ames -+
0:00 4:00 8:00 12:00 16:00 20:00 24:00
Time (h)
Flogan ' Cataflam
AUCQ.24h] ng/mi*h 3945 4647
Cinax ng/mil 1351 1574

Tmax b | 1 2



Vol. V - E.M.

1,600
w-Ciba-Gelgy &
1,400 i Merck
1,200 ~
1,000 -
E
B 800
e
600 w
400
200
a- » T ! )
0:00 ! : i2:00 16:00 20:00 24:00
Time {h)
Fiogan Catafiam
AUC0-24h] ng/mi*h 2301 3367
Cmax ng/mi 1399 1385
Tmax h 0.5 1.5
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Vol. VI - L.C.C.

3ot~
“Merck
3,000 - H ‘& Ciha-Geigy _!
2,500 -
:‘% 2,000 -
[
= 1,500 -
1,000 1
S04 ~
0= L T ; #
€00 4:00 8:00 12:00 16:00 20:00 24:00
Time {(h)
Flogan Cataflam
AUCp-24n) ng/mi*h 4145 5137
Cnayx ng/ml . 2056 3233
Tmax b 0.5 0.5



Vol. Vil - J.M.P.

3060 -
o Ciba-Gelgy
2800 - <-Merck
20460 -
E
& o0
c
1000
800 -
0+ : 4
0:00 4:00 8:00 12:00 16:00 20:00 24:00
Time (h)
Flogan Cataflam
AlUCrg.24n) ng/ml*h 5949 5959

Tmayx h | 0.5 0.5
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2,000 -

Vol. Vill - S.5.0.

= Merck
1,500 -

- Ciba-Geigy £

[
& 1,000 -
=
i
500 —J
o T -
0:00 4:00 8:00 12:00 16:00 20:00 24:00
Time (h)
Fiogan Catafiam
AUCn-24h] ng/mi*h 2658 3104
Crnax Ng/ml 1521 1744
Tmax b 0.5

1
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Vol. IX - E.L.M.

1,200 -
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4. RELACAO DE CURVAS DE CONCENTRAGAO VS TEMPO DE CADA
VOLUNTARIO PARA O DICLOFENACO COMPRIMIDOS
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Comparative bioavailability of two suspension

formulations of potassium diclofenac in healthy
male volunteers
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G, Dr Nucer'
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Abstract.The hicavailability of two suspension formulations of potassium diclofenac (Flogan,
Merck and Cataflam, Ciba-Geigy s were compared in eighteen healthy male volunieers who received
a single dose of 7 mi of each suspension fequivalent to 103 myg of potassium diclofenac) in an open
randomized two period crossover design, with a fourteen-day washout pe riod between doses. Serum
samples were obtained over a 24 hour interval and diclofenac concentrations were determined by
HPLE with ultraviotet detection. From the serumdiclofenac concentration vs time curves, AUCp.4
{area under the concentration vs time curves from 624 b)), C oy (maximum achieved concentration),
T (time 1o achieve Cagd and K {lerminad st order elimination constant) were ohtained.
Overlapping of Tuay itervals for both formulations was ohserved, but the important inter-subiect
variation ohserved 1o Cuax ralios did not allow equivalence conclusion for the rate of absorption,
Equivalence in the extent of bicavailability between poth potassium dictolenac suspension brands
was concluded from the analysis of AUC-24 tatios.

Key words: potassivm diclofenac suspension ~ human volunteer pharmucokinetics — biowvaila-

bility - high-performance hguid chromotography

introduciion

Diclofenae, (] 2-(2 6-dichloroaniline) phenyl] acetic
acid), s @ potent non-steroidal sati-inflammatory drug
(NEAID), widely used for its analgesic, antipyretic and
anti-inflammatory setivities, [is main therapeutic uses in-
chide Jong-lerm symptomatic treatment of rheumatoid
sethritis | Zuckner 19861, osteoarthritis | Adtman 19861, an~
kylosing spondylits [Calabro 1986}, and short-tenm treat-
ment of woute conditions Tike musculoskeletal injury, pos-
topermive pain, renal colic, billary colie, dysmenorrheaand
aval surgery {Kamor 1986]

hclofenae i a wesk acid with pK, of 4.0, has a
puriition coufticient of 13.4 (n-octancl/butfer pH 7.4) andt
the stractural elements include a pheny! scetic acid group,
4 secomddary aming group and a phenyt ring contaning 2
chiorine atoms (Sallmann 19861 .

Alihough the drug is completely absorbed after oral
admimistration { Tudd and Sorkin 1988), almost 50% ol the

Ruceived Ulaber T8, 1993

Boprist teguests o D G de Nuced, Miguel Servet Chinical Pharsicoiogy
Linis, Prepartnent of Plarmmeotogy, Faooly of Muedical Sciemes, Uni-
catp, B0 Box 611 E BR- 308100 Camplae. S Brusil

administered dose does not reach the systemic circwlation
due © first pass hepatic metabolism [Todd and Sorkin
19881 The drug is highly bound 1o serpm proteins (99.7%),
mostly to albumin [Riess et ol 1978] and 15 eliminated
minly by bepatic metabolism followed by urinary and
bitiary excretion of glucurontde and sutphate conjugaes,
with an elimination hatf-lite of 2 hours [Willis et al. 19791
The main metabolite 15 a 4 -hydroxy derivative, 30 times
less active than the parent compound | Menassé et al. 19784,
An extensive clinical experience with the drug has been
accumulating over the last twenty years, employing mostly
the conventional oral formulation of enteric-coated tablets
of the sodium salt of diclofenac (Voluwen). Following orat
administration of (his forautation in fasting subjects, peak
plasma concentrations are obtained after 1.5-2.5 hours
[Todd and Sorkin 19881, Food may delay absorption by
increasing the time to reach the site of dissolution in the
smudl intestine VTodd and Sorkin 1988,

In order to ensure faster onset of uhsorption and
conseqguently faster analgexic effect, the potassivm sall ol
dictofenue was formulated us sugar-coated tablats [Ver-
strieten and Bakshi 1991, Novon-Heckel 1984] and a5
suspension for oral administration. These new diclofenac
potassim formulations have been marketed mainly in
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Latin-American settings and have been prescribed lor
acute conditions, providing fast analgesic and anti-inflam-
matary effects, along with a rote of side effects similar to
Voltaren {Verstraeten and Bakshi 1991, Morin 1990, Ba-
hamonde and Saavedra 199,

I the present study, we compared the bioavailability
of a new brand of orat suspension of diclofenac potassium
tFiogan, from Merck) with the homologous potassium
diclofenac formulation Cataflam {from Ciba-Geigy) in
healthy male volunteers. Senum diclofenac concentrations
are quaniified using a reversephase high-performance lig-
uid chromatography (HPLC) method.

Methods

Clinfeat protocol

Eighteen healthy male adult volunteers, aged between
21 and 47 years {(mean: 29.4 + 6.3), weighing between 55
and 95 kg (mean: 77.5 2 10.1) and within 15% of the ideal
body weight, were selected for the study. The volunteers
were free from signtficant cardiae, hepatic, renal, pulmon-
ary, gastrointestinal, neurological and hematological dis-
ease a5 determined within four weeks before the start of the
study, by medieal history, physical examination and labor-
atory screenings: fasting blood glucose, urea, creatinine,
SGOT (ASTY, SGPT (ALTY, total bilirubin, total prolein,
sertm altbumin, alkaline phosphatase, sodium, potassium,
chiloride, uric acid, arinatysis, hemoglobin, hematocrit and
ol and differential white blood celis count. All volunteers
gave written informed consent and the clinical protocod
was appioved by the Ethics Comumnitiee of the University
Hospital.

The study had an open randomized two-periad cross-
aver design with a 14-day washout period between doses.
During each pericd, volunteers were hospitatized at §1:00
p.m. having already had a regular evening meal, and after
an overnight fast they received 7 mi of the diclofenac
potassiam suspension {equivalent to 105 my) allocated
according 1o the appropriste dose randomization code.
After the suspension administration the volunteers were
asked 1o drnk 200 m! of tap water, Blood samples for
serum drug assay were taken from a forearm vein before
and ot 0.5, 1, 1.5, 2,3, 4, 6, 8, 11, 12 and 24 hours after
diclofenac administration. Qn each occasion, one 10 mi
saaple was faken via "butterfly” into a clean tube. After
biond cloiting at room temperature, the blood samples were
centrifuged 5t 2,000 g for ten minutes and the seraremoved
and stored at ~20F C untid assayed. The volunteers received
200 mi of tap water to drink three hours after dosing. Six
hears after dose administration a standard lunch was avatl-
able and an evening meal was provided twelve hours after
dosing. Liquids were allowed ad Jibitum after lunch, but
xunthine containing beverages, such s fea, cotfee and cola,
were not permiilied.

Mendes, Franee, Morens ef al,

Lirug analyvsis

Serum diclofenae concentrations were weasured by
reverse-phase HPLC with wtraviolet detection acmrz.lin;_z
the method described below. To 500 W of each calibration
point {dictofenac-free serum spiked with known amounts
of sodium diclofenacy and serum sample, 580 ng of indo-
methacin and 200 pui of 5% phospheric acid solution were
added. After a hrief vortex mixing, the extraction was
performed by adding 4 mi of dichloromethane and vortex
mixing for I minute. Tubes were then centrifuged (2000
g for 10 min), and the organic phase washed with 200 pi
of ammonium acetate solution (a saturated solution was
dituted 1:10 with bi-distilled water). After centrifugation
(2,000 g for 2 miny the organic phase was placed in a
water-bath at 45° C and dried under a gentle stream of Na.
The residue was reconstituted with 100 wl of acetonitrile

and 20 i were injected into the liguid chromatograph.

Chromatographic conditions

The mobile phase consisted of 2 mixture of acetoni-
trile and .1 M acetic acid sojution {40/60), v/v), the pH was
adjusted w 5.6 with 3 M sodium hydroxide and was
pumped at a flow rute of 2.3 mi/min through the column
{Lichrosorh 5 RPIS, 250 » 4.6 mm; Phenomenex, TA,
USA} at room temperature. Peaks were monitored by UY
absorbance at 276 nm at a sensitbaty of .00 AUFRS
Quantitation of diclofenac was obtained by plotting di-
chofenae to internad standard peak hetght ratios as a fune-
tion of the concentrations.

The chromatographic system consizied of a Con-
stametric 3000 pump (Milton Roy. USAY coupled W oa
VWM 2141 dual wavelength UV detector (Pharmacia-
LKE, Uppsaia, Sweden}, The output signal was registered
in a Bryans 28000 chart recorder (Bryan Southern Instru-
ments, Oreat Britaint,

Pharmacokineric and stenistical analyvsis

Maximum observed plasma cancentration {Ch and
tine taken to reach it (T were obtained from the dreg
concentration vs time curves, Yhe areas under the diclofe-
nac congcentration vs time curves from 0-24 hours (AUCH:
21y were calentated wsing the trapezoidal method and the
first-order chimination rale constant (K, ) was estimated by
least sqquare regression of the points deseribing & termnal
log-linear decaying phase. Ty were derived from Ke (T
= I, The results are expressed as mean & SEM. Ch
and AUIC2y data were anulvzed statistically using both
pacarnetric  (one-way  ANOVA) and  non-purametnc
methads {Wilcoxon's signed runks testy [Huauschke et ab
19901
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Materiat

{iclofenac (sodium salty and indomethacin {intemal
standard} for HPLC analysis were supplied by Sigma
Chemical Co{St Louis, USA). Analytical grade acetic acid,
anmroniem acetate, dichloromethane, sodium hydroxide,
phosphoric acid and HPLC grade acetonitrile were pur-
chased from Merck (R], Brazil). Non-commereial test di-
clofenac potassivm suspension formudation (Flogan Sus-
pensag, 139 pilot lot, of. 33321; FLO) was supplied by
Merck §.A. Inddsirias Quimicas (R3, Brazil), and the ref-
erence formutation (Cataflam Suspensdo, lot No. 523902,
AT} s the conunercial diclofenag potassium suspension
marketed by Ciba-Geigy (SP, Brazil).

Hesulis

Figure 1 shows that under the described chromato-
graphic conditions, the retention times for diciofenac and
internal standard were 7.0 & 0.3 minates and 94 £ 0.3
minutes, respectively. As also shown in Figure 1, no en-
dogenous interfering peaks appeared at the retention times
of the compounds of interest. The detection Timit for di-
clofenar was set at a concentration of 10 ng/mi (sig-
nal/notse ratio = 31 The calibration curve was lingar over
the range 10 ng/ml to 2000 ng/mi, with a regression
coefficient 2 £.999 and intercept not significantly different
froom zero, Inter-assay variption values {as % CV) were
21.2.12.5,12.3,7.7 and 7.6% for diclofenae concentration-
sof 66, 117, 218, 581 and {,142 ag/ml, respectively (n =
12 for each concentration). The obtained intra-assay vari-
ation values were 8.2, 3.8, 3.9, 2.0 and }.9% for diclofenac
concentrations of 56, [02F 209, 306 and 1,033 ng/ml,
respectively (n = 6 for each concentration).

Diclofenac was well tolerated at the administered
dosz, and no adverse effects were reported. Figure 2 shows
mean diclofenac serum concentrations as a function of time
after the oral administration of 1035 mg potassivm diciofe-
nac of both suspensions. The major mean pharmacokinetic
parameters decived from the serum concentration vs time
curves are presented in Table 1. Arithmetic and geomelric
menns ratios for AUCu. g and Cha of the two dictofenac
potassivm oral formulations are shown in Table 2, as well
as the analysis of their inclusion into the interval 80-120%
by difforent tests.

Conclusion

The HPLC method employed here, similar to that of
Santos et al. | 1992], imroduced an additional washing with
wmoniEm acetate aller the extraction procedure with
organte solvent in acid mediem, This step improved the
chromatograms by elirinating peaks which eluted atreten-

(a) {b)

| man m— -
C 5 10 C &5 0
TIME {min}

Fig. 1 HPLC chromatograms, {ak blank plasma showing ihe absence of
peaks ar the retention times of the compounds of interest; (b plasma
sample withdrawn four howrs after the admimsiration of 133 mg of
posstom diclofenae, Diclofenac concentration measured in this sample
wak {97 ngfinl. Peak [ diclofensc, peak i mdomethacin (el stand-
ardj.

tion thmes very close to that of diclofenac. No loss of
sensilivity was observed after the inclusion of this step, us
at the pewtral pH of the ammonium acetate solution re-ex-
traction of diclofenac 1o the aqueous phase is avoided. This
affirmation was confirmed when an aliquot of the washing
snonium acetate solution was injected into the chroma-
tograph and no peak appeared at the retention time of
dictofenac (oot showny.

The present study shows that the two hrands of orad
suspension of potassium diclofenac are equivalent for the
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Fable } Mewn pharmacokinetic parameters obtained in efghteen headthy

mrale volunteers for both HY5 aig potassivm diclolenac suspension formu-
latipns

FParsmeter Ny FLEO
AlUCH.ayine b i ™h)

Asithinetic mean 349 E N E
Deometii mean 3.387 3,230
&2 953 107
Cras, (it}

Arithimetic mean 1759 1,374
Geometric moan 1.595 1308
S8 #4 404
Frna (12}

hdedlian 0.5 0.5
Range 0.5-2 0.5-2
Ke (i

Arithnetic mean {1478 0.4
5D U131 0.317
Tz {h)

Arithmmetic mean 1.56 1.85
55 (.44 .51

Toite 2 Statisticnl anabysis of individual AUCH.20p 2nd Cus ratios

hetween FLO and CAT potasstum diclofenac farnmitations. {*) According
i Fanschhe et al. {1590

FLOVCAT

AUC0. 22 Canas
% Ratie
Paramilric
Geomitric mean 5.4 g2.0
Arihmetrie mean By TR
Gy O 8.3 1064 66,9-90.7
5% £ #EH-10R.6 64,6936
HETH S ) [ERUSERR £.40270
TR A TY (L1250 {1.54728
Plrzill 000023 {.000602
Mon parametric {*5
Poinl extimate 4.0 839
{5 1 A5.4-104.7 TO8-96.9

extent of absorption, as assessext by the inclusion of AUCy.
3q) Tatios into the interval 80— 209 (Table 2).

The triedian Taae valees of 0.5 hour for both formuda-
tioms tend to be lower than that reported by Todd and Sorkin
{1988} of 1.5-2.5 hours for enteric coted diclofenac so-

Mendes. France, Moreno et al.

1,800 -
1500 4"

1,200

ng/mi
g

300

Q
)

4:00 500 1200

Time (h}

16500 20000 2400

Fig. 2 Serum diclofenae concentrations (mean & SEM) v time curves
obtained in cighteen healthy male volunteers after a single adminisiration
{105 mg} of each formulation {upen circtes: FLO; filled squares: CAT)

dium tablets, suggesting that this diclofenac potassium
formulation exposes the active therapeutic moiety to ab-
sorption sites at a faster rate, and this could be an advant-

. ageous condition where a rapid onset of analgesic effect is

desirable. However, the iast affirmation should be ob-
served as a tendency, since inter-subject variation is im-
portant, as reflected by the obtained Trax ranges with both
potassium diclofenac suspensions (0.5-2 h). The finding
that mean Cwux ratios are not included in the interval
80-120% is likely to be due to the sampling schedule
employed. Given the type of formulation assayed, Cope
oceurred well before the first sample alter diclolenuse ad-
nentstration was collected (30 miny; thus, bioequivalence
analysis for the rate of absorption from Coau ratios i3
inconclusive (Table 23

The formulations here studied, ) e, potassivmdiclofe-
AEC SUSPENSIONS, May present some advantages as com-
pared 1o the used sodium diclofenac tablets, such @% gasier
dose adjustment and better compliance for pediatric pa-
tients.
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