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RESUMO

O objetivo deste estudo foi avaliar a bioequivaléncia de
Fenoximetilpenicilina comprimido (500.000 UI) da Aché Laboratérios S/A, Meracilina
formulacdo teste e Pen—Ve—Oral®, produzido por Eurofarma Laboratérios Ltda., Brasil,
em voluntdrios sadios de ambos os sexos. O estudo foi do tipo aberto, randomizado,
cruzado, com 2 tratamentos, 2 seqiiéncias, 2 periodos, com uma semana de intervalo
entre as doses, nos quais os voluntdrios receberam em cada periodo a formulagdo teste e
a formulacdo de referéncia. Uma tunica dose de cada formulacdo foi administrada a 26
voluntdrios sadios. A seqiiéncia de tratamento foi determinada por uma lista de
randomizacdo gerada automaticamente pelo sistema SCPCM (Sistema de Controle de
Pesquisas Cinicas de Medicamentos). As amostras de plasma foram coletadas num
intervalo de 36 horas. As concentragdes de Fenoximetilpenicilina foram analisadas por
cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a um detector UV-visivel. A partir da
curva da concentracdo de Fenoximetilpenicilina no plasma vs tempo foram obtidos os
parametros farmacocinéticos: ASCo, ASCo.inr, € Cmax. As médias geométricas da
Meracilina € Pen-Ve-Oral® foram: 99.89% (90% CI = 94,62%; 105,46%) para ASCy.
99.76 (90% CI = 94,09%; 105,78%) para ASCo.ins 101.11% (98.61% - 103.37% ) para
Cmax,- Diante dos resultados encontrados de Cax € ASCy. € estando dentro do intervalo
de confianca entre 80% e 125% proposto pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitdria
(ANVISA) e pelo Food and Drug Administration (FDA), conclui-se que a Meracilina —
comprimidos (500.000 UI) é bioequivalente ao Pen-Ve-Oral®, de acordo com sua taxa

de extensdo e biodisponibilidade.

Palavras-chaves: 1. Penicilina V. 2. Equivaléncia Terapéutica. 3. Farmacocinética.

4. Cromatografia Liquida de Alta Pressao.
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ABSTRACT

This study aimed to compare the bioequivalence between
Phenoxymethylpenicillin tablets (500.000 UI), a test formulation Meracilina by Aché
Laboratérios S/A, and the Pen-Ve-Oral® tablet formulation elaborated by Eurofarma
Laboratérios Ltda., Brazil, in healthy human volunteers of both sexes. The study was
carried out by using an open, randomized-crossover design, consisting of a two-period
treatment, in which the volunteers received, in each period, the test formulation or the
reference formulation, with a seven-day washout interval. A single dose of each
formulation was administered to 26 healthy volunteers. The treatment sequence was
determined by a randomization list, automatically produced by the Clinical Trial
Medicine Control System. Plasma samples were obtained over a 36-hour period.
Phenoxymethylpenicillin concentrations were analyzed by high pressure liquid
chromatography and UV-visible detection (HPLC-UV). From the
Phenoxymethylpenicillin plasma concentration vs. time curves, the following
pharmacokinetic parameters were obtained: ASCy ASCy.nr, and Cp.x. The mean of
Meracilina/Pen-Ve-Oral® 500.000 Ul percent geometric mean was 99.89% for AUC,
100.86% for AUCy... and 101.11% for Cax. The 90% confidence intervals were 94.62 —
105.46%, 95.22 — 106.83% and 98.61 — 103.87%, respectively. Considering the results
of Cax. and AUC. within the confidence interval between 80% and 125% proposed by
the Brazilian National Agency for Sanitary Surveillance (Anvisa) and for the US Food
and Drug Administration (FDA), it was concluded that Meracilina tablet (500.000UI)
by Eurofarma Laboratérios Ltda. is bioequivalent to Pen-Ve-Oral® tablet for both rate

and extent of bioavailability.

Keywords: 1.Penicillin V, 2. Therapeutic Equivalency, 3.Pharmacokinetics, 4.High
Pressure Liquid Chromatography.
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A politica de medicamentos € um conjunto de diretrizes cuja finalidade é
assegurar a populacdo, medicamentos em quantidade suficiente, seguros, eficazes e de
boa qualidade (1).

O alto custo com medicamentos e os reajustes de preco acima dos indices de
inflacdo mantiveram a industria farmacéutica brasileira como alvo de intenso e acelerado
debate (2).

Diante disso, ha um grande desafio: como proteger a populagdo, que
necessita do medicamento, e a Industria que precisa ter lucro para investir no
desenvolvimento de novos medicamentos. No mundo inteiro, governos tentam encontrar
esse equilibrio por meio de um controle cada vez mais rigoroso sobre as industrias
farmacéuticas (3).

O Brasil por meio da lei 9.787/99, conhecida com lei dos genéricos,
publicada em 10 de fevereiro de 1999, realizou importante mudanca neste setor,
garantindo o acesso ao medicamento (4).

De acordo com Porta (5), os medicamentos genéricos devem satisfazer os
mesmos padrdoes de qualidade que o produto original, ou inovador, além de ser
clinicamente intercambidvel com o medicamento referéncia, em geral, isso pode ser feito
por meio de ensaios de bioequivaléncia.

A equivaléncia terapéutica ou intercambialidade entre dois produtos pode ser
determinada por avaliacdes diretas (ensaios clinicos de longa duragdo) e indiretas
(estudos de bioequivaléncia). Os ensaios clinicos sdo longos, envolvem um grande
nimero de pacientes e possuem custo elevado. Ja os estudos de bioequivaléncia podem
comprovar esta intercambialidade através de métodos alternativos mais rapidos e
seguros (6).

O medicamento analisado neste estudo € a Penicilina V ou
Fenoximetilpenicilina, um derivado biossintético do &4cido 6-amino-penicilanico,
resultante da adi¢do de fenoxiacetamida ou 4cido fenoxiacético aos meios de cultura do
P.chysogenum tendo sido descoberta por Behrens e col. em 1948, sendo o substituto

ativo por via oral da penicilina G-procaina e G-benzatina na profilaxia febre reumatica

(7).
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Em 1928, Alexander Fleming observou que uma placa de cultura, na qual
estavam sendo cultivados estafilococos, fora contaminada com um fungo que havia
provocado lise das bactérias presentes na vizinhanga da placa, fungo esse pertencente ao
género Penicillium. Fleming isolou o fungo em uma cultura pura e demonstrou que ele
produzia uma substancia antibacteriana, que ele chamou de penicilina (8,9).

A vantagem da penicilina V em relacdo a penicilina G € estabilidade em
meio 4cido, conferindo uma melhor absor¢ao no trato gastrintestinal.

Penicilina V, em dose oral equivalente a penicilina G, confere concentragcdes
plasmdticas duas a cinco vezes maiores que as obtidas com a penicilina G.

Ativa contra a maioria das bactérias gram-positivas ndo produtoras de
betalactamases, anaerdbios e alguns gram negativos (10).

Atua por inibi¢do da sintese da parede celular e ativagdo do sistema
autolitico endégeno da bactéria (11). E indicada nas infeccdes leves por germes
sensiveis (estreptococos € pneumococos), principalmente faringites e amidalites (12),
sendo utilizada também nas otites (13).

E utilizada também como primeira escolha para infeccdes de
faringoamidalites, escarlatina, erisipela, meningite causada por Neisseria meningitidis,
pneumonia de aspiracdo, sifilis, tétano, leptospirose, gangrena gasosa € actinomicose
(14).

A Penicilina V é bem tolerada por criancas e indicada como substituto da
penicilina-procaina e possui baixos efeitos toxicos (15) € uma penicilina natural e

mantém-se em uso até hoje (14).

44
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2.1 Objetivo geral

Comparar a Bioequivaléncia da formulacio Meracilina® (teste) - Aché

Laboratérios Farmacéuticos S/A, atinge niveis plasmdticos equivalentes aos da

formulacdo de Pen-Ve-Oral® (referéncia), produzido pela Eurofarma Laboratérios Ltda,

administrada em voluntarios sadios.

2.2 Métodos
> Elaborar ¢ submeter ao Comité de Etica em Pesquisa (CEP) da
Universidade Estadual de Campinas (UNICAMP) o protocolo de estudo

de Biodisponibilidade relativa/Bioequivaléncia;

» Planejar, elaborar o desenho do estudo e determinar o tamanho da amostra

(nimero de voluntarios);

» Desenvolver e validar os métodos de extragdo e quantificagdo das

amostras bioldgicas, utilizando a técnica HPCL acoplado ao detector UV;
» Avaliar a estabilidade dos farmacos em plasma humano;
» Obter e analisar as amostras bioldgicas dos voluntarios;
» Determinar os parimetros farmacocinéticos;

» Analisar estatisticamente através de programas especificos validados, os
dados das concentracdes encontradas nos pontos de coleta definidos no

protocolo de estudo.
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3 - REVISAO DA LITERATURA
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H4 uma grande quantidade de medicamentos disponivel no mercado
mundial, mas segundo dados da Organizacio Mundial da Saide (OMS), um ter¢o da
populacdo mundial ndo tem acesso aos medicamentos considerados essenciais. A falta
de acesso aos medicamentos é devido aos fatores relacionados aos precos elevados,
profissionais treinados inadequadamente para prescricdo e distribuicdo inadequada.
Também ¢€ fator preocupante o uso inadequado de antibidticos e psicotrépicos.
Estimativas da OMS relatam que mais da metade de todos medicamentos que sao
prescritos, dispensados ou vendidos inadequadamente e que metade dos pacientes ndo
fazem uso correto dos medicamentos (16).

A era de estudos de biodisponibilidade iniciou-se a partir de 1945, com a
primeira publicagcdo do conceito de disponibilidade bioldgica. O desenvolvimento,
durante a década de 1960, de técnicas analiticas possibilitou o desenvolvimento de
métodos sensiveis o suficiente para permitir a quantificacao de farmacos ou metabdlitos,
inicialmente na urina, e posteriormente no plasma, o que possibilitou a avalia¢do e
comparacao da biodisponibilidade de diferentes formula¢des em voluntdrios, bem como
a demonstracdo de que diferencas significativas entre estas podem ocorrer (17).

Apos a legislacdo de registro compulsério de medicamentos em 1969, que
facilitou a entrada de medicamentos genéricos no mercado canadense, o Drugs
Directorate Canadian Federal Department of Health and Welfare comecou a utilizar
bioequivaléncia como uma medida para aprovar o registro de um medicamento durante a
década de 1970. Este programa, juntamente com outras informagdes, foi analisado pelo
FDA, o6rgdo a editar as primeiras diretrizes para a realizacdo de estudos de
bioequivaléncia em 1977. A aplicacdo destas diretrizes foi ampliada no Drug Price
Competition and Patent Term Restoration Act. De 1984, o qual concedia ao FDA
poderes para autorizar a aprovagdo de fiarmacos genéricos sem evidéncias clinicas de
seguranca ou eficicia, desde que a farmaco seja bioequivalente ao produto inovador.

Entretanto, assumia-se que equivalentes farmacéuticos eram necessariamente
equivalentes terap€uticos. Um produto farmacéutico € terapeuticamente equivalente a
outro se este contiver a mesma substancia ativa e comprovar clinicamente que possui a

mesma eficdcia e seguranca estabelecidas através de ensaios clinicos (18).
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Assim, foi demonstrado que a hipdtese de que equivalentes farmacéuticos
eram terapeuticamente semelhantes estava equivocada. Desde entdo, tornou-se cada vez
maior o interesse em estudos clinicos que garantissem a nao inferioridade clinica dos
medicamentos. Diante disso, o estudo de biodisponibilidade relativa foi instituido na
pratica médica como uma forma de assegurar a qualidade do medicamento genérico

(18).

3.1 Bioequivaléncia

O estudo consiste na comparacdo entre biodisponibilidade de duas
formulacdes farmacéuticas (18).

Os ensaios de bioequivaléncia sdo obrigatdrios para dois tipos de situagcdes:
alteracdo de uma formulagdo ja existente no mercado ou versdes genéricas de um
produto inovador. Desta forma, o Unico objetivo desse estudo € obter evidéncia de que
nao ha diferenca significativa entre a formulacdo teste e a formulacdo referéncia quanto
aos parametros farmacocinéticos: Cmax e ASC (19,20,21).

Os principais pardmetros farmacocinéticos utilizados para a avaliagdo da
biodisponibilidade sdo:

e O pico de concentracdo maxima - Cmax;
e O tempo para ocorrer o pico - Tmax;
® A dreasob acurva— ASC.
Essas medidas sdo obtidas diretamente das curvas de concentracdo sangiiinea

versus tempo, construidas no estudo.

3.2 Biodisponibilidade

Biodisponibilidade é considerado como a velocidade e a extensdao na qual
uma molécula ativa € absorvida e torna-se disponivel no seu sitio de acdo.
Considerando-se que a quantidade do farmaco contida no fluido bioldgico estd em
equilibrio com o sitio de acdo, a biodisponibilidade € determinada através da medida da
concentracdo do principio ativo do medicamento em sangue total, soro ou outro fluido
bioldgico apropriado em fun¢do do tempo (18), indica a velocidade e a extensdo de
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absor¢do de um principio ativo em forma de dosagem, a partir de sua curva de
concentracdo/tempo na circulagdo sist€émica ou na excrecao urindria (17,22).

A Organizagdo Mundial da Satide (OMS) define biodisponibilidade como
sendo a velocidade e a extensdo de absor¢do de um farmaco em uma forma de dosagem,
a partir de sua curva concentragdo/tempo na circulagdo sist€émica ou sua excre¢do na
urina, sendo a mesma defini¢do adotada no Brasil pela ANVISA (22).

Segundo Shargel e Yu (23) e Storpirtis (24), a biodisponibilidade de uma
formulacao farmacéutica pode ser influenciada por dois fatores: fatores relacionados ao
individuo (idade, sexo, peso corporal e fatores fisiolégicos associados) e por fatores
relacionados a forma farmacéutica (farmaco, excipientes e técnica de fabricacdo):
tamanho de particula, forma polimérfica, presenca de solvatos ou hidratos, natureza
quimica, solubilidade, tipo e quantidade de excipientes, método de preparagido, tipo de
granulacdo, tempo de mistura ou agitacdo, condi¢cdes de secagem, velocidade de
compressao e instabilidade.

Diante disso, a realizagdo de ensaios de bioequivaléncia para verificacao da

equivaléncia terapéutica entre formulacdes farmacéuticas é de fundamental importancia.

3.2.1 Biodisponibilidade absoluta

E a fracdo da dose que é efetivamente absorvida apds administracdo
extravascular de um medicamento. E calculada tendo como referéncia a administracao
do mesmo farmaco por via intravascular, que possui por definicdo biodisponibilidade

igual a 100% (23).

3.2.2 Biodisponibilidade relativa

A bioequivaléncia entre medicamentos administrados pela mesma via
extravascular pode ser avaliada pela comparacdo de parametros farmacocinéticos

relacionados a biodisponibilidade, ou seja, a quantidade absorvida e a velocidade do
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processo de absor¢do. Comparam-se dois produtos, administrados por via extravascular,
tendo um deles como referéncia.

Medicamentos bioequivalentes sdo equivalentes farmacéuticos (mesma
forma farmacéutica e quantidade do mesmo principio ativo) que, ao serem administrados
na mesma dose molar, nas mesmas condi¢des experimentais, ndo apresentam diferencas
estatisticamente significativas em relacdo a biodisponibilidade.

Medicamento genérico € um medicamento similar a um produto de
referéncia ou inovador, que pretende ser com este intercambidvel, geralmente produzido
apods expiracao ou rentincia da protecdo patentdria ou de outros direitos de exclusividade,
comprovada a sua eficdcia, seguranga e qualidade, e designado pela DCB ou, na sua
auséncia, pela DCI (17).

A bioequivaléncia conquistou atengdo crescente nos ultimos 30 anos apds
evidéncias de que produtos comerciais contendo a mesma dosagem do farmaco ou parte
ativa podem exibir diferencas pronunciadas na resposta terapéutica (25). A partir de
entdo houve um aumento no interesse de se estudar bioequivaléncia e biodisponibilidade
(26).

A introdu¢do de medicamentos genéricos foi um fator importante que trouxe
a tona preocupacdes sobre a biodisponibilidade desses produtos, uma vez que o seu
desempenho in vivo era totalmente desconhecido (25). Houve também uma preocupacao
com a garantia da intercambialidade desses produtos com o produto inovador. Com isso
foi necessario comprovar e comparar a qualidade, eficicia e seguranca dos genéricos
com os produtos inovadores, para isso sdo realizados os ensaios de bioequivaléncia e
biodisponibilidade (22,27).

Nos ultimos 10 anos, os estudos de bioequivaléncia e biodisponibilidade
tornaram-se tema de muitas publicagdes cientificas (5,28,29,30,31,32,33,34), devido,
principalmente, ao aumento do numero de registro de medicamentos genéricos no Brasil.

De acordo com a Resolugdo RDC n° 16 de 02 de Marco de 2007 da Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitdria (35), dois medicamentos sdo ditos bioequivalentes
quando sdao administrados na mesma dose molar, nas mesmas condi¢des experimentais e
ndo apresentam diferencas estatisticamente  significativas em relacdo a

biodisponibilidade.
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Além disso, um medicamento bioequivalente deve ser considerado
equivalente farmacéutico, ou seja, conter o mesmo farmaco, isto €, sal ou éster da
mesma molécula ativa, na mesma quantidade e forma farmacéutica, podendo ou nao
conter excipientes idénticos (35).

No Brasil, os estudos de bioequivaléncia devem ser realizados para aqueles
medicamentos cujos testes “in vitro” comprovam a equivaléncia farmacéutica entre as
formulacdes, e deve utilizar os mesmos lotes testados na equivaléncia farmacéutica (36).

De acordo com a Agéncia de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), produtos
farmacéuticos sdao considerados equivalentes terapéuticos somente se eles sdo
equivalentes farmacéuticos e se deles pode-se esperar obter 0 mesmo efeito clinico e
perfil de seguranca quando administrado para pacientes sob condi¢des especificas (35).

Os estudos de bioequivaléncia podem ser estudos abertos e cruzados ou em
algumas situacdes especiais podem ser feitos em paralelo. Durante a realizacdo do
estudo, aos voluntarios sdo administradas a formulagdo teste e a formulagdo referéncia
aleatoriamente em periodos distintos, e sdo realizados geralmente em uma populacao
pequena de voluntérios adultos e sadios (37).

A utilizacdo de voluntérios sadios € baseada no fato de que diversas doencas
podem alterar a biodisponibilidade dos farmacos. Para evitar essas varidveis, o0s
voluntdrios s@o submetidos a avaliagcdes clinicas e laboratoriais para que possam
comprovar o seu estado de higidez (38).

Geralmente, doses unicas dos medicamentos teste e referéncia sao
administradas em periodos diferentes, com o segundo produto somente administrado
depois de um intervalo adequado (washout) para garantir que ndo haja um efeito residual
do primeiro fairmaco administrado, o que aumentaria artificialmente os resultados. As
amostras sanguineas sdo coletadas para a quantificacdo antes e apds a administracio de
cada formulagcdo e em intervalos pré-estabelecidos para obtencdo dos perfis

farmacocinéticos, necessdrios para se determinar a bioequivaléncia.
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3.2.3 Parametros para Avaliacao da Bioequivaléncia

Para a avaliacdo da biodisponibilidade relativa de dois medicamentos sdo
determinados os parametros farmacocinéticos que melhor se correlacionam com os
efeitos terapéuticos no organismo (39). Estes pardmetros relacionam-se com a
quantidade de farmaco absorvida e a velocidade do processo de absorcao (40).

Os parametros farmacocinéticos sdo obtidos das curvas de concentracdo
sanguinea do farmaco versus tempo, e analisado estatisticamente para determinacdo da
bioequivaléncia.

Os seguintes parametros farmacocinéticos sdo determinados:

a) Area sob a Curva da Concentragao Plasmatica versus Tempo (ASC): relaciona-se com
a quantidade ou a extensdo de absor¢do do farmaco. Pode ser calculado pelo método
trapezoidal e expresso em unidades de concentracio vezes tempo.

al) Area sob a Curva da Concentracio Plasmdtica versus Tempo, de zero ao tempo t
(ASCy.,): relaciona-se com a quantidade do farmaco absorvida do tempo zero ao tempo t,
onde t € a dltima coleta determinada experimentalmente.

a2) Area sob a Curva da Concentracio Plasmitica versus Tempo, de zero ao infinito
(ASCy.inf): relaciona-se com a quantidade ou a extensdo de absor¢do do farmaco do
tempo zero projetado até o infinito.

b) Concentragdo Mdédxima Atingida no Plasma (Cp,x): concentracdo mais elevada do
farmaco atingida na circula¢do sanguinea apds sua administragdo.

Relaciona-se com a intensidade da resposta farmacologia. O C,,x ideal deve
estar dentro da janela terapéutica.
c¢) Meia Vida de Eliminacdo do Farmaco (t1/2): representa o tempo em que a
concentracdo do farmaco no plasma € reduzida a metade. Calcula-se através do
logaritmo neperiano (In) de 2 (In2= 0,693) dividido pela constante de eliminagdo t1/2=
In2/Ke*.

d) Tempo correspondente a Concentragdo Mdxima Atingida no Plasma (Tp,x): tempo
correspondente para que o farmaco atinja a concentracdo maxima (Cpay)-

* A constante de eliminagdo (ke) foi calculada com o valor absoluto do

coeficiente angular da reta ajustada por minimos quadrados aos quatro (ou pelo menos
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trés) ultimos valores quantificdveis log-transformados (logaritmo natural) das
concentracdes: ASCo.inr= ASCo. + Cult/ke.

A eficicia e seguranca do medicamento genérico em relacdo ao
medicamento de referéncia, na maioria dos casos, sao asseguradas por meio de estudos
de bioequivaléncia. Em alguns casos, a bioequivaléncia pode ser comprovada por
estudos in vitro, como € o caso dos produtos de uso topico sem absor¢do sistémica
(24).

A RE n° 478 de margo de 2002 estabelece trés medidas fundamentais para a

determinac¢do da bioequivaléncia entre medicamentos (41).

Os principais parametros farmacocinéticos (figura 1) utilizados para a

avaliacdo da biodisponibilidade sao:

Conc.Max. Tolerada (CMT)

Faixa
Terapéutica (FT)

(Pico
Concentragao
Maxima)

Cp

Conc. Min. Eficaz (CME)

I — m (Area sob a curva de concentragio)

(Tempo do pico de
concentragdao maxima) TEMPO

Figura 1: ParAmetros farmacocinéticos avaliados na BE: ASCo_, Tinaxs Cinax

3.2.3 Conceitos Técnicos

3.2.3.1 Medicamento Similar — que contém o0 mesmo ou 0s mesmos
principios ativos, apresenta a mesma concentragdo, forma farmacéutica, via de
administra¢do, posologia e indicacdo terapé€utica, preventiva ou diagndstica, do

medicamento de referéncia registrado no 6rgao federal responsavel pela vigilancia
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sanitdria, podendo diferir somente em caracteristicas relativas ao tamanho e forma do
produto, prazo de validade, embalagem, rotulagem, excipientes e veiculos, devendo

sempre ser identificado por nome comercial ou marca.

3.2.3.2 Medicamento Genérico — medicamento similar a um produto de
referéncia ou inovador, que se pretende ser com este intercambidvel, geralmente
produzido apds a expiracdo ou renuncia da protecao patentdria ou de outros direitos
de exclusividade, comprovada a sua eficdcia, seguranca e qualidade, e designado

pela DCB ou, na sua auséncia, pela DCI.

3.2.3.3 Medicamento de Referéncia — produto inovador registrado no
orgao federal responsdvel pela vigilancia sanitdria e comercializado no Pais, cuja
eficdcia, seguranca e qualidade foram comprovadas cientificamente junto ao 6rgédo

federal competente, por ocasido do registro.

3.2.34 Produto Farmacéutico Intercambiiavel - equivalente
terapéutico de um medicamento de referéncia, comprovados, essencialmente, os

mesmos efeitos de eficicia e segurancga.

3.2.3.5 Bioequivaléncia — consiste na demonstracdo de equivaléncia
farmacéutica entre produtos apresentados sob a mesma forma farmacéutica,
contendo idéntica composi¢do qualitativa e quantitativa de principio (s) ativo (s), e
que tenham compardvel biodisponibilidade, quando estudados sob um mesmo

desenho experimental.

3.2.3.6 Biodisponibilidade — indica a velocidade e a extensdo de
absor¢ao de um principio ativo em uma forma de dosagem, a partir de sua curva

concentracdo/tempo na circulagdo sist€émica ou sua excre¢do na urina." (22).
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3.3 Estudos Clinicos no Brasil

Com inicio de pesquisas farmacé€uticas com formulagdes genéricas, a
preocupacdo do governo em regulamentar tais medicamentos aumentou, o que resultou
na publicag¢do do Decreto n° 793, de abril de 1993, que apontou algumas diretrizes para
o controle e aprovagdo dos medicamentos genéricos de interesse no mercado nacional.
Com a Lei n° 9782, de 26 de janeiro de 1999, o governo brasileiro instituiu a Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitdria, a ANVISA, cuja funcido na drea de medicamento é
aprovar, registrar, controlar e inspecionar a producdo, a comercializacdo e o uso dos
medicamentos no Brasil. A falta de uma politica especifica para medicamentos
farmacéuticos e a inexisténcia de uma lei de patentes, até 1996, foram as principais
causas da existéncia da multiplicidade de medicamentos que continham o mesmo
principio ativo, porém estavam sendo comercializados por laboratdrios diferentes. Para
sanar tais problemas, foi instituida a Lei da Politica Nacional de Medicamentos
Genéricos, a Lei n° 9787 de 11 de fevereiro de 1999, sancionada pelo presidente da
Republica Fernando Henrique Cardoso, que estabelece o que € o medicamento genérico
e dispdes sobre a utilizacdo de nomes genéricos em produtos farmacéuticos, sob
fiscalizacdo da ANVISA (Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitdria). Essa resolucdo foi
atualizada com objetivo de melhor rever as exigéncias através da RDC 84 de marco de
2002, com o intuito de detalhar as regulamentacdes ja previstas na RDC 10. Esta nova
resolucdo transforma os anexos da RDC 10 em guias publicados na forma de resolugcdes
(RE), como a RE n°® 478 — Guia para provas de bioequivaléncia de medicamentos
Genéricos (42).

O objetivo dessa legislacdo € aumentar a oferta de medicamentos, o que
resultard numa maior concorréncia entre os fabricantes € na diminui¢do dos gastos da
populacdo com os mesmos (43).

Os laboratérios farmacéuticos com objetivo de obter registro do
medicamento genérico junto a ANVISA deveriam seguir os procedimentos apresentados
nas Resolucdes de n° 896 e 898, de 29 de maio de 2003 e na Lei n° 9.787, 10 de
fevereiro de 1999, que estabeleceram as bases legais para a institui¢io do medicamento
genérico no pais (44).
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No inicio, mesmo obedecendo as boas normas de fabricacdo e controle de
qualidade, a producdo de medicamentos contendo o mesmo principio ativo do
medicamento de referéncia, ndo garante a mesma eficdcia clinica, oferecendo risco das
doses administradas tornando-as sub-terapéuticas ou toxicas (24).

Portanto aumentou a aten¢do para os estudos de biodisponibilidade e
bioequivaléncia, no objetivo € regulamentar e avaliar a bioequivaléncia de formulagcdes
genéricas e de formulagdes de medicamentos ja existentes no mercado (44).

Os parametros farmacocinéticos avaliados nos estudos de bioequivaléncia
sdo aqueles relacionados ao processo de absor¢cdo do farmaco a partir da forma
farmacéutica administrada (24).

A quantidade de farmaco absorvida é obtida pelo valor da drea sob a curva
do tempo zero ao ultimo tempo de coleta (ASCy.). A velocidade de absor¢ao é avaliada
pela medida da maior concentracdo plasmdtica do farmaco atingida experimentalmente
(Cmax) ap6s a administragdo do medicamento. O parametro Tp.x € 0 tempo relacionado a
Cimax, também avaliado em estudos de bioequivaléncia, quando clinicamente relevante
(45).

O estudo de bioequivaléncia deve ser realizado utilizando-se
obrigatoriamente o mesmo lote empregado no estudo de equivaléncia farmacéutica
respeitada as restricdes de outras normas legais e regulamentares pertinentes e vice-
versa. Também se torna necessario o desenvolvimento de metodologias de baixo custo e
facil aplicacdo, com sensibilidade adequadas para cada tipo de estudo.

Para realizar o registro do medicamento genérico, é necessario o estudo de
farmacocinética comparada de farmacos deve ser realizado a fim de comparar se existe
bioequivaléncia entre o medicamento teste e o referéncia adotado como padrdao pelo
Ministério da Saudde.

Desse modo, o teste de bioequivaléncia realizado, de acordo com as Boas
Préticas de Clinica (BPC) e de Laboratério (BPL), empregando-se voluntérios sadios, é
fundamental para garantir que dois medicamentos que comprovaram a equivaléncia
farmacéutica apresentardo o mesmo desempenho no organismo em relagdo a
biodisponibilidade, expressa em termos da quantidade absorvida do farmaco, a partir da

forma farmacéutica administrada, e da velocidade do processo de absorc¢do (23,40).
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Os testes de bioequivaléncia sdo rotineiramente realizados hd décadas em
vdrios paises, mas pouco estudada no Brasil. H4 dezenas de livros produzidos sobre a
bioética aplicada a procedimentos terapéuticos inovadores com uso de células tronco ou
terapia genética, mas € escassa a literatura em lingua portuguesa acerca dos ensaios
clinicos com medicamentos realizados em proporcdo crescente em voluntarios sadios.
No Brasil, a iniciativa de dar inicio ao recrutamento de voluntdrios sadios para
participacdo em ensaios clinicos com medicamentos, coube a um professor da Unicamp,
o Médico Farmacologista Dr. Gilberto de Nucci, que recém desembarcara do pods-
doutorado em Londres em um instituto de pesquisa do St Bartholomew’s Medical
College, sob orientacdo de John Robert Vane, em meados de 1982 com o prémio Nobel
de Medicina. Nesta época, as normas regulatdrias no pafs eram escassas.

Os ensaios clinicos, ou experimentos, para teste comparativo de
medicamentos em voluntdrios sadios foram iniciados no Brasil em 1989, no
Departamento de Farmacologia da Universidade Estadual de Campinas (UNICAMP),
sete anos antes da regulamentacdo da realizacdo deste tipo de pesquisa no pais, embora
fosse uma pratica ja estabelecida em paises europeus e nos Estados Unidos. No Brasil,
apenas em 1996 surgiu uma regulamentacdo da pesquisa com humanos por meio da
Resolucdo n°® 196/96, que se estabeleceu os principios normativos, a decisdo voluntaria
do participante de pesquisa, a responsabilidade dos pesquisadores, além de determinar o
papel dos Comités de Etica em Pesquisa (CEPs) e da Comissdo Nacional de Etica em

Pesquisa (CONEP), do Ministério da Satide (46).

3.4 Medicamentos

3.4.1 Medicamentos Similares

Medicamentos similares surgiram no Brasil a partir de 1971, apds a
suspensdo do reconhecimento de patentes em 1969, quando os laboratdrios nacionais
puderam produzir medicamentos patenteados em outros paises, sem a necessidade de

apresentar o teste de bioequivaléncia para o 6rgio regulador. Dessa forma, esse tipo de
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medicamento apresentava obrigatoriamente um nome fantasia (marca) distinto do
medicamento original, o que significava que necessitava ser promovido junto a classe
médica em igualdade de condi¢des dos medicamentos originais, apesar de apresentarem
a mesma composicao quimica.

A denominacdo de medicamentos similares foi introduzida no mercado
brasileiro em 1976, com a publicacdo da lei 6360/76, chamada lei da Vigilancia
Sanitdria, que assegurou o direito de registro por similaridade a outros medicamentos ja
registrados.

Os medicamentos similares ja se utilizavam fortemente da estratégia de
precos reduzidos, comparados com os medicamentos originais, para se diferenciarem no
mercado, porém legalmente ndo poderiam ser “trocados” pelo farmacéutico quando da
apresentacdo de um receitudrio médico de um produto original (47).

Em 1983, tornou-se obrigatdria a impressdo do nome genérico (segundo a
DCB) da substancia ativa nas embalagens dos medicamentos, além da marca comercial
(nome de fantasia ou marca registrada (47).

A partir de 1990, a Organizacdo Mundial de Saidde propde que um genérico
s6 deve ser autorizado para comercializacdo quando a sua seguranga, eficicia e
qualidade tenham sido estabelecidas e documentadas, usando como referéncia o produto
inovador (47).

Ja em 1991, comecou a tramitar na Camara dos Deputados, em Brasilia, o
Projeto de Lei n° 2002 que visava abolir as marcas comerciais das embalagens de
medicamentos. Este projeto deu origem ao Decreto n° 793, de 05 de abril de 1993, que
determinava o uso da denominacdo genérica do firmaco nas embalagens, em tamanho
trés vezes maior que o da marca do medicamento. Porém, as diretrizes desse decreto nao
foram implantadas integralmente, por problemas técnicos e por falta de vontade politica
(47).

Com a san¢do, em 1996, da Lei de Patentes, voltou-se a situagc@o anterior a
1971: medicamentos patenteados no exterior e cuja patente ainda nao havia vencido ndo
podem ser copiados, devendo esperar o prazo de vencimento da patente, de 10 a 20 anos.
Nesta mesma época em que foi criada a Organizagdo Mundial do Comércio (OMC), o

mundo todo passou a ser pressionado para aceitar patentes de medicamentos (47).
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Sendo finalmente, em 1999, criado pelo governo federal, os medicamentos
genéricos, lei 9787, de 10 de fevereiro de 1999. Além de estabelecer o medicamento
genérico, alterou a Lei 6360/76 incluindo entre outras definicdes a do medicamento
similar “aquele que contém o mesmo ou os mesmos principios ativos, apresenta a
mesma concentracdo, forma farmacéutica, via de administragdo, posologia e indicacao
terapéutica preventiva ou diagndstica, do medicamento de referéncia registrado no 6érgao
federal responsdvel pela vigilancia sanitdria, podendo diferir somente em caracteristicas
relativas ao tamanho e forma do produto, prazo de validade, embalagem, rotulagem,
excipientes e veiculos, devendo sempre ser identificado por nome comercial ou marca”
(22).

Porém, de acordo com a Resolu¢do n° 391, de 9 de agosto de 1999, para
realizar-se um estudo de bioequivaléncia, a empresa deverd comprovar a equivaléncia
farmacéutica em relacdo ao medicamento de referéncia, e os resultados devem ser
apresentados conforme o guia para modelo de relatério de estudo de equivaléncia
farmacéutica (48).

Entdo passou a ser questionada as regras para registros dos similares. Nao
era possivel admitir a existéncia de classes diferentes de medicamentos. Com o objetivo
de adequar o mercado de medicamentos brasileiro e seguir as diretrizes da Politica
nacional de medicamentos, em 29 de maio de 2003, foram publicadas resolucdes que
estabeleciam novos critérios para registro de medicamentos similares (49), com base na
comprovagdo da equivaléncia farmacéutica e da biodisponibilidade relativa e critérios

para a adequagdo dos medicamentos similares, j4 registrados (50,51).

3.4.2 Mercado Brasileiro de Genéricos

A introdu¢do no mercado dos medicamentos genéricos acontece apds 0S
medicamentos originais patenteados perderem a sua patente, e dessa forma permitindo
que outras industrias possam produzir um medicamento equivalente ao medicamento
original a um preco extremamente mais competitivo. Tais fabricantes ndo precisardo

incorrer em custos de pesquisa e desenvolvimento e ndo fardo gastos de promog¢do junto
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a classe médica, uma vez que os medicamentos genéricos ndo possuem marca, mas
somente o principio ativo padrdo regulamentado pela ANVISA. A lei de patentes foi
regulamentada no Brasil apenas em 1996, todos os medicamentos registrados no pais até
essa data se tornaram potenciais medicamentos de referéncia para a introdugdo de
genéricos a partir de 1999.

A politica de medicamentos envolvendo a producdo, a garantia de qualidade,
a prescri¢do, a dispensacdo e o uso dos mesmos € parte fundamental de uma diretriz
preconizada pela Organizacdo Mundial da Saide para promocdo do uso racional de
medicamentos genéricos no pafs, conferindo a populacdo o acesso a medicamentos de
qualidade, com precos bem mais baixos. Porém, para que esse objetivo seja alcangado, é
fundamental a participacdo ativa e consciente dos profissionais responsdveis pela
prescricao e dispensagao dos medicamentos (47).

Nos 10 anos da presenca do genérico no mercado brasileiro, houve um
investimento por parte das industrias de US$ 170 milhdes para a construgdo e
modernizacdo de plantas industriais e previsao de investimentos até 2010 em torno de

USS$ 354 milhoes.

Atualmente, 4 das 6 maiores empresas farmacéuticas sao nacionais e essas 4
produzem genéricos (52). A figura 2 demonstra o crescimento do niimero de registros de
medicamentos no mercado brasileiro durante os anos de 2000 a 2010 e o griafico 1 o

nimero de registros por testes realizados.
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Figura 2: Crescimento no nimero de registros de medicamentos genéricos no mercado
brasileiro.
Fonte: Adaptado de

:http://www.anvisa.gov.br/hotsite/genericos/estatistica/l _valoresacumulados novo.pdf disponivel
em 23/03/2010.
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Numeros de registros medicamentos genericos:
Testes realizados”

bloaquivalencias: 39%

aquivaénclas
farmacé udca: 1%

* Nao foram contabilzados os & stes reprovados pela Anvisa

Blasimdc = 1508201

Gréfico 1: Numero registros medicamentos genéricos
Fonte:
http://portal.anvisa.gov.br/wps/wcm/connect/6a136380439b965f8584b507ebd78d7a/7 teste realizados.pd
fMOD=AJPERES. Acesso em 18 de maio de 2011.

A oportunidade criada com o mercado de medicamentos genéricos levou ao
surgimento e crescimento de vdrios laboratdrios nacionais especializados nesse tipo de
medicamentos. Uma demonstracio desse fato estd no ranking dos 10 maiores
laboratérios farmacéuticos brasileiros em 2006 de acordo com o Intercontinental
Medical Statistics (IMS). Segundo esse levantamento, dentre os dez maiores laboratérios
brasileiros, cerca de quatro laboratérios eram produtores nacionais de genéricos.
Adicionalmente, segundo dados da ANVISA, em novembro de 2008 ji existiam
medicamentos genéricos para cerca de 334 farmacos, perfazendo mais de 2.572
medicamentos genéricos diversos registrados e 92 laboratdrios fabricantes.

Como parte da transformacdo de mercado causada pela introducdo dos
genéricos no pais (Gréfico 2), nos dltimos anos a penetracdo desse tipo de medicamentos
vem aumentando consistentemente e se percebe uma diminuicdo sensivel da
participacdo dos medicamentos originais € uma acomodacdo da participacdo dos

medicamentos similares. Um fator crucial para o bom desempenho dos medicamentos
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genéricos é o apoio governamental para a sua divulgacdo que contribui para a

diminui¢do da resisténcia da populagdo em adquirir um produto distinto do medicamento

original.
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Gréfico 2: Evolugao da participacdo de mercado (Unidades)
Fonte: Intercontinental Medical Statistics (IMS)

Segundo Capanema (53) a infra-estrutura instalada no Brasil para a
realizacdo dos testes pré-clinicos e clinicos ainda é bastante precdria e ndo atende as
exigeéncias dos Orgdos regulatérios internacionais mais rigorosos, como FDA e EMEA.
Esse fato tem motivado as empresas nacionais farmac€uticas a realizar seus testes em
institui¢des localizadas em outros paises e a medida que as empresas nacionais passam a
investir mais em pesquisa e desenvolvimento de novos medicamentos, a demanda por
esses testes se torna mais significativa.

Em 2006, o mercado nacional movimentou cerca de US$ 9,8 bilhdes, com
1,4 bilhdes de unidades vendidas. Esses valores representam, respectivamente, um
aumento de 23,8% e 3,1% em relacdo aos dados de 2005. Em 2006, o IMS identificou
305 laboratdrios operando no Brasil, sendo que 232 s3o nacionais de propriedade
privada, 16 sdo publicos e 57 sdo estrangeiros (54).

Trata-se de um mercado extremamente pulverizado, onde o lider em vendas
possuia, no final de 2006, apenas 6,59% do mercado total. Os cinco maiores laboratoérios

possuem apenas 28% do mercado (54).
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A participacdo dos genéricos no mercado nacional vem crescendo de forma
constante, saindo de um patamar de 4,88% em 2002 até atingir 10,71% em 2006, em
vendas. Trata-se de um mercado dominado pelos laboratérios nacionais; os quatro
primeiros laboratérios sdo nacionais e dominam cerca de 80% do mercado em volume
de vendas. O IMS identificou 305 laboratérios operando no Brasil, sendo que 232 sdo
nacionais de propriedade privada, 16 sdo publicos e 57 sdo estrangeiros (54).

O ranking especifico dos laboratérios que atuam no segmento de genéricos
no Brasil mostra o dominio dos laboratdérios nacionais. Trés laboratérios nacionais
dominam 70% do mercado de medicamentos genéricos, tanto em valor quanto em
unidades vendidas (54).

Estudo do IMS Health, no ano de 2010, aponta uma expansdo sem
precedentes no mercado “Pharmerging”. Este termo € a nova classificagdao adotada pelo
Intercontinental Marketing Services Health Inc. (IMS), a fim de definir os 17 mercados
emergentes, de alto potencial em crescimento farmacéutico, no periodo de 2009 a 2013,
no qual o Brasil estd incluido. E previsto que a expansio no faturamento do mercado
farmacéutico mundial seja de US$ 90 bilhdes e que permitird crescimento anual de 48%
na economia mundial em 2013, muito acima dos 37% registrados em 2009. O mesmo
estudo indica mudancas significativas no cendrio econdmico global e de saude,
incluindo aumento dos niveis de acesso e financiamento a sadde.

O Brasil tem presenga neste mercado, apresenta crescimento da ordem de
US$10 bilhdes/ano. Com esta conjuntura, o pais se destaca em 9° no ranking mundial
em volume financeiro, ultrapassando economias como Canadd, Russia e India (55).

Este mercado possui caracteristicas distintas daquelas do mercado de
medicamentos de marca. A discussdo a respeito da competitividade da industria
farmacéutica nacional somente faz sentido em termos de segmento de genéricos. Ela ndo
existe no caso dos produtos patenteados e nao hd nenhuma perspectiva de deixar de ser a
médio e longo prazos (56).

O sistema de protecdo patentdria € um dos fatores limitantes na concorréncia
em precos. Portanto o segmento de produtos genéricos € possivel a concorréncia de
precos. Expirada a patente, permite-se a entrada de outros produtos ao mercado, o que

provoca queda dos precos. Neste segmento a propaganda e a inovacao do produto tem
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importancia secunddria, quanto que a tecnologia de processo e escala minima tem um
peso mais importante na reducdo de custos (57).

Conforme esclarece Pinto (58), os medicamentos genéricos devem passar,
obrigatoriamente, por testes de bioequivaléncia com o medicamento de referéncia. Por
outro lado, a partir de abril de 2001, os medicamentos similares passaram, também, a ter
que comprovar sua bioequivaléncia com o medicamento de referéncia.

Existe um consenso a respeito dos medicamentos similares de que irdo
desaparecer do mercado e que, como acontece em outros mercados, 0os negdcios serdo
divididos em lancamentos com patentes e medicamentos genéricos. O custo envolvido
nos novos testes exigidos pela legislacdo, a serem realizados na renovacao do registro do
similar, pode inviabilizar o produto para os laboratdrios de pequeno e médio portes.

O papel dos laboratdrios nacionais tornou-se mais significativo na medida
em que passaram a ter maiores chances de competir quando se trata do mercado de
medicamentos genéricos.

Desta forma, os medicamentos genéricos representaram uma oportunidade
para os laboratérios nacionais. Pinto (58) afirma que € esperado que as subsididrias de
laboratérios estrangeiros instaladas no Brasil fabriquem mais medicamentos de
referéncia e as nacionais, mais produtos genéricos.

Silva e Cohen (59), analisando o impacto do advento dos genéricos nas
estratégias da indudstria farmacéutica brasileira, concluem que, a partir do aumento da
oferta de medicamentos genéricos, a partir de 1999, os laboratérios que mais lancaram
medicamentos sdo justamente aqueles que decidiram investir nesse novo mercado. Os
autores entendem que o crescimento desses laboratérios deveu-se a utilizagdo da
estratégia de custos, adequada para o mercado de medicamentos genéricos. Além disso,
destacam a dificuldade de as subsididrias de laboratérios estrangeiros adaptarem-se a
mudanca do ambiente gerada pelo advento dos medicamentos genéricos que criou novas
opg¢Oes de compra para os consumidores.

Com relagdo aos precos dos medicamentos, apesar de os genéricos terem
criado uma competicdo por precos, dois anos apds sua implanta¢io, nao houve a reducao
de precos esperada Lisboa et al. (60). Da mesma forma que nos Estados Unidos, os

lideres de mercado optaram por aumentar seus precos, voltando-se para um mercado
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menos eldstico que resiste a substituir um medicamento de marca pelo seu genérico.
Existe necessidade de reducdo da assimetria de informacdo sobre a qualidade dos
genéricos a fim de se reduzir a concentracdo dos mercados, levando a uma diminuicao
dos precos dos medicamentos lideres Lisboa et al. (60).

Godoy et al. (61) publicaram um estudo demonstrando que a introdu¢do dos
medicamentos genéricos resultou em uma nitida reduciao dos precos dos medicamentos
de referéncia e similares. Os resultados do estudo demonstraram que as diferencas de
precos entre os medicamentos genéricos e de referéncia estdo diminuindo e que alguns
laboratérios detentores do registro do medicamento de referéncia optaram por reduzir
seus precos, conseqiientemente, a perda de receita. Os autores atribuem tais redugdes de
precos a dois motivos, sendo o primeiro a sinalizagdo do governo para o mercado,
através da exigéncia de testes mais rigorosos, de que os medicamentos genéricos
possuem qualidade e em segundo lugar, viriam as iniciativas de propaganda

governamental visando informar o consumidor a respeito dos genéricos.

3.4.3 Pesquisa Clinica

Os ensaios clinicos com seres humanos foram iniciados ao redor da década
de 1930, seguindo-se os primeiros ensaios clinicos “simples” cego randomizados e
controlados. Por volta de 1950, o pesquisador inglés Harry Gold passou a adotar os
ensaios “duplo cegos”.

Pesquisa Clinica pode ser definida como sendo um estudo sistematico que
segue métodos cientificos aplicdveis aos seres humanos, denominados voluntarios ou
“sujeitos” da pesquisa, sadios ou enfermos, de acordo com a fase da pesquisa. Quando
realizada com medicamentos, tem como objetivo bésico verificar os efeitos de seguranca
e tolerancia e relacionar os efeitos adversos, além de analisar a absor¢do, distribuicao,
metabolismo e excrecao dos principios ativos, a fim de que se estabelecam a eficicia e a
seguranca do produto (62).

Atualmente, a Farmacologia Clinica desenvolve estudos farmacocinéticos e

elaboragdo, execugdo e andlise de ensaios clinicos, para verificar a seguranga, qualidade
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e eficacia dos medicamentos em seres humanos, conhecidos como estudos ou testes de
bioequivaléncia.
Estudos clinicos utilizando farmacos em seres humanos sdo divididos

convencionalmente em 4 fases:

3.4.3.1 Fase Pré-Clinica

Toda nova molécula, identificada em experimentacdes in vivo com potencial
terapéutico, deverd ser aplicada em animais antes de ser aplicada em seres humanos.
Buscam-se informacgdes sobre atividade farmacoldgica e seguranca. Os produtos que
demonstram atividade farmacoldgica especifica e perfil de toxicidade aceitdvel passam a

fase seguinte.

3.4.3.2 Fase 1

E de extrema importancia, neste momento se administra em seres humanos,
novos principios ativos ou novas formulacdes de farmacos. Envolve cerca de 20 a 100
individuos, sendo geralmente voluntdrios sadios, de acordo com a classe do farmaco a
ser avaliado. Sdo estudos de farmacologia clinica, nos quais se busca avaliar suas
caracteristicas de seguranca e do perfil farmacocinético. A fase I envolve também

estudos de biodisponibilidade e metabolismo do farmaco.

3.4.3.3 Fase II (Pesquisa Terapéutica Piloto)

Estes estudos constituem a primeira administragdo do medicamento a
pacientes, envolvendo cerca de 50 a 300 individuos. Tém como objetivo estudar o
potencial terapéutico e os efeitos colaterais do medicamento, além de estabelecer o
intervalo mais apropriado entre as doses. Os ensaios de fase II servem como um
processo de separacdo, para selecionar os farmacos com real potencial terapéutico das

inativas ou toxicas.
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3.4.3.4 Fase III (Pesquisa Terapéutica Ampliada)

Sao estudos terapéuticos multicéntricos, envolvendo no minimo 250
individuos portadores de enfermidade ou condi¢do patolégica para a qual o novo
produto pretende ser aplicado. Avalia a eficdcia, segurangca e compara o farmaco com
placebo ou farmacos ja disponiveis no mercado com a mesma finalidade terapéutica.
Exploram-se nesta fase o tipo e perfil das reacdes adversas mais freqiientes. E apés a
conclusdo dos estudos na Fase III em geral, que se obtém aprovacgao para uso comercial
por parte das autoridades regulatdrias. Para alguns pesquisadores o termo ensaio clinico
se refere especificamente a fase III, que € mais rigoroso e extenso tipo de investigacdo

clinica de um novo tratamento (62).

3.4.3.5 Fase IV (Pesquisa Pos-Comercializacao)

Geralmente, sdo estudos de vigilancia pds-comercializacio, para estabelecer
o valor terapéutico, o surgimento de novas reacdes adversas e/ou confirmacdo da
freqiiéncia de surgimento das ja conhecidas, e as estratégias de tratamento. Sao
realizados com base nas caracteristicas com que foi autorizado o medicamento e/ou
especialidade medicinal.

Assim, entre os estudos que buscam identificar parametros iniciais de
eficdcia e seguranca, estdo os estudos de biodisponibilidade, quando os dados de
absorc¢do, distribui¢do, metaboliza¢do e eliminacdo, bem como efeitos adversos ainda
nido sao totalmente conhecidos. Nestes estudos, uma monitorizacdo médica rigorosa
durante toda fase de investigacdo do farmaco faz-se necessdria. Estudos de
bioequivaléncia, por outro lado, apresentam, como principal propésito, obter evidéncias
de que uma formulacdo teste ndo € diferente, do ponto de vista farmacocinético, de uma
dada formulacdo referéncia. Estes estudos sdo realizados geralmente como base para
solicitacdo de registro de um medicamento genérico. Conduzidos habitualmente em
voluntdrios sadios, ou seja, um estudo ndo terapéutico, as caracteristicas

farmacocinéticas e farmacodinamicas do farmaco estudado ja sdo conhecidas,
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apresentando assim um risco menor que estudos iniciais de biodisponibilidade. Nesta

fase pos-comercializagdo podem ser incluidos mais de 1000 voluntérios (62).

3.4.3.6 Critérios de seguranca:

A conceituacdo de evento adverso em estudos clinicos e sua correta e pronta
notificacdo, quando necessario, sdo fundamentais para que um estudo clinico seja
corretamente conduzido.

Todos os eventos adversos observados ou voluntariamente relatados,
independentemente do grupo de tratamento ou de suspeita de relagdo causal com a
medicacdo em estudo, deverdo ser registrados na pagina correspondentes a Eventos
Adversos, necessariamente presentes na Ficha Clinica.

SituacOes que envolvam eventos adversos a medicamentos, doencas que se
iniciem durante o estudo ou exacerbacdes de doengas preexistentes também deverdo ser
registradas.

Exacerbacdo de doenga preexistente, incluindo a doenca em estudo, é
definida como manifestacdo da doenga que indique piora significativa da gravidade da
mesma em comparagdo a gravidade observada no inicio do estudo. Pode incluir piora na

gravidade, aumento na freqii€éncia ou novos sinais ou sintomas (17).

3.5 A Industria Farmacéutica

A industria de medicamentos genéricos teve origem na década de 60, sendo
os Estados Unidos o primeiro pais a adotar essa politica, mas somente em 1984 houve
condic¢des especificas para o crescimento da industria de genéricos (47).

O mercado brasileiro estd entre os quinze maiores do mundo e faturou em
2005, cerca de R$ 22 bilhdes (9 bilhdes de dolares). Antes da forte desvalorizacdo
cambial em janeiro de 1999, essa cifra era superior aos 10 bilhdes de dolares.

De acordo com pesquisa intitulada “Mercado Mundial de Genéricos”
disponivel no site da ProGenéricos (52), demonstra que o crescimento anual do mercado

de genéricos estd ao redor de 17% e movimenta aproximadamente 55 bilhdes, sendo
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destaque os Estados Unidos da América que apresenta vendas na ordem de US$ 20
bilhdes, o que corresponde a 60% das prescricdes e custa de 30 a 80% menos que 0s
medicamentos de referéncia. Assim, os norte-americanos economizam entre US$ 8 e 10
bilhdes ao ano com a aquisi¢do de medicamentos genéricos.

No Brasil, no ano de 2008, a cada 10 medicamentos mais prescritos 8 eram
genéricos, (60% a mais do que em 2007). Os medicamentos genéricos custam, em
média, 40% menos que os medicamentos de referéncia quando entram no mercado

brasileiro (63,64). A Tabela 1 mostra a participagdo dos genéricos em varios paises.

Tabela 1: Participagdo dos Genéricos no Mercado Farmacéutico Mundial

Pais % em valor (US$) % em unidades vendidas
E.UA 13 60
Alemanha 26 60
Reino Unido 26 60
Canada 22 45
Franca 14 35
Espanha 13 30
Brasil 14 20

Fonte: Adaptado de IMS Health, junho 2008. Disponivel em:

http://www.progenericos.org.br/mercado.shtml Acesso em 30 mai 2011.
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3.5.1 Consideracoes sobre as Induastrias Farmacéuticas do estudo

3.5.1.0 Aché:

Presente hd mais de 40 anos no mercado farmacéutico nacional e atua nos
segmentos de prescricdo, genéricos e de medicamentos éticos. Seu portfélio engloba 217
marcas em 500 apresentagdes. Em 2008, as vendas totais da companhia foi de R$ 1,493
bilhao, representando um crescimento de 14,7% em relagdo ao ano anterior. A unidade
de negdcios de prescrigao foi responsavel por 69,5% desta demanda, totalizando R$
1,038 bilhdo, seguida pela unidade de genéricos, com 19% ou R$ 284 milhdes e pela
unidade MIP, com 11,5% ou R$ 171 milhdes. Com isso, a participagdo no mercado
brasileiro foi de 5,7% em valor, ocupando a quarta colocacdo. Em receitudrio, a
companhia manteve a lideranca do setor, com a marca de 6,73%.

Merece destaque o desempenho das unidades de prescricao e genéricos, que
cresceram acima da média do mercado farmacéutico total e evidenciaram a retomada de
crescimento da companhia. A Aché entrou no mercado de genéricos em 2005 com a
aquisicdo da Biossintética. Sendo o segmento dos genéricos 0 que mais cresceu entre os

lideres, consolidando-se na terceira posi¢ao do ranking (65).

3.5.1.1 Eurofarma:

A Eurofarma iniciou em 1972, com o nome de Billi Farmacéutica,
fabricando medicamentos para terceiros, laboratdérios nacionais € multinacionais. Com o
passar dos anos e o aumento da percep¢ao de mercado e oportunidades, a empresa
adquiriu outras companhias e passou a fabricar e comercializar marcas préprias e sob
licenca de multinacionais. Em 1993, adotou o nome Eurofarma, atuando em diversas
frentes de mercado sob uma Unica marca. Atualmente o laboratério comercializa
medicamentos para dreas humanas e veterinaria, por meio de nove Unidades de negdcio:
Farma (prescricio Médica), Genéricos, Hospitalar, Licitagcdes, Oncologia, Pearson

(Veterinaria), Servigos a Terceiros, Exportacdo e Euroglass (produ¢do de ampolas e de
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frascos de vidro neutro tipo I). Produz cerca de 150 milhdes de unidades (caixas) por
ano e teve um faturamento de R$ 1,04 bilhdao em 2007.

Nos ultimos anos, em funcdo do crescimento e planos de expansdo, a
empresa tem em meta um investimento de R$ 280 milhdes na constru¢do de seu novo
complexo fabril em Itapevi, no estado de Sao Paulo.

O IMS Health aponta que o setor teve um crescimento médio de 12% em
2008, enquanto a companhia cresceu 21%.

Os genéricos tem um papel menor dentro do portfélio da empresa. A
associacdo dos genéricos ao laboratdrio é provavelmente resultante da propaganda nos
pontos de venda. A divisdo de genéricos iniciou suas atividades em 2001. Em 2008, o
seguimento de 137 produtos respondeu por 16% do total do faturamento.

A empresa tem como objetivo para 2015 estar entre as trés maiores
companhias farmacéuticas do pais e fabricar seus proprios medicamentos inovadores,
além de trazer produtos de alto valor agregado para seu portfélio, por meio de parcerias.
Nos udltimos anos, sua grande performance foi baseada nos genéricos e similares que tem
contribuido para um crescimento de 15 a 20% nos tultimos cinco anos.

O departamento de pesquisa, desenvolvimento e inovacdo atualmente
trabalha com 15 projetos e compreende as dreas de pesquisa clinica, equivaléncia
farmacéutica e desenvolvimento farmacotécnico.

Na drea de pesquisa clinica sdo gerenciados os projetos inovadores, de

pesquisa clinica e as parcerias com universidades (66).

3.5.2 Fator Economico

O medicamento genérico no Brasil é de extrema importincia para os
administradores publicos, visto que o Sistema Unico de Sadde (SUS) garante
gratuitamente o acesso da populagdo aos medicamentos essenciais e sabe-se que
medicamentos genéricos (em sua maioria) tem seu preco final, menor que um
medicamento original (67).

Existem vdérias apresentagdes de Fenoximetilpenicilina comprimidos de

500.000 UI disponiveis no mercado, o medicamento genérico custa R$ 11,05
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(Fenoximetilpenicilina Teuto); os similares R$ 7,52 (Meracilina Aché) e R$ 12,34
(Penicillin V da Teuto); o referéncia R$ 18,12 reais (Pen-Ve-Oral da Eurofarma).
Valores extraidos do site consulta remédios em 01/05/2011 correspondem a embalagem

com 12 comprimidos de fenoximetilpenicilina 500.000UI (68).

3.19 Analises Cromatograficas

3.19.1 Principios de Cromatografia

O principio da cromatografia foi inicialmente desenvolvido pelo quimico
David Talbot Day em 1897. Em seus resultados, Day e colaboradores observaram a
separacdo de fracdes de petréleo ao longo de uma coluna empacotada co sélidos (tais
como terra ou argila), publicando este trabalho em (69,70). Paralelamente aos estudos de
Day, o botanico Michael Semenovich Tswett estudava um método para separar
pigmentos de plantas, passando solugdes destes componentes através de coluna de vidro
empacotada com carbonato de cdlcio. Em 1903, Tswett criou o termo cromatografia, nao
se sabe se por ter separado pigmentos de coloragdes (em grego chroma significa cor e

graphein significa escrever) ou porque Tswett significa ‘“cor” em russo, e a

cromatografia seria a “técnica de Tswett” (69,70).

3.19.2 Métodos Analiticos aplicados a Testes de Bioequivaléncia

O desenvolvimento do método € a etapa mais importante nos estudos de
bioequivaléncia, visto que a confiabilidade dos resultados desses estudos estd na
dependéncia direta da etapa analitica. O método de quantificacdo deve apresentar
sensibilidade, especificidade/seletividade para cada analito, precisao e exatiddo além de
ser relativamente simples, de modo a minimizar os erros (71).

Durante esta etapa é de suma importancia o monitoramento de todos os
passos do método de preparagao e andlise das amostras, 0s quais envolvem 0s processos
de extracdo, separagdo, purificacdo, identificacdo e quantificagdo do fairmaco na matriz

bioldgica (72,73).
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A quantificagdo de farmacos em amostras bioldgicas, sobretudo em plasma
de voluntdrios e/ou pacientes, coletadas em estudos clinicos de farmacocinética t€m sido
procedimento usual na determinagao da nao inferioridade de medicamentos (74).

Matrizes biolégicas como sangue, plasma, urina, saliva e fluido cérebro
espinhal e tecidos contém grande quantidade de compostos endégenos que podem
interferir no método analitico (71). O conhecimento dessas matrizes e da
farmacocinética do principio ativo ordena o desenvolvimento das técnicas de extracdo e
deteccao utilizadas para assegurar especificidade/seletividade para a determinacdo do
limite de quantificacdo e faixa linear (75).

Os componentes enddgenos presentes sdo potenciais interferentes em
andlises cromatograficas (75). O pré-tratamento das amostras tem a finalidade de
eliminar os interferentes, extrair o fAirmaco com altas recuperacdes e, em determinadas
ocasides, pré-concentrar, quando se faz necessario um aumento na sensibilidade do
método (74).

O desenvolvimento de métodos de extragdo estd relacionado com as
propriedades dos analiticos de interesse, o limite inferior de quantificacdo desejado, a
natureza da matriz, o tipo de cromatografia utilizada para etapa de separacdo e o tipo de
detector utilizado para a quantificacao.

As técnicas mais comumente utilizadas para extragdo e concentracdo de
compostos presentes em fluidos bioldgicos tém sido: precipitagdo de proteinas, extracao
liquido-liquido e extracdo em fase sélida (76,77).

O desenvolvimento de um método cromatografico nem sempre € uma tarefa
simples, visto que, um numero substancial de fatores relacionados ao farmaco em
estudo, pode influenciar no resultado final (78).

Quanto aos testes de bioequivaléncia, ndo se tem um consenso em relacao ao
melhor método na mensuragdo da concentracdo de formacos nas amostras bioldgicas, no
entanto, sabe-se que o método precisa ser exato, preciso e especifico.

Entdo, métodos que envolvam cromatografia liquido-géds, CLAE, técnicas de
fluorescéncia, espectrometria de massa radioimunoensaio, entre outros, podem ser

empregados.
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3.19.3 Extracao liquido-liquido

E baseada na diferente solubilidade do analito em dois solventes imisciveis.
Este principio € bastante utilizado na preparacdo de amostras para andlises
cromatogréficas, principalmente pelo baixo custo e facil operacdo. A extracdo € eficiente
na diferente na remoc¢do de interferentes e aumenta a concentragdo do analito na
amostra. Geralmente adiciona-se um solvente organico (pouco polar) imiscivel a
amostra aquosa (polar), num valor adequado de pH. A mistura é agitada e
posteriormente centrifugada. Remove-se a fase organica e seca-se sob fluxo de ar ou
nitrogénio. Ressuspende-se o residuo na amostra e injeta-se no sistema cromatografico
(75).

Para o desenvolvimento de método de extracdo utilizando solventes
organicos como extratores € necessdrio o conhecimento das caracteristicas fisico-
quimicas do analito, tais como: polaridade, pKa, solubilidade, coeficiente de parti¢ao.

A extracdo liquido-liquido (ELL) apresenta vantagens e desvantagens na sua
utilizacdo. Dentre as vantagens podemos citar o baixo custo e a boa aplicabilidade em
um amplo espectro de compostos, com extratos limpos, boas recuperagdes e boa
reprodutividade. A formagao de emulsao entre a fase aquosa e a fase organica durante o
processo de agitacdo, o alto nivel de residuos téxicos ao meio ambiente e aos
profissionais (69) além dos processos demorados diante do elevado nimero de amostras
se caracterizam como as principais desvantagens da ELL, além de ndo se apresentar

adequada para a extragdo de compostos altamente polares.

3.19.4 Extracao em Fase Solida

A extragdo em fase s6lida (EFS) € uma técnica de separacdo baseada nos
mecanismos de separacdo da cromatografia liquida, também conhecida como
cromatografia cldssica (77).

Em meados da década de 70, a EFS surgiu como uma nova técnica utilizada
na diminuicdo dos problemas existentes na quantificacio de compostos em matrizes

complexas como o plasma humano. Hoje em dia a extracdo em fase solida se configura

78



como uma das ferramentas mais poderosas para a extragdo e/ou pré-concentracdo de
analitos presentes em matrizes complexas (75).

A extracdo em fase sélida (fig. 3) emprega solventes recheados em cartuchos
ou adsorvidos em discos e os mecanismos de reten¢do sdo idénticos aqueles envolvidos
em cromatografia liquida em coluna. Essa técnica € bem compativel com a CLAE de
fase reversa e é de facil automacao. Entretanto apresenta reten¢do insuficiente de muitos
compostos polares, seletividade limitada e elevado custo operacional. Além disso, é
significativa a quantidade de solventes organicos, mesmo que seja menor que na usada
em extragdo liquido-liquido (79).

As vantagens da extragdo fase sélida em relagdo a extracio liquido-liquido
sdo: rapidez, recuperacdes mais altas, boa precisdo e exatiddo, extratos muito limpos,
capacidade de processar pequenos e grandes volumes de amostras, cartuchos e colunas
de extracdo descartdveis, andlise de analitos voldteis, ndo hd formagcdo de emulsdes e
obtencdo de uma alta seletividade pela variedade de fases sélidas e procedimentos de

extracdo disponiveis (80).
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Figura 3: Procedimentos de extragdo em fase soélida

Fonte: www.biotage.com/graphics/9223.ipg
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3.19.5 Cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE)

Entre os métodos modernos de andlise, a cromatografia ocupa um lugar de
destaque devido a sua eficiéncia para efetuar a separacdo, a identificacdo e a
quantificacdo das espécies quimicas, isoladamente ou em conjunto com outras técnicas
instrumentais de andlise, como por exemplo a espectrometria de massas (81).

A cromatografia € um processo de separacdo de compostos de uma mistura
através 26 de duas fases imisciveis, uma delas deslocando-se em relacdo 4 outra que
permanece estaciondria. A separagdo cromatografica se efetua através da migracao
diferencial dos componentes da mistura no sistema bifasico. A primeira fase (em
movimento) é denominada de fase modvel e a segunda (estaciondria) de fase fixa ou
estacionaria (82).

A separacdo cromatografica baseia-se na migragdo diferencial dos
componentes de uma mistura, que ocorre devido as diferencas entre duas fases
imisciveis, a fase movel e a fase estaciondria, e no alargamento de bandas, que ¢é
dependente de processos fisicos e ndo de equilibrio. Estas interacdes podem ser
realizadas por meio de interagdes do tipo pontes de hidrogénio, interacdes eletrostaticas
e hidrofébicas ou for¢as de Van der Waals, entre outras (17).

A migracdo diferencial resulta da diferenca de equilibrio dos analitos entre
as duas fases imisciveis e € determinada pelos fatores que afetam este equilibrio como
composi¢ao da fase mdvel, composi¢cao da fase estaciondria e temperatura da separacao.
Mudangas em qualquer um destes fatores levam a alteragdes na migragao diferencial.
(17)

A grande variedade de combinagdes entre fases modveis e estaciondrias a
torna uma técnica extremamente versatil e de grande aplicacao (81).

A cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) surgiu como a aplicagao
de cromatografia liquida as teorias e instrumentacdo desenvolvidas originalmente para
cromatografia gasosa (81).

A CLAE usa pressoes elevadas para forcar a passagem do solvente através

de colunas fechadas que contém particulas microporosas com grande pureza e formato
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esférico, que sdo permedveis ao solvente e tém uma 4drea superficial de vdrias centenas
de metros quadrados por grama. As andlises sdo mais rdpidas e a eficiéncia € muito mais
elevada quando comparada a cromatografia liquida cldssica. Permite o uso de detectores,
tais como ultravioleta, indice de refracdo, espectrometria de massas, fluorescéncia,
condutividade e eletroquimicos (83).

As amostras devem ser tratadas antes de injetadas na CLAE. Utiliza-se como
pré-tratamentos: precipitacdo de proteinas do soro ou plasma, extragao liquido-liquido e
liquido-sélido. Adiciona-se um padrdo interno a amostra no inicio do processo para
compensar perdas por transferéncia e variacdes de volume nas diferentes etapas, uma
vez que o método extrativo do analisado possa vir a interferir na exatiddo, precisdo e
seletividade do processo. A recuperacdo do analisado ndo precisa ser necessariamente de
100%, mas a extensdo da recuperacdo do analisado e do padrdo interno deve ser

consistente, precisa e reprodutiva (84).

ist
ilid:mu medidor de pressdo
bombeamento
. walvula de
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Figura 4: Esquema simplificado do Sistema de Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE)
Fonte (84).
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3.19.6 Detectores para CLAE

A funcdo destes equipamentos € a detec¢do dos compostos vindos do

eluente da coluna. Tipos de detectores:

e UV/Visivel;

¢ Fluorescéncia;

« Indice de Refracio;
¢ Infra-vermelho;

* Eletroquimicos;

* Espectrometria de massas.

Os detectores mais freqiientemente utilizados em cromatografia a liquida de
alta eficiéncia sdo os espectrofotométricos (UV/Vis). Os detectores espectrofotométricos
sao utilizados para detectar compostos com grupamento cromoéforo (85).

Tais detectores consistem de uma célula de fluxo localizada no término da
coluna cromatografica. A radiagdo ultravioleta atravessa, constantemente, pela célula de
fluxo e é recebida no detector. Com o sistema em funcionamento, as substancias sao
eluidas da coluna, passam pela célula de detector e absorvem a radiacdo, resultando em
alteracoes mensurdveis no nivel de energia. Esses detectores podem apresentar
comprimento de onda fixo, varidvel ou multiplo (85).

Detectores de comprimento de onda fixo operam em um unico valor,
tipicamente 254 nm, emitido por uma lampada de mercurio de baixa pressao. Aqueles
com comprimento de onda varidvel contém uma fonte continua de emissao, como uma
lampada de deutério ou xendnio de alta pressdo, € um monocromador ou um filtro de
interferéncia, de modo a gerar radiagdo monocromadtica a um valor selecionado pelo
operador, podendo, ainda, ser programados para alterar o comprimento de onda durante
o desenvolvimento da andlise. Os detectores de comprimento de onda multiplo medem
simultaneamente, a absorbancia em dois ou mais comprimentos de onda, sendo

denominados de detectores de arranjo de diodos. Nestes, a radiacdo ultravioleta é
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transmitida através da célula de fluxo, absorvida pela amostra e entdo separada em seus
componentes originais, que sdo detectados, individualmente, pelo detector de
fotodiodos, registrando dados de absorbancia em toda a faixa do espectro do ultravioleta

e visivel e os espectros de cada pico registrado no Cromatograma (85).

3.20 A técnica HPLC

A técnica HPLC faz andlises mais rdpidas do que a cromatografia cldssica,
com alta resolugao e eficiéncia. Dependendo do detector pode atingir sensibilidade em
nivel de parte por bilhao ou trilhdo.

Dentre as técnicas analiticas de separacdo, a HPLC ¢ a mais usada,
possuindo alta sensibilidade, féacil adaptacdo em determinacdes quantitativas acuradas,
adequacdo a separagdes de espécies nao voldteis ou termicamente instdveis, ampla
aplicabilidade a substancias, como por exemplo, proteinas, dcidos nucléicos,
hidrocarbonetos, pesticidas, entre outros (70).

Um dos detectores mais utilizados para separagdes por HPLC é o detector de
LC-MS, porém na andlise alguns medicamentos ainda é possivel a deteccdo por UV-
visivel, obtendo-se resultados validados. Nestes, empregam-se detectores de
fluorescéncia, de indice de refracdo, entre outros. Estes detectores de UV-Visivel se
baseiam no principio de absorcdo de luz ultravioleta ou de luz visivel, quando amostra
sai da coluna e passa por uma pequena célula de escoamento mantida no feixe de
radiacdo. Os detectores espectrofotométricos podem apresentar comprimento de onda

fixo, operam tipicamente em 254nm (86,87).

3.20.1 Espectrofotometria no UV/VIS

Os detectores de ultravioleta-visivel (UV-VIS) baseiam-se na Lei de

Lambert-Beer, que estabelece uma relagdo linear entre Absorbancia e Concentragao.
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A andlise espectrofotométrica quantitativa por absor¢do tem como principio
a relacdo direta existente entre a quantidade de luz absorvida e a concentragdo da
substancia, também conhecida como lei de Beer.

Quando a concentragdo (c) é expressa em mol/L-1 e o caminho 6ptico (b) em

centimetro, a equacao torna-se:

A=¢gb.c
Onde:
A = absorvancia, logaritmo do inverso da transmitancia (A = - log T)

€ = absortividade molar.

T = transmitancia

A absorbancia, por sua vez, é proporcional a transmitdncia, fracdo de luz
transmitida. Quando o conteido da célula é transparente a radiagdo empregada (UV ou
VIS), a transmitancia € 100 % e evidentemente a absorbancia ¢ ZERO. Entretanto,
quando chega a célula uma substancia que absorva essa luz, o sistema de deteccdo mede
a diferenca em intensidade, gerando o cromatograma correspondente.

Os instrumentos mais comuns (e mais baratos) utilizam como fonte de
radiagdo uma lampada de mercurio, cuja radiagdo € monocromdtica (discreta), com
comprimento de onda de 254 nm. Esses instrumentos, portanto, operam com um
comprimento de onda fixo (inico). A Fig 5 representa um diagrama esquematico desse
tipo de instrumento. Como a regido util da radiagdo UV varia de 190 nm a 370 nm, é de
se esperar que mesmos os compostos que absorvem luz UV ndo venham a ser detectados
em um detector do tipo fixo, ou que sejam detectados com baixa sensibilidade.

Para se conseguir uma varredura em toda a regido UV, € primordial,
evidentemente, que a fonte de radiacdo possa emitir luz com todos os comprimentos de
onda da faixa de interesse (fonte ndo monocromatica, ou continua). Para tanto, emprega-

se a lampada de deutério.
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Nesse caso, o instrumento (UV varidvel) necessita de um dispositivo que
selecione um determinado comprimento de onda, de modo a irradiar a amostra com uma
luz monocromatica. Esse dispositivo chama-se “monocromador”. A selecdo do
comprimento de onda pode ser manual (UV ajustdvel). Nesse caso, comporta-se como
um UV fixo, embora possa ser selecionado qualquer comprimento de onda dentro da
regidao UV.

Existe um outro tipo de equipamento (UV de varredura), no qual a altera¢do
do comprimento de onda é automadtica, indo de um ao outro extremo da regido UV, em
um intervalo de tempo muito menor que o tempo de residéncia da amostra na célula
analitica. Com esse equipamento, substincias que absorvam em comprimentos de onda
bem diferentes podem ser detectadas em uma tnica corrida.

Também existem equipamentos que operam na regido visivel (400-750 nm),
que empregam uma lampada de tungsténio, cuja radiacdo também € continua.

Finalmente, existem equipamentos que operam em ambas as faixas (UV-VIS) (88).

Célila de
Fefaréncia
] | E
Haida pata
- Registrador
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1 Andlise
Parte Otica F':'dt':' %EE’LDI’ES Controle da
T e Bilicio Balance
Simplificada (ZERCH

Figura 5: Detector de Ultravioleta Fixo
Fonte: (88).
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3.20.2 Padrao Interno

3.20.2.1 Padronizacao Interna e Externa

Dentre os métodos de quantificacdo, a padronizacdo interna € a que possui
maior capacidade de eliminar erros técnicos, sendo selecionada para a quantificacdo dos
farmacos em fluidos bioldgicos. Este método consiste em comparar a relacdo entre a
area/altura obtida do composto e a do padrao interno, empregando diversas
concentracdes do composto em estudo e uma concentragao fixa do padrao interno.

Adiciona-se uma quantidade conhecida do padrdo interno a amostra e
determina-se a relagc@o entre as dreas/alturas do pico cromatografico, eliminando os erros
decorrentes do procedimento de extragdo e erros de injecao.

O padrao interno ideal corresponde a uma substancia que tenha um tempo de
retencdo diferente ao farmaco analisado, mas que seja proximo a ele, e que nao
influencie a andlise. O padrdo interno deve possuir propriedades quimicas semelhantes
ao composto analisado, estar presente em concentragdes similares, ter tempo de retencao
préoximo ao composto problema sem causar interferéncia, ser inerte e nao fazer parte da
amostra. A padronizacdo externa consiste em comparar a drea ou altura do pico
correspondente a quantidades conhecidas do composto problema com a do mesmo
composto na amostra cuja concentracdo se deseja determinar (89). Preparam-se solucdes
da substancia a ser quantificada em diversas concentragdes; obtém-se 0 cromatograma
correspondente a cada uma delas e relacionam-se as dreas obtidas com as concentragdes.
Utilizando a equacdo da curva resultante, pode-se calcular a concentracdo desta
substincia na amostra a partir da drea da substincia obtida no cromatograma resultante
de uma inje¢do separada. Este método € sensivel a erros de preparo das amostras e dos
padrdes, da injecao das solugdes padrido e das amostras. Por isso deve ser feito a cada
andlise.

A escolha do padrdo interno tem como objetivo compensar eventuais perdas
durante o processo de extragao do analito e eventuais erros no volume de inje¢do. Os
critérios que podem ser utilizados na escolha do padrdo interno sdo: presencga de grupos

funcionais similares em ambas as estruturas, semelhanca quanto as caracteristicas
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quimicas de cada molécula e composi¢cdo quimica elementar. Através desta andlise
preliminar e de acordo com a disponibilidade do laboratério, foi escolhido como padrao

interno a Fenitoina (Fig 6).

Peso Molecular: 274,25 g/mol

Figura 6: Estrutura Quimica da Fenitoina
(FARMACOPEIA BRASILEIRA, 2010).

A Fenitoina é um fidrmaco anticonvulsivante sintetizada desde 1937 e
amplamente utilizada em nosso meio para o controle e/ou preveng¢do de crises
convulsivas em adultos. Também denominada difenilidantoina, ela pertence ao grupo
dos hidantoinatos e, em uma escala cronolégica de descoberta dos farmacos
anticonvulsivantes, € a terceiro farmaco, antecedido pelo sal de brometo, introduzido
pelo pesquisador Locock em 1857, e pelo fenobarbital, desenvolvido pela empresa
farmacéutica alema Bayer em 1912.

Foi descoberta em 1937 pelo farmacéutico Putnam quando testava
hidantoinatos procurando um modelo que especificamente tivesse propriedades
anticonvulsivantes sem os efeitos sedativos do fenobarbital. Constitui a primeira
indicacdo no controle das crises convulsivas, assim como a carbamazepina, descoberta
na década de 1960. E metabolizada pela via do citocromo P450 e eliminada na urina. A
dose habitual para o adulto é de 300 mg/dia e para a crianca, 5 mg/kg/dia. Tem sido
indicado como farmaco antiarritmico, miorrelaxante esquelético e inibidor da
secrecdo/sintese de colagenase; para tratamento da enxaqueca; controle da dor

neuropdtica e outras sindromes dolorosas como a neuralgia do trigémio. (85).
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3.21 Antibioticos

3.21.1 Historico da Penicilina

Os antibidticos sdo produtos do metabolismo secunddrio de alguns
microrganismos que inibem o processo de crescimento de outros microrganismos. Eles
interferem no metabolismo celular e por mecanismos diversos levam a interrupcao da
atividade das células, inibindo seu crescimento ou eliminando os microrganismos
patogénicos (90).

A inibicdo do processo de crescimento de um microrganismo por outro ja era
conhecida hd muito tempo. Em 1881, Tyndall verificou que meios de cultura turvos pelo
crescimento bacteriano se tornavam limpido quando cresciam fungos em sua superficie.

O exemplo de grande destaque data de 1929 quando Alexander Fleming,
trabalhando no Hospital St. Mary, em Londres, observou uma placa de cultura, na qual
estavam sendo cultivados estafilococos, fora contaminada com um fungo do género
Penicillium, e que o crescimento bacteriano na vizinhanga do fungo fora inibido. Ele
isolou o fungo em uma cultura pura e demonstrou que ele produzia uma substancia
antibacteriana. A substancia produzida pelo fungo recebeu o nome de “penicilina”
(8,91).

A descoberta da Penicilina, o primeiro antibidtico que encontrou uso pratico
no homem, marcou o inicio de uma era na produ¢do destas substancias.

De acordo com Tavares (13), o final da década de 1930 e, principalmente, a
década de 1940 foram marcadas pelo grande desenvolvimento da industria quimica-
farmaceéutica de sintese, dando origem a inimeros quimioterdpicos. Foi nesta época que
o mundo assistiu ao surgimento de uma nova era no tratamento das infec¢des, com a
introducdo dos antibidticos na pratica médica.

Segundo Dale (8) o uso clinico das penicilinas em seres humanos foi
claramente demonstrado em 1941. Uma pequena quantidade de penicilina extraida
cuidadosamente de culturas brutas nos laboratérios da Dunn School of Pathology, em

Oxford, foi administrada a um policial que apresentava septicemia estafilocdcica e
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estreptocdcica, com multiplos abscessos e osteomielite com extravasamento purulento
dos seios da face. Ele sentia muita dor e estava desesperadamente doente, e embora as
sulfonamidas estivessem disponiveis, elas nao teriam efeito na presenca de pus. Foram
aplicadas inje¢des intravenosas de penicilina ao policial a cada 3 horas. Toda a urina do
paciente foi coletada e, a cada dia, a maior parte da penicilina era extraida e reutilizada.
Depois de 5 dias, a situagdo do paciente melhorou muito, sua temperatura era normal,
ele estava comendo bem e houve uma dbvia resolucao do abscesso. Além do mais, nao
parecia haver efeitos toxicos do farmaco. Infelizmente, quando o suprimento de
penicilina acabou, sua situacdo deteriorou gradualmente e ele morreu 1 més depois (8).

O uso terapéutico da penicilina tornou-se realidade na pratica clinica a
partir de 1943. O farmaco rapidamente revelou-se eficaz e no tratamento de pneumonias,
sifilis, difteria, amigdalites, endocardite bacteriana, meningites e outras infeccoes
causadas por bactérias Gram-positivas e Gram-negativas.

Virios antibidticos foram descobertos apds a penicilina, como a
estreptomicina em 1944, cefalosporina em 1945, o cloranfenicol em 1947 entre outros
farmacos. O surgimento destes novos farmacos, fez com que o mundo cientifico ficasse
maravilhado, houve grande euforia no mundo todo, na esperanca de que se conseguiria
debelar a maioria das enfermidades infecciosas graves.

Todavia, num curto periodo de tempo, verificou-se que estes antibiticos nao
apresentavam mais a mesma eficacia com o aparecimento de microrganismos resistentes
a estes farmacos.

Segundo Rossi e Andreazzi (92) os principais mecanismos de resisténcia aos
antimicrobianos sdo: alteragao do sitio de acdo do farmaco, alteragdo da permeabilidade,
expulsdo do farmaco (bomba de efluxo) e, principalmente, produ¢do de enzimas
inativadoras dos antimicrobianos.

O grupo dos p-lactdmicos redne alguns dos antimicrobianos mais
importantes e mais utilizados na pratica clinica para o tratamento de infeccdes
hospitalares e comunitdrias. Pertencem a este grupo farmacos das seguintes classes

antimicrobianas: penicilinas, cefalosporinas, monobactamicos e carbapenens (93).
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As primeiras penicilinas, biossintéticas ou naturais, ainda estdo em uso
clinico. Outras, semi-sintéticas, com amplo espectro e melhores propriedades

farmacocinéticas, foram sendo utilizadas no decorrer dos anos (90).

3.21.2 Mecanismo de Acao dos antibidticos B-lactimicos

Os B-lactamicos atuam inibindo a sintese da parede celular bacteriana,
através da inibicdo da proteinas ligadoras de penicilinas (PBPs “penicillin binding
proteins”) uma das responsaveis transpepitidase importante na sintese do
pepitidoglicano, um importante componente da parede celular bacteriana.

Durante a sintese da parede celular bacteriana, a pressdo osmética interna é
mantida pela rigida estrutura desta parede. A unido de precursores da parede celular
ocorre por catélise de enzimas especificas de proteinas reguladoras, as PBPs. Quando a
bactéria € exposta ao antibidtico, este se liga as PBPs na parede bacteriana e enzimas
autoliticas sdo liberadas na membrana da célula, degradando a parede celular levando a

lise celular e conseqiiente morte bacteriana (92).

3.21.3 Mecanismo de resisténcia aos p-lactimicos

A resisténcia bacteriana aos antimicrobianos -lactimicos estd relacionada a
sintese da parede celular ou a degradacao do farmaco. Os mecanismos de resisténcia aos
B-lactamicos podem envolver a alteracdo do sitio de ligacdo, diminuindo a afinidade
pelos alvos do farmaco (PBP); alteracdo da permeabilidade da membrana externa
bacteriana; o efluxo ativo de antibidticos e a inativagcdo ou degradacdo do farmaco pela
hidrélise do anel B-lactamico.

A modificacdo das PBPs é o principal mecanismo de resisténcia bacteriana
aos B-lactamicos nos cocos Gram-positivos e em algumas bactérias Gram-negativas.

A afinidade dos agentes antimicrobianos as diversas PBPs é varidvel.

Mutacgdes podem alterar as PBPs pré-existentes que passam entdo a apresentar baixa

afinidade de ligacao aos B-lactamicos, ou levar a producdo de PBPs suplementares que
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apresentam baixa afinidade aos B-lactamicos e sdo capazes de substituir as PBPs que se
encontram inibidas. Essas PBPs alteradas ndo permitem a ligacdo do antibiético B-

lactamico e, com isso, este nao podera agir (94).

3.21.3.1 Carbapenemases

Sdo denominados carbapenemases as [-lactamases com capacidade de
hidrolisar principalmente os antimicrobianos carbapenémicos, mas isso ndo significa que
essas enzimas nao sejam capazes de hidrolisar outros B-lactamicos. Outra caracteristica
dessas enzimas € que elas ndo sdo inibidas pela maioria dos inibidores de -lactamases

(95).

3.22 Quimica das Penicilinas

As penicilinas compdem uma classe terapéutica de antibidticos com
estruturas relacionadas e com propriedades e atividades ligeiramente diferenciadas.

O nitcleo da penicilina € constituido pela fusdo de um anel tiazolidinico com
um anel B-lactimico, ao qual estdo fixadas cadeias laterais através de uma ligacdo
amida. A cadeia lateral da penicilina natural pode ser clivada por uma amidase,
produzindo o dcido 6-aminopenicilanico. A seguir outras cadeias laterais podem ser
fixadas, resultando em diferentes penicilinas semi-sentéticas com atividades
antibacterianas peculiares e diferentes perfis farmacocinéticos (95).

A estrutura de todas as penicilinas, mostrada na figura 7 apresenta um nucleo

comum, o 4cido 6-amino penicilamico (6-APA) mostrado na figura 8.
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Figura 7: Estrutura basica da molécula de Penicilina.
Fonte (118).
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Figura 8: Estrutura do acido 6-amino penicilamico (6-APA)
Fonte (118).

O anel B-lactamico, presente no 6-APA, contém um anel de quatro membros
chamado B-lactamico e um anel de cinco membros denominado anel tiazolidinico.

E responsdvel pela atividade de todas as penicilinas e pela designacdo geral
desses antibidticos B-lactamicos.

Na auséncia de precursor (4cido da cadeia lateral) o Penicillium
chrysogenum produz baixa concentracdo de 6-APA, além de misturas de penicilinas. As
penicilinas naturais com interesse industrial e econdmico, atualmente sdo a penicilina G

(benzilpenicilina) e a penicilina V (fenoximetilpenicilina) (96).
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A obtengdo de uma dada penicilina estd, conforme jia comentado,
relacionada com o tipo de precursor utilizado. Assim, o fornecimento de sais de acido
fenoxiacético (AFNA) leva a formacao exclusiva de penicilina V.

As penicilinas naturais podem ser destruidas por enzimas denominadas -
lactamases. Essas enzimas rompem o anel B-lactdmico do nicleo basico da molécula,
através da hidrdlise da ligagdao amida presente no anel. Por essa razio estas enzimas sao
também denominadas B-lactamases. Esse rompimento impede a penicilina de atuar no
bloqueio da formacao da parede celular de bactérias, ndo combatendo assim a infeccao

(96).

3.22.1 Classificacao

Dependendo da forma de obtencdo, as penicilinas podem ser classificadas

em biossintéticas ou semi-sintéticas.

3.22.2 Penicilinas Semi-Sintéticas

Em 1958 Sheeham sintetizou a Penicilina e em 1954 Batchelor e col.
Descobriram a obtengdo simplificada do dcido 6-aminopenicilanico (6-APA). O 6-APA
sintetizado em quantidades aprecidveis, 0 que serviu como ponto de partida para a
sintese quimica de diversos derivados da penicilina (15).

O anel central, 6-APA, pode ser produzido em grande quantidade por

fungos por fermentagdo ou por hidrélise enziméatica de penG, como mostrado na figura 9
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Figura 9: Esquema da hidrélise de penicilina G catalisada pela enzima penicilina G aciclase
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A descoberta de que em caldos fermentativos de P. chrysogenum havia a
presenca de 6-APA levou os pesquisadores a investigar a possibilidade de produzir este
nucleo B-lactamico diretamente em meios de cultivo.

Cole , 1966 ao investigar diferentes cepas de P. chrysogenum, sugeriu que
algumas destas eram capazes de excretar penicilina V acilase, dessa forma, penicilina V
era hidrolisada no meio e 6-APA era produzido. A auséncia de 6-APA no meio indicava
a falta de capacidade de excre¢do dessa enzima pelo fungo, assim a enzima em seu
ambiente mostrava-se mais eficiente para a sintese do que para a hidrélise. Em 1996,
Whiteman comprovou a existéncia de penicilina V acilase em cultivos de P.
chrysogenum (97).

E possivel adicionar, a esse anel central, diferentes cadeias laterais, criando
novos tipos de penicilinas que nao sao encontradas na natureza. Essas penicilinas sdo
denominadas penicilinas semi-sintéticas, e algumas apresentam vantagem sobre as

penicilinas naturais (98).

3.22.3 Penicilina G

A penicilina G ou benzilpenicilina é o derivado benzilico do 6-APA,
apresentado sob a forma de sal alcalino sédico ou potéssico. Os sais alcalinos da
penicilina apresentam-se como um po cristalino, branco, inodoro, facilmente solivel em
dgua, muito higroscépico e instavel em solucdo aquosa devido ao seu anel B-lactamico.
Funde-se a 215°C com decomposicao (85).

Sofre degradacdo pelo 4cido no trato gastrintestinal, sendo ineficaz por

administracdo por via oral (95).

3.22.4 Penicilina V (Fenoximetilpenicilina)

A penicilina V € wum derivado semi-sintético do grupo das
fenoximetilpenicilinas. Difere da Penicilina G apenas por ser estdvel em meio 4cido

(95).
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3.22.4.1 Espectro antibacteriano

E um antibidtico de espectro estreito, cuja atividade se limita, primariamente

a bactérias Gram-positivas e alguns outros microrganismos (15).

3.22.5 Estrutura Quimica da Fenoximetilpenicilina

C g 1 Peso Molecular: 350,38 g/mol
J
Fanoximatilpanicilina

Figura 10: Estrutura Quimica da Fenoximetilpenicilina
Fonte: (88).

a

ﬁﬁiﬁwﬂ

Fq

Fenoximetilpenicilina

Figura 11: Estrutura tridimensional da Fenoximetilpenicilina
Fonte: (88).
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3.22.6 Farmacocinética da Penicilina V

A penicilina V foi desenvolvida para obviar a desvantagem da
benzilpenicilina ou penicilina G de ser inativada pelo suco géstrico, tendo como
vantagem a possibilidade de ser administrada por via oral. A penicilina V € absorvida na
taxa de 60%, principalmente ao nivel do duodeno. Uma vez absorvida, sua ligagdo com
proteinas sanguineas ocorre em cerca de 80% do antibidtico circulante (8), que
corresponde a cerca de 3 a Sug/mL e a forma livre do farmaco no sangue, pode alcangar
concentracdoes maximas de 0,8 pg/mL de 10 a 60 minutos ap6és uma dose oral de 500 mg

(99).

3.22.7 Indicacao Terapéutica da Penicilina V

Quando se deseja a administracdo oral, a penicilina V € preferivel a
benzilpenicilina, devido a melhor absor¢ao da primeira e porque pode ser dada com
alimentos (99). As principais indicagdes da penicilina V sdo: sinusite, otite média,
infec¢des pneumocdcicas menos graves, gengivite ulcerativa necrosante (95), faringite
estreptocdcica por estreptococos beta-hemoliticos do grupo A, durante 10 dias;

piodermas estreptocdcicos brandos e profilaxia secunddria da febre reumatica (99).

3.22.8 Contra-indicacao da Penicilina V

E contra-indicado o uso em caso de hipersensibilidade conhecida da
fenoximetilpenicilina potdssica e/ou demais componentes da formulacdo. Nao deve ser

administrada em pacientes sensiveis a cefalosporinas.
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3.22.9 Interacoes medicamentosas da Penicilina V

A probenecida diminui a taxa de excre¢do das penicilinas, assim como
prolonga e aumenta os niveis sanguineos. O uso concomitante com neomicina oral deve

ser evitado, desde que foi relatado ma absor¢do da fenoximetilpenicilina potassica.

3.22.10 Eventos adversos da Penicilina V

As penicilinas sdo relativamente livres de efeitos toxicos diretos (além do
seu efeito pré-convulsivante quando administradas intratecalmente). Os principais
efeitos adversos sdo as reacdes de hipersensibilidade causadas pelos produtos de
degradacdo da penicilina, que se combinam a proteina do hospedeiro e se tornam
antigénicos. As reacdes de hipersensibilidade sdo: erupg¢des cutaneas (dermatite
maculopapular a esfoliativa), urticdria, reacdes semelhantes a doengca do soro ocorre
infrequentemente, edema de laringe e anafilaxia, febre e eosinofilia. Muito sério € o
choque anafildtico agudo, que, embora felizmente muito raro, pode, em alguns casos, ser
fatal (8).

As reacdes mais comuns as penicilinas orais sdo: ndusea, vOmito, dor
abdominal, diarréia e alteracdo da coloragao da mucosa da lingua.

O uso de antibidtico durante a gravidez deve ser sempre analisado com a
relacdo entre o risco e o beneficio, pois pode induzir parto prematuro. E considerada
categoria B do FDA.

As penicilinas possuem efeitos toxicos desconhecidos na gravidez, sendo

provavelmente seguras (99).

3.22.3.1 Sulfonamidas

Sdo agentes quimioterdpicos eficazes e representam o primeiro grupo de
agentes utilizados para o tratamento de infec¢des bacterianas. O termo sulfonamidas, ou
simplesmente sulfas, ¢ comumente empregado como denominagdo genérica dos

derivados da sulfanilamida (99).
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A descoberta da atividade antibacteriana das sulfas, foi oficializada em 1935
com a publicacdo do trabalho “Uma Contribuicdo a Quimioterapia das Infecgoes
Bacterianas” no qual foi descrita a atividade biolégica da p-sulfamidocrisoidina
(Prontosil Rubrum®) pelo patologista e bacteriologista alemdo Gerhard Johannes Paul
Domagk. Nesta época, o corante sulfonamido-crizoidina (prontosil vermelho) foi um dos
corantes incluidos por Domagk no tratamento da infec¢do estreptocdcica experimental
em camundongos, que demonstrou ser eficaz também para tratamento de pneumonias,
escarlatina e infeccdes urindrias. Posteriormente, pesquisas do Instituto Pasteur
comprovaram que o principio ativo com real atividade antibidtica era um metabdlito do
corante, a sulfanilamida (conhecida desde 1908) como um metabdlito do Prontosil.

As pesquisas concluiram que a parte ativa da molécula era a sulfanilamida e
que os varios quimioterdpicos antibacterianos até entdo bem conhecidos, somente agiam
devido a presenca do grupo farmacofdrico sulfonamidico, cujo mecanismo de agdo foi
posteriormente elucidado, sendo relacionado a inibi¢do da enzima diidropteroato sintase
bacteriana.

O conglomerado Interessen-Gemeinschaft Farbenindustrie, registrou a
patente do Prontosil Rubrum nos anos 30.

Posteriormente, Domagk curou a prépria filha de septicemia estreptocdcica
(na época 100% fatal) com prontosil. Em 1937, tornou-se evidente que o prontosil era
degradado no corpo, liberando sulfanilamida, o agente antibacteriano ativo.

Esta descoberta conferiu a Gerhard Johannes Paul Domagk o prémio Nobel
de Medicina em 1939.

Numerosas sulfonamidas foram produzidas e muito utilizadas, mas em
virtude do aparecimento de resisténcia bacteriana, sua utilidade tornou-se limitada,
exceto em associacdo com a trimetoprima ou pirimetamina (para a maldria)

(44,95,99,100).
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3.23 Etica em Estudos Clinicos

A histéria da medicina revela a necessidade da Pesquisa Clinica com seres
humanos, tanto para a efetividade das provas clinicas como para interveng¢des realizadas
em pacientes. Entretanto, esta necessidade implica em cuidados com a saide e com os
riscos morais os quais os sujeitos da pesquisa estao envolvidos.

No século XX cientistas reconheceram a necessidade de obter um
consentimento esclarecido dos sujeitos de pesquisa, por uma variedade de riscos que
foram utilizados em testes utilizando farmacos (101).

No Brasil, as principais resolu¢des que envolvem a pesquisa clinica com
seres humanos sdo as resolucdes n° 196 de 10 de outubro de 1996 e n°® 251 de 07 de
agosto de 1997. Estas resolugdes sdo exigidas quando hd pesquisas de fase I, II ou III, ou
que ndo estejam registrados no pais, ainda que fase IV. Além de novas modalidades,
indicacdes doses ou vias de administra¢do diferentes daquelas estabelecidas quando sdo
autorizadas pelo registro, bem como os estudos de biodisponibilidade e ou
bioequivaléncia.

Os principios de Boas Préticas Clinicas (BPC) s@o padrdes internacionais de
qualidade ética e cientifica para o planejamento, conducdo, registro e relatério de
pesquisas que envolvam a participacdo de seres humanos e podem ajudar na conclusao
de um estudo clinico bem conduzido, sendo que o objetivo final é o beneficio dos
pacientes, tanto daqueles que participam das pesquisas como o0s demais que
posteriormente receberdo um tratamento mais adequado, através da descoberta de novas
terapéuticas. Estes principios tém seu foco na informacdo e comunicagdo ao paciente,
que deve ser clara, balanceada e ndo-coerciva. O termo de consentimento livre e
esclarecido (TCLE) deve ser escrito em linguagem adequada, claro e transparente.

A relacdo médico-paciente deve ser, como em todo o exercicio da medicina,
inquestiondvel na ética, na qual o investigador deve se sentir totalmente confortdvel com
a intervencdo proposta. Incentivos podem, eventualmente ser oferecidos aos pacientes,
tais como vale-refeicdo ou vale transporte, desde que previamente aprovados pelo
respectivo CEP e dentro de critérios razodveis, isto é, ndo coercivos e balanceados

versus as exigéncias do protocolo (102).
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4.1 ETAPA CLINICA

4.1.1 Elaboracao do Protocolo Clinico e Aprovacao pelo CEP

O Estudo foi conduzido de acordo com a Declara¢do de Helsinque (1964) e
as revisoes de Toquio (1975), Veneza (1983), Hong Kong (1989), Somerset Oeste
(1996) e Edinburgh (2000), assim como as regulamentacdes locais (Resolucdes 196/96 e
251/97 do CNS-MS, bem como Resolugdo RDC 135/03 da ANVISA) (103).

Conforme previsto na Resolu¢do 397/04, o estudo serd iniciado apds a
emissdo do laudo conclusivo da equivaléncia farmacéutica, a fim de preservar o
voluntario.

O projeto de pesquisa, o protocolo experimental e o termo de consentimento,
foram submetidos ao Comité de Etica em Pesquisa da UNICAMP - credenciado pelo
CONERP - Conselho Nacional de Saiide/MS. O ensaio iniciou somente apds a elaboracao
e submissdo do Protocolo escrito e aprovado pelo Comité de Etica, parecer nimero
230/2005. O Investigador foi o responsavel por obter aprovagao do Protocolo de Estudo
pelo Comité de Etica. Uma cépia da aprovacdo foi enviada ao patrocinador, antes do

inicio do estudo.

4.1.2 Definicao do plano de estudo

O estudo foi do tipo aberto, randomizado, cruzado, sendo 2 tratamentos, 2
periodos (2 seqiiéncias), nos quais os voluntdrios recebem, em cada periodo, a
formulacdo teste ou a formulagdo referéncia.

A sequéncia de tratamento atribuida a cada voluntdrio nos periodos de
estudo é determinada por uma lista de randomizacdo gerada automaticamente pelo
sistema SCPCM ( Sistema de Controle de Pesquisas Clinicas de Medicamentos).

As formulagdes foram administradas em dose Unica por via oral seguidos de
coletas de sangue por pelo menos 3 meias vidas. Os periodos de tratamento devem
obedecer um intervalo minimo de 7 meias-vidas entre eles (wash-out periodo de
eliminacdo da droda pelo organismo).
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A finalidade da etapa clinica é a coleta de amostras de sangue dos
voluntdrios para medir (na Etapa Analitica) niveis plasméticos do firmaco apds sua

administracao oral.

4.1.3 Populacao

A populacdo estudada foi constituida por 26 voluntdrios sadios adultos, 13
do sexo masculino e 13 do sexo feminino, com idade de 18 a 50 anos, com indice de
massa corporea maior do que 19 e menor do que 28 (Dietary Guidelines Advisory
Committee. 1995). Nao houve restri¢des quanto ao grupo étnico. Os voluntarios foram

recrutados entre aqueles que se apresentaram a Unidade Clinica.

4.1.4 Recrutamento, selecio e avaliacao clinica dos voluntarios

Os voluntdrios foram aceitos no estudo mediante a constatacdo de que
fossem saudavelis, através de:

e Histéria médica;

e Exame fisico

e Exames laboratoriais e eletrocardiograma (ECG), na avaliagdo inicial,

pré-estudo, e apds o ultimo periodo de internagao.
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Antes da admissdo no estudo, os voluntérios foram submetidos aos seguintes exames

clinicos:

Quadro 1: itens da Histéria Clinica e Exames Fisicos a serem referenciados no CRF

Categoria

Exames

Histéria Médica

Alergias; olhos, nariz e garganta; sistemas respiratorio,
cardiovascular, gastrointestinal, genito urindrio, nervoso central,

hematopoético-linfético, enddcrino; dermatolégico,
musculoesquelético; estabilidade emocional, histéria familiar,
cirtrgica.

Exame Fisico

Olhos, orelhas, nariz, garganta, pesco¢o (incluindo tiredide),
coragdo, pulmdes, abdomem (incluindo figado e baco), pele,
linfonodos, sistema nervoso, esqueleto e musculos.

Dados
antropométricos

Pressao arterial (medida 5 minutos apds descanso, na posicao
sentada; pulso; altura; peso - roupas leves; indice de massa
corpdrea; temperatura em OC).

Para fins de avaliacdo das condicdes de satude, durante o processo de sele¢ao

os voluntdrios realizardo os testes apresentados no quadro 2:

Quadro 2: Exames Laboratoriais realizados no processo de selecao dos voluntarios

Categoria

Exames

ECG

ECG padrao com 12 derivacoes

Andlise hematoldgica

Hemoglobina, hematdcrito, contagem total e diferencial de
leucécitos, contagem de glébulos vermelhos, contagem de
plaquetas.

Andlise Bioquimica

Ureia, creatinina, bilirrubina total, proteinas totais, albumina,
glicose em jejum, fosfatase alcalina, AST, ALT, colesterol
total, triglicérides, dcido trico, YGT.

Urina Sumario de Urina (urina I)
Fezes Protoparasitolégico.
Sorologia Anadlise Sorologica para: hepatite B, hepatite C e HIV(1+2)

Uma vez

avaliada a higidez, os voluntdarios foram submetidos a uma

entrevista livre para a avaliacdo da saide mental, bem como condi¢des emocionais para

participar da investigacdo, antes do inicio do estudo.
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4.1.5 Medicamento

4.1.5.1 Identificacao dos medicamentos

Formulacdo Referéncia:

produzido pela Eurofarma Laboratérios Ltda

Pen-Ve-Oral®

comprimido 500.000 UI,

Formulacao Teste: Meracilina — comprimido 500.000 UI, produzido pela

Aché Laboratoérios Farmacéuticos Ltda.

4.1.6 Aleatorizacao da Medicacao

A seqiiéncia de administracdo da medicacdo a cada voluntério foi definida de

forma aleatoria.

Quadro 3: Aleatorizagdo da medicacgao

Voluntario Periodo 1 Periodo 2
1 MERACILINA PEN-VE-ORAL®
2 PEN-VE-ORAL® MERACILINA
3 PEN-VE-ORAL® MERACILINA
4 MERACILINA PEN-VE-ORAL®
5 MERACILINA PEN-VE-ORAL®
6 PEN-VE-ORAL® MERACILINA
7 MERACILINA PEN-VE-ORAL®
8 MERACILINA PEN-VE-ORAL®
9 PEN-VE-ORAL® MERACILINA
10 PEN-VE-ORAL® MERACILINA
11 PEN-VE-ORAL® MERACILINA
12 MERACILINA PEN-VE-ORAL®
13 PEN-VE-ORAL® MERACILINA
14 MERACILINA PEN-VE-ORAL®
15 MERACILINA PEN-VE-ORAL®
16 MERACILINA PEN-VE-ORAL®
17 MERACILINA PEN-VE-ORAL®
18 PEN-VE-ORAL® MERACILINA
19 MERACILINA PEN-VE-ORAL®
20 PEN-VE-ORAL® MERACILINA
21 PEN-VE-ORAL® MERACILINA
22 PEN-VE-ORAL® MERACILINA
23 MERACILINA PEN-VE-ORAL®
24 PEN-VE-ORAL® MERACILINA
25 PEN-VE-ORAL® MERACILINA

MERACILINA

PEN-VE-ORAL®
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4.1.7 Confinamento dos Voluntarios

Os voluntarios foram internados na Clinica S3o Lucas, na cidade de
Americana, que possui uma unidade para ensaios clinicos com 30 leitos € posto de
enfermagem.

Os voluntdrios se apresentaram na sede da Synchrophar, situada a Rua
Candido Gomide, 38, Campinas-SP, até as 18:00 horas na noite anterior de cada periodo
do estudo para uma reunido pré-internacdo, seguida de uma avaliagdo médica, e vistoria
dos pertences pessoais e separacao destes nao pertinentes a internagdo com devolugdo ao
final de cada internacao.

O grupo de voluntdrios sob responsabilidade e cuidados da Synchrophar, foi
levado para internag@o na Clinica Sdo Lucas (Americana) e permaneceu na unidade por
20 horas. O primeiro periodo de internacdo teve inicio dia 12/05/2005 as 20:30 horas e
término no dia 13/05/2005 as 16:00 horas. O segundo periodo teve inicio no dia
19/05/2005 as 20:00 horas e término dia 20/05/2005 as 16:00 horas.

Os voluntdrios receberam assisténcia e cuidados especializados durante
todos os periodos de tratamento, o que incluiu uma averiguagdo sumdria de suas
condi¢cdes quando de seu confinamento e no momento da alta, de forma a possibilitar

avaliar sua aderé€ncia aos quesitos do estudo.

4.1.8 Horarios de jejum e alimentacio

Ao chegarem na Clinica Sdo Lucas, os voluntdrios fizeram sua ultima
refeicdo do dia, permaneceram em jejum a partir das 21:00 horas (por 10 horas de jejum)
da noite do confinamento até a manha do dia seguinte, quando foram servidas as
refeicoes (Tabela 2):

e Jantar (10 horas antes da administracdo da medicagdo);

e Entre 4 e 5 horas apdés a administracio da medicagdo foi servido um
almogo padronizado.

e Ap6s 7-8 horas da administracdo da medicacdo foi oferecido um lanche

da tarde padronizado.
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A fim de manter a padronizacio dos grupos de tratamento, a dieta (alimentos
e liquidos) em torno de 2500 a 2700 Kcal que corresponde a 3 refei¢des (jantar, almoco
e lanche da tarde) oferecida obedeceu ao mesmo padrao para todos os voluntdrios.
Todos os alimentos e bebidas servidos foram ingeridos por completo. O cardapio foi

estipulado pela Unidade Clinica e a nutricionista da Unidade de Internacdo (Tabela 3).

Tabela 2: Horario da dieta padronizada nos dois periodos de estudo

Tempo apés administracao Refeicao Liquidos
20:00 Jantar Permitidos
07:00 Administracdo da medicacao
04:00 — 05:00 Almoco Permitido
07:00 — 08:00 Lanche da tarde Permitido

4.1.9 Dieta padronizada nos dois periodos de estudo

Tabela 3: Dieta administrada nos dois periodos de internacao

Periodos I e IT
Refeicoes Dieta Administrada
Jantar Alface, tomate, arroz, feijdo, filé de peixe, legumes gratinados (batata,

vargem e cenoura) € canjica com coco.

Almoco Rucula com tomate e molho italiano, arroz, feijao, carne de panela, lasanha

(massa, presunto, mussarela e molho vermelho) e sagu.

Lanche P3o francés, iogurte de morango, geléia sache, mamao formoso e margarina

da Tarde sache.

Liquidos: a ingestao de liquidos ad libidum foi permitida até seis horas antes
da administragdo da medicagdo. Junto com a medicacao foram programadas as seguintes
ingestdes de liquido: 200 mL de dgua mineral sem gds em temperatura ambiente junto
com a medicacdo. Agua e liquidos (sem xantina) foram permitidos ad libidum apés 2

horas da administracdo da medicacgdo.
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Jejum: os voluntarios permaneceram em jejum a partir das 21:00 horas (pelo
menos dez horas de jejum antes da medicac¢do) da noite da internacdo até a manha do dia
seguinte.

Os voluntérios nao tomaram liquidos desde seis horas pré-administracao da

medicacdo e até duas horas ap6s a ingestdo da medicagdo.

4.1.10 Administracao do medicamento teste e referéncia

Posologia

Os voluntdrios receberam em cada um dos periodos de internacdo, um
comprimido contendo 500.000 UI de Fenoximetilpenicilina, por via oral em dose Unica,
com um copo de dgua mineral (200 mL), seguindo a randomizacao:

e Meracilina — comprimido 500.000 UI, Aché Laboratérios Farmacéuticos Ltda.

e Pen-Ve-Oral® — comprimido 500.000 UI, Eurofarma Laboratérios Ltda.

4.1.11 Cronograma de coleta das amostras

A coleta das amostras foi realizada por meio de cateter heparinizado
introduzido em veia superficial do antebraco do voluntério e apds pelo menos oito horas
de jejum foi feita uma coleta de sangue de 20 mL para controle individual e curvas
padrdes em seguida foi realizada a coleta da pré-dose de 8 mL realizada no méximo de
até 30 minutos antes da administracdo da medicacdo. Apds a administracdo da
medicacao iniciou as coletas de sangue para andlise farmacocinética do farmaco.

No total foram coletadas 32 amostras de 8 mL de sangue (16 em cada
periodo do estudo). Um total de aproximadamente 336 mL de sangue foi coletado
durante os dois periodos do estudo, incluindo o volume coletado para os exames

laboratoriais pré e pds-estudo. Os tempos de coleta sao mostrados na Tabela 4.
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Tabela 4: Descricdo das Etapas do Protocolo Clinico

Tempos de coleta p/ a Descricao
fenoximetilpenicilina

0:00; 0:10; 0:20; 0:30; 0:40; 0:50; 1:00; 1:15; 1:30; 1:45; 2:00;
hh:mm 2:30; 3:00; 4:00; 6:00; e 8:00 horas.

4.1.12 Processamento e armazenamento inicial das amostras

Logo ap6s a coleta (mdximo de trinta minutos), as amostras de sangue foram
centrifugadas em torno de 3.000 rpm por dez minutos a 4°C. Imediatamente apds a
centrifugacdo, um minimo de 2.5 mL de plasma, para cada amostra foi transferido para
um primeiro tubo criogénico e o plasma restante foi transferido para um segundo tubo
criogénico como uma amostra em duplicata. As amostras de plasma foram armazenadas
em frascos, igualmente identificados, a temperatura de -20°C em freezer especifico para

armazenagem de amostras bioldgicas, localizado na Unidade Clinica Sao Lucas.

4.1.13 Armazenamento e transporte das amostras

Apés o término do periodo de estudo, os frascos identificados
individualmente foram embalados por voluntario e por periodo do estudo. O transporte
para a unidade analitica foi realizado de acordo com as normas de transporte de
amostras.

Depois de completada a etapa analitica, as amostras restantes ficaram sob a
responsabilidade e aos cuidados da unidade clinica, por até trés meses apds a entrega do

relatdrio final ao patrocinador.

4.1.14 Amostras de retencio—inventario

O Centro mantém, em local préprio, amostras de retengdo de ambas as
formulacdes até o vencimento do prazo de validade mais longo. Nenhum farmaco pode
ser desprezado sem a comunicacdo por escrito do patrocinador. Cabe ao Investigador

Principal ou ao responsavel designado por ele manter um inventario com o registro dos
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farmacos recebidos, administrados, devolvidos, enviados ao patrocinador ou retidos

conforme Tabela 5.

Tabela 5: Descricdo das amostras de retencao

Produto Teste Produto Referéncia
Nome Meracilina Pen-Ve-Oral®
Ativo farmacéutico Fenoximetilpenicilina Fenoximetilpenicilina
Forma farmacéutica Comprimido Comprimido
Niimero de lote 41200 59749
Concentracao 500.000 UI 500.000 UT
Validade 12/2008 Fev/2007
Fabricante Aché Laboratérios Farmacéuticos S/A Eurofarma Laboratérios Ltda.

4.1.15 Avaliacao Pés- estudo

Apds trés dias do final do estudo, os voluntdrios foram reavaliados
clinicamente e por exames laboratoriais subsididrios realizados na fase pré-estudo.

O exame pés-estudo foi para verificar se o voluntdrio ndo apresenta nenhum
sintoma de doenga ou dano a saide. O exame pds-estudo realizou-se dentro de dez dias
apds a coleta da dltima amostra de sangue para andlise farmacocinética do segundo
periodo.

Os exames pods-estudo foram os seguintes: exame fisico (inclusive ECG com
12 derivacdes, pressdo sangiiinea, temperatura corporal, freqiiéncia cardiaca e peso);
exames laboratoriais sangue (incluindo B-HCG) e urina, exceto sorologia; bem-estar
geral e medicacdo concomitante.

Durante o exame pos-estudo, cada participante foi orientado a nao doar
sangue por pelo menos dois meses, nem participar, por um periodo minimo de trés
meses apoOs o estudo, de quaisquer estudos clinicos que impliquem a coleta de amostras

de sangue.
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4.2 ETAPA ANALITICA

A etapa analitica consiste na fase de quantificagdo do farmaco no plasma.
Foi realizada na unidade analitica da T&E Analitica Centro Analitico e Cientifico,
localizada em Campinas, Sdo Paulo, seguindo os critérios definidos pela RE n° 899
“Guia para validacdo de métodos analiticos e bioanaliticos” de 29 de maio de 2003, da

Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitéria.

4.2.1 Materiais e reagentes usados na analise da Fenoximetilpenicilina

Os materiais e métodos na andlise da Fenoximetilpenicilina estdao descritos

na Tabela 6:

Tabela 6: Descricao das condigcdes cromatograficas para o estudo

Técnica HPLC - UV

Matriz biolégica Plasma (336 uL)

Modo Eluigao Sélido/liquido

Coluna C18 250 mm x 4,0 mm (Spum)
Nome comercial Lichrospher

Modo Elui¢io Isocratico

Fase Mével Tampao KH,PO4 10nM: ACN (60:40) pH 3,5
Vazdo 1,3 mL/min

Volume de inje¢ao 20 uL

Detecgio Ultra-violeta a 220 nm
Quantificagdo Padrao interno Fenitoina
Tempo de retengio FMP cerca de 4,0 minutos

Padrio interno cerca de 10,0 minutos

Tabela 7: Padrdes de Referéncia usados na anélise da Fenoximetilpenicilina

Nome Utilizacao Descricao Lote
Phenicillin V Analito Grau USP HOC213
Potassium
Phenytoin Padrao Grau USP 12B233

interno
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4.2.2 Procedimento para o tratamento de fluido biolégico (plasma)

O isolamento das amostras de plasma foi realizado pela extracdo em fase
sOlida (cartucho SPE) apds adi¢do de solugdo padrdo interno, utilizando o procedimento
analitico:

1- Transferiu-se com auxilio de micropipeta volumétrica, 1000 uL de plasma
sanguineo para um frasco eppendorf de 4,5 mL.

2- Adicionou-se com pipeta volumétrica, 10 uL da solu¢@o de padrao interno
preparado em diluente em concentracdes de cerca de 10 mg/L.

3- Adicionou-se com auxilio de pipeta volumétrica, 1000 uL de H,O
deionizada para diluir o plasma na concentragdo de 1:1;

4- Agitou-se em sistema vortex por 1 minuto;

5- Efetuou-se a extragdo da solucdo de amostra sobre o cartucho C18 (ref.
Waters Oasis® HLB lcc 30mg Extraction Cartridges), previamente condicionado com 2
mL de solucdo metanol/agua 1:1;

6- Efetuou-se 2 lavagens com 1 mL de dgua deionizada no cartucho para a
eliminagdo de impurezas;

7- Eluiu-se com 1 mL de MeOH grau HPLC, filtrando diretamente sobre o
“vial” de injetor automatico de 2 mL;

RE: n°899 de 29 de maio de 2003.

4.2.2.1 Calculo
A concentrac¢do do ativo por mililitro de amostra foi calculada utilizando-se

a equacao da reta, obtida pela leitura dos padrdes, de acordo com a seguinte equacao:

] _ Area—b
Conc.Ativo = ——
a
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Onde:

Conc. Ativo = concentragdo do ativo por mililitro de amostra (mg/mL);
Area = drea referente ao sinal analitico do ativo;
b = coeficiente linear da curva de calibracao;

a = coeficiente angular da curva de calibracdo;

4.3 Validacao da Metodologia Analitica

A Validagdo da Metodologia Analitica aplicada ao processo de
Bioequivaléncia, busca garantir a confiabilidade dos resultados por meio dos ensaios de:
especificidade, linearidade, recuperacdo, exatiddao, precisdo, limite de quantificacdo,
robustez e estabilidade.

O ensaio busca a validacio do método analitico por HPLC para a
determinacdo do ativo de Fenoximetilpenicilina em amostras de plasma sanguineo,
visando a obtencdo de curvas farmacocinéticas em ensaios de bioequivaléncia
farmacéutica.

A validacdo foi realizada através da determinagdo de especificidade,
linearidade, recuperacdo, exatiddo, precisdo, limite de quantificacdo, robustez e

estabilidade conforme estabelecido pela Resolucdo n°899 de 29 de maio de 2003 (89).

4.4 Validacao do método analitico

O processo de wvalidacido visa a determinacdo do ativo de
Fenoximetilpenicilina (FMP) em amostras de plasma sanguineo, visando a obtencao de
curvas farmacocinéticas em ensaios de bioequivaléncia.

Os procedimentos buscam atender as exigéncias analiticas dentro dos
paramentos de validagdo para o farmaco em estudo, de acordo com a RE N°899 “Guia
para validacdo de métodos analiticos e bioanaliticos” de 29 de maio de 2003 da

ANVISA/MS (89).
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A determinag@o da adequabilidade e confiabilidade de um método analitico
para a realizacdo de um estudo de bioequivaléncia é realizada por meio da averiguacao
de sua sensibilidade, especificidade, linearidade, acurécia, precisao e reprodutibilidade,
levando-se ainda em conta a estabilidade dos compostos que estdo sendo empregados.
Pode-se  concluir que os métodos bioanaliticos de “quantificacdo da
fenoximetilpenicilina em amostras de plasma humano utilizando a técnica de
HPLC/UV” foram validados de acordo com a RE N°899 de 29 de maio de 2003 (89), e
para esta certificagdo utilizou-se dos seguintes parametros e respectivos limites de
aceitacao:

4.4.1 Especificidade/Seletividade:

A especificidade foi aplicada quando se busca analiticamente uma espécie
Unica, enquanto que a seletividade busca a espécie como um todo. A especificidade foi
medida em funcdo do branco do solvente e branco do plasma sanguineo (plasma normal,
lip€mico e hemolisado), podendo também ser medida pela intersec¢do ou proximidade
dos compostos, ambos em concentragdes proximas, por meio da teoria da equacdo de
resolucdo cromatogréafica, utilizada para a verificacio da eficiéncia de colunas
cromatograficas.

A especificidade é comprovada pela determinacdo de inexisténcia de
interferéncia significativa no tempo de retencdo do farmaco, metabdlitos ou padrido
interno, comparando-se visualmente os cromatogramas obtidos com aquele produzido
pela andlise de uma solugdo aquosa destas, numa concentracdo proxima ao limite de

quantificacdo (LOQ);

4.4.2 Recuperacao:

Para a realizacdo do teste, foram realizadas andlises em triplicata dos
padrdes de baixa, média e alta concentracdo (tabela 19 e 20) em matriz bioldgica e
aquosa. A recuperacdo, separadamente, foi calculada em funcdo da relacdo da édrea do

padrao extraido (em plasma) e ndo extraido (em solvente).
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4.4.3 Limite de Quantificacao:

O valor do limite de quantificacdo em solvente e em matriz bioldgica foi
resultado de dreas minimas obtidas com resolug¢do e variacdo aceitdveis para o estudo.
Tendo como base o menor padrao da curva de calibracdo, inicialmente preparado de
0,30mg/L, foram analisados em quintuplicata padroes de 0,10 mg/L, o qual foi

considerado como limite de quantificacdo do método (tabela 21).

4.4.4 Sensibilidade:

Utiliza-se o Limite de Quantificacdo (LOQ) para avaliacdo da sensibilidade,
de forma a considerar ndo somente a capacidade de detec¢dao do método, mas também
em func¢do dos critérios de precisdo e acurdcia do mesmo. O LOQ € aprovado se forem
satisfeitos os seguintes critérios: Inexisténcia de interferéncia ou resposta cinco vezes
maior que qualquer interferéncia existente em brancos nos tempos de retengdo em uso;
Pico do farmaco (analito) identificdvel, claro, discreto com uma precisdo de 20%,
calculada pelo coeficiente de variabilidade do valor quantificado para cinco aliquotas
provenientes de um mesmo controle padrdo, bem como da correspondente duplicata da
curva de calibragdo. c) Acurdcia de 80% a 120% em relacdo ao valor nominal da
concentracdo do controle padrdo utilizado, bem como da correspondente duplicata da

curva de calibragdao em uso.

4.4.5 Linearidade:

E avaliada em funcdo da linearidade da curva de calibracio empregada. A
curva de calibragdo, cujos pontos sdo quantificados em duplicata, € aprovada se forem
satisfeitos os seguintes critérios: Pelo menos 4 de 6 padroes das diferentes
concentracdes, incluindo o padrdo correspondente ao LOQ e o padrio de maior
concentracdo, com desvio menor do que 15% da respectiva concentracio nominal
(menor que 20% para o LOQ) em pelo menos uma das duplicatas; Coeficiente de
correlagdo da curva igual ou maior que 0,95.

A linearidade do método proposto foi avaliada inicialmente pela preparacao
de padrdes com padrdo interno em meio solvente. Para a constru¢do da curva de

calibracdo (resposta) neste meio foram utilizados padroes em solugdo diluente nas
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concentracdes de 0,1; 0,3; 0,5; 1,0; 2,5; 4,0 e 5,0 mg/L com padrdo interno na
concentracdo fixa de 1,0 mg/L (tabela 15 e grafico 3). Apds a constatacdo da linearidade
em meio solvente, verificada pelo coeficiente de correlagdao da curva (R220,99), foram
preparados padrdes em plasma nas mesmas concentragdes para o ativo e padrao interno

(tabela 18 e grafico 4).

4.4.6 Precisao:

E o grau de repetibilidade entre os resultados de andlises individuais, sendo a
metodologia aplicada diversas vezes em uma mesma amostra homogénea, em condi¢des
idénticas de andlise. Apds a realizacdo do estudo em linearidade em plasma foram
definidos os padrdes de baixa, média e alta concentragdo. Para o cdlculo da precisdo em
meio bioldgico cada padrdo foi analisado em quintuplicata. Os cdlculos de precisao
foram determinados em uma mesma corrida analitica (precisdo intra-corrida) e em
corridas diferentes (precisdo inter-corridas), avaliadas em termos do desvio padrio
relativo (DPR).

A precisdo pode ser expressa como desvio padrdao relativo (DPR) ou
coeficiente de variagdo (CV%), segundo a férmula, em que DP € o desvio padrio e

CMD ¢ a concentragdo média determinada:

DP

DPR= —————
CMD

X 100

Os dados de precisdao em fluido bioldgicos sdo mostrados na tabela 22.

4.4.7 Fator de Assimetria:

O fator de assimetria T “tailing factor”, € uma medida de simetria de pico,
sendo que valores de T=1,0 referem-se a picos perfeitamente simétricos. O valor de T
pode variar aleatoriamente dependendo da assimetria do pico. Com valores de T < 1,0
observa-se que o pico apresenta uma assimetria frontal e com valores de T > 1,0 uma
assimetria distal. A variagdo da assimetria influi no reconhecimento instrumental do
inicio e final do sinal cromatogrifico (derivada 1° e derivada 2°), responsdvel pela

variabilidade da 4rea integrada.
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Para este estudo, o valor de T obtido corresponde a 1,2, o que conceitua

picos com baixa assimetria distal.

4.4.8 Exatidao:

Ap6s a realizacdo do estudo de linearidade e definidos os padrdes de baixa,
média e alta concentragdo, a exatiddo foi determinada em uma mesma corrida analitica
(exatiddo intra-corrida) € em corridas diferentes (exatiddo inter-corridas). Para a
determinac¢do da exatiddo, calculou-se o valor da recuperacao, utilizando-se para calculo
a quintuplicata da injecdo de cada amostra (tabela 24). O valor de exatidao para cada

padrdao em porcentagem deve estar entre 85 e 115 %, segundo a equagdo:

i -acdoObtida
ConcentragidoO 2B IDE]
ConcentracdoTeorica l

EECUPERACA'O =

4.4.9 Reprodutibilidade:

Avaliada a partir da determinacdo da precisdo e acurdcia de 3 lotes
provenientes de matrizes bioldgicas distintas através da quantificacao, para cada um dos
lotes, de pelo menos 3 concentragdes padriao distintas (controles de qualidade QCA,
QCB, QCC), determinadas em funcao da faixa de concentracdes esperadas, tornando-se

como base 5 aliquotas de cada concentracgao.

4.4.10 Estabilidade:

Para a determinacdo da estabilidade do ativo em vdérias condi¢Oes de
estocagem, manuseio e andlise foi utilizado um conjunto de amostras preparadas a partir
de uma solug@o padrao recente de Fenoximetilpenicilina, adicionado a matriz bioldgica

em “branco”.

4.4.11 Estabilidade de curta duracao:
Foram utilizadas trés amostras de baixa, média e alta concentracdo, que
permaneceram por 18 horas em temperatura ambientes e analisadas nas condig¢des

analiticas (tabela 6) e resultados (tabela 29 e 30).
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4.4.11 Estabilidade apés ciclo de congelamento e descongelamento:

A estabilidade apos ciclos de congelamento e descongelamento em plasma
foi analisada, partindo-se de trés amostras de baixa, média e alta concentracdo,
preparadas e analisadas de imediato. As amostras foram congeladas a -20°C e mantidas
por 24 horas, descongeladas em temperatura ambiente (de 23 a 26°C) e congeladas
novamente por 12 horas, e assim sucessivamente, até completar os trés ciclos. Apds
realizacdo de trés ciclos de congelamento e descongelamento, as amostras foram re-
analisadas, medindo o desvio da analise inicial. Os resultados sdo mostrados nas tabelas

31e32.

4.4.12 Estabilidade no tempo e condi¢oes de analise/ pés-processamento

Para este estudo, foram utilizadas trés amostras de baixa, média e alta
concentracdo, preparadas e analisadas de imediato. As amostras foram mantidas dentro
do amostrador automatico por no minimo 28 horas, correspondendo a simulacdo do
tempo necessdrio para andlise de um lote analitico. Apds este periodo nas condig¢des
descritas, as amostras foram re-analisadas. Os resultados sao mostrados nas tabelas 33 e
34.

4.4.13 Estabilidade de longa duracao:

O estudo de estabilidade de longa duracdo foi realizado utilizando-se trés
amostras de baixa, média e alta concentracdo, preparadas e analisadas de imediato. As

amostras foram congeladas a -20°C e mantidas ao intervalo de tempo correspondente

desde a primeira coleta até a andlise da dltima.

4.4.12 Estabilidade das solucoes-padrao: Para este estudo, foram utilizadas
trés amostras de baixa, média e alta concentracdo, preparadas com solucdes-padrao
recentes e analisadas de imediato. Posteriormente novas amostras de baixa e alta
concentracdo, foram preparadas a partir das mesmas solu¢des-padrdo mantidas por, no
minimo, 6 horas a temperatura de armazenagem (2 a 8°C) e analisadas. Os resultados sdo

mostrados nas tabelas 35 e 36.
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4.5 ETAPA ESTATISTICA

ApOs o recebimento dos relatérios da Etapa Analitica iniciou-se a realizacdo
da Etapa Estatistica.

No Brasil, de acordo com o Conselho Regional de Estatistica toda etapa
estatistica de um estudo de bioequivaléncia deve ser acompanhado por um profissional
com formagdo em estatistica, conforme Lei n° 4.739/65 e o Decreto Federal n°
62.497/68, que oficializam e regulamentam a profissdo do estatistico (104).

Neste estudo, os dados analisados a partir das concentragdes de amostras de
plasma, foram do tipo aberto, randomizado, cruzado, sendo 2 tratamentos, 2 periodos (2
seqiiéncias).

A etapa estatistica em bioequivaléncia compde-se basicamente por métodos
associados a avaliacdo da bioequivaléncia, onde se considera o critério da
bioequivaléncia média sob o delineamento experimental crossover 2x2. Dividiu-se em
duas etapas: cdlculo do tamanho da amostra/obten¢do da randomizagao (Planejamento
do estudo) e analise estatistica.

Na primeira etapa além do célculo do tamanho da amostra e da obtencdo da
randomizacdo realizou-se a andlise dos parametros bioquimicos € hemograma para
verificar se as diferencas encontradas antes e apds o estudo foram significativas e para
isso utilizou-se a comparacdo entre médias de duas amostras pareadas.

Para a andlise da estatistica de bioequivaléncia, de acordo com o 6rgdo
regulador, os dados foram conduzidos apds transformacdo logaritmica baseada no
modelo aditivo para todos os valores de ASC e Cpux. O Thax, foi estatisticamente
avaliado utilizando a diferenca individual, construindo um intervalo de confianca de
90%, por meio de teste ndo paramétrico. Os parametros farmacocinéticos ASCo.ins, T112,
e Kel foram calculados, porém, estes parametros ndo foram considerados no cdlculo de
bioequivaléncia. Para a decisdo de bioequivaléncia, andlise considerou como varidvel
alvo ASCy. € Chax.

Foi empregada andlise de variancia (ANOVA) apropriada para o modelo de
dois periodos cruzados, sob os dados InASCy e InCy,ax, a qual foram considerados em
seu modelo os efeitos de seqiiéncia, voluntdria dentro da seqii€ncia, tratamento e
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periodo. Foram calculados os pontos paramétricos e estimativas dos intervalos da razao
T/R (formulagdo teste/formulacdo referéncia) para os valores ASCy. € Cax-

A biodisponibilidade relativa da formulacdo teste versus referéncia foi
avaliada pelas razdes das médias geométricas (pontos estimados). As formulacdes em
estudo sdo consideradas com biodisponibilidade equivalente quando o intervalo de
confianca (IC) de 90% da média geométrica da ASC (no que diz respeito a extensdo de
absor¢do), Cyax (no que diz respeito a velocidade de absorcdo), estiverem dentro do
intervalo de 80% a 125% da média geométrica da formulagao referéncia (regra do FDA
para estudos de bioequivaléncia e da Resolugdo 391/99 (48) e Resolucdo 135/03 da
ANVISA/MS (103)).

O numero planejado da amostra foi de 26 voluntérios, calculado conforme
recomendacdo da ANVISA (2003). Alguns voluntdrios sofreram atraso durante as
coletas. Os atrasos foram considerados no cdlculo dos parametros farmacocinéticos.

As andlises do logaritmo da drea sob a curva do tempo 0 ao tempo ¢, da area
sob a curva do tempo 0 ao infinito e da concentracdo méaxima foram realizadas usando
um modelo linear em que varidveis independentes foram a seqiiéncia (RT e TR), periodo
(1 e 2), produto (R e T) e voluntarios dentro da seqiiéncia. A andlise farmacocinética foi
realizada com os seguintes programas: Microsoft Excel v.1997; Microsoft Word V.
1997; WinNonLin™; EquivTest ™ v. 3.1 para o cdlculo da ANOVA e para os gréficos

utilizou-se o Graph Pad Prism® versdo 2.0.
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5 - RESULTADOS

G
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5.1 ETAPA CLINICA

5.1.1 Dados da Populacio

Um total de 26 voluntarios foi selecionado no estudo, sendo 13 do sexo

feminino, ¢ 13 do sexo masculino, todos com idade entre 18 e 50 anos, 13 foram

alocados na seqiiéncia 1 e outros 13 na seqiiéncia 2.

Tabela 8: Descri¢cao dos voluntarios

Voluntario Sexo Idade Peso Altura MC
1 M 32 80,8 1,73 27,00
2 M 26 74,3 1,74 24,54
3 M 29 64,5 1,74 21,30
4 M 22 87 1,79 27,15
5 M 27 58,5 1,68 20,73
6 M 23 67,2 1,77 21,45
7 M 24 97,2 1,88 27,50
8 M 20 60,8 1,69 21,29
9 M 19 74,1 1,79 23,13
10 M 23 73 1,81 22,28
11 M 31 63,5 1,64 23,61
12 M 23 71,5 1,79 22,32
13 M 20 77 1,77 24,58
14 F 34 54,2 1,64 20,15
15 F 25 55,5 1,61 21,41
16 F 39 68 1,61 26,23
17 F 24 69,9 1,66 25,37
18 F 18 55 1,59 21,76
19 F 31 52,7 1,49 23,74

20 F 20 54,1 1,57 21,95
21 F 24 54,5 1,56 22,39
22 F 21 53 1,58 21,23
23 F 22 61 1,59 24,13
24 F 23 59 1,57 23,94
25 F 26 56,2 1,57 22,80
26 F 38 53,8 1,55 22,39
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Tabela 9: Estatistica descritiva dos dados antropométricos da populacdo em estudo

Variaveis N Média DP Minimo Mediana Maximo
Altura 26 1,67 0,10 1,49 1,65 1,88
Peso 26 65,24 11,62 52,70 62,25 97,20
IMC 26 23,25 2,07 20,15 22,60 27,50
Idade 26 25,54 5,64 18,00 24,00 39,00

5.1.2 Historia Clinica Pré-Estudo

Tabela 10: Descrigdo da historia clinica dos voluntarios

Caracteristicas Ocorréncias
Pressdo Arterial Nenhum desvio significativo
Freqiiéncia Cardiaca Nenhum desvio significativo
Temperatura Nenhum desvio significativo
Abuso de dlcool e drogas Nao relatado por nenhum voluntério
Fumante 9 voluntérios relataram ser ex-fumantes
Doador de sangue Nao relatado por nenhum voluntério

Tabela 11: Avaliacao dos Sistemas da Historia Clinica Pré-estudo

Historia Ocorréncias
Alergia 07 voluntdrios
Olhos, ouvidos, nariz e garganta 05 voluntdrios
Respiratéria 04 voluntdrios
Cardiovascular Nao houve relato
Gastrintestinal 04 voluntarios
Genitourindrio 01 voluntério
Dermatolégico 01 voluntério
Sistema Nervoso Central Nao houve relato
Hematopoiético — linfitico 04 voluntdrios
Endécrino Nao houve relato
Dermatolégico Nao houve relato
Musculoesquelético Nao houve relato
Estabilidade emocional 03 voluntarios
Histéria cirdrgica 09 voluntarios
Historia familiar 14 voluntarios
Outros 02 voluntédrios (Hepatite A na infincia)
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5.1.3 Exames Laboratoriais Pré e Pos-estudo

Tabela 12: Descricao da Histoéria Clinica e Exames Laboratoriais Pré e P6s-estudo

Caracteristicas Ocorréncias

Dados antropométricos: Pressao arterial,

Freqiiéncia Cardiaca, Temperatura, Pulso, Nenhum desvio significativo nos resultados

ECG

Exame Fisico Comissura Labial direita (boca) e linfonodo direito
doloroso pds extragdo dentaria (voluntério 20).

Exames Laboratoriais (Hematolégicos,

Uroandlise, Parasitol6gico, Imunolégico e Nenhum desvio significativo nos resultados

teste de gravidez (B-HCG)

Abuso de dlcool e drogas Nao houve relato
Fumante Ex-fumantes (9 voluntdrios)
Doador de sangue Nao houve relato

Obs: Na fase pds-estudo ndo sdo realizados os exames parasitolégicos e imunolégicos.

5.1.4 Resultados da Etapa Clinica

Foram selecionados no estudo 26 voluntarios sadios, sendo 13 do sexo
masculino e 13 do sexo feminino, todos com idade entre 18 e 50 anos, com indice de

massa corpérea maior que 19 e menor do que 28.
Nos exames laboratoriais, tanto no hemograma como nos parametros
bioquimicos, ndo houve nenhuma alteracao significante, conforme pode ser constatado

nos Quadros 4 e 5 abaixo:
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Quadro 4: Analise do hemograma antes e depois da realizagdo do estudo

Exame Hemograma Completo Teste t-pareado
Homens Mulheres
Eritrécitos | 4,5 a 6,1 milhdes/mm’ | 4,0 a 5,4 milhdes/mm’ t=0,102
Hemoglobina 12,8 a17,8 g/dL 11,3a16,3 g/dL t=0,312
Hematocrito 40,0 a 50,0% 36,0 2 48,0% t=0,080
V.C.M. 77,0 292,0 fLL 77,0 92,0 fL t=0,112
H.B.C.M. 27,0 2 32,0 pg 27,0 a 32,0 pg t=0,242
C.H.B.C.M. 30,0 a 35,0 g/dL 30,0 a 35,0 g/dL t=0,063
R.D.W. 11,5a 14,5 11,5a14,5 t=0,568
Valores Relativos Valores Referéncia
Homens Mulheres
Leucécitos 4,0a 11,0 /mm’ 4,0a 11,0 /mm’ t=0,123
Neutréfilos 40 a 70% 40 a 70% t=0,216
Segmentados 36 a 66% 36 a 66% t=0,122
Eosinoéfilos 2,0a4,0% 2,0a4,0% t=0,718
Linf6citos 25 a45% 25 a45% t=0,078
Mondcitos 2,02 10,0% 2,0a10,0% t=0,582
Plaquetas 150.000 a 400.000/mm’ t=0,072
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Quadro 5: Analise dos parametros bioquimicos antes e depois da realizagédo do estudo

Exame Valores de referéncia Teste t-pareado
Bioquimica
Homens Mulheres
Glicose em Jejum 60 299 mg/dL | 60 a 99 mg/dL t=0,065
Colesterol Total < 200 mg/dL < 200 mg/dL t=0,384
Triglicérides < 150 mg/dL < 150 mg/dL t=0,193
Uréia 6,0 a 50,0 mg/dL| 6,0 a 50,0 mg/dL t=0,067
Creatinina 09al,3mg/dL| 0,6a1,] mg/dL t=0,188
Acido Urico 3,5a72mg/dL| 2,6 a6,0 mg/dL t=0,693
Transaminase Oxalacetica 15a40 U/L 13a35U/L t=0,100
Transaminase Pirtivica 10 a40 U/L 7 a34 U/L t=0,119
Fosfatase Alcalina De 20 a 49 anos — 70 a 290 U/L t =0,089
Acima de 50 anos — 90 a 430 U/L
Gama GT 2a30U/L 1a24U/L t=0,297
Bilirrubina Total 0,5 a 1,4 mg/dL t=0,118
Bilirrubina Direta 0,1 20,6 mg/dL t=0,132
Bilirrubina Indireta 0,1 a 0,8 mg/dL t=0,084
Proteinas Totais 6,0 a 8,0 g% t=0,155
Albumina 3,5a5,5g% t=0,928
Globulinas 1,0a3,0 g% t=0,090
Relacdo A/G No minimo 1,2 t=0,112

Para a comparagao dos resultados dos exames laboratoriais realizados antes
e ap6s o estudo aplicou-se o “Teste t para dados pareados” (comparagao entre médias de
duas amostras pareadas).

De acordo com os valores encontrados (t>0,05), verificou-se que ndo houve
diferenca estatisticamente significante entre as médias dos exames quando comparados
no mesmo individuo, antes e apds a realizacao do estudo de bioequivaléncia, tanto para

os parametros bioquimicos quanto para o hemograma.
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5.1.5 Desvios de Protocolo

Ocorreram atrasos de coletas de amostras (tabela 13). Estes atrasos foram

considerados na analise farmacocinética do farmaco.

Tabela 13: Atrasos dos pontos de coleta

Voluntario Periodo Horario de Tempo de
Coleta (h) Atraso (min)
03 1 1,00 1
03 1 2,50 1
03 1 4,00 1
03 2 8,00 3
08 2 1,00 1
09 1 4,00 20
11 1 3,00 2
11 1 4,00 2
14 1 0,33 1
17 2 1,50 1
19 1 0,17 2
24 1 0,50 1
24 1 8,00 1
26 1 0,30 1

5.1.6 Ocorréncia de Eventos Adversos

Neste estudo, foram incluidos 26 voluntérios. Dos voluntérios participantes,
01 apresentou eventos adversos (tabela 14), ndo sendo relacionado ao farmaco. Os
eventos adversos foram devidamente descritos e anotados nas fichas clinicas dos
voluntarios.

O estudo transcorreu sem nenhum evento adverso sério.

Tabela 14: Eventos Adversos relatados pelos voluntarios durante a internacao

Voluntario Periodo Medicamento Evento Adverso (intensidade)

1 R Dismenorréia com cefaléia (leve)

18 2 T Nao houve evento adverso
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5.2 ETAPA ANALITICA

5.2.1 Resultados da Etapa Analitica

O método analitico descrito foi devidamente validado, para garantir a
confiabilidade dos resultados. Para validar a metodologia analitica da
Fenoximetilpenicilina, foram avaliados os seguintes parametros: sensibilidade,
especificidade/seletividade, linearidade, exatiddo e precisdo intra e inter corrida analitica
e recuperacdo do método de extracdo, levando em consideracdo a estabilidade dos

analitos nas condi¢des experimentais.
5.2.2 Linearidade

Tabela 15: Dados para a construcdo da curva de calibragdo resposta em meio solvente

(concentragao de padrao interno de 1,0 mg/L

Conc Area de Area de PI Razao de Conc. Desvio (%)
Teorica FMP Areas Obtida
FMP ATIVO/PI (mg/L)
(mg/L)
1578 84623 0,02 0,10 99,8
0,10 1567 85029 0,02 0,10 98,7
1604 83918 0,02 0,10 102,3
4735 86031 0,06 0,29 96,5
0,30 4747 85348 0,06 0,29 97,5
4624 85946 0,05 0,28 94,4
7458 81796 0,09 0,48 95,6
0,50 7521 80069 0,09 0,49 98,5
7740 82146 0,09 0,49 98,8
15123 83297 0,18 0,95 94,9
1,00 15698 83847 0,19 0,98 97,9
15914 83928 0,19 0,99 99,1
41028 83029 0,49 2,58 103,2
2,50 40590 84199 0,48 2,52 100,6
41612 83179 0,50 2,61 104,4
65789 85135 0,77 4,03 100,8
4,00 66017 85369 0,77 4,03 100,9
65915 84179 0,78 4,09 102,1
78029 82976 0,94 491 98,1
5,00 78185 84123 0,93 4,85 97,0
79117 81697 0,97 5,05 101,0
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Gréfico 3: Curva de Calibracao - padroes em solugao diluente.

Conclusao: Considerando-se o coeficiente de correlacio R2 > 0,99, que conceitua a
relac@o de linearidade entre o eixo x e y e o préprio visual da curva de resposta, pode-se
concluir que a linearidade foi compativel para a andlise de concentra¢des distintas do

analito em estudo.

5.2.3 Precisao:

Tabela 16: Resultados de precisao para o processo em solvente

Concentracio Concentracdo Concentracio
obtida (mg/L.) obtida (mg/L.) obtida (mg/L)

1° Determinacao 0,29 2,58 4,91
2° Determinagao 0,29 2,52 4,85
3° Determinagao 0,28 2,61 5,05
Média 0,29 2,57 4,94
Desvio padrao 0,005 0,048 0,105

(DPR) % 1,7 1,9 2,1

Conclusdo: Pode-se observar que os valores de DPR (%) individuais contemplam a condicdo de ser
inferior a 5,0 %. Baseando-se nestes resultados, considerou-se a precisdo compativel para o processo em

solvente.
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5.2.4 Exatidao:

Tabela 17: Resultados de Exatidao

Recuperacio Recuperacio Recuperacio

(%) (%) (%)

1° Determinacao 96,4 103,3 100,1
2° Determinacao 92,3 99,1 101,1
3° Determinacao 91,3 102,5 99,8
Média 93,3 101,6 100,6

Conclusao: Pode-se observar que os valores, assim como as médias das variabilidades da exatidao,

encontram-se dentro dos pardmetros de aceitabilidade para o estudo.

5.2.5 Linearidade:

Tabela 18: Dados para a constru¢do da curva de calibragdo (resposta) em meio biolégico
(concentragcao de padrao interno 1,0 mg/L)

Conc Area de Area de Razao de Conc. Desvio (%)
Teérica FMP Padrao Areas Obtida
FMP Interno ATIVO/PI (mg//L)
(MG/L) (PI)
1399 75655 0,018 0,11 107,3
0,10 1400 74426 0,019 0,11 109,0
1436 78000 0,018 0,11 106,8
4309 83020 0,052 0,29 96,4
0,30 4348 87633 0,050 0,28 92,3
4081 83183 0,049 0,27 91,3
7022 86469 0,081 0,45 89,8
0,50 7355 88470 0,083 0,46 91,9
7740 87934 0,088 0,49 97,2
16022 85132 0,188 1,03 103,2
1,00 16691 84923 0,197 1,08 107,7
16074 86242 0,186 1,02 102,2
40672 85983 0,473 2,58 103,3
2,50 39678 87450 0,454 2,48 99,1
40657 86674 0,469 2,56 102,5
64153 88337 0,726 3,96 99,1
4,00 61162 87591 0,698 3,81 95,2
63461 85992 0,738 4,03 100,7
74552 81205 0,918 5,01 100,1
5,00 76162 81517 0,934 5,10 101,9
74935 81934 0,915 4,99 99,8
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Gréfico 4: Curva de calibragéo - padrées em matriz biolégica

Conclusdo: Considerando-se o coeficiente de correlagdo > 0,99, que conceitua a relacio

de linearidade entre o eixo X e y e o préprio visual da curva de resposta, pode-se concluir que a linearidade

foi compativel para a andlise de concentracdes distintas do analito em estudo.

5.2.6 Recuperacao

Tabela 19: Porcentagem de Recuperacao de Fenoximetilpenicilina (FMP)

Recuperacao (%)

Area em solvente  Relacdo de areas

Area em plasma

0 de

orica

Conc. Te

(plasma/solvente)

FMP (mg/L)

91,0

0,910

4735

4309

4348

4081
40672
39678
40657
74552
76162
74935

91,6

0,916

4747

4624
41028
40590
41612
78029
78185
79117

0,30

88,3

0,883

99,1

0,991

97,8

0,978

2,50

97,7

0,977

95,5

0,955

97,4

0,974

5,00

94,7

0,947
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Tabela 20: Porcentagem de Recuperacao do padrao interno Fenitoina

Conc. Teérica de

Area do Picoem Area em solvente

Relacio de areas

Recuperacao (%)

Pad. Interno (PI) Plasma (plasma/solvente)
83020 86031 0,965 96,5
87633 85348 1,027 102,7
83183 85946 0,968 96,8
85983 83029 1,036 103,6
1,00 87450 84199 1,039 103,9
86674 83179 1,042 104,2
81205 82976 0,979 97,9
81517 84123 0,969 96,9
81934 81697 1,003 100,3
Média 84289 84059 1,0031 100,31

Conclusdo: Considerando-se a varia¢do para a recuperacdo do analito em meio bioldgico, pode-se

observar, com os resultados obtidos, que a mesma foi compativel com a condi¢do analitica proposta de

acordo com a RE n° 899 de 29 de maio de 2003.

5.2.7 Limite de Quantificacao (LQ):

Tabela 21: Limite de Quantificagdo em plasma

Area de Area de Conc. Teorica  Conc. Obtida Desvio (%)
Fenoximetilpenicilina Padrao de FMP (mg/L)
Interno (PI) (mg/L)
4514 86637 0,30 0,29 96,8
1587 86803 0,10 0,11 106,1
1550 86396 0,10 0,10 104,3
1592 86887 0,10 0,11 106,3
1554 88056 0,10 0,10 102,7
1571 87235 0,10 0,10 104,6

Conclusdo: O valor do limite de quantificagdo atende aos valores previstos para a curva

farmacocinética do estudo em questdo, tanto em dimensdo quanto em confiabilidade de repetigao.
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5.2.8 Precisao:

Tabela 22: Resultados de precisdo (DPR) para trés faixas de concentragao:
baixa, média e alta.

Concentracio  Concentracdo  Concentracio
obtida (mg/L) obtida (mg/L) obtida (mg/L)

(Baixa) (Média) (Alta)
1° 0,29 2,42 5,03
Ocasiao* 0,30 2,62 5,11
0,27 2,49 5,08
0,29 2,50 4,98
0,28 2,56 5,24
Média 0,29 2,52 5,09
Desvio 0,011 0,077 0,098
Padrio
DPR % 3,9 3,1 1,9
2° 0,32 2,72 5,28
Ocasiao* 0,31 2,66 5,55
0,32 2,70 5,57
0,31 2,61 5,37
0,32 2,58 5,46
Média 0,32 2,66 5,45
Desvio 0,009 0,059 0,123
Padrio
DPR % 2,7 2,2 2,3
3° 0,28 2,37 491
Ocasido** 0,29 2,37 5,09
0,28 2,38 4,96
0,28 2,39 5,00
0,29 2,40 4,94
Média 0,28 2,38 4,98
Desvio 0,004 0,012 0,068
Padrao
DPR % 1,6 0,5 1,4

* Concentragdo calculada a partir de curva de linearidade (funcdo y=0,1836 x — 0,0012).

** Concentracio calculada a partir de curva de validagdo (fungdo y=0,1784 x + 0,0064).
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Tabela 23: Resumo precisao resultado trés faixas de DPR (baixa, media e alta)

DPR’s (BAIXA) %

DPR’s (MEDIA) %

DPR’s (ALTA) %

1° Ocasido 3,9 3,1
2° Ocasiao 2,7 2,2
3° Ocasiao 1,6 0,5

Média inter-Ocasides 2,7 1,9
dos DPR’s

Conclusdo: Pode-se observar que tanto entre os valores individuais de DPR, quanto a média

dos valores obtidos intra e inter ocasido sdo inferiores a 15,0 % em variabilidade. Baseando-se nestes

resultados considerou-se a precisdo como compativel para o processo analitico em meio biolégico.

5.2.9 Exatidao:
Tabela 24: Resultado de exatiddo para trés faixas de concentracao
Fenoximetilpenicilina
Concentracdo  Concentracdo  Concentracido
obtida (mg/L) obtida (mg/L) obtida (mg/L)
(Baixa) (Média) (Alta)
1° Ocasiao* 97,5 96,8 100,7
100,4 105,0 102,1
91,6 99.6 101,5
97,5 99.9 99.6
92,4 102,3 104,9
Média 95,9 100,7 101,8
2° Ocasido* 107,1 108,9 105,6
102,2 106,2 111,1
107,9 108,1 111,4
101,7 104,4 107,4
106,3 103,4 109,3
Média 105,0 106,2 109,0
3° Ocasiao** 92,2 94,9 98,2
95.4 94,8 101,7
93,5 95,2 99,3
92,7 95,7 99.9
95,3 95.9 98,7
Média 93,8 95,3 99,6

* Concentragdo calculada a partir de curva de linearidade (funcdo y=1,3584 x — 0,0114).

** Concentracio calculada a partir de curva de validagdo (fungdo y= 1,3440x + 0,0101).
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Tabela 25: Resumo exatiddo para trés faixas de concentracao de FMP

DPR’s (BAIXA) % DPR’s (MEDIA) % DPR’s (ALTA) %
1° Ocasiao 95,9 100,7 101,8
2° Ocasiao 105,0 106,2 109,0
3° Ocasiao 93,8 95,3 99,6
Média inter-Ocasides 98,2 100,7 103,4

dos DPR’s

Conclusdo: Pode-se observar que tanto para os valores individuais, assim como as médias das
variabilidades inter e intra ocasido da exatiddo encontram-se dentro do parametro de aceitabilidade, ou

seja, o método analitico definido foi compativel em exatiddo.

5.2.10 Robustez

Tabela 26: Alteragbes do fluxo e comprimento de onda

Primeira Alteragdo: 218 nm
Comprimento de onda Segunda Alteragdo: 222 nm

Primeira Alteracdo: 1,2 mL/min
Fluxo Segunda Alteracdo: 1,4 mL/min
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Tabela 27: Resultados para modificacao em fluxo e comprimento de onda

Alteracao Area de Area de Conc. Conc. Desvio %
FMP Padrao Tedrica de Obtida
Interno FMP (mg/L)**
(mg/L)

1° Alteragdo Onda 5084 91314 0,30 0,28 92,1
43897 92639 2,50 2,62 104,8
86134 91639 5,00 5,23 104,7

2° Alteragéio Onda 4320 79133 0,30 0,27 90,0
33110 78323 2,50 2,33 93,3

64313 79264 5,00 4,51 90,2

1° Alteragéo 5388 83994 0,30 0,32 107,9
Fluxo 39146 86941 2,50 2,49 99,5
76460 84656 5,00 5,03 100,5

2° Alteracdo 5307 86845 0,30 0,31 102,2
Fluxo 38951 87241 2,50 2,47 98,7
76918 84712 5,00 5,05 101,1

** Concentracdo calculada a partir da curva de calibracdo denominada curva de validagdo 1
(funcdo: y=0,1784 x + 0,0064).
Conclusdo: Tanto para o ensaio de modificagdo do fluxo quanto para modifica¢do de comprimento

de onda na condicdo analitica, observou-se estabilidade quantitativa média para os fairmacos em analise.

5.2.11 Estabilidade

Tabela 28: Resultados da analise das amostras recém preparadas - Andlise Inicial

Tempo Zero
Area de FMP Area de Conc. Teorica  Conc. Obtida Média Conc.

Padrio FMP (mg/L) (mg/L) ** (mg/L)
Interno

4867 83090 0,33

4906 85208 0,30 0,32 0,32

5444 95197 0,32

40153 86655 2,53

43304 86618 2,50 2,73 2,63

41542 86270 2,63

80025 84329 5,18

80193 90338 5,00 4,84 5,00

77138 84446 4,98

** Concentracdo calculada a partir de curva de linearidade (func¢do: y=0,1836 x — 0,0012).
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5.2.12 Estabilidade de curta duracao

Tabela 29: Resultado do estudo de estabilidade - curta duragéao

Area de Area de Conc. Tedrica Conc. Obtida  Média Conc.
Fenoximetilpenicilina Padrao FMP (mg/L) (mg/L) ** (mg/L)
Interno
5549 85716 0,33
4771 86238 0,30 0,27 0,29
4842 85960 0,28
38158 88760 2,37
38505 90277 2,50 2,35 2,38
38473 87774 2,42
75428 84469 4,97
74228 85191 5,00 4,85 4,93
76090 85445 4,96

** Concentracdo calculada a partir da curva de validacdo 1 (funcdo: y = 0,1784 x + 0,0064).

Tabela 30: Consideracdes estatisticas para a estabilidade de curta duracao

Conc. Teorica Média Conc. Inicial Média Conc. Final Desvios das médias
(mg/L) (mg/L) (mg/L) finais em relacao as
Conc. Iniciais (% )***
0,30 0,32 0,29 -93
2,50 2,63 2,38 -9,5
5,00 5,00 4,93 -14

*#** Desvios calculados em relagdo ao maior valor.

5.2.13 Estabilidade apés ciclos de congelamento e descongelamento

Tabela 31: Resultados do estudo de estabilidade com 3 ciclos de congelamento e

descongelamento

Area de Area de Conc. Tedrica Conc. Obtida  Média Conc.
Fenoximetilpenicilina Padrao FMP (mg/L) (mg/L) ** (mg/L)
Interno
4642 82592 0,31
4642 83892 0,30 0,31 0,29
4098 87277 0,26
37914 87492 2,41
38629 87406 2,50 2,46 2,44
38790 87717 2,46
73610 84234 4,85
73225 84769 5,00 4,80 4,87
74647 83831 4,95

** Concentracdo calculada a partir da curva de validagdo 2 (fun¢do: y = 0,1801 x — 0,0002).
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Tabela 32: Estabilidade ap6s 3 ciclos de congelamento e descongelamento

Conc. Teorica Média Conc. Inicial Média Conc. Final Desvios das médias
(mg/L) (mg/L) (mg/L) finais em relacao as
Conc. Iniciais (% )***
0,30 0,32 0,29 -9,3
2,50 2,63 2,44 -72
5,00 5,00 4,87 -2,6

*** Desvios calculados em relagdo ao maior valor.

5.2.14 Estabilidade no tempo e condicdes de analise/pés processamento

Tabela 33: Resultados de estudo de estabilidade - tempo e condi¢cdes de analise

Area de FMP Area de Conc. Teorica  Conc. Obtida Média Conc.

Padrao FMP (mg/L) (mg/L) ** (mg/L)
Interno
5121 86213 0,30
5017 87320 0,30 0,29 0,29
5155 86514 0,30
39612 91029 2,40
40029 93214 2,50 2,37 2,39
39726 91529 2,40
76314 86018 4,94
75987 86621 5,00 4,88 4,92
76188 85958 4,93

** Concentragdo calculada a partir da curva de validacdo 1 (funcdo: y = 0,1784 x + 0,00064).

Tabela 34: Consideracoes estatisticas para a estabilidade pds-processamento

Conc. Tedrica (mg/L) Média Conc. Inicial Média Conc. Final Desvios das médias
(mg/L) (mg/L) finais em relacio as
Conc. Iniciais (%)***
0,30 0,32 0,29 -94
2,50 2,63 2,39 -9,1
5,00 5,00 4,92 -1,6

*** Desvios calculados em relagdo ao maior valor.
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5.2.15 Estabilidade das solucoes padrao

Tabela 35: Resultado de estudo de estabilidade - solugdes padrao (apds 4 dias)

Area de FMP Area de Conc. Teorica  Conc. Obtida Média Conc.

Padrao FMP (mg/L) (mg/L) ** (mg/L)
Interno

4363 85335 0,28

4608 82846 0,30 0,31 0,30

4674 84620 0,31

38220 86247 2,46

38034 87336 2,50 2,42 2,44

38456 87849 2,43

72522 82449 4,89

73245 83726 5,00 4,86 4,87

73568 84018 4,86

** Concentracdo calculada a partir da curva de validagdo 2 (fungdo: y = 0,1801 x + 0,0002).

Tabela 36: Consideracdes estatisticas para a estabilidade da solucéo padrao

Conc. Teorica (mg/L) Média Conc. Inicial Média Conc. Final Desvios das médias
(mg/L) (mg/L) finais em relacio as
Conc. Iniciais (%)***
0,30 0,32 0,30 -6,3
2,50 2,63 2,44 -72
5,00 5,00 4,87 -2,6

*** Desvios calculados em relagdo ao maior valor.

5.3 Condicoes gerais sobre as estabilidades
5.3.1 Estabilidade de curta duraciao

Com os resultados obtidos de concentracdo e os desvios entre as amostras do
teste em relacdo aos valores das amostras recém-preparadas, conclui-se que na
estabilidade de curta duracdo as amostras foram consideradas estdveis, por apresentar

um desvio menor que 15%.

5.3.2 Estabilidade em ciclos de congelamento e descongelamento

Com os resultados obtidos de concentragdo e os desvios entre as amostras do
teste em relagdo aos valores das amostras recém-preparadas, conclui-se que nos ciclos de

congelamento e descongelamento as amostras foram consideradas estaveis, por
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apresentar um desvio menor do que 15%, de acordo com a Resolu¢do RE n° 899 de 29

de maio de 2003.

5.3.3 Estabilidade no tempo e condicoes de analise

Com os resultados obtidos de concentracdo e os desvios entre as amostras do
teste em relacdo aos valores das amostras recém-preparadas, conclui-se que no tempo de
30 horas as amostras foram consideradas estdveis, por apresentar um desvio menor do

que 15%, de acordo com a Resolu¢dao RE n° 899 de 29 de maio de 2003.

5.3.4 Estabilidade das solucoes-padrao

Com os resultados obtidos de concentracdo e os desvios entre as amostras do
teste em relacdo aos valores das amostras recém-preparadas, concluiu-se que apds 3 dias
de armazenamento das solucdes padrdoes sob refrigeracdo, as amostras foram
consideradas estaveis, por apresentar um desvio menor do que 15%, de acordo com a

Resolucdo RE n° 899 de 29 de maio de 2003 (89).

5.3.5 Conclusao das estabilidades

A validacido do método analitico para a FMP seguiu os parametros
estabelecidos pela Resolucdo RE n° 899 de 29 de maio de 2003 da Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitdria (ANVISA) do Ministério da Saude.

De acordo com os resultados obtidos nos parametros solicitados, pode-se
considerar a metodologia como confidvel, ou seja, validada para a técnica de
Cromatografia Liquida e Detec¢do na Regido de Absor¢do ao Ultra-Violeta, de acordo
com procedimentos e condicdes analiticas aqui estabelecidas, para a determinacao da

concentracdo de FMP em amostras de plasma sanguineo.
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5.4 - ETAPA ESTATISTICA

5.4.1 Tabelas de analise de variancia

Para o delineamento crossover padriao 2x2, o objetivo da andlise de varincia

¢é estudar a variabilidade dos dados estudados, como mostra as Tabelas 37, 38 e 39.

Tabela 37: ANOVA para In (Cmax)

Fonte gl SQ oM F Valor-p
Inter-individual
Seqiiéncia 1 0.0057 0.0057 0.1846 0.6712
Residuos (inter) 24 0.7530 0.0313 11.2917 1.752E-37

Intra-individual

Farmaco 1 0.0015 0.0015 0.5687 0.4580
Periodo 1 0.0003 0.0003 0.1158 0.7365
Residuos (intra) 24 0.0666 0.0027
Total 51 0.8274

Tabela 38: ANOVA para In (ASCy.,)

Fonte gl SQ oM F Valor-p
Inter-individual
Seqiiéncia 1 0.0595 0.0595 0.7281 0.4019
Residuos (inter) 24 1.9638 0.0818 6.3242 1.299E-05

Intra-individual

Farmaco 1 0.0004 0.0004 0.0309 0.8618
Periodo 1 0.0244 0.0244 1.8872 0.1822
Residuos (intra) 24 0.3105 0.0129
Total 51 2.3587
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Tabela 39: ANOVA para In(ASCo-.)

Fonte gl SQ oM F Valor-p
Inter-individual
Seqiiéncia 1 0.0787 0.0787 1.0233 0.3218
Residuos (inter) 24 1.8477 0.0769 5.2404 6.734E-05

Intra-individual

Farmaco 1 0.0009 0.0009 0.0648 0.8012
Periodo 1 0.0175 0.0175 1.1917 0.2858
Residuos (intra) 24 0.3525 0.0146
Total 51 2.2976

Conclui-se, para os parametros farmacocinéticos Cpax, ASCo € ASCo.. que
o efeito de seqii€ncia ndo é significante (valor-p = 0.6712 para Cyax, valor-p = 0.4019
para ASCy.e valor-p = 0.3218 para ASCy..).

Nota-se também que o efeito de periodo ndo € significante (valor-p =
0.7365) para Cyax, (valor-p = 0.1822) para ASCy. e (valor-p = 0.2858) para ASCy..

Estes resultados ndo implicam na decisdao de bioequivaléncia média entre as
duas formulacdes pois a bioequivaléncia € definida pelo intervalo de confianca (IC de

90%).
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5.4.2 Tabelas dos Intervalos de confianca

A média geométrica da razdo entre teste e referéncia do parametro
farmacocinético Cpax € de 101,11%, com o intervalo de 90% de confianga (98,61% —
103,67%), e coeficiente de variacdo intra-individual de 5,20%.

A média geométrica da razdo entre teste e referéncia do parametro
farmacocinético ASCy é de 100,56%, com o intervalo de 90% de confianca (95,27% —
106,13%), e coeficiente de variacdo intra-individual de 11,40%.

A média geométrica da razdo entre teste e referéncia do parametro
farmacocinético ASCy.. . € de 100,86%, com o intervalo de 90% de confianca (95,22%
—106,83%), e coeficiente de variacdo intra-individual de 12,13%.

O intervalo ndo paramétrico de 90% de confianga da diferenca entre teste e
referéncia do parametro farmacocinético T, € de (-0,03; 0,08), com valor-p de 0,44.

Na Tabela 38, estdo apresentados os pardmetros farmacocinéticos médios,
usando um intervalo de confianca de 90%, obtidos das andlises plasmdticas de 26
voluntdrios submetidos ao estudo entre Pen-Ve-Oral® (referéncia) e Meracilina (teste).

Pode-se notar, nos parametros farmacocinéticos contidos na Tabela 40, que
os resultados obtidos para os medicamentos referéncia e teste sdo préximos, tanto para a

média como para o IC (90%).
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Tabela 40: Médias e (IC 90%) dos parametros farmacocinéticos

Parametros Fenoximetilpenicilina
Farmacocinéticos
Pen-Ve-Oral® Meracilina
(Referéncia) (Teste)
Tmax (h)
Média 1,07 1,10
(IC 90%) (1,03 -1,12) (1,04 - 1,16)
Cmax (pg*mL-l)
Média 2,64 2,67
(IC 90%) (2,53 -2,75) (2,55-2,78)
ASCo.(ugsh-mL™)
Média 3,22 3,26
(IC 90%) (3,01 —3,43) (3,01 - 3,50)
ti2 (h)
Média 0,95 1,02
(IC 90%) (0,78 — 1,13) (0,82 -1,22)
ASCo-Sh (pg*h*mL'l)
Média 3,36 3,39
(IC 90%) (3,14 - 3,58) (3,13 -3,64)
ASCy... (ng+h-mL™7)
Média 3,43 3,48
(IC 90%) (3,20 — 3,66) (3,22-3,73)

Observa-se que a média de ASCy. (referéncia = 3,22, teste = 3,26) ¢ maior

que 80% da média de ASCy.. (referéncia 80% = 2,74, teste 80% = 2,78), para o

medicamento referéncia e teste, conforme preconizada pela legislacdo vigente.

O valor de ASCy_ foi maior que 80% do valor extrapolado ao infinito.

Na Tabela 41 foi construido os IC (90%) para Cyax, ASCop-uitn € para ASCo.c,

observe que os intervalos estdao contidos no intervalo de 80 a 125%.
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Tabela 41: Média IC (90%) e conclusao para a razao das médias de Cmax, ASCo1 € ASCo.-c.

Dados transformados em logaritmo natural

" R,flzg“’/ b Média IC (90%) CV (%) Poderdo  Bioequi-
eraciiina ® €N Geométrica Teste (%) valencia
Ve-Oral
Cnax 101,11 (98,61 — 103,67) 5,20 > 95,00 Sim
ASCy. 100,56 (95,27 - 106,13) 11,40 > 95,00 Sim
ASCy..o 100,86 (95,22 — 106,83) 12,13 > 95,00 Sim

Na Tabela 40 estdo apresentados os resultados de T, 0S quais
demonstraram que nado existe diferenca entre as medianas de Tp.x teste € 0 Thax
referéncia (valor-p = 0,44), com 90% de confiangca, bem como os resultados do intervalo
de confiangca de 90%, construido a partir da mediana de Tp,x, conforme a legislacao

vigente.

Tabela 42: Analise da diferenca individual de Tnax. (teste menos referéncia)

IC 90% Valor-p
Diferenca de Tmax  (teste- (-0,03; 0,08) 0,44
referéncia) S ’
2.5
~ —— Referéncia
% 2.0 —— Teste
l\g 1.5+
£ 1.0-
§ 0.5
0.0-
S
Tempo (h)

Figura 12: Curva média da concentragdo plasmatica vs tempo de Pen-Ve-Oral®

(referéncia) e Meracilina (teste).
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6 - DISCUSSAO
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Em 12 anos de presenga no mercado brasileiro (1999-2011), os genéricos
correspondem atualmente a 21,62% das vendas em unidades no conjunto do mercado
farmacéutico.

Os medicamentos genéricos sdo oficialmente 35% mais baratos que os
medicamentos de referéncia ao consumidor (105).

O apoio do governo brasileiro na implantagdo dos medicamentos genéricos,
por meio do esclarecimento e divulgacdo junto a populacdo, levou ao seu sucesso de
mercado. A regulamentacdao do genérico acarretou em uma série de exigéncias técnicas
até entdo desconhecidas tanto para a drea regulatéria quanto para as industrias
farmaceéuticas, exigéncias que foram cumpridas e observou-se uma evolu¢do do nimero
de registros de medicamentos genéricos.

Atualmente o Brasil conta com mais de 17550 apresentacdes comerciais de
genéricos, distribuidas entre 384 farmacos pertencentes a 117 classes terapéuticas e 101
laboratérios fabricantes (106).

Os testes realizados representam 61% de equivaléncia farmacéutica e 39%
de bioequivaléncia (107).

No ano de 2002 foram realizados em média 9,5 estudos/més, 13,4 em 2003,
11,6 em 2004, 16 em 2005, 17,75 em 2006 e 17 estudos/més em 2007 (108).

Esse incremento nos testes de biodisponibilidade e bioequivaléncia foi
impulsionado pela regulamentacio da ANVISA que estendeu aos medicamentos
similares a necessidade de realizacdo destes testes, até entdo s6 exigidos para os
genéricos.

Estudos de bioequivaléncia devem verificar a existéncia ou ndo de
diferencas entre formulacdes farmacéuticas no que se refere aos parametros relacionados
a extensdo e velocidade de absorcdo do principio ativo a partir de sua forma

farmacéutica (Cyax € ASC), administrados, geralmente, por via oral.

No desenvolvimento desta metodologia analitica, observaram-se os métodos
analiticos ja existentes, considerando as caracteristicas fisico-quimicas da
Fenoximetilpenicilina comprimidos de 500.000 UI.
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Primeiramente definiu-se qual seria o padrdo interno a ser utilizado, com
objetivo de compensar eventuais perdas durante o processo de extracdo do analito e
eventuais erros no volume de injecao. Foi escolhida a Fenitoina como padrao interno por
atender as finalidades analiticas propostas.

O protocolo clinico desenvolvido de acordo com as resolugdes da
ANVISA foi delineado considerando a inclusdao de um niimero adequado de voluntérios,
a coleta de amostras por um periodo de tempo superior a 3 vezes a meia-vida de
eliminacdo do farmaco, a coleta de pontos préximos a concentracdo maxima plasmatica
(Cmax) € 0 emprego de um método analitico preciso e adequado.

Vinte e seis voluntdrios sadios foram incluidos na avaliacio quanto a
bioequivaléncia. As razdes das médias (teste/referéncia) dos parametros acima e
correspondentes a intervalo de confianga de 90%, foram calculadas para determinar a
bioequivaléncia.

Para a determinagdo da Fenoximetilpenicilina (Meracilina) foram colhidas
amostras de sangue previamente a administracdo e até 8 horas apds, em intervalos pré-
determinados. Um total de 832 amostras foram submetidas a quantificacdo. As
concentracdes plasmaticas de Fenoximetilpenicilina (Meracilina) foram determinadas
através de cromatografia liquida de alta eficiéncia.

Para cada formulacdo foram calculadas a concentracdo méxima atingida
Cax, @ area sob a curva a partir da hora da administracdo do medicamento até a dltima
amostra coletada ASC .y, € a drea sob a curva a partir da administracdo do medicamento
e extrapolada ao infinito ASCg.c0).

A coluna cromatografica utilizada foi a Lichrospher C18 Sum (250 mm x
4,0mm), apresenta boa separacdo dos compostos de interesse dos interferentes da matriz.

A taxa de absor¢do da Fenoximetilpenicilina comprimidos € muito rdpida,
sendo possivel comparar a biodisponibilidade relativa e absoluta (109).

A quantificacdo de fenoximetilpenicilina foi realizada em diferentes matrizes
bioldgicas, como plasma e saliva (110). Poucos métodos podem ser encontrados na
literatura para andlise de Fenoximetilpenicilina em matrizes bioldgicas (111). Métodos
microbioldgicos, titulagdo iodométrica e titulacdo mercurimétrica potenciométrica foram

empregados em andlises de penicilinas (112). Pajchel et al. (113) descreveram um ensaio
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que utiliza eletroforese capilar para quantificacdo de Fenoximetilpenicilina (113). No
entanto, Dolezalov4 et al. (112) usou cromatografia eletrocinética micelar (MEKC).

Comparado com o método HPLC, o método MECK € mais rdpido e mais
barato. Por outro lado, é menos sensivel e preciso (112).

Hilder et al. (114) descreveram um método usando espectrometria de massas
com ionizacdo por “Electrospray” (ESI-MS). Mesmo sendo sensivel e especifico, € um
método caro comparado ao método de deteccao por HPLC-UV. Medvedovici et al. (115)
reportaram um método HPLC-DAD de extracdo liquido-liquido para quantificar
amostras de Fenoximetilpenicilina em plasma humano, o método obteve um baixo LOQ
(50 ng/mL), mas o tempo de reten¢do foi de aproximadamente 12 minutos. O método de
HPLC com deteccao por UV oferece vantagens de alta resolucdo, precisdo, rapidez e
sensibilidade para quantificar fenoximetilpenicilina em plasma humano (116).

As vantagens da extragdo fase solida (SPE) sdo o baixo consumo de
solventes, economia de tempo e potencial para automacdo se comparada com a extracao
liquido-liquido.

O método analitico de extracdo fase solida descrito neste estudo para
quantificar Fenoximetilpenicilina em plasma humano provou ser eficaz (LOQ de 0.1
mg/mL).

Deste modo, o método desenvolvido e validado no Brasil, foi empregado
com sucesso na determinagdo de Fenoximetilpenicilina em amostras bioldgicas apos a
administracdo do medicamento em dose tUnica, jd que se apresentou simples, direto e
obteve um bom tempo de retencao (4.0 min). Este método é apropriado para uma rotina
como em um estudo de bioequivaléncia e aplicacdo no controle de qualidade dos
medicamentos que contém Fenoximetilpenicilina em sua formulacao.

Os dados de concentracdo versus tempo dos 26 voluntdrios foram
empregados na andlise estatistica, a qual foi conduzida de acordo com a RE n 898/03 da
ANVISA. O IC 90% dos parametros farmacocinéticos avaliados (Cyax, ASCo., ASCo.c)
apresentaram-se dentro do intervalo de 0,80 a 1,25% proposto pela ANVISA.

O medicamento teste foi considerado bioequivalente ao medicamento de
referéncia, o que significa dizer que o mesmo € tdo seguro e eficaz quanto ao

medicamento referéncia, e pode ser com este intercambidvel.
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7 — CONCLUSAO
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Os dados farmacocinéticos demonstram que fenoximetilpenicilina 500.000
Ul (Meracilina) é bioequivalente nos termos de extensdo e absor¢do a formulacdo
referéncia (Pen-Ve-oral®), conseqiientemente, esta preparacdo pode ser considerada

equivalente terapéutico.

De acordo com o objetivo geral

Considerando que dois medicamentos sdo bioequivalentes quando IC de
90% para a razdo entre as médias dos dados transformados em logaritmo natural de Cpax
e ASCy, estiverem entre 80% e 125%, conforme legislacdo vigente, e estando os
resultados deste estudo de acordo com as especificacdes exigidas, razdo entre as médias
de Chax € ASCoy. entre 80% e 125%, pode-se concluir que a formulacdo de
Fenoximetilpenicilina (Pen-Ve-Oral®) comprimido de 500.000 UI produto referéncia
produzido pela Eurofarma Laboratérios Ltda e Meracilina produzido pela Aché

Laboratérios Farmacéuticos S/A sdo bioequivalentes.

De acordo com o objetivo proposto

A cromatografia liquida acoplada ao detector UV — HPLC/UV usada para
quantificar 500.000 UI de Fenoximetilpenicilina em plasma humano estd de acordo com
o objetivo proposto e com as especificacdes exigidas pelo Orgio Regulador e a
validacdo de acordo com a Resolu¢do RE n° 899 de 29 de maio de 2003 para estudos de

bioequivaléncia.
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ANEXO 1:

PARECER COMITE ETICA

COMITE DE ETICA EM PESQUISA
Caixa Postal 6111, 13083-970 Campinas, SP
® (0_19) 3788-8936

FAX (0_19) 3788-8925

<%

CEP, 11/05/05
(Grupo III)

PARECER PROJETO: N° 230/2005

I-IDENTIFICACAO:

PROJETO: “ESTUDO DE BIOEQUIVALENCIA DE DUAS FORMULACOES DE
FENOXIMETILPENICILINA COMPRIMIDO DE 500.000 U, EM VOLUNTARIOS
SADIOS DE AMBOS OS SEXOS, SENDO A FORMULACAO TESTE (MERACILINA)
PRODUZIDA PELO ACHE LABORATORIOS FAR\IA( EUTICOS SA E A
FORMULAC: AO REFERENCIA (PEN-VE-ORAL") PELA EUROFARMA
LABORATORIOS - SPH 012/05 - VERSAO 1.0 DE 04/05/05”

PESQUISADOR RESPONSAVEL: Ronilson Agnaldo Moreno

INSTITUICAO: SYNCHROPHAR

APRESENTACAO AO CEP: 10/05/2005

I1- OBJETIVOS
Avaliar se a formulagdo de fenoximetilpenicilina comprimido de 500.000 UI, produzida

pelo Aché atinge niveis plasmaticos equivalentes aos da formulacio referéncia

I11 - SUMARIO

E um éstudo monocéntrico: abeno Idﬂd@i“!?dL‘U uuza(in com dois nammntm onde
26 volantarios sadios ¢ ‘ambos 08 sex [ 3
. )

sao adrmmstradas em dose unica por via oral seguldos de coletas de sangue de pelo menos 3
meias-vidas. Os periodos de tratamento devem obedecer um intervalo minimo de 7 meias-vidas
entre eles. Serdo coletadas 32 amostras de sangue , totalizando 336 ml de sangue por voluntario.

IV - COMENTARIOS DOS RELATORES
O estudo esta bem estruturado. O Termo de Consentimento é adequado e contém todos

as informagdes para que o voluntario decida se quer ou ndo participar do estudo. Os critérios de
inclusdo e exclusdo sdo adequados, bem como a forma de recrutamento dos voluntarios.
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YV - PARECER DO CEP

O Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Ciéncias Médicas da UNICAMP, apos
acatar os pareceres dos membros-relatores previamente designados para o presente caso e
atendendo todos os dispositivos das Resolugdes 196/96 e complementares, bem como ter
aprovado o Termo do Consentimento Livre e Esclarecido, assim como todos os anexos incluidos
na Pesquisa, resolve aprovar sem restri¢des o Protocolo de Pesquisa supracitado.

O conteido e as conclusdes aqui apresentados sio de responsabilidade exclusiva do
CEP/FCM/UNICAMP e ndo representam a opinido da Universidade Estadual de Campinas nem
a comprometem.

VI - INFORMACOES COMPLEMENTARES

O sujeito da pesquisa tem a liberdade de recusar-se a participar ou de retirar seu
consentimento em qualquer fase da pesquisa, sem penalizagio alguma e sem prejuizo ao seu
cuidado (Res. CNS 196/96 — Item IV.1.f) e deve receber uma copia do Termo de Consentimento
Livre e Esclarecido, na integra, por ele assinado (Item 1V 2.d).

Pesquisador deve desenvolver a pesquisa conforme delineada no protocolo aprovado e
descontinuar o estudo somente apos andlise das razdes da descontinuidade pelo CEP que o
aprovou (Res. CNS Item III.1.z), exceto quando perceber risco ou dano nio previsto ao sujeito
participante ou quando constatar a superioridade do regime oferecido a um dos grupos de
pesquisa (Item V.3.).

O CEP deve ser informado de todos os efeitos adversos ou fatos relevantes que alterem o
curso normal do estudo (Res. CNS Item V.4.). E papel do pesquisador assegurar medidas
imediatas adequadas frente a evento adverso grave ocorrido (mesmo que tenha sido em outro
centro) e enviar notificagdo ao CEP e a Agéncia Nacional de Vigilincia Sanitaria — ANVISA —
junto com seu posicionamento.

Eventuais modificagdes ou emendas ao protocolo devem ser apresentadas ao CEP de
forma clara e sucinta, identificando a parte do protocolo a ser modificada e suas justificativas.
Em caso de projeto do Grupo I ou II apresentados anteriormente a ANVISA, o pesquisador ou
patrocinador deve envid-las também a mesma junto com o parecer aprovatorio do CEP, para
serem juntadas ao protocolo inicial (Res. 251/97, Ttem T11.2.¢)

Relatorios parciais e final devem ser apresentados ao CEP, de acordo com os prazos
estabelecidos na Resolugdo CNS-MS 196/96.

VII - DATA DA REUNIAO

Homologado na V Reunido Ordinaria do CEP/FCM, em 24 de maio de 2005.

Profa. Dra. Q{mﬁ a Bertuzzo

PRESIDENTE DO COMITE DE ETICA EM PESQUISA
FCM / UNICAMP
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FACULDADE DE CIENCIAS MEDICAS
COMITE DE ETICA EM PESQUISA

® www.fcm.unicamp.br/pesquisa/etica/index.html

CEP. 25/04/06
(PARECER PROJETO 230/2005)

PARECER

I-IDENTIFICACAO:

PROJETO: “ESTUDO DE BIOEQUIVALENCIA DE DUAS FORMULACOES DE
FENOXIMETILPENICILINA COMPRIMIDO DE 500000 Ul, EM VOLUNTARIOS
SADIOS DE AMBOS OS SEXOS, SENDO A FORMULACAO TESTE (MERACILINA)
PRODUZIDA PELO ACHE LABORATORIOS FARMACEUTICOS SA E A
FORMULACAO  REFERENCIA  (PEN-VE-ORAL®) PELA  EUROFARMA
LABORATORIOS - SPH 012/05”

PESQUISADOR RESPONSAVEL: Ronilson Agnaldo Moreno

IT- PARECER DO CEP

O Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Ciéncias Médicas da UNICAMP
aprovou o Relatério Final, apresentado em margo de 2006, do protocolo de pesquisa
supracitado.

O conteado e as conclusdes aqui apresentados sio de responsabilidade exclusiva do
CEP/FCM/UNICAMP e nio representam a opinido da Universidade Estadual de Campinas
nem a comprometem.

Recomendagio: quando da publicacio enviar copia ao CEP/FCM.

Profa?%‘ﬂm'rg}i Silvia Bertuzzo
PRESIDENTE do COMITE'DE ETICA EM PESQUISA

FCM / UNICAMP
Comité de Etica em Pesquisa - UNICAMP
Rua: Tessalia Vieira de Camargo, 126 FONE (019) 3788-8936
Caixa Postal 6111 FAX (019) 3788-7187
13084-971 Campinas — SP cepia fem.unicamp.br
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Anexo 2:

Curvas de Concentracio Plasmatica vs Tempo dos Voluntarios, para a
Fenoximetilpenicilina Referéncia e Teste

Graficos e parametros farmacocinéticos

Graficos das curvas de concentragdes versus o tempo e os parametros

farmacocinéticos para cada individuo.

Voluntario 1

3_
g —— Referéncia
—— Teste
3.
8
o}
g 1 |
0_
0 2 4 6 8
Tempo (h)
Parametros F imetil icili
Farmacocinéticos enoximetiipeniciiina
Voluntario 1
Meracilina (Teste) Pen-Ve-Oral ® (Referéncia)
Tmax (h) 1,00 1,00
Crmax (Mg-ml™) 235 2,23
ASCo.uith (pg-h-ml™) 2,78 3,12
ti2 (h) 0,72 0,74
ASCo.gn (ug-h-ml™) 2,91 3,26
ASCy... (ug-h-ml™) 2,92 3,27
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Voluntario 2

3_
=) —— Referéncia
%, —— Teste
S,
8
g
§ 1 _
0_
0 4 6 8
Tempo (h)
Parametros F imetil icili
Farmacocinéticos enoximetiipeniciiina
Voluntario 2
Meracilina (Teste) Pen-Ve-Oral ® (Referéncia)
Tmax (h) 1,00 1,00
Cmax (pg-ml™) 1,99 2,10
ASCo.uith (ng-h-ml™) 2,04 2,02
t12 (h) 1,29 1,04
ASCo.sn (ng-h-ml”) 2,16 2,14
ASCq... (ug-h-ml™) 2,26 2,20
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Voluntario 3

3_
g —— Referéncia
—— Teste
3
8
&
g 1 |
0_
0 2 4 6 8
Tempo (h)
Parametros Fenoximetilpenicilina
Farmacocinéticos P
Voluntario 3
Meracilina (Teste) Pen-Ve-Oral ® (Referéncia)
Tmax (h) 0,83 0,83
Crmax (Mg-ml™) 254 2,31
ASCo.uith (ng-h-ml™) 2,65 2,52
ti2 (h) 1,61 1,97
ASCo.gn (Hg-h-mI”) 2,80 2,63
ASCq... (ug-h-ml™) 3,00 2,83
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Voluntario 4

3_
=) —— Referéncia
%, —— Teste
2 5]
8
g
§ 1 _
0_
0 4 6 8
Tempo (h)
Parametros F imetil icili
Farmacocinéticos enoximetiipenicilina
Voluntario 4
Meracilina (Teste) Pen-Ve-Oral ® (Referéncia)
Tmax (h) 1,00 1,00
Cmax (pg*m|-1) 2,10 2,39
ASCo.uith (pg-h-ml™) 2,27 3,12
t12 (h) 0,52 0,80
ASCo.sh (ug-h-ml™) 2,33 3,25
ASCy... (ng-h-ml™) 2,36 3,27
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Voluntario 5

jE\ ] —s— Referéncia
—— Teste
g
§ 1 _
0_
0 4 6 8
Tempo (h)
Parametros . . .
Farmacocinéticos Fenoximetilpenicilina
Voluntario 5
Meracilina (Teste) Pen-Ve-Oral ® (Referéncia)
Tmax (h) 1,00 1,00
Cmax (pg-ml™) 2,50 2,17
ASCo.uith (ng-h-ml™) 2,07 2,30
t12 (h) 2,69 0,69
ASCo.gn (ug-h-ml™) 2,17 2,42
ASCy... (ng-h-ml™) 2,46 2,42
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Voluntario 6

3_
=) —— Referéncia
%, —— Teste
=
8
g
§ 1 _
0_
0 4 6 8
Tempo (h)
Parametros F imetil icili
Farmacocinéticos enoximetilpenicilina
Voluntario 6
Meracilina (Teste) Pen-Ve-Oral ® (Referéncia)
Tmax (h) 1,25 1,25
Cmax (pg-ml™) 2,59 2,79
ASCo.uith (ng-h-ml™) 4,30 3,74
ti2 (h) 2,29 2,67
ASCo.gn (ug-h-ml™) 4,44 3,87
ASCy... (ng-h-ml™) 4,76 4,24

181



Voluntario 7

4_
- —— Referéncia
%, 3 —— Teste
8
g 2
B
5
0_ - - a
0 4 6 8
Tempo (h)
Parametros F . i icili
Farmacocinéticos enoximetilpenicilina
Voluntario 7
Meracilina (Teste) Pen-Ve-Oral ® (Referéncia)
Tmax (h) 1,00 1,25
Cmax (pg*m|-1) 2,96 3,01
ASCo.uith (pg-h-ml™) 3,04 3,59
t12 (h) 0,49 1,26
ASCo.sh (ug-h-ml™) 3,14 3,78
ASCy... (ng-h-ml™) 3,18 3,94
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Voluntario 8

—— Referéncia
3. —— Teste

Concentragao (ug/mL)
N

0- o a
0 2 4 6 8
Tempo (h)
Parametros Fenoximetilpenicilina
Farmacocinéticos P
Voluntario 8
Meracilina (Teste) Pen-Ve-Oral ® (Referéncia)

Tmax (h) 0,83 0,83
Cmax (pg*m|-1) 2,84 2,98
ASCo.uith (ng-h-ml™) 2,82 2,43
ti2 (h) 0,72 0,96
ASCo.gn (Hg-h-mI”) 2,92 2,54
ASCq... (ug-h-ml™) 2,92 2,72
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Voluntario 9

4_
- —— Referéncia
%, 3. —— Teste
Q3
g 2-
5
8"
0_
0 4 6 8
Tempo (h)
Parametros Fenoximetilpenicilina
Farmacocinéticos P
Voluntario 9
Meracilina (Teste) Pen-Ve-Oral ® (Referéncia)
Tmax (h) 1,25 1,00
Cmax (pg*m|-1) 2,86 3,08
ASCo.uith (pg-h-ml™) 3,82 3,06
t12 (h) 0,38 0,77
ASCo.sh (ug-h-ml™) 3,91 3,21
ASCy... (ng-h-ml™) 3,92 3,26
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Voluntario 10

—— Referéncia

g
§, 34 —— Teste
3
g 2+
8"
0- =3 a
0 4 6 8
Tempo (h)
Parametros

Farmacocinéticos

Fenoximetilpenicilina

Voluntario 10 Meracilina (Teste) Pen-Ve-Oral ® (Referéncia)
Tmax (h) 1,25 1,25
Crax (Hg-mI™) 2,92 2,79
ASCo.uit h (Hg-h-mI™) 3,16 3,19
ti2 (h) 0,34 0,75
ASCo.sh (ug-h-ml™) 3,21 3,30
ASCy... (ng-h-ml™) 3,21 3,42
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Voluntario 11

3_
- —— Referéncia
%, —— Teste
=
8
&
§ 1 |
0— o a
0 2 4 6 8
Tempo (h)
Parametros
Farmacocinéticos F imetil icili
Voluntario 11 enoximetilpenicilina
Meracilina (Teste) Pen-Ve-Oral ® (Referéncia)
Tmax (h) 1,00 1,00
Cmax (pg*m|-1) 2,27 2,53
ASCo.uith (ng-h-ml™) 221 2,43
ti2 (h) 0,82 0,48
ASCo.gn (Hg-h-mI”) 2,29 2,52
ASCq... (ug-h-ml™) 2,39 2,55
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Voluntario 12

—— Referéncia

g
§, 34 —— Teste
8
g 2
|5
5"

0_

0 4 6 8
Tempo (h)
Parametros

Farmacocinéticos
Voluntario 12

Fenoximetilpenicilina

Meracilina (Teste) Pen-Ve-Oral ® (Referéncia)
Tmax (h) 1,00 1,25
Crmax (Mg-ml™) 2,92 2,83
ASCo.uith (pg-h-ml™) 2,71 3,71
ti2 (h) 0,55 0,64
ASCo.sh (ug-h-ml™) 2,80 3,88
ASCy... (ng-h-ml™) 2,85 3,87
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Voluntario 13

—— Referéncia

g
§, 34 —— Teste
8
g 2
|5
5"

0_

0 4 6 8
Tempo (h)
Parametros

Farmacocinéticos

Fenoximetilpenicilina

Voluntario 13 Meracilina (Teste) Pen-Ve-Oral ® (Referéncia)
Tmax (h) 1,00 1,00
Crmax (Mg-ml™) 3,34 2,96
ASCo.uith (pg-h-ml™) 4,30 4,50
t12 (h) 0,56 1,11
ASCo.gn (Hg-h-mI”) 4,40 4,67
ASCo.. (ug-h-ml™) 4,38 4,78
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Voluntario 14

3_
jE\ —— Referéncia
—— Teste
3 |
8
g
§ 1 _
0_
0 2 4 6 8
Tempo (h)
Parametros . . -
Farmacocinéticos Fenoximetilpenicilina
Voluntario 14
Meracilina (Teste) Pen-Ve-Oral ® (Referéncia)
Tmax (h) 1,25 1,00
Crmax (Mg-ml™) 2,46 2,35
ASCo.uith (pg-h-ml™) 2,65 3,04
t12 (h) 0,64 0,71
ASCo.sh (ug-h-ml™) 2,74 3,16
ASCy... (ng-h-ml™) 2,82 3,16
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Voluntario 15

jE\ ] —s— Referéncia
—— Teste
3 |
8
g
§ 1 _
0- =3 a
0 2 4 6 8
Tempo (h)
Parametros . . -
Farmacocinéticos Fenoximetilpenicilina
Voluntario 15
Meracilina (Teste) Pen-Ve-Oral ® (Referéncia)
Tmax (h) 1,25 1,25
Crmax (Mg-ml™) 2,81 2,64
ASCo.uith (pg-h-ml™) 4,27 3,24
t12 (h) 0,82 0,38
ASCo.gn (ug-h-ml™") 4,45 3,31
ASCq... (ug-h-ml™) 4,49 3,32
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Voluntario 16

=) %7 —— Referéncia
%, —— Teste
=
8
g
§ 1 _
0- =3 a
0 2 4 6 8
Tempo (h)
Parametros Fenoximetilpenicilina
Farmacocinéticos P
Voluntario 16
Meracilina (Teste) Pen-Ve-Oral ® (Referéncia)
Tmax (h) 1,50 1,25
Cmax (pg-ml™) 2,55 2,45
ASCo.uith (ng-h-ml™) 3,31 2,45
ti2 (h) 1,39 0,39
ASCo.gn (ug-h-ml™) 3,42 2,50
ASCy... (ug-h-ml™) 3,53 2,51
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Voluntario 17

4_
- —— Referéncia
%, 3 —— Teste
8
g 2
B
5"
0_
0 2 4 6 8
Tempo (h)
Parametros .. -
Farmacocinéticos Fenoximetilpenicilina
Voluntario 17
Meracilina (Teste) Pen-Ve-Oral ® (Referéncia)
Tmax (h) 1,25 1,25
Crmax (Mg-ml™) 3,12 2,94
ASCo.uith (pg-h-ml™) 3,89 4,13
t12 (h) 0,86 0,79
ASCo.gn (ug-h-ml™) 4,10 4,46
ASCy... (ng-h-ml™) 4,15 4,51
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Voluntario 18

3_
) —— Referéncia
%, —— Teste
~ 2_
3
&
§ 1 |

0_

0 4 6 8
Tempo (h)
Parametros

Farmacocinéticos
Voluntario 18

Fenoximetilpenicilina

Meracilina (Teste) Pen-Ve-Oral ® (Referéncia)
Tmax (h) 1,25 1,00
Crmax (Mg-ml™) 2,24 2,18
ASCo.uith (ng-h-ml”) 3,18 3,23
t12 (h) 0,62 0,85
ASCo.sn (ng-h-ml”) 3,28 3,41
ASCo... (ng-h-ml™) 3,27 3,45
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Voluntario 19

3_
) —— Referéncia
%, —— Teste
~ 2_
3
&
§ 1 |

0_

0 4 6 8
Tempo (h)
Parametros

Farmacocinéticos
Voluntario 19

Fenoximetilpenicilina

Meracilina (Teste) Pen-Ve-Oral ® (Referéncia)
Tmax (h) 1,25 1,00
Crax (Hg-mI™) 2,74 2,50
ASCo.uith (ng-h-ml”") 3,43 3,84
t12 (h) 0,62 0,78
ASCo.gn (Hg-h-mI”) 3,57 4,05
ASCo... (pg-h-ml™) 3,56 4,08
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Voluntario 20

3_
) —— Referéncia
%, —— Teste
~ 2_
3
&
§ 1 |

0_

0 4 6 8
Tempo (h)
Parametros

Farmacocinéticos
Voluntario 20

Fenoximetilpenicilina

Meracilina (Teste) Pen-Ve-Oral ® (Referéncia)
Tmax (h) 0,83 1,00
Crmax (Hg-ml™) 2,63 2,59
ASCo.uith (ng-h-ml”") 3,41 3,99
t12 (h) 1,51 1,88
ASCo.gn (Hg-h-mI”) 3,52 4,12
ASCo... (pg-h-ml™) 3,65 4,34
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Voluntario 21

—— Referéncia

g
§, 34 —— Teste
8
g 2
|5
5"

0_

0 4 6 8
Tempo (h)
Parametros

Farmacocinéticos
Voluntario 21

Fenoximetilpenicilina

Meracilina (Teste) Pen-Ve-Oral ® (Referéncia)
Tmax (h) 1,25 1,25
Crmax (Hg-ml™) 2,99 3,21
ASCo.uith (ng-h-ml”") 4,25 3,98
t12 (h) 1,39 0,74
ASCo.gn (Hg-h-mI”) 4,48 4,12
ASCo.. (ug-h-ml™) 4,71 413
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Voluntario 22

—— Referéncia

g
§, 34 —— Teste
3
g 2+
5
8"

0_

0 4 6 8
Tempo (h)
Parametros

Farmacocinéticos

Fenoximetilpenicilina

Voluntario 22 —
Meracilina (Teste) Pen-Ve-Oral ® (Referéncia)

Tmax (h) 1,00 1,25
Crmax (Mg-ml™) 2,94 2,85
ASCo.uith (pg-h-ml™) 3,98 3,51
t12 (h) 1,15 1,47
ASCo.gn (Hg-h-mI”) 4,18 3,67
ASCo... (pg-h-ml™) 4,31 3,85
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Voluntario 23

3_
) —— Referéncia
%, —— Teste
~ 2_
3
&
§ 1 |

0_

0 4 6 8
Tempo (h)
Parametros

Farmacocinéticos
Voluntario 23

Fenoximetilpenicilina

Meracilina (Teste) Pen-Ve-Oral ® (Referéncia)
Tmax (h) 0,83 1,00
Crax (Hg-mI™) 2,41 2,61
ASCo.uith (ng-h-ml”") 2,99 2,90
t12 (h) 1,96 0,75
ASCo.gn (Hg-h-mI”) 3,11 3,02
ASCq... (pg-h-ml™) 3,33 3,03
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Voluntario 24

—— Referéncia

g
§, 34 —— Teste
8
g 2
|5
5"

0_

0 4 6 8
Tempo (h)
Parametros

Farmacocinéticos
Voluntario 24

Fenoximetilpenicilina

Meracilina (Teste) Pen-Ve-Oral ® (Referéncia)
Tmax (h) 1,00 1,00
Crmax (ug-ml™) 3,29 3,12
ASCo.uith (pg-h-ml™) 4,21 3,52
ti2 (h) 1,21 0,65
ASCo.sh (ug-h-ml™) 4,44 3,66
ASCy... (ng-h-ml™) 4,61 3,65
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Voluntario 25

3_
) —— Referéncia
%, —— Teste
~ 2_
3
&
§ 1 |

0_

0 4 6 8
Tempo (h)
Parametros

Farmacocinéticos
Voluntario 25

Fenoximetilpenicilina

Meracilina (Teste) Pen-Ve-Oral ® (Referéncia)
Tmax (h) 1,25 1,00
Crax (Hg-mI™) 2,43 2,26
ASCo.uith (ng-h-ml”") 3,33 2,82
t12 (h) 0,69 0,77
ASCo.gn (Hg-h-mI”) 3,51 2,95
ASCo... (pg-h-ml™) 3,50 2,96
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Voluntario 26

3_
- —— Referéncia
%, —— Teste
2 5]
8
g
§ 1 _
0_
0 2 4 6 8
Tempo (h)
Parém(_atr’():f; Fenoximetilpenicilina
Farmacocinéticos
Voluntario 26 . o .
Meracilina (Teste) Pen-Ve-Oral © (Referéncia)
Tmax (h) 1,25 1,00
Crmax (Mg-ml™) 253 2,64
ASCo.uith (pg-h-ml™) 3,57 3,29
ti2 (h) 0,75 0,70
ASCo.gn (Hg-h-mI”) 3,78 3,43
ASCy... (ug-h-ml™) 3,80 3,43
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ANEXO 3:

CROMATOGRAMA DA FENOXIMETILPENICILINA

0.012 e —— SEa pan s R
0.010+ P
| =
o
Lo}
0.008 2
c
&
0.006-
2

<

0.004-

0.002+

://_/\NJLW_ _

_.______‘____
_——PI-11.294

2.00 4.00 6.00 a0 - ! -
oy 10.00 12.00 14.00

Peak Name RT Area | % Area | Height
1 |Penicilina 3.947 | 41024 3246( 5010
2| P 11.284| B85366| 67.54| 7848

Figura 10: Cromatograma referente a amostra de Plasma obtido de
voluntdrio sadio apds administracdo oral de 500.000 UI de Fenoximetilpenicilina

adicionado ao padrdo interno.
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ANEXO 4:
TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Estudo de bioequivaléncia de duas formulagdes de
fenoximetilpenicilina comprimido de 500.000 UI, em voluntdrios sadios de
ambos os sexos, sendo a formulacdo teste (Meracilina) produzida pela Aché
Laboratérios Farmacéuticos S/A e a formulacdo referéncia (Pen-Ve-Oral®) pela

Eurofarma Laboratérios Ltda.

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

Vocé estd sendo convidado a participar de um projeto de pesquisa. Sua
participacao é importante, porém, vocé nao deve participar contra a sua vontade.
Leia atentamente as informagdes abaixo e faca qualquer pergunta que

desejar, para que todos os procedimentos desta pesquisa sejam esclarecidos.

Responsdveis: Dr. Ney Carter do Carmo Borges e Dr. Ronilson Agnaldo Moreno
NATUREZA E PROPOSITO DO ESTUDO

O objetivo da pesquisa € verificar se 1 comprimido de fenoximetilpenicilina —
Meracilina (500.000 UI) produzido pela Aché Laboratérios Farmacéuticos S/A —
Formulacdo Teste — atinge niveis do medicamento no sangue equivalente a 1
comprimido de Pen-Ve-Oral® (500.000 UT) produzido pela Eurofarma Laboratérios Ltda
— Formulag¢do Referéncia. Vocé receberd um comprimido de cada uma das duas
medicacdes, cada um em um periodo de internagdo diferente. A ordem que voc€ tomard
cada medicagdo obedecerd a um sorteio. Este medicamento € indicado para tratamento de

infecgoes.
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PROCEDIMENTOS A SEREM REALIZADOS E RESPONSABILIDADES

Antes de sua participagdo no estudo e apds a sua participacdo vocé serd
convidado a ir a Synchrophar para avaliar a sua condicdo de sauide.

Apés participar da palestra informativa e realizar o cadastro de dados
pessoais, vocé serd encaminhado para consulta de enfermagem e realizacdo d consulta
de enfermagem (histéria clinica, dados antropométricos, sinais vitais e
eletrocardiograma. Um médico lhe fard um exame fisico. Durante a visita serdo
coletadas amostras de sangue, urina e fezes para exames laboratoriais. Os exames
laboratoriais incluem exame de sangue completo como hemograma completo,
bioquimica sanguinea (glicose no sangue, proteinas totais, albumina, transaminases
oxalacética e pirivica, gamaglutamil transferase, creatinina, uréia, acido urico, colesterol
e triglicerideos); exame sumdrio de urina (Urina I). Exames para hepatite B e C e para
AIDS (HIV I e HIV 2), no sangue, e exames de fezes (protoparasitoldgico), serdo feitos
somente no pré-estudo. O teste de gravidez (B-HCG) serd feito no pré-estudo, podendo
ser repetido nas noites das internacdes.

. Caso o voluntdrio seja considerado apto serd encaminhado para fazer
exames, segundo Resolucdo RE 894, de 29 de maio de 2003 (Hemograma, bioquimica,
teste de gravidez (HCG) para as mulheres e sorologia para HIV, Hepatite B e C) e
exames complementares, caso contrdrio o voluntdrio receberd as orientagdes pertinentes
e se necessario serd encaminhado para o servico de saide. Apds o recebimento e
avaliacdo dos resultados dos exames laboratoriais e complementares, o médico avaliard
a aptiddo do voluntdrio para participacdo no estudo ou, em caso contrdrio, receberd
orientacOes pertinentes € se necessario serd encaminhado para o servigo de satde.

No dia de sua internacdo no Hospital vocé passard por um outro exame
clinico e de enfermagem no qual serdo verificados: seu pulso, sua temperatura e sua
pressdo. Caso vocé seja mulher, deverd fazer um exame de detec¢do de gravidez HCG
(na urina).

Vocé ndo podera levar consigo alimentos e bebidas e nem outros objetos que
nao sejam de uso pessoal (roupas intimas, xampu, condicionador, sabonete). Vocé terd
seus pertences revistados para checar que vocé estd cumprindo o que foi estabelecido

neste paragrafo.
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Ao chegar no Hospital, vocé€ serd encaminhado para um quarto, onde sera
realizado o jantar e depois dormird. Vocé deverd ficar no quarto ndo podendo circular
pelo Hospital. Durante o estudo, vocé serd internado duas vezes por aproximadamente
20 horas cada periodo, com intervalo minimo de 07 dias. Todas as internacdes serdo
realizadas da mesma maneira, inclusive com o mesmo cardépio.

Em cada periodo de internacdo a) Vocé deverd permanecer em jejum por
pelo menos 10 horas antes da medicagdo, b) serd puncionada uma veia em seu braco que
devera ficar até o final da internagdo, c) serd retirada uma amostra de 20 mL de sangue
antes da administracdo da medicacdo, d) serd administrado um comprimido de
Fenoximetilpenicilina (500.000 UI) acompanhado de 200 mL de 4gua sem gds, e) serdo
coletadas 32 amostras (16 em cada periodo) de sangue de 08 mL cada, através de agulha
que foi colocada na veia do seu brago, f) em intervalos regulares serd verificada sua
pressdo, pulso e temperatura, g) serdo servidas refei¢cdes padronizadas (jantar na noite da
internacao, almoco e lanche da tarde no dia de administracdo do medicamento) e bebidas
em hordrios preestabelecidos.

Ap6s a coleta de 08:00 horas vocé receberd alta do hospital.

Um total de 336 mL de sangue serdo colhidos durante todo o estudo. A
duracdo total de sua participacdo na pesquisa estd estimada em 30 dias, a contar da

primeira internacao, apds o processo de selecao.

RESPONSABILIDADES DO VOLUNTARIO

E condicdo indispensdvel, para participagdo no estudo, que vocé esteja em
boas condi¢des de saude e, portanto, ndo esteja no momento sob tratamento médico ou
fazendo uso de quaisquer drogas ou medicacdes. Algumas regras deverdo ser seguidas
para sua participagdo no estudo: a) ndo pode ser dependente de drogas ou dlcool e caso o
investigador tenha alguma suspeita, podera solicitar exame de urina para deteccdo do
uso de drogas; b) ndo pode ter doado sangue ou plasma dentro dos trés meses que
antecedem o estudo ou ter doado 1500 mL (um litro e meio) no periodo de um ano
antecedendo ao estudo; ¢) ndo pode tomar bebidas contendo cafeina e xantinas (café,

ch4, coca-cola, etc) nas 12 horas que antecedem as internagdes até a dltima coleta.
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E ainda de sua responsabilidade em relacdo a sua participacio no ensaio
clinico: a) comparecer as internacdes na data e hordrios informados, b) tomar toda a
medicacdo prevista, ¢) ingerir toda a alimentacdo e liquidos previstos, d) retornar a
unidade na data e hordrio combinados para a realizacdo da consulta e exames de alta,
independentemente de haver sido interrompida sua participacdo no estudo ou de sua
desisténcia.

Caso vocé seja mulher, € condicao indispensavel para participacdo no ensaio
clinico que vocé nao esteja gravida. Isso serd comprovado por exame de gravidez no
sangue (HCG) e por exames feitos através da urina (urofita) antes de cada uma das
internacdes. Sua participacdo nio serd permitida caso vocé engravide apds a realizacao
dos exames clinico-laboratoriais, se  vocé estiver amamentando ou se estiver
pretendendo engravidar durante o prazo de duragdo do estudo. Caso, mesmo tendo
considerado estas precaucdes, vier a suspeitar que engravidou durante a participagdo no
estudo, deverd comunicar imediatamente o fato a equipe e deverd interromper sua

participacao sem prejuizo dos seus direitos.

RESPONSABILIDADES DA SYNCHROPHAR

E de responsabilidade do nosso Investigador, garantir que vocé receba um
tratamento definitivo para qualquer evento adverso (eventos ndo programados que
afetam a saude), se necessdrio. Os eventos adversos deverdo ser seguidos clinicamente e
por andlises laboratoriais (quando indicados) até que os resultados dos exames voltem ao
normal. Estas atividades podem permanecer mesmo apds o estudo ter sido completado.
A equipe da Synchrophar ird monitorar a sua seguranca clinica desde a ocorréncia de um
evento adverso até a recuperacdo satisfatéria. Em casos de emergéncia a unidade de
internacao tem local préprio, equipado com desfibrilador, monitor, oximetro, respirador,
material para pequena cirurgia e com medicacdo de urgéncia para qualquer

eventualidade. Além disso, conta com uma unidade de Terapia Intensiva (UTI).
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POSSIVEIS RISCOS E DESCONFORTOS

A administragc@o oral de fenoximetilpenicilina pode causar efeitos colaterais
como: nduseas, diarréias, vomitos, dor abdominal, alteracdo da cor da lingua, alteragcoes
na pele, crises de asma, coceira, inchago na garganta e febre.

Entretanto o aparecimento de efeitos indesejaveis apds administracdo de
dose tunica de fenoximetilpenicilina tem menor probabilidade de aparecer. Além dos
efeitos citados, a administracdo de qualquer medicamento pode causar reagdes
imprevisiveis.

Além dos efeitos citados, a administragcdo de qualquer medicamento pode
causar reagdes imprevisiveis.

A retirada de sangue € um procedimento seguro. Pode causar um leve
desconforto devido a picada da agulha e ocasionalmente, uma mancha roxa pequena no

local da picada sem maiores problemas.

BENEFICIOS OU COMPENSACOES

A participagdo neste estudo, ndo tem o objetivo de submeté-lo a um
tratamento terapéutico. Conseqiientemente, ndo se espera que a participacdo no estudo

traga qualquer beneficio em funcao do tratamento.

INTERCORRENCIAS (efeitos indesejaveis)

Se voce sofrer algum maleficio em decorréncia direta de sua participagdo no
estudo, vocé receberd tratamento, sem qualquer custo. Nao haverd, no entanto qualquer
compensac¢do de ordem financeira em funcio do ocorrido, a ndo ser que a condic¢ao faca
jus a indenizagdo prevista no Seguro de Vida em Grupo mencionado abaixo. Contudo,

ao assinar este termo, voc€ nao estd renunciando qualquer direito legal que vocé possui.
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Durante o periodo de 180 dias a partir da data da assinatura deste termo,
voce estard assegurado pelo Seguro de Vida em Grupo pela empresa Executivos Seguros

(Sul América Aetna).

RESSARCIMENTO

Vocé serda ressarcido no valor de R$ 400 para as despesas e tempo
despendido para a realizacdo deste estudo. No entanto, este ressarcimento sé serd
efetuado apds a consulta de alta. Caso desista ou seja dispensado antes do estudo ser
finalizado vocé recebera no final do estudo, o valor proporcional ao tempo despendido.
A sua desisténcia ou dispensa antes do comparecimento para a primeira internacao nao

da direito a ressarcimento.

PARTICIPACAO VOLUNTARIA

Sua participacdo € voluntdria e vocé tem a liberdade de desistir ou
interromper a participacao neste estudo no momento que desejar. Neste caso, vocé deve
informar imediatamente sua decisdo ao pesquisador ou a um membro de sua equipe, sem
necessidade de qualquer explicacdo e sem que isto venha interferir no seu atendimento
médico.

Independente de seu desejo e consentimento, sua participacdo no ensaio
clinico podera ser interrompida, em funcdo: a) da ocorréncia de eventos adversos; b) da
ocorréncia de qualquer doenca que, a critério médico, prejudique a continuagcdo de sua
participacao no estudo; ¢) do ndo cumprimento das normas estabelecidas; d) de qualquer
outro motivo que, a critério médico, seja do interesse de seu proprio bem estar ou dos
demais participantes; e) da suspensao do estudo como um todo.

A Synchrophar o manterd informado sempre que houver alguma informacao
adicional que possa influenciar seu desejo de continuar participando no estudo e prestarda
qualquer tipo de esclarecimento em relacdo ao progresso da pesquisa, conforme sua
solicitagdo.

A interrup¢@o ndo causara prejuizo ao seu atendimento, cuidado e tratamento

pela equipe da Synchrophar.

208



DIVULGACAO DE INFORMACOES QUANTO A PARTICIPACAO NO
ESTUDO

Os registros que possam identificar sua identidade serdo mantidos em sigilo
mesmo por ocasido da publicacdo dos resultados obtidos desta pesquisa.

Contudo, o(s) monitor(es) do Estudo, auditor(es), membros do Comité de
Etica e Pesquisa Clinica, ou autoridades do(s) 6rgao(s) governamentais envolvido(s) na
fiscalizacdo e acompanhamento do estudo terdo direito de ter acesso aos registros
originais de dados clinicos de sua pessoa, coletados durante a pesquisa, na extensao em
que for permitido pela Lei e regulamentacdes aplicaveis, com o propdsito de verificar os
procedimentos e dados do ensaio, sem, no entanto violar a condi¢do de que tais
informagdes sdo confidenciais. Ao assinar este Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido, vocé esta também autorizando tal acesso, mesmo se vocé se retirar do

estudo.

CONTATOS E PERGUNTAS

Caso surja alguma intercorréncia vocé€ deverd procurar a Synchrophar (Fone
3233-7300) e pedir que facam contato com os médicos responsaveis pelo ensaio clinico
ou entdo entrar em contato diretamente com os responsaveis nos telefones indicados no
final deste Termo de Consentimento.

Vocé pode contatar o Dr. Ney Carter do Carmo Borges para receber
informacdes adicionais, relacionadas a pesquisa ou quanto aos seus direitos como
voluntdrio, e também a secretaria do Comité de Etica em Pesquisa da Unicamp (Fone
3521-8936) para apresentar recursos ou reclamagdes em relag@o ao estudo.

Apds a reunido e leitura deste documento junto com a enfermeira
responsavel, e o médico disponivel, no momento da assinatura do TCLE, caso ocorram
davidas, vocé obteve todas as informacdes e esclarecimentos necessdrios para poder

decidir conscientemente sobre a participagcdo no referido ensaio clinico.
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Se vocé concorda com as condi¢gdes do estudo, leia e assine o documento
abaixo.

Eu, , anos, RG

, declaro que li cuidadosamente todo este documento denominado

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido e que tive oportunidade de fazer perguntas
sobre 0 seu conteido e também sobre o Estudo. Recebi explicagdes que responderam
por completo minhas dividas e reafirmo estar livre e espontaneamente decidindo
participar do Estudo, sob responsabilidade do Dr. Ney Carter do Carmo Borges, do Dr.
Ronilson A. Moreno e das Enfermeiras Responsaveis da Synchrophar Assessoria e
Desenvolvimento de Projetos Clinicos S/S Ltda.

Ao assinar este Termo de Consentimento eu também estou certificando que
toda a informagao que eu prestei, incluindo minha histéria médica, € verdadeira e correta
até onde é de meu conhecimento, e declaro estar recebendo uma copia assinada deste
documento.

Ao assinar este Termo de Consentimento estou autorizando o acesso as
minhas informagdes de saide aos membros da equipe e a monitores, auditores, membros
do Comité de Etica em Pesquisa e membros de érgdos regulamentares envolvidos, nas
condi¢Oes descritas acima.

Ao assinar este Termo de Consentimento eu ndo renunciei qualquer direito

legal que eu venha a ter ao participar deste Estudo.

X X

Nome do Voluntério Data Assinatura
Responsdvel pela obtencdo do termo de consentimento ~ Data Assinatura
Testemunha Data Assinatura

(Necessario somente se o voluntario nao souber ler)

CONTATOS:
Dr. Ney Carter do Carmo Borges e Dr. Ronilson Agnaldo Moreno
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ANEXO 5
REGISTRO DE EVENTOS ADVERSOS

Voluntario n2: Iniciais do Voluntario:

Eventos Adversos

Efeitos adversos durante o estudo? () Sim () Nao
Descricao Data de inicio Severidade Atribuida ao farmaco? Acéo adotada
Leve Mod. Sev. Sim Pos Nao Des

1. () ) O) () () ) ()

2. () ) O) () () () ()

3. () ) O) () () () ()

Mod. = Moderada Sev. = Severa Pos. = Possivel Des = desconhecida

Comentarios

MEDICACAO PARA TRATAMENTO DE EVENTOS ADVERSOS

Voluntario n2: Iniciais do Voluntario:

Medicacao

Se o voluntario teve qualquer efeito adverso que necessitou uso de
farmacos para tratamento, abaixo encontra-se todas as informacoes
correspondentes

NO do efeito | Farmaco administrado (nome Via Dosagem (mg/dose, n° Total dose
adverso genérico ou comercial) (oral, IV., IM.) doses/dia) administrada (mg)

1

Comentarios
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ANEXO 6
Definicoes de experiéncias (EVENTO) adversas

Intensidade

Leve Experiéncia adversa facilmente tolerada

Moderada Experiéncia adversa desagradavel o bastante para interferir na atividade cotidiana
Severa Experiéncia adversa que impossibilita a realizagdo da atividade cotidiana normal

Relacionamento Suposto com o Farmaco Experimental

Nao

A experiéncia adversa definitivamente ndo esta relacionada a droga em teste.

Desconhecida

Ha outras causas mais provaveis e nao ha suspeitas de que o farmaco seja a causa.

Possivel Nao foi demonstrado um relacionamento de causa e efeito direto entre o farmaco e a
experiéncia adversa, porém, ha uma possibilidade razoavel de que a droga esteja
envolvida.

Sim Ha um relacionamento direto de causa e efeito entre a experiéncia e o farmaco em
estudo.

EVENTO ADVERSO SERIO

E qualquer experiéncia:

a qual é fatal

a qual pde a vida em risco

a qual debilita/incapacita

a qual resulta em hospitalizacéao

a qual o pesquisador interpreta como séria ou que sugere um risco, contra-
indicacdo, efeito colateral ou precaucdo significativa(o) que possa estar
associada(o) ao uso da droga e que deve ser relatada como séria.

Quaisquer experiéncias (evento) adversas sérias que ocorram a qualquer
tempo durante o estudo clinico dentro de cinco meia-vidas, desde a ultima dose
da medicacdo em estudo, estejam ou nao relacionadas com a medicacao em
estudo, devem ser relatadas pelo investigador clinico. Caso ocorra uma
experiéncia adversa séria, entre em contato com o coordenador e/ou monitor do
estudo imediatamente (em até 24 horas).
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