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                                                 _____                             RESUMO 

 

objetivo: O objetivo foi o desenvolvimento de um método rápido, sensível e específico para 

quantificar clonazepam em plasma humano. Posteriormente esse método foi utilizado em um 

estudo de bioequivalência para comparar a biodisponibilidade entre duas formulações de 

clonazepam comprimidos de 2 mg em 40 voluntários saudáveis de ambos os sexos. Materiais e 

métodos: O estudo foi conduzido em dois períodos de confinamento dos voluntários, com 18 

dias de intervalo entre o primeiro período e o segundo. Os plasmas dos voluntários, após a 

administração dos medicamentos, foram obtidos em diversos pontos de coleta dentro de um 

intervalo de 72 horas. As concentrações de clonazepam foram analisadas por cromatografia de 

fase reversa combinada e espectrometria de massas (LC-MS-MS) com eletrospray de ionização 

positiva usando o método de monitoramento de ion selecionado. Das curvas de concentração 

plasmática de Clonazepam vs tempo foram obtidos os seguintes parâmetros farmacocinéticos: 

Cmax e ASC0-72. Resultados: A média geométrica da relação Clonazepam/ Rivotril 2 mg foi de 

100.30% (90% IC=91.59-109.85%) para Cmax e 101.1% (90% IC=97.60-104.72%) para ASC0-72. 

Conclusão: Considerando que o IC de 90% (intervalo de confiança) para ambos Cmax e ASC0-72 

obedeceram ao intervalo proposto pela Agência Nacional de Vigilância Sanitária (ANVISA) de 80-

125%, foi concluído que Clonazepam 2 mg comprimido é bioequivalente ao Rivotril 2 mg . 

 

Palavras chaves – espectrometria de massas, LC-MS-MS, biodisponibilidade, farmacocinética. 
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                                          _______                          ABSTRACT 

Objective: The objective was a development of a rapid, sensitive and specific method for 

clonazepam quantification in human plasma. This method was used in a bioequivalence study to 

compare the bioavailability of two clonazepam tablet 2 mg formulations in 40 health volunteers of 

both sexes. Material and methods: The study was conducted in two-period crossover design 

and an 18 days washout period. The volunteers plasma samples were obtained, after dose, over 

several times until 72-hour interval. Clonazepam concentrations were analysed by combined 

reversed phase liquid chromatography and tandem mass spectrometry (LC-MS-MS) with positive 

ion electrospray ionization using selected ion-monitoring method. From the Clonazepam plasma 

concentration vs time curves the following pharmacokinetic parameters were obtained: Cmax and 

ASClast. Results: Geometric mean of Clonazepam/ Rivotril 2 mg individual percent ratio was 

100.30% (90% CI=91.59-109.84%) for Cmax and 101.1% (90% CI=97.61-104.72%) for ASC0-72. 

Conclusion: Since the 90% CI (confidence interval) for both Cmax and ASClast were within the 80-

125% interval proposed by the Agencia Nacional de Vigilância Sanitária (ANVISA), it was 

concluded that Clonazepam 2 mg tablets was bioequivalent to Rivotril 2 mg, according to both 

the rate and extent of absorption. 

 

Key words – tandem mass spectrometry, LC-MS-MS, bioavailability, pharmacokinetics 
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1 Introdução 

1.1 Revisão bibliográfica 

 

Histórico 

O Clonazepam é um derivado das benzodiazepinas1, utilizado para o tratamento 

da ansiedade, do transtorno do pânico e como coadjuvante no controle de vários tipos 

de ataques epilépticos1-3 (espasmos infantis, epilepsias mioclônicas e crises de 

ausências). Este fármaco atua como facilitador da transmissão GABAérgica no 

cérebro por um efeito direto sobre os receptores GABA.  

O Clonazepam é um benzodiazepínico derivado da 7-nitrobenzodiazepina3,4 a 

principal função é a leve inibição do sistema nervoso central (SNC)5. 

O nome químico é o 5-(o-clorofenil)-1,3-diidro-7-nitro-2H-1,4-benzodiazepina-2-

ona, sua formula molecular é C15H10ClN3O3, peso molecular de 315,72 g/mol. É um pó 

cristalino levemente amarelo, tem um ligeiro odor é insolúvel em água, é pouco 

solúvel em álcool, é moderadamente solúvel em acetona e clorofórmio e é muito 

pouco solúvel em éter6.  

Atua como depressor do SNC, produzindo todos os seus níveis de depressão, 

desde uma leve sedação até hipnose, dependendo da dose7. O Clonazepam estimula 

os receptores de GABA (ácido gama aminobutírico) no sistema reticular ativador 

ascendente. Dado que o GABA é inibidor, a estimulação dos receptores aumenta a 

inibição e bloqueia a excitação cortical e límbica, após estimular a formação reticular 

do tronco cerebral7. O Clonazepam apresenta efeitos benéficos nas epilepsias 

generalizadas e focais6. 
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Além disso, é indicado para o tratamento de:  

Transtornos de Ansiedade: Como ansiolítico em geral; Distúrbio do pânico; 

Fobia social 12.   

Transtornos do Humor: Transtorno afetivo bipolar: tratamento da mania; 

Depressão maior: como adjuvante de antidepressivos (depressão ansiosa e na fase 

inicial de tratamento)12.  

Emprego em algumas síndromes psicóticas12: Tratamento da acatisia; 

Tratamento da síndrome das pernas inquietas; Tratamento da vertigem e sintomas 

relacionados à perturbação do equilíbrio, como náuseas, vômitos, pré-síncopes ou 

síncopes, quedas, zumbidos e distúrbios auditivos. Tratamento da síndrome da boca 

ardente8,12. 

Contra indicado por pacientes com história de sensibilidade aos 

benzodiazepínicos ou a qualquer dos componentes da fórmula, por pacientes com 

insuficiência respiratória grave ou com insuficiência hepática grave. Pode ser usado 

em pacientes com glaucoma de ângulo aberto quando estão recebendo terapia 

apropriada, mas é contra-indicado em glaucoma agudo de ângulo fechado. 

A relação risco-benefício deverá ser avaliada na presença de intoxicação 

alcoólica aguda, antecedentes de dependência de drogas, disfunção hepática ou 

renal, depressão mental grave, hipoalbuminemia, miastenia grave, psicose, porfiria ou 

doença pulmonar obstrutiva crônica grave13. 

Evitar o consumo de álcool e outros depressores do SNC durante o tratamento. 

Ter precaução com idosos se ocorrerem sonolência, enjôos, torpeza e instabilidade. O 

Clonazepam atravessa a placenta, devendo, por isso, ser evitado seu uso durante a 

gravidez, principalmente no primeiro trimestre. Por ser excretado no leite materno, 

deve-se avaliar a relação risco-benefício antes de ser prescrito durante o período de 
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lactação, já que pode provocar sedação no recém-nascido e possivelmente 

dificuldades de alimentação e perda de peso. No tratamento em longo prazo em 

crianças, deve-se avaliar a relação risco-benefício devido aos possíveis efeitos 

adversos sobre o desenvolvimento físico e mental, que possa não se evidenciar por 

muitos anos7. 

Quando utilizado junto com analgésicos opiáceos, reduzir a dose destes. O uso 

de antidepressivos tricíclicos pode diminuir o limiar convulsivo, devendo, portanto, 

modificar-se a dose de clonazepam. A carbamazepina pode aumentar seu 

metabolismo e diminuir, por isso, sua concentração sérica. A prescrição simultânea de 

haloperidol pode produzir uma alteração no padrão ou freqüência das convulsões 

epileptiformes. Pode diminuir os efeitos terapêuticos de levodopa. Os barbitúricos e 

difenil-hidantoína reduzem o efeito do Clonazepam. Valproato de magnésio e ácido 

valpróico aumentam o risco de crises de ausência7. 

A superdose de em geral se manifesta por depressão do sistema nervoso 

central, em graus variáveis, desde sonolência, confusão mental, ataxia, excitação, 

lentidão de movimento disartria e nistagmo. Coma, hipotensão e depressão 

respiratória, ocorrem ocasionalmente, mas são clinicamente tratáveis e reversíveis se 

tiver sido ingerido sozinho. Se ocorrer coma, normalmente tem duração de poucas 

horas; porém, pode ser prolongado e cíclico, particularmente em pacientes idosos. Os 

efeitos de depressão respiratória por benzodiazepínicos são mais sérios em pacientes 

com doença respiratória.   

Os benzodiazepínicos aumentam os efeitos de outros depressores do sistema 

nervoso central8. De acordo com a Agência Nacional de Vigilância Sanitária 

(ANVISA), a administração de Clonazepam deve ser feita preferivelmente em jejum e 

dosar o principio ativo deste fármaco14,15. 
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Distúrbios do Sistema Imunológico Reações alérgicas e muito poucos casos 
de anafilaxia. 

Distúrbios psiquiátricos 

Diminuição da concentração, inquietação, 
estado de confusão e desorientação. 
Foram observadas as seguintes reações 
paradoxais: excitabilidade, irritabilidade, 
agressividade, agitação, nervosismo, 
hostilidade, ansiedade, distúrbios do 
sono, pesadelos e sonhos anormais. Em 
casos raros, pode ocorrer perda da libido.  

Distúrbios do sistema nervoso 

Sonolência, lentidão de reações, 
hipotonia muscular, tonturas, ataxia. Em 
casos raros observou-se cefaléia. A 
amnésia anterógrada pode ocorrer 
durante o uso de benzodiazepinas em 
doses terapêuticas, sendo que o risco 
aumenta com as doses mais elevadas.  

Distúrbios oculares 
Podem ocorrer distúrbios reversíveis da 
visão (diplopia), particularmente no 
tratamento de longo prazo ou de alta 
dose. 

Distúrbios do sistema respiratório 

Depressão respiratória. Aumento da 
produção de saliva ou de secreção 
brônquica em lactentes e crianças. 
Recomenda-se particular atenção à 
manutenção das vias aéreas livres 
nesses pacientes.   

Distúrbios gastrintestinais Náuseas e sintomas epigástricos em 
casos raros.  

Distúrbios da pele e dos tecidos 

subcutâneos 

Urticária, prurido, erupção cutânea, perda 
de cabelo transitória, alterações da 
pigmentação podem ocorrer em casos 
raros.   

Distúrbios musculoesqueléticos Fraqueza muscular. 

Distúrbios renais e urinários Incontinência urinária em casos raros. 

Distúrbios do sistema reprodutivo Raros casos de disfunção erétil. 

Exames complementares Pode ocorrer diminuição da contagem de 
plaquetas em casos raros. 

 
Quadro 1 - Principais reações adversas com o uso do clonazepam. 
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1.2 Medicamento genérico 

 

Em muitos países a existência de medicamentos genéricos é possível após 

vários estágios a serem seguidos pelos produtores, frente às exigências dos órgãos 

locais para a aprovação da produção e comercialização. São avaliadas, segundo as 

boas práticas de fabricação, as obtenções de formulações de qualidade e 

reprodutibilidade do processo. O termo genérico é derivado da palavra latina genus, 

que significa classe geral16.  

A razão do grande sucesso dos medicamentos genéricos, em vista da sua 

participação no mercado mundial, é a econômica, pela ausência dos mesmos 

encargos da produção de medicamentos patenteados, além de envolver um processo 

mais curto e menos trabalhoso na sua aprovação, oque traduz na comprovação da 

produção de um fármaco de qualidade, com características equivalentes ao produto 

referencia determinadas por processos analíticos de alta precisão e exatidão, nos 

quais os fármacos e/ou seus metabólitos são identificados e quantificados em 

diferentes fluídos orgânicos, principalmente plasma. Deve-se salientar, porém, que 

duas formulações equivalentes podem não ser idênticas, o importante é que os 

comportamentos delas não se difiram significativamente. 

A determinação de diferentes substâncias em fluídos biológicos é realizada 

através de Testes de biodisponibilidades. Biodisponibilidade é uma medida da 

extensão de uma droga terapeuticamente ativa que atinge a circulação sistêmica e 

está disponível no local de ação17. 

A comparação da biodisponibilidade entre diferentes formulações resultou no 

termo bioequivalência. Este é definido como a taxa e/ou extensão da absorção de 

princípios ativos similares na mesma dose molar e na mesma forma farmacêutica 
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quando estudados sob as mesmas condições experimentais, em tal nível em que a 

eficácia e segurança sejam essencialmente as mesmas.   

A bioequivalência é um parâmetro derivado da comparação das características 

de absorção de dois ou mais produtos administrados pela mesma via. Os termos 

comparados são a quantidade de fármaco absorvida e a velocidade do processo de 

absorção, que devem apresentar semelhanças estatisticamente significativas. Cabe 

ressaltar que, até o momento, os ensaios de bioequivalência são efetuados em seres 

humanos, relacionando-se, portanto, ao desempenho da absorção do fármaco que é 

liberado a partir de sua forma farmacêutica18. 

A Lei n.º 6.360, de 23 de setembro de 1976, que dispõe sobre a vigilância 

sanitária, estabelece como sendo medicamento genérico, um medicamento similar a 

um produto de referência ou inovador, que se pretende ser com este intercambiável7, 

geralmente produzido após a expiração ou renúncia da proteção patentearia ou de 

outros direitos de exclusividade, comprovada a sua eficácia, segurança e qualidade, e 

designado pela DCB ou, na sua ausência, pela DCI19. 

Todo medicamento genérico deve seguir rigorosamente todas as especificações 

contidas nessa Lei, conforme abaixo citado: 

Denominação Comum Brasileira (DCB) – denominação do fármaco ou 

princípio farmacologicamente ativo aprovado pelo órgão federal responsável pela 

vigilância sanitária. 

Denominação Comum Internacional (DCI) – denominação do fármaco ou 

princípio farmacologicamente ativo recomendado pela Organização Mundial de 

Saúde. 
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Medicamentos Intercambiáveis – equivalente terapêutico de um medicamento 

de referência, comprovados, essencialmente, os mesmos efeitos de eficácia e 

segurança. 

Bioequivalência – Consiste na demonstração de equivalência farmacêutica 

entre produtos apresentados sob a mesma forma farmacêutica, contendo idêntica 

composição qualitativa e quantitativa de princípios ativos, e que tenham comparável 

biodisponibilidade, quando estudados sob um mesmo desenho experimental. 

Biodisponibilidade – Indica a velocidade e a extensão de absorção de um 

princípio ativo em uma forma de dosagem, a partir de sua curva concentração/tempo 

na circulação sistêmica ou sua excreção na urina19. 

 

1.3 Estatísticas de Mercado 

 

Atualmente temos um total de 135 classes terapêuticas que são 

comercializadas como genéricos produzidos por 117 laboratórios fabricantes. 

De fevereiro de 2000 a novembro de 2013 o número de registros de 

medicamentos genéricos passou de 94 para 3591 nas farmácias e de quase nenhum 

para 126 nos hospitais15. 

Dos medicamentos genéricos produzidos no Brasil, 88% são fabricados e 

comercializados no mercado interno e 12% são importados de países como Canadá, 

Índia, Espanha, Estados Unidos e Alemanha dentre outros. 

De fevereiro de 2000 a novembro de 2013 o número de apresentações chegou a  

21.151. 

Os estudos de bioequivalência correspondem a 45% de todos os Testes 

realizados nos medicamentos genéricos, atualmente15. 
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1.4 Testes de bioequivalência 

Os critérios para a comprovação da bioequivalência de medicamentos 

estabelecem que a mesma só exista, para a maioria dos casos, quando são 

cumpridos os requisitos, que configuram na ausência de diferença significativa na 

velocidade de extensão de absorção de um fármaco. Este fato demonstra que, caso 

isso não ocorra, os produtos não podem ser considerados bioequivalentes, mesmo 

quando cumprem com as especificações de qualidade, relacionadas à atividade e teor 

do fármaco, uniformidade de conteúdo, desintegração, dissolução, etc18,19. 

Sabendo-se que as características farmacotécnicas do medicamento podem 

modificar a atividade farmacológica de seu principio ativo, deve-se estabelecer as 

situações em que o efeito é dependente da quantidade absorvida e da velocidade de 

absorção. Estas variações podem levar a consequências como ineficácia clínica e 

sintomas de intoxicação20. 

O Teste de bioequivalência avalia uma nova formulação ou forma farmacêutica 

que substitui uma mais antiga ou quando se aumenta a linha de produtos, ou ainda 

para verificar as novas características físicas de um produto, comparar dois lotes de 

um mesmo fármaco, dois métodos de produção, dois locais diferentes de produção, 

ou quando o produtor deseja constatar se o novo produto é semelhante a outro 

referencia. 

A legislação Brasileira exige, para aceitar a equivalência de fármacos, a 

existência de bioequivalência farmacocinética, e esta é obtida através do estudo de 

características específicas19. 
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Os parâmetros farmacocinéticos que avaliam a biodisponibilidade de cada 

fármaco analisado são obtidos a partir das curvas de concentração plasmática do 

fármaco em relação ao tempo e analisados estatisticamente para a determinação de 

bioequivalência19,21,22. São elas: 

 A ASC.0-t, área sob a curva do tempo zero até o último ponto de coleta, determina 

a extensão do princípio ativo inalterado que atinge a circulação sistêmica em 

relação à quantidade de fármaco administrado. É calculada pela integração da 

área sob a curva da concentração plasmática em relação ao tempo desde a 

administração do fármaco até a última coleta sanguínea, obtida pela aplicação da 

regra trapezoidal. Caso tenha adicionado ao seu valor a fração Ct/Ke, Ter-se-á o 

valor de ASC tendendo ao infinito (ASC0-inf), no qual Ct é a última concentração do 

fármaco determinada experimentalmente e Ke é a constante de eliminação da fase 

terminal, estimada pela regressão linear dos pontos que descrevem a fase de 

eliminação da curva de concentração plasmática pelo tempo, em um gráfico mono 

logarítmico. 

 Cmax, Concentração plasmática máxima, é o pico da concentração plasmática que 

se registra após a administração de um fármaco. 

 Tmax, tempo em que se atinge a concentração plasmática máxima, é o ponto de 

equilíbrio entre absorção e eliminação e representa a velocidade de absorção do 

fármaco, após a administração oral, ambos dados obtidos diretamente das curvas. 

Deve-se realizar análise de variância (ANOVA) dos parâmetros farmacocinéticos 

ASC.0-t e Cmax para avaliar os efeitos de seqüência (grupo), de voluntários, de período, 

e de tratamento. 
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Para um estudo que emprega dose única dos medicamentos Teste e referência, 

a ANOVA é geralmente realizada com as razões de ASC0-t e Cmax entre as 

formulações, transformadas logaritmicamente. A distribuição dos dados transformados 

se aproxima mais a uma distribuição normal em relação aos dados não 

transformados. O poder esperado para o Teste é acima de 80% e o nível de 

significância de 5%, construindo-se um intervalo de confiança (IC) de 90% para a 

razão entre as médias dos valores obtidos com os medicamentos Teste e referência, 

para cada um destes parâmetros, utilizando-se dados transformados 

logaritmicamente. Tmax será analisado como diferença individual: Teste – referência, 

construindo-se um intervalo de confiança (IC) de 90%, utilizando-se Teste não 

paramétrico. 

Dois medicamentos serão considerados bioequivalentes quando I.C. de 90% 

para razão entre as médias de ASC0-t e de Cmax estiver compreendido entre 80% e 

125%. Outros limites poderão ser aceitos mediante justificativas científicas. Quando 

clinicamente relevante Tmáx deverá também ser considerado19,21,22. 

 

1.5 Cromatografia Líquida de Alta Eficiência e Espectrometria de massas 

O método analítico aplicado a Testes de bioequivalência, na mensuração da 

concentração de diferentes fármacos em matrizes biológicas deve ser exato, preciso e 

específico. 

A cromatografia líquida de alta eficiência (C.L.A.E.) é um método de separação 

químico normalmente utilizado para análise de fármacos em fluídos biológicos em 
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Testes de bioequivalência além de uma infinidade de outras aplicações em diversos 

setores da indústria química e farmacêutica. 

A técnica é baseada numa fase líquida móvel que flui através de uma fase sólida 

estacionaria, e a separação dos diferentes componentes do fluído biológico a ser 

analisado na fase móvel ocorre devido à interação com a fase estacionaria, e dá-se 

por partição, adsorsão ou por troca iônica. 

Os dados obtidos são alturas ou áreas de picos da substância eluída, em 

diferentes tempos de eluição, saindo da coluna primeiramente àquela com menor 

interação e por fim aquela com maior afinidade com a fase estacionária. A 

concentração de cada substância é obtida pela relação entre o analisado e o padrão 

interno30, além da área do pico cromatográfico. 

Diferentes interfaces são utilizadas no acoplamento entre a cromatografia líquida 

e a espectrometria de massas, o que pode ser um problema, pois o espectrômetro 

requer íons em fase gasosa e as substâncias normalmente analisadas pela C.L.A.E. 

são compostos não voláteis15,30. Aquele que parece ser o método ideal de ionização 

entre a C.L.A.E. e a espectrometria de massas é o electrospray. A fase móvel é 

borrifada após deixar o capilar, na extremidade do qual existe uma diferença de 

potencial de vários quilovolts. A natureza da fase móvel, a velocidade do fluxo e a 

diferença de potencial são parâmetros que influenciam no tamanho das gotículas, 

bem como a carga de cada uma delas15,30. As gotículas caminham contra um fluxo de 

nitrogênio, que as faz diminuir de tamanho por evaporação do solvente, restando 

várias moléculas do analisado, que, carregadas eletricamente, vão se separando até 
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praticamente sobrarem íons, cuja carga dependerá do número de pontos de ionização 

de cada molécula em questão ou agregados eletricamente carregados (clusters)24. 

Os analisadores dos espectrômetros de massa separam as espécies carregadas 

eletricamente, de acordo com a relação massa/carga de cada uma, a partir do que 

determinará a abundância e massa de cada uma das espécies iônicas. Um dos quatro 

tipos de analisadores mais utilizados é o quadrupolo. É formado por quatro hastes 

dispostas de tal forma que configuram um quadrado, pelo centro do qual passam as 

espécies carregadas eletricamente. Assim, todos os íons formados no eletrospray 

entram no primeiro quadrupolo do espectrômetro, onde será separada, por potencial 

elétrico e rádio frequência, apenas a molécula com relação massa/carga desejada. No 

quadrupolo seguinte do espectrômetro, o íon colide com um gás inerte (argônio) e 

produz fragmentos também carregados. Esses são denominados íons produtos e são 

característicos para cada substância. Os íons produto são separados no terceiro 

quadrupolo do espectrômetro, para serem analisados e quantificados no detector. 

Para cada potencial elétrico, íons de determinada relação massa/carga são 

selecionados, pois só eles atravessarão o quadrupolo, atingindo o detector eletrônico 

no final do aparelho. Todos os demais são refletidos23,24. 

Este método analítico tem a característica de ser altamente seletivo. Quando se 

tem uma mistura de substâncias eluídas e advindas do cromatógrafo, o primeiro 

quadrupolo irá separar somente pela relação massa/carga desejada, porém, caso 

haja mais de uma com a mesma relação, a colisão que se dá no segundo quadrupolo 

irá formar novas espécies, que serão definitivamente separadas no terceiro, restando 

somente o íon desejado pelo analisador. 
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O processo analítico inicia-se com a infusão da mistura em analise no sistema, 

pelo eletrospray, sem a operação do segundo e terceiro quadrupolos (modo scan), 

gerando espectros de massa totais que registram todas as moléculas. Ajustes serão 

feitos para que o sinal da molécula em estudo seja máximo (energia do cone). Após 

os ajustes, o gás de colisão é ligado e os espectros de massa por “colision induced 

dissociation” (C.I.D.) são registrados. Novos ajustes são realizados posteriormente 

para que o sinal do íon produto selecionado seja máximo, principalmente pela energia 

de colisão.         

 

2 Objetivo 
 

O objetivo desse estudo foi o desenvolvimento de um método rápido, sensível e 

específico para a quantificação de Clonazepam em plasma humano usando a 

cromatografia líquida de alto desempenho acoplada ao espectrômetro de massas com 

ionização por eletrospray positivo5. O Diazepam foi escolhido como padrão interno em 

função de sua similaridade com a molécula do Clonazepam, fácil disponibilidade e 

baixo custo. 

Esse método foi subsequentemente utilizado em um estudo de bioequivalência 

entre a formulação de Clonazepam 2 mg comprimido da Ranbaxy Laboratories 

Limited, India (formulação Teste) e Rivotril® 2 mg comprimido da Roche Laboratórios 

Ltda, Brazil (formulação referência), em 40 voluntários saudáveis de ambos os sexos. 
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3 Métodos 
 

3.1 Padrões de calibração e controles de qualidade 

 

Soluções master de Clonazepam e Diazepam foram preparadas em 

acetonitrila/água (50:50,  v/v) nas concentrações de 1mg/mL. Curvas de calibração de 

Clonazepam foram preparadas em plasmas brancos nas concentrações de 0.5, 1.0, 

2.0, 5.0, 7.5, 10.0, 20.0 e 50.0 ng/mL e cada concentração foi analisada em duplicata.  

As amostras de controle de qualidade foram preparadas em plasmas brancos nas 

concentrações de 1.5, 9.0 e 45.0 ng/mL (QCA, QCB e QCC respectivamente). 

 

3.2 Reagentes Químicos 

 

Clonazepam foi obtido da Nortec Química (Brasil). Diazepam foi obtido da Globo 

Química (Brasil). Acetonitrila, metanol, dietil éter, ácido fórmico e o ácido acético 

glacial foram adquiridos na J.T. Baker (USA) e o hexâno na Mallinckrodt (USA). Os 

plasmas humanos foram coletados dos voluntários saudáveis isentos da droga. Os 

plasmas foram obtidos pela centrifugação do sangue dos voluntários com solução de 

heparina sódica. A mistura de plasma foi preparada e estocada a uma temperatura de 

-20°C até a necessidade de uso. 

Para conduzir os testes, a qualidade dos padrões de referência utilizados no 

preparo das soluções foi assegurada. Como foram utilizados padrões de referencia 

autenticados, o fornecedor e o número do lote dos padrões estão mostrados na tabela 

abaixo: 
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Padrão Finalidade Manufaturado Fornecedor Lote Validade 

Clonazepam Analito Nortec Química EMS 4068133 
CZC-0024 

01/04/2006 

Diazepam Padrão Interno Globe Química EMS 3115907 
3CGS004 

10/2006 

 

 

3.3 Análise da Droga 

 

Amostras de sangue (5 mL) foram coletadas por um cateter introduzido nas 

veias de cada voluntário, utilizando heparina sódica como anticoagulante, nos 

seguintes tempos: 00:20, 00:40, 01:00, 01:20, 01:40, 02:00, 02:20, 02:40, 03:00, 

03:20, 3:40, 04;00, 04:30, 05:00, 06:00, 08:00, 12:00, 16:00, 24:00, 36:00, 48:00 e 

72:00 horas. 

As amostras de sangue foram centrifugadas por 10 minutos à aproximadamente 

4.000 rpm em temperatura de 4°C e o plasma armazenado à temperatura de -20°C 

até sua respectiva análise. O Clonazepam e o padrão interno (Diazepam) foram 

extraídos dos plasmas dos voluntários usando extração por fase líquida, e 

posteriormente quantificada por cromatografia liquida acoplado à espectrometria de 

massas.  

Resumindo, 500 L de cada amostra de plasma foram introduzidos dentro de um 

tubo de vidro seguido do padrão interno (50 L de diazepam à 100 ng/mL) e 

misturado no vórtex por aproximadamente 10 segundos, adicionado 4 mL de solvente 

orgânico (hexano/dietil-éter: 20/80; v/v) e misturado no vórtex por mais 40 segundos, 

sendo que este passo deve ser realizado em tubos ambares. Depois de centrifugado 
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por 10 min a 2.000 rpm, o sobrenadante foi transferido para outro tubo, no qual o 

solvente orgânico foi evaporado em atmosfera de nitrogênio a 40°C. O resíduo foi 

então ressuspendido em 150 L de acetonitrila/água (50/50; v/v) e colocado em um 

vial que por sua vez foi tampado e colocado no auto-sampler. 

 

3.4 Condições Cromatográficas 

 

Uma alíquota de 10 L do extrato de cada plasma foi injetado numa coluna 

analítica Genesis C18 4 m (100 mm x 2,1 mm de diâmetro interno), com fluxo de 

0,450 mL/min de fase móvel. Sob essas condições, o tempo de retenção do 

Clonazepam foi de 1,5 min, e o do padrão interno (PI) foi de 1,6 min, com pressão 

observada de 100bar aproximadamente. A temperatura do auto-sampler foi mantida 

em 8°C ±2 e o tempo total da análise foi de 3,0 min.  

O gradiente da fase móvel para esse método foi 0,2-1,0 min – 50% da fase 

móvel A (acetonitrila/água/ácido fórmico (90/9/1; v/v/v) e 50% da fase móvel B (Água 

com 10 mM de ácido fórmico), 1,0-2,2 min – 90% da fase móvel A e 10% fase móvel 

B, e 2,2-2,8 min – 50% da fase móvel A e 50% da fase móvel B. Conforme 

demonstrado na tabela 1. 
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Parametros 
Descrição 

Tipo da coluna C8 4 um (100 x 2.1 mm de diâmetro interno) 

Fase móvel  A Acetonitrila/Água/Ácido Fórmico (90/9/1, v/v/v) 

Fase móvel  B Solução aguosa a 10 mM of formic acid 

Fluxo da fase móvel 0.450 mL/min. 

Gradiente da fase 
móvel 

0.0 min – 50 % fase móvel A / 50% fase móvel B 

0.2 min – 50 % fase móvel A / 50% fase móvel B 

1.0 min – 90 % fase móvel A / 10% fase móvel B 

2.2 min – 90 % fase móvel A / 10% fase móvel B 

2.8 min – 50 % fase móvel A / 50% fase móvel B 

Volume injetado 10 uL 

Tempo total de corrida 3.0 min. 

 
Tabela 1 – Condições cromatográficas utilizadas durante o ensaio. 
 

 

3.5 Condições Espectrométricas 

 

O espectrômetro de massas (API 3000) operado no modo de ionização por 

eletrospray positivo foi programado para monitoramento de reação multipla (MRM) 

para monitorar as transições 316.0 > 285.1 e 285.1 > 193.2, para o Clonazepam e o 

padrão interno, respectivamente. Para otimizar todos os parâmetros de MS, uma 

solução padrão do analito e do padrão interno foi injetada no espectrômetro de 

massas. Os seguintes parâmetros de otimização foram obtidos para o Clonazepam e 

para o Diazepam: O tempo de permanência, a voltagem do cone e a pressão do gás 

foram 300 s, 31V e 1.26 X 10-3 mBar e de 300 s, 36V e 1.26 X 10-3 mBar, 

respectivamente. A energia de colisão foi de 37eV para o Clonazepam e de 45eV para 

o Diazepam, conforme  
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Parâmetros Descrição 

Voltage do Electrospray (KV) 5.5 

Temperature na fonte (oC) 400 

 
Tabela 2 – Parâmetros gerais do espectrômetro de massas. 
 

 

ion 

Precursor  

ion  

Produto  

Tempo de 

permanência 

(s) 

Voltage 

do cone 

(V) 

Diferença 

de 

potêncial 

(V) 

Energia 

de 

colizão 

(eV) 

CXP 

(V) 

1 316.0 270 300 31 210 37 26 

2 285.1 193.2 300 36 200 45 20 

 
Tabela 3 – Parâmetros individuais de detecção de cada íon monitorado (MRM) 
 

 

 

3.6 Estabilidade 
 

Determinar a estabilidade de um produto é importante para garantir que a 

concentração da substância não sofra alteração entre o preparo, armazenamento e 

coleta das amostras e o momento de sua analise. 

Para garantir a estabilidade, as amostras de controles de qualidade dos plasmas 

foram submetidas a um teste de curto período de 7 horas à temperatura ambiente; 4 

ciclos de congelamento e descongelamento a 20°C; 47 horas no injetor automático 

(8ºC ±2); e um de longo período de 25 dias. Subsequentemente as concentrações de 

Clonazepam foram mensuradas e comparadas com amostras preparadas na hora. 
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3.7 Validação da metodologia analítica para quantificação do clonazepam 

A validação do método bioanalíticos foi realizada através da determinação dos 

parâmetros de recuperação, linearidade, limite de quantificação, precisão, exatidão, 

especificidade e estabilidade27. 

 

3.7.1 Especificidade 

A especificidade é definida como a capacidade do método em distinguir a 

substância analisada dentre todas as outras substâncias presentes na amostra32. 

Cada amostra de plasma “branco” foi testada para interferência usando o 

procedimento de extração proposto no método, assim como as condições 

cromatográficas e espectrométricas em comparação com os resultados obtidos em 

soluções aquosas do analito em concentrações próximas ao do limite de quantificação 

(LIQ). 

A especificidade foi provada pela injeção das diferentes amostras de plasma 

“branco” de diferentes fontes e nenhuma interferência foi observada nos 

cromatogramas. 

 

3.7.2 Recuperação 

A recuperação corresponde ao resultado obtido após análise de amostras de 

plasma “branco” acrescida do analito e do padrão interno, submetida à pré-

tratamento, expresso como porcentagem do resultado obtido após analise do padrão 

puro, não submetido à pré-tratamento26. 

A eficiência da extração do método analítico foi assegurada utilizando um lote 

específico de amostras, contendo as seguintes características: 
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- Uma curva de calibração preparada em fase móvel para quantificar as 

amostras de controle de qualidade (CQ1, CQ2 e CQ3). 

- Cinco amostras de controles de qualidade de cada concentração (baixa, média 

e alta) diluídas em fase móvel, denominadas amostras MP. 

- Cinco amostras de cada controle de qualidade com concentrações baixas, 

médias e altas, CQA, CQB e CQC respectivamente, foram preparadas em plasmas 

normais, hiperlipêmicos e hemolizados, previamente extraídos e contaminados com 

concentração conhecida tanto do analito quanto do padrão interno. 

- Cinco amostras de controle de qualidade com concentrações baixas, médias e 

altas, preparadas em plasmas normais, hiperlipêmicos e hemolisados, obtidos por 

extração, denominadas amostras EXT. 

A recuperação foi avaliada calculando a média da concentração de cada 

amostra EXT divididas pela média da concentração das amostras da substância 

padrão, submetidas ao processo de extração.  

A recuperação experimentada para o analito e para o padrão interno se mostrou 

reprodutiva e consistente nas três diferentes concentrações, e seu resultado foi de 

acordo com os parâmetros de consistência e reprodutibilidade e foram considerados 

satisfatórios para o ensaio. 

 

3.7.3 Curva de calibração 

A curva de calibração indica a relação entre a concentração do analito e a 

resposta do método, representada, nesse estudo, pela área do pico 

cromatográfico26,28. 

A equação de regressão simples que descreveu a curva de calibração foi y = a + 

bx (1/x^2 pesado). Três curvas de calibração, preparadas independentemente a partir 
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de diferentes soluções padrões, foram montadas para o estudo no desenvolvimento 

do método. 

 

3.7.4 Limite de detecção e limite de quantificação 

O limite de detecção representa a menor concentração que pode ser 

diferenciada do nível de ruído, determinado pelo desvio padrão do ruído vezes três. O 

limite de quantificação deve apresentar resposta igual ou até dez vezes o desvio 

padrão do ruído, e representa a menor concentração que pode ser determinada com 

exatidão e precisão aceitáveis28,29. 

Nesse estudo, o limite de quantificação aprovado para ser aceito dentro dos 

requisitos foi de 0,5 ng/mL. A exatidão ficou entre 20% do valor nominal da 

concentração, com coeficiente de variação de, no máximo 20%23,27. 

 

3.7.5 Precisão 

A precisão de método analítico é uma medida de erro aleatório e é definida 

como concordância entre varias medidas da mesma amostra, sendo expressa como 

coeficiente de variação (C.V.%) de até 20% dessas medidas. A precisão intra-dia 

refere-se ao coeficiente de variação obtido por repetição do método com o mesmo 

analista, utilizando o mesmo equipamento, os mesmos reagentes, em curto intervalo 

de tempo (por exemplo, no mesmo dia). A precisão inter-dia é obtida por meio de 

alterações de condições, como mudança de analista, reagentes ou equipamentos, ou 

utilização do método durante várias semanas ou meses26. 
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3.7.6 Exatidão 

A exatidão de um método analítico é a medida de erro sistemático definido como 

concordância entre o valor determinado e o valor real 26. 

 

 

NOTA IMPORTANTE: Durante o período transcorrido entre a publicação do artigo 

científico referente à dissertação, e a defesa do título de mestre, ocorreu uma 

mudança da RDC 899/2003 para a RDC 27/2012, para efeito de atualização das 

normas de validação dos métodos bioanalíticos a serem desenvolvidos e utilizados 

em estudos com matrizes biológicas. 

É de estrema importância frisar que as alterações que foram feitas nessa atualização 

não invalidam nenhum dos dados e procedimentos realizados em nosso método, no 

momento em que foi desenvolvido e validado27,30,31. 

 

 

 



48 

 

4 Protocolo Clínico 
 

4.1 Projeto do Estudo 

 

Quarenta voluntários saudáveis de ambos os sexos (vinte homens e vinte 

mulheres), com idades entre 18 e 55 anos e com índice de massa corporal entre 19 e 

27 kg/m2, foram selecionados para o estudo depois de asseguradas suas respectivas 

condições de saúde pôr suas evoluções clínicas (exames físicos, ECG) e os testes 

laboratoriais, conforme Tabela 4: 

 Todos os indivíduos deram concessão por escrito e o comitê de ética da 

universidade de Campinas aprovou o protocolo clínico. 

Os voluntários tiveram as seguintes características clínicas (Expressos pela 

média  DP): Homens: Idade: 30.7  6.5 anos. Altura: 173.2  7.4 cm, Peso corporal: 

67.1  8.07 kg; Mulheres: Idade: 27.4  9.0 anos, Altura: 157.1  5.8 cm, Peso 

corporal: 57.8  5.6 kg. 
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FASE EXAME 

Recrutamento 

Hemograma 
Uréia 
Creatinina 
Bilirrubinas 
Proteínas totais 
Albumina 
Glicemia 
Fosfatase alcalina 
Transaminase pirúvica 
Transaminase oxalacética 
Colesterol total 
Triglicérides 
Ácido úrico 
Gama-glutamil transferase 
Sorologia para HIV I e II 
Sorologia para hepatite B 
Sorologia para hepatite C 
Urina I 
Parasitológico de fezes. 
b-HCG para mulheres 

 Em cada Internação 

Creatinina 
Transaminase pirúvica 
Tansaminase oxalacética 
Hematócrito 
Hemoglobina 
b-HCG para mulheres 

 Pós Estudo – Dentro 
de 21 dias da última 

coleta 

Hemograma 
Uréia 
Creatinina 
Bilirrubinas 
Proteínas totais 
Albumina 
Glicemia 
Fosfatase alcalina 
Transaminase pirúvica 
Transaminase oxalacética 
Colesterol total 
Triglicérides 
Ácido úrico 
Gama-glutamil transferase 
Urina I 
b-HCG para mulheres 

 
Tabela 4 - Exames laboratoriais realizados pré e pós-estudo. 
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Os voluntários receberam, conforme a aleatorização (ANEXO 1), 2 mg de 

Clonazepam em dose única a partir das 7:00 horas da manhã do dia após o 

confinamento (o tempo exato foi anotado no CRF), acompanhado de 240 mL de água 

mineral sem gás, após pelo menos 8 horas de jejum. Após a ingestão da água mineral 

sem gás foi feita feita checagem para confirmar deglutição do medicamento em sua 

totalidade. 

O intervalo de tempo entre a medicação dos voluntários será de 1 minuto de 

leito para leito ou 2 minutos de quarto para quarto dependendo da localização do seu 

leito. 

A fim de manter a padronização dos grupos de tratamento, a dieta (alimentos e 

líquidos) oferecida obedeceu o mesmo padrão para todos os voluntários. Após o 

desjejum a ingestão de liquidos foi autorizada sem restrição. 

Foi anotado o horário do início e fim de cada refeição, bem como o de início das 

ingestões programadas de líquidos, conforme tabela 5: 

HORAS (*) REFEIÇÃO 

- 12 horas Jantar 

- 10 horas Ceia 

+ 2 horas Desjejum 

+ 5 horas Almoço 

+ 8 horas Lanche 

+ 12 horas Jantar 

+ 15 horas Ceia 

+ 24 horas Desjejum 
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Tabela 5 - Padronização da alimentação dos voluntários durante o estudo 
 
*Dieta geral isenta de xantina em torno de 3750 calorias correspondente às 5 
refeições (desjejum, almoço, lanche da tarde, jantar e ceia). 
 
 

4.2 Formulações 
 

T - Formulação Teste: 

 Clonazepam - comprimido - 2 mg; Ranbaxy Laboratories Limited, India  

R – Formulação Referência: 

 Rivotril® - comprimido - 2 mg; Roche Laboratórios Ltda, Brazil. 

   

4.3 Programação do estudo 
 
 

Período pré-estudo: 

 História Médica 

 Exame físico geral 

 Eletrocardiograma 

 Exame Clínico Laboratorial 

 

Período confinado:  

 Foi coletada uma amostra de sangue antes da administração do medicamento e 

após a mesma foram coletados 5 mL a cada tomada de amostra nos seguintes 

tempos: 00:20, 00:40, 01:00, 01:20, 01:40, 02:00, 02:20, 02:40, 03:00, 03:20, 3:40, 

04;00, 04:30, 05:00, 06:00, 08:00, 12:00, 16:00, 24:00, 36:00, 48:00 e 72:00 horas. 
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Período pós-estudo: 

 Exame físico geral 

 Eletrocardiograma 

 Exame Clínico Laboratorial 

 

4.4 Seleção dos Voluntários 
 
 Voluntários masculinos saudáveis ou voluntários femininos que não estivessem 

grávidas ou amamentando. 

 Idade entre 18 e 55 anos. 

 Livre de qualquer tipo de doenças foi comprovado pelo histórico médico e os 

demais exames. 

 Disponibilidade para terminar o estudo. 

 

4.5 Critério de inclusão 
 
Os voluntários foram aceitos no estudo somente se considerados saudáveis, 

conforme determinado pela história médica, exame físico e os exames laboratoriais 

que antecedem ao início do estudo. Os voluntários realizaram eletrocardiograma 

(ECG) na avaliação inicial, pré-estudo, e após o último período de internação. 

    Antes do início do estudo os voluntários serão avaliados quanto as suas condições 

emocionais para participarem da investigação. Serão esclarecidas todas as dúvidas 

restantes e, assinaram o termo de consentimento para a participação no estudo. 
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4.6 Critério de exclusão 
 
 Aqueles que participaram em um estudo voluntário dentro dos três meses 

precedentes. 

 Voluntários que receberam regularmente porções de medicamentos durante as 

quatro semanas anteriores ao estudo. 

 Voluntários que estiveram no hospital por qualquer razão durante as oito semanas 

antes do estudo. 

 Voluntários que doaram sangue nos três meses precedentes. 

 Voluntários que tiveram histórico de abuso de álcool e/ou drogas. 

 Voluntários que bebem regularmente mais de duas unidades de álcool por dia (1 

unidade = ½ cerveja / 1 copo de vinho / 1 medida de água ardente) 

 Peso acima de 100 quilogramas ou 15% acima do peso ideal. 

 Voluntários com conhecida alergia à penicilina.   

 

4.7 Dosagem 
 
    Os voluntários foram orientados a estarem presentes no local de recrutamento para 

serem conduzidos à unidade clínica Phillippe Pinel, em Itapira, para realização da 

etapa clínica onde permaneceram confinados por 44 horas, das quais 36 horas foram 

para administração do medicamento e coletas de sangue. Na conclusão da etapa 

clínica, os voluntários foram levados novamente para suas residências. 
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4.8 Critério de retirada 
 
    Os seguintes critérios foram utilizados para a retirada dos voluntários da pesquisa: 

 Voluntários que não desejam continuar com o estudo por qualquer motivo, como 

por exemplo: indisponibilidade ou intolerância para o procedimento do estudo. 

 Quando os efeitos não fossem os desejados da droga. 

 Quando os Testes de laboratório de significado clínico fossem considerados 

anormais. 

 Quando existisse doença concomitante que requeresse medicação. 

 

4.9 Produtos estudados 
 
    O medicamento Teste, com as informações abaixo, foi fornecido pelo Laboratório 

Rambaxy. O medicamento referência foi adquirido comercialmente pelo investigador 

principal. 

Nome 
Medicamento Teste Medicamento referência 

Clonazepam Rivotril® 

Ingrediente ativo 

Forma de dosagem 

Dosagem 

Número do lote 

Data da expiração 

Fabricante 

Clonazepam 

Comprimido 

2 mg 

1391899 

Março, 2006 

Rambaxy Laboratories Limited, 

India 

Clonazepam 

Comprimido 

2 mg 

RJ0233 

Maio, 2007 

Laboratórios Roche Ltda, 

Brasil 

 
Quadro 2 - Quadro comparativo entre o produto Teste e referência. 
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5 Análise Estatística e Farmacocinética 
 
O tempo de meia vida (t1/2) não foi calculado, pois o gráfico é truncado em 72 horas e 

desta forma não houve doseamento de amostras nos tempos necessários para cobrir 

toda a curva de eliminação do fármaco. Isso ocorre em situações onde o fármaco 

possui tempo de meia vida superior a 24 horas e baixa variabilidade, e caso o T1/2 

fosse calculado nessas condições, o resultado seria impreciso. 

    A bioequivalência entre as duas formulações foi determinada calculando-se as 

relações individuais entre medicamento Teste/referência dos seguintes parâmetros: 

Concentração plasmática máxima (Cmax), área sob a curva (ASC) da concentração 

plasmática até a última concentração observada (ASC0-72 ). A concentração máxima 

(Cmax) e o tempo necessário para atingi-la (Tmax) foram obtidos diretamente da curva. 

As áreas sob a curva da concentração plasmática vs. Tempo do Clonazepam do 

tempo 0 até a última concentração detectável (ASClast) foi calculada pelo método 

trapezoidal linear. Os resultados das áreas sob as curvas e as concentrações 

plasmáticas máximas foram analisados por análise de variância (ANOVA) para 

verificar se o intervalo indicado pelos US Food and Drug Administration e ANVISA, 

para confirmação da bioequivalência, foi obedecido (90% CI  80 – 125%).21,22. 

    Analises paramétricas e não paramétricas das médias aritméticas ln-transformadas 

e as diferenças individuais de Tmax entre as duas formulações (Teste e referência) 

também foram realizadas. 

 

6 Resultados e Discussão 

    O método foi linear para as concentrações de Clonazepam, de 0.5 to 50.0 ng/mL 

(curva de calibração 0.0554* x + 0.00317, r2 > 0.9965). Uma regressão linear foi 

realizada na relação dos picos das áreas do Clonazepam e do padrão interno versus 
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as concentrações de Clonazepam em oito padrões de plasmas humanos (em 

duplicata) para gerar a curva de calibração, conforme demonstrado na figura 2 

 

 

Figura 2 - Curva de calibração 
 

    Nenhuma supressão iônica significante foi observada na região onde o analito e o 

padrão interno eluiram. 

    A recuperação do Clonazepam foi 87.4±6.9%, 89.9±7.5% e 86.2±2.5% para as 

concentrações de 1.5, 9.0 e 45.0 ng/mL, respectivamente. O limite de quantificação 

(LIQ), definido como a menor concentração na qual a precisão e a acurácia foram 

menores que 20%, foi de 0.5 ng/mL Os Testes de estabilidade indicaram que não 

ocorreu significante degradação nas condições descritas.  
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    Não foram observadas concentrações endógenas nos cromatogramas dos plasmas 

brancos. A figura 3 mostra o cromatograma do LIQ da amostra de padrão do 

Clonazepam, no qual os tempos de retenção para o Clonazepam foi de 1.5 min. 

XIC of +MRM (2 pairs): 316.0/270.0 amu from S... Max. 1.3e5 cps.

0.5 1.0 1.5 2.0 2.5
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Figura 3 - Cromatograma LOQ 
 

    A tabela 6 mostra os valores para ASC(0-72h), Cmax, e Tmax  e resume as análises de 

bioequivalência para ASC(0-72h) and Cmax para as formulações de Clonazepam. A 

média entre as curvas das concentrações plasmáticas de Clonazepam Vs. Tempo 

obtidas após dose única oral de cada formulação de Clonazepam é mostrada no 

gráfico média das concentrações Vs. Tempo. 

    Clonazepam tem sido determinado por métodos como cromatografia gasosa - 

espectrometria de massas em plasma (LOQ 0.25 ng/mL; TR 5.13 min)32,33 e cabelo 
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(20 pg/mg)32, espectrofotometria34, cromatografia em camada delgada-

densitometria35, cromatografia líquida de alta pressão em plasma (LOQ 5 ng/mL; RT 

1.8 min)36,37 e cromatografia líquida de alta pressão – espectrômetro de massas em 

cabelo humano (LOQ 0.12-2 pg/mg; TR 8-15 min)38,39 , saliva (LOQ 0.12 pg/mg; TR 8 

min) e urina (LOQ 1 ng/mL; TR 15 min)38,40. 

    O método aqui descrito demonstra ótima sensibilidade (LOQ 0.5 ng/mL) e um 

tempo de retenção menor (1.5 min) para o Clonazepam, num tempo total de 3.0 min 

de análise em comparação com os métodos conhecidos anteriormente. 

    Após a administração oral de Clonazepam comprimidos aos voluntários, a 

concentração plasmática máxima da droga (Cmax) e o tempo necessário para atingi-la 

(Tmax) foram similares aos reportados na literatura e equivalentes entre as 

formulações Teste e referência. Sendo assim, a formulação Teste foi bioequivalente à 

formulação referência por estar de acordo com os intervalos impostos pelo FDA.21,22 

 

6.1 Equipamentos e materiais 

 

 Pipetas ajustáveis (P200, P1000, P10000) marca Gilson, França. 

 Ponteiras plásticas descartáveis para pipetas (5-200ul) e (200-1000ul). 

 Tubos de ensaio descartáveis 120 X 12mm. 

 Pipetas repetitivas Eppendorf. 

 Frascos para amostrador automático (Vials). 

 Agitador Vórtex marca Fischer, USA. 

 Balança analítica marca A&D, Japão. 

 Cromatógrafo líquido (HPLC) marca Shimadzu, Modelo LC10ADVp. 

 Injetor automático marca CTC Analytics, modelo HTS Pal. 

 Espectrometro de massas marca Sciex/Applied Biosistems, modelo API3000. 

 Fonte marca Sciex/Applied Biosistems, modelo turboionspray. 

 Software marca Sciex/Applied Biosistems, Modelo Analist v 1. 
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Parâmetros Farmacocinéticos do Clonazepam 

Formulação Rivotril Clonazepam 

Variável Tmax Cmax ASC0-72h Tmax Cmax ASC0-72h 

N 33 33 33 33 33 33 

Média 1.72 15.87 405.96 1.90 15.90 408.73 

DP 1.32 4.87 78.07 0.88 4.68 66.92 

PE 0.23 0.85 13.59 0.15 0.81 11.65 

Min 0.67 8.65 225.35 1.00 9.51 295.31 

Media 1.33 15.80 390.28 1.33 14.10 406.55 

Max 6.00 31.80 622.80 3.67 25.70 540.86 

Análise Estatística do Clonazepam 

Teste/Referência Poder % Média 
Geométrica 90% CI 

Intra-
indivíduo 

CV% 

Cmax  (n=33) 0.98 100.3 91.59 – 109.85 21.7 

ASC0-72h  (n=33) 1.00 101.1 97.60 – 104.72 8.3 

Cmax (n=14) - Homens 0.74 106.58 90.58 – 125.41 22.6 

ASC0-72h  (n=14) - Homens 1.00 101.91 95.45 – 108.81 9.5 

Cmax  (n=19) - Mulheres 0.94 95.86 85.32 – 107.69 21.5 

ASC0-72h (n=19) - Mulheres 1.00 99.61 96.07 – 103.29 6.4 
 
Tabela 6 - Média geométrica dos parâmetros farmacocinéticos obtidos dos 33 
voluntários depois da administração de 2 mg de Clonazepam comprimido, assim 
como os resultados classificados por gêneros. 
 

 

 

Os voluntários 4 e 12 saíram do estudo por razões pessoais após a administração do 

medicamento no segundo período. Voluntário 37 foi excluído do estudo por decisão 

do investigador principal de acordo com critérios de exclusão, após a administração 

no segundo período e os voluntários 17, 18, 19 e 20 não participaram do estudo. 
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Média das concentrações vs.Tempo
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Figura 4 - Média das concentrações vs tempos 

 
Curvas médias do decaimento plasmático após a administração dos produtos Teste e 

Referência a 33 voluntários sadios. 
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XIC of +MRM (2 pairs): 316.0/270.0 amu from S... Max. 1.3e5 cps.
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Figura 5 – Cromatograma do ponto mais alto. 
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XIC of +MRM (2 pairs): 316.0/270.0 amu from S... Max. 8.3e4 cps.
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Figura 6 – Cromatograma do plasma branco normal. 
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XIC of +MRM (2 pairs): 316.0/270.0 amu from Sa... Max. 76.0 cps.
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XIC of +MRM (2 pairs): 285.1/193.2 amu from S... Max. 127.6 cps.
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Figura 7 - Cromatogramas Hiperlipêmicos do clonazepam e do padrão interno.. 
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XIC of +MRM (2 pairs): 316.0/270.0 amu from S... Max. 196.1 cps.
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Figura 8 – Cromatograma do plasma hemolizado. 
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 +MS2 (315.98) CE (30): 26 MCA scans from Sa... Max. 1.7e6 cps.
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Figura 9 - Espectro de massas do Clonazepam em Monitoramento de Reação 

Multipla (MRM) – Full Scan. 
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 +MS2 (285.07) CE (30): 26 MCA scans from Sa... Max. 5.2e5 cps.
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Figura 10 - Espectro de massas do padrão interno em Monitoramento de Reação 
Multipla (MRM) – Full Scan. 
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Figura 11 - Rota de fragmentação do íon do clonazepam (A) e do padrão interno (B) 
selecionado no modo de reação múltipla. 
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Anexo 1 

Aleatorização 

Voluntário Sexo Seqüência Período I Período II 
1 M 2 Teste Referencia 
2 M 1 Referencia Teste 
3 M 2 Teste Referencia 
4 M 1 Referencia Teste 
5 M 2 Teste Referencia 
6 M 1 Referencia Teste 
7 M 2 Teste Referencia 
8 M 1 Referencia Teste 
9 M 1 Referencia Teste 
10 M 2 Teste Referencia 
11 M 1 Referencia Teste 
12 M 2 Teste Referencia 
13 M 2 Teste Referencia 
14 M 1 Referencia Teste 
15 M 2 Teste Referencia 
16 M 1 Referencia Teste 
17 M 1 Referencia Teste 
18 M 2 Teste Referencia 
19 M 1 Referencia Teste 
20 M 2 Teste Referencia 
21 F 1 Referencia Teste 
22 F 2 Teste Referencia 
23 F 1 Referencia Teste 
24 F 2 Teste Referencia 
25 F 1 Referencia Teste 
26 F 2 Teste Referencia 
27 F 2 Teste Referencia 
28 F 1 Referencia Teste 
29 F 2 Teste Referencia 
30 F 1 Referencia Teste 
31 F 1 Referencia Teste 
32 F 2 Teste Referencia 
33 F 2 Teste Referencia 
34 F 1 Referencia Teste 
35 F 2 Teste Referencia 
36 F 1 Referencia Teste 
37 F 1 Referencia Teste 
38 F 2 Teste Referencia 
39 F 1 Referencia Teste 
40 F 2 Teste Referencia 

 



80 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



81 

 

Anexo 2 

Concentrações plasmáticas individuais de Clonazepam após 
administração dos produtos teste e referência 

 
 

 
 1 1 2 2 3 3 5 5 

Tempo (h) Referencia Teste Referencia Teste Referencia Teste Referencia Teste 

0:00 BLOQ BLOQ BLOQ BLOQ BLOQ BLOQ BLOQ BLOQ 
0:20 3.44 1.25 BLOQ 1.07 3.22 BLOQ BLOQ BLOQ 
0:40 22 13.8 6.02 13 14.7 2.47 0.611 0.534 
1:00 21.6 25.7 8.74 20.7 12.5 3.89 2.03 3.87 
1:20 20.5 22.9 9.42 21 13.7 3.72 2.87 3.62 
1:40 16.8 21.4 6.92 17.2 13.6 3.92 3.4 3.77 
2:00 16.4 16.3 7.34 16.5 12.6 3.48 3.49 2.67 
2:20 14.4 13.7 7.36 14.1 12.3 6.31 2.28 2.39 
2:40 14 14.1 8.09 13.1 12.3 9.21 7.91 3.21 
3:00 13.9 12.7 8.04 12.3 12.2 9.21 3.02 10.4 
3:20 12.8 12.9 8.07 11.6 12.1 10.3 6.04 11.3 
3:40 12.3 11.7 8.63 11.2 11.3 9.57 8.44 9.84 
4:00 12.6 11 9.62 10.8 11.1 9.22 8.65 9.58 
4:30 12.2 11.3 8.9 7.4 10.3 9.31 7.97 9.69 
5:00 11.4 12 9.83 6.99 9.89 9.83 7.89 10.1 
6:00 10.6 11.2 8.96 9.98 9.07 8.25 7.97 8.52 
8:00 9.31 11 8.09 8.57 7.93 8.04 6.46 7.07 

12:00 7.95 10.6 7.75 7.53 5.13 7.34 6.57 7.62 
16:00 7.12 8.18 6.2 7.15 4.06 6.5 5.34 6.46 
24:00 6.73 7.84 5.56 6.12 2.99 5.09 4.35 5.49 
36:00 5.46 6.72 4.22 5.09 2.24 4.13 N/A 4.13 
48:00 N/A 5.37 4.65 4.17 1.05 3.22 2.8 2.41 
72:00 3.18 3.26 2.3 2.78 0.732 2 1.36 1.17 

 1 1 2 2 3 3 5 5 
 Referencia Teste Referencia Teste Referencia Teste Referencia Teste 

ASC 0-all 445.8 507.8 361.6 406.5 225.4 321.9 266.0 295.3 
Cmax    22 25.7 9.83 21 14.7 10.3 8.65 11.3 
Tmax        (h) 0.67 1.00 5.00 1.33 0.67 3.33 4.00 3.33 
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 6 6 7 7 8 8 9 9 
Tempo (h) Referencia Teste Referencia Teste Referencia Teste Referencia Teste 

0:00 BLOQ BLOQ BLOQ BLOQ BLOQ BLOQ BLOQ BLOQ 
0:20 BLOQ 0.927 BLOQ BLOQ 6.27 BLOQ 1.07 0.527 
0:40 5.12 9.41 5.5 2.93 31.8 20.1 12.9 11.1 
1:00 12.3 13.5 10.5 6.43 29.7 24.7 22.3 15 
1:20 11.5 8.8 16.9 7.22 23.7 20.4 17 17.1 
1:40 9.71 10.5 18.4 8.62 21.5 20.2 17.7 14.8 
2:00 7.85 10.8 12.2 14.5 18.9 18.3 16.4 13.8 
2:20 8.11 9.35 16.8 16.8 20.1 18 16.4 13.5 
2:40 8.95 9.59 16.8 17.5 15.5 14.1 15 12.6 
3:00 8.03 10.8 17.6 16.2 16.3 15.2 14.5 10.7 
3:20 8.83 9.3 13.7 14.7 14.5 14.1 14.8 12.2 
3:40 7.5 8.35 12.8 13.7 14.3 15.1 13.7 10.8 
4:00 6.83 8.65 12.9 13.1 13.5 14.4 15.8 11.7 
4:30 7.56 9.18 12.9 11.9 13.9 15.1 14.5 14.9 
5:00 8.73 8.01 12.7 11.9 14.9 13.8 13.9 15.1 
6:00 9.3 7.81 9.5 9.81 12.6 13.2 12.1 13.7 
8:00 8.46 7.57 9.31 7.66 12.1 11.9 12 12.1 

12:00 7.99 7.4 7.37 7.83 11.1 11.5 11.7 12.9 
16:00 6.41 6.21 6.19 6 10.5 9.65 9.32 9.31 
24:00 6.09 5.9 5.91 5.96 8.38 9.64 7.72 7.13 
36:00 4.95 5.3 5.63 5.46 10.3 7.18 7.66 N/A 
48:00 4.77 4.33 4.86 4.54 6.94 3.37 4.97 5.55 
72:00 2.86 2.67 4.24 3.51 3.38 4.82 2.56 N/A 

 6 6 7 7 8 8 9 9 
 Referencia Teste Referencia Teste Referencia Teste Referencia Teste 

ASC 0-all 390.3 379.6 441.0 412.8 622.8 539.7 519.5 411.0 
Cmax    12.3 13.5 18.4 17.5 31.8 24.7 22.3 17.1 
Tmax        (h) 1.00 1.00 1.67 2.67 0.67 1.00 1.00 1.33 
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 10 10 11 11 13 13 14 14 
Tempo (h) Referencia Teste Referencia Teste Referencia Teste Referencia Teste 

0:00 BLOQ BLOQ BLOQ BLOQ BLOQ BLOQ BLOQ BLOQ 
0:20 BLOQ 2.78 BLOQ BLOQ 0.566 BLOQ 0.632 0.604 
0:40 3.8 10.6 11.2 9.96 8.75 2.4 3.28 6.96 
1:00 6.31 12.5 19.4 19.5 13.7 8.71 12.4 8.47 
1:20 7 13.3 19.3 22.2 8.7 4.49 14.8 9.25 
1:40 7.25 11.2 20 18.6 10.7 7.79 12.1 7.99 
2:00 7.04 11.6 14.2 15 10.5 6.66 14.1 8.11 
2:20 8.31 11.4 14.5 12.6 10.3 6.66 12.5 10.4 
2:40 8.78 10.4 15.3 14 11.6 10.4 12.6 10.6 
3:00 8.69 9.5 14.3 14.6 10.9 10.7 11.3 9.45 
3:20 7.93 9.61 15 12.6 11 12.1 10 9.56 
3:40 8.73 9.32 12.9 12.6 11 10.6 10 8.72 
4:00 8.63 8.66 13.5 13.6 11.5 7.82 10.6 8.38 
4:30 9.65 9.17 13.7 14.1 11.6 10.6 10.8 9.03 
5:00 9.38 10.1 14.2 13.7 9.93 8.74 11 8.82 
6:00 8.36 8.36 12.6 11.4 11.9 10.9 9.94 10.1 
8:00 7.49 7.98 12.1 11.1 10.1 11 8.73 8.39 

12:00 6.79 6.88 10 11.2 10.2 8.95 8.3 8.18 
16:00 5.4 5.36 8.46 8.78 8.62 7.9 7.97 7.73 
24:00 4.5 4.58 7.43 8.81 6.62 6.19 6.23 6.13 
36:00 4.05 4.22 6.14 6.44 6.11 6.46 6.49 5.92 
48:00 3.15 3.2 4.75 4.62 4.37 4.47 5.51 5.66 
72:00 1.94 1.76 2.8 3.11 1.96 1.96 3.8 3.97 

 10 10 11 11 13 13 14 14 
 Referencia Teste Referencia Teste Referencia Teste Referencia Teste 

ASC 0-all 306.5 322.2 485.1 504.4 431.2 412.5 461.0 444.5 
Cmax    9.65 13.3 20 22.2 13.7 12.1 14.8 10.6 
Tmax        (h) 4.50 1.33 1.67 1.33 1.00 3.33 1.33 2.67 
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 15 15 16 16 21 21 22 22 
Tempo (h) Referencia Teste Referencia Teste Referencia Teste Referencia Teste 

0:00 BLOQ BLOQ BLOQ BLOQ BLOQ BLOQ BLOQ BLOQ 
0:20 BLOQ 0.519 0.777 1.07 0.977 BLOQ 3.37 BLOQ 
0:40 1.82 6.78 6.75 13.8 9.91 3.78 8.88 7.41 
1:00 4.51 19.5 17.3 15.1 11.3 11.9 10.7 9.42 
1:20 4.75 20.2 14.4 17.8 12.9 13.6 12.1 7.51 
1:40 5.83 17.3 15.3 12.4 12 10.5 10.3 9.59 
2:00 5.85 14.6 11.8 13.9 12.4 11.2 10 10.8 
2:20 8.68 13.7 11.5 13.1 12.5 10.7 11.4 22.9 
2:40 11.7 14.4 11.6 12.3 12.6 9.7 11.7 18.1 
3:00 10.7 8.7 11.2 12.4 11.8 9.71 11.2 16.2 
3:20 9.49 7.23 10.4 11.7 11.8 9.89 9.94 15.4 
3:40 8.82 10.5 9.03 11.2 11 8.28 10.2 14 
4:00 9.08 10.5 10.5 11.9 10.7 7.84 10.6 12.9 
4:30 9.06 9.98 9.75 11.4 10.7 8.51 10.6 12.5 
5:00 8.79 6.67 10.6 10.9 10.3 8.38 12 12.1 
6:00 8.62 9.8 8.79 9.81 8.82 8.47 10.9 11.8 
8:00 8.44 9.13 8.33 8.05 8.46 9.1 9.95 11.1 

12:00 7.23 8.33 7.49 7.29 7.36 8.18 8.6 10.4 
16:00 5.63 8.15 6.17 6.33 6.55 7.72 8.17 9.02 
24:00 5.26 5.95 5.31 5.23 5.99 7.02 6.93 7.78 
36:00 4.91 5.55 4.87 5.09 5.58 6.35 7.16 7.35 
48:00 3.82 4.24 3.69 4.42 4.6 4.84 3.9 6.92 
72:00 2.78 N/A 2.17 2.67 3 3.33 N/A BLOQ 

 15 15 16 16 21 21 22 22 
 Referencia Teste Referencia Teste Referencia Teste Referencia Teste 

ASC 0-all 352.4 333.5 364.1 392.5 408.6 437.7 361.3 501.5 
Cmax    11.7 20.2 17.3 17.8 12.9 13.6 12.1 22.9 
Tmax        (h) 2.67 1.33 1.00 1.33 1.33 1.33 1.33 2.33 
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 23 23 24 24 25 25 26 26 
Tempo (h) Referencia Teste Referencia Teste Referencia Teste Referencia Teste 

0:00 BLOQ BLOQ BLOQ BLOQ BLOQ BLOQ BLOQ BLOQ 
0:20 BLOQ BLOQ BLOQ BLOQ 2.62 BLOQ BLOQ 2.52 
0:40 6.43 5.91 2.91 3.82 16.1 5.44 7.02 13.9 
1:00 18 10.8 7.2 10.7 18.8 9.4 20.9 22.7 
1:20 15.3 6.11 12.7 12.5 16.8 9.13 21.3 18.6 
1:40 13.4 9.09 17 14.5 15.4 7.48 12.4 11.8 
2:00 7.79 7.92 17.2 12.9 16.4 10.6 12.3 11.7 
2:20 12.4 9.83 17.1 13.8 11 10.9 12.7 11.9 
2:40 11.7 9.5 15.2 13.9 14.4 13.8 11.8 12.2 
3:00 10.7 11.4 13.4 13 12.5 11.3 11.2 10.6 
3:20 9.75 9.97 12.2 13.2 12.1 12.8 10.5 11.3 
3:40 9.33 9.51 11.7 11.9 11.5 12.6 10.3 11.2 
4:00 9.5 8.68 10.9 11.6 10.1 11.6 10.2 10.8 
4:30 8.81 8.33 10.6 11.7 10.2 10.6 10.1 11.2 
5:00 8.95 8.83 11.1 11.4 10 10.7 9.95 12.2 
6:00 7.84 8.67 10.2 10.8 11.3 9.42 9.14 10.7 
8:00 7.17 7.4 9.79 10.6 9.34 8.57 8.68 9.14 

12:00 7.14 7.02 8.78 10.1 9.51 7.65 7.96 8.64 
16:00 5.99 6.41 8.13 8.37 6.63 6.77 6.9 7.81 
24:00 5.33 5.46 7.11 8.21 7.37 6.48 6.6 7.02 
36:00 4.79 4.96 7.33 6.97 4.93 5.3 5.61 5.77 
48:00 4.28 N/A 5.51 7.07 4.96 4.43 4.85 4.81 
72:00 3.69 2.62 4.08 4.4 N/A N/A 3.21 3.58 

 23 23 24 24 25 25 26 26 
 Referencia Teste Referencia Teste Referencia Teste Referencia Teste 

ASC 0-all 382.6 362.3 494.6 540.9 349.9 318.3 430.5 457.8 
Cmax    18 11.4 17.2 14.5 18.8 13.8 21.3 22.7 
Tmax        (h) 1.00 3.00 2.00 1.67 1.00 2.67 1.33 1.00 
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 27 27 28 28 29 29 30 30 
Tempo (h) Referencia Teste Referencia Teste Referencia Teste Referencia Teste 

0:00 BLOQ BLOQ BLOQ BLOQ BLOQ BLOQ BLOQ BLOQ 
0:20 5.07 1.86 0.878 3.09 0.94 1.19 0.956 1 
0:40 13.8 12.2 7.3 17.4 10.2 8.28 9.86 5.66 
1:00 14.3 17.6 17.6 22.4 10.7 8.76 10.8 8.03 
1:20 12 15.8 13.1 21.3 10.7 9.11 11.1 9.5 
1:40 11.6 11.4 14.7 17 9.28 7.92 9.42 13.5 
2:00 12 11.6 13.6 14.3 8.63 5.82 9.32 9.89 
2:20 11.5 10.9 15.8 15.3 9.37 8.67 9 9.13 
2:40 10 10.6 16.2 14.9 9.11 12.1 9.85 11.2 
3:00 10.2 10.4 14.1 13.1 8.01 12.3 9.19 10.1 
3:20 9.25 10.2 13.7 12.6 7.22 11.1 8.35 8.9 
3:40 8.64 9.92 12.5 11.9 7.96 9.72 7.01 9.01 
4:00 8.73 9.74 12.4 11.4 7.85 8.31 8.41 9.39 
4:30 8.35 9.09 11.5 11.2 7.96 8.91 8.03 8.99 
5:00 9.16 8.8 12.5 11.6 7.94 7.63 8.1 8.88 
6:00 9.24 8.55 11.9 10.2 7.27 7.5 10.3 9.14 
8:00 7.7 7.82 10.2 8.99 6.78 6.59 9.1 6.79 

12:00 6.41 6.63 8.91 8.55 6.2 6.45 7.67 8.83 
16:00 5.52 5.76 8.12 7.7 5.49 5.46 6.69 6.84 
24:00 5.37 5.32 6.88 7.04 5.03 5.37 6.77 7.48 
36:00 4.57 4.56 6.84 6.74 4.58 5.07 6.79 5.89 
48:00 3.85 4.21 6.4 5.92 3.73 4.17 4.13 5.05 
72:00 3.21 3.34 4.26 3.97 2.69 2.88 2.66 2.85 

 27 27 28 28 29 29 30 30 
 Referencia Teste Referencia Teste Referencia Teste Referencia Teste 

ASC 0-all 365.5 376.4 514.4 499.8 336.7 357.8 411.4 424.5 
Cmax    14.3 17.6 17.6 22.4 10.7 12.3 11.1 13.5 
Tmax        (h) 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 3.00 1.33 1.67 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



87 

 

 31 31 32 32 33 33 34 34 
Tempo (h) Referencia Teste Referencia Teste Referencia Teste Referencia Teste 

0:00 BLOQ BLOQ BLOQ BLOQ BLOQ BLOQ BLOQ BLOQ 
0:20 3.07 1.61 BLOQ 1.05 1.18 BLOQ BLOQ 0.546 
0:40 20.2 16.9 9.27 10.1 18.4 2.31 3.94 3.1 
1:00 21.5 20.6 15.9 12.9 15.1 5.48 6.47 6.14 
1:20 17.1 13.7 14.4 10.1 12.5 5.62 5.94 7.35 
1:40 15.7 13.8 11.7 10.4 9.09 7.11 8.56 6.71 
2:00 12.1 16 11.7 10.7 9.45 6.97 8.42 6.81 
2:20 16.3 15.1 11.3 11 10 4.34 12 7.12 
2:40 13.1 13.2 10.6 10.8 10.8 5.54 12.4 5.72 
3:00 11.2 15.8 10.1 10.8 10.7 8.17 10.4 9.51 
3:20 10.2 12.5 9.71 9.54 10.3 12 9.06 9.29 
3:40 10.4 10.8 9.59 9.7 13.2 14.1 8.27 8.39 
4:00 11.8 10.2 9.43 10.3 10.3 13 7.61 8.33 
4:30 11.4 9.67 9.98 9.36 8.67 11.1 7.15 7.56 
5:00 8.88 10.6 10.2 9.65 9.23 10 7.6 7.84 
6:00 10.2 8.8 9.33 7.43 8.37 9.5 7.71 7.32 
8:00 8.38 8.6 8.13 7.47 7.79 7.77 6.55 6.64 

12:00 7.83 6.47 6.97 6.59 6.81 7.06 6.28 5.49 
16:00 7.67 6.49 6.63 5.97 6.05 6.44 6.66 5.35 
24:00 6.78 5.43 5.85 5.39 5.72 6.68 5.77 4.41 
36:00 6.97 4.63 5.13 4.34 5.01 5.81 6.13 7.47 
48:00 4.85 4.13 3.66 3.15 4.16 4.74 3.98 6.04 
72:00 3.43 3.08 2.4 1.83 2.94 2.29 2.36 3.16 

 31 31 32 32 33 33 34 34 
 Referencia Teste Referencia Teste Referencia Teste Referencia Teste 

ASC 0-all 463.2 390.7 373.6 330.1 381.4 392.1 365.7 396.2 
Cmax    21.5 20.6 15.9 12.9 18.4 14.1 12.4 9.51 
Tmax        (h) 1.00 1.00 1.00 1.00 0.67 3.67 2.67 3.00 
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 35 35 36 36 38 38 39 39 
Tempo (h) Referencia Teste Referencia Teste Referencia Teste Referencia Teste 

0:00 BLOQ BLOQ BLOQ BLOQ BLOQ BLOQ BLOQ BLOQ 
0:20 1.27 BLOQ 0.513 BLOQ BLOQ BLOQ 3.32 4.7 
0:40 15.7 1.41 12 5.39 1.43 4.98 8.89 11 
1:00 18.9 8.35 17.8 9.97 8.4 10.1 12.8 13.1 
1:20 16.4 9.27 15.2 10.6 11.6 14.1 15.6 14.6 
1:40 14.9 12.2 17.9 10.5 10.3 12.6 15 15.2 
2:00 11.6 10.5 13.3 9.27 9.66 10.8 14.5 14.9 
2:20 10.6 8.4 12.3 11.2 8.62 11.1 15.8 17 
2:40 12 10.4 10.8 10.5 9.61 10.9 15.8 15.3 
3:00 11.3 10.8 11.3 10.4 9.6 8.73 14.6 14 
3:20 10.3 8.82 9.7 10.7 8.68 8.73 13.9 13.5 
3:40 10.1 9.23 9.18 10.2 8.74 8.64 13 13.1 
4:00 9.47 9.67 8.99 9.31 8.65 8.12 13.2 12.2 
4:30 9.4 9.68 8.56 8.63 7.51 8.35 12.2 12 
5:00 10.1 8.81 8.86 8.79 7.31 8.14 11.8 11.8 
6:00 7.69 7.85 8.62 8.15 7.95 9.14 10.4 10.8 
8:00 7.67 6.92 7.75 7.15 7.45 7.89 10 9.08 

12:00 6.77 6.79 6.32 6.86 7.06 8.05 8.96 8.27 
16:00 6.02 5.83 6.95 4.9 6.28 7.27 7.89 7.98 
24:00 5.33 5.33 5.86 5.23 6.01 6.19 7.03 6.91 
36:00 4.29 4.36 4.87 4.83 5.53 5.99 7.18 6.17 
48:00 3.8 3.43 4.8 4.33 4.1 5.06 5.73 N/A 
72:00 2.55 2.34 3.4 3.01 2.43 4.12 3.9 3.61 

 35 35 36 36 38 38 39 39 
 Referencia Teste Referencia Teste Referencia Teste Referencia Teste 

ASC 0-all 360.3 334.0 403.9 361.3 369.0 433.9 501.5 470.9 
Cmax    18.9 12.2 17.9 11.2 11.6 14.1 15.8 17 
Tmax        (h) 1.00 1.67 1.67 2.33 1.33 1.33 2.33 2.33 
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 40 40       
Tempo (h) Referencia Teste       

0:00 BLOQ BLOQ       
0:20 BLOQ BLOQ       
0:40 1.81 4.56       
1:00 5.97 6.5       
1:20 6.95 11.2       
1:40 8.08 9.27       
2:00 7.95 8.66       
2:20 9.05 9.54       
2:40 8.88 11       
3:00 9.95 8.23       
3:20 9.69 9.14       
3:40 9.79 8.89       
4:00 9.95 9.04       
4:30 10.1 9.47       
5:00 10.1 9.46       
6:00 10.3 9.58       
8:00 9.76 9.06       

12:00 8.58 7.98       
16:00 7.83 7.52       
24:00 7.42 6.7       
36:00 6.06 5.5       
48:00 5.24 4.72       
72:00 3.48 3.18       

 40 40       
 Referencia Teste       

ASC 0-all 449.9 417.6       
Cmax    10.3 11.2       
Tmax        (h) 6.00 1.33       
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Anexo 3 

Curvas individuais concentração plasmática vs tempo e parâmetros 
farmcaocinéticos de Clonazepam após administração dos produtos 

teste e referência 

 

Curvas médias “concentração plasmática vs tempo” após a administração dos 
produtos teste e referência ao voluntário 1 
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Parâmetros farmacocinéticos após a administração dos produtos teste e referência ao 
voluntário 1. 

 
 

Produto Concentração (ng/mL) 
 

Cmax (ng/mL) Tmax  (h) ASC 0-72:00h([ng* h]/mL) 
Teste 

25,70 1:00 507,85 
Referência 22,00 0,67 445,77 
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Curvas médias “concentração plasmática vs tempo” após a administração dos 
produtos teste e referência ao voluntário 2 
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Parâmetros farmacocinéticos após a administração dos produtos teste e referência ao 
voluntário 2. 
 

 
Produto Concentração (ng/mL) 
 

Cmax (ng/mL) Tmax  (h) ASC 0-72:00h([ng* h]/mL) 
Teste 

21,00 1,33 406,55 
Referência 9,83 5,00 361,63 
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Curvas médias “concentração plasmática vs tempo” após a administração dos 
produtos teste e referência ao voluntário 3 
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Parâmetros farmacocinéticos após a administração dos produtos teste e referência ao 
voluntário 3. 

 
 

Produto Concentração (ng/mL) 
 

Cmax (ng/mL) Tmax  (h) ASC 0-72:00h([ng* h]/mL) 
Teste 

10,30 3,33 321,95 
Referência 14,70 0,67 225,35 
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Curvas médias “concentração plasmática vs tempo” após a administração dos 
produtos teste e referência ao voluntário 5 
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Parâmetros farmacocinéticos após a administração dos produtos teste e referência ao 
voluntário 5. 

 
 

Produto Concentração (ng/mL) 
 

Cmax (ng/mL) Tmax  (h) ASC 0-72:00h([ng* h]/mL) 
Teste 

11,30 3,33 295,31 
Referência 8,65 4,00 265,98 
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Curvas médias “concentração plasmática vs tempo” após a administração dos 
produtos teste e referência ao voluntário 6. 
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Parâmetros farmacocinéticos após a administração dos produtos teste e referência ao 
voluntário 6. 
 

 
Produto Concentração (ng/mL) 
 

Cmax (ng/mL) Tmax  (h) ASC 0-72:00h([ng* h]/mL) 
Teste 

13,50 1,0 379,62 
Referência 12,30 1,0 390,28 
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Curvas médias “concentração plasmática vs tempo” após a administração dos 
produtos teste e referência ao voluntário 7. 
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Parâmetros farmacocinéticos após a administração dos produtos teste e referência ao 
voluntário 7. 

 
 

Produto Concentração (ng/mL) 
 

Cmax (ng/mL) Tmax  (h) ASC 0-72:00h([ng* h]/mL) 
Teste 

17,50 2,67 412,79 
Referência 18,40 1,67 440,98 
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Curvas médias “concentração plasmática vs tempo” após a administração dos 
produtos teste e referência ao voluntário 8. 
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Parâmetros farmacocinéticos após a administração dos produtos teste e referência ao 
voluntário 8. 
 

 
Produto Concentração (ng/mL) 
 

Cmax (ng/mL) Tmax  (h) ASC 0-72:00h([ng* h]/mL) 
Teste 

24,70 1,0 539,72 
Referência 31,80 0,67 622,80 
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Curvas médias “concentração plasmática vs tempo” após a administração dos 
produtos teste e referência ao voluntário 9. 
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Parâmetros farmacocinéticos após a administração dos produtos teste e referência ao 
voluntário 9. 

 
 

Produto Concentração (ng/mL) 
 

Cmax (ng/mL) Tmax  (h) ASC 0-72:00h([ng* h]/mL) 
Teste 

17,10 1,33 411,00 
Referência 22,30 1,00 519,53 
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Curvas médias “concentração plasmática vs tempo” após a administração dos 
produtos teste e referência ao voluntário 10. 
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Parâmetros farmacocinéticos após a administração dos produtos teste e referência ao 
voluntário 10. 

 
 

Produto Concentração (ng/mL) 
 

Cmax (ng/mL) Tmax  (h) ASC 0-72:00h([ng* h]/mL) 
Teste 

13,30 1,33 322,19 
Referência 9,65 4,50 306,51 
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Curvas médias “concentração plasmática vs tempo” após a administração dos 
produtos teste e referência ao voluntário 11. 
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Parâmetros farmacocinéticos após a administração dos produtos teste e referência ao 
voluntário 11. 

 
 

Produto Concentração (ng/mL) 
 

Cmax (ng/mL) Tmax  (h) ASC 0-72:00h([ng* h]/mL) 
Teste 

22,20 1,33 504,43 
Referência 20,00 1,67 485,15 
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Curvas médias “concentração plasmática vs tempo” após a administração dos 
produtos teste e referência ao voluntário 13. 
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Parâmetros farmacocinéticos após a administração dos produtos teste e referência ao 
voluntário 13. 
 

 
Produto Concentração (ng/mL) 
 

Cmax (ng/mL) Tmax  (h) ASC 0-72:00h([ng* h]/mL) 
Teste 

12,10 3,33 412,47 
Referência 13,70 1,00 431,24 
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Curvas médias “concentração plasmática vs tempo” após a administração dos 
produtos teste e referência ao voluntário 14.  
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Parâmetros farmacocinéticos após a administração dos produtos teste e referência ao 
voluntário 14. 
 
 

Produto Concentração (ng/mL) 
 

Cmax (ng/mL) Tmax  (h) ASC 0-72:00h([ng* h]/mL) 
Teste 

10,60 2,67 444,45 
Referência 14,80 1,33 460,99 
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Curvas médias “concentração plasmática vs tempo” após a administração dos 
produtos teste e referência ao voluntário 15.  
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Parâmetros farmacocinéticos após a administração dos produtos teste e referência ao 
voluntário 15 

 
 
 

Produto Concentração (ng/mL) 
 

Cmax (ng/mL) Tmax  (h) ASC 0-72:00h([ng* h]/mL) 
Teste 

20,20 1,33 333,54 
Referência 11,70 2,67 352,28 
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Curvas médias “concentração plasmática vs tempo” após a administração dos 
produtos teste e referência ao voluntário 16.  
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Parâmetros farmacocinéticos após a administração dos produtos teste e referência ao 
voluntário 16. 

 
 

Produto Concentração (ng/mL) 
 

Cmax (ng/mL) Tmax  (h) ASC 0-72:00h([ng* h]/mL) 
Teste 

17,80 1,33 392,54 
Referência 17,30 1,00 364,09 
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Curvas médias “concentração plasmática vs tempo” após a administração dos 
produtos teste e referência ao voluntário 21. 
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Parâmetros farmacocinéticos após a administração dos produtos teste e referência ao 
voluntário 21. 
 

 
Produto Concentração (ng/mL) 
 

Cmax (ng/mL) Tmax  (h) ASC 0-72:00h([ng* h]/mL) 
Teste 

13,60 1,33 437,67 
Referência 12,90 1,33 408,57 
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Curvas médias “concentração plasmática vs tempo” após a administração dos 
produtos teste e referência ao voluntário 22. 
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Parâmetros farmacocinéticos após a administração dos produtos teste e referência ao 
voluntário 22. 

 
 

Produto Concentração (ng/mL) 
 

Cmax (ng/mL) Tmax  (h) ASC 0-72:00h([ng* h]/mL) 
Teste 

22,90 2,33 501,46 
Referência 12,10 1,33 361,28 
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Curvas médias “concentração plasmática vs tempo” após a administração dos 
produtos teste e referência ao voluntário 23. 
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Parâmetros farmacocinéticos após a administração dos produtos teste e referência ao 
voluntário 23. 

 
 

Produto Concentração (ng/mL) 
 

Cmax (ng/mL) Tmax  (h) ASC 0-72:00h([ng* h]/mL) 
Teste 

11,40 3,00 362,28 
Referência 18,00 1,00 382,63 
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Curvas médias “concentração plasmática vs tempo” após a administração dos 
produtos teste e referência ao voluntário 24. 
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Parâmetros farmacocinéticos após a administração dos produtos teste e referência ao 
voluntário 24. 

 
 

Produto Concentração (ng/mL) 
 

Cmax (ng/mL) Tmax  (h) ASC 0-72:00h([ng* h]/mL) 
Teste 

14,50 1,67 540,86 
Referência 17,20 2,00 494,59 
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Curvas médias “concentração plasmática vs tempo” após a administração dos 
produtos teste e referência ao voluntário 25. 
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Parâmetros farmacocinéticos após a administração dos produtos teste e referência ao 
voluntário 25. 

 
 

Produto Concentração (ng/mL) 
 

Cmax (ng/mL) Tmax  (h) ASC 0-72:00h([ng* h]/mL) 
Teste 

13,80 2,67 318,31 
Referência 18,80 1,00 349,87 
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Curvas médias “concentração plasmática vs tempo” após a administração dos 
produtos teste e referência ao voluntário 26. 
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Parâmetros farmacocinéticos após a administração dos produtos teste e referência ao 
voluntário 26. 

 
 

Produto Concentração (ng/mL) 
 

Cmax (ng/mL) Tmax  (h) ASC 0-72:00h([ng* h]/mL) 

Teste 22,70 1,00 457,83 
Referência 21,30 1,33 430,49 
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Curvas médias “concentração plasmática vs tempo” após a administração dos 
produtos teste e referência ao voluntário 27. 
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Parâmetros farmacocinéticos após a administração dos produtos teste e referência ao 
voluntário 27. 
 

 
Produto Concentração (ng/mL) 
 

Cmax (ng/mL) Tmax  (h) ASC 0-72:00h([ng* h]/mL) 

Teste 17,60 1,00 376,44 
Referência 14,30 1,00 365,53 
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Curvas médias “concentração plasmática vs tempo” após a administração dos 
produtos teste e referência ao voluntário 28. 
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Parâmetros farmacocinéticos após a administração dos produtos teste e referência ao 
voluntário 28. 

 
 

Produto Concentração (ng/mL) 
 

Cmax (ng/mL) Tmax  (h) ASC 0-72:00h([ng* h]/mL) 

Teste 22,40 1,00 499,82 
Referência 17,60 1,00 514,43 
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Curvas médias “concentração plasmática vs tempo” após a administração dos 
produtos teste e referência ao voluntário 29. 
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Parâmetros farmacocinéticos após a administração dos produtos teste e referência ao 
voluntário 29. 
 

 
Produto Concentração (ng/mL) 
 

Cmax (ng/mL) Tmax  (h) ASC 0-72:00h([ng* h]/mL) 

Teste 12,30 3,00 357,80 
Referência 10,70 1,00 336,73 
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Curvas médias “concentração plasmática vs tempo” após a administração dos 
produtos teste e referência ao voluntário 30. 
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Parâmetros farmacocinéticos após a administração dos produtos teste e referência ao 
voluntário 30. 

 
 

Produto Concentração (ng/mL) 
 

Cmax (ng/mL) Tmax  (h) ASC 0-72:00h([ng* h]/mL) 

Teste 13,50 1,67 424,50 
Referência 11,10 1,33 411,38 
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Curvas médias “concentração plasmática vs tempo” após a administração dos 
produtos teste e referência ao voluntário 31. 
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Parâmetros farmacocinéticos após a administração dos produtos teste e referência ao 
voluntário 31. 

 
 

Produto Concentração (ng/mL) 
 

Cmax (ng/mL) Tmax  (h) ASC 0-72:00h([ng* h]/mL) 

Teste 20,60 1,00 390,72 
Referência 21,50 1,00 463,19 
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Curvas médias “concentração plasmática vs tempo” após a administração dos 
produtos teste e referência ao voluntário 32. 
 
 

0 2 4 6 8 10 12 14 16

0

5

10

15

20

Rivotril
Clonazepam

36 48 60 72

Tempo (h)

C
o

n
ce

n
tr

aç
ão

 P
la

sm
át

ic
a

(n
g

/m
L

)

 
 
 

Parâmetros farmacocinéticos após a administração dos produtos teste e referência ao 
voluntário 32. 

 
 

Produto Concentração (ng/mL) 
 

Cmax (ng/mL) Tmax  (h) ASC 0-72:00h([ng* h]/mL) 

Teste 12,90 1,00 330,06 
Referência 15,90 1,00 373,64 
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Curvas médias “concentração plasmática vs tempo” após a administração dos 
produtos teste e referência ao voluntário 33. 
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Parâmetros farmacocinéticos após a administração dos produtos teste e referência ao 
voluntário 33 
 

 
Produto Concentração (ng/mL) 
 

Cmax (ng/mL) Tmax  (h) ASC 0-72:00h([ng* h]/mL) 

Teste 14,10 3,67 392,10 
Referência 18,40 0,67 381,43 
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Curvas médias “concentração plasmática vs tempo” após a administração dos 
produtos teste e referência ao voluntário 34. 
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Parâmetros farmacocinéticos após a administração dos produtos teste e referência ao 
voluntário 34 
 

 
Produto Concentração (ng/mL) 
 

Cmax (ng/mL) Tmax  (h) ASC 0-72:00h([ng* h]/mL) 

Teste 9,51 3,00 396,21 
Referência 12,40 2,67 365,67 
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Curvas médias “concentração plasmática vs tempo” após a administração dos 
produtos teste e referência ao voluntário 35. 
 
 

0 2 4 6 8 10 12 14 16

0

5

10

15

20

Rivotril
Clonazepam

36 48 60 72

Tempo (h)

C
o

n
ce

n
tr

aç
ão

 P
la

sm
át

ic
a

(n
g

/m
L

)

 
 
Parâmetros farmacocinéticos após a administração dos produtos teste e referência ao 
voluntário 35 
 
 

Produto Concentração (ng/mL) 
 

Cmax (ng/mL) Tmax  (h) ASC 0-72:00h([ng* h]/mL) 

Teste 12,20 1,67 333,99 
Referência 18,90 1,00 360,27 
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Curvas médias “concentração plasmática vs tempo” após a administração dos 
produtos teste e referência ao voluntário 36. 
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Parâmetros farmacocinéticos após a administração dos produtos teste e referência ao 
voluntário 36 
 

 
Produto Concentração (ng/mL) 
 

Cmax (ng/mL) Tmax  (h) ASC 0-72:00h([ng* h]/mL) 

Teste 11,20 2,33 361,26 
Referência 17,90 1,67 403,93 
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Curvas médias “concentração plasmática vs tempo” após a administração dos 
produtos teste e referência ao voluntário 38. 
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Parâmetros farmacocinéticos após a administração dos produtos teste e referência ao 
voluntário 38 

 
 

Produto Concentração (ng/mL) 
 

Cmax (ng/mL) Tmax  (h) ASC 0-72:00h([ng* h]/mL) 

Teste 14,10 1,33 433,87 
Referência 11,60 1,33 369,05 
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Curvas médias “concentração plasmática vs tempo” após a administração dos 
produtos teste e referência ao voluntário 39. 
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Parâmetros farmacocinéticos após a administração dos produtos teste e referência ao 
voluntário 39 

 
 

Produto Concentração (ng/mL) 
 

Cmax (ng/mL) Tmax  (h) ASC 0-72:00h([ng* h]/mL) 

Teste 17,00 2,33 470,93 
Referência 15,80 2,33 501,46 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



123 

 

Curvas médias “concentração plasmática vs tempo” após a administração dos 
produtos teste e referência ao voluntário 40. 
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Parâmetros farmacocinéticos após a administração dos produtos teste e referência ao 
voluntário 40 

 
 

Produto Concentração (ng/mL) 
 

Cmax (ng/mL) Tmax  (h) ASC 0-72:00h([ng* h]/mL) 

Teste 11,20 1,33 417,58 
Referência 10,30 6,00 449,91 
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Anexo 4 

Aprovação do estudo pelo Comitê de Ética em Pesquisa (CEP) 
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Anexo 5 

Artigo publicado 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



130 

 

 

 



131 

  



132 

 

 

 

 



133 

 

 



134 

 

 



135 

 

 



136 

 

 



137 

 
 



138 

 

 


