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RESUMO

O objetivo desse estudo foi avaliar, em voluntarios humanos sadios, a farmacocinética de
uma formulagdo de Azitromicina comprimidos (Azitromicina 500 mg comprimidos da
EMS Industria Farmacéutica, Brasil, como formulagdo de teste ) em compara¢do com a
formuiag:z‘io referéncia, Azitromicina 500 mg (Zitromax® 500 mg comprimidos dos
Laboratorios Pfizer, Brasil). O estudo foi aberto, cruzado, randomizado com dois periodos
abertos com intervalo de 3 semanas entre eles, onde vinte e cinco voluntarios sadios de
ambos os sexos receberam uma dose Gnica de cada medicamento. Foram coletadas
amostras de plasma em tempos regulares para a quantificagdo do farmaco. As amostras de
plasma da Azitromicina foram obtidas por um periodo de 336 hs. As concentragdes
plasmaticas totais foram quantificadas, pelo método validado usando, a cromatrografia
liquida de alta eficiéncia acoplada ao espectrometro de massa (LC-MS-MS). O limite de
quantificago foi de 5,0 ng/ml para a analise da azitromicina, a média geométrica e o CI de
90% teste/referéncia foi de 1053 (92,4 - 120,0%) para AUClast, 106,4 (94,0 — 120,3%)
para AUCO-inf e 92,7 (81,8 ~ 105,1%) para Cmax. Através da analise estatistica e dos
parametros propostos pelo FDA (80-125%) concluiu-se que a formulaco da Azitromicina
300 mg comprimidos produzido pela EMS Indtstria Farmacéutica ¢ bioequivalente em
relagio a Azitromicina 500 mg comprimidos (Zitromax® 500 mg comprimidos),

medicamento referéncia, produzido pela Pfizer Laboratoérios, Brasil.



ABSTRACT

Objective: To assess the bioequivalence of two azithromycin tablet formulations (Azitromicina 500
mg tablet from EMS Indistria Farmacéutica, Brazil as test formulation and Zitromax® 500 mg
tablet from Laboratérios Pfizer, Brazil as reference formulation) in 25 healthy volunteers of both
sexes.

The study was conducted using an open, randomized two-period crossover design with a
3-week washout interval. Plasma samples were obtained over a 336 h period. Plasma azithromycin
concentrations were analyzed by combined liquid chromatography coupled to tandem mass
spectrometry (LC-MS-MS) with positive ion electrospray ionization using Multiple Reaction
Monitoring (MRM). From the azithromycin plasma concentration vs. time curves the following
pharmacokinetic parameters were obtained: AUCg, AUCq.i¢ and Cuay. The statistical interval
proposed was 80-125% according to the US Food and Drug Administration Agency.

The limit of quantification was 5.0 ng/mL for plasma azithromycin analysis. The
geometric mean and the 90% CI test/reference ratios were 105.3 (92.4 - 120.0%) for AUCy.g, 106.4
(94.0 - 120.3%)) for AUCq.inr and 92.7 (81.8 — 105.1%) for Cymay.

Since the 90% CI for AUCuy, AUCq.ins and Coy Tatios were within in the 80-125%
interval proposed by the US FDA, it was concluded that Azitromicina 500 mg tablet (test
formulation) was bioequivalent to Zitromax® 500 mg tablet, in terms of both rate and extent of

absorption.

10



INTRODUCAO

A azitromicina [2R-(2R* 38* 4R* 5R* 8R* 10R* 11R* 128* 13S* 14R*)]-13-
[(2,6-dideoxy-3-C-methyl-3 -O-methyl-a-L-ribo-hexopyranosyl)oxy]-2-ethyl-3,4,10-
trihydroxy-3,5,6,8,10,12, 14-heptamethyl-1 1-[[3,4,6-trideoxy-3-(dimethylamino)-8-D-xylo-
hexopyranosyl]oxy]-1-oxa-6-azacyclopentadecan-15-one é um antibiético derivado dos

macrolideos pela inserg8o de um atomo de nitrogénio no anel lact6nico.

A azitromicina tem demonstrado ser ativa “in viro” contra uma grande
variedade de patogenos incluindo-se “Haemophilus influenzae, Streptococcus pyogenes,
Chlamydia trachomatis, Neisseria gonorrhoeae, Borrelia burgodorfei, Bordetella pertussis,
Legionella pneumophila, Mycoplasma pneumonice, Helicobacter Sp e Haemophilus
ducreyi”. O mecanismo de agfo da azitromicina é idéntico ao da eritromicina, j& que inibe
a sintese proteica através da ligagio da subunidade ribossomal 50 S dos MICTOOrganismos

suscetiveis. A sintese do 4cido nucléico ndo é afetada

ApOs a administragio oral em humanos, a azitromicina é amplamente

distribuida pelo organismo. A absor¢io é diminuida na presenca de alimentos.

A biodisponibilidade € de aproximadamente 37%. A azitromicina concentra-se
nos fagocitos e fibroblastos. A taxa de ligagio protéica € variavel de acordo com a

concentra¢io (entre 0,02 e 0,05 meg/ml). A biotransformagio é hepatica. A concentracio

I1



plasmatica maxima ¢ atingida entre 2,5 e 3,2 horas em pacientes jovens e entre 3,8 a 4,4

horas em pacientes idosos.

A excregdo ¢ 50% biliar e 4% renal na forma inalterada. A meia vida
plasmatica est entre 11 a 68 horas (8 a 24 horas ap6s dose Unica); a meia vida tecidual estd

entre 2 a 4 dias (NAHATA MC, KORANY! KI, LUKE DR, FOULDS G., 1995).

A azitromicina esta indicada nas infecgBes por microorganismos sensiveis nos

seguintes quadros:

* Infecgdes do trato respiratério superior incluindo otite média, sinusite,

faringite/tonsilite.

* Infecgdes do trato respiratorio inferior, incluindo bronquite e pneumonia.

e Nas doengas sexualmente transmissiveis no homem e na mulher, a
azitromicina ¢ indicada no tratamento de infecgbes genitais ndo
complicadas devido & Clamydia trachomatis e infecgBes ndo complicadas

devido & Neisseria gonorrhoeae sem resisténcia multipla.

¢ Tratamento de erradicagio do Helicobacter pylori em esquemas de terapia

multipla.

* Infecedes concomitantes com 77 reponema pallidum devem ser excluidas.

12



Medicamento Genérico

Os produtos farmacéuticos sdo classificados em medicamentos patenteados ou
éticos. Existe uma outra classe de medicamento que ndo necessita de prescricio médica. Os
eticos sdo, na sua maioria, vendidos com receita médica, o que n3o ¢ necessario para outra
classe. O primeiro grupo é formado por produtos patenteados e genéricos (TUCKER, 1984;

KIRIM, 1985; SAPIENZA, 1989).

Os produtos patenteados sdo a forga motriz, do ponto de vista econbmico, para
que as empresas farmacéuticas de ponta assumam riscos no desenvolvimento de novos
farmacos. A patente impede a imitagdo e possibilita o monopélio total ou parcial sobre
esses produtos por um determinado periodo de tempo, bem como o recebimento de

"royalties" (KIRIM, 1985; SAPIENZA. 1989; BRAGA, 1990).

Os produtos genéricos representam a menor parcela do mercado, em relagio aos
patenteados (30% nos Estados Unidos da America), e constituem a Gltima etapa na vida de
um farmaco, apos a criagio e realizagio dos estudos pré-clinicos para a aprovacio da nova
molécula, seguida pela utilizacio desta como produto patenteado. Apbs a patente ou
exclusividade expirar, outros produtores poderdo fabricar um equivalente farmacéutico ao

original patenteado (ORMSBY, 1994),

Devido ao importante papel da indistria farmacéutica no ambito da saude
publica, a atuagdo desta nio é regida simples e independentemente pelas regras do

mercado, mas sim permeada pela intervengio do Estado. Esta intervengdo ocorre no
13



desenvolvimento, produgio e comercializagdio de firmacos, regulamentando o acesso da

populagdo a estes (TUCKER, 1984; KIRIM, 1985; SAPIENZA, 1989).

Em muitos paises a existéncia de medicamentos genéricos € possivel apés
varios estagios a serem seguidos pelos produtores, frente 4s exigéncias dos érgios locais
para a aprovagédo da produgiio e comercializagio. S&o avaliadas, segundo as boas normas de
produgdo, a obtengio de formulagdes de qualidade e a reprodutibilidade do processo. A
etapa sine qua non € a da determinacio da bioequivaléncia entre uma substincia referéncia
¢ uma teste, ou seja, aquela candidata a equivalente de um padrédo j& aprovado (produto
patenteado). A determinagdo feita in vitro ou in vivo incluj a mensuragdo do principio ativo
das diferentes formulaces em fluidos biologicos, efeito farmacolégico, testes de dissolucdo
in vifro, estudos em animais e outros métodos (ORSMBY, 1994; CHUNG, 1996, HU,
1996; 1GA, 1996; LU, 1996; POUND, 1996, PRAKONGPAN, 1996; BLUME, 1996;

SALMONSON, 1996; WALTERS, 1996; WILLIAMS. a, 1996; WILLIAMS b, 1996).

O termo genérico € derivado da palavra latina genus, que significa classe geral.
A razdo do grande sucesso dos medicamentos genéricos, em vista da sua participagiio no
mercado mundial, ¢ a econdmica, pela auséneia dos mesmos encargos da producdo de
medicamentos patenteados, além de envolver um processo mais curto e menos trabalhoso
na sua aprovagdo. Estes fatores traduzem-se na comprovagdo da produgdo de um farmaco
de qualidade, com caracteristicas equivalentes ao produto original, determinadas por

processos analiticos de alta precisdo e exatiddo, nos quais os farmacos e seus metabélitos
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sdo identificados e quantificados em diferentes fluidos orgénicos. Deve-se salientar, porém,
que duas formulagdes equivalentes podem nio ser idénticas, o importante ¢ que o

comportamento destas ndo difira significativamente (ORMSBY, 1994).

A determinagdo de diferentes substincias em fluidos biologicos € realizada
através de testes de biodisponibilidade, que comecaram a se estabelecer como ferramenta
per se, no inicio da década de 70. A biodisponibilidade ¢ a presenca da substincia ativa no
sitio de agdo ou fluido considerado, em decorréncia da taxa e extensio da disposi¢io de
uma forma farmacéutica com a qual o organismo entra em contato; ndao é necessariamente

um conceito paralelo ao efeito farmacolégico decorrente da presenca do principio ativo.

A comparagio da biodisponibilidade de diferentes formulag¢Bes resultou no
termo bioequivaléncia. Este é definido como taxa e extensdo de absor¢io de principios
ativos similares na mesma dose molar quando estudados sob as mesmas condi¢Bes
experimentais, em tal nivel que eficicia e seguranca seJam essencialmente as mesmas.
Alguns produtos tidos como bioequivalentes ndo necessariamente apresentam a mesma taxa

de absorgio, quando esta nfio tem significado clinico importante.
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Testes de Bioequivaléncia

Os testes de bioequivaléncia podem ser aplicados na avaliacio de qualquer
pardmetro farmacocinético ou farmacodinimico. O pardmetro avaliado é considerado
bioequivalente caso os valores da preparagio teste estejam dentro do intervalo de

equivaléncia estabelecido em relagdo 4 preparagiio de referéncia.

As razbes pelas quais se conduz um teste de bioequivaléncia sio: caracterizar
uma nova formulagdo escolhida para substituir ou competir com uma mais antiga; avaliar
uma nova forma farmacéutica que substitui uma mais antiga ou quando se aumenta a linha
de produtos: verificar as novas caracteristicas fisicas de um produto: comparar dois lotes de
um mesmo farmaco, dois métodos de producio, dois locais diferentes de producéo ou
quando um novo fabricante deseja constatar se o novo produto € semelhante a um padrio

(pode ser um produtor de genéricos ou um novo fornecedor de um produto patenteado).

Ha trés diferentes tipos de estudo que abordam aspectos caracteristicos da
bioequivaléncia, uns menos e outros mais abrangentes. Sio os testes de equivaléncia
terapéutica, farmacocinética e farmacodinimica. O mais amplo de todos € o de equivaléncia
terapéutica, que além de avaliar o resultado final do farmaco sobre o organismo, também
verifica os efeitos adversos. Este nfio é o primeiro teste a ser utilizado, pois ha o problema
¢tico de se administrar um medicamento cuja eficicia & questionada em relagdo a0 padrio e
a dificuldade de detectar equivaléncia frente aos efeitos adversos pouco comuns que podem

surgir devido as enormes varidveis que este estudo envolve. Deve ser normalmente
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precedido pelo de equivaléncia farmacocinética, que, caso seja positivo, indicara
fortemente a equivaléncia terapéutica. Caracteristicas farmacodinimicas podem ser usadas
como pardmetros para avaliar a equivaléncia, ao invés das farmacocinéticas, como quando
da avaliagio de duas formulagdes de hipoglicemiantes verificando os niveis glicémicos
aps a utilizagdo dos farmacos. As limitagSes deste processo baseiam-se na forca do
pardmetro farmacodindmico em traduzir a resposta terapéutica ¢ a manipulacio desses

pardmetros na constatagio da equivaléncia (FDA, 1993; HOLFORD, 1994; FDA, 1998).

A legislagiio brasileira (BRASIL, 1999) exige, para aceitar a equivaléncia de
farmacos, a existéncia de bioequivaléncia farmacocinética. Esta é obtida através do estudo

de caracteristicas especificas.

A especificagio e a condugfio adequadas de um estudo de bioequivaléncia da-se
pela acdo cooperada de farmacologistas, estatisticos, médicos, bioquimicos e outros. Esta
caracterizagdo estd na dependéncia do medicamento em estudo, forma farmacéutica e
objetivos. No estudo para genéricos, ambas formulages contém o mesmo principio ativo,

dose e forma, sendo administradas pela mesma via.

Ainda na definigio das caracteristicas do estudo & que se estipula se o niimero e
a freqiiéncia da dosagem sera um estudo de dose unica ou miltipla. A primeira opgio é
regra, sendo indicada para medicamentos com baixa solubilidade, que exibem transporte
saturavel, efeito de primeira passagem saturdvel e auséncia de interacio entre os
metabolitos e o farmaco. Geralmente, este é o modo adequado em predizer o estado de

17



equilibrio advindo de multiplas doses para farmacos que exibem distribuicio e eliminagiio
saturaveis. Estudos de multipla dose est3o indicados quando:
* ha diferenga na taxa, mas nio na extensio de absorc@o dos firmacos em
questio;
* hé excessiva variabilidade na biodisponibilidade dos componentes de cada
grupo;
® a concentragio analisada do farmaco ou metabolito presente, apos dose
Unica, € muito baixa para ser detectada

¢ aforma farmacéutica € de liberacio lenta.

Antes do inicio do estudo, o conselho de ética da instituicdo na qual este se
realizard ~ formado por profissionais de diferentes areas com experiéncia em estudos
clinicos, aspectos éticos e atitudes caracteristicas da comunidade dos voluntarios
participantes — deve avaliar e aprovar ou ndo o estudo, salvaguardando os direitos e bem

estar dos participantes (FDA, 1998; FDA, 1993; JACKSON, 1994, ORMSBY, 1994;

BRASIL, 1999).

A selegdio dos participantes é realizada entre individuos saudaveis, com idade
entre 18 ¢ 55 anos, pois faixas etarias restritas ndio tém importéncia em testes de

bicequivaléncia, que normalmente nio procura diferencas na resposta em diferentes idades.

A majoria dos estudos seleciona individuos do sexo masculino, porém ha uma

corrente que tende a realizd-lo com ambos os sexos. A participagiio de mulheres, porém,

18



implica em alguns problemas de ordem analitica e €tica, como a permissio do uso
concomitante de contraceptivos orais, as diferengas das caracteristicas COTporais entre os
S€X0s e menstruagdo. Estes problemas podem alterar bioquimicamente a resposta feminina
as diferentes substdncias e a necessidade de comprovada auséncia de gravidez no

transcorrer do estudo.

Os critérios de inclusio visam reduzir as variagdes interpessoais a0 maximo. O
peso corporeo deve estar dentro de uma faixa previamente estabelecida, o uso de outros
farmacos, ingestio de determinadas substancias, fumo, dieta, estados patologicos e exames

prévios aos estudos devem ser controlados, procurando-se a homogeneidade da amostra.

O namero de participantes depende da variagio do erro associada com a
caracteristica estudada, do nivel de significancia desejado e do desvio padrio compativel
com a bioequivaléncia, seguranga e eficacia deve ser calculado por métodos adequados e

nunca ser menor do que doze.

O tempo de confinamento nio deve exceder trés meias vidas do medicamento e
o tempo total de estudo deve ser de trés a cinco meias vidas, Tal procedimento permite que
o valor da AS.C. da concentragio plasmética em relagio ao tempo, obtida apds a
administragdo do farmaco até a tltima coleta, seja um retrato fiel da absorgio e eliminagiio
do farmaco do organismo, podendo ser extrapolado para o infinito, contanto que nio

exceda em vinte por cento da area total. O confinamento parcial € aceitavel, em casos de

19



farmacos com meias vidas longas, quando o periodo de coleta de amostras sangiiineas dura

varios dias ou semanas.

O estudo deve ser coberto por seguro, a participagdo necessariamente ser
voluntaria e no maximo de quatro vezes ao ano, com intervalo minimo de trés meses (FDA,

1993; JACKSON, 1994; ORMSBY, 1994; FDA, 1998: BRASIL, 1999).

Durante estudos de bioequivaléncia, os pardmetros farmacocinéticos que
avaliam a biodisponibilidade de cada farmaco analisado sio obtidos a partir das curvas de
concentragdo plasmatica do farmaco em relagio ao tempo e analisados estatisticamente
para determinagio de bioequivaléncia. Sfo elas (BAUER, 1989; FDA, 1993; JACKSON,

1994; ORMSBY, 1994; FDA, 1998; BRASIL, 1699):

* a A.8.C.0-t € util na mensuragio da quantidade total do principio ativo
inalterado que atinge a circulagio sistémica, proporcional a quantidade de
farmaco administrado (relagio linear ou nio linear, num comportamento do
tipo Michaelis Menten). E calculada pela integragio da area sob a curva da
concentragdo plasmatica em relagio ao tempo desde a administracio do
farmaco até a ultima coleta sangiiinea, obtida pela aplicago da regra
trapezoidal. Caso tenha adicionado ao seu valor a fracio Ct/ke, ter-se-a o
valor de A.S.C. tendendo ao infinito (A.S.C.0-inf"), no qual Ct ¢ a Gltima
concentragdo do farmaco determinada experimentalmente e ke & a

constante de eliminagio da fase terminal, estimada pela regresséo linear
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dos pontos que descrevem a fase de eliminagdo da curva de concentragio
plasmatica pelo tempo, em um grafico mono logaritmico;

* Cmax, concentragio plasmatica méaxima, é o pico da concentracio
plasmatica que se registra apds a administragdo de um firmaco, sendo
possivel para a maioria dos medicamentos demonstrar a correlacdo entre
concentracdo plasmatica e efeito terapéutico, fornecendo uma indicacio da
suficiéncia entre absor¢io sistémica e a possivel resposta terapéutica. E um
parametro importante para se avaliar possivel risco de reagdes toxicas;

* Tmax, tempo em que se atinge a concentragdo plasmatica maxima, € o
ponto de equilibrio entre absorgiio e eliminag8o e representa a velocidade
de absorgio do farmaco, apos a administragdo oral, ambos dados obtidos

diretamente das curvas.

Deve-se realizar anilise de varidncia (AN.O.V.A) dos parimetros
farmacocinéticos A.S.C.0~t ¢ Cmax para avaliar os efeitos de seqiéncia (grupo), de

voluntarios, de perfodo e de tratamento.

Para um estudo que emprega dose tinica dos medicamentos teste e de
referéncia, a A.N.Q.V.A. ¢ geralmente realizada com as razes de A.S.C.0-t e Cmax, entre
as formulag¢es, transformadas logaritmicamente. A distribuigdo dos dados transformados
se aproxima mais a uma distribuicio normal em relagio aos dados ndo transformados. O
poder esperado para o teste é acima de 80% e o nivel de significincia de 5%, construindo-

se um intervalo de confianga (1.C.) de 90% para a razéo entre as médias dos valores obtidos
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com os medicamentos teste e referéncia, para cada um destes pardmetros, utilizando-se
dados transformados logaritmicamente. Tmax serd analisado como diferenca individual;
teste-referéncia, construindo-se um intervalo de confianga (1.C.) de 90%, utilizando-se teste

n#o parameétrico.

Dois medicamentos serfio considerados bioequivalentes quando o 1.C. de 90%
para a razdo entre as médias de A.S.C.0~t e de Cmax estiver compreendido entre 80% e
125%. Qutros limites de 1.C. de 90% poderiio ser aceitos mediante justificativas cientificas.
Quando clinicamente relevante, Tmax devera também ser considerado (BRASIL, 1999;

FDA, 2001).

O método analitico aplicado a testes de bicequivaléncia, na mensuragio da
concentracdo de diferentes fairmacos em matrizes biologicas deve ser exato, preciso e
especifico. Ndo ha um consenso quanto ao melhor método, porém, o formado pela CL AE.
acoplada a espectrometria de massa, mostra-se de grande valor na analise de farmacos e
seus metabolitos, substancias endogenas polares e macromoléculas (LESLIE, 1994; USP,

1995, HOFFMANN, 1996).

A CLAE. ¢ um método de separagdo quimica, normalmente utilizado parz a
analise de farmacos em fluidos bioldgicos, em testes de bioequivaléncia, servindo como
purificador inicial do fluido biolégico avaliado e como introdutor das diferentes substéncias
separadas para o dispositivo de analise que, neste caso, é o espectrOmetro de massas. A

técnica da C.L.AE. acoplada a espectrometria de massas alia o poder de separacio da
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CL.AE. 4 especificidade e sensibilidade do espectrometro de massas como detector

(LESLIE, 1994; USP, 1995; HOFFMANN, 1996).

As amostras biologicas sio previamente tratadas antes de serem injetadas na
C.L AE, por precipitagio de proteinas do soro ou plasma, extragio liquido-liquido e
liquido-solido. O método extrativo do analisado pode ter importante impacto sobre a
exatiddo, precisdo e seletividade do processo, consegiientemente, um padrdo interno €
adicionado a amostra no inicio do processo para compensar perdas por transferéncia e
variagdes de volume nas diferentes etapas. A recuperagio do analisado ndo precisa ser
necessariamente de 100%, mas a extensdo da recuperaco do analisado e do padrio interno

deve ser consistente, precisa e reprodutiva (LESLIE, 1994; USP, 1995; FDA, 2001).

A CL.AE. ¢ uma técnica baseada numa fase liquida mével que elui através de
uma fase solida estacionaria. As separacdes das diferentes substincias presentes no fluido
biologico analisado na fase mével, dé-se por interagio com a fase estacionaria, através de
processos de partigdo, adsor¢do ou troca idnica. Os dados obtidos sdo alturas ou areas de
picos da substéncia eluida, em diferentes tempos, saindo da coluna primeiramente aquela
com menor interagdo e por fim aquela com maior interagio com a fase estacioniria. A
concentracdo de cada substancia é obtida pela relacio entre o analisado e o padrfio interno

(LESLIE, 1994; USP, 1995).

Diferentes interfaces so utilizadas no acoplamento entre a cromatografia
liquida e a espectrometria de massa, o que pode ser um problema, pois © espectrometro
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requer ions em fase gasosa e as substincias normalmente analisadas pela CL.AE. sio
compostos ndo volateis (USP, 1995; HOFFMANN, 1996). Aquele que parece ser o método
ideal de ionizacdo entre a CL.AE e a espectrometria de massa é o eletrospray. A fase
movel ¢ borrifada apos deixar o capilar, na extremidade do qual existe uma diferenca de
potencial de varios quilovolts. A natureza da fase movel, a velocidade do fluxo e a
diferenca de potencial sio parimetros que influenciam no tamanho das goticulas, bem
como a carga de cada uma delas (USP, 1995; HOFFMANN, 1996). As goticulas caminham
contra um fluxo de nitrogénio, que as faz diminuir de tamanho por evaporagio do solvente,
restando varias moléculas do analisado, que, carregadas eletricamente, vdo se separando até
praticamente sobrarem jons isolados, cuja carga dependerda do nimero de sitios de
ionizagdo de cada molécula em questio ou agregados eletricamente carregados (clusters)

(HOFFMANN, 1996).

Os analisadores dos espectrometros de massa separam as espécies carregadas
eletricamente, de acordo com a relagio massa/carga de cada uma, a partir do que
determinara a abundfncia e massa de cada especie idnica. Um dos quatro tipos mais
comuns de analisadores € o quadrupolo. E formado por quatro hastes dispostas de tal forma
que configuram um quadrado, pelo centro do qual passam as espécies carregadas
eletricamente. Assim, todos os fons formados no eletrospray entram no primeiro
quadrupolo do espectrémetro, onde sera separada, por potencial elétrico e radio freqiiéncia,
apenas a molécula com a relagdo massa/carga desejada. No quadrupolo seguinte do

espectrdmetro, o ion colide com um gas inerte (argdnio) e produz fragmentos também
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carregados. Estes sdo denominados fons produto e sdo caracteristicos para cada substéncia.
Os ions produto sdo separados no terceiro quadrupolo do espectrOmetro, para serem
analisados e quantificados no detector. Para cada potencial elétrico, ions de determinada
relagdo massa/carga sfio selecionados, pois sé eles atravessario o quadrupolo, atingindo o
detector eletrénico no final do aparelho. Todos os demais sio refletidos e perdidos nas

laterais do aparelho (USP, 1995; HOFFMANN, 1996).

Este método analitico tem a caracteristica de ser altamente seletivo. Quando se
tem uma mistura de substancias eluidas e advindas do cromatégrafo, o primeiro quadrupolo
ira separar somente a de massa/carga desejada, porém, caso haja mais de uma com a mesma
relago, a colisdo que se da no segundo quadrupolo ira formar novas espécies, que serdo

definitivamente separadas no terceiro, restando somente o ion desejado para o analisador.

O processo analitico citado inicia-se com a infus3o da mistura em andlise no
sistema, pelo eletrospray, sem a operagio do segundo e terceiro quadrupolo (modo scan),
gerando espectros de massa totais que registram todas as moléculas. Ajustes sdo feitos para
que o sinal da molécula em estudo seja méximo (energia do cone). Apds os ajustes, 0 gas
de colisdo € ligado e os espectros de massa por dissociagio induzida por colisdo (“colision
induced dissociation” - C.I1D.) sio registrados (modo produto). Novos ajustes sdo
realizados posteriormente para que o sinal do ion produto selecionado seja o méaximo,

principalmente pela energia de colisio.

25



Ha muitas aplicagBes para a espectrometria de massa na area farmacéutica, seja
para obter informagBes qualitativas do farmaco, identificar impurezas e contaminadores e
caracteristicas estruturais de determinada molécula, bem como quantitativas de
determinadas substincias em matrizes biolbgicas. Este método € muito favorecido quando
s usa concomitantemente um dispositivo cromatografico (USP, 1995; HOFFMANN,

1996).

26



OBJETIVOS

O objetivo deste estudo foi avaliar em voluntarios humanos sadios, a
equivaléncia entre uma formulagio de Azitromicina 500 mg, comprimidos, produzido pela
EMS Indistria Farmacéutica, Brasil), e uma formulagio referéncia de Azitromicina 500
mg, comprimidos (Zitromax® 500 mg), produzidos pela Laboratorios Pfizer Ltda, Brasil,
Vinte e cinco voluntarios saudaveis, conforme avaliagio clinica e laboratorial, participaram
do estudo. O estudo consistiu na administracdo de uma dose Unica, em dois sentidos
aleatérios cruzados que compara a formulagio da Azitromicina 500 mg comprimidos (EMS
Industria F;rmacéutica Ltda, Brasil) com uma formulacio referéncia de azitromicina 500
mg comprimidos (Zitromax® 500 mg comprimidos , fabricado por Laboratorios Pfizer

Ltda, Brasil).
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CASUISTICA

Vinte e cinco voluntarios sadios de ambos os sexos, adultos, com idade entre 18
¢ 50 anos, entre 0s 15% do peso corporal ideal, foram selecionados para o estudo. O grupo
masculino foi composto por 13 voluntérios com idade entre: 25,1 + 8.4 anos. [18 - 42],
altura: 170.4 £ 7.4 cm [155.0 - 178.0], peso: 69.7 + 10.7 kg [53.5 - 85.5]. O grupo feminino
foi composto por 12 voluntérias com idade entre: 26.6 + 10.0 anos, [19 - 45}, altura: 157.2

+4.4 cm [151.0 - 166.0], peso: 59.4 +10.5 kg [48.5 — 82.5].
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METODOLOGIA
ASPECTOS ETICOS

Aprovacio do Estudo

O protocolo foi submetido ao Comité de Etica da Universidade de Sio Paulo

para aprovagdo. Qualquer mudanga principal requereu aprovacio do Comité.

O estudo foi administrado conforme as providéncias da Declaragiio de Helsinki

(1965) e as revisdes de Toquio (1975), Veneza (1983) e Africa do Sul (1996).

Termo de Consentimento Livre Esclarecido

Os voluntarios receberam uma explicagio completa da natureza e o que se
propdem na investigagdo do estudo. Foi compreendido que o estudo so serviria para
propésitos de pesquisa e ndo se esperava que provesse qualquer beneficio terapéutico aos
individuos. O voluntario também entendeu que ele poderia se retirar a qualquer hora do
estudo sem nenhum constrangimento. A cada voluntirio foi exigido informar seu
consentimento por escrito para a participagdo no estudo. O investigador principal manteve

uma copia do consentimento livre esclarecido de cada voluntario.
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Confidencialidade

Os resultados dos testes de laboratério e exames médicos foram registrados nas
folhas clinicas dos voluntarios e no arquivo de pacientes do Hospital Universitrio da
Universidade de S3o Paulo. Toda a informac@o obtida durante a conduta do estudo em
cumprimento ao estatuto de voluntarios da satde estava disponivel para o pessoal médico
do Hospital Universitario da Universidade de Sio Paulo. Uma cépia dos exames de

laboratoriais executadas para o estudo pés-clinico foi dada aos voluntarios.
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PROTOCOLO CLINICO

Projeto de Estudo

O estudo clinico consistiu em um estudo aberto, delineamento aleatério, aberto,
cruzado de dois periodos com 25 (vinte e cinco) voluntarios saudaveis de ambos os sexos
(13 masculinos e 12 femininos). Apés o periodo de selecdo, os voluntrios que se
qualificaram foram hospitalizados por dois periodos de aproximadamente 24 horas. Cada
hospitaliza¢do teve um intervalo de uma semana. Em cada periodo, os voluntarios foram
hospitalizados as 22 horas da noite anterior ao inicio do estudo, ja tendo recebido dieta a
que estavam habituados, quando iniciaram jejum de no minimo 8 horas. O jejum foi
mantido por mais duas horas apds a administragio de uma dose de 500 mg de Azitromicina,
com 200 ml de agua potavel, por via oral, o que ocorreu por volta das 6 horas da manhi

seguinte.

A seqiiéncia randOmica de administragdo das diferentes formulacbes esta
descrita no Quadro 1. As oito horas, todos os voluntarios receberam café da manh3 padrio.
Almogo e jantar foram fornecidos 5 e 10 horas apGs a medicaglio, respectivamente.
Nenhum outro alimento foi permitido durante a permanéncia no hospital. Liquidos foram
liberados a vontade, sendo evitados aqueles contendo xantinas, como chas, café e bebidas a

base de cola.
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Quadro 1: Randomizagio da formulagio administrada

Voluntarios Seqiiéncia de administragio
Numero Inicial 1 2
: VTSVl e
1II REFL
1| FSAS
v FTSV

DAFQ
Vi JBB
VII JAS
VIIT 088§
IX LQF

LBT
X1 MBT
X1 NAC
XII1 FGS
XIv LCFS
XV FFS
XVI EMH
XViI RMAT
XVIII= FIRS
XIX FACM
XX CAC
XX1 OBP
XX ORL
XX MNLF
XXV DAAV
XXV FFBF
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T (Formulacio Teste): Azitromicina 500 mg comprimidos, EMS Industria Farmacéutica
Litda

R (Formulagio de Referéncia): Zitromax® 300 mg comprimidos, Laboraiorios Pfizer Lida.,
Brasil

*Voluntario XVIII desistiu

A cada coleta sangiiinea, pressdes arterial sistdlica e diastolica foram medidas
ndo invasivamente pelo uso de esfigmomandmetro, além de serem anotadas também a

temperatura axilar corporal e freqiiéncia cardiaca.

Programacio do Estudo

Periodo de Pré-Estudo: * Histéria Médica
* Exame fisico geral
* Eletrocardiograma

* Exame Clinico Laboratorial

Periodo Confinado: * Foi coletado antes da administracio do medicamento
uma amostra de sanguee 0.5h, 1h 1.5h 2h 2.5h,
3h,4h,5h,6h, 8h,12h,24h, 481, 96h, 168 he
336 horas apos administragio do medicamento.

Periodo Pos-estudo: = Exame fisico geral

* Eletrocardiograma

*» Exame Clinico Laboratorial

T-Formulacio Teste: ® Azitromicina 500 mg comprimidos
Lote 002117
EMS Industria Farmacéutica Ltda, Brasil.

R-Formulacio Referencial: * Azitromicina 500 mg comprimidos (Zitromax 500 mg
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comprimidos)
Lote 91864038

Laboratorios Pfizer Ltda, Brasil

Seleciio de Voluntarios

Os voluntérios foram aceitos no estudo somente se eles fossem considerados
saudaveis, conforme determinado pela histéria meédica, exame fisico e 0s exames
laboratoriais que antecedem ao inicio do estudo. Os voluntarios realizaram
eletrocardiograma (ECG) na avaliagio inicial pré-estudo, e apds o Gltimo estudo de

internagio (pds-estudo).

Antes do inicio do estudo os voluntarios foram avaliados quanto as suas
condigbes emocionais para participarem da investigagdo. Foram esclarecidas todas as
duvidas restantes e, com concordincia, assinaram o termo de consentimentos para

participa¢io no estudo.

Critério de Inclusio

1. Voluntérios masculinos saudaveis ou voluntarios femininos saudaveis que

ndo estivessem gravidas ou estivessem amamentando.
2. Idade entre 18 e 45 anos.

3. Isento de doenca cardiaca, hepatica, renal, pulmonar, neurologica,

gastrointestinal, hematologica e psiquiatrica significativa como determinada

34



pela historia, exames fisicos e psicologicos, eletrocardiograma e as grades

laboratoriais.

4. Disponibilidade para terminar o estudo.

Critério de Exclusio

1. Aqueles que participaram em um estudo voluntario dentro dos trés meses

precedentes.

2. Voluntérios receberam regularmente porcdes de medicamentos durante as

quatro semanas anteriores ao estudo.

3. Voluntarios que estiveram em hospital por qualquer razdo durante as oito

semanas antes do estudo.
4. Voluntérios que doaram sangue nos trés meses precedentes.
5. Voluntarios que tiveram uma histéria de abuso de alcool e/ou de droga.

6. Voluntarios que bebem regularmente mais de 2 unidades de alcool por dia (1

unidade = a %2 cerveja/ 1 copo de vinho / 1 medida de aguardente).
7. Peso acima 100 quilogramas ou 15% do peso acima do peso ideal.
8. Voluntarios que fumam 15 ou mais cigarros/dia.

9. Voluntérios com conhecida alergia a penicilina.
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Registro dos Voluntaries

Os voluntarios foram registrados no estudo somente se eram considerados
adequados e saudéveis por determinagio do histdrico medico, exame fisico e psiquitrico e
testes de seguranga de laboratorio desempenhados dentro de oito semanas antes do inicio

do estudo,

Dosagem

Os voluntarios foram orientados a estarem presentes na unidade hospitalar
aproximadamente 3s 21h da noite antes de cada dose e permanecer na unidade até 12 horas

depois da dosagem.

Restricdes aos voluntirios

Todos os voluntarios chegaram 4 unidade tendo jantado normalmente e foram
obrigados a permanecer em jejum até duas horas apos a administracio da dose da manha,
quando um desjejum foi servido. Uma refei¢ic completa foi providenciada apds cinco
horas e outra dez horas apés a dose. Nenhuma outra alimentagio foi permitida durante o

periodo “em casa”.

O refresco liquido foi permitido depois do almogo, mas outras bebidas

(incluindo ché, café, cola) foram evitadas.
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Fumar néo foi permitido durante o periodo.

Uma possivel medicagio concomitante foi evitada durante o estudo. Toda

medicagdo, incluida sobre a medicagio contréria, foi registrada.

O consumo do élcool era limitado durante todo o periodo do estudo e foi

evitado completamente durante 48 horas antes de cada dose.

Critério de Retirada

Os seguintes critérios foram usados para a retirada dos voluntérios da pesquisa:

1. Voluntarios que niio desejaram continuar com o estudo por diferentes razdes,
como por exemplo: indisponibilidade e intolerancia para o procedimento de

estudo,
2. Quando os efeitos ndo fossem os desejados da droga em estudo.
3. Quando o teste de laboratério de significado clinico fosse julgado anormal.

4. Quando existisse doenga concomitante que requeresse medicacio.

Efeitos Adversos

Foi pedido aos voluntarios que relatassem todo evento adverso e o momento da
sua ocorréncia. Também foi pedido que notificassem ao investigador caso fosse necessario

levar medicamento adicional.
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Qualquer evento adverso que tenha ocorrido durante o periodo de estudo foi
registrado em detalhes, por conclusio, na pagina pertinente nas Folhas Clinicas
Voluntarias. Foram feitas investigagSes sobre o caso do voluntirio ter experimentado
qualquer evento adverso. Estas investiga¢Bes limitaram-se a uma pergunta genérica do tipo:

“Como vocé estid?”.

Qualquer voluntario com um evento adverso seria acompanhado clinicamente
através de estudos de laboratdrio apropriado, até que todos os pardmetros voltassem ao

normal.

Produtos Estudados

Os produtos do teste que contém a informag&o abaixo foram fornecidos por
EMS Industria Farmacéutica Lida, Brasil. O produto da referéncia foi adquirido

comercialmente pelo investigador principal.



Quadro 2: Quadro comparativo entre o produto teste e o de referéncia.

Nome

Produto em Teste

Produto Referencial

Azitromicina

Zitromax

Ingrediente Ativo
Forma de Dosagem
Dosagem

Numero de lote

Fabricante

Azitromicina
Comprimido revestido
500mg

002117

EMS Industria Farmacéutica
Ltda

Azitromicina
Comprimidos revestidos
500mg

91864038

Laboratorios Pfizer Ltda
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MATERIAIS E REAGENTES

Eqguipamentos

* Pipetas ajustaveis (100 ul, 200 uL e 1000 ul.), obtidas da Gilson

"Pipetman”, Franca;

* Vortex mixer, modelo Fisher Vortex Genie 2, obtido da Fisher Scientific

Laboratory Equipment, Estados Unidos da América (EU.A);

* Ponteiras de plastico, LabTips, modelos LabTip Yellow (5 a 200 uL), e
LabTip Blue (200 a 1000 uL), adquiridos da Unilab, SZo Paulo, Brasil;

* Coluna analitica 4 mem (150 x 4,6 mm de didmetro interno), modelo
Genesis C18, lote 9629701, adquirida da Jones Cromatography (FM

15962E), Inglaterra;

» Pré-coluna 4 mem (10 x 4 mm de didmetro interno), modelo Genesis C18,

lote 9629702, adquirida da Jones Cromatography (FH 1962-2), Inglaterra;

* Tubos de teste de vidro, descartaveis, 120 x 11 mm, adquiridos da Unilab,

S&do Paulo, Brasil;
* Pipetas “Pasteur” (5,75") ou capilares CR
* Tubos “Eppendorf”, adquiridos da Unilab, Sao Paulo, Brasil,

* Vials de vidro para "Autosampler" (1,1 CTVG) e tampas da Chromacol,
EUA;
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* Pontencidmetro Quims, nimero 610874, modelo Q400P, Singapura;

* Centrifuga de vérias velocidades, refrigerada, Beckman, nimero 349702,

modelo GPS, EU A ;
= Sistema HPLC, modelo Hewlett-Packard 1100 (tabela 6);

* EspectrOmetro de massa, modelo Micromass Quattro II, com eletrospray

como fonte, nimero 6418E;

" o software de analise foi o MassLynx (versio 2,3) executando sobre o

Windows NT (verso 4,0) em PC Digital Celeris GL 6200.

Padraoes

Azitromicina Analise

Roxitromicina Padrio Interno

Reagentes

* Acetonitrila - HPLC

* Dichloromethane -PA;

* Acetato de amonia ~ 98%;
» Diethyleter — PA;

* Acido Férmico — 88%;

* Agua —Purificada usando sistemas( Mili-Q ou Elga UHQ);
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* Plasma humano para as preparagdes das curvas de calibrago e para os
controles de qualidade, cedidos pelo Banco de Sangue do Hospital

Universitario da Universidade de Sio Paulo, Brasil.

Coleta das Amostras Sangiiineas

Amostras sangliineas, para analise da concentragdo do farmaco no plasma,
foram retiradas através de abocate instalado em veia calibrosa do antebrago, previamente a
ingestdo de um comprimido de 300 mg de Azitromicina 0.5; 1; 1.5;2;2.5; 3: 4;5;,6;8;12;
24; 48; 96; 168 e 336 horas apos a administracdo do medicamento. Em cada um destes
momentos, foram aspirados 10,0 ml de sangue através de uma seringa e acondicionados em

tubos de vidro limpos contendo anticoagulante (heparina).

As amostras sangliineas foram centrifugadas a 4000 rpm por dez minutos, em

temperatura ambiente e o plasma decantado, removido e armazenado a —20 °C até a anilise.

As concentragdes plasmaticas de azitromicina foram analisadas por
cromatografia liquida de alta eficiéncia, em fase reversa, acoplada a um espectrometro de
massa com ioniza¢o por eletrospray positivo, sob condigBes de monitoramento de reacio

multipla (MR M.).
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Quantificacio do Firmaco nas Amestras de Plasma

Extracio do Farmace

Foi realizada uma extrag3o liquida - liquido do farmaco.

A 0,2ml da amostra plasmatica armazenada e previamente reconstituida
(aquecida até a temperatura ambiente) e homogeneizada (centrifugada a 3500rpm por 5
minutos a 4°C para precipitar solutos) ou ao plasma utilizado para as curvas de calibragdo
(pool de plasma humano preparado e obtido do Banco de Sangue do Hospital Universitario

da Universidade de S3o Paulo).

Para a extragiio das amostras foram seguidos os seguintes passos:

Foram dispostos tubos de ensaios 10x75 ndo siliconizados em uma raque.
Adicionou-se  (200pL) de plasma humano e procedeu-se ao controle de qualidade de

amostras, QCs em tubos apropriados.

Cada tubo recebeu (10ug/mL de roxitromicina 70:30 v/v hidroxi acetonitrilo
plus 20mM éacido formico e 0,15% de solugdo de acetato de amonia) padrdo interno,
usando-se um EPPENDORF. Repetiu-se a pipetagem e as amostras foram encaminhadas
para o vortex-mix por 40s. Apds, adicionou-se 4ml de Diethyl-ether/dichloromethane
(70:30), usando-se uma pipeta de vidro calibrada e novamente se encaminhou &s amostras

para o vortex-mix por 40s.
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As amostras permaneceram em temperatura ambiente por aproximadamente 5
minutos e o contetido orgénico foi transferido, utilizando-se pipetas Pasteur, para outro tubo

limpo. Na seqiiéncia, foi removido o solvente usando-se fluxo de nitrogénio a 37 °C.

As amostras foram reconstituidas de fase mével A (70% CH3CN, 30% H20
20mM acido formico e 0,15% acetato de amonia) (200uL) e reconstituido os residuos pelo

vortex-mix durante 15s.

A nova solugiio foi transferida, com uso de pipetas automaticas de pontas
plasticas descartaveis, para vials que foram fechados e colocados em bandejas do

autosampler do HP. 1100.

Condig¢ées do Cromatégrafo

A cromatografia foi realizada com uma coluna Génesis C;s 4um coluna
analitica (150mm x 4,6mm) de didmetro interno, modelo Genesis C18, adquirido da Jones
Cromatography, Thames Valley, (Inglaterra), acoplado a um Mass Spectrometer
(Espectrometro de Massa), modelo Micromass Quatro II. A Cromatografia foi realizada
usando uma fase mével composta (70% CH3CN / 30% de agua contendo 20mM 4cido
formico mais 0,15% de acetato de amonia) a um fluxo de 0,8 mi/min. O sistema operou a
uma temperatura de 26°C. A presséo do sistema esteve entre 50 bar a 70 bar € 0 tempo total
transcorrido de 6.0 min. O tempo de retenc3o observado foi de 4,6 min para a azitromicina

¢ 4,7 min para o controle interno.
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Figura 4: Curvas dos brancos de diferentes plasma humanos submetidos as condigBes
analiticas, nota-s¢ que nos espectrogramas de plasma branco normal, lipémico e
hemolizado, percebe-se a auséncia de interferentes em relagio ao tempo de retencio do

analito e seu padrdo interno, nas diversas situagdes de plasma que podem aparecer durante
o estudo.
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Esquema de quebra da Azitromicina e Roxitromicina

AZITROMICINA ROXITROMICINA
(PADRAO INTERNO)
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Farmacocinética e Analise Estatistica

A constante de eliminagdo de primeira ordem (ke) foi estimada pela regressio
linear dos pontos da fase de eliminagio em grafico linear-log. A meia vida de eliminacdo
(tiz) foi obtida pela equagdio t1z = In(2)/ke, onde In é o logaritmo neperiano. A
concentra¢do plasmatica maxima (Cmax) e o respectivo tempo para atingir esta
concentragdo (Tmax) foram obtidos diretamente das curvas. As areas sob a curva da
concentragdo plasmatica em relagio ao tempo, de zero até a Gltima concentragio detectada
(A.S.C.0-t) foram calculadas pela aplicagio da regra trapezoidal. Extrapolacdo dessas areas
para o infinito (A.S.C.0-inf.) foi feita pela adicdo do valor de Ct/ke as A.S.C.0-t
calculadas, onde Ct ¢ a {ltima concentragdo plasmatica do farmaco detectada apos a

administragio deste.

A bioequivaléncia entre as formulagBes foi calculada através das razdes
individual teste/referéncia de ASCO-t, ASCO-inf, Cmax, ke ¢ tin e as diferencas
individuais teste-referéncia para Tmax. O intervalo de confianga de 90% para as razdes
individuais, com uma variagio limite dentro do intervalo de 80% a 125% e a inclusio do
valor "zero" dentre do intervalo de confianca de 90% para as diferencas de Tmax, foram
avaliados empregando teste paramétrico (AN.O.V.A) e ndo paramétrico (teste de
Wilcoxon). No teste paramétrico foram realizados os calculos das razdes individuais para
Cmax ¢ A.S.C.0-t. Ja para Tmax, foram realizados os calculos das diferencas individuais.

Os resultados ndo paramétricos foram estimados pelo intervalo de confianga de 90% das
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razdes individuais, exceto para Tmasx, que foi expresso como ponto estimado e intervalo de

confianga de 90% das diferencas individuais.

Os critérios para realiza¢do desta etapa sio determinados pela Agéncia Nacional de

Vigildncia Sanitaria

Validaciio da Metodologia Analitica

A determina¢io da adequabilidade e confiabilidade de um método analitico para a
realizacdo de um estudo de bioequivaléncia, é realizada através da averiguacdo de sua
sensibilidade, especificidade, linearidade, acuracia, precisio e reprodutibilidade, levando-se
ainda em conta a estabilidade dos compostos que estio sendo empregados. Para esta
certificacdo utilizam-se os seguintes parimetros e respectivos limites de aceitacio:
A. Especificidade — Busca-se a presenca de interferéncia, utilizando-se o procedimento
proposto para a extragdo de amostras. S&o utilizados 4 plasmas de diferentes individuos
colhidos em jejum, 1 plasma hiperlipémico e 1 plasma hemolizado. A especificidade €
comprovada pela determinagfio de inexisténcia de interferéncia significativa, no tempo de
retengdo da droga, metabdlitos ou padrio interno, comparando-se visualmente o
cromatogramas obtidos com aquele produzido pela analise de uma solugo aguosa do

farmaco em analise em concentragio préxima ao Limite de Quantificacio;

B. Sensibilidade — E avaliada através do Limite de Quantificacdo (LOQ), de forma a
considerar ndo somente a sensibilidade em si, mas também em fungdo dos critérios de
precisdo e acuracia do método. O LOQ ¢ aprovado se forem satisfeitos os seguintes
critérios: a) Inexisténcia de interferéncia ou resposta 5 vezes maior que qualquer
interferéncia existente em brancos nos tempos de retencdo em uso; b) Pico do analito
identificavel, claro, discreto com uma preciso de 20%, calculada através do coeficiente de
variabilidade do valor quantificado para 5 aliquotas provenientes de um mesmo controle

padrdo, bem como da correspondente duplicata da curva de calibragio em uso. c) Acuracia
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de 80% a 120% em relagdo ao valor nominal da concentracdo do controle padro utilizado,

bem como da correspondente duplicata da curva de calibracio em uso.

C. Linearidade — E avaliada em funcdo da linearidade da curva de calibracdo
empregada. E esta, é aprovada se forem satisfeitos os seguintes critérios: a) Pelo menos 4
de 6 padres de cada concentragdo nominal, incluindo o padrio correspondente ao LOQ e o
padrdo de maior concentragdo, com desvio menor do que 15% da concentragio nominal em
pelo menos uma das duplicatas; b) Coeficiente de correlagio da curva igual ou maior que
0.98.

D. Precisdo e Acuricia - So avaliadas a partir da quantificacio de pelo
menos 3 concentragdes padrdo distintas (controles de qualidade QCA, QCB, QCQO),
determinadas em fungdio da faixa de concentracdes esperadas, tomando-se como base 5
aliquotas de cada concentragio quantificadas durante uma tinica corrida analitica (precisio

e acuracia intra-lote).

E. Reprodutibilidade — A avaliago se d4 a partir da determinacio da precisio
e acuracia de 3 lotes provenientes de matrizes biologicas distintas (precisio e acuraria
inter-lote)

A estabilidade dos compostos é determinada em funciio do tempo necesséario para
preparagdo das amostras e respectiva quantificacio, bem como das temperaturas de
armazenamento usualmente empregadas. Para sua realizacdo sfo utilizadas duas
concentragSes distintas da droga a ser dosada, cujas amostras sfo submetidas aos seguintes

testes:

1. Estabilidade no autosampler - Determina a estabilidade da droga e do padrio interno
em fase mével, na temperatura encontrada no autosampler, por periodo de tempo igual ou

superior a uma corrida analitica;

2. Congelamento e descongelamento — Determina a estabilidade da droga em plasma apos

3 ciclos de congelamento por 24 horas e descongelamento em temperatura ambiente;
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3. Estabilidade de curto periodo em temperatura ambiente: Determina a estabilidade da
droga em plasma em temperatura ambiente, por periodo de tempo igual ou superior ao

necessario para o preparo de amostras para uma corrida analitica;

4. Estabilidade de longo periodo: Determina a estabilidade da droga em plasma na
temperatura de congelamento das amostras, por periodo de tempo igual ou superior ao

primeiro dia de coleta de amostras e o dia da analise da ultima amostra;

5. Estabilidade das solugées de trabalho: Determina 2 estabilidade da droga e do padrio
mterno a partir das solugSes de trabalho preparadas, na temperatura em que sdo
armazenadas, e por periodo de tempo equivalente & sua utilizagio durante a conducdo do
estudo.

Andlise Estatistica

De acordo com as Agéncias Reguladoras os pardmetros AUC, Cmax, deverio ser
analisados como as razdes dos logaritmos individuais transformados das drogas
teste/referéncia. Tmax serd analisados como diferenga individual: teste - referéncia. Ambos
testes parameétricos e ndo paramétricos serdo aplicados para analise das variaveis.
Os programas utilizados de computador foram o "WinNonlin Professional Network
Edition", versdo 1.5 (Pharsight, Mountain View, Ca, EUA), "Bioequivalence Program for
Two-Period Crossover Studies”, versio 3.4 (Hreman P., Wijnand, Oss, Holanda),
"Microsoft Excel", versio?7 (Microsoft, Redmond, WA, EUA), "GraphPad Prism", versio
3.00 (Graph Pad Software, San Diego, CA, EUA) e WinSTAT, versio 3.1 (Kalmia Co,

inc, Kalsruhe, Alemanha).
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CROMATOGRAMAS INDIVIDUAIS

Concentragdes individuais da Azitromicina versus tempo (figura) e pardmetros

farmacocinéticos (tabela).

RESULTADOS
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Azithromycin
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T last (h) 24 96
AUC last ([ng * h}/mL) 2202 4613
AUC last paired ([ng * h]/mL) 2202 2766
AUC Inf ({ng * h)/mL) 2891 5109
AUC last / Inf (%) 76.2 90.3
AUC all (0-336h) ([ng * h}/mL) 4480 4989
AUCall (0-336h) / Inf (%) 155.0 97.7
Cmax (ng/mL) 575 293
Tmax (h) 13.0 20
Tin (h) 15.1 32.8
Ke  (1/h) 0.046 0.021
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Vol II - REFL
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Azithromycin
Zitromax Azitromicina
T last (h) 168 168
AUC last ([ng * h)/mL) 5613 6967
AUC last paired ([ng * h}/mL) 5613 6967
AUC Inf (Ing * h}/mL) 6215 7749
AUC last / Inf (%) 90.3 899
AUC all (0-336h) ([ng * h}/mL) 6193 7624
AUCall (0-336h) / Inf (%) 99.7 98.4
Cmax (ng/mL) 1037 1336
Tmax (h) 2.0 2.5
Tin (h) 60.4 69.3
Ke (U/h) 0.012 0.010
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AUC last paired ([ng * h/mL) 2430 3133
AUC Inf ([ng * h}/mL) 2771 3569
AUC last / Inf (%) 87.7 87.8
AUC all (0-336h) ([ng * h]/mL) 2649 3435
AUCall (0-336h) / Inf (%) 95.6 96.3
Cmax (ng/mL) 368 364
Tmax (h) 3.0 3.0
T, () 38.8 36.0
Ke (1/h) 0.018 0.019
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AUC last paired ([ng * h}/mL) 2646 2562
AUC Inf ([ng * h}/mL) 3026 3403
AUC last / Inf (%) 874 89.8
AUC all (0-336h) ([ng * h}/mL) 3084 3293
AUCall (0-336h) / Inf (%) 101.9 96.8
Cmax (ng/mL) 292 280
Tmax h) 2.0 1.5
Tz () 14.4 36.5
Ke (1/h) 0.048 0.019
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AUC last paired ([ng * h)/mL) 4008 4557
AUC Inf ([ng * h])/mL) 4473 5011
AUC last / Inf (%) 89.6 90.9
AUC all (0-336h) ([ng * h}/mL) 4430 5056
AUCall (0-336h) / Inf (%) 99.0 100.9
Cmax (ng/mlL) 703 676
Tmax h) 2.5 2.5
Tin (h) 64.1 529
Ke (1/h) 0.011 0.013
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Vol VI~ IBB

Concentration
{ng/mL)

Zitromax
—&— Azitromicina

0- S ———
I T T T T ~] } T T Y T | E—
0 4 8 12 16 20 24 48 96 144 192 240 288 2338
Time (h)
Azithromycin
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T last (h) 96 96
AUC last ([ng * h}/mL) 2270 2273
AUC last paired ([ng * h)/mL) 2270 2273
AUC Inf ([ng * h}/mL) 2556 2605
AUC last / Inf (%) 88.8 873
AUC all (0-336h) ([ng * h}/mL) 2477 2484
AUCall (0-336h) / Inf (%) 97.0 95.4
Cmax (ng/mL) 401 191
Tmax (h) 3.0 3.0
Tz (h) 343 39.2
Ke (1/h) 0.020 0.018
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AUC last ([ng * h}/mL) 3584 4576
AUC last paired ([ng * h)/mL) 3584 4576
AUC Inf ([ng * h}/mL) 4085 5378
AUC last / Inf (%) 87.7 85.1
AUC all (0-336h) ([ng * h)/mL) 4168 5218
AUCall (0-336h) / Inf (%) 102.0 97.0
Cmax (ng/mL) 306 345
Tmax (h) 3.0 3.0
Tin (h) 499 72.7
Ke (1/h) 0.014 0.010
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AUC last / Inf (%) 88.0 83.8
AUC all (0-336h) ([ng * h)/mL) 3038 3618
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Cmax (ng/mL) 331 321
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AUC last ([ng * h]/mL) 1918 3030
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65




Vol XTI - NAC

750

Concentration
(ng/mL)
(4]
3
]

2504

- -
— Liiroma. .
itromicina

0 I L » %
0 4 8. 12 116 2l0 2]4 418 915 1;4 1é2 2;10 ZéS 3é6
Time (h)
Azithromycin
Zitromax Azitromicina
T last (h) 96 96
AUC Iast ([ng * h}/mL) 2515 2918
AUC last paired ([ng * h)/mL) 2515 2918
AUC Inf ([ng * h}/mL) 2707 3126
AUC last / Inf (%) 92.9 933
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AUC last / Inf (%) 86.3 825
AUC all (0-336h) ([ng * h}/mL) 4031 4304
AUCall (0-336h) / Inf (%) 100.1 93.3
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Tmax (h) 2.5 2.5
Tin (h) 576 %94.6
Ke (1/h) 0.012 0.007
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68




Vol XV - FFS

750~
W Zitromax

g Azitromicina

® 3 500-

g E

S 2504

O

0- — . .
0 4 é 1'2 1'6 2‘0 2§4 4|8 9$6 1¢|l4 1é2 24§»0 2é8 336
Time (h)
Azithromycin
Zitromax Azitromicina

T last (h) 168 96
AUC last ([ng * h}/mL) 6116 3891
AUC last paired ([ng * h}/mL) 5356 3891
AUC Inf ([ng * h}Y/mL) 6585 4796
AUC last / Inf (%) 929 81.1
AUC all (0-336h) ([ng * h}/mL) 6591 4322
AUCall (0-336h} / Inf (%) 100.1 90.1
Cmax {ng/mL) 652 588
Tmax (h) 3.0 2.5
Tin (h) 57.4 52.3
Ke (1/h) 0.012 0.013
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Tmax (h) 2.5 3.0

Tz (h) 38.0 43.5

Ke (1/h) 0.018 0.016
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Vol XIX - FACM
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Time (h)
Azithromycin
Zitromax Azitromicina

T last (h) 96 48
AUC last ([ng * h}/mL) 4278 2555
AUC last paired ([ng * h]/mL) 3749 2555
AUC Inf (Ing * h}/mL) 4460 2713
AUC last / Inf (%) 95.9 94.2
AUC all (0-336h) ([ng * h)/mL) 4504 2760
AUCall (0-336h) / Inf (%) i01.0 101.7
Cmax (ng/mlL) 516 318
Tmax (h) 2.0 3.0
Tin (h) 20.1 12.8
Ke (1/h) 0.035 0.054
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Time (h)

Azithromycin

Zitromax Azitromicina
T last (h) 168 168
AUC last ([ng * h}/mL) 5291 5620
AUC last paired ([ng * h}/mL) 5291 5620
AUCInf  ([ng * h}/mL) 5873 5955
AUC last/ Inf (%) 90.1 94 4
AUC all (0-336h) ([ng * h}/mL) 5770 6044
AUCall (0-336h) / Inf (%) 98.2 101.5
Cmax (ng/mL) 645 560
Tmax (h) 2.5 2.0
Tz (h) 70.7 46.0
Ke (1/h) 0.010 0.015
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Time (h)
Azithromycin
Zitromax Azitromicina
T last (h) 96 96
AUC last ([ng * h}/mL) 5293 3360
AUC last paired ([ng * h}/mL) 5293 3360
AUC Inf (Ing * h}/mL) 5667 3558
AUC last / Inf (%) 93.4 944
AUC all (0-336h) ([ng * h}/mL) 5649 3592
AUCall (0-336h) / Inf (%) 99.7 101.0
Cmax (ng/mL) 497 394
Tmax (h) 1.5 15
T, () 26.2 212
Ke (1/h) 0.027 0.033
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Azithromycin

Zitromax Azitromicina
T last (h) 336 168
AUC last ([ng * h}/mL) 5171 5127
AUC last paired ([ng * h)/mL) 4262 5127
AUC Inf {Ing * h}/mL) 6691 5716
AUC last / Inf (%) 773 89.7
AUC all (0-336h) ([ng * h]/mL) 5171 5656
AUCall (0-336h) / Inf (%) 77.3 98.9
Cmax (ng/mL) 646 549
Tmax {h) 20 2.0
T, (h) | 209.6 64.9
Ke (1/h) 0.003 0.011
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Vol XXIII - MNLF
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Azithromycin
Zitromax Azitromicina
T last (h) 168 168
AUC last ([ng * h)/mL) 5698 8223
AUC Tast paired ([ng * h]}/mL) 5698 8223
AUC Inf ([ng * h}/mL) 6453 8955
AUC last / Inf (%) 88.3 91.8
AUC all (0-336h) ([ng * h}/mL) 6370 8926
AUCall (0-336h) / Inf (%) 98.7 99.7
Cmax (ng/mL) 637 525
Tmax (h) 1.5 3.0
Tz () 65.4 60.6
Ke (1/h) 0.011 0.011
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Azithromycin

Zitromax Azitromicina
T last (h) 96 168
AUC last ([ng * h]/mL) 5795 5951
AUC last paired ([ng * h]/mL) 5795 5266
AUC Inf (fng * h]/mL) 6581 6537
AUC last / Inf (%) 88.1 91.0
AUC all (0-336h) ([ng * h]/mL) 6332 6486
AUCall (0-336h) / Inf (%) 96.2 99.2
Cmax (ng/mL) 622 473
Tmax hy 2.5 3.0
Tin (h) 36.5 63.8
Ke  (1/h) 0.019 0.011
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Vol XXV - FFBF
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Time (h)
Azithromycin
Zitromax Azitromicina

T last (h) 48 48
AUC last ({ng * h}/mL) 2035 2021
AUC last paired ([ng * h)/mL) 2035 2021
AUC Inf {[ng * h}/mL) 2218 2983
AUC last / Inf (%) 91.8 67.8
AUC all (0-336h) ([ng * h}/mL) 2238 2450
AUCall (0-336h) / Inf (%) 100.9 82.1
Cmax (ng/mL) 402 350
Tmax (h) 3.0 25
Tin (h) 15.0 373
Ke (1/h) 0.046 0.019
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Concentracdes plasmaticas individuais (tabela)

Subject 1 2 3 4
Hour Zitromax  Azitromic |Zitroma Azitromic Zitroma Azitromic |Zitromax Azitromic
ina X ina X ina ina
0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0
0.5 17.7 107.1 47 8 2117 55 0.0 334 98
1 20.5 1206 100.0 3774 6.9 0.0 169.1 62.8
1.5 234 2847 390.1 4023 na 0.0 189.1 280.1
2 32.0 2925 1036.7 7028 9.1 0.0 292 4 2244
2.5 1193 161.5 738.1 13356 10.1 60.6 260.2 214.4
3 575.0 172.4 521.9 3470 3684 3637 220.9 2004
4 3798 153.0 3579 3067 2612 2768 1456 179.5
5 203.1 1393 2462 2454 1433 145.1 1221 1727
6 187.3 193.7 2102 2369 033 123.7 1422 159.8
8 68.0 1568 1323 126.4 655 914 799 106.4
12 50.8 101.5 283 103.7 46.7 61.7 71.1 56.6
24 31.6 48.0 359 55.2 226 354 277 269
48 0.0 28.3 252 26.5 12.9 17.1 18.3 14.0
96 0.0 10.5 12.0 14.1 6.1 8.4 0.0 6.6
168 0.0 0.0 6.9 7.8 0.0 0.0 0.0 0.0
336 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0
5 6 7 8
0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0
0.5 10.7 117.3 14.1 5.1 11.2 16.8 15.2 73
1 13.8 2158 195 7.8 140.4 18.6 36.3 105
15 153 268.8 13.1 9.6 423 194 373 154
2 118.5 2956 6.9 114 42.1 243 47.0 213
25 702.6 6757 2089 342 323 616 57.5 32.8
3 3253 4552 401.2 1908 3064 3449 597 390.2
4 278.3 313.8 1036 1685 2252  296.0 192.7 176.8
5 163.9 171.5 82.9 116.3 183.0 1230 2294 157.1
6 132.0 123.0 48 2 114.9 60.7 108.7 2209 1313
8 643 948 44 7 83.3 539 67.1 94 6 96.2
12 590 47.5 36.2 44.0 44 4 608 533 50.0
24 31.3 289 243 20.7 40.7 51.2 26.1 21.7
48 18.6 239 16.1 14.5 189 240 153 14.0
26 10.2 8.3 58 39 9.0 15.2 6.9 92
168 5.0 6.0 0.0 0.0 7.0 7.7 0.0 5.1
336 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0
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Subject

9

10

11

12

Hour Zitromax Azitromi |Zitromax Azitromi Zitromax Azitromi {Zitromax Azitromi
cina cina cina cina
0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0
0.5 352 10.7 5.4 8.0 21.8 i2.6 0.0 355
1 41.2 12.0 6.9 8.2 90.7 13.1 202 59
1.5 67.2 16.5 176.2 137.2 137.8 118.1 243 7.7
2 3309 1847 2272 1531 1548 120.7 70.8 118.0
2.5 2504 320.8 207.0 172.5 1445 131.5 842 375.0
3 2396 2462 182.7 160.9 125.4 1854 198 .4 4947
4 2126 96.2 97.2 145.8 86.5 2113 2153 187.5
5 133.3 673 78.2 152.2 58.8 2335 1043 147.9
6 1198 63.3 67.6 1408 56.4 203.9 83.8 106.0
8 65.7 36.8 53.0 123.2 316 698 59.1 102.0
12 456 21.1 336 75.5 29.0 50.7 46.7 552
24 316 184 23.2 60.6 232 263 24.1 26.8
48 162 97 15.5 253 12.5 15.0 19.9 10.8
96 11.8 0.0 5.1 114 52 13.0 50 6.8
168 0.0 0.0 0.0 - 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0
336 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 00 0.0 0.6
13 14 15 16
0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0
0.5 18.5 9.0 544 143 213 5.0 305 34,5
1 77.6 7.8 513 81.3 278 12.6 533 373
1.5 85.9 11.2 2752 3225 348 .8 17.6 118.4 374
2 160.2 1773 404.5 317.1 431.8 490 374.6 304.0
2.5 263.2 349.7 271.9 281.5 5183 588.0 5229 397.5
3 2157 2918 2527 264.2 652.5 436.2 614.9 3542
4 169.1 186.3 2458 128.7 3553 253.0 4392 246.4
5 138.9 137.1 162.6 804 2155 2126 2553 179.9
6 137.9 127 .4 128.7 80.0 1976 1699 2539 133.3
8 84.7 76.6 57.0 48.5 109.8 90.1 128.5 65.7
12 51.4 74.4 39.1 305 93.7 66.2 100.0 599
24 22.1 312 262 26.1 56.4 30.7 54.9 47.1
48 21.0 13.9 13.9 9.7 236 24.1 32.0 359
96 7.3 116 8.7 59 156 12.0 12.7 13.8
168 6.6 59 0.0 0.0 5.7 0.0 5.9 0.0
336 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0
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Subject {17 19 20 21
Hour Zitromax Azitromi |Zitromax Azitromi |Zitromax Azitroms Zitromax Azitromi
cina cina cina cina
0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0
0.5 641 46 .8 16.5 23 20.2 2869 89.0 130.0
1 694 927 17.4 2159 44 1 3092 294 8 3619
1.5 2442 3304 474.1 2417 69.8 371.2 496.7 3938
2 2649 3442 516.0 253.8 3249 559.6 3948 2902
2.5 3592 3699 5082 302.0 645.4 5074 376.0 2849
3 2142 426.1 400.1 3179 3753 364.4 3454 1934
4 202.0 2852 170.4 1475 3727 3033 3394 165.5
5 135.2 169.2 137.8 108.5 356.0 204.0 203.0 129.8
6 1273 157.9 133.4 104 .4 3194 176.5 193.7 1038
8 86.8 98.8 99.5 62.3 138.2 121.5 131.9 78.1
12 51.6 81.7 84.8 58.0 73.2 108.3 876 58.6
24 46.5 45.4 56.0 35.7 440 473 66.7 44.6
48 27.0 36.0 158 8.6 19.1 224 234 10.4
96 11.7 15.7 6.3 0.0 94 8.1 99 6.5
168 0.0 53 0.0 0.0 5.7 5.0 0.0 0.0
336 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0
22 23 24 25
0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0
0.5 262 348 93.2 254.0 21.5 30.8 9.9 0.0
1 30.0 4358 96.2 276.5 22.6 241 4 10.9 14.9
1.5 2447 4629 637.1 2879 31.6 264.8 12.0 17.1
2 6459 549.1 539.1 3371 464.5 2809 57.1 118.8
2.5 613.8 3474 4797 3932 621.6 3732 1383 3499
3 433.8 3232 460.0 52573 384 4 472.5 4019 210.7
4 166.3 186.9 301.8 374.5 376.5 317.0 187.7 166.2
5 1256 148.5 2396 356.0 298.3 207.8 104.8 130.1
6 1133 129.6 221.4 323.6 276.6 195.1 94 8 1136
8 692 90.0 165.4 181.8 126.7 125.4 60.5 56.0
12 57.6 75.1 79.5 142.8 104.9 1153 391 35.2
24 40.8 43.8 39.9 73.5 60.5 57.8 32.8 268
48 13.7 23.0 21.4 321 325 238 8.5 17.9
96 9.9 12.1 10.8 22.8 14.9 12.7 0.0 0.0
168 5.8 63 8.0 8.4 0.0 6.4 0.0 0.0
336 5.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0

* For statistical analysis, all ‘not included' points were extrapolated.
non-quantifiable
All "not included" points are outliers.
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Mean Azithromycin Concentration data vs. Time (Figure) and

Pharmacokinetic Parameters (Table)

AZITHROMYCIN MEAN
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(ng/mL)
N
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0- ——

| } t T ;i 3 ;i ]
0 4 8 12 16 20 24 48 96 144 192 240 288 336

Time {(h)

Azithromycin

Zitromax Azitromicina

Mean SD (Range) Mean SD  (Range)
AUClast([ng*h]/ml) 3800 1409 4044 1339
AUClast paired ({ng*h}/ml) 3652 1294 3865 1321
AUCINF([ng*h}/ml) 4293 1455 4578 1440
AUCall(0-12h)([ng*h}/ml) 4239 1462 4455 1450
Cmax(ng/ml) 459 216 431 250
Tmax(h) (median) 2.5 1.5 5.0 2.5 1.5 50
Tin(h) 472 14.4 2096 463 12.8 94.6
Ke(1/h) 0.021 0.003 0.048 0018 0.007  0.054

82




DISCUSSOES

Azitromicina € um antibidtico azalideo usualmente utilizado no tratamento de

infecgSes do trato respiratorio inferior e superior.

A quantificagio de azitromicina no plasma e no soro pode ser feita por varios
métodos como cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) com detecgdo eletroquimica

(HPLC-ED).

Riedel et al (1992) usando método HPLC-ED para quantificar os niveis séricos
humanos da azitromicina, obtiveram um LOQ de 8,0 ng/ml, mas o tempo de retengio foi de
5,8 min,, além disso o método utilizou duas colunas diferentes ¢ o tempo total de corrida foi

de 12 minutos.

Outro estudo usando método semelhante foi utilizado para determinar a
concentragio plasmatica humana de azitromicina, o LOQ foi de 10 ng/ml, e o tempo de

retencdo e o tempo total de corrida foi de 16,4 min. E 25 min., respectivamente.

Fouda e Schneider (1995) ja& haviam quantificado niveis séricos humanos de
azitromicina usando LC_MS, apesar do LOQ observado ser de 10 ng/ml e o método ser
mais rapido, um padrdo interno deuterado raramente disponivel foi utilizado. O método foi

linear apenas até 250 ng/ml.
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Outro pardmetro importante para avaliagio da bioequivaléncia é a concentragio
maxima atingida. Nesse estudo a razio da média geométrica Cmax da formulacdo
Azitromicina 500 mg foi 92,7% ( intervalo de confianga de 90%: 81,8% - 105,1%) da
formulagdo Zitromax 500 mg. De acordo com o FDA a razio entre as Cmax atingidas
(teste/referéncia) deve estar dentro do intervalo de 80%-125%, o mesmo que aquele
exigido para area sob a curva. Entretanto, pela “The European Agency for the Evaluation of
Medicinal Products” (EMEA) foi aumentado o intervalo proposto para 70%-143%. A
razio para este aumento € que sabidamente a concentracio maxima atingida apresenta uma
variabilidade muito maior do que a 4rea sob a curva, quer seja pela dificuldade de
determinar corretamente a concentragio maxima atingida (devido a limita¢do do namero de
amostras no periodo em que a mesma deve ocorrer), quer seja pela caracteristica do

farmaco quando apresenta alta eliminagio hepética.
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CONCLUSAO

Uma vez que o intervalo de confianga de 90% obtido no estudo para a razio
Cmax encontra-se dentro do intervalo de 80%-125% proposto pela FDA, a formulacio

Azitromicina 500 mg (EMS) é bioequivalente em relagio ao Zitromax 500 mg para a taxa

de absor¢io.
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ANEXO0S

1. Calibration Curve

To define the relationship between concentration and response a calibration
curve containing 9 none zero standards were prepared. The specific values were adjusted in
subsequent tests, including first real sample quantification, taking into account the method
sensitivity and the anticipated range of analytical values.

The following subsections present the procedures followed to determine the
involved parameters as well as validation criteria and results.

Determination of the Limit of Quantification

Limit of Quantification were defined taking into account the method sensibility
and also precision and accuracy. Three low concentration values, around the anticipated
LOQ, where tested with duplicate analytes included in the curve. To evaluate precision and
accuracy, specific quality control samples were also included in the validation procedure.
Measures were taken to guarantee that the lowest possible value was evaluated, by
repeating tests with even lower values if the initially chosen values were all easily
approved.

The following criteria were met to approve the final value:

s No mterference present in blanks at the retention time of the analyte or a
response 5 times greater than any interference in blanks at that retention time;

= Analyte peak identifiable, discrete and with a precision of 20% in relation to the
nominal standard concentration.

»  Accuracy calculated among duplicate standards between 80% - 120%:

»  LOQ Quality Control pair with the same nominal concentration as the one in
consideration, meting the above mentioned criteria for precision and accuracy.

As so, the LOQ validated under the condition found during the pre-study
validation was of 5 ng/mL. This value should be also validated for each in-study analytical
run. Specific data is presented in Table 1.
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« Table 1 - LOQ validation data

Linearity

Calibration Curve linearity was developed in order to meet the following
criteria:
= <20% deviation from nominal concentration at the LOQ, for at least one of the
duplicates;

® < 15% deviation of standards other than LOQ from nominal concentrations for
at least one of the duplicates,

»  at least four out of six non-zero standards of each nominal concentration meeting
the above criteria, including the LOQ and the calibration standard at the highest
concentration.

m  0.95 or greater correlation coefficient (r)

Specific data is presented on Table 15, as well as the regression curve on Figure 3.
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« Table 2 — Calibration Curve Validation Data
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List ROt

Compound 2 name: AZITROMICINA

Coefficient of Determination: 0.989294

Calibration cuyve: -2.48773e-6 * x*2 + 002260458 * x + 0.0343254
Response type: Intemal 54d { Ref 1), Area {15 Conc. /15 Area )

Curve type: 2nd Order, Origin: Exclude, Weighting: 1/x, Axis trans: None

45.5+

T AR ST DR ISR IARE T T N T ABRAR prrrere—r igiml
0.0 2600 §00.0 7500 1000.9 1250.0 1500.0 1750.0 2000.0 2250.0 2500.0 2750.0 3000.0

«Figure 1 — Calibration Curve Linearity
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2. Specificity

To test the specificity, blank samples of human plasma were obtained from six
individuals under the following conditions:

»Table 3 - Matrix

3. Instrument Settings

Acquisition Experiment Report
File:n:\new projects\6600.pro\data\660010508.raw

Header

Acquired File Name: 6600L0508
Acquired Date: 02-Mar-2001
Acquired Time: 06:53:46
Job code: 6600L.02

Task code:

User Name: Administrator
Laboratory Name:  Lab
Instrument: Inst
Conditions:

Submitter:

SamplelD:
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Bottle Number: 71

Description: QCC- 2500ng/ml

Instrument Calibration
Parameters

MS1 Static:

Mass 18 Dato 1976 Da.
Resolution : 15.0/15.0

Ion Energy : 0.1

Reference File : NAICS
Acquisition File : STATMS]
MS1 Scanning:

Mass 20 Da to 2000 Da.
Resolution : 15.0/15.0

Ion Energy : 0.1

Reference File ; NAICS
Acquisition File : SCNMS1
MS1 Scan Speed:

Scan 99 to 495 amu/sec.
Resolution : 15.0/15.0

Ion Energy : 0.1

Reference File : NAICS
Acquisition File : FASTMS]
MS?2 Static:

Mass 18 Da to 1976 Da.
Resolution : 15.0/15.0

Ion Energy : 0.8

Reference File : NAICS
Acquisttion File : STATMS?
MS2 Scanning:

Mass 20 Da to 2000 Da.
Resolution : 15.0/15.0

Ion Energy : 0.8

Reference File : NAICS
Acquisition File : SCNMS2
MS2 Scan Speed:

Scan 99 to 495 amu/sec.
Resolution : 15.0/15.0

Ion Energy : 0.8

Reference File : NAICS
Acquisition File : FASTMS2
Calibration Time: 15:10
Calibration Date: 01/15/98
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CoefTicients

MS1 Static: -0.000000151515%x"2 + 1.001003035443%x +-0.36 1354841764
MS2Z Static: -0.000000314536%x"2 + 1.001356659064*x +-0 463133 593384
Function 1: None

Instrument ID: OCP -v3.1_4 -QUAT?2 4000

Tuning Parameters: ES+

Source Page (ESI)

Capillary: 450  kVolts
HV Lens: 0.70  kVolts
Cone: 25 Volts
Skimmer Offset: 5 Volts
Skimmer: 2.0 Volts
RF Lens: 0.6 Volts

Source Temp: 100 oC

MS1

Ion Energy: 2.0 Volts
Ion Energy Ramp: 5.5 Volts
LM Resolution:  10.0

HM Resolution:  10.0

Lens 5: 100 Volts
Lens 6: 5 Volts
Multiplier 1: 850  Volts

MS2

Ion Energy: 2.0 Volts
Ion Energy Ramp: 0.0 Volts
LM Resolution:  15.0

HM Resolution:  15.0

Lens 7: 250 Volts
Lens 8: 40 Volts
Lens 9: 0 Volts
Multiplier: 850 Volts
Pressures

Analyser Vacuum:  2.7e-5 mBar
Gas Cell: 9.9e-4 mBar
Acquisition Threshold

SIR or MRM Data

Baseline level: 1.0
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General

Ion count threshold: 0
Prescan Statistics

Zero Level: 29

ADC zero: 70.09
ADC standard deviation: 1.91

Acquisition Threshold MS2
SIR or MRM Data

Baseline level: 1.0
General

Ion count threshold: 0
Prescan Statistics

Zero Level: 19

ADC zero: 60.23
ADC standard deviation: 1.18

ACE Experimental Record

Run method parameters —-emememeeemme-

HP1100 LC Pump Initial Conditions

Solvents

A% 100.0
B% 0.0
C% 0.0
D% 0.0
Flow (ml/min) 0.800
Stop Time (mins) 6.0
Min Pressure (bar) 0
Max Pressure (bar) 400
Oven Temperature Left(°C) 40.0
Oven Temperature Right(°C) 40.0

HP1100 LC Pump Gradient Timetable
No Entries in the gradient Timetable.

HP1100 LC Pump External Event Timetable

The Timetable contains 4 entries which are :
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Time Column Switch Contact 1 Contact 2 Contact 3 Contact 4
Initia} Off Off Off Off Off

0.00 Off Off On Off On

010 On On Off Off Off

500 On On Off Off Off

HP1100 Autosampler Initial Conditions

Injection Volume(ul) 20.0
Draw Speed 200.0
Eject Speed (ul/min) 200
Draw Position (mm) 0.00
Stop Time {mins}) 3.50
Vial Number 71
Thermostat On
Thermostat Temperature(°C) 5.0
000

End of experimental record.
Solvent Delay
None

Function 1

Scans in function: 337

Cycle time (secs): 0.530

Inter Channel delay (secs):0.00

Retention window (mins): 0.000 to 6.000

Ionization mode: ES+

Data type: SIR or MRM data

Function type: MRM of 2 channels

Chan Reaction Dwell(secs) Cone Volt. Col. Energy
1 :749.50> 157.60 0.50 350 400

2 :83790> 15780 0.50 250 250
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