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Resumo

O Objetivo deste estudo foi comparar a bicequivaléncia do Cefadroxil — capsula
(500mg) da Apotex do Brasil Ltda (formulacfo teste) and Cefamox® do Laboratorio Bristol-
Myers Squibb (formulagio de referencia) em voluntarios sadios de ambos os sexos. Este

estudo fol necessario para comercializacio deste medicamento.

O estudo foi aleatorizado, cruzado, com dois periodos e duas seqiiéncias (2x2) e com
uma semana de intervalo entre as doses {wash out), onde os mesmos voluntaries receberam,
em cada periodo a formulagio teste e a formulacio de referéncia. A seqiiéncia de tratamento
foi determinada por uma lista de aleatorizagio, automaticamente produzida pela Medicines
Clinical Trials Control System. As amostras de plasma foram coletadas num intervalo de 36
horas. As concentragdes de Cefadroxil foram analizadas por cromatografia liquida de alta
eficiéncia acoplada a um detector de UV-visivel. A partir da curva da concentragio de
Cefadroxil no plasma vs tempo foram obtidos os parémetros farmacocinéticos: ASCo., ASC,.

x € CmaxA

As médias geométricas de Cefadroxil / Cefamox® 500 mg em porcentagem foram:
105.58% (90% CI=102.17%; 109.10%) para ASCy , 104.74% (90% CI= 101.55%; 108.02%),
para ASCo & 112.08% (90% CI=105.59%:; 118.97%) para Cpae. Sendo 90% o intervalo de
confianga para Cpg., ASCo; ¢ ASCo.. estiverem enire 80-125% do intervalo proposto pela
RDC 135 (ANVISA/mai 2003), conclui-se que o Cefadroxil — capsulas (500 mg) foi

bioequivalente a0 Cefamox®, de acordo com as percentagens e extensio da absorc¢do.

Palavras chaves -~ HPLC-UV, biodisponibilidade, bicequivaléncia, farmacocinética,

cefalosporinas.
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Abstract

The objective of this study is to compare the bioequivalence of Cefadroxil — capsule
500 mg - formulated by Apotex of Brazil Ltda (test formulation) and Cefamox® by Laboratory
Bristol-Myers Squibb (reference formulation) in volunteers of both sexes. This study was

necessary for the commercialization of medicines.

The study was conducted with a randomized two-period crossover design (2x2) and a
one-week washout period, the same volunteers received, in each period, a test formulation or a
reference formulation. The treatment sequence was determined by a randomization list,
automatically produced by Medicines Clinical Trials Control System. Plasma samples were
obtained over a 36-hour interval. Cefadroxil concentrations were analyzed by combined high
pressure ltquid chromatography and UV-visible detection (HPLC-UV). From the Cefadroxil
plasma concentration vs time curves the following pharmacokinetic parameters were obtained:

AUCq.4 y AUCo. and Cpax

The Geometric mean of Cefadroxil / Cefamox® 500 mg for individual percentage ratio
was 105.58% (90% CI=102.17%; 109.10%) for an area under the cefadroxil plasma
concentration versus time curves (0-t), 104.74% (90% CT= 101.55%; 108.02%), for an area
under the cefadroxil plasma concentration versus time curves (0-»), and 112.08% (90%
CI=105.59%,; 118.97%) for maximum observed plasma concentration. Conclusion: Since 90%
CI for both Cpax, AUCy and AUCy.. were within the 80-125% interval proposed by the RDC
135 (ANVISA/may 2003), it was concluded that Cefadroxil — capsule 500 mg was

bioequivalent to Cefamox®, according to both the rate and the extention of absorption.

Key words — HPLC-UV, bioavailability, bioequivalence, pharmacokinetics, cephalosporin.



INTRODUCAO

Os estudos de bioequivaléncia consistem na demonstragio da biodisponibilidade entre
produtos apresentados sob a mesma forma farmacéutica, contendo idéntica composicio
qualitativa e quantitativa de principio(s) ativo(s), e que tenham comparavel biodisponibilidade,
quando estudados sob um mesmo desenho experimental. De acordo com a Lei dos Genéricos
9787, de 10 de feverero de 1999, para que os medicamentos sejam comercializados, &€

necessario realizar estudos de biodisponibilidade e bioequivaléncia.

O estudo de bioequivaléncia para o Cefadroxil cdpsula (500 mg) ¢ delineado e
compreende trés etapas: etapa clinica, etapa analitica e etapa estatistica, de forma a permitir
que se obtenham os pardmetros farmacocinéticos relevantes para a comparagio estatistica.
Neste estudo, tais pardmetros s3o obtidos diretamente a partir da determinacio da
concentragio plasmatica do principio ativo do medicamento, baseado na aplica¢ic de um
modelo nde compartimental, proprio para avaliacio destas concentragdes apds a administragio

do medicamento por via oral.

A primeira etapa, chamada Etapa Clinica tem como finalidade o recrutamento e
selecdo dos voluntarios, assim como a internagdo para coleta de amostras de sangue a serem
analisadas. Esta etapa se inicia apds a aprovagio do protocolo experimental pelo Comité de
Etica em Pesquisa (CEP) credenciado junto a Comissio Nacional de Ftica em Pesquisa
{CONEP). O protocolo ¢ ferto de acordo com as Resolugdes n. 196, de 10 de outubro de 1996
e n. 251, de 07 de agosto de 1997 do Ministério da Satde, que estabelecem normas para a

realizagdo de pesquisa com seres humanos.

A Etapa Analitica, consiste em mensurar a concentracdc do principio ativo do
medicamento na matriz bioldgica, através de um método especifico e validado. A técnica
analitica mais utilizada para a quantificacdo da concentragfio plasmética de drogas ¢ a

Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia.
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A Lrapa Estatistica € tealizada com os dados obtidos na Etapa Analitica. A partir
destes dados sfo comparados os pardmetros farmacocinéticos dos medicamentos iesie e

referéncia.

O Cefadroxil ¢ um antibidtico da classe dos Cefens (beta-lactimicos) e da subclasse
das Cefalosporinas de primeira geragdo. Estes firmacos sdo muito ativos contra cocos Gram-
positivos, incluindo Preumococos, Streptococcus viridans, Streptococcus haemoliticos do
grupo A e Staphylococcus aureus. Dentre as bactérias Gram-negativas, Escherichia coli,
Klebsiella pneumoniae e Proteus mirabilis sio quase sempre sensiveis, enquanto se verifica
pouca atividade contra Pseudomonas aeruginosa, Proteus indol positivo, Enterobacter,
Serratia marcescens, Citrobacter e Acinetobacter. Em geral, os cocos anaerobios (por
exemplo, Pepiococcus, Peptostreptococcus) sdo sensiveis, ¢ que ndo ocorre com B. fragilis.
(JAWETZ, 1998).

O Cefadroxil é absorvido em grau variavel pelo intestino. Apds a administracio de
doses orais de 0,5 g, os niveis séricos atingem 15-20 ug/ml. Em geral, a concentragio na urina
apresenta-se muito elevada; entretanto, na maioria dos tecidos, os niveis sio variaveis e
geralmente inferiores aos do soro. E um medicamento administrado em doses de 0,5a1,0g,
duas vezes ao dia. A excrecdo ¢ efetuada por filtragdo glomerular e secregdo tubular na urina.
Em pacientes com fungdo renal comprometida, ¢ necessario reduzir a posologia (JAWETZ,

1998).

Este antibiotico mostra ser eficaz na erradicacio de Streptococcus da orofaringe, sem,
no entanto, ser eficaz contra a febre reumatica. E também utilizado em infecedes do trato
urinario, ndoc atingindo, em doses terapéuticas, o liguido cefalorraquidiano e no tratamento de
pequenas infecgBes polimicrobianas, como celulite ou abscesso de tecido mole. (MANDEL e
SANDE, 1996).



Estudos comparativos demonstraram que 81% das criancas com bacteremia em
tonsilofaringite causada por estreptococo beta-hemolitico do grupo A (GABHS) obtiveram
cura apos o tratamento com Cefadroxil administrado em dose tnica (CURTIN et al, 2003).
Outro estudo, realizado por JENNINGS et al, demonstrou que, no tratamento de infeccdes
estafilococicas de pele, o Cefadroxil fol eficaz em 100% das infecgdes causadas por
Staphiococcus pyogertes e agalactiae, além do baixo indice de reagdes adversas. Testes de
bioequivaléncia ja realizados com formulagdes contendo Cefadroxil - capsula de 300 mg

demonstraram excelente absorcao (OLIVEIRA et al, 2000).

Os medicamentos genéricos no Brasil tiveram um importante crescimento com relacio
ao mercado, sendo que o seu faturamento representa em média 15 a 20% do faturamento para
o fator relativo 4 concorréncia (IPCA ~— Indice de Preco ao Consumidor Amplo, 2004)'. Este
crescimento demonstra o maior consumo destes medicamentos pela populagio. Para garantir a
qualidade destes medicamentos € necessario que os testes de bioequivaléncia sejam realizados
por profissionais especializados de acordo com a ética em estudos clinicos com seres humanos
e aplicag@o das normas de avaliag@o estabelecidas pelo Ministério da Saude, FDA (Food and

Drug Administration) e ANVISA (Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria).

A - indice de Preco a0 Consumidor Amplo. Disponivel e
: ' ' Acesso ent 12004,



REVISAO DA LITERATURA

1. ETAPA CLINICA

1.1 O MEDICAMENTO

1.1.1. Estrutura Quimica das Cefalesporinas — Cefadroxil

O prototipo das cefalosporinas (cefalosporina ) é produzido pelo fungo
Cephalosporium acremonioum e possuem pesos moleculares de 400-450. Os diferentes perfis
farmacologicos, microbiologicos e toxicologicos entre as varias cefalosporinas semissintéticas
resultam da modificacio dos radicais da molécula da cefalosporina C (JAWETZ,1998;
MARSHALL e BLAIR, 1999).

O nucleo das cefalosporinas (cefalosporina C) contém uma cadeia lateral derivada do
acido D-o-aminoadipico, que sofre condensagiio com um sistema de anel diidrotiazinico beta-
lactamico (&cido 7-aminocefalosporinico). Os compostos que contém o acido 7-
aminocefalosporanico sdo relativamente estiveis em acido diluido e apresentam grande
resisténcia a penicilinase, independente da natureza de suas cadeias laterais e afinidade
enzimatica. A cefalosporina C pode ser hidrolizada em 4cido 7-aminocefalosporinico por

acido. (MANDELL e SANDE, 1996)

Esse composto foi subseqiientemente modificado, mediante o acréscimo de diferentes
cadeias laterais, criando assim toda uma familia de antibioticos da cefalosporina. Parece que
as modificagles na posicdo 7 do anel beta-lactimico R; (C-7) estio associadas a uma alteracdo
da atividade antibacteriana, enquanto as substituigdes na posicio 3 do anel diidrotiazinco R,
(C-3) encontram-se associadas a mudanc¢a do metabolismo e as propriedades farmacocinéticas
da droga. A substituicdo do sitio Ry geralmente aumenta a estabilidade dos compostos contra

P-lactamases; o resultado € a atividade melhorada ¢ o espetro de antimicrobiano mais amplo.
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O Cefadroxil ¢ um analoge para-hidroxi da Cefalotina. (MANDELL e SANDE, 1996;
MARSHALL e BLAIR, 1999).
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Figura 1: Estrutura quimica do Cefadroxil.

1.1.2. Farmacocinética

O Cefadroxil € completamente absorvido por via oral, apresentando meia-vida sérica
de 1,6 hora (Tabela 1), mais prolongada que as demais cefalosporinas. Sua absorgio por via
oral nio sofre interferéncia dos alimentos. Apos a administragdo de uma dose de 500 mg, o
nivel sérico maximo ¢ alcancado em torno de 1,5 hora, atingindo cerca de 16ug/ml, caindo
progressivamente, mas mantendo niveis superiores a 1 pg/ml apds sete horas e 0,02 ug/mi na
décima hora. A presenga de nivers significativos de Cefadroxi/ no sangue por tempo mais
prolongado resulta de sua absorc@o intestinal mais demorada e de sua excregdo urinaria mais
lenta. Distribui-se pelos tecidos e liquidos orginicos de maneira semelhante a cefalexina,
eliminando-se por via urinaria por secre¢do tubular. O Cefadroxil deve ter o ajuste do
intervalo das doses na insuficiéncia renal leve para 12/12 horas, na moderada para 24/24 horas

e na grave para 36 ou 48 horas. (MARSHALL e BLAIR, 1999; TAVARES, 1996).

Todas estas cefalosporinas atravessam em pequena propor¢io a barreira placentaria,
onde concentracdes no feto correspondem a 15 a 30 % da presente no sangue materno e 10 a
20% no liquido amnidtico. Estes antibioticos ndo ddo concentragdes terapéuticas no liquor

(TAVARES, 1996).



Tabela 1: Compara¢do farmacocinética das cefalosporinas de primeira geracio

(MARSHALL e BLAIR, 1999)

{if
@

Droga t¥ sérico Ligacio Excrecio Excrecio  Absorc¢ido oral
{h) protéica urinaria biliar
Cefaclor 06 25 3060 0.03 n 90
Cefadroxil 1.3-1.6 20 90 p 85
Cefalexina 0.8-1.0 10 90 05 90
Cefradina 0.6 10 % L 95
Cefazolina 1.8 80 65 0z
Cefalotina 0.67 70 4t 2

Cefapirina 0.6 50 70 L

1.1.3. Mecanismo de Acio e Mecanismo de Resisténcia Bacteriana

As cefalosporinas, assim como outras drogas B-lactdmicas, exercem seus efeitos por
interferéncia na sintese de peptidoglicano, o maior componente estrutural da parede celular
bacteriana. O peptidoglicano se encontra numa ligacdo cruzada dentro da rede estrutural que
circunda a célula bacteriana e que proporciona resiténcia e rigidez. Como parte da divisio e do
crescimento normal da célula, os componentes pentapeptideos peptidoglicanos sio
inicialmente sintetizados no citoplasma, transportados para o outro lado da membrana
citoplamatica, e inserido na atual ligagio cruzada pela agio das carboxipeptidases,
endopeptidases ¢ transpeptidases. Estas enzimas, situadas na membrana citoplasmatica, séo
chamadas de proteinas ligadoras de penicilina (PBP) e sio o alvo de acio das drogas B-
lactdmicas (MARSHALL e BLAIR, 1999).



O mecanismo de ac@o das cefalosporinas ¢ semelhante ao das penicilinas: (1) ligagio a
proteinas especificas de ligac@io da penicilina (proteina fixadora de penicilina ndmero 3) que
atuam como receptores de farmacos nas bactérias, originando bactérias filamentosas; (2)
inibi¢do da sintese da parede celular atraves do bloqueio da transpeptidacdo de peptidoglicano;
e (3) ativagdo de enzimas autoliticas na parede celular, resultando em lesdes que irdo causar
morte da bactéria. Portanto, em fungdo da similaridade do grupo amino do anel B-lactdmico
cefalosporinico ao pentapeptideo peptidoghicano (PBP), as cefalosporinas se ligam
covalentemente ao PBP e promovem a inibigdo. Assim, a integridade estrutural do
peptidoglicano € substancialmente alterada. Cada uma das espécies de bactérias produz uma
unica PBP que diferem na importdncia da integridade da parede celular (JAWETZ, 1998,
TAVARES, 1996).

Os trés mecanismos mais comuns pelos quais as bactérias possam resistir aos efeitos
das cefalosporinas e outras drogas p-lact6amicas sdo: (1) produgdo de enzimas (-lactamases)
para inativar as drogas; (2) alteragdo do alvo da droga, e (3) trocas na membrana externa da
celula que limita a disponibilidade da droga de alcangar o seu alvo. Algumas combinagdes
destes mecamismos de resisténcia podem existir em células bacterianas individuais.

(MARSHALL e BLAIR, 1999).

1.1.4. Indicacdes Clinicas

As Cefalosporinas sio farmacos muito ativos contra cocos Gram-positivos, incluindo
Preumococos, Streptococcus  viridans, Streptococcws  haemoliticos do grupo A e
Staphylococcus aureus. Dentre as bactérias Gram-negativas, Escherichia coli, Kiebsiella
preumoniae ¢ Proteus mirabilis, sio quase sempre sensivels, enquanto se verifica pouca
atividade contra Pseudomonas aeruginosa, Proteus indol positivo, Enferobacter, Serratia
marcescens, Citrobacter e Acinetobacter. Em geral, 0os cocos anaerobios (por exempio,
Peptococcus, Peplostreptococcus) sdo sensiveis, ¢ gue ndo ocorre com B. fragilis. (JAWETZ,

1998).



Estes antibidticos mostram ser eficaz principalmente na erradicagio de estreptococos
da orofaringe. S8o também utilizados em infecgdes do trato urinario, nio atingindo, em doses
terapéuticas o liquido cefalorraquidiano. Também podem ser utilizados nos tratamentos de
pequenas infecgdes polimicrobianas, como celulite ou abscesso de tecido mole. (MANDEL E
SANDE, 1996, JAWETZ, 1998).

Estudos comparativos demonstraram que 81% das criancas com bacteremia em
tonsilofaringite causada por estreptococo beta-hemolitico do grupo A (GABHS) obtiveram
cura apos o tratamento com Cefadroxil administrado em dose tinica. Qutro estudo demonstrou
que, no tratamento de infecgdes estafilocdcicas de pele, o Cefadroxil foi eficaz em 100% das
infeceOes causadas por Staphlococcus pyogenes e agalactiae, além do baixo indice de reacdes
adversas (CURTIN et al., 2003; JENNINGS et al, 2003).

1.1.5, Testes de Sensibilidade em Disco

Um procedimento laboratorial recomendado utiliza disco com cefalosporina para o
teste de sensibilidade. As interpretagbes correlacionam os didmetros das zonas de inibicdo
com este procedimento, um relato de "sensivel” indica que o organismo da infeccdo
provavelmente respondera a terapia. Um relato de "resistente” indica que o organismo da
infeccdo provavelmente ndo respondera & terapia. Um relato de "sensibilidade intermediaria"
sugere que o organismo devera ser sensivel se a infecglio estiver confinada em area onde
concentragdes adequadas da droga possam ser atingidas como, por exemplo, o trato urinario
(OPLUSTIL et al, 2000).



1.1.6. Posclogia

O Cefadroxil ¢ administrado em doses de 0,5 a 1,0 g, uma ou duas vezes ao dia. A
excrecdo € efetuada por filtragdo glomerular ¢ secre¢do tubular na urina. Em pacientes com

fungdo renal comprometida, € necessario reduzir a posologia (MANDELL e SANDE, 1996).

O Cefadroxil ¢ acido estavel e pode ser administrado oralmente sem levar em
consideragdo as refeigbes. Adultos:1 a 2 g por dia, fracionados em duas tomadas de 12 em 12
horas. Em algumas patologias, a critério médico, Cefadroxil podera ser administrado de 1 a 2g
em dose unica diaria. Criangas: a dose diaria recomendada para criancas ¢ de 25 - 30
mg/kg/dia (a cada 12 horas). Cuidados de administracio no tratamento de infeccdes
estreptococicas beta-hemoliticas, a dose terapéutica de Cefadroxi/ devera ser administrada por
pelo menos dez dias. Para o tratamento de faringite ou amigdalite estreptococicas beta-
hemoliticas tanto em adultos quanto em criangas, o Cefadroxil pode ser administrado na
dosagem usual, em doses divididas em duas tomadas a cada 12 horas ou em dose tnica diaria.
Em pacientes com disfungfio renal, a dose de Cefadroxil devera ser ajustada de acordo com as
taxas de depuragfo de creatinina enddgena para evitar acimulo da droga. Em adultos, a dose
inicial € 1000 mg de Cefadroxil e a dose de manutencdo (conforme a taxa do clearance de

creatinina) € 500 mg, nos intervalos de tempo abaixo (JAWETZ, 1998).

Tabela 2: 4juste da dose de acordo com a depuracdo de creatinina

" "Clearances de depuracio (mLmin/1,73 m2) Intervalos de doses

O-—10 36 horas
10 - 25 24 horas

25 -350 12 horas

Pacientes com taxas de depuragdo de creatinina acima de 50 ml/min/1,73m2 podem ser
tratados como pacientes com fungdo renal normal Em cinco pacientes anricos, foi
demonstrado que uma média de 63% de uma dose oral de Ig é eliminada do organismo

durante uma sess@o de 6 a 8 horas de hemodialise (JAWETZ, 1998).
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1.1.7. Efeitos Colaterais

A Cefalexina, a Cefadrina ¢ o Cefadroxil em geral sio bem tolerados por via oral.
Manifestagdes gastrintestinais {nauseas, vdmitos, dor abdominal e diarréia) ocorrem em | a
2% dos pacientes. Manifestagdes de hipersensibilidade podem surgir (rash, eosinofilia, febre,
prurido e edemas), mas ndo sdo usuais. Jao foram relatadas neutropeia, trombocitopenia e
elevagdo de transaminases com o uso da droga. Superinfeccdes constituem uma eventualidade

como ocorrem com outros antibioticos, especialmente os de largo espectro (MARSHALL e

BLAIR, 1999).

As Cefalosporinas sio bem toleradas em comparacio com outras drogas
antimicrobianas. Sdo drogas com perfil de toxicidade e eficacia (terapéutico) favoraveis.
Diferengas na estrutura quimica e na farmacodinimica das espécies e Cefalosporinas,

entretanto, influenciam o potencial de efeitos adversos (MARSHALL e BLAIR, 1999).

ReacGes alergicas ou de hipersensibilidade ocorrem em 1 a 3% dos pacientes que
recebem drogas cefalosporinicas. A reagfio mais comum estd no desenvolvimento do rash
maculopapular, alguns associados a febre, eosinofilia ou ambos. Urticaria é pouco freqiente
na reagdo cuténea. A febre induzida pela droga ¢ provavelmente a suspeita mais comum. Mais
reagOes sdo benignas e de limitagio propria, e elas sdo resolvidas com a descontinuacio da
terapia com a droga. Anafilaxias apos a administragio de Cefalosporinas é extremamente rara

(pouco mais de 0,02%) (MARSHALL e BLAIR, 1999).
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1.2. TESTES DE BIOEQUIVALENCIA E BIODISPONIBILIDADE

Na década de 70, iniciaram-se as discussdes sobre medicamentos genéricos no Brasil,
sendo assim publicado ¢ Decreto 793, revogado pelo Decreto n. 3181, de 23 de setembro de
1999, que regulamentou a Lei dos Genéricos®. A partir dai foram instituidas varias resolugdes,
portarias e medidas provisorias que autorizaram e ditaram regras para a comercializacio de

medicamentos genericos no pais.

A FDA (United States, 2001) caracteriza a bioequivaléncia entre dois medicamentos
como a auséncia de diferenca significativa na velocidade e extengdo, das quais torna-se
disponivel no local de agdo, quando administrados na mesma dose molar e nas mesmas

condigdes de ensaio apropriadamente planejado.

A EMEA (European Agency for the Evaluation of Medicinal Products, 2000)
considera dois medicamentos como bicequivalentes quando estes forem eguivalentes ou
alternativas farmacéuticas que apresentem biodisponibilidades, apos a administracio da
mesma dose molar de tal forma semelhantes e que garantam os mesmos efeitos em relacio a

eficacia e seguranga.

De acordo com a Resolugio — RE n. 478/2002, os testes de bioequivaléncia de
medicamentos genericos deveriio contemplar trés etapas: Clinica, Analitica e Fstatistica.
Antes do tnicio da Erapa Clinica, os medicamentos de referéncia e sua copia genérica deverdo
ser submetidos ao estudo de equivaléncia farmacéutica, como também deverfo ser analisados
segundo sua monografia inscrita na Farmacopéia Brasileira e, na falta desta, em outros
codigos autorizados pela legislagdo vigente. A diferenca de teor do firmaco entre os
medicamentos teste e referéncia ndo deve ser superior a 5%. Algumas formas farmacéuticas
sdo isentas de testes de Bioequivaléncia, pois possui sua intercambiabilidade com o
medicamento de referéncia garantida pelos teses de equivaléncia farmacéutica. Isso ocorre

porque estes produtos possuem caracteristicas intrinsecas, que fazem com que o farmaco

" Lei n. 9787 de 10 de fevereiro de 1999. Estabelece o medicamento gendrico, disple sobre a utilizacio de nomes
gengricos em produtos farmacéuticos ¢ da outras providéncias.
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esteja 100% biodisponivel. Sio exemplos os medicamentos administrados por via parenteral;
solugOes de uso oral que contém o mesmo farmaco ¢ que ndo contém excipientes que afetam a
motilidade gastrintestinal ou absorgio do farmaco; gases; solugdes aquosas otologicas e
oftalmicas que contém o mesmo farmaco; medicamentos de uso topico, ndo destinados a efeito
sistémico; medicamentos inalatorios ou sprays nasais, administrados com ou sem dispositivos;
medicamentos de uso oral cujos farmacos ndo sejam absorvidos no trato gastrintestinal, além

de medicamentos isentos de prescricio médica’.

O titulo 21 do CFR (Code of Federal Regulations - USA) 320.1 define o termo
biodisponibilidade®. Os testes de Bioequivaléncia ¢ Biodisponibilidade sio usualmente
considerados como uma necessidade para a avaliagcdo clinica de medicamentos com base numa
tentativa de bioequivaléncia fundamental, em que duas formulagSes de um mesmo produto ou
de dois produtos (por exemplo, uma droga de referéncia e sua copia genérica) sio equivalentes
em biodisponibilidade. Atingem assim o mesmo efeito terapéuticc ou sfo terapeuticamente

equivalentes (United States, 2001).

A intercambiabilidade entre o medicamento genérico e seu respectivo medicamento de
referéncia baseia-se no conceito de equivaléncia terapéutica entre os mesmos, geralmenie
assegurada pela comprovacdo da equivaléncia farmacéutica, da bicequivaléncia e das boas

praticas de fabricac@o e controle de qualidade (STORPIRTIS et al, 2004°).

Protanto, os estudos de bioequivaléncia estdo baseados na suposicio de que se dois
medicamentos produzem perfis de concentragdes sanguineas significativamente semelhantes,

estes apresentardo respostas, seja terapéutica ou toxica, semelhantes (MEREDITH, 1996).

> - hitp://www.anvisa. gov.br/hotsite/genericos/index htm
* In: 21 CFR 320.1: A biodisponibilidade significa a taxa e a extensfo a que ¢ ingrediente ativo ou a molécnla
ativa sio absorvidos de uma droga ¢ torna-se disponivel no local da acdo. Para os produtos da droga que ndo
pretendem ser absorvidos na comrente sanguinea. a biodisponibilidade pode ser avaliada pelas medidas que
refletem a taxa ¢ a extensdo a que o ingrediente ativo ou molécula ativa se tornam disponivel no local da agiio.
D}spom\:el em: http://wwiv.access. gpo. gov/nara/cfr/waisidx_02/21cfr320 02 html
7 hitp:/fwww. anvisa. gov brﬂaoisxte/oenenco/proﬁss1onalsfamaos



1.2.1. Fatores que Influenciam na Absorc¢io e Biodisponibilidade apés a Administracao

Enteral

Primeiramente, deve-se ressaltar a diferenca entre os termos “absorcdo” e
“biodisponibilidade”, os quais ndo devem ser utilizados como sinénimos. A disponibilidade
sistémica ou biodisponibilidade representa a quantidade de farmaco que chega até a circulacio
sistémica, j& a absorcdo representa apenas a permeacio do farmaco na mucosa do trato
gastrintestinal, mas que ainda n3o esta disponivel na circulacdo sistémica (LOBENBERG e
AMIDON, 2000).

Varios fatores influenciam a biodisponibilidade de firmacos: caracteristicas fisico-
quimicas do farmaco; a forma farmacéutica e seus excipientes e 0s processos empregados na
fabricagdo; fatores fisiologicos relacionados ao trato gastrintestinal: além das caracteristicas
individuais como idade, sexo, peso corporal e fatores fisiopatoldgicos (SHARGEL e YU,
1992, 1999 ¢ WELLING et al, 1985).

As caracteristicas fisico-quimicas do farmaco e sua liberagio da forma farmacéutica
exercem grande influéncia na velocidade de absorcio. As formas farmacéuticas solidas sio as
que apresentam os maiores problemas na biodisponibilidade, ja que o farmaco s6 pode ser

absorvido apos sua solubilizagio (CONSIGLIERI et al, 2000)

Dentre a influéncia dos fatores fisiologicos relacionados ao trato gastrintestinal (TGI)
pode-se destacar: a superficie de absorgio, o pH dos liquidos presentes; a velocidade de
esvaziamento gastrico; motilidade intestinal; estabilidade do farmaco nos liquidos presentes e

influéncia dos alimentos.
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Os fatores relacionados & superficie de absor¢o resultam na incorporagio do composto
na circulac@o esplénica e passando através do figado antes de entrar na circulagdo geral. A
habilidade das enzimas do figado em metabolizar compostos durante este estagio de absor¢io
pode resultar no metabolismo consideravel de compostos durante sua primeira passagem
atraves deste orgdo (WELLING et al, 1985).

O figado ndo € somente um sitio de degradagdo ou metaboliza¢io da droga que afeta a
biodisponibilidade sistémica. Outros sitios, incluindo o limen gastrintestinal, a parede do
intestino, e em uma menor extensdo o pulmdo. O impacto do metabolismo da droga nestes
orgdos e tecidos, em somatoria como a degradagdo quimica da droga no trato gastrintestinal,
pode ter um maior efeito na disponibilidade sistémica da droga, dependendo da extensio e
eficiéncia como o qual uma droga ¢ metabolizada. Embora o metabolismo de primeira
passagem ou pre-sistémica seja geralmente associado com o metabolismo hepatico, a
biodisponibilidade oral atual da droga inalterada F, ¢ um produto onde contribuem todos os

sisternas, como na equacgio 1:

F=F, F, F,

Fg., Fg., I, representam fracBes da droga que sobrevivem durante a passagem através
do trato Gl, figado ¢ pulmdo, respectivamente. O impacto farmacologico ou terapéutico do
curso destes processos metabdlicos depende nfo somente da extensido para ¢ qual um
composto ¢ metabolizado, mas também na atividade farmacologica de alguns metabélitos
formados. Se um composto € administrado oralmente como uma pré-droga, o metabolismo
pré-sistémico para um metabdlito farmacologicamente ativo pode ser um componente

essencial desta administragio (WELLING et al, 1985).

A absorcdo dos farmacos também pode ser alterada peia presenca de liquidos. A
presenga de bile no intestino delgado resulta em uma certa concentracio de sais biliares e
lectina, os quais favorecem a formaco de micelas, alterando a absorcdo dos farmacos. As
proteases pancreaticas e a pepsina podem interferir na estabilidade e liberagio de farmacos

que se encontram na forma de peptideos e proteinas, enquanto que as lipases podem afetar a



liberagdo de farmacos de formas farmacéuticas que contenham componentes graxos

(DRESSMAN et al, 1998; PANCHAGNULA E THOMAS, 2000).

O pH dos liquidos do trato gastrintestinal pode variar de 1 a 7 no estado de jejum e de
3 a 7 apods as refeicOes. Essas alteragbes do perfil de pH dos liquidos do trato gastrintestinal
podem causar alteragdes na biodisponibilidade dos farmacos, uma vez que, para a maioria dos
mesmos, a desintegracdo, dissolugdo e absorcio sio processos dependentes do pH
{DRESSMAN et al, 1998)

A presenga dos alimentos determina um aumento do tempo de esvaziamento gastrico.
Alem disso, a natureza e a quantidade de alimentos ingeridos podem influenciar nos processos
de desintegragdo e dissolugio dos medicamentos, alterando a absorcio dos firmacos. A
presenca de alimentos exerce, também, influéncia sobre a velocidade de absorcio, quantidade
de farmaco absorvido e, conseqiientemente, na biodisponibilidade, por meio de diferentes

mecanismos (DRESSMAN et al, 1998).
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1.3. ETICA EM ESTUDOS CLINICOS

A histéria da medicina revela a necessidade da Pesquisa Clinica com seres humanos,
tanto para efetividade das provas clinicas como para intervengdes realizadas em pacientes.
Entretanto, esta necessidade implica em cuidados com a saide e com os riscos morais 0s quais

0s sujettos de pesquisa estdo envolvidos.

Ao longo do seéculo XX, cientistas reconheceram a necessidade de obter um
consentimento esclarecido dos sujeitos de pesquisa, por causa de uma variedade de riscos que

foram identificados em testes utilizando drogas (SUGARMAN, 2002).

No Brasil as principais resolu¢des que envolvem a pesquisa clinica com seres humanos
580 as Resolugdes n.196 de 10 de outubro de 1996 e n.251 de 07 de agosto de 1997. Estas
resolugdes sdo exigidas quando ha pesquisas com novos firmacos, medicamentos, vacinas ou
testes diagnosticos em fase I, I ou 111, ou que ndo estejam registrados no pais, ainda que fase
IV. Além de novas modalidades, indicagBes, doses ou vias de administracio diferentes
daquelas estabelecidas quando sio autorizadas pelo registro, bem como os estudos de

biodisponibilidade e ou bioeguivaléncia.

Os principios das GCP (Good Clinical Practice ) € GRP (Good Recruitment Practice)
podem ajudar na conclusio de um estudo clinico bem conduzido, sendo que o seu objetivo
final € o beneficio dos pacientes, tanto daqueles que participam das pesquisas como os demais
que, posteriormente, receberdo um tratamento mais adequado, através da descoberta de novas
terapeuticas. Estes principios tém seu foco na informagio e comunicacio ao paciente, que
deve ser clara, balanceada e nio-coerciva. O termo de consentimento livie e esclarecido
(TCLE) deve ser escrito em linguagem adequada e, tio importante quanto 1sto, o processo de
submissdo do consentimento ao potencial paciente deve ser muito claro e transparente. O
proprio desenho do estudo deve passar por uma avaliagio de factibilidade, questionando-se se
os pacientes que preencherdo os critérios de inclusio e exclusdo do protocolo de fato existem.
Além disso, a relagdo médico-paciente deve ser, como em todo exercicio da medicina,

inquestionavelmente ética, na qual o investigador deve se sentir totalmente confortavel com a



intervengdo proposta. Incentivos podem, eventualmente, ser oferecidos aos pacientes, tais
como vale-refeigdo ou vale-transporte, desde que previamente aprovados pelo respectivo CEP
e obviamente dentro de critérios razodveis, isto €, ndo-coercivos e balanceados versus as
exigéncias do protocolo. O mesmo vale para anincios, que também devem ser previamente
aprovados pelo CEP local. Uma sugestio final seria "sempre ter como objetivo pessoal incluir

mais pacientes do que o compromissado”. Pode ser um bom conselho (DAINESE, 2004).
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2. ETAPA ANALITICA
2.1. TECNICA E VALIDACAO

Apés o término da Efapa Clinica, as amostras de plasma coletadas sdo enviadas ao
laboratério analitico. A partir da solicitacdo de um estudo de bioequivaléncia, o centro de

referéncia informa ao laboratdrio analitico tal solicitagdo.

Neste momento, cabe ao laboratério realizar a validagio da metodologia analitica a ser
utilizada na dosagem dos medicamentos de teste e referéncia, conforme especificado na

literatura.

A técnica analitica mais utilizada para determinacdo de medicamentos em plasma € a
chamada Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE), que hoje ¢ considerada uma das
mais importantes técnicas de separacio de substincias, além de ser a mais utilizada em

estudos de bioequivaléncia.

A CLAE utiliza instrumentos que podem ser totalmente automatizados, empregando
pequenas colunas, recheadas de materiais especialmente preparados e uma fase mével que é
eluida sob altas pressdes. A aparelhagem € composta de uma valvula de injecdio, reservatorio
para fase movel, sistema de bombeamento, medidor de pressio, valvula de amostragem,

coluna, detector ¢ sistema de dados para registro.

A valvula de inje¢@io possui um Jooping com volumes que podem ser determinados de
acordo com a analise a ser efetuada, pode chegar a microlitros ou nanolitros. A amostra
introduzida nesse /ooping sob baixa pressdo, apos € introduzida na fase movel por rotacio da

vaivula.

O reservatério para fase movel pode ser de vidro, ago inoxidavel ou plastico inertes,

com 1 a 2 hitros de capacidade. Este sitema é utilizado para remover gases dissolvidos na fase
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movel, pois se esses gases se libertarem dentro do equipamento e formarem bolhas, podem
afetar sennamente o funcionamento do detecior e o funcionamento da coluna.

O sistema de bombeamento deve obedecer a varias exigéncias: uma vazdo precisa e
constante do tempo, para se obter uma andlise quantitativa e qualitativa; um bom sistema de
amortecimento das pulsagBes a fim de se obter uma linha de base estavel, para permitir uma
boa sensibilidade da detecgdo; a possibilidade de trocar facil e rapidamente de solvente que ¢
indispensavel para otimizacio de uma separacio. As bombas atualmente existentes (no
presente estudo foi utilizada a bomba tipo Shimadzi) respondem a estas exigéncias. As vazdes
classicas utilizadas para separacOes realizadas sobre colunas classicas sio da ordem de 0.5 a

2.0 mi/min,

As colunas cormatograficas classicas sio geralmente em ago inoxidavel. Ja o didmetro
interno mais utilizado ¢ da ordem de 4 mm e o comprimento é da ordem de 200nm. A saida da
coluna ¢ constituida por uma ponteira de baixo volume morto, contendo uma “fritfe” (tipo de
filtro com malhas de 1 a 2 micrémetros) a fim de reter particulas de fase estacionaria. A
cabega da coluna também € equipada com uma ‘fritte”. A fase estacionaria ¢ um solido

poroso: sitica, silica modtficada quimicamente, resina, polimero, etc (LEITE, 2002).

A caracteristica da coluna escolhida para realizacio deste estudo foi baseada no
principio da Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia com Fase Ligada, onde a fase
estacionaria esta quimicamente ligada & superficie de um suporte, que elimina o problema da
solubilidade da fase estacioniria na fase movel. A CLAE com fase ligada ¢ utilizada na
ocorréncia de uma grande variacdo dos grupos funcionais, onde é possivel obter diferentes
tipos de seletividade. Tais grupos podem ser de natureza polar, como um grupo amino (-NH»)
e o grupo nitrilo (=CN), que, funcionando similarmente as fases polares da CLS
(Cromatografia Liquido-Solido), sdo chamados de fase normal, ou de natureza apolar, como
os grupos octil (-CsHy7), octadecil (-CigHsy), fenil ( -CeHs), ete..., que sio fase reversa. No
caso a coluna utilizada foi a Shim-pack CLC-Cys (M) 5y 150 x 4,6 nm, que é caracterizada

como sendo de fase reversa, pois possui fase estacionaria com caracteristicas apolares.



O detector utilizado neste estudo foi o chamado detector de absor¢io no ultravioleta (UVye
visivel (VIS). S&o espectrdmetros de comprimentos de onda variavel UV/VIS, cobrindo a
faixa de 190 a 800 nm, através de monocromador que seleciona o comprimento de onda
desejado do feixe de luz emitido pelas ldmpadas de deutério (UV) ou tungsténio (VIS),
oferecem varias vantagens sobre os instrumentos de comprimento de onda fixo: a) apresentar
alta absorvancia para varios componentes devido a escolha de comprimento de onda e,
consequentemente, ter maior sensibilidade; b) permitir maior seletividade, desde que um
determinado comprimento de onda pode ser escolhido, onde o soluto de interesse absorve
bastante e outros ndo; c) promover eficiéncia em eluigdo por gradiente® através da habilidade
de selecionar um comprimento de onda onde os componentes da fase movel nio apresentam
uma variacdo de absorvancia para diferentes concentracss; d) permitir obter o espectro de
absorvincia de cada componente em separado apés parar a vazio da fase movel. Para todos os
tipos de detectores por absorvincia no UV ou no visivel, a pureza da fase movel é importante,
especialmente quando se faz a detecgiio em comprimentos de onda menores do que 240 nm’.
As fases moveis ideais s#o os solventes de grau cromatografico; os de grau espectroscopicos
nao sdc recomendados porque podem conter preservativos que afetam a etapa de separacio.
Com estes detectores em 6timas condigdes, pode-se atingir sensibilidades de até 0,001 unidade

de absorvéncia e, se 0s compostos absorverem intensamente, limites de deteccio da ordem de
nanograma. (COLLINS et al., 1997)

A partir da escolha da técnica inicia-se o processo de validagio, que ocorre durante a
fase de desenvolvimento e estabelecimento do ensaio quimico. Segundo LEITE (2002),
validar € estar com o objetivo voltado para confiabilidade analitica do laboratério e do método
escolhido ou desenvolvido para se obter o resultado Testes prévios, com o objetivo de
verificar as condicdes ideais de ensaio, podem ser realizados livremente. Os parametros
necessarios para iniciar o processo de validacio sio: escotha dos padrdes de referéncia
analitica; especificidade / seletividade; curva de calibracio; limite de quantificacio;

recuperagio; linearidade; precisdo e exatidiio intra e inter dias; estabilidade das amostras em

U nieste estudo foi utilizada como fase movel a acetoniwila que absorve em juz UV em 190 nm. Jo: COLLINS et o/l 196 7271,



ciclos de congelamento e descongelamento; estabilidade de curta duracdo; estabilidade de
longa durac3o; estabilidade das solugdes padrio.

Antes de comegar o processo de validaclio, é preciso avaliar os padrBes de referéncia e
padrdes internos que serdo utilizados. As analises dos principios ativos e seus metabélitos em
matriz biologica implicam a contaminagdo das amostras com substincias de referéncia
analitica, as quais s&o utilizadas para preparar as curvas de calibragio e controles de qualidade.
A qualidade das substincias de referéncia usadas pode, portanto, afetar os resultados do
estudo. Por isto, as substincias de referéncia devem ter identidade e pureza conhecidas, bem

como controle e documentacdo cuidadosa.

De preferéncia, a substincia de referéncia deve ser idéntica ao principio ativo. Quando
isto ndo ¢ possivel, uma forma quimica estabelecida (4cido ou base livre, sal ou éster) de

pureza conhecida, pode ser usada.

Existem trés tipos de substincias de referéncia: padres primarios ou de referéncia com
procedéncia certificada (p. ex: USP ou outra faramacopéia), de fonte comercial iddnea,
reconhecida internacionalmente; materias sintetizados por encomenda em laboratorio analitico

ou outro estabelecimente ndo comercial, com pureza documentada.

Seja qual for a origem, deve-se possuir evidéncias (quer geradas interna ou
externamente) quanto a identidade e pureza da substincia de referéncia. Outros dados devem
estar disponiveis, como, por exemplo, a procedéncia, o nimero do lote, a validade e as

condi¢des de estocagem, bem como o certificado de analise, quando disponivel.

As substancias de referéncia analitica que vierem a ser empregadas exclusivamente
como padrdo interno devem apresentar grau analitico (P.2) ou superior e estarem dentro da

validade no momento da preparacio das solugSes padrio,

A pesagem dos padrdes e o subseqiiente preparo das solucdes mie e solugdes de
trabalho devem ser executadas de acordo com os POPs cabiveis € preparadas em quantidade

suficiente para atender todo o procedimento de validacio.



3. ETAPA ESTATISTICA

O objetive dos estudos de biodisponibilidade é verificar se a taxa e a extensio da
absorgdo do farmaco no sistema circulatorio referentes as duas formulagdes teste e referéncia
sae equivalentes. Para tanto, € necessario que suas quantidades e velocidades de absorcdo ndo
apresentem diferencas estatisticamente significativas, quando administrados na mesma dose

molar do principio ativo e sob as mesmas condices experimentais.

A biodisponibilidade ¢ geralmente determinada pelas medidas farmacocinéticas, que
derivam diretamente da curva de concentracio do medicamento ao longo do tempo. Segundo a
RE n° 478 de 19 de margo de 2002, as principais medidas farmacocinéticas que sdo avaliados
para a determinagdo da bioequivalénia sfio: ASCy., (4rea sob a curva desde o tempo zero até o
tempo da nltima amostra coletada, calculada pelo método dos trapezios); ASCy... (area sob a
curva desde o tempo zero projetado até o infinito®); Cau (concentragio méaxima) € Tmax

(tempo decorrido ata a ocorréncia da concentragio maxima),

Geralmente os métodos de analise para Estudos de Bioequivaléncia utilizam o critério
de bioequivaéncia média, individual ou populacional. A bivequivaléncia média considera a
analise sob o enfoque das médias das formulacdes teste e referéncia e geralmente utilizam o
delineamento experimental crossover 2x2 (ndo replicado; duas seqliencias e dois periodos). Os
métodos utilizados para verificar este tipo de delineamento sio baseados em intervalos de

confianga e testes de hipdtese para a diferenca ou a raziio das médias.

® Para o calculo da ASCy., foi utilizada a Ultima concentragio detectada (Cy) € a constante de eliminacio (K,).
calculada como o valor absoluto do coeficiente angular da reta ajustada por minimos quadrados aos valores log-
transformados (logaritino natural) das concentracdes, desde a concentragdo observada seguinte 4 concentracio
maxima até o altimo valor detectado: ASC,. ., = 48C,, + [ o
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A FDA (Food and Drug Administration) sugere estudos do tipo crossover 2x4
(replicado; duas seqiiéncias e quatro periodos e) e 4x2 (replicado; quatro seqiiéncias e dois
periodos) e 4x4 (quatro seqiiéncias e quatro periodos). Outros maodelos de testes crossover 2x3
{duas segliéncias e trés periodos) também sdo utilizados para diminuir o custo do estudo e sdo
sugeridos para aplicaco de bivequivaléncia individual, que tem como principais obstaculos a
necessidade de ensaios prolongados com trés fases para a comparagdo de dois produtos, a
necessidade de um nimero maior de voluntarios para garantir o poder estatistico e, além disso,
estes testes aumentariam o custo dos medicamentos genéricos, sem trazer grandes vantagens

para os pacientes (CHOW et al, 2002 e MARZO, 1999).

De acordo com o Manual de Boas Priticas em Biodisponibilidade e Bioequivaléncia
(ANVISA), consideragdes importantes como o periodo de eliminacio (washout) e os efeitos
residuais (carry-over efects) devem ser levados em conta para um bom planejamento
crossover. O periodo de eliminagdo (washout) é definido como um intervalo de tempo
suficientemente grande entre dois periodos de tratamentos para que o efeito residual de uma
formulagdo administrada num periodo de tratamento seja eliminado das unidades
experimentais para o proximo periodo. Os efeitos residuais (carry-over efects) sio os efeitos
da droga que persistem depois do fim do periodo da dosagem, diferentes do efeito da droga, o
qual € observado durante o periodo o qual ela é administrada. Os efeitos residuais de primeira
ordem s#o aqueles relativos a um tinico periodo de tratamento, enquanto que efeitos residuais

de ordem C sdo aqueles que persistem nos tiltimos C periodos de tratamento.

Nos estudos de bioequivaléncia entre formulacdes de drogas encontram-se comumente
problemas em algumas observagbes falsas (owilier) ou extremas contidas no conjunto de
dados. Estes outlving podem ocorrer como qualquer observagio inesperada na curva de
concentragdo versus tempo ou num conteudo incomum que tem uma biodisponibilidade alta

ou baixa com a respectiva formula¢io referéncia (CHOW e TSE, 1990).
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OBJETIVOS

1. OBJETIVO GERAL

Comparar a biodisponibilidade e a bioequivaléncia de dois produtos contendo
Cefadroxil capsulas (500mg). O produto teste sera o Cefadroxil cdpsulas {300mg) produzido
pela Apotex do Brasil LTDA e o produto de referéncia sera o Cefamox® - cdpsulas de500mg,
produzido pela Bristol-Myers Squibb.

2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Recrutar e selecionar voluntarios de acordo com a ética estabelecida pelas
ResolugBes n. 196, de 10 de outubro de 1996 ¢ n. 251, de 07 de agosto de 1997 do
Ministério da Saude;

- Realizar exames clinicos e laboratoriais para comprovacio da satde dos
voluntarios;

- Realizar a internagdo ou confinamento dos voluntérios para coleta de amostras
nos tempos pre-estabelecidos para demonstragdo da farmacocinética;

- Validar o método analitico para dosagem do Cefadroxil capsulas (500 mg);

- Dosar as concentragdes de Cefadroxil cdpsulas (300mg) dos produtos teste e
referéncia em matriz bioldgica cothidas nos tempos pré —estabelecidos para fins
de calculos dos parimetros farmacocinéticos:

- Analisar estatisticamente, através de programas especificos validados, a

bioequivaléncia dos produtos teste e referéncia.



Lh
wh

OBJETOS

Para a realizac@o da pesquisa foram utilizados os seguintes objetos:

-

Na Ltapa Clinica: foram selecionados 26 voluntarios sadios, 13 do sexo
masculino e 13 do sexo feminino, com idade entre 18 e 50 anos, com indice de
massa corporea maior do que 19 e menor que 30 (Dietary Guidelines Advisory
Committee, 1995Y

Na Etapa Analitica, foi utilizada a metodologia especifica e validada para
determinacgdo das concentragdes de Cefadroxil capsulas (500mg) no plasma dos
voluntarios, chamada de HPLC-UV/VIS (Cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia acoplada ao detector UV/VIS).

Na Etapa Estatistica, programas estatisticos como Excel, SAS®™ e Graph Pad
Prism® foram utilizados para analise dos pardmetros farmacocinéticos e

comparagio da bicequivaléncia e biodisponibilidade.

i Report of the Dietary Guidelines Advisery Committee on the Dietary Guidelines for Americans, 1995,

Disponivel ent:

Acesso em: 12/09/20603



METODOLOGIA

I. ETAPA CLINICA

1.1. DESENHO DO ESTUDO

A Synchrophar Assessoria e Desenvolvimento de Projetos Clinicos, localizado na
cidade de Campinas — SP, foi a institui¢do responsavel pela realizacio do estudo junto a FCM-
Unicamp. Nesta realizou-se a FEiapa de Recrutamento de Voluntdrios, a qual possui
profissionais responsaveis para exame clinico dos voluntarios, e, além disso, foram coletadas
as amostras para exames laboratoriais. Os exames laboratoriais foram realizados no
laboratério de anahises clinicas Lab-Clin Laboratério Clinico, localizado na cidade de
Americana — SP. A internagio dos voluntarios foi feita na Clinica S3o Lucas S/A, também

localizada em Americana- SP.

O estudo foi aberto, aleatorizado (tabela 3) , cruzado, sendo 2 periodos, nos quais os
voluntarios receberam, em cada periodo, a formulagio teste ou a formulagdo referéncia,
havendo por conseguinte dois bragos de tratamento (2 seqiiéncias). A seqiiéncia de tratamento
atribuida a cada voluntario nos periodos de estudo foi determinada por uma lista de
randomiza¢io gerada automaticamente pelo sistema SCPCM (Sistema de Controle de

Pesquisas Clinicas de Medicamentos).

As formulagbes foram administradas em dose Unica por via oral seguidos de coletas de
sangue de pelo menos 3 meias vidas .Os periodos de tratamento obedeceram um intervalo

minimo de 7 meias-vidas entre eles {(wash-out).



Tabela 3: Lista de randomizacdo

Voluntario
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EM230862M
AD260774M
KP171069M
HM290168M
SSi71165M
WS200567M
FS260672M
J0200474M
RTO051183M
DS230383M
LM0O40158M
RO250163M
IF040271F
DO100269F
MI210674F
SC120978F
SA230978F
MMI100381F
RG040174F
RNO20583F
SP201176F
Z0O010970F
MS260163F
LD290174F

MMO70275F

Cefadroxil
Cefamox®
Cefadroxil
Cefadroxil
Cefadroxil
Cefadroxil
Cefamox®
Cefamox®
Cefadroxil
Cefamox®
Cefamox®
Cefamox®
Cefadroxil
Cefamox®
Cefamox®
Cefamox®
Cefadroxil
Cefadroxil
Cefamox®
Cefadroxil
Cefadroxil
Cefamox®
Cefamox®
Cefadroxil

Cefamox®

o e R

Periodo 2

Cefamox®

Cefamox®
Cefadroxil
Cefamox®
Cefamox®
Cefamox®
Cefamox®
Cefadroxil
Cefadroxil
Cefamox®
Cefadroxil
Cefadroxil
Cefadroxil
Cefamox®
Cefadroxil
Cefadroxil
Cefadroxil
Cefamox®
Cefamox®
Cefadroxil
Cefamox®
Cefamox®
Cefadroxil
Cefadroxil
Cefamox®

Cefadroxl



1.2. DESCRICAO DOS MEDICAMENTOS

Tabela 4: Descricdo dos medicamentos adminisirados

___________ B Fama T T s
" Nome Comercial:  na* 7 Cefamox® T
Nome Genérico: Cefadroxil na*
Principio ativo Cefadroxil Cefadroxil
Forma: Capsulas Cépsulas
Concentracdo; 500 mg 500 mg
Lote n®: GE 7720 144429
Data de fabricacio: 09/2002 09/2002
Data de validade: 09/2004 09/2004
Fabricante: Apotex Bristol-Myers Squibb Brasil S.A.
Endereco 150 SgnetDrive Rua Carlos Gomes, 924
Toronto, Ontario, Canada Bairro Sto Amaro
MOL 1T9 Sé&o Paulo - SP
Quantidade 3 caixas com 20 capsulas cada 8 caixas com 8 cépsulas cada
Total 60 64
Amostras de retengdo 35 39
Amostras utilizadas 25 25
Amostras perdidas 00 00



Tabela 5: Caracteristicas fisico-quimicas dos medicamentos administrados (equivalécia

farmacéutica).

»\nahse/i‘:spee:ﬁea(;éo O e Referiness

Descricio  ~ Cépsula de gelatina dura. Capsula de gelatina dura. de
corpo de cor branca e tampa de cor  laramja, com  as
cor vermelho escura, com as imscricdes “Cefamox™ ¢
mscrigdes “APO” ¢ “300” no “500” no corpo e na tampa,
corpo € na tampa, contendo pé contendo po branco livre de
branco livie de impurezas impurezas visiveis
visivels

Peso médio 560.9 mg/capsula 336,2 mg/capsula

Desintegracio: maximo 30 minutos 10 minutos e 24 segundos 3 minutos e 20 segundos

{(H:0; 37°C)

Agua (KF): maximo 7,0% 4,9% 5.0%

Identificacdo: CCD p/ Cefadroxil Positive Positivo

Doseamento: HPLC
Cefadroxil: 450,0 a 600,0 mg/cipsula ou 5223 mg/capsula ou 104% 5164 mg/capsula ou 103.3%

90,0 a2 120,0% V.R. VR V.R

Uniformidade de conteido: 1024 a 1063 % VR, RSD = 981a 11,6 % V.R; RSD =
Cefadroxil: 88,7 a 120,0% VR; RSD< 1,7% 4.3%

6,0%

Dissolucao (Agua 1900 ml):
Espectrofotometria UV

Cefadroxil: minime 380,0% em 30

minutos
- 15 minutos 96,5% 86,6%

- 30 minutos 98,8%

98.6%

Observacdes: Metodologia e especificagdes segundo USP 26 ¢ FB I'V: as amostras cumprem

as especificacSes dos testes realizados e se referem ao estudo de equivaléncia farmacéutica
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1.3. POPULACAO DE ESTUDO

Foram selecionados 33 voluntdrios sadios, 17 do sexo masculino e 16 do sexo
feminino, com idade entre 18 e 50 anos, com indice de massa corporea maior do que 19 e
menor que 30 (Dietary Guidelines Advisory Committee, 1995). O namero de voluntarios
incluidos no estude foi de 26 e houve “drop out” de um voluntirio (nimero 19) antes da

primeira internagio, totalizando 25 voluntarios no estudo.

1.4. CRITERIOS DE INCLUSAO DO VOLUNTARIO

De acordo com o Protocolo de Estudo de Bioequivaléncia, os seguintes critérios foram

utilizados para que o voluntario continuasse participando do estudo:

¢ Homens e mulheres nfio gravidas e que nfio estejam amamentando;

¢ Idade entre 18 a 50 anos de idade;

¢ O voluntario que tenha seu indice de massa corporea maior do que 19 e menor do que
30;

e Boas condi¢des de saide ou sem doengas significativas, a juizo de um profissional
legalmente habilitado, de acordo com as regras defintdas no Protocolo, ¢ avaliagdes a
que foi submetido: historia clinica, medidas de pressio e pulso, exame fisico e

psicologico, ECG, e exames laboratoriais complementares;

o Capaz de compreender a natureza e objetivo do estudo, inclusive os riscos e efeitos
adversos e com intencdo de cooperar com o pesquisador e agir de acordo com o0s
requerimentos de todo o ensaio, o0 que vem a ser confirmado mediante a assinatura do

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido.
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1.3. CRITERIOS DE EXCLUSAO DO VOLUNTARIO

A reposta positiva a qualquer um dos seguintes critérios excluia o voluntario do estudo:

Problemas relacionados com a droga:

*

O voluntario tem sabidamente uma hipersensibilidade a droga estudada (cefadroxil) ou
a compostos quimicamente relacionados; historia de reagdes adversas sérias ou

hipersensibilidade a qualquer droga;

Historia ou presenca de doengas hepaticas ou gastrointestinais ou outra condiciio que

interfere com a absorgdo, distribuigdo , excrecio ou metabolismo da droga;

Uso de terapia de manutencdo com qualquer droga excetuando-se anticoncepcionais

por via oral.

Deencas ou problemas de saiide:

» Tem historia de doenga hepética, renal, pulmonar, gastro-intestinal, epiléptica,

hematologica ou psiquiatrica; tem hipo ou hipertensio de qualquer etiologia que
necessite de tratamento farmacologico; tem historia ou teve infarto do miocardio,

angina e/ou insuficiéncia cardiaca;

Achados eletrocardiograficos nio recomendados a critério do investicador para

participacdo no estudo;

Foram realizados o0s seguintes exames laboratoriais: Hematoldgicos: hemoglobina;
eritrocitos; hematocrito; VCM; HBCM; CHBCM, RDW; leuctcitos; neutrofilos;

mielocitos; metamieldcitos; bastonetes; segmentados; eusindfilos; basofilos; linfocitos;



monocitos; plaquetas; Urianalise: depositos; densidade; proteinas; glicose; corpos
cetdmicos, pigmento biliar; nitrito; células epiteliats; filamentos de muco; leucocitos na
urina; hemacias; cilindros; oxalatc de caicio, &cido frico: fosfato triplo; uratos
amortos, fosfatos amorfos; Parasitologicos: protozoarios; helmintos; Bioguimicos.
colesterol total; trighicérides; uréia; creatinina; glicose jejum; cido trico; TGO, TGP:
bilicrubina total; bilirrubina direta; bilirrubina indireta; fosfatase alcalina: gama gt;
proteinas totais; albumina; giobulinas; relagio A/G; pH: Imunologicos: hepatite (Anti-
HBs); hepatite (Anti-HBc) IgG; hepatite (Anti-HBc) IgM; hepatite (Anti-HVC); HIV-
I; HIV-2; HbsAg: beta-HCG

Os resultados dos exames laboratorizis complementares estio fora dos valores
considerados normais de acordo com as normas deste protocolo, a menos que sejam

considerados clinicamente irrelevantes pelo investigador.

Hdbitos e dependéncias:

-

Voluntario € fumante;
O voluntario ingere mais do que 35 xicaras de café ou cha por dia;

>

Tem histonia de abuso de 4lcool ou drogas.

Condicoes encontradas nos dias/meses que antecedem o estudo:

Fez uso de medicac@io regular dentro das 2 semanas que antecederam o inicio do
tratamento e a data de avaliagdo , ou fez uso de qualquer medicacio dentro de uma

semana, excetuando-se anticoncepcionais por via oral;

Foi internado por qualquer motivo entre 8 semanas do inicio do primeiro periodo de

tratamento deste estudo ¢ a data da avaliagio;
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¢ Tratamento dentro dos 3 meses prévios ao estudo com qualquer droga conhecida de ter

um potencial toxico definido nos grandes orglos,

* O voluntario participou de qualquer estudo experimental ou ingeriu qualquer droga
experimental dentro dos trés meses que antecedem o inicio deste estudo e a data da
avaliacgio;

e O voluntaric doou ou perdeu 450 ml ou mais de sangue dentre dos trés meses que

antecederam ao estudo ou que doou mais de 1500 ml dentro dos 12 meses entre o

inicio do tratamento do estudo e a data de avaliacio.

Outras condicdes:

e Teste positivo de gravidez para as voluntarias mulheres;

* O voluntario tem qualquer condi¢io que o impede de participar do estudo pelo

julgamento do investigador.

1.6. CRITERIOS DE RETIRADA DO VOLUNTARIO

Solicitagcdo por parte do voluntdrio para se retirar de estudo a qualquer momento:

* Voluntario ndo deseja continuar no estudo por razdes pessoais (ou mesmo sem razio),

¢ Voluntario ndo deseja continuar no estudo devido aos eventos adversos da droga de

estudo (efeitos ndo desejaveis possivelmente relacionados a droga em estudo);



» Voluntario ndo deseja continuar por tazdes outras que ndo efeitos adversos por
exemplo indisponibilidade, intolerncia aos procedimentos do estudo, ou mesmo
vontade propria.

O investigador pode retirar o voluntirio do estudo por uma das seguintes razoes:

» Resposta positiva 4 reavaliacdo de qualquer um dos critérios de exclusio, no momenio

da admiss&o ao primeiro periodo de tratamento ou em ocasido subseqiiente;

¢ N&o aderéncia as exigéncias do protocolo;

» Eventos adversos ou sintomas ou sinais de possivel toxicidade;

* Doenca intercorrente requerendo medicacio;

* Qualquer outra condigic que, a juizo do investigador, seja do interesse para

manutencdo da satde do voluntario.

Os detalhes e razdes da retirada do voluntério do estudo foram anotados no Formulario

de Relato de Caso - CRF (Seg3o de Término do Estudo) e relatados aos monitores.

1.7. CRITERIOS PARA DESCONTINUACAO DO VOLUNTARIO NO ESTUDO

Com o objetivo de garantir 0 bem estar dos voluntarios, o estudo poderia ser
interrompido  a juizo do Investigador Principal ou do Patrocinador, caso fosse estabelecido
que oOs riscos a que os voluntarios estivessem sendo submetidos fossem superiores aos
antecipadamente previstos ou mesmo, a qualquer momento pelo voluntario por decisio

propria.
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Além disto, os voluntarios poderiam ter sua participagic no estudo encerrada
antecipadamente em funglo dos "Critérios de Retirada" descritos no item anterior. Em caso de
desiigamento individual de um veluntarie, o mesmo poderia ser substituido por um voluntario

adicional a fim de manter o estudo balanceado.

1.8. DESCRICAO DO LOCAL E FORMA DE CONFINAMENTO DOS
VOLUNTARIOS

Os voluntarios foram internados na Unidade de Internacdio (Clinica Sdo Lucas —
Americana - SP). A clinica possui uma unidade para ensaios clinicos com 26 leitos e posto de
enfermagem, o qual dispde de carrinho de emergéneia com desfibrilador, monitor, oximero,
respirados, material para pequena cirurgia e com medicagio de urgéncia para qualquer

eventualidade. Além disso, conta com uma Unidade de Terapia Intensiva (UTI).

Os voluntarios se apresentaram na Unidade Clinica (Synchrophar - Campinas — SP) s
19:00 horas, ou seja, na noite anterior de cada periodo, o qual foi feita uma reuniio pré-

internagdo, além de vistoria dos pertences dos voluntarios e uma avaliacio médica.

Em seguida foram levados sob a responsabilidade e cuidados da Unidade Clinica para
a Unidade de Internacio, onde permaneceram por 20 horas. O primeiro periodo de internacio
teve inicio no dia 13/09/2003 as 20:00 horas e término no dia 14/09/2003 as 16:00 horas. O
segundo periodo teve inicio no dia 20/09/2003 as 20:00 horas e término no dia 21/09/2003 as
16:00 horas.
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1.9. PERIODOS DE JEJUM E ALIMENTACAO

Ao chegar a Clinica S&o Lucas, os voluntarios fizeram sua Gltima refeicio do dia. Apos
a sua entrada no hospital, permaneceram em jejum a partir das 21:00 horas (pelo menos 10
horas de jejum) da noite do internamento até 4 horas ap6s a ingestfio da medicacio,

A fim de manter a padronizacio dos grupos de tratamento, a dieta (alimentos e
liquidos) oferecida obedecen o mesmo padrio para todos os voluntarios. O cardapio é
estipulado pela Unidade Clinica e a nutricionista da Unidade de Internagio (ceia padrao).
Alimentos:

Foram servidas as seguintes refeicdes:

e Jantar na noite da internacio;
» 4 horas ap6s a administragio da medicago, sendo servido um almoco padronizado;
® Apods 7-8 horas da administragio foi oferecido um lanche da tarde padronizado;
Liguidos:
A mgestdo de liquidos ad libitum foi permitida até 06 horas antes da administracdo da

droga. Agua e liquidos (sem cafeina) foram permitidos ad Fkbitum apos 4 horas da

administracio da dose.
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As seguintes ingestdes de liquido estdo assim programadas:

» A medicagio foi dada com 200ml de agua mineral sem gas;

* Ap0s 2 horas da administragdo da medicagfo foi oferecido 200 ml de a4gua mineral sem

gas.

Jejum:

Os voluntarios permaneceram em jejum a partir das 21:00 horas (pelo menos 10 horas
de jejum antes da medicagdo) da noite do internagdo até 4 horas apos a ingestio da medicacio.
Os voluntarios ndo poderiam tomar liquidos desde 06 (seis) horas pré-administracio da
medicagdo e até 4 horas apos a ingestiio da medicacio, exceto nas ocasides especificamente

programadas.
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L10. CRONOGRAMA DE COLETA DAS AMOSTRAS.

A coleta das amostras foi feita através de cateter heparinizado introduzide em veia
superficial do antebrago do voluntario. Apds a coleta de cada amostra, o cateter foi lavado

com 2 ml de solu¢do de heparina sodica (5 TU/mi).

Apos pelo menos 10 horas de jejum o ensaio teve inicio com uma coleta de sangue de
25 ml para controle individual, curvas padrdes, ¢ outra de 6 ml imediatamente antes (dentro de
30 minutos da administracdo da medicaco - formulagdo teste ou referéncia). No total, foram
coletadas 22 amostras de sangue (11 em cada periodo do estudo). Um total de
aproximadamente 260 ml de sangue foi coletado durante os dois periodos do estudo, incluindo
o volume coletado para os exames pré e pos estudo. Os tempos de coleta sdo mostrados na

Tabela 5.

Foi ser registrado no CRF o tempo real absoluto de coleta da amostra de sangue
usando-se¢ um relogio de 24 horas. Também foi registrado o tempo real absoluto da
administragdo da medicagdo, para que se possa computar o intervalo real de tempo existente
entre a ultima administragio da droga e as respectivas coletas. Eventuais perdas de coleta de
amostras também foram ser registradas. As amostras coletadas permitiram a identificagio

nequivoca do estudo, voluntario (codigo de identificaciio), periodo e horario de coleta.
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Tabela 6: Atividades do estudo e tempos de coleta

Periodos 1 &2

Tempo Atividade Outras atividades
(h:min)

00:00* Coleta de sangue PA, pulse, temperatura
00:30 Coleta de sangue

01:00 Coleta de sangue PA, pulso, temperatura
01:30 Coleta de sangue

02:00 Coleta de sangue PA, pulso, temperatura
02:30 Coleta de sangue

03:00 Coleta de sangue PA, pulso, temperatura
03:30 Coleta de sangue

04:00 Coleta de sangue PA, pulso, temperatura
06:00 Coleta de sangue PA, pulso, temperatura

08:00 Coleta de sangue PA, pulso, temperatura

““dentro dos 00:30 min. que antecede a administracio.
1.11. PROCESSAMENTO, ARMAZENAMENTO E TRANSPORTE DAS AMOSTRAS

Logo apos a coleta (maximo de 20 minutos), as amostras de sangue foram
centrifugadas em tomo de 2.800 rpm 10 minutos a temperatura ambiente. Imediatamente apos
a centrifugacdo, o plasma pelo menos 2,5 mi foi retirado do tudo centrifugado e transferido
para outro tubo criogénico, com tampa tipo rosca, igualmente identificadoe e guardados em

sacos platicos identificados por periodo.

Ao final de cada internacio, as amostras foram armazenadas a temperatura de -20°C
em freezer especifico para armazenagem de amostras bioldgicas, localizado na propria

Unidade, até serem enviadas para 2 Unidade Analitica (Etapa Analitica).
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As amostras foram acondicionadas em caixa térmica de isopor identificada na parte
frontal, contendo o numero do estudo. Sobre os tubos foi colocado gelo seco, onde foi

registrada a temperatura maxima € minima atingida, através de um termdmetro.

2. ETAPA ANALITICA

2.1. MATERIAIS E RESUMO DA METODOLOGIA

2.1.2. MATERIAIS

Para realiza¢io da Etapa Analitica, foram utilizados os seguintes materiais:

o Cromatografo Liquido de Alta Eficiéncia Shimadzu composto por duas bombas LC-
I0ADVP, desgaseificador DGU-14" mjetor automatico de amostras SIL-10ADVP,
detector UV~ Vigivel SPD-10AVVP, forno coluna CTO-10AVP;

¢ Balanga analitica Metteler Toledo, modelo AB204-S;

e Centrifuga Heraeus, modelo Megafuge 2.0 D37520;

¢ Banho ultrassdmico Odontobras, modelo 2840D;

¢ pHmetro Micronal, modelo B474;

e Banho termostatico Fisaton, modelo 577;

e Sistema de filtragdo a vacuo Sartorius;

¢ Coluna cromatografica Shim-pack CLC-C18 (M) 5u 15,0 cm de comprimento e 4,6 mm de
didmetro interno

o Pré-coluna cromatografica cromatografica Shim-pack CLC-Ci8 M) Su 150 cm de
comprimento € 4,6 mm de didmetro interno

* Pipetas automaticas de volume fixo de 25, 500 e 1000uL Brand Transferpette,

¢ Pipeta automatica de volume varigvel de 10 a 100uL e de 100 2 1000ul. Eppendorf:

* Pipeta automatica de volume varidvel de 0,5 a 5,0 mL Labsystems Finnpipette;

* Pipeta automatica de volume variavel de 1,0 a 10,0 mL Labsystems Finnpipette;
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2.1.2. VALIDACAO DA METODOLOGIA ANALITICA

Antes das amostras colhidas na Frapa Clinica serem enviadas ao laboratério para a
realizagdo da Ltapa Analitica, este laboratdrio deve validar o método que sera utilizado para

dosagem dos medicamentos para estudo de farmacocinética.

A realizacdo prévia das etapas necessarias no desenvolvimento do método analitico
para estudo de bioequivaléncia assegura ao centro analitico e ao seu contratante que os
servigos contratados ser@o realizados no tempo previsto e com a confiabilidade necesséria dos
resultados, os quais serdo avaliados para fins de registro do medicamento em estudo. Para
tanto, deve-se realizar primeiramente uma pré validacdo, onde sdo avaliados os processos de

extracdo, separacdo, purificacdo, identificacdo ¢ quantificagdo do farmaco na matriz biologica.

A pesagem dos padrdes e o subsegiiente preparo das solugdes mie e solucdes de
trabalho devem ser executadas de acordo com os POPs cabiveis e preparadas em quantidade

suficiente para atender todo o procedimento de validacio.

2.2. CONDICOES PARA CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA EFICIENCIA

Para a determinagdo de Cefadroxil em plasma foi empregada para separacio uma
coluna da marca Shim-pack®, modelo CL.C-C18 (M), de 150 mm e comprimento e 4,6 mm de

didmetro interno, contendo particulas de 5 um.

A fase movel foi constituida por mistura de solugdo tampio de fosfato de sodio
monobasico 20 nm e metanol, na proporcio de 85:15 (vA), pH final de 3.5. O fluxo da fase
movel e a temperatura da coluna utilizadas foram de 0,8 ml/min e 40°C, respectivamente. O
comprimento de onda empregado no detector foi de 230 nm, e, para analise dos extratos

reconstituidos, foram injetados 25 ul no sistema cromatografico.



A validagio foi realizada através da determinagio de especificidade, recuperacio,
linearidade, limite de quantificacBo, precisio, exatiddio e estabilidade conforme estabelecido

peia Resolugiio n°899 de 29 de maio de 2003

2.3. VALIDACAO DO METODO ANALITICO PARA QUANTIFICACAO DE
CEFADROXIL EM PLASMA

2.3.1. Seletividade ¢ Especificidade

Neste estudo, tal pardmetro foi investigado pela analise de, no minimo, seis amostras
de plasma branco para verificagdo da existéncia de interferéncia por parte de componentes
endogenos, sendo uma amostra de plasma lipémico, uma amostra de plasma hemolisado e
quatro amostras de plasma normal, obtidas de voluntarios sadios e isentas de farmaco e
padrio-interno. Interferentes no tempo de retencio foram aceitos desde gue sua resposta
representasse 20% da é4rea do pico correspondente ao limite de quantificacdo inferior ara o

adrio e 5% da area do pico no caso do padrio-interno.
L

2.3.2. Preparo de Amostras de Plasma Padrio da Curva de Calibracio
Para garantir a estabilidade das amostras de plasma padrio da curva de calibragiio,
estas foram preparadas diariamente a partir de solucdes-padrio de 5,0 ug/ml e 100 ug/ml de

Cefadroxil em metanoi:

» Foram tomadas aliquotas adequadas da solugio padrio de Cefadroxil em metanol e 30 ul
da solug¢@o-padréo de Acetaminofeno a 100ug/ml em metanol:

¢ Foram secadas em corrente de nitrogénio em banho-maria a 40°C:

* Foram adicionados 500pL de plasma ¢ homogeneizadas em agitador de tubos tipo vortex
por 30 segundos. (tabela — resultados);

* As solugOes-padrdo de Cefadroxil em metanol, utilizadas para preparo diario das amostras
de plasma padrdo da curva de calibragdo, e de Acetaminofeno (PI) em metanol, ficaram
armazenadas em freezer a -20°C e sua estabilidade foi monitorada diariamente durante a

cormmida analitica.
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Tabela 7: Resumo de preparo de amostras para a curva de calibragio

 Solucio-padriode  Aliquota(ul)  Volume de plasma  Concentracio fina
cefadroxil {uL} de cefadroxil (Lig/ml)
{Concentracio -
ug/ml)
ey i oa
5.0 50 500 0,5
5,0 100 500 1,0
1006,0 50 500 10
106,0 75 500 15
100,0 100 300 20

160,0 150 500 30

2.3.3. Linearidade

Neste estudo, a linearidade foi definida se utilizando amostras de plasma adicionado de
padrdo de cefadroxil em oito concentragdes diferentes (0,3; 0,4; 0,5; 1; 10; 15; 20; 30 ug/ml) ¢
seis repetighes. Estabeleceu-se a correlacio linear entre concentracio, considerada variavel
independente (x) e area do pico, comsiderada varidvel dependente (y). Os parimetros da
correlagiio foram estimados através do método dos minimos quadrados. A linearidade foi

avaliada pelo valor do coeficiente de correlagdio linear (R*), que deve ser superior a (,98.
2.3.4. Limite de Quantificacio

De acordo com BRESSOLLE er al (1996), a precisdo e exatidio inter e intra-dias do
LOQ deve ser determinada utilizando cinco amostras de QC, de um simples pool de matrix,
independente dos padrdes. A média dos valores deve ser dentro dos limites pré-definidos,
normalmente dentro de +20% do valor nominal da concentragio, com um coeficiente de

variagdo =20%. O LOQ serve para mostrar a concentragdo mais baixa da curva de calibraggo.



2.3.5. Precisao

Esse pardmetro foi determinado pela analise de amostras de plasma de controle de
qualidade em trés diferentes concentracdes. O valor do coeficiente de variagdo (CV%) nio foi

superior a 15%.

Foram avaliados a precisio intra-dia (analise realizada no mesmo dia em réplicas de

seis) e inter-dias (analises realizadas em trés dias diferentes).

2.3.6, Preparo de Amostras de Plasma de Controle de Qualidade

Apos checar a especificidade do método, um volume adequado de matriz biologica
deve ser reservado ¢ usado durante a validacdo do método e durante o estudo de

farmacocinética.

Quantidades suficientes de cada concentracio de controle de qualidade (QC) foram
preparadas. Um minimo de trés conceniragdes, representando o inicio da curva de calibragio,
foram analisadas; um proximo ao limite de quantificagio (LOQ), um proximo ao centro e um
proximo ao limite superior da curva padrio. Esta remessa de controles foram preparadas em
aliquotas, congeladas em frascos apropriados, e utilizados no momento da validagio do

método e na subseqiiente analise do estudo de farmacocinética.

As amostras de QC, que tinham sido divididas em aliguotas, poderiam ser
randomizadas para que fossem analisadas em ordem numérica e incluidas em cada seqiiéncia

durante o periodo de estudo (BRESSOLLE er al, 1996).

As amostras de plasma de controle de qualidade foram preparadas em trés

concentracdes (CQB = 0,5 pg/ml, CQM = 15 ug/mi, CQA = 25 pg/mt) no dia 10/09/03:



¢ ‘fransferiram-se aliquotas das solugbes-padrio de Cefadroxii em agua-metancl (90:10), nas
concentragdes de 100 ou 1000 pg/mi, conforme descrito na Tabela 9, para baides
volumeétricos de 25 ml;

e A seguir, adicionou-se lentamente o plasma branco e homogeneizou-se gentilmente para
evitar a formacdo de espuma. Apos completar o volume, agitou-se vigorosamente para
garantir homogeneizacao.

e ApOs o preparo, estes padrdes foram aliquotados em frascos de vidro de 3 ml, devidamente
identificados, a concentracio e a data de preparo, e armazenados em freezer a —20°C;

s A estabilidade das amostras foi avaliada na etapa de validagio do método analitico.

Tabela 8: Obtengio das amostras de plasma de controle de qualidade.

 Controlede  Solucio-padrio  Aliquota (uL)  Volumede  Concentracio
qualidade de cefadroxil plasma (ul) final de
(11g/ml) cefadroxil
(ng/mb)
COM 1000 375 25 15

CQA 1600 625 25 25

2.3.7. Exatidao

Este pardmetro foi determinado pela andlise de amostras de plasma de controle de
qualidade em trés diferentes concentracdes. A exatiddo deve estar entre £15% do valor

nominal da concentracao.

Foram avaliados a exatidio intra-dia (analise realizada no mesmo dia em réplicas de

seis) e inter-dias {analises realizadas em tr~es dias diferentes).
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2.3.8. Recuperacio

Neste estudo, a recuperagio foi determinada comparando-se resuitados de analises de
amostras de piasma adicionado de padric de Cefadronil ¢ padrio-interno, submetidas ao
processo de extracio, a resultados de analises de amostras de Cefadroxil e padrio-interno em
metanol, ndo submetidas a esse processo, em trés diferentes concentracdes para Cefadroxil
(alta: 25ug/ml, meédia: 15ug/ml e baixa: 0,5 ug/ml) e seis repeti¢des. Porcentagens proximas a
100% sd@o desejaveis, porém admitem-se valores menores {50-60%;), desde que a recuperacio

seja precisa e exata, ou seja, admite-se uma variacio menor ou igual a 15%.
2.3.9. Estabilidade

Determinou-se a estabilidade das solugBes-padrio utilizadas para preparaciio diaria da
curva de cahibragfio, de amostras de plasma mantidas a —20°C e submetidas a 1rés ciclos de
congelamento e descongelamento, além da estabilidade de curta duraciio {estabilidade no
tempo e condigdes de analise), e estabilidade de longa duracdo, conforme recomendade na
Resclugdo n°899 de 29 de maio de 2003. Os desvios nominais devem estar entre +15% e o

coeficiente de varia¢do ndo deve ser superior a 15%.

2.4. PREPARACAO DAS AMOSTRAS DE PLASMA PARA QUANTIFICACAO DE
CEFADROXIL

Ao chegarem ao laboratério analitico para a realizagio da Efapa Analitica, as amostras
de plasma dos voluntarios cothidas na Ltapa Clirica sdo registradas numa lista de verificagdo
de recebimento de amostras. Além disso, também sao registradas as condicdes de recebimento
das amostras. Apds este procedimento, as amostras sio armazenadas até o momento da

analise.

A analise iniciou-se da seguinte maneira:



A purificagdo das amostras de plasma padric da curva de calibragdo, amostras de plasma
branco, amostras de plasma de controle de qualidade e amostras de plasma de voluntarios
que receberam Cefadroxil foi realizada através de precipitagio das proteinas plamaticas
com acetonitrila;
Adicionou-se 500 ul. de plasma a tubos de ensaio contendo 30 pl de solugdo padrio-
interno (Acetaminofeno) em metanol, na concentracdo de 100 ug/mi, homogeneizando-se
em agitador de tubos por 30 segundos;
Procedeu-se a precipitaciio das proteinas do plasma adicionando-se 3,0 ml de acetonitrila e
homogeneizando-se em agitador de tubos por 60 segundos:;
Ap6s a centnifugagdo das amostras a 3500 rpm por 10 minutos, 2 solucio resultante foi
filtrada em untdade HV Miilex com membrana Durapore® de 13 mm de didmetro de poro
de 045 um,
O filirado foi1 transferido para tubo cdnico e evaporado em corrente de gas nitrogénio sob
aquecimento a 40°C em banho-maria;
Ressuspendeu-se o residuo em 250 uL de fase movel para injecio em CLAE,
As amostras de plasma em voluntdrios que receberam Cefadroxii foram analisadas
paralelamente a curva de calibragio com sete pontos (0,3; 0,5; 1; 10; 15,20 e 30 ug/mi) e
as amostras de plasma de controle de qualidade em triplicata e em trés diferentes
concentracOes (alta: 25 pg/ml; meédia: 15 ug/ml e baixa: 0,5 pg/ml).

O Apos a corrida analitica, todos os cromatogramas referentes a cada voluntario e

foram impressos e enviados junto com os relatdrios da Etapa Analitica para que

a Etapa Estatistica fosse realizada.



3. ETAPA ESTATISTICA

Apdés o recebimente dos relatdrios da Etapa Analitica iniciou-se a realizagle da Eiapa

Lstatistica. Os dados das concentragdes estdo registrados no ANEXO.

Os dados analisados a partir das concentragdes detectadas das amostras de plasma,
foram de um estudo aberto, aleatdrio, cruzado, em dois perfodos e duas seqiiéncias. Foram
analisados os pardmetros farmacocinéticos: ASCq. (4rea sob a curva desde o tempo 0 até o
tempo 7 (tempe da Gltima amostra coletada). calculada pelo método dos trapézios; ASCo.
(area sob a curva desde o tempo O projetado até o infinito); Cumsx {(concentragio maxima) e T

(tempo decornido at€ a ocorréncia da concentracio maxima.

As analises do logaritmo da area sob a curva do tempo 0 ao tempo 7, da area sob a
curva do tempo O ao mfinito e da concentragio maxima foram realizadas usando um modelo
linear em gue variaveis independentes foram a segiiéncia (RT e TR), pericdo (1 ¢ 2), produto
(R e T) e voluntarios dentro da seqiiéncia. Foi utilizado o procedimento Mixed do Sistema
SAS®, versdo 8.2. Para a construcdo dos graficos utilizou-se o programa Excel, versio 2003 e
GraphPad Prism™.
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RESULTADGS

1.10. ETAPA CLINICA
1.1. DADOS DA POPULACAQO

1.5.1. Historico Descritivo

Tabela 9: Descricdo dos voluntarios

Voluntarie  Sexo Idade Média  Peso  Altura  IMC
I M 27 34 7S 1Ay 25.03
2 M 41 33 7.8 1.72 263
3 M 29 315 748 172 25.2%
4 M 34 343 89.5 1.89 25.6
5 M 33 36 594 1.66 2145
6 M 37 36.5 63.5 [.63 24.6
7 M 36 33.5 63.3 1.79 20,44
8 M 31 30 60.5 1,56 24.86
9 M 29 24 58.9 1.58 23.59
10 M 19 19.5 60,7 1.68 21.51
11 M 20 32,5 60,4 1.76 19.5
12 M 45 42.3 81,8 1,79 25.53
13 M 40 36 82,3 1,7 28,48
14 F 32 33 63,1 1.62 24.04
13 F 34 313 59.8 1,57 24,26
16 F 29 27 64,5 1.64 23.98
17 F 25 25 62,2 1.56 25,56
18 F 25 23,3 60.6 1.59 23.97
19 F 22 23,5 32 1,5 23,11
20 F 29 245 58.8 1.62 22,41
21 F 20 23 46 1,51 20,17
22 F 26 29,5 70.3 1,72 23,76
23 F 33 36,3 3.5 1,51 19.08
24 F 40 34.5 57.5 1.52 24.89
23 F 29 28.5 52.7 1,57 21,38
.28 EL 28 28 TS e L 25AT
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Tabela 10: Estatistica descritiva dos dados da populacio

Varidveis N  Média Dy Minime  Mediana  MAximo

Altura 20 io 01 I O 1.9
Peso 26 643 109 435 61.5 895
MC 26 236 23 19.1 24.0 28.5

(V5]
©
Lh
h
o0

Idade 26 19.0 29.0 450

1.2.2. Histéria Clinica Pré-Fstudo

Tabela 11: Descricdo da histéria clinica dos voluntarios

e
 Pressdoarterial  nenhum desvio significativo
Fregiiéncia cardiaca nenhum desvio significativo
Temperatura nenhum desvio significativo
Abuso de dlcool e drogas ndo refatade por nenhum voluntario
Fumante 9 voluntérios relatarem ser ex-fumantes

Doador de sangue 1 voluntario relatou ter doado sangue em 01/01/2003



Tabela 12: Avafiacdo dos Sistemas da Historia Clinica Pré-Estudo

Histéria - Ocorréncias

Alfergia 3 voluntarios apresentaram historta de aleruia
Cardiovascular ndo relatado por nenhum voluntario
Permatolégico n&o relatado por nenhum voluntario
Endocrine ndo relatado por nenhum voluntanio

Estabilidade emocional nao relatado por nenhum voluntano
Gastrintestinal Z voluntarios apresentaram historia de problemas gastrintestinais
Genitourinario ndo relatado por nenhum voluntario

Hematopoiético — linfatico nio relatado por nenhum voluntario

Histéria ciriirgica 16 voluntarios relataram ter historia cirurgia
Histoéria familiar 10 voluntarios relataram ter historia familiar
Musculoesquelético 1 veluntario relatou

Othos — Ouvidos — Nariz 2 voluntarios

Outros ndo refatado por nenhum voluntério
Respiratéorio 3 voluntarios relataram problemas respiratorios

Sistema Nervoso Central ndo relatado por nenhum voluntério
1.2.2.1. Avaliacio dos Sistemas do Exame Clinico Pré-estudo
No veluntario 20, ocorreu anormalidade na pele.

1.2.2.2. Exames Laboratoriais Pré e Pos-estudo

Nao foi observado nenhum desvio significativo para a realizacio do estudo nos

resultados dos exames laboratoriais.
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1.3. OCORRENCIA DE EVENTOS ADVERSOS

Neste estudo, foram inciuidos 26 voluntarios, ccomrendo “drop ocut” de um dos
participantes. Dos voluntarios participantes, 04 apresentaram eventos adversos (tabela), sendo
que nenhuma das queixas clinicas foi relacionada a droga.

Essas queixas clinicas por parte dos voluntarios, nfio apresentaram nenhuma

implicac@o na coleta dos dados e no resultado final do estudo clinico.

Tabela 13: Rea¢Oes adversas relatadas pelos voluntarios durante a internagio.

Voluntario Periode de Medica Evento adverso Intensidade Conduta Tratamente

internacie ¢do
1 2 R Cefaiéia  Moderada 1 Dipirona
2 1 T Cefaléia Leve 1 Dipirona
15 1 R Cefaléia Severo 1 Dipirona
18 1 T Vomito Leve 0 nenhum



2. ETAPA ANALITICA

3.1. VALIDACAO DO METODO ANALITICO

2.1.1. Especificidade

O método desenvolvide demonstrou-se especifice para cefadroxil e acetaminofeno

(PI), obtendo-se boa separagdo destes entre si e dos componentes do plasma (ANEXO)

2.1.2. Curva de Calibracio

A tabela abaixo apresenta os valores de concentragio de cefadroxil determinadso para

as amostras de plasma padriio da curva de calibrag@io com seus respectivos valores nominais e

desvios percentuais.

Tabela 14: Determinaco da concentragdc de cefadroxil em amostras de plasma padrio da

curva de calibragdo

Concentracio

nominai (pg/mi)
0,50

1,00

10,00

15,00

20,00

30,00

2.1.2.1. Linearidade

0,52
0,98
9,67
14,63
21,19

29 50

Concentracio Média  Exatidao média (%)

104,31
97,59
96,74
97.52
105,97

98,33

* Desvio médio (%)

O métode mostrou-se linear entre as concentracdes de 0,3 a 30 ug/ml. A tabela

apresenta 0s parametros relativos a media de 6 curvas de calibragdo



Tahela 15: Curva de linearidade

| "Cohcél‘i't.ra(_‘ﬁ:o' . Média Conceﬁfmcﬁd  Exatidio  Desvio
Nominal P/PI Real
...... T TEN

05 ool
0.4 0,01 0,41 101,69 1,69
0,5 0,023 0,53 105,60 5,60
1,0 0,05 0,92 91.61 -8,39
5,0 0,34 S it 102,25 2,25
10,0 0,67 9,93 89,32 -0,68
20,0 1,35 1988 99,41 -0,59
30,0 2,05 31,20 104,00 4.00

Tabela 16: Parimetros relativos a curva de calibracie do métedo analitico para a

quantificacio do cefradroxil em plasma por CLAE na faixa de concentracio de 0,3 a 30

pg/ml,

Parametros Vaior

 Inclinagdo (a)
Intercepto (b) -0,0137
Coeficiente de correlacio (1°) (,9999

2.1.3. Limite de Quantificacio

O limite de quantificacic do método foi de 0,3 ug/ml, com precisio de 4,43% ¢
exatidéo de 92.43%.



2.1.4. Precisio e Exatidiao

A precisdio variou emire 3,45 ¢ 5,89% para amostras analisadas nc mesmo dia (intra-
dia) e entre 11,61 e 12,79% para amostras analisadas em dias diferentes {inter-dias). A
exatiddo variou entre 90,61 e 93,94% e 9764 ¢ 107,66% para analises intra e inter-dias

respectivamente.

Tabela 17: Precisfo e exatiddo intra-dia e inter-dias referentes ao método analitico para a
quantificac@o de cefadroxil em plasma por CLAE. Cada valor represnta a média de seis e trés

determinagdes para analise intr e inter-dias, respectivamente.

Contenteacio wgmh T Precista (%) g
~ Intra-dia  Inter-dias  Intra-dia  Inter-dias
0,5 5,89 11,61 91,41 107,66
15 3,45 12,42 90,61 97,64

25 4,92 12,79 93,94 99,15

2.1.5. Recuperacio

A recuperagio media da extrac@ic foi de 63,7% para cefadroxil e 107,34% para

acetaminofeno, com precisio ¢ exatiddo dentro dos limites especificados. (ANEXO)

Tabela 18: Recuperacio média

" Concentraciio (ng/ml) " Recuperacio (%)
T T e Padrio {C“io/;)"" N mlsad;ﬁ_o?ntelno(C\‘Vu)

0.5 (CQB} 6031 (4.38) 10734 (1.47)

15 (COM) 61,70 (2.33) 104,84 (1.4

30 (CQA) 68.70 (4,20) 109.40) (1,19)

Média de recuperagio (%) 63.57 107.20
Precisdo da recuperacdo (CV%) 7.08 2.13
DP 4,50 2.28
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2.1.6. Estabilidade
2.1.6.1. Estabilidade nos Ciclos de Congelamento e Descengelamento

As amostras mantiveram-se estaveis quando mantidas a ~20°C e analisadas apos trés

ciclos de congelamento e descongelamento (tabela)

Tabela 19: Estabihidade do cefadroxil em amostras de plasma mantidas a temperatura de —
20°C e submetidas a trés ciclos de congelemento e descongelamento. Cada resultado

representa a meédia de trés determinacdes.

(“'Onceatracﬁg( ug/ml} SR Ciday = Cldo 2 e Cides

Precisio Exatidio Precisio Exatidio Precisio FExatidio

(%) (%) (%) (%) (%) (%)
0.5 2.50 8262 7,74 94 52 12.36 113,76
15 3,76 90,17 2,48 105,52 3,16 89,21
25 3

31 89,59 14,71 107,13 1,01 91,58
2.1.6.2. Estabilidade de Curta Duracio

A estabilidade de curta duragic, representada pela estabilidade no tempo e condicBes
de analise, foi determinada utilizando-se amostras de plasma de controle de qualidade
submetidas ao mesmo tratamento que as amostras de plasma de voluntarios a serem
analisadas, ou seja, descongelamento natural & temperatura ambiente ¢ preparagiio conforme
método validado previamente descrito. Estas mesmas amostras foram utilizadas para avaliar a
estabilidade durante o periodo de espera no injetor automatico até a introdugiio da amostra no
sistema cromatografico, periodo correspondente a 24 horas (tabela). Foi avaliada também a

estabilidade por 48 horas a temperatura ambiente.



Tabela 20; Estabilidade do cefadroxil em amostras de plasma no tempo e condicdes de

analise. Cada resultado representa a média de trés determinagdes.

H43];9ras e

Precisao Exatidao

' Concentracio (ug/ml) 24 horas

 Exatidio
0.5 2,56 114,15 6,02 107,40
15 1,75 114.67 2,22 93,01
25 1,65 114,17 8,56 93,27

Precisao

2.1.6.3. Estabilidade de Longa Duracao

A estabilidade das amostras de plasma contendo cefadroxil foi verificada utilizando-se
amostras de plasma de controle de qualidade, as quais foram preparadas na sua totalidade no

dia 10 de setembro de 2003,

Ja as amostras de plasma de controle de qualidade e amostras de plasma de voluntarios
que teceberam cefadroxil mantiveram-se estaveis por pelo menos 28 dias, ou seja, de 10 de
setembro de 2003 (data de preparo das amostras de plasma de controle de gualidade) a 8 de
outubro de 2003 (data de analise apds armazenamento de 28 dias) & temperatura de —20°C
(tabelas)

Tabela 21: Estabilidade do cefadroxil em amostras de plasma de controle de qualidade,
analisadas imediatamente apds o preparo. Cada resultado representa a média de trés
determinacdes.

— an;:emmcﬁo(ilgmf;) }lrgc,séﬁ e atm e e e E‘atldﬁ}) ,

e Og__ [
13

25

7.03 94 46
34 91,90
94 94,27

tad
L

P~
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Tabela 22: Estabilidade do cefadroxil em amostras de plasma mantidas a temperatura de —

20°C por 28 dias. Cada resultado representa a média de trés determinacdes.

B T et
15 2.71 98,82
25 1,41 96,80

2.1.6.4. Estabilidade das Solucdes Padrio

A estabilidade das solucSes estoque de padrio e padrio interno foi determinada pela
analise diarta das mesmas durante as comidas analiticas das amostras de plasma dos
voluntarios. A variabilidade apresentada foi 8,03% e 10,79% para as areas de padrio e padrio
interno, respectivamente. No Anexo II pode ser observado um grafico representativo da

avaliag8o de estabilidade das solu¢bes-padrio de cefadroxil e acetaminofeno.
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2.2. CONCENTRACOES DO CEFADROXIL NO PLASMA DOS VOLUNTARIOS

As figuras 2 e 3 demonstra o cromatograma referente ao plasma branco ¢ a figura 3, o
cromatograma referente ao tempo 0,5 h de um dos voluntarios, com os respectivos tempos de
reten¢do para o Cefadroxil e o Acetaminofeno (PI).

A tabela 23 e o grafico 4 representam as concentracdes do Cefadroxil — 500mg (Teste e
Referéncia) no plasma de voluntdrios sadios em fungio dos tempos de coleta das amostras:

No ANEXO 11, pode-se observar as concentragdes individuais para cada voluntario.

00 500
Retention Time
o - o
€0 - £
20 - f2o
0w - 160
- - e T e e - i <
] 1 2 3 % H & 7 * S {3
Minuses

Figura 2: Cromatograma referente ao plasma branco (sem medicamentos).
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Reernton Time

£

*¥

v

e

3
#843

5043

Figura 3: Cromatograma referente 2 dosagem dos firmacos teste e referéncia em plasma

no tempo 1,0 h um dos volantirios.
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Tabela 23: Média das Concentracies:

(horas)
0.00 0.00 000
0.50 4.68 3.06
1.00 12.56 8.93
1.50 14.61 10.96
2.00 13.93 11.77
2.50 12.22 11.64
3.00 9.82 10.28
3.50 7.54 8.46
4.00 3.93 6.67
6.00 221 2.78
8.00 0.89 111
234 .
- —— Referéncia
—
s 204 —— Teste
E
= 154
o
e
g
£ 10
=
o
g 5-
]
o
O i ] 13 i
0.0 2.5 3.0 75 10.0

Tempo (horas)

Figura 4: Médias das concentracdes dosadas dos fairmacos teste e referéncia x o

tempo de coleta.
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3. ETAPA ESTATISTICA

Os dados analisados foram de um estudo aberto, aleatorizado, cruzado, em dois

periodos e duas seqiiéncias. Os dados eram proventientes de um processo validado e calibrado.

3.2.PARAMETROS FARMACOCINETICOS

Tabela 24: Pardmetros farmacocinéticos relacionados ao produto de referéncia

Vol -‘LSEIEM ASCl)m__ __REIaﬂ:ﬁO CM:‘“ TM{\X Kel T
i 111 55399 94 .63 12.94 1.30 04133 1.6690
2 68.54 72185 Y109 18 47 2.30 44389 13704
3 41 45 4271 87.03 {380 2.00 .3290 13163
4 32.06 33.20 9636 {061 1.30 4.4817 1.4390
bl 62.36 6435 96.90 17.39 230 G.5118 1.3544
6 7047 7714 41,56 17.23 3.30 04397 £.5764
7 6338 70.32 92,08 2160 2.00 0.403] F7LHIG
8 32.89 3385 9717 10,54 2.30 4.3747 12062
9 3754 3911 93 98 il.el 230 (3023 1.3793
10 4086 4237 95 64 132 E30 (4689 1 4781
11 353.77 36.77 9728 [3.70 100 0.4997 1.3870
12 3133 52.24 97.23 10.69 2.00 4391 1.3007
13 31.26 3251 96.72 1,76 1.30 £.3000 138062
14 43 73 46.31 Gt 46 1194 2.00 0.4287 16169
i5 47.02 48 36 9723 14,33 1.00 (0 5008 1.3840
16 37.34 61.08 G421 £5.94 3.00 (14692 L4774
17 43.94 4333 96 46 1592 00 04710 L4717
18 4532 46.84 97.18 14.07 2.50 0.3322 1.2352
20 47.72 48.77 97.83 15.39 1.00 () 5285 13113
21 TH1O 9338 2079 3.6 05174 1.3397
22 3740 97.01 16.17 2.00 (0.3239 1.3230
23 6269 86.32 1349 4.00 (.3004 1.3853
24 4344 08.25 1383 1.30 (.3453 1.2706
25 RHEY 9R8.63 1956 1.30 0.6149 1.1273

73 3396 9638 937 300 0S4 12732




Tabela 25: Parimetros farmacocinéticos relacionados ao produto teste:

T S R R
1t 5779 60.17  96.04 19.87 150 0.4497 15415
2 77.21 82.83 93.21 21.99 1.50 0.3859  1.7961
3 48.08 4947 97.19 16.46 2.00 0.5248  1.3207
4 34.02 35.67 95.38 11.11 1.50 0.4426  1.5661
5 58.79 60.29 97.52 18.79 1.50 0.5340  1.2980
6 65.83 70.40 93.50 17.79 3.00 0.4525  1.5317
7 63.45 66.24 95.79 21.71 1.00 0.4379  1.5831
$ 34.86 35.50 98.21 12.06 1.50 0.5651  1.2267
9 35.79 36.74 97.42 11.19 2.00 0.5696 12170
10 40.80 42.54 95.93 13.21 1.50 0.4616  1.5015
11 38.08 39.13 9733 15.55 1.00 0.4971 13943
12 29.50 30.87 95.55 .63 1.50 0.4372  1.5856
13 33.18 34.8] 95.31 8.89 2.50 0.4651  1.4905
14 46.63 48.70 95.75 14.76 1.50 0.4054  1.7098
15 45.78 47.14 97.11 17.79 1.00 0.4844 14311
16 65.10 68.72 94.74 19.05 2.50 0.4479  1.5475
17 52.46 54.21 96.77 15.25 1.00 0.4628  1.4979
18 40.25 41.91 96.05 11.01 2.50 0.5138  1.3490
20 55.09 56.43 97 61 18.17 1.50 0.5125  1.3525
21 64.18 66.36 96.72 23.13 1.50 0.5007 13843
22 54.97 56.11 97.96 19.35 1.00 0.5253  1.3194
23 72.27 73.74 98.01 23.39 2.50 0.5988  1.1575
24 55.35 57.41 96.41 15.97 2.00 0.4947 14012
25 51.87 52.71 98.41 2232 1.50 0.5977  1.1596
26 38.45 39.19 98.11 12.33 1.50 0.5395  1.2849
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Tabela 26: Média dos parimetros farmacocinéticos obtidos de 25 voluntarios apos a

administracio de Cefadroxil ~ capsula de 500mg.

~ Formulacdo Referéncia  Formulacio Teste
Parimetros
Média bP Média DP
AUC, 4757 1245 50.39 1323
AUC). 49 89 13.84 52.29 14.04
Comnsix 14.48 3.37 16.43 4.41
Tmax 2.00 3.00 1.50 2.00
Kel 0.50 0.05 0.49 (.06
Ty 1.39 0.58 1.40 0.64
Tabela 27: Média geométrica das taxas de AUCy, AUCq. € a de Cpa, individuais
(formulacdo teste/referencia) e seus respectivos intervalos de confianca (¥C).
"~ CefadroxiliCefamox®  Analise estatistica i

Média geométrica com 90% de IC

AUCy: % | 105.58 10217 = 109,10
AUC,. % 104.74 101.55 - 108.02
Conix % 112.08 105.59 - 118.97



DISCUSSAO

O Cefadroxil ¢ um antibidtico da classe das cefalosporinas de primeira geracio,
administrado oralmente e comercializado no Brasil sob a forma de suspensio oral e céapsulas
por diferentes fabricantes (P.R.Vade-mécum, 2004-2005). Neste estudo, foram analisadas duas
formulagOes apresentadas sob a forma de capsulas, contendo 500mg de Cefadroxil, com a
finalidade de demonstraciio da biodisponibilidade relativa (bioequivaléncia) de um produto-
teste produzido pela indistria farmacéutica Apotex do Brasil LTDA com relacio a um produto

de referéncia produzido pela industria farmacéutica Bristol-Myers Squibb.

Ambos os lotes dos medicamentos testados foram inicialmente submetidos a testes
fisico-quimicos (tabela 10} precomizados pela Farmacopéia Americana (United States
Pharmacopeia, 1999), com a finalidade de verificar se estas amostras atendiam a
especificagdes. Estes testes, realizados in vifro, possibilitam a obtengdo de importantes
informag¢des a respeito do comportamento dos produtos, podendo comparar formulagdes em
desenvolvimento, ou mesmo especialidades farmacéuticas ja comercializadas, visando a
demonstracdo de sua eficacia e seguranca. Desta forma, os produtos teste (lote n° GE 7720) e
referéncia (lote n°144429) podem ser considerados, segundo a FDA (Food and Drug
Administration) como equivalentes farmacéuticos, por conterem o mesmo farmaco, a mesma
dosagem e forma farmacéutica. Além disso, todos os testes realizados in vitro, demonstrados
no item resultados, apresentaram-se adequados as normas. No entanto, este fato nio garante a

bioequivaléncia, no podendo ser intercambiaveis apenas com estes testes.

Para a avaliacio da bioequivaléncia de ambas as formulagdes para, empregou-se um
estudo do tipo quantitativo direto, com delineamento aberto, aleatorizado, cruzado, em dois
periodos e duas seqgiiéncias (crossover 2x2) para cada formulacio estudada. Este tipo de
desenho permite administrar a todos os voluntarios os dois produtos (teste e referéncia), em
duas fases distintas. Este delineamento € comum na maioria dos estudos de bioequivaléncia,
pois outros tipos, como por exemplo, o crossover 2x3, podem encarecer o medicamento

genérico, ndo trazendo beneficios a populagio (MARZO, 1999j.
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O estudo de bicequivaléncia iniciou-se apés o recrutamente de 35 voluntarios, dos
quais 26 (13 sexc masculmo e 13 sexo feminino) foram incluidos no estudo apés serem
avaliados com exames clinicos e laboratoriais. Antes da primeira internagio, houve “drop out”
(abandono) do voluntario n° 19 (sexo feminino). Outro estudo realizado por OLIVEIRA et al
(2000) utilizou 24 voluntarios (12 do sexo feminmino e 12 do sexo masculino), e seus
pardmetros farmacocinéticos estavam entre 80-125% do intervalo proposto pela FDA (Food
and Drug Administration). Portanto, um niimero um pouco menor de voluntarios ndo interfere

na Etapa estatistica.

De acordo com os “critérios de inclusdo” descritos no Protocolo Clinico, os
voluntarios devem: ser homens e mulheres n3o gravidas e que ndo estejam amamentando; com
idade entre 18 a 50 anos de idade; ter indice de massa corporea maior do que 19 e menor do
que 30; ter boas condigdes de saide ou sem doencas significativas, a juizo de um profissional
legalmente habilitado; capaz de compreender a natureza e objetivo do estudo, inclusive os
riscos € efeitos adversos e com intengdo de cooperar com o pesquisador e agir de acordo com
os requerimentos de todo © ensaio, © que vem a ser confirmado mediante a assinatura do
Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE). Este estudo seguiu as recomendacdes
exigidas pelas GCP (Good Clinical Practice - Boas Praticas Clinicas) ¢ GRP (Good
Recruitment Practice — Boas Praticas de Recrutamento), além das Resohigdes n.196 de 10 de
outubro de 1996 e n.251 de 07 de agosto de 199, as quais exigem a assinatura do TCLE, por
causa da variedade de riscos que foram descritos em testes utilizando drogas (SUGARMAN,
2002 e DAINESE, 2004). Este termo foi formulade com linguagem clara e nfio coerciva, para

que os voluntarios estivessem cientes de tais riscos a que estariam se submetendo.
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Na internagd@o, houve um desvio de protocolo, onde os voluntarios n® 08 e 10 sofreram
atraso de 30 segundos no primeiro tempo de coleta. Dos voluntarios participantes, 04(quatro)
apresentaram eventos adversos. Geralmente, as cefalosporinas sio bem toleradas, ndo
ocorrendo eventos adversos graves De acordo com a descrigdo da literatura, supde-se que a
queixa clinica de cefaléia no esteja relacionada a droga, pois as contra-indicagdes descritas
correlacionam-se com manifestagdes gastrointestinats e hipersensibilidade & droga.
{(MARSHAL e BLAIR 1999). Sendo assim, das queixas clinicas como a cefaléia,
provavelmente, pode nfo estar relacionadas a droga, mas a queixa do voluntario n.13, pode ter
correlagBo com a droga. Além disso, essas queixas clinicas por parte dos voluntarios, nio
apresentaram nenhuma implicacio na coleta das amostras e no resultado final do estudo

clinico. Portanto, o estudo transcorreu sem nenhum evento adverso sério.

As amostras de sangue para a determinago de Cefadroxil foram colhidas previamente
a administracdo e até 8 horas apds, em intervalos pré-determinados (0; 0,5; 1,0; 1,5; 2.0; 2,5;
3,0; 3,5; 4,0; 6,0 ¢ 8,0 horas). O total de 550 amostras foram submetidas a quantificacio.
OLIVEIRA et al (2000) utilizou tempos de coleta diferentes (0,25; 0,5; 0,75; 1,0; 1,25; 1,5;
2,0; 2,5; 3,0; 4,0; 6,0; 8,0; 10,0 e 12,0 horas) totalizando 672 amostras. Apds a coleta, as
amostras foram processadas e armazenadas de acordo com a descrigio da metodologia. As
diferengas nos tempos de coleta ndo influenciaram na demonstracio final da bioequivaléncia,

pots esta provado que em tempos menores pode-se obter intervalos de confianca confiveis.

A bioequivaléncia foi avaliada quantificando-se o firmaco em plasma, através de uma
metodologta analitica desenvolvida e validada, a fim de garantir a qualidade e a confiabilidade
dos resultados deste estudo. As concentragdes plasmaticas foram determinadas através de
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia acoplada a um Detector UV - Visivel (HPLC-UV-
VIS). Este metodo foi escolhido por apresentar caracteristicas adequadas a analise de amostras
de omigem biologica seja em relagio a especificidade, precisio ou exatiddo. Por se tratar de
uma técnica rapida, especifica e que permite a determinacfo simultinea de diferentes farmacos
e seus metabolitos, sua utilizagdo tem se mostrado vantajosa em relacdo a outros métodos
(BOMPADRE, 1998). Estudos recentes realizados por ESHRA et al, 1993 e OLIVEIRA et al,

2000 descrevem a quantificagdo do farmaco por espectrometria de massa. Entretanto, apesar
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da alta especificidade e sensibilidade, esta técnica tem como desvantagem seu elevado custo, o
que limita sua utilizag¢do pelos laboratdrios analiticos. As Figuras 4 e 5 representam os
cromatogramas do plasma branco e o tempo de 1,0 hs de coleta de um dos voluntarios,
respectivamente. Avaliando os tempos de retengdo (5,063 minutos para o Cefadroxil e 6,846
minutos para o Acetamtinofeno), pode-se concluir que a espectrometria de massa influencia
apenas na rapidez da andlise, sendo o método utilizado neste estudo eficaz na dosagem do

Cefadroxil .

De acordo com a descricio da metodologia, as amostras provenientes de matrizes
biologicas necessitaram de wm pré-tratamento ou purificagio para serem injetados no sistema
cromatografico. Utilizou-se um tratamento comum que incluiu a precipitacio de proteinas. A
extragdo do Cefadroxil foi feita com acetonitrila, pois a extragiio com solventes orgénicos é
limitada devido ao seu carater polar e anfotérico (MCARTEER, 1987 e LINDGREN, 1987).

O método utilizado para a dosagem do Cefadroxil foi validado de acordo com a
resolugo RE n. 899/03. Segundo essa resolugdo a validagio deve garantir, por meio de
estudos experimentais, que o método atenda s exigénecias das aplicacdes analiticas,
assegurando a confiabilidade dos resultados. Para tanto, deve apresentar os seguintes
pardmetros: especificidade, curva de calibracio, linearidade, limite de quantificagio, precisio

¢ exatiddo, recuperagdo ¢ estabilidade, adequados & analise.

Segundo BRESSOLLE er al (1996) os termos seletividade e especificidade
intercambidvel. Especificidade € uma habilidade de distinguir o analito dos demais compostos
endogenos. A seletividade inclui a habilidade de separar o analito a partir dos produtos de
degradacdo, metabolitos e drogas co-administradas. O método desenvolvido demonstrou-se
especifico para cefadroxil e acetaminofenc (PI), obtendo-se boa separacio destes entre si e dos

componentes do plasma.

A curva de calibragdo € necessaria para que se use um ntimero suficiente de padrdes
para definir adequadamente a relagiic entre a concentragio e a resposta. A curva de calibracio

deve ser construida usando pelo menos de 5 a2 8 valores (excluindo os valores dos brancos)
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aproximados das concentragdes esperadas. Cada padrio € preparado adicionande um volume
apropriado de solugio estoque; este volume deve ser sempre menor que, ou equivalente a, 2%
do total do volume das amostras (BRESSOLLE ez al, 1996). A tabela 16 demonstrou os
valores de concentragio de cefadroxil determinados para as amostras de plasma padrio da
curva de calibragdo com seus respectivos valores nominats e desvios percentuais. O nivel
sérico maximo ¢ alcangado em tormo de 1,5 hora, atingindo cerca de 16ug/ml, caindo
progressivamente, mas mantendo niveis superiores a 1 ug/ml apos sete horas e 0,02 pg/mi na
décima hora. (MARSHALL e BLAIR, 1999; TAVARES, 1996).

A linearidade do meétodo foi representada mostrando que a inclinacio da curva de
calibracio linear ¢ estatisticamente diferente de 0, que o intercepto nfio € estatisticamente
diferente de zero e que o coeficiente de regressdo linear ndo € estatisticamente diferente de 1.
Se um intercepto ndo-zero € obtido, ela deve demonstrar que ali estd o ndo efeito da acuracia
do método (BRESSOLLE e al, 1996). O método mostrou-se linear entre as concentracdes de
0,3 a 30 pg/ml. A tabela 17 apresentou os parametros relativos a média de 6 curvas de

calibragio

O limite de quantificaciio do método foi de 0,3 ug/ml, com precisdo de 4,43% e
exatiddo de 92.43%. O estudo realizado por OLIVEIRA et al, 2000, que dosou o mesmo
medicamento em 26 voluntarios sadios por Cromatografia Liquida de Fase Reversa, acoplada
a um Espectrometro de Massa (LC-MS-MS), obteve um limite de quantificagio de 0,05ug/ml.
Outro estudo realizado por LINDGREN, 1987, quantificou ¢ Cefadroxil pelo mesmo método
deste estudo, mas em matriz bioldgica diferente, obteve um limite de quantificacdo de 1,0
ug/ml. Estas diferengas podem ser devidas a mudangas de métodos e matrizes biologicas, as
quais devem ser levadas em consideracio para comparagio e analise das diferencas entre as

metodologias analiticas.

De acordo com BRESSOLLE et al (1996), a precisio e exatiddo inter e intra-dias do
LOQ deve ser determinada utilizando cinco amostras de QC, de um simples pool/ de matrix,
independente dos padrdes. A precisdo de um método analitico € a medida de um erro aleatorio
e € definido com o acordo entre as medidas das replicatas de algumas amostras. Ela é expressa

através da porcentagem do coeficiente de variacio (%CV) ou com o desvie do padrio relativo
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das medidas das replicatas (CAUSON, 1997). A média dos valores deve estar dentro dos
limites prée-definmidos, normalmente dentro de £20% do valor nominal da concentragho, com

um coeficiente de vanagio <20%.

O LOQ serve para mostrar a concentra¢do mais baixa da curva de calibragio. A
exatiddo de um método analitico ¢ uma medida do erro sistematico ou sua inclinacio e €
definida como © acordo entre o valor medido e o valor verdadeiro. Desde que as amostras
reais com valores verdadeiros nio sio conhecidas, uma aproximagio € obtida baseada no valor

da concentracio nominal da matriz sem a droga.

A exatiddo de um método analitico € entdo determinada de cada concentragdo pela
avaliagdo de acordo entre o valor da concentragio nominal dos analitos nas amostras de matriz
sem a droga (CAUSON, 1997). A precisdo variou entre 3,45 ¢ 5,89% para amostras analisadas
no mesmo dia {intra-dia) e entre 11,61 e 12,79% para amostras analisadas em dias diferentes
(inter-dias). A exatiddo variou entre 90,61 e 93,94% e 97,64 e 107,66% para analises intra e

inter-dias respectivamente.

A recuperagio media da extrac@io foi de 63,7% para cefadroxil e 107,34% para
acetaminofeno, com precis@io e exatiddo dentro dos himites especificados. A recuperagio deve
ser documentada durante toda a extensdo da curva-padrio. A recuperagio absoluta é avaliada a
partir da quantificagdo das amostras extraidas das trés concentragdes dos controles de (QC) e
comparadas com as respostas obtidas com as solucdes de padrio puro que ndo foram
submetidos a um pré-tratamento; € expressa em porcentagem. Os valores encontrados
apresentaram-se adequados para o cefadroxil, mas um pouco acima da média para
acetaminofeno, sendo que para os ensaios de bioequivaléncia e biodisponibilidade popde-se 50
a 90% de recuperacio, no entanto os valores apresentaram-se precisos € exatos, ndo sendo este
valor levado em consideragio (BRESSOLLE ef al., 1996).

Segundo CAUSON (1997), os dados de estabilidade s3o requeridos para mostrar que a
concentrago do analito muma amostra durante o tempo das analises correspondem a

concentragdo do analito no tempo da experimentacdo. A estabilidade de um analito na solugdo
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de estoque, na matriz bioldgica e nas amostras processadas (extratos) deve ser estavel. A
estabilidade do analito armazenado em solugdo de estogque para analise ¢ melhor investigado
durante a validagdo, com amostras para definir os dados de término preparados imediatamente
antes da validagic do método, armazenando-as a temperatura apropriada e analisando-as em
ensaios separados apos o intervalo de tempo apropriado, por exemplo de 15 a 30 dias. A
estabilidade do analito na amostra bioldgica deve ser conduzida na temperatura, por exemplo
ambiente ou a 4°C, em um leve nivel que existira apds o término do periodo necessario para
processar a remessa das amostras em estudo, e deve incluir o efeito de congelamento-desgelo,
com um minimo de trés ciclos separades pelo menos em12 horas. A estabilidade nos ciclos de
congelamento e descongelamento, de curta duragio, de longa duracfio e das solugBes padrio
nas amostras processadas foi bem avaliada apOs 24 e 48 horas. As amostras mantiveram-se
estaveis quando mantidas a —20°C e analisadas apés trés ciclos de ‘congelamento e
descongelamento. A estabilidade de curta duragdo, representada pela estabilidade no tempo e
condicbes de analise, foi determinada utilizando-se amostras de plasma de controle de
qualidade submetidas a0 mesmo tratamento que as amostras de plasma de voluntarios a serem
analisadas, ou seja, descongelamento natural a temperatura ambiente e preparacio conforme
método validado previamente descrito. Estas mesmas amostras foram utilizadas para avaliar a
estabilidade durante o periodo de espera no injetor automatico até a introdugio da amostra no
sistema cromatografico, periodo correspondente a 24 horas (tabela). Foi avaliada também a
estabilidade por 48 horas a temperatura ambiente. As amostras de plasma de controle de
qualidade e amostras de plasma de voluntarios que receberam cefadroxil mantiveram-se
estaveis por pelo menos 28 dias, ou sefa, de 10 de setembro de 2003 (data de preparo das
amostras de plasma de controle de qualidade) a 8 de outubro de 2003 (data de analise apds
armazenamento de 28 dias) 4 temperatura de —20°C. A estabilidade das solugdes estoque de
padrdo e padrio interno foi determinada pela analise diaria das mesmas durante as corridas
analiticas das amostras de plasma dos voluntérios. A variabilidade apresentada foi 8,03% e
10,79% para as areas de padrdo e padrdo interno, respectivamente. No Anexo II pode ser
observado um grafico representativo da avaliagdo de estabilidade das solugdes-padrio de
cefadroxil e acetaminofeno. A estabilidade foi avaliada no minimo em duas concentragBes,
refletindo a concentragdo esperada dos analitos e amostras em estudo, representando-as.altas e.

baixas concentracdes nas regides da curva de calibraciio.
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Tendo em vista os resultados apresentados, pode-se afirmar que o método apresentou
boa especificidade, sensibilidade, linearidade, precisgo ¢ exatiddio, permitindo sua utilizacdo

em ensaios de bioequivaléncia.

As curvas das médias de “concentragdo vs tempo” de ambas formulagdes de cefadroxil
capsulas (500 mg) apresentaram diferencas dentro dos limites aceitdveis pelos padrdes
exigidos pela ANVISA (Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria) e FDA (Food and Drug

Administration).

Como o estudo foi conduzido em dois periodos e duas segiiéncias, foi necessario um
periodo de “wash out” ou periodo de eliminagdo ¢ definido como o intervalo de tempo
suficientemente grande entre dois periodos de tratamento para que o efeito residual ou “carry-
over” de uma formulagdo administrada num periodo de tratamento seja eliminado das
unidades experimental para o proximo periodo. O “carry-over” ou efeito residual é o efeito da
droga que persiste depois do fim do periodo da dosagem. Na Etapa Estatistica, foi observada a
existéncia de “carry over”, embora tenha sido realizado o “wash out” de 7' vidas. O intervalo
entre as internacSes foi de 7 dias, portanto ndo tendo qualquer importancia analitica, uma vez
que observou-se valores de concentracdes obtidos para cada voluntario no tempo zero da

segunda fase, foram zero. Portanto, o efeito residual ndo interferiv nos calculos estatisticos.

Vinte e cinco voluntarios foram inclusos na avaliagio quanto a bioequivaléncia. As
razbes das médias (ieste/referéncia) dos parfimetros farmacocinéticos correspondentes ao

intervalo de confianca de 90% foram calculadas para determinar a bioequivaléncia.

Foram calculadas para cada formulagdo, na ordem, a concentragio maxima atingida
Cmax, @ area sob a curva a partic da hora da administracio do medicamento até a tltima
amostra coletada ASCqy. ¢ a area sob a curva a partir da administracio do medicamento e
extrapolada ao infinito ASCo.ine O valor de Ty ndio é levado em consideragiio para

comparagio da bicequivaléncia, porém também ¢ analisado em comparacdo de resultados.



Os valores médios dos parametros farmacocinéticos das formulagdes de referéncia e
teste, respectivamente, foram: ASCq. (47,57 pg/mL e 50,39 png/ml.), ASCo.inr (49,89 ng/mie
52,29 pg/mL), Cumsy (14.48 ug/mL e 16,43 ug/mL), Tmax (2,0 h e 1,5 h) e T, (1,39 h e 1,40h).

Os valores de Cpy;y foram semelhantes aos relatados por WELLING et al (1985). Ja os
resultados de Cuax € Tuay revelaram-se acima da média comparando-os com os estudos
conduzidos por MARINO et al (1982), onde os valores de Cpax foram de 10,1 ug/mb, Ty de

1,1 horas.

Comparando com os estudos conduzidos por OLIVEIRA et al (2000), todos os

pardmetros relataram-se abaixo das medias, menos com relagio ao T

A analise de variancia (ANOVA) foi realizada para avaliar os efeitos dos periodos,
grupos e produtos, indicando se existiuv ou ndo qualquer um desses efeitos no estudo, entre
dois grupos de individuos do ensaio e entre os dois produtos administrados para os valores dos

parametros farmacocinéticos Curax, ASCo € ASCoune

A observagio do efeito do periodo ndo invalida o ensaio de bioequivaléncia, uma vez
que a ANOVA verifica a igualdade dos produtos (tratamentos), independentemente da
ocorréncia dos mesmos. Espera-se que um ensaio bem elaborado e consistente ndo apresente
diferencgas estatisticamente significativas. Entretanto, se as mesmas forem detectadas, o ensaio

deve ser considerado invalido e a causa deve ser investigada (ORMSBY, 1994).

O efeito da segiiéncia relaciona-se com a ordem que as formulagdes foram
administradas aos voluntarios. Este pardmetro ¢ considerado como um obstaculo e tem pouca
importincia na analise, uma vez que o efeito da sequéncia é geralmente causado por uma
diferenga entre os grupos de individuos, sendo assim, absorvido pela fonte de variagdo
individual (ORMSBY, 1994).

O efeito do produto indica se existe ou ndo igualdade entre os produtos avaliados. A

constatacdo do efeito ndo significa que as formulagdes avatiadas néo sejam bicequivalentes. O
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conceito de bioequivaléncia esta definido dentro do intervalo de confianga de 90% (IC 90%), e
sob este aspecto, mesmo havendo efeiio do produto, as formulagdes estando dentro dos limites
estabelecidos pelos orgdos reguladores serfo considerados bioequivalentes. Sendo assim, se 0
efetto do produto for observado pela analise de varilncia, isso significa que os produtos ndo
sdo iguais, mas ndo implica em que os mesmos ndo sejam clinicamente equivalentes. Segundo
a Resolucdo RE n. 478/2002, dois medicamentos serdo considerados bioequivalentes quando o
IC 90% para razbes de ASCo. (produto teste)/ASCq. (produto referéncia) e Cuux (produto
teste)/Crax (produto referéncia) entre as médias dos parametros farmacocinéticos dos produtos

teste e referéncia estiverem compreendidos entre 80 e 125%.

A analise devariincia (ANOVA) realizada para avaliagio dos efeitos de periodo,
seqiténcia e produto, indicou auséncia de qualquer um desses efeitos paras as formulacdes, ou
seja, ndo houve diferenca significativa entre os produtos administrados para os valores dos

parametros farmacocinéticos Cpax, ASCos € ASCoing.

A ANVISA (Agéncia Nacional de Vigildncia Sanitaria), FDA (Food and Drug
Administration) ¢ EMEA (European for the Evaluation of Medicinal Products) aprovam
evidéncias de bioequivaléncia em termos de biodisponibilidade relativa, definida por meio dos
pardmetros Cpix, ASCoyr € ASCoinr. A biodisponibilidade média relativa pode ser expressa
como razdo ou como diferenca entre as médias dos parmetros farmacocinéticos dos produtos
teste e referéncia. Os orgdos oficiais consideram, atualmente, duas formulagdes
bioequivalentes se o intervalo de confianca de 90% (IC 90%) da razdo entre as médias dos
pardmetros farmacocinéticos de teste e referéncia, determinada a partir das transformacdes
logaritmicas dos valores dos referidos pardmetros, estiver compreendido entre 80 e 125%

{BRASIL, 2002 ¢ USA, 2001).

As médias geométricas dos pardmetros farmacocinéticos com os respectivos intervalos
de confianca foram: Cpux (112,08, 90% IC = 105.59 — 118.97); AUCO, (105,58; 90% IC =
102,17-109,10) e ASCouwmr(104, 74, 90% IC = 101.55 - 108.02). Comparando com os
resultados de OLIVEIRA et al (2000), os valores da AUCO. e ASCo.ns (103,97, 90% IC =



98,14-110,16 e 104,08, 90% IC = 98,37-110,12) sdo semelhantes, mas o valor de Cnay (95,23,
90% IC = 85,59-105,96) encontra-se abaixo da média.

Considerando que o intervalo de confianga de 90% para a razio entre as médias
geomeétricas de ASCoa, ASCo. € Crsx esta dentro dos intervalos estabelecidos pela RDC 135,
de maio de 2003 — ANVISA, FDA (Food and Drug Administration) e EMEA (European for
the Evaluation of Medicinal Products), caracterizando a semelhanca entre a formulacgio de
Cefadroxil — cdapsula de 5300mg (Apotex do Brasil Ltda) ¢ bioequivalente 4 formulagdo do

®

Cefamox™ cdpsula de 500 mg produzida pela Bristol-Myers Squibb, quanto 4 taxa de

absorcio.
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CONCLUSAO
Analisando os itens abaixo:

e A Etapa Clinica do Estudo de Bioequivaléncia referente ao Cefadroxil — cdpsulas (500mg)
em voluntarios sadios teve inicio ap6s a aprovagio do Comité de Etica em Pesquisa da
FCM- Unicamp. Os voluntarios foram selecionados e o protocolo de estudo foi cumprido
de acordo com as Resolu¢des 196, de 10 de outubro de 1996 e 251, de 07 de agosto de
1997 do Mimistério da satide.

» O método utilizado para dosagem das formulagdes de Cefadroxi! — cdpsula de 560 mg no
plasma de voluntérios sadios foi a Cromatorafia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE), por
apresentar caracteristicas adequadas a analise de amostras de origem biologica seja em
relagio a especificidade, precisdio ou exatidio. Esta técnica possui ainda sensibilidade
suficiente para estudos de farmacocinética, biodisponibilidade e bioequivaiéncia. Tendo em
vista os resultados apresentados incluidos no ANEXO II, referente a “validacio do
método”, pode-se afirmar que o método apresentou boa sensibilidade, linearidade, precisio
e exatiddo, permitindo sua utiliza¢do em ensaios de bioequivaléncia.

» Para as analises estatisticas foram utilizadas as curvas de “decaimento plamatico vs tempo”
de ambas as formas farmacéuticas (teste e referéncia). A partir destas curvas foram
calculados os parfmetros farmacocinéticos, através dos programas estatisticos SAS® e
Excel, sendo estes validados e especificos para anélises estatisticas referentes a estudos de
bioequivaléncia.

e Todos as transformacdes logaritmicas dos parimetros farmacocinéticos avaliados estavam
entre 80 e 125% do limite de intervalo de confianga (I1C) estabelecido pela FDA, ANVISA
e EMEA.

Conclui-se que os produtos contendo Cefadroxil capsulas 500mg) produzido pela Apotex
do Brasii LTDA (produto teste) ¢ intercambiavel ao Cefamox® - cdapsulas de500mg,

produzido pela Bristol-Myers Squibb (produto referéncia).
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Tabela 28: ConcentracGes referentes ao Voluntdario 1

Teste

—= Referéncia
——"Teste

 Tempo Referéncia
{horas)
o0 0.00 0.00
0.5 0.41 5.71
1.0 943 15.80
15 12.94 19.87
2.0 11.99 14.86
25 12.34 12.47
3.0 11.91 10.18
35 935 8.08
4.0 8.00 6.73
6.0 2.86 2.41
8.0 1.20 1.07
25+
=)
E 204
&
=
2 154
St
£
£ 10
g
S 5
0 H] T T ]
0.0 2.5 50 75 10.0

Tempo (horas)

Figura 5: Grafico da Concentracio x Tempo referente ao Voluntirio 1.
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Tabela 29: ConcentracBes referentes ao Voluntario 2:

" Tempo Referéncia  Teste
(horas)
00 000 000
0.5 232 1.64
1.0 9.19 17.44
15 14.11 21.99
2.0 18.12 20.16
25 18.47 19.30
3.0 15.70 14.91
35 13.81 11.30
4.0 10.41 10.36
6.0 3.89 436
8.0 1.89 2.17
254 _
= —=— Referéncia
£ 20 —— Teste
Bf
é
2 15-
=
il
£ 10
S
S 5
0 1 1 1 i
0.0 25 5.0 75 10.0

Tempo (horas)

Figura 6: Grafico da Concentracio x Tempo referente ao Voluntdrio 2.
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Tabela 30: Concentractes referentes ao Voluntdrio 3:

" Tempo Referéncia  Teste
(horas)
- 0.00 000 0.00
0.50 1.80 4 58
1.00 7.56 9.30
1.50 10.95 1323
2.00 13.80 le.46
2.50 11.92 13.00
3.00 9.64 934
3.50 6.85 7.35
4.00 4. 83 5.66
6.00 1.74 1.82
8.00 .67 0.73:
254 ]
—»— Referéncia
; 204 —— Teste
£
E
= 154
o
g
,._E_, 104
g
= 5
=
o
0 H T ] 3
00 2.5 50 75 100
Tempo (horas)

Figura 7: Grafico da Concentracio x Tempo referente ao Voluntdrio 3.



Tabela 31: Concentracées referentes ao Voluntadrio 4:

“Tempo  Referéncia Teste
{horas)
”(:)—.—00 ' 0.00 OOOMWM
0.50 1.35 0.54
1.00 6.98 7.76
1.50 10.61 11.11
2.00 10.04 11.02
2.50 7.98 8.57
3.00 6.28 6.86
3.50 473 473
4 00 3.60 3.42
6.00 1.51 1.86
8.00 0.55 0.73
25+
—e— Referéncia
- 20 —— Teste
£
g
= 154
=
bl
L
§ 10+
g
= 55
o
S
0 1] H 1 i
0.0 25 5.0 75 100

Tempo (horas)

Figura 8: Grifico da Concentracio x Tempo referente ao Voluntdrio 4.
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Tabela 32: ConcentracGes referentes ao Voluntdrio 5:

 Tempo Referéncia  Teste

(horas)
o0 0.00 0.00
0.5 3.71 6.58
1.6 12.76 18.21
1.5 12.65 18.79
20 15.80 17.88
2.5 17.59 13.87
30 14.04 10.76
35 10.74 8.04
40 7.93 5.91
6.0 3.39 1.77
80 1.02 0.80
25+ _
—=— Referéncia
E 20 este
=}
= 154
]
S
g 104
P
= 5+
o
)
0 H T H 1
00 2.5 50 75 100

Tempo (horas)

Figura 9: Grifico da Concentraciic x Tempo referente ao Foluntdrio 5.



Tabela 33: Concentragdes referentes ao Voluntario 6:

“’i“em—f)oReferénc;a . Tes}e
(horas)
00 000 0.00
0.5 0.30 1.31
1.0 3.20 3.84
1.5 5.09 6.16
2.0 8.09 12.88
2.5 13.22 1630
3.0 15.83 17.79
35 17.23 15.36
4.0 17.01 13.28
6.0 7.40 5.17
8.0 2.93 2.07
25+
— Referéncia
3 — —
= 20 Teste
Ei
= 15
ford
we
-
f;._'f 10+
-
&
g2 5.
s
-
O T 1 T 1
00 2.5 5.0 75 10.0

Tempo (horas)

Figura 10: Griafico da Concentraciio x Tempo referente ao Voluntario 6.
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Tabela 34: Concentractes referentes ao Voluntdario 7:

" Tempo Referéncia  Teste
(horas)
00 000 0.00
0.5 0.77 12.28
1.0 7.65 21.71
15 17.86 20.75
2.0 21.60 16.32
2.5 1628 12.81
30 14,95 8.92
3.5 11.26 7.43
4.0 915 568
6.0 3.38 2.51
8.0 2.00 1.22
25+
—u— Referéncia
= _ ~=— Teste
g 20 e85
13
2 154
[}
S
j_;f 10-
g
= 5
(=]
o
G H 13 H i
0.0 25 5.0 75 10.0

Tempo (horas)

Figura 11: Grifico da Concentracio x Tempo referente ao Voluntirio 7.
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Tabela 35: Concentractes referentes ao Volunidrio 8:

 Tempo Referéncia  Teste

(horas)
00 0.00 T 0.00
g5 0.80 8.94
1.0 2534 11.37
1.5 5.19 12.06
2.0 905 10.04
2.5 10.54 704
30 952 53.72
35 7.04 385
40 5.29 2.68
6.0 1.55 0.82
8.0 0.55 0.36
25+
—— Referéneia

MEN —— Teste

é 20

2

- 154

&

we

G

g 10-

g

= 5-

=

]

O T 1 T 1
00 25 50 75 10.0

Tempo (horas)

Figura 12: Grafico da Concentracio x Tempo referente ao Voluntdrio 8.
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Tabela 36: Concentragdes referentes ao Folunidrio 9:

) Tgrﬁpoi{ei:efgncm V:I‘emsteﬁ
{horas)
00 0.00 ©0.00
0.5 0.90 1.11
1.0 516 5.00
1.5 8.52 7.04
2.0 1036 il.1¢9
2.5 11.61 10.83
3.0 9.60 Q.70
3.5 728 6.62
4.0 5.16 533
6.0 1.79 1.42
8.0 0.79 0.54
25+ _
—=— Referéncia
= 204 —— Teste
=
E
= 15~
=]
g
g 10+
g
g 5-
s
o
O 7 13 T 1
0.0 2.5 3.0 7.5 100
Tempo (horas

Figura 13: Grifico da Concentracgio x Tempo referente ao Voluntdrio 9.
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Tabela 37: Concentracdes referentes ao Voluntdrio 16:

" Tempoe Referéncia  Teste
(horas)
0.0 0.00 0.00
0.5 0.57 5.90
1.0 7.32 12.08
1.5 11.32 13.21
2.0 10.7% 13.13
25 11.30 911
3.0 980 6.90
3.5 7.38 4 64
40 552 3.84
6.0 1.96 1.51
80 0.80 0.80
25+ _
—— Referéncia
= 204 —— Teste
=
& y5
=
< 104
g 5
e
Y o0 : ; , .
0.0 25 5.0 7.5 16.0

Tempo (horas)

Figura 14: Grafico da Concentracio x Tempo referente ao Voluntirio 10.
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Tabela 38: Concentractes referentes ao Voluntdario 11:

Temi}(; " Referéncia  Teste

{horas)
0.0 0.00 000
G.5 7.52 6.51
1.0 13.70 1555
1.5 12.68 13.68
2.0 992 10.28
2.5 7.09 6.28
30 463 5.73
3.5 3.39 4.40
4.0 2.88 311
6.0 1.10 1.23
80 0.50 0.52
25+ }
—=— Referénceia
g 204 —— Teste
=)
- 154
el
wy
Q
g 104
g
= 54
=
o
0 t ] T 1
0.0 2.5 50 7.5 10.0
Tempeo (horas)

Figura 15: Grafico da Cencentracioc x Tempo referente ao Voluntdrio 11.



Tabela 39: Concentragdes referentes ao Voluntdrio 12:

‘Tempo  Referéncia Teste
(horas)

00 000  0.00
0.5 7.83 3.36
1.0 9.92 9.17
1.5 925 9.63
20 10.69 7.70
2.5 5.17 6.87
3.0 4.43 474
3.5 3.38 305
4.0 2.61 3.00
6.0 1.17 1.22

8.0 0.41 0.60

[§8]
i
I

—+— Referéncia
—— Teste

ek — (L]
O W <
| H 13

A
!

Concentraciio (ng/mL)

<

T T

2.5 50 7.5 10.0
Tempo (horas)

@
)

Figura 16: Grafico da Concentracdo x Tempo referente ao Voluntdrio 12.
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Tabela 40: Concentraches referentes ao Voluntdrio 13:

 Tempo Referéncia  Teste

(horas)
00 T 0.00 - 0.00
0.5 1.33 0.76
1.0 8.93 7.35
1.5 10.76 7.54
2.0 932 8.54
2.5 832 8.89
3.0 5.76 7.09
3. 501 5.80
4.0 3.00 4 08
60 1.13 1.58
8.0 0.53 0.76
25
~-u-— Referéncia
g () - Toste
2
- 15+
o
5l
£ 107
<
§ 57
S
O |4 i 1 ]
0.0 2.5 50 7.5 10.0

Tempo (horas)

Figura 17: Grifico da Concentracgiio x Tempo referente ao Voluntdrio 13,



Tabela 41: Concentracdes referentes ao Voluntdrio 14:

T;enliloi{efmeréncm_i“egte
(horas)
00  0.00 0.00
05 416 6.47
1.0 11.26 13.36
1.5 11.07 14.76
2.0 11.90 10.94
2.5 11.49 937
3.0 Q.66 717
35 6.38 504
40 4309 472
6.0 2.10 2.94
8.0 1.10 0.84
25+ )
—a— Referéncia
% 20 —=—Teste
Ei
= 154
]
wy
L
§ 104
g
= 5=
[=]
-
O ¥ T I
0.0 2.5 50 16.0

Tempo (horas)

Figura 18: Grafico da Concentracio x Tempo referente ao Voluntdrio 14.
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Tabela 42: Concentracdes referentes ao Voluntdrio 15:

Temﬁef{ef e
{horas)
"""""""" 0.0 ©0.00 0.00
0.5 5.52 7.87
1.0 14.55 17.79
1.5 1416 14.54
2.0 1421 12.80
2.5 11.35 8.85
3.0 8.72 7.13
35 6.13 5.60
4.0 4.60 3.62
6.0 1.64 1.65
8.0 0.67 0.66
25+ .
- —=— Referéncia
£ 20- —— Teste
=
2
S 154
g
= 104
g
3 51
0 T A H i
0.0 25 5.0 7.5 10.0
Tempo (horas)

Figura 19: Grafico da Concentraciio x Tempo referente ao Voluntdrio 135.
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‘Tabela 43: ConcentracOes referentes ao Volunigrio 16:

 Tempo Referéncia  Teste

(horas)
0.0 T 0.00 0.00
0.5 0.84 1.56
1.0 6.19 11.39
1.5 8 47 13.84
2.0 8.71 17.79
25 15.03 19.05
30 15.94 1581
35 14.02 11.13
4.0 10.40 8.91
6.0 4. 14 3.53
8.0 1.66 1.62
25+ ]
—»— Referéncia
g 20 e TOgTE
Ei
~- 154
&
g
g 10
g
= 54
=]
o
0 T 1 1 1
0.0 2.5 5.0 7.5 10.0

Tempo (horas)

Figura 20: Grifico da Concentracio x Tempo referente ao Voluntdirio 16.
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Tabela 44: Concentracdes referentes ao Voluntdrio 17:

TempeR et%ré‘ncﬁa«'ﬂ[é;tg
(horas)
0.0 0.00 0.00
0.5 382 4.40
1.0 15.92 1525
1.5 13.85 14.54
2.0 12.75 13.20
2.5 937 12.50
3.0 7.59 Q76
35 6.39 7.72
4.0 4.17 6.88
6.0 1.56 218
8.0 0.76 0.81
25- ,
—— Referéncia
= 20 —— Teste
g 20 <
2
— 154
-]
!
g 104
g
g 77
-
D T 1 1] H
0.0 2.5 50 7.5 10.0

Tempo (horas)

Figura 21: Grifico da Concentracio x Tempo referente ao Voluntirio 17,



129

Tabela 45: Concentra¢Oes referentes ao Voluntdrio 18:

:I‘empo(ho Referéncia Teste
ras)
0.0 .00 .00
0.5 234 1.11
1.0 9.40 2.39
1.5 9 68 4 88
2.0 i1.93 10.82
2.5 14.07 11.01
3.0 11.37 11.01
35 3.62 902
40 584 7.17
6.0 1.89 2.66
8.0 0.73 0.85
254 ;
—— Referéncia
= —— Teste
g 20
g
)
!
£
S
(]
G ¥ 1 13 1}
00 25 5.0 7.5 10.0

Tempeo (horas)

Figura 22: Grifico da Concentraciio x Tempo referente ao Voluntdrio 18.



Tabela 46: Concentracdes referentes ao Volunidrio 20:

Tempo Referéncia  Teste
{horas)
0.0 0.00 T 0.00
0.5 7.33 7.49
1.0 15.59 18.15
1.5 14,05 18.17
2.0 14.57 13.66
2.5 10.83 10.95
3.0 .05 878
35 5.83 7.91
4.0 4 40 6.66
6.0 1.54 1.74
8.0 (.56 0.69
25+ _
- —s— Referéncia
~§_ 20+ —— Teste
[-T3
=
% 154
£
s 10+
g
S 37
0 Y y ]
0.0 2.5 50 73 16.0

Tempo (horas)

Figura 23: Grafice da Concentracio x Tempo referente ao Voluntdrio 20.
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Tabela 47: Concentrages referentes ao Voluntario 21:

Té:ﬁpB Referéncia Teste
(horas)
0.0 ~0.00 0.00
0.3 0.53 1.38
1.0 5.75 14.11
1.5 8.89 2313
2.0 915 21.16
2.5 19.43 16.98
3.0 20.79 12.73
3.5 17.67 951
4.0 12.84 6.68
6.0 448 262
8.0 1.70 1.09
25- _
=~ ~—s— Referéncia
£ 20- ~=— Teste
2
g 157
£
£ 10
;
5 5
0 3 1] i
0.0 2.5 5.0 10.0
Tempeo (horas)

Figura 24: Grifico da Concentraciio x Tempo referente ao Foluntdrio 21.



Tabela 48: Concentracdes referentes ao Volunizario 22:

 Tempo Referéncia  Teste
(horas)
0.6 0.00 0.00
0.5 3.86 12.90
1.0 11.32 19.35
15 12.55 18.37
2.0 16.17 14.95
2.5 15.59 10.58
3.0 12.13 8.34
35 9.71 528
4.0 7.36 477
6.0 2.46 1.76
8.0 0.90 0.60
25 ]
—=— Referéncia
:3. = "“‘“‘“‘I‘“‘““"T t
E 20 este
ES
~ 151
&
uy
e
§ 10+
g
£ 54
=~}
o
0 t i ] 3
0.0 2.5 50 7.5 10.0

Tempo (horas)

Figura 25: Grifico da Concentracio x Tempo referente ac Voluntdrio 22.



FTabela 49: Concentragdes referentes ao Voluntdario 23:

Tempo Referéncia "i"es}e

{horas)
0.0 0.00 0.00
0.5 0.29 4,53
1.0 0.97 16.26
15 0.81 17.59
2.0 0.61 18.13
2.5 075 23.39
3.0 327 16.99
35 10.54 12.36
4.0 13.49 927
6.0 11.67 2.54
8.0 420 0.88
254 )
—=— Referéncia
:3 n mw-wT t
E 20 este
=
= 154
]
g
g 10+
g
= 5
[
]
0 T ¥ 1 1
0.0 25 50 75 100

Tempo (horas)

Figura 26: Grifice da Concentraciio x Tempo referente a0 Voluntdrio 23.
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Tabela 50: Concentracées referentes ao Voluntdrio 24:

~ Tempo Referéncia  Teste
(horas)
000 0.00 0.00
0.50 10.34 130
1.00 13.36 9.86
1.50 13.85 15.70
2.00 11.18 15.97
2.50 8.87 14.66
3.00 7.18 12.50
3.50 4.99 9.79
4.00 3.62 7.26
6.00 142 2.68
8.00 0.42 1.02
25+ ,
—=— Referéncia
= 204 —— Teste
£
f_é 15
f
-~
g 10-
g 5
V 0 1 T 1 1
0.0 2.5 5.0 75 10.0

Tempo (horas)

Figura 27: Grifico da Concentracio x Tempo referente ao Voluntdrio 24.



Tabela 51: Concentragdes referentes ao Vofuntdrio 235:

meempo Referéncia  Teste

(horas)
0.0 0.00 000
05 5.50 1.47
1.0 12.8% Q.46
1.5 19.56 2232
2.0 16.54 17.39
2.5 13.28 14.25
3.0 8.93 10.25
35 6.10 762
4.0 4.06 524
6.0 1.42 1.72
S0 0.42 0.50
25+ )
—=— Referéncia
3 H0 —— Teste
E 20
=
~ 154
[~]
we
[ &3
g 10
g
= 54
o
5]
0 1 I 1 3
0.0 25 5.0 7.5 10.0

Tempo (horas)

Figura 28: Grafico da Concentracio x Tempo referente ao Veluntdrio 23.



136

Tabela 52: Concentractes referentes ao Folunidario 26:

8 T e R S R b

Tempo  Referéncia Teste

(horas)
0.0 6.00 0.00
0.5 0.31 7.38
1.0 2.44 12.15
1.5 4725 12.33
2.0 6.10 10.87
25 9.13 8.67
3.0 937 6.32
3.5 7.77 4 82
4.0 6.27 3.07
6.0 227 1.47
S0 0.67 0.40
25+ )
—— Referéncia
= 70- —— Test
E 20 este
2
- 154
=1
-4
L3
g 10+
g
= 54
o
(@5
O 1 1 1 1
0.0 2.5 5.0 73 10.0

Tempo (horas)

Figura 29: Grifico da Concentraciio x Tempo referente ao Voluntdrio 26.
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ANEXO 11
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§!’}‘ COMITE DE ETICA EM PESQUISA

.- =) Caixa Postal 6111
4‘\' 13083-970 Campinas, SP
UNICAMP 8 (0__19)3783-893¢6
fax (0__19) 3788-8925

& cep@head fomunicamo.bs

CEP, 12/09/03
(Grupo II)

PARECER PROJETO: N° 417/2003
I-IDENTIFICACAO:

PROJETO: “ESTUDO DE BIOEQUIVALENCIA DE DUAS FORMULACOES DE
CEFADROXIL CAPSULA DE 500 MG EM VOLUNTARIOS SADIOS DE AMBOS
0S SEX0S, SENDO A FORMULACAO TESTE PRODUZIDA PELA APOTEX DO
BRASIL LTDA E A FORMULACAO REFERENCIA (CEFAMOXL®) PELO
LABORATORIO BRISTOL-MYERS SQUIBB”

PESQUISADOR RESPONSAVEL: Eduardo Abib

INSTITUICAQ: Clinica S3o Lucas

APRESENTACAO AO CEP: 12/09/2003

I - OBJETIVOS

Avaliar a biodisponibilidade relativa de dois produtos contendo cefadroxil.

1 - SUMARIO

Trata-se de um estudo aberto, randomizado, cruzado, sendo 2 tratamentos, 2
periodos, nos qual os voluntirios recebem os medicamentos teste & de referéncia.As
formulacdes sio administradas em dose Ginica por via oral seguidos de coletas de sangue de
pelo menos 3 meias vidas.

Serdo selecionados 26 voluntirios sadios (13 do sexo masculino e 13 do sexo
feminino), com idade de 18 a 50 anos. Os voluntdrios efetuardo consulta médica para
historia médica, exame fisico, e para exames cardiologicos e laboratoriais.

IV - COMENTARIOS DOS RELATORES

O protocolo & bem estruturado. O termo de consentimento informa os objetivos do
estudo, os procedimentos a serem realizados, as obrigagdes dos voluntirios, possiveis
riscos, desconfortos. Assegura a confidencialidade dos dados obtidos, sigilo de identidade.
Garante o esclarecimento de quaisquer dividas, a qualquer tempo, €2 possibilidade de se
retirar do estudo.
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V -PARECER DO CEP

O Comité de Ftica em Pesquisa da Faculdade de Ciéncias Médicas da UNICAMP,
ap0Os acatar 0s pareceres dos membros-relatores previamente designados para o presente
caso e atendendo todos os dispositivos das Resoluges 196/96 e 251/97, bem como ter
aprovado o Termo do Consentimento Livre e Esclarecido, assim como todos 0s anexos
incluidos na Pesquisa, resolve aprovar sem restricdes o Protocolo de Pesquisa supracitado.

VI - INFORMACOES COMPLEMENTARES

O sujeito da pesquisa tem a liberdade de recusar-se a participar ou de retirar sen
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 cdpia do Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido, na integra, por ele assinado (Item IV.2.4).

Pesquisador deve desenvolver a pesquisa conforme delineada no protocolo
aprovado e descontinuar o estudo somente apés analise das raz8es da descontinuidade pelo
CEP que o aprovou {Res. CNS Item H11.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 notificagio ao CEP e & Agéncia Nacional de Vigildncia
Sanitaria - ANVISA - junto com seu posicionamento.

Eventuais modifica¢des 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 Il apresentados anteriormente 2 ANVISA,
o pesquisador ou patrocinador deve envii-las também a mesma junto com © parecer
aprovatorio do CEP, para serem juntadas ao protocolo inicial (Res. 251/97, Item IIL2.¢)

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

VII - DATA DA REUNIAQ

Aprovado “ad referendum” em 12 de setembro de 2003.

A ser homologado na IX Reunifio Ordiniria do CEP/FCM, em 16 de setembro de
2003.

Profa. ngnvia Bertuzzo

PRESIDENTE DO COMITE DE ETICA EM PESQUISA
FCM / UNICAMP
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COMITE DE ETICA EM PESQUISA
Z; Caixa Postal 6111

13083-970 Campinas, SP

® (0__19) 3788-8536

fax (0__19) 3788-8925

O cendnesed SovLuncanin.ge

CEP, 16/09/03
(PARECER PROJETO 417/03)

PARECER

I-IDENTIFICACAO: :

PROJETO: “ESTUDO DE BIOEQUIVALENCIA DE DUAS FORMULACOES DE
CEFADROXIL CAPSULA DE 500 MG EM VOLUNTARIOS SADIOS DE AMBOS
0S SEXO0S, SENDO A FORMULACAO TESTE PRODUZIDA PELA APOTEX DO

BRASIL LTDA E A FORMULACAO REFERENCIA (CEFAMOX®) PELO
LABORATORIO BRISTOL-MYERS SQUIBB”

PESQUISADOR RESPONSAVEL: Eduardo Abib Janior

I -PARECER DO CEP

O Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Ciéncias Médicas da UNICAMP
tomou ciéncia e aprovou 0 Emenda que altera o horario de internagdo de 24 para 20 horas,
referente ao protocolo de pesquisa supracitado.

O conteudo e as conclusdes aqui apresentados s&o de responsabilidade exclustva do

CEP/FCM/UNICAMP e nio representam 2 opinifio da Universidade Estadual de Campinas
nem a comprometem.

Profa. Dra. G@vﬁﬂs‘:l‘:; Bertuzzo

PRESIDENTE DO COMITE DE ETICA EM PESQUISA
FCM / UNICAMP
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COMITE DE ETICA EM PESQUISA

Caixa Postal 6111, 13083-570 Campinas, SP
= (0_19) 3788-8936

FA)( (G 19) 3788—8925

\.Ln.'l u‘d\. . inn

@ v g eamp b pes

o e fem unicamn by
CEP, 16/09/03
{Grupo H)

PARECER PROJETO: N° 417/2003

I-IDENTIFICACAO:

PROJETO: “ESTUDO DE BIOEQUIVALENCIA DE DUAS FORMULACOES DE
CEFADROXIL CAPSULA DE 500 MG EM VOLUNTARIOS SADIOS DE AMBOS OS
SEXO0S, SENDO A FORMULACAQ TESTE PRODUZIDA PELA APOTEX DO BRASIL

LTDA E A FORMULACAO REFERENCIA (CEFAMOXL®) PELO LABORATORIO
BRISTOL-MYERS SQUIBB™

PESQUISADOR RESPONSAVEL.: Eduardo Abib Jr
INSTITUICAQ: Clinica S3o Lucas

APRESENTACAO AO CEP: 12/09/2003
APRESENTAR RELATORIO EM: 16/03/04 e 16/09/04

11 - OBJETIVOS

Avaliar a biodisponibilidade relativa de dois produtos contendo cefadroxil.

I - SUMARIO

Trata-se de um estudo aberto, randomizado, cruzado, sendo 2 tratamentos, 2 periodos,
nos qual os voluntarios recebem os medicamentos teste ¢ de referéncia. As formulagdes sdo
administradas em dose Gnica por via oral seguidos de coletas de sangue de pelo menos 3 meias
vidas.

Serdo selecionados 26 voluntarios sadios (13 do sexo masculino e 13 do sexo feminino),
com idade de 18 a 30 anos. Os voluntarios efetuarfio consulta médica para historia médica,
exame fisico, e para exames cardioldgicos e laboratoriais.

IV - COMENTARIOS DOS RELATORES

O protocolo ¢ bem estruturado. O Termo de Consentimento Livre e Esclarecido informa
0s objetivos do estudo, os procedimentos a serem realizados, as obrigagdes dos voluntarios,
possiveis riscos, desconfortos. Assegura a confidencialidade dos dados obtidos, sigilo de
identidade. Garante o esclarecimento de quaisquer davidas, a qualquer tempo, e a possibilidade
de se retirar do estudo.

VY - PARECER DO CEP

O Comité de Ftica em Pesquisa da Faculdade de Ciéncias Médicas da UNICAMP, apds
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atendendo todos os dispositivos das ResolugBes 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 nio 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.) e deve receber uma copia do Termo de Consentimento
Livre e Esclarecido, na integra, por ele assinado (Item IV.2.d).

Pesquisador deve desenvolver a pesquisa conforme delineada no protocolo aprovado e
descontinuar o estudo somente apds anlise das razdes da descontinuidade pelo CEP que o
aprovou (Res. CNS Item III.1.z), exceto quando perceber risco ou dano nfo previsto 20 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 & Agéncia Nacional de Vigildncia Sanitaria — ANVISA —
iunto com seu posicionamento.

Eventuais modificagies 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 I apresentados anteriormente 4 ANVISA, o pesquisador ou
patrocinador deve envid-las também 4 mesma junto com o parecer aprovatério do CEP, para
serem juntadas ao protocolo inicial (Res, 251/97, Item I11.2.¢)

Relatorios parciais e final devem ser apresentados ao CEP, de acordo com 0s prazos
estabelecidos na Resolugio CNS-MS 196/96.

VII - DATA DA REUNIAO

Homologado na IX Reunido Ordinaria do CEP/FCM, em 16 de setembro de 2003.

Profa. Dra, C men Silvid Bertuzzo
PRESIDENTE DO COMITE DE ETICA EM PESQUISA
FCM / UNICAMP
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ANEXO ITI



VALIDAGAO DE METODOLOGIA BIOANALITICA
Parmetro a ser avaliado: Especificidade ' Pagina: 1 /1

Projeto: “Estudo de bioequivaléncia de duas formulagdes de cefadroxil cipsula de 500 mg, em
voluntirios sadios de ambos os sexos, sendo a formulagio teste produzida pela Apotex
do Brasil Ltda e formulagio referéncia (Cefamox) pelo laboratério Bristol_Myers Squibb."”

Empresa solicitante: Synchrophar

Informagdes gerais da corrida analitica
Série: C:CLASS-VP\DATA\CEFADROXIL SYNCHROFAR\Validcao\Linear__Espec_CD

Data de inlcio da corrida analltica: 09/10/03 Data do fim da corrida analitica: 09/11/03
Horério de infclo da corrida analitica: 13:18 Horério do fim da corrida analitica: 11:10
Resumo da Metodologia: Condigbes cromatograficas: .

Farmaco (padrio): cefadroxil Detecgéio: UV

Padrdo interno: Acetominofeno Identificagdo do sistema cromatografico: Shimadzu 1

Matriz blolégica: plasma Comprimento de onda: 230 nm

Volume da matriz blolégica: 500 uL _ Fase mével: Tampao fosfato 20mM: metanol {85:15)

Volume de padrao interno: 30 ul. (sol. 100,0ug/ml.) Coluna: Shim-pack CLC-C18 (M) 15 cm

Volume do solvente de purificagio: 3 mL Temperatura do forno: 40°C

Solvente de purificagio: acetonitrila Fluxo: 0.8 mL/min

Tempo de agitagdo : 1 minuto Volume de ressuspensfo; 250 yl

Temperatura para secagem do solvente: 40°C Volume de injegio: 250l

Resumo da metodologia: Analisar quatro amostras de plasma " brance” , uma amostra lipdmica e uma hemolisada,
Arquivar os cromatogramas destas amostras no disquete como "figura”.

Amostra Resultado
i
"branco 1" OK
"branco 2" OK
“branco 3" OK
"branca 4" OK
fipémico OK
hemolisado OK

¥l



VALIDAGAO DE METODOLOGIA BIOANALITICA
ParAmetro a ser avallado: Limite de quantificagiio (L.Q)

Pagina: 1/2

Projeto: "“Estudo de bloequivaléncia de duas formulagdes de cefadroxil capsula de 500 mg, em voluntarios sadios
de ambos 0s sexos, sendo a formulagiio teste produzida pela Apotex do Brasil Ltda e formulagfio referéncia

{Cefamox} pelo lahoratério Bristol_Myers Squibb.”

Empresa sollcitante; Synchrophar

Informagdes gerais da corrida analitica
Série; C:CLASS-VP\DATA\CEFADROXitL SYNCHROFAR\Valid¢ao\l.Inear_Espec_CD

Data de Inlcio da corrida analitica; 09/10/03 Data do fim da cotrida analitica: 09/11/03
Horérlo de inlcio da corrida analitica: 1318 Horatlo do fim da corrida analltica: 11:10
Resumo da Metodologla: Condigbes cromatogréficas:

Farmaco (padrio): cefadroxil Delecgio: UV

Padrio Interno: Acelominofeno Identificacdo do sistema cromalografico: Shimadzu 1

Matriz bioldgica; plasma Comprimento de onda: 230 nm

Volume da matriz bicldgica: 500 ul Fase movel: Tampéo fosfalo 20mM; metanol (85:15)

Velume de padréo Inlerno: 30 uL {sol. 100,0ug/mL) Coluna: Shim-pack CLC-C18 (M} 15 cm v

Volume do solvente de purlficagio: 3 mL Temperatura do forno: 40°C

Solvente de purificagio: acetonitrila Fluxo: 0.8 mL/min

Tempo de agilagho : 1 minuto Volume de ressuspensfio: 250 ub

Temperalura para secagem do solvente: 40°C - Volume de injecdo; 25ul.

Resumo da melodologta: Analisar quatro amostras de plasma * branco" , uma amoslira lip&mica e uma hemolisada.
Arquivar os cromalogramas deslas amostras no disquete como "fligura”,
Resumo da melodologia: Determinar a menor concentragfio quantificavel com precisio e exatidéio aceltavels,

Analisar amostras de concentragtes decrescentes (no minimo tres) e comparara-las com uma curva de calibragio.
Cada concentragho analisada deverd ser em réplicas de, no minimo, cinco.

Dispor os dados em forma de tabela e determinar a preciséo (CV9%) das réplicas, e a exatiddo por determinagfo da concentragio real por

Interpolaco dos valores da razio entre padrio/padrio inferno na curva de calibragio oblida no dia,

S¥i



VALIDAGAO DE METODOLOGIA BIOANALITICA
‘arAmetro a ser avaliado: Limite de quantificagiio (LQ) Pagina: 212

‘rojeto:  "Estudo de bioequivaléncia de duas formulagdes de cefadroxil capsula de 500 mg, em voluntarios sadios
de ambos os sexos, sendo a formulagiio teste produzida pela Apotex do Brasil Ltda e formulagio referéncia
{Cefamox) pelo faboratério Bristol_Myers Squibb."”

‘mpresa solicitante: Synchrophar

.urva de calibragao - dltimo ponto de cada concentragéo da Linearidade

a1

Area Area Retfagio Cone. Conc. Exatidio Desvio . .
. Curva de calibragdo L.

P Pl PRl Nominal Determ, 3 Inclinagio = a = 0,067095404
9144 1025645 0,01 0,3 027 89,40 -10,60 2 Interceplo = b = .0,0004
15511 1018053 0,02 0.4 0.36 90,54 946 | &,

© 24205 11037235 0,02 0.5 0,48 96,62 338 | o
49604 957538 0,05 1.0 0,91 90,74 626 | 4§ ¥~ 0061 1x - 00001
324675 970085 0,33 5,0 503 10055 055 | %1 eome
631945 © 082529 0,66 10,0 8,92 99,21 -0,79 0 ' . .
1354175 683328 1,37 20,0 20,61 103,07 3,07 0 10 20 a0 a0
2042518 1032002 1,98 30,0 29,62 98,72 -1,28 Conernitage trgimt)
0,2 ug/mL 6,3 ug/mil. 0,4 ug/mL.
Areado Arsa o Retaglio Concentragio Areado Area do Relagho Concentragio Aren do Area do HeiagAo Concentragho
Padrio Pl PPt Real Padrio Pl PIP Real Padrio Pt PIPt Real
4800 1014904 0,0046 0,20 C10132° 0 1018405 0,0009 0,28 14007 1052781 0,033 0.33
0 1009788 . 0,0000 0,14 10943, - gpeare . O.(H10 0,30 15464 1052281 0,0147 0.35
6779 - ‘posagy © 00068 0,24 - 04 1054028 0,0087 0,27 14208 1026528 0,0139 0,34
' 4807 ' 1028418 . 0,0047 0,21 oaso. i 1041289 0,0085 0,28 15056 1063979 0,0142 0,35
4882 '3;1023701 .- 00048 0,20 9405 .. 1030407 . 0,0091 0,27 14779 1081483 0,039 0,34
g 1004128 0,0000 0,14 T 9144 T 1025845 0,0089 0,27 15841 1019053 0,0152 0,36
\ Média 0,19 Média 0,28 Meédia 0,35
DP 0,04 Dp 0.01 pp 0.0t
CV {%) 22,34 CV (%) 4,43 CV (%) 2,88
Exatidio 93,30 Exatiddo 92,43 Exatiddo 86,75




VALIDAGAO DE METODOLOGIA BIOANALITICA

Pardmetro a ser avallado: Recuperagiio Pigina: 1 /5
Projeto: "Estudo de bioequlvaléncia da duas formulagées de cefadroxil cipsula de 500 myg, em veluntarios
sadios de ambos os sexos, sendo a formulag3o teste produzida pela Apotex do Brasil Ltda
e formulag3o referéncla (Cefamox) pelo laboratdrio Bristol_Myers Squibb.”
Empresa solicltante: Synchrophar
informagbes gerals da corrlda analitica
Séris; C:CLASS-VP\DATA\CEFADROXIL SYNCHROFAR\Va!idcéo\Rec_,CDZ_lnterﬂEstzath_j
Data do Inicio da corrida analitica: 09/41/03 Data do fim da corrida analitica; 09112103
Hordrio de infcio da corrida analitica: 19,24 Hordrio do fim da corrida analitica: 12:18
Resumo da Metodalogla: Condigoes cromatograiticas:
Farmaco {padrio): cefadroxil Detecgao: UV
Padrio interno: Acetominofeno ldentificago do sistema cromatografico: Shimadzu 1
Matriz blolégica: plasma Comptimento de onda; 230 nm
Volume da matriz bioldgica: 500 ul. Fase mével: Tampio fosfato 20mM: metanol {845:15)
Volume de padrao interno: 30 ul, (sol, 100,0ug/mL) Coluna: Shim-pack CLC-C1B (M) 15 cm
Volume do solventa de purificaco: 3 mi, Temperatura do forng: 40°C
Solvente de purificagio: acetonitrila Fluxo: 0.8 mL/min
Tempo de agitago : 1 minuto Volume de ressuspensiio: 250 ul
Temperatura para secagem do solvente: 40°C ) Volume de injecio: 25ul.

Resumo do procedimento: avaliar recuperacio astabelecendo-se relagho entra & resposta de uma amostra extraida vs uma amostra nas exiralda,

Analisar amostras submetidas ao processo de extragdo com aquelas que nie sofreram o processo mas foram adiclonadas de padrio ao plasma branco
submetido ao processo de extracio.

Analisar amostras em tros diferentes concenlragdes (amostras do controle de qualidade) em réplicas de cinco, no minimo.

N#o ha necessidade de anafisar uma curva de calibragio,

0BS: Amostra extralda: amostra que sefreu o processo do extragio conforme metodologla. Corriglr o valor palo volume exate fomado para
secagem e determinar a porcentagem recuperada. )
Fiasma branco extraldo+padrio: plasma branco que solreu processo de extragio conforme metodologla ¢ fol adiclonado de padrdo o
padrio Interno ao final. Representa 100% de recuperagio.

Lyl



VALIDAGAO DE METODOLOGIA BIOANALITICA
Pardmetro a ser avallado: Recuperagio Pagina; 2 /1 5

Projeto: “Estudo de bioequivaténcia de duas formulagSes de cefadroxll cApsula de 500 mg, em voluntérios
sadios de ambos os sexos, sendo a formulagio teste produzida pela Apotex do Brasil Lida
e formulag#o referéncia (Cefamox) pelo faboratério Bristol_Myers Squibb."

Empresa sollcltante: Synchrophar
Recuperagio para Controle de Qualidade Baixo 0,5 ugimt.
Volume total (mL) = 3,5

Volume para secagem (mbL) = 2.4
Padrio
Tipo de Extragio Repi. 1 Repl. 2 Repl. 3 Repl. 4 Repl. 5 Média Corrlgido D.p. C.V. {%)
amostra extraida 1968014 2063328 1987470 2082823 2301824 2080693,60 23034344,83 13284428 4,38
ptasma branco extraldo + padrio 4701798 4938300 4913388 5349625 5261702 5030062,60 503096260 26506183 5,27
Recuperagiio (%) = {amostra extraida / plasma branco extraido + padriio) = 60,31

Padrio Interno

Tipo de Extragao Rept, 1 Repl. 2 Repl.3 Repl.4 ~ Reph 5 Médla Corrlgido D.p, C.V. (%)
amostra extralda 891019 847329 46854 858122 870076 86268000 125807500 18470,06 1,47
plasma branco extraido + P} 1174375 1154187 176181 1187601 1167718 117200780 1172007.80 12276,90 1,05

Recuperagio (%) = (amostra extralda / plasma branco extraldo + padriio Interno)= 107,34

34|



VALIDAGAO DE METODOLOGIA BIOANALITICA

pariimetro a ser avaliado: Recuperagio Pigina: 3 /5
Projeto: “Estudo de bioequivaléncia de duas formulagdes de cefadroxil capsula de 500 mg, em voluntarios
sadios de ambos os sexos, sendo a formulagiio teste produzida pela Apotex do Brasil Ltda
e formulacao referéncla (Cefamox) pelo laboratério Bristol_Myers Squibb."
Empresa sollcitante: Synchrophar
Recuperacho para Controle de Qualidade Médio 15 ug/ml
Volume lotal (mL) = 3
Velume para secagem {ml} = 2.4
Padrio
Tipo de Extragio Rep!. 1 Repl. 2 Repl 3 Repl, 4 Repl. 5 Reph 6 Meédla Corrigido b.pr. C.V. (%)
amostra extraida 680544 717310 723612 658107 607105 607199 603661,17  1011589,20 2379149 2,35
plasma branco extraido + padriio 1633378 1640413 1704326 1562134 1505726 1693551 1639580,00  1GIOSORL0 55031 3,36
Recuperagio (%) = (amostra extraida / plasma branco extraido + padrio) = 61,70
Padrio Interno
Tlpo de Extragio Repl. 1 Repl. 2 Repl. 3 Repl. 4 Repl. § Repl. 8 Madia Corrigido n.p. C.V. (%)
amostra extraida A34584 855951 866649 827353 873827 854460 852154,00 124272458 17509,16 1,45
plasma branco extraido + Pl 1238431 1122748 1179984 1203110 1179097 1187603 118532867 118532867 3772340 3,18
104,84

Recuperagio (%) = {amostra extraida / plasma branco extraido + padriio interno)=

6%t
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VALIDAGAO DE METODOLOGIA BIOANALITICA
Pardmetro a ser avaliado: Recuperagio Pagina: 415

Projeto: “Estudo de bloequivaléncia de duas formulagées de cefadroxil capsula de 500 mg, em voluntirios
sadios de ambos os sexos, sendo o formutagio teste produzida pela Apotex do Brasit Lida
e formulagio referéncia (Cefamox) pelo laboratdério Bristol_Myers Squibb.”

Empresa soficitante! Synchrophar

Recuperagio para Conirole de Qualidade Atto 25 ug/mL
\ Volume fota! (mt.y = 3.5 g
. Volume para secagem {ml) = 2.4

Padrio

Tipo de Extragio Repl. 1 Repl. 2 Repl.3 Repl.4 Repl5 Repl. 8 Médla Corrigido D.P. C.V. {%}

amostra extralda 1468654 1751018 1549199 1682351 1623405 1630385 1817503,67 235885951 95049,50 4,20

plasma branco extraldo + padriio 3568343 3403487 3323364 3370534 3434288 3470089 343334750 3432334750 95400,65 2,78

Recuperagio {%) = l[amostra extraida / plasma branco extraido + padrio) = 68,70

Padrio Interno

Tipo de Extragio Repl, 1 Rept. 2 Rept.3 Repl.4 Repl § Repl. 6 Media Corrigido D.P. C.V. %)
amostra extraida 848748 882049 865911 854419 B83139 880358 B869103,67 126744285 15043,27 1,19
plasma braneco extralde + Pl 1179041 1136304 1151691 1144780 1193691 1145764 1150845,17 115854517 22582,28 1.95

Recuperagio {%) = (amostra extraida / plasma branco extraido + padrio Interno)= 109,40



VALIDAGAO DE METODOLOGIA BIOANALITICA
Parametro a ser avallado: Recuperagiio

Pagina:5 1 5

Projeto: "Estudo de bloequivaléncla de duas formulagbes de cefadroxil cApsula de 500 mg, em voluntarios
sadlos de ambos os sexos, sendo a formutagio teste produzida pela Apotex do Brasil Lida
e formulacio referéncla (Cefamox) pelo Iaboratério Bristol_Myers Squibb.”

Empresa solicitante: Synchrophar

Recuperacio Média

Médias  Padrio P
caB 60,31 107,34
cam 61,70 104,84
e CQA 68,70 109,40
Médiade recuperagio (%) 63,57 107,20
Precisfio da recuperagio {CV%) 7.08 2,13 -

DpP 4,50 2,28
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VALIDAGAO DE METODOLOGIA BIOANALITICA

Par@metro a ser avaliado: Linearidade {Curva de calibragiio) Pagina:1/3

Projeto: "Estudo de bioequivaléncia de duas formulagdes de cefadroxil capsula de 500 mg, em voluntarios sadios
de ambos os sexos, sendo a formulagiio teste produzida pela Apotex do Brasil Ltda e formutagio
referéncia {Cefamox) pelo laboratério Bristol_Myers Squibb."”

Empresa solicitante: Synchrophar

informagdes gerais da corrida analitica
Série: C:CLASS-VP\DATAICEFADROXIL SYNCHROFAR\Walidgdo\Linear_Espec_CD

Data de inlcio da corrida analitica: 09/10/03 Data do fim da corrida analitica: 09/11/03
Horéric de inlelo da corrida analitica: 13:18 Hordria do fim da corrida analftica: 11:10
Resumo da Metodologia: Condigdes cromatograficas;

Féirmaco (padrio): cefadroxil Detecgiio: UV

Padrfio interno: Acetominofeno Identificagio de sistema cromatogrdfico: Shimadzu 1

Matriz biolégica: plasma Comprimento de onda: 230 nm

Volume da matriz biolbgica; 500 ul. Fase mével: Tampdo fosfato 20mM: metangl (85:15)

Volume de padrio interno: 30 ul (sol. 100,0ug/mL) Coluna: Shim-pack CLC-C18 {M) 15 cm

Volume do solvente de purificagio: 3 mbL Temperatura do forno: 40°C

Solvente de purificagfo: acetonitrila Fluxo: 0.8 mL/min

Tempo de agitagdo : 1 minuto Volume de ressuspensio; 250 uL

Temperatura para secagem do solvente: 40°C Volume de injecdo: 25uL

Resumo do procedimento: avaliar a precisfo (CV%) entre os pontos (de cinco a oito) da curva de calibracfio por andlise de réplicas destes.

Analisar, no mesmo dia, no minimo, cinco curvas de calibragfo. Niio & preciso analisar amostras de controle de qualidade.
Dispor em forma de tabela e determinar a precisdo por comparagio das réplicas.
Determiar os par&metros relativos a Curva de Calibragdo Média obtida, para comprovar a Linearidade.

0BsS: Concentragio Nominal = Concentragio Tedrica

[



VALIDACAO DE METODOLOGIA BIOANALITICA
Parametro a ser avaliado: Linearidade (Curva de calibragao)

Pigina: 2/3

Projeto: “Estudo de bicequivaléncia de duas formulagdes
de ambos os sexos, sendo a formulagdo teste pro

referéncia (Cefamox) pelo laboratério Bristol_Myers Squibb."

de cefadroxil capsula de 500 mg, em voluntérios sadios
duzida peta Apotex do Brasil Ltda e formulagdo

Empresa solicitante; Synchrophar
cC1 0,3 ugfmi. CC2 0,4 ughni. cC3 0,5 ug/ml cC4 1 ugfmL
Aten do Areado Reing8o Asea do Area do Relagho Area do Ateado Relagho Area do Area do Relagio
Padrio Pl PIP! Padrfio Pl PIPi Padrio Pl PPl padrio Pl PiPl
'.710132 .+ 1018405 0,010 14007 1052781 0,013 22412 1008420 0,02220 49772 1015837 0,0490
10813 - 006278 0,011 15484 1052281 0,015 < oavad 874340 0,02334 48412 1030803 0,0470
-1 9204, . 11054928 0,009 14288 1026528 0,014 %" 20857 - 1013388 0,02029 50420 1007563  0,0500
©...98Bo o 1041280 0,009 15056 1062979 0,014 'V 21982 .. 1030145 0,02134 49240 1016411 0,0484
o405 1030407 0,009 14779 1061483 0,014 5 25174 . 1023641, 0,02459 46314 953471  0,0486
‘9144 1025645 0,009 15611 1019053 0,015 24205 . 1037235 0,02334 49604 957558  0,0518
Média 0,01 Média 0,01 Média  0,02252 Média 0,0491
, DP 0,00 Dp 0,00 DP 0,00 DP 0,00
CV(%) 865 CV (%) 472 CV (%) 6,92 CV (%) 3,34
cCs 5 ugimlL cee 10 ug/ml. cct? 20 ugtml, ~ cco 30 ugfmb
Areado Area do Retaglo Areado Area do relagie Areado Area do Relagho Area do Area do Retagio
~ Padrio Pl PP Padrio Pl PIP! Padrio Pl PIPI Padrio Pl PIPI
b 7'd07825 {1 8005092 0,354 " Ye40005° T 890328 0719 1283345 957673 1,340 1990592 974113  2,0435
| .-1308457 14111913623 0,338  589817.. 920300 0,641 1360664 978896 1,399 1887444 981474  1,9231
301775 1 | 908084 0,333 " 18804 |- 945258 0,855 1266063 921274 1,374 2010681 950674 21150
| 11300878 ;i 802145 0,333 . 'g2B004 . 052164 0,657 1334730  fo11840 1,319 2139037 594428  2,1510
. 1202048 ; - '871387 0,336 613035 605883 0,677 1331895 1030526 1,292 2000829 958215  2,0881
Y o-iapegrs ' oro08s 0,328 " 631045 - 082528 0,657 1351175 083126 1,374 2042516 1032602 1,9780
Média 0,34 Média 0,67 Média 1,35 Média 2.0498
DP 0,01 DP 0,03 DP 0,04 or 0,09
CV{A)y 2,81 CV (%) 4,14 CV (%) 2,95 CV (%) 4,21

29|
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VALIDACAO DE METODOLOGIA BIOANALITICA

Parimetro a ser avaliado: Linearidade {Curva de calibragio)

Pagina:31/3

Empresa sclicitante:

Synchrophar

Projeto: "Estudo de bioequivaléncia de duas formulagdes de cefadroxil capsula de 500 mg, em voluntérios sadios
de ambos os sexos, sendo a formulagéo teste produzida pela Apotex do Brasi| Ltda e formulagao
referéncia {Cefamox) pelo laboratério Bristol_Myers Squibb."

Ll

Curva Linearidade

Concentragio Midia Concentraghic Exatidio Desvlo

Nominal Pipt Real w
0,3 0,01 0,34 112,87 12,87 2
0.4 0,01 0.41 101,69 1,60 E 7
05 - 0,023 0,53 105,60 5,60 &
1,0 . 0,05 0,02 91,61 -8,39 8 y = 0,0886x - 0,0137
5,0 0,34 5,11 102,25 225 &“u‘ R%= 09,9990
10,0 0,67 9,93 99,32 -0.68 o
20,0 1,35 19,88 99,41 0,59 ' ' R
30,0 2.05 31,20 104,00 400 Concemtragio {ng/mb)

o=
b=

0,06858807
-0.0136976

a8

Fel



VALIDAGAO DE METODOLOGIA BIOANALITICA
Pardmetro a ser avallado: Precisfio e Exatiddo intra-dia P&gina: 1 /2

Projeto:  "Estudo de bioequivaléncia de duas formulagdes de cefadroxil cdpsula de 500 mg, em voluntirios sadios
de ambos os sexos, sendo a formulagiio teste produzida pela Apotex do Brasil Ltda e formulagao
referéncia (Cefamox) pelo laboratério Bristol_Myers Squibb.”

Emprasa solicltante: Synchrophar

informagdes gerais da corrida analitica

Série: C:CLASS.VPADATA\CEFADROXIL SYNCHROFARWalldgao\Linear_Espec CD

Data de iniclo da corrida analitica: 09/10/03 Data do fim da corrida analilica: 09/11/03
Horarlo de inlcio da corrida analitica: 13:18 Horario do fim da corrida analilica; 11:10
Resumo da Metodologia: Condigées cromatograficas:

Farmaco {padrio); cefadroxil Detecciio: UV

Padr8o Interno: Acetominofeno Identificaciie do sistema cromatografico: Shimadzu 1

Matriz blotégica: plasma Comprimento de onda: 230 nm

Volume da matriz blotégica: 500 ul Fase mével: Tampdo fosfato 20mM; metanol (85:15)

Volume de padrio interno: 30 ul (sol. 100,0ug/mL) Coluna; Shim-pack CLC-C18 (M) 15¢em

Volume do solvente de purlficagio: 3 mL Temperalura do forno; 40°C

Solvente de pwrifleagdo: acetonitrila Fiuxo: 0.8 mL/min

Tempo de agitagéo : 1 minuto Volime de ressuspensio: 250 uk

Temperatura para secagem do solvente: 40°C__ . Volume de injegdo: 25ul

Resumo do precedimento: avallar a precisdo (CV%) e exatid4o do método por analise de amostras de controle de qualidade, em réplicas
de, no minimo, cinco de cada concentragio.

Analisar, no mesmo dia, uma curva de calibragdo com, no minime, cinco pontes e as réplicas (cinco) dos controles de qualidade baixo, médio e alfo.
Dispor em forma de tabela e determinar a precisfio {CV%) por comparagio das réplicas, e a exatidio por determinagéo da concentragho real por
interpolagiio dos valores da razfio entre padrao/padriio Interno na curva de calibragio obtlda no dia.

OBS:‘ Concentragio Nominal = Concenlra¢do Tedtlca
Concentrago Real = Concentragio Determinada por interpolagfo na curva de calibragio

g6l



VAL!DACKO DE METODOLOGIA BIQANALITICA
ParAmetro a ser avaliado: Precisio e Exatidio Intra-dia

Pagina: 272

referéncia {Cefamox) pelo laboratério Bristol_Myers Squibb.”
Empresa sollcitante: "~ Synchrophar

Projeto:  "Estudo de bloequivaléncia de duas formulagdes de cefadroxil capsula de 500 mg, em voluntarios sadios
de ambos os sexos, sendo a formulagio teste produzida pela Apotex do Brasil Ltda e formulagie

Curva de calibragio: A mesma utilizada para o primeiro ciclo de congela descongela
Curva de calibragio

a= 0,072701268
b= -0,00876279

Atea Area Relagio Gone. Cone. Exatidio Desvio L
Ctirva de calibragio
P 2] PIPI Nominat Determ, 3
{ugfml) {ug/mL) =2
12835 1175948 0.01 03 027 80,22 -9,78 g 2
39072 12292?5 0,03 0.5 056 111,65 11,55 E ; Vo081 DR
81702 1229984 0,07 1 1,03 103,42 3,42 ;«‘: ) H’ o n.0800
H20589 1245889 0,68 10 851 85,05 -4,95 .
1327034 1221312 1,00 15,0 15,07 100,44 0,44 0 - = .
1865656 1246498 1,50 20,0 20,71 103,54 3,54 0 10 30 40
2689950 1252841 2.15 30,0 20,66 98,86 1,14 Concentragio (ug/ml.)

Congentragio Nominat: 0,5 {ug/mL}) Concentrag3o Nominal: 15 {(ugfmi.) Concentragio Nomfnal: 25 {ug/mL})
Hren o Area do fletaglo Congentragie Aten o Area go Retagh c oA Aren do Aren do Relagh Concentrigfo
Padrio P piet Real Padrio Pl PIPI Real Padrio o] PPl Real

30915 1090430 0,03 0.51 1125402 1173055 0,96 13,32 1964597 1476410 1,67 23.09
27387 1123161 0,02 0,46 1151188 1157353 0,99 13,80 2130314 1147888 1,86 25,65
27513 1147180 0,02 0,45 1138473 1109264 1,03 14,24 1681547 1169524 1,61 22,25
27033 1158124 0,02 0,44 1148968 1187905 0,98 13,31 191664t 1148818 187 23,07
26561 1150585 0.02 0,44 1123893 1203153 0,93 12,97 1596164 1191307 1,68 23,17
27343 1156177 0,02 0,45 1167530 1194913 1,00 13,91 2042309 1192190 1,71 23,68
Média 0,46 Média 13,59 Méadia 23,48

) Dp 0.03 DP 0.47 [aing 1,18
CV (%) 5,89 CV {%) 3,45 CV (%) 14,92

Exatidiio 91,41 Exatidio 90,61 Exatidio 93,94

8¢l



VALIDAGCAO DE METODOLOGIA BIOANALITICA
Parimetro a ser avallado: Precisio e Exatiddo inter-dias

Pagina:1/5

Projeto: “Estudo de bicequivaléncia de duas formulagdes de cefadroxil cipsula de 500 mg, em voluntarios sadios
de ambos os sexos, sendo a formulagio teste produzida pela Apotex do Brasil Ltda e formulagio referéncia
(Cefamox) pelo laboratério Bristol_Myers Squibb.”

Empresa solicitante: Synchrophar

informagdes gerals da corrida analltica

Sérle:

Dala de inicio da cotrida analllica; Dada do fim da corrida analitica:

Horarlo de Inicio da corrlda analltica: Horarlo do fim da corrida analitica:
Resumo da Metodologia: Condigdes cromatograficas:

Farmaco (padriio): cefadroxll Detecgho; UV

Padrio interno: Acelominoleno tdentificacfo do sistema cromatografico: Shimadzu 1
Matriz blologloa; plasma comprimento de onda: 230 nin

Volume da matriz bjolégica: 500 uL. Fase mével Tampao fosfato 20mM: metanot (85:15)
Volume de padrio interno: 30 uL (sol. 100,0ug/mL}) Coluna: Shim-pack CLC-C18 (M} 15 cm

Volume do solvente de purificagio: 3 mL Temperatura do forno: 40°C ”“’
Solvente de purificagio: acetonilrila Fluxo: 0.8 ml/min

Tempo de agilagéio : 1 minuto Volume de ressuspensio: 250 ul.

Temperatura para secagem do solvente: 40°C Volume de injegdo: 25ul.

Resumo do procedimento: avaliar a preclsio (CV%) e exatidio do método por analise de amostras de controle de qualidade, em réplicas
de, no minimo, trés de cada concentragfio no mesmo dia. Este procedimento deveré ser repetido por. no minimo, trés dias.

Analisar, no mesmo dla, uma curva de calibragio com, no minimo, cinco pontos e as réplicas (irés) dos controles de quatidade balxo, médio e alto,

Repetir este procedimento por no minimo trés dias, (Recomendagéo: 5 dias, mas néo necessariamente consecutivos),

Dispor em forma de tabela e determinar a precisio por comparagao das réplicas do dia, e a exatido por daterminagéo da concentracio real por

interpolagio dos valores da razao entre padrio/padrio Inlerno na cutva de calibracao oblida no dia,
Agrupar todos os valores de Concentrago Real e determinar a precisio (CV%) e exatidao média.

oBs: Concentragio Nominal = Concentragio Teorica
! Concentragio Real = Concentragio Determinada por interpotagdo na curva de calibragfo

L&l



VALIDAGAO DE METODOLOGIA BIOANALITICA

Parametro a ser avaliado: Precisfio e Exatiddo inter-dias Pagina: 215

"Estudo de bicequivaléncia de duas formulagdes de cefadroxit capsula de 500 mg, em voluntarios sadios
de ambos os sexos, sendo a formulagio teste produzida pela Apotex do Brasil Ltda e formulagio referéncia
(Cefamox) pelo laboratério Bristol_Myers Squibb.”

Projeto:

Empresa sollcitante: Synchrophar

informacgoes gerais da corrida analitica

Série: C:CLASS-VP\DATAICEFADROXIL SYNCHROFAR\Walld¢ao\Linear_Espec_CD
Data de inlcio da corrida anaiftica: 09/10/03 Data do fim da corrida analitica: 09/11/03
Horarlo de iniclo da corrlda analitica: 13.18 Horario do fim da corrida analitica: 11:10

Primeiro dia

Curva de calibragdo: A mesma utilizada para o primeiro ciclo de congela descongela
Curva de Calibrgcﬁo do dia

Arss do Aran o Retagio ol i [~ aghn Exatldin Dowvlo l Curva de ca!igmcz'w
Padrio pi PPt Nominat Reat ey Lo
{ugimL} {ugimL) ‘ 18 i
12835 4175948 0,04 0.3 0,27 90,22 -9,78 I g,_, a= 007270127
39072 1229225 0,03 05 0.56 111,55 11,55 | g b= -0,0087628
81702 1220084 0.07 1 1,03 103,42 342 | & ¥ = D.0727x - 0.0083
829589 1215809 068 10 9,51 95,05 495 | e fonae
1327034 1221312 1.08 15 15,07 100,44 0,44 i os . .
1865656 1246496 1,50 20 20 103,54 3,54 I a * 1o 1 * » wo
2689950 1252641 215 30 29,68 98,86 114 | Conemithghe fuamt) !
Controle de Qualidade Baixo Controle de Qualidade Médio Controle de Qualidade Alto
Concentragio Nominal: 0,5 ugimbL Concentragio Nominal: 15 ug/mL Concentragio Nominal: 25 ugimL
Atan do Aren do Ralagio Concentratio Aran do Ares do Ralagao Concantragio Avon do Arandn Ralagin Conconlisgin
Padrio Pl PIPL Real Padrio Pl BIPI Real Padrio P! PIP! Real
' 30915 1000430 0,0204 0,51 1125402 1173058  0,9594 13,32 1964125 1176410  1,6696 23,09
27387 1123161 0,0244 0,46 1151188 1157353 0,9047 13,80 2120189 1147888 1,8549 25,63
27513 1147180  0,0240 0,45 1128473 1100264  1,0263 14,24 1858075 1169521 1,5895 21,08
Média 0,47 Média 13,79 Média 23.57
Dp 0,03 DP 0,46 oP 1.87
CV (%) 7,03 CV (%) 3,34 CV (%) 7.94
Exatidio 04,48 Exatldio 91,80 Exatidio 94,27

8¢S1



VALIDAGAQ DE METODOLOGIA BIOANALITICA
Pardmetro a ser avaliado: Precisio e Exatidio inter-dias ‘ Pagina: 375

Projeto: "Estudo de bioequivaiéncia de duas formulagdes de cefadroxil capsula de 500 mg, em voluntarios sadios
de ambos os sexos, sendo a formulagdo teste produzida pela Apotex do Brasil Ltda e formulagdo referéncia
(Cefamox} pelo laboratério Bristol_Myers Squibb."”

Empresa solicitante: Synchrophar

Informagdes gerais da corrida analltica

Série: C:.CLASS-VMDATAVCEFADROXIL SYNCHROFARWalldgio\Rec_CD2_Inter_Est24h_1
Dala de inlcio da conrida analitica: 09/11/03 Data do fim da corrlda analitica: 09/12/03
Hordtio de indcio da corrida analitica: 19:24 Hordrio do i da cordda anatillica: 12:18

Segundo dia

Curva de Calibragao do dia

Aren do Arsa do Relagio Couie Com Exaltdio Desvio Curva de calibragio
Padrio Pl PIP) Nominal Real ., {%} e
{ug/mL) {ug/ml.} 20 :
o 18096 1075126 0.02 03 0,25 83,16 -16,84 E '8 a= 0,0750
vy 38198 1092926 0,03 0,5 0.49 98,19 -1,81 2 b= .0,0019
- 73160 1042782 6,07 1 0,96 96,01 -3,99 3 y = 0,075 - 0,0019
79008548 1095582 .73 10 9,74 97,39 -2.61 0.5 R? = 0,0079
1196964 1078830 1.4 15 14,81 98,73 -1,27 0.0 @ eim e crmeneg et e gttt an et einp s vearenreeaaganeme e vn
1862711 1051363 1,58 20 2110 108,50 5,50 ¢ 8 m(:ouce:fuagéo Rg . L,“' 0 35
239516 1085097 2.21 a0 28,45 98,17 -1,83
Controle de Qualidade Baixo Controle de Qualidade Médio Controle de Qualidade Alto
Concentragiio Nominal: 0.5 ug/mL Concentragio Nominak: 15 ug/mi Concentragio Nominal: 25 ug/ml.
Ataasle Arendo Relagh [ cdo Area do Atna do Ralagao Concanteagio Aren do Aroado Relegda Concenltagio
Padrio Pl PR Real Padrio Pl PPl Real Padrio Pl PRl Real
458056 1067633 0,0429783 0,60 1426182 1076981 1.3242406 17,67 2247656 1055247 2,1299808 28.41
42571 11929415 0,0356865 0.50 1463712 1111993 1,3162961 17.57 2319191 1080934  2,1455436 20,62
44737 1022093  0,0437315 0,61 1333886 1167106 1,1429005 15,26 2175040 897512 2,180465 29,08
Madia 0.57 Média 16,83 Madia 28,70
op 0.06 DP 1,37 pP 0.34
CV (%) 10,41 CV (%} 8.1 CV (%) 1,20
Exatidio 113,78 Exatidio 112,21 Exatidio 114,82




VALIDAGAO DE METODOLOGIA BIOANALITICA
Pardmetro a ser avaliado: Precisiio e Exatidio inter-dias P&gina: 4 /5

Projeto; "Estudo de bioequivaiéncia de duas formulagbes de cefadroxil capsula de 500 mg, em voluntarios sadios
de ambos os sexos, sendo a formulagic teste produzida pela Apotex do Brasil Ltda e formulaciio referéncia
(Cefamox) pelo laboratério Bristol_Myers Squibb.” ‘

Empresa solicitante: Synchrophar

Informagdes gerals da corrida analitica

Série: C.CLASE-VP\DATA\CEFADROXIL SYNCHROFARWalidgao\Rec_CD3_Inter_Est48h
Data de inicio da cosrida analitica: Q812103 Data do fim da corrida analitica: 13/09/2003
Horario de iniclo da corrida analitica: 17.56 Horario do fim da corrida analitica: 02.48

Terceiro dia

Curva de Calibragido do dia

Area do Area do Relacio Conceniragho i Heg Exatid Desvlo -
Padrio Pl PPl Nominal Real -~ (%} 250 Curva de calibragio
{ug/mL} {ugimL) 200 !
% 9780 1127161 Q.04 0.3 0,35 116,58 18,568 § 50 a= 00731
— 26033 1126391 0,02 0.5 0,55 109,46 9,46 g ’ b= -0,0169
71893 1148126 0,06 1 1,69 108,79 8,79 3w y = 0,0731x - 0,0169
763468 1144494 0.67 10 9,36 93,59 6,41 050 R?= 0,959%
1247153 1143610 1,09 15 15,16 101,08 1.08 160 Ca e e .
1721776 1162501 1,48 20 20,50 102,49 2,48 0 5 1 15 2; 75 35
2451041 1134385 2,16 30 29,80 99,32 0,68 Concentragao fug/mL.)
Controle de Qualidade Baixo Controle de Qualidade Médio Controle de Qualidade Alto
Conceniragio Nominal: 0,5 ug/mi Concentragio Nominal: 15 ugimi. Concenlragio Nominal: 25 ug/mbL
Atoatlo Ares do Relagio Congentiagio Avas do Aran do Raliagho Concanlragio Aien do Aroa du Relagin Cancentincio
Padrio Pi PPl Real Padrdo Fi PPl Real Padrdo Pl PIPI Real
29404 1238658 00237386 0,56 1232762 1302631 09463632 13,18 1993871 1202713 1,54203926 21.34
30225 1289026  0,02344789 0,55 1246750 1251278 0,9963805 13,87 2050345 1255589  1,6329746 22.50
33624 1203325 0,0279426 0,61 1217929 1314368  0,9266271 12,91 2044084 1263547  1,8177348 22,37
Média 0,57 Média 13.32 Meadia 22,09
DP 0.03 DP 0,49 op (,66
CV {%) 6,00 CV (%) 3,69 CV (%) 3,060

Exatidio 114,74 Exatiddo 88,79 Exatiddo 88,37




VALIDAGAQ DE METODOLOGIA BIOANALITICA
Parametro a ser avaliado: Precisdo e Exatiddo inter-dias

Pagina: 515

Projeto: "Estudo de bioequivaiéncia de duas formulagdes de cefadroxit capsula de 500 mg, em voluntarios sadios
de ambos os sexos, sendo a formulagio teste produzida pela Apotex do Brasil Ltda e formulagio referéncia

(Cefamox) pelo laboratério Bristol_Myers Squibb.”

Empresa solicilante; Synchrophar

Precisdo e Exatidao inter-dias

cQB CaMm CQA

0,51 13,32 23,09

1° dia 0,46 13,80 25,63

0,45 14,24 21,08

0,60 17,67 28,41

2° dia 0.50 17,57 28,62

0,61 15,26 29,08

0,56 13,18 21,34

— 3° dia 0,55 13,87 22,58
= 0,61 129 22,37
Média 0,54 14,65 24,79

{Precisio) CV{%} 1161 12,42 12,79

DP 0,08 1,82 347

Exatiddo 107,66 97,64 89,15




162

VALIDAGAO DE METODOLOGIA BIOANALITICA

Parametro a ser avaliado: Estabilidade em ciclos de descongelamento Pagina:1 /4

~

Projeto: "Estudo de bioequivaléncia de duas formulagdes de cefadroxil capsula de 500 mg, em voluntarios sadios
de ambos os sexos, sendo a formulagéo teste produzida pela Apotex do Brasil Ltda e formulagdo referéncia

{Cefamox) pelo laboratorio Bristol_Myers Squibb.”

Empresa solicitante: Synchrophar

Informagoes gerais da corrida anaiitica
Série:

Data de inicio da corrida analilica:

Horarlo de inkcio da corrida analitica:

Data do fim da corrida analilica:
MHorario do fim da corrida analitica:

Resumeo da Metodologia: Condigbes cromatograficas:

Farmaco (padrao): cefadroxil Detecgdo; UV
Padrio interno: Acetominofeno ldentifica¢éo do sistema cromatogralico: Shimadzu 1

Matriz biologica: plasma Comprimento de onda: 230 nm

Voluine da matriz biologica: 500 uL h Fase mével: Tampdo fosfato 20mM: metanol (85:15)

Volume de padrio interno: 30 ub {sol. 100,0ug/mL) Coluna: Shim-pack CLC-C18 (M) 15 cm k
Volume do solvente de purificagdo: 3 mtb Temperatura do forno; 40°C

Selvente de purificagdo: acetfonitrila : Fluxo: 0.8 mU/min

Tempe de agitagao : 1 minulo Volume de ressuspenséo; 250 ul.

Temperatura para secagem do solvente: 40°C Volume de injecdo: 25ul

Resuma do procedimento: avaliar a estabilidade do padrdo nha matriz biologica duante, no minimo, tres ciclos de congelamento e descongelamento,
utiizando-se amosiras de controle de qualidade.

Analisar amostras que foram submetidas a um, dois e tres ciclos de congelamento e descongelamento. O congelamento devera ser feito na lemperatura
adequada que garanta a estabilidade das amostras, por 24 horas. O descongelamento da amostra ser4 considerado quando a amostra esliver a temperatura

ambiente.
Dispor em forma de tabela e determinar a precisdo por comparagéo das réplicas do dia, e a exatidao por determinagdo da concentragiio real por

interpolagdo dos valores da razdo entre padrao/padriio interno na curva de calibragao oblida no dia.

0BS: Concentragdo Nominal = Concentragéo Tebrica
Concentragio Real = Concentragiio Determinada por interpolagao na curva de calibragdo
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VALIDAGAO DE METODOLOGIA BIOANALITICA
Parametro a ser avaliado: Estabilidade em ciclos de descongelamento Pagina: 2 /4

Projeto:  "Estudo de bioequivaléncia de duas formulagdes de cefadroxil capsula de 500 mg, em voluntarios sadios
de ambos os sexos, sendo a formulagio teste produzida pela Apotex do Brasil Ltda e formulagdo referéncia
{Cefamox) peio laboratério Bristol_Myers Squibb.”

Empresa solicitante: Synchrophar

Informagdes gerais da corrida analitica

Série: C.CLASS-VP\DATA\CEFADROXIL SYNCHROFARWalidgao\Linear_Espec_CD

Data de inicio da corrida analilica: 09/110/03 Dala do fim da corrida analltica; 08/11/03
Horério de inicio da corrida analitica: 13:18 . Herario do fim da corrida analitica; 11:10

Ciclo 1 amostra fresca/congelamento/descongelamentofanalise

Curva de Calibragdo do dia

Arca Arca Relagdo GCone. Cone. Exatidio Desvio Cuiva de cmlbmca'o '
e &} /1] Naoasinal Delerm, it
12835 1175948 4,01 0,3 0,27 90,22 -9.78 e
34072 1229225 0,03 0.5 0,56 111,55 11,65 E 15
81702 1225984 0.07 1 1,03 103,42 3,42 g o _ a= 0,0727013
820589 1215899 0,68 10,0 9,51 95,05 496 | & Vo AT o058 b = -0,008763
1327034 1221312 1,09 15,0 15,07 100,44 0,44 0'0 o
1865656 1246496 1,50 20,0 20,71 103,54 3,54 ’ . : .
2689950 1252641 215 30,0 29,66 98,86 -1,14 ’ ° ’UConc eiz!ragao(?ngmL)’ i ‘9 - i
Controle de Qualidade Baixo Controle de Qualidade Médio Controle de Qualidade Aito”
Concentragdo Nominak 0,5 ugimL Concenlragdo Nominal: 15 ug/mlL Concentraglio Nominal: 25 ug/mlL
Area do Atea do felagao Concentragdo Arga do Arca do Reiag c =1 ] Area do Area do Retagdo Concenlragdo
Padrio Pl PiPt Real Padrio Pi PiPl Real Padsio Pl PPl Real
28457 1103703 0,0257832 0,48 1119418 1180200 0,9454986 13,47 1659910 4189928 1,5630442 2162
29185 1176028 0,0248251 0,46 1176352 1175506 1,0007187 13,88 1923066 1159553 1,6584546 22,93
27805 1153368 0,0241077 0,45 1121284 1191901 0,940761 13,06 1947663 1182149 1,6475613 22,78
Media 0,46 Media 13,53 Média 22,45
DP 0,01 DP 0,51 PP 0,72
CV (%) 2,50 CV{%) 3,76 CV (%) 3,20

%QR?#Q??QEF"%“‘E ﬂgyz\ﬁ&&fﬁ-P”Qﬂﬁﬂ;xaﬂ.’ﬁ&;.m?ﬂl?nm-p.aa.-.--“gxﬂﬂd%‘




VALIDAGAO DE METODOLOGIA BIOANALITICA
Parimetro a ser avaliado: Estabilidade em ciclos de descongelamento Pagina: 3174

Projeto: "Estudo de bioequivaléncia de duas formulagdes de cefadroxil capsula de 500 mg, em voluntirios sadios
de ambos os sexos, sendo a formulagio teste produzida pela Apotex do Brasil Ltda e formulagio referéncia
{Cefamox) pelo laboratério Bristol_Myers Squibb."

Enmpresa solicitante: Synchrophar

Informagdes gerals da corrida analitica

Séiie: C:CLASS-VP\DATA\CEFADROXIL SYNCHROFARWalidgao\Rec_CD2_inter_Est24h_1

Data de inlcio da corrida analitica: 09/11/03 Data do fim da cotrida analitica: 09/12/03
Horario de inicio da corrida analilica; 19:24 Horario do fim da corrida analitica: 12;18

Ciclo 2 amostra fresca/congelamento/descongelamento/congelamento/descongelamento/analise

Curva de Calibragdo: A mesma ulilizada para o Inter-dias
Curva de Calibragdo do dia

Area da Area do Helagko Core Conc Exaligio Desvio Cutva de calibragio

- Padrio Pi PIPL Nominal Real (%) on
v {ugimi) {ugimL) 20
18096 1075126 0,02 0.3 025 8316  -1684 | E a= 0,0750
38198 1092926 0,03 0,5 0,49 98,19 481 g " 7 = 0.075x - 0,0019 b= .0,0018
73160 1042782 0,07 1 0,96 96,01 -3,99 3 R? = 0,0079
798548 1095582 0,73 i0 9,74 67,39 -2,61 08
1196964 1078938 1,11 15 14,81 98,73 -1,27 0.0 - ' s - (he
1662711 1051363 1,58 20 21,10 105,50 5,50 0 5 10 A » 3
2395916 1085097 221 30 29,45 98,17 -1,83 Concentragao (uglml )
Countrole de Qualidade Baixo Controle de Qualidade Médio : Controle de Qualidade Alto
Concentragio Nominak: 0,5 ugimb Concentragiio Nominai: 15 ug/mk Concentragio Nominal: 25 uglml.
Areado Area do Relagdo Conceniragio Area do Areado Refagiio Concenitagio Area do Area de Relagiio Concentragio
Padrio Pl PPl Real Padriio Pl PPl Real Padriio Pl PP} Real
35049 1151603 0.030435 2,43 1220164 1047392  1,1649545 15,55 2141089 959816 2,2307286 29,75
37799 1064394  0,0355122 0,50 1227604 1006693  1,2194423 16,28 2151169 1014475 2,1204751 28,28
37654 1082681  0,0347785 0,49 1204244 1026643  1,172902 15,66 1837654 1008774 1,6724586 22,31
Media 0,47 Media 15,83 Média 26,78
pDP 0,04 pP 0,39 opP 3,94
CV (%) 7,74 CV {%]) 2,48 CV (%) 14,71
Exatiddo 94,52 Exatidio 105,52 Exatiddo 107,13

oMy W PN e W T TR A A ST i B i W AT S e R e e e




VALIDAGAO DE METODOLOGIA BIOANALITICA
Pardmetro a ser avaliado: Estabilidade em ciclos de descongelamento Pagina: 4 /4
Projeto: "Estudo de bioequivaléncia de duas formulagées de cefadroxil capsula de 500 mg, em voluntarios sadios
de ambos os sexos, sendo a formulagdo teste produzida pela Apotex do Brasil Ltda e formulagio referéncia
(Cefamox) pelo laboratério Bristol_Myers Squibb,"”
Empresa solicitante: Synchrophar
Informagoes gerais da corrida analitica
Série: C:.CLASS-VP\DATA\CEFADROXIL SYNCHROFARWalid¢io\Rec_CD3_inler_Est48h
Dala de inicio da corrida analitica: 09/12/03 Dala do fim da corida analitica: 13/09/2003
Horario de inicio da corrida analitica: 17:56 Horério do fim da corrida analitica: 02:46
Ciclo 3 amostra fresca/congelamento/descongelamento/congelamento/descongelamento/congelamento/descongelamentofanalise
Curva de Calibraciio: Amesma ulifizada para o Inter-dias
Curva de Calibragdo do dia
Ateado Area do flelagho Concenlragdo Concenlragio Exatliio Dewvio Curva de calibragdo :
« Padrio Pi PPy Nominal Real {%) 250
s {ug/ml) {ug/mL} L 200
9780 1127161 0,01 0,3 0.35 116,58 1658 & |, a = 0,0730801
26033 1126391 0,02 0,5 0,55 109,46 9,46 - b= -0,016883
71893 1148126 0,06 1 1,08 108,79 8,79 £ y = 0,0731x - 00168
763468 1144494 0,67 10 9,36 93,59 -6,41 850 R*=0,9991
1247153 1143010 1,09 15 15,16 101,08 1,08 "-”"0 ; " - " - - .
1721776 1162501 1,48 20 20,50 102,49 2,49 Concentragio (ug/mL)
2451041 1134385 2,16 30 29,80 99,32 -0,G8

Controle de Qualidade Baixo Controle de Qualidade Médio

Concentrago Nominai: 0,5 ugimL Concentragio Nominai: 15 ug/mlL Concentragdo Nominal:
Area do Area do Relagio Conceniragio Area do Area do Relag [ A Area do Aroado
Padrio Pl PPl Real Padrio M PP Real Padrdo Pi
31297 1317800  0,0237494 0,56 1234033 1301036  0,9485003 13,21 2062534 1262234
401486 1328230  0,0302252 0,64 1284509 1368850 0,9383855 13,07 2118571 1286963
24431 1216774  0,0200785 0,51 1316118 1321000 0,8963043 13,86 2247462 1341127
Média 0,57 Média 13,38
oP 0,07 opP 0,42
CV (%) 12,36 TV (%) 3,16
Exatiddo 113,76 Exatlddo 89,21

Controle de Qualidade Alto

25 ugfmL

Relagi Concentragh
Pirl Reat
1,6470835 2277
1,6461786 22,76
1.8675801 23,16
Média 22,90
oP 0,23

CV (%) 1,01
Exatidiic 61,58
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Parametro a ser avaliado: Estabilidade de curta duragio

VALIDACAO DE METODOLOGIA BICANALITICA

Pagina: 1 /3

Empresa solicitante: Synchrophar

Projeto: "Estudo de bioequivaléncia de duas formulagdes de cefad?oxil capsula de 500 mg,
de ambos os Sexos, sendo a formulagio teste produzida pela Apotex do Brasil Ltda e formuiagio referéncia
(Cefamox) pelo laboratério Bristol_Myers Squibb,"

em voluntérios sadios

Informagées gerais da corrida analitica
Série:

Data de inlcio da corrida analftica:
Horarlo de inicio da corrida analitica;

Data do fim da corrida analitica:
__Horario do fim da corrida analitica:

Resumo da Metodalogia:

Farmaco (padréo); cefadroxil

Padréo interno: Acetominofeno

Matriz bioldgica: plasma

Volume da matriz bioldgica: 500 ul.

Volume de padrio interno: 30 ol (sol. 100,0ug/mL})
Volume do solvente de purificagdo: 3 mL

Solvente de purificagio: acetonitrila

Tempo de agitagédo ; 1 minuto

Temperatura para secagem do solvente: 40°C

Condigdes cromategraficas;
Detecgdo: UV

Identificagédo do sistema cromatografico: Shimadzu 1
Comprimento de onda: 230 nm ,
Fase mével; Tampdo fosfato 20mM: metano| (85:15)
Coluna: Shim-pack CLC-C18 (M) 15 cm
Temperatura do forno: 40°C

Fluxo: 0.8 mL/min

Volume de ressuspensio; 250 ub

Volume de injeciio: 25uL

Resumo do procedimento: avaliar a estabilidade pelo célcuio da
de, no minimo, trés de cada concentragéo.

Concentragdo Nominal = Concentragio Tedrica
Concentracdo Real = Concentragdo Determinada por

precisdo (CV%) e exatidio das amosiras de controle de qualidade, em réplicas

interpolagio na curva de calibragio




VALIDAGAO DE METODOLOGIA BIOANALITICA
Parametro a ser avaliado: Estabilidade de curta duragio : Pagina: 213

Projeto:  “Estudo de bioequivaléncia de duas formulagées de cefadroxil capsula de 500 mg, em voluntarios sadios
de ambos os sexos, sendo a formulagao teste produzida pela Apotex do Brasil Ltda e formulagdo referéncia

(Cefamox) pelo laboratério Bristol_Myers Squibb."
Empresa solicitante: Synchrophar

informagdes gerais da corrida analitica
Série: C:CLASS-VPADATA\CEFADROXIL SYNCHROFARWalidgéio\Rec_CD2_|Inter_Est24h_1
Data de inlcio da corrida analitica: 09/11/03 Data do fim da corrida analitica: 09/12/03

Hordrio de inkcio da corrida analilica: 19:24 Hordrio do fim da corrida analitica: 12:18

Cuwva de Calibragio: A mesma ulilizada para o Inler-dias
Primeiro dia {24 horas)

Curva de Calibragio do dia

Asna do Aroa do fielagio Cons Cons Exalidio Dasvio Curva de Cailbmcao

Padrio P PIPi Nominal Real (%) - :
{ug/mL) {ug/mL) wo ,
o 18096 1075126 0.02 03 0,25 83,16 -16,84 § - a= ¢,075038
38198 1092926 0.03 0,5 0,49 96,19 -1,81 I b= -0,00189
73160 1042782 0.07 1 0,96 98,01 -398 | 8% y = 0,075 - 00019
798548 1095582 073 10 974 §7.39 -2.61 0 R?= 05070
1196964 1076938 111 16 14,81 98,73 «1,27 00 W0 e . e g e e
1662711 1051363 1.58 20 21,10 105,50 5,50 o 5 w 15 0 5 0 36
2305916 1085097  2.21 30 29,45 96,17 183 | Concentragho (ughml
Controle de Qualidade Baixo Controle de Qualidade Médio _ Controle de Qualidade Alto
Concenlragio Nominal: 0,5 ug/imk Concentragio Nominai; 15 ng/ml. Concentraglio Nominal: 25 ngimlL
Aren do Area do Relagio Concantraglio Aren do Area do Relngio Concentragiio Area do Arva do Halegho Concantragdo
Padrio P PIPL Real Padrao Pi PRt Real Padrio P PPl Real
508006 1274535 (3,0399 0,56 1433362 1090273 1,3147 17,55 2457755 1132411 2,1704 28,95
39480 865485 0,0409 0,57 1407411 1105374 1,2732 16,99 2345327 1116300 2,1010 28,02
48489 1153047 0,0424 0,59 1319360 1031854 1,2786 17,06 2544313 1184458 2,1481 28,65
Media 0,57 Média 17,20 Média 28,54
DP 0,01 DpP 0,30 oP 0,47
CV (%) 2,56 CV (%) 1,75 CV (%) 1,65
Exatidéio 114,15 Exatido 114,67 Exatidio 114,17

VB T T T th T G th B G e G o et o e o e e e o e o e




VALIDAGAO DE METODOLOGIA BIOANALITICA

Pard@metro a ser avaliado: Estabilidade de curta duragio Pagina: 313

Projeto: "Estudo de bioequivaléncia de duas formulagées de cefadroxil capsula de 500 myg, em voluntarios sadios
de ambos os sexas, sendo a formulagdo teste produzida pela Apotex do Brasil Ltda e formulagio referéncia
{Cefamox) pelo laboratdrio Bristol_Myers Squibb."

Empresa solicitante: Synchrophar

Informagées gerais da corrida analitica

Série; C.CLASS-VP\DATACEFADROXIL SYNCHROFARWalid¢ao\Rec_CD3_inter_Est48h

Data de infcio da corrida analitica: 09/12/03 Data do fim da corrida analitica: 13/08/2003
Horario de inlcio da comrida anaiftica; 17.56 Horario do fim da corrida analltica: 02:46

Segundo dia (48 horas)

Cuiva de Calibragdo: A mesma utilizada para o inter-dias
Curva de Calibragdo do dia

Aten do Atoa do fislagao Conc Cone ’ Exatidio Dasvio Curva de calibragio |
Padrilo 3] PIp Nomins Reai {%} S
o {ug/ml} . {ug/ml) e
=7 9780 1127161 0,01 0,3 0,35 116,58 16,58 § 1.5 a= 0,07308
26033 1126391 0,02 0,5 0,55 109,46 9,46 g 10 y = 0,6731x - 0,0169 b= .0,01688
71893 1148126 0,06 1 1,08 108,79 8,79 ® s R? = 0.9991
763468 1144494 067 10 T I O
1247153 1143010 1,09 15 15,16 101,08 1,08 0 5 10 15 20 % 30 35
1721776 1162501 1,48 20 20,50 102,49 2,49 Concentragio (ugiml}
2451041 1134385 2,16 30 29,80 69,32 -0,68 -
Controle de Qualidade Baixo Controle de Qualidade Médio Controle de Qualidade Alto
Concentragio Nominat; 0,5 ugfmL Concentragdo Nomtnal: 15 ug/mL Concentragio Naminal: 25 ugfmb
Area do Area do Refeg¢do Consentragido Arsx do Ares do Ralfagio Concentragdo Area do Area deo Relagdo Concentragie
Padréo Pi PIPI Real Padrdo Pl PIPI Real Padrio Pl PiPl Real
29350 1171242 0,0251 0,57 1205032 1245381 0,9676 13,47 2161561 1312798 1,6465 2276
26421 1278719 06,0207 0,51 1264842 1266073 0,9990 13,80 2215914 1198526 1,8489 2553
26704 1250299 0,0214 0,52 1237975 1224801 1,0108 14,06 1923492 1228411 1,5658 21,66
Média 0,54 Madia 13,81 Média 23,32
Dp 0,03 DpP 0,31 DP 2,00
CV (%} 6,02 CV {%]) 2,21 CV (%) 8,56
Exatidéio 107,40 Exatiddo 92,08 Exatitido 93,27

- PR TR i R N S S SR s ke mEn 4 mme. R B am o el




169

a--QT A

VALIDACAO DE METODOLOGIA BIOANALITICA

JParametro a ser avaliado : Estabilidade das solugées padrao Pagina: 1 11
3

rojeto: "Estudo de bioequivaléncia de duas formulagdes de cefadroxil capsula
de 500 mg, em voluntarios sadios de ambos os sexos, sendo a formulagio
teste produzida peia Apotex do Brasil Ltda e formulagao referéncia
(Cefamox) pelo laboratério Bristol_Myers Squibb.”

ﬁ’—ﬂa

Padrao interno = Acetaminofeno
Volurne do padréo = 100 uL da solugdo de 100,0 ug/mL
Nolume do padréo interno = 30 ul da solugio de 100,0 ug/mL

¥

i e Y o

Area Area
b Padrio % Pl %
} 1278768 98,70 923765 85,22
) 1291922 97.70 923351 8518
1273576 96,31 980577 88,61
} 1292009 87,70 1247363 112,30
) 1293638 97.83 1217478 112,31

1496551 113,17 1020327 94,13
1515578 114,81 1068336 88,55
; 1294410 97,88 1217821 112,35
) 1293086 87,78 1215402 11212

1374238 103,82 882122 91,52
! 1426221 107,85 1024260 94,49
} 1129127 85,39 1148679 105,97
. 1231808 93,15 1162518 107,24

Média 1322379,46 1084000,00

I Dp 106177,45 116958,63
: CV(%) 803 10,79
} it e Padrd0 intetno
' :ﬁ S ——— a1 1135 !
) = —

=

o]
' ==
N 1 8 b

Tempe

De acordo com os resultados verifica-se que as solu¢bes estoque de padrio e padrio interno permaneceratn
' estaveis durante todo o periodo das andlises de amostras de voluntarios provenientes do estudo clinico
' uma vez que, ndo foi observado decaimento (diminuigfo) gradativo das areas dos picos das amostras
y badrao. Desta forma justifica-se a utilizagdo de mesma solugdo estoque de padrdo e padrdo interno para
preparacdo didria da curva de calibragao,



VALIDAGAO DE METODOLOGIA BIOANALITICA
Parametro a ser avaliado: Estabilidade de longa duragio Pagina: 1/3

Projeto: "Estudo de bicequivaléncia de duas formulagdes de cefadroxil cipsula de 500 mg, em voluntarios sadios
de ambos os sexos, sendo a formulagio teste produzida pela Apotex do Brasil Ltda e formulagio referéncia

{Cefamox) pelo laboratério Bristol_Myers Squibb."

Empresa solicitante; Synchrophar
Informacgées gerais da corrida analitica
Série; C:CLASS-VP\DATA\CEFADROXIL SYNCHROFAR\Validgdo\Eslabilidade_longaduragdo
Dala de inicio da corrida analltica: 10/08/03 Data do fim da corrida analltica: 10/08/03
Horario de inlcio da corrida analitica: 17:20 Horério do fim da corrida analltica: 21.52
Resumo da Metodologia: Condigdes cromatograficas:
Farmaco (padiéo): cefadroxil Deteccio; UV
Padraio inlerno: Acetoininofene ldentificagfio do sistema cromalogralico: Shimadzu 1
Matriz biologica: plasma Comprimento de onda: 230 nm
Volume da malriz biologica: 500 ul . Fase mével: Tampéo fosfato 20mM; metanol (85:15)
Volume de padrio interno: 30 uL (sol. 100,0ug/imL) Coluna: Shim-pack CLC-C18 (M) 15 e
o Volume do solvente de purificagdo: 3 ml Temperatura do forno: 40°C
[ Solvente de purificagdo; acetonitrila Fluxo: 0.8 mL/min
Tempo de agitagéo ; 1 minuto Volume de ressuspensdo; 250 ub
Temperatura para secagem do solvente: 40°C Volume de injecio: 25ul.

Resuma do procedimento: avaliar a estabilidade pelo calculs da preciséio (CV%) e exatiddo das amostras de contrale de qualidade, por um periodo que
compreenda, no minime, o tempo em que as amosltras ficaro armazenadas.

O tempo para o estuda da estabilidade de longa duragao deverd compreender o pertodo em que as amostras s3o geradas (ensaio de bicequivaldéncia)
até ¢ uilimo dia de andlise de todas as amostras dos voluntérios.

Inicialimente esle pardmetro poderd ser estimadeo por dados encontrados na literatura e depois confirmados pelo estudo da Estabilidade de longa duragdio.
Gomparar as réplicas dos controles avallados no Ultimo dia de andlise dos voluntarios com uma curva fresca, ou seja, uma curva preparada no dia.

Esta curva devera ser preparada por adigiio do padrio em uma matriz biclégica considerada"branco™.

Dispor em forma de tabela e determinar a precisfo (CV%) por comparag&o das répiicas, e a exatid3o por determinagiio da concentragio real por

interpolagdo dos valores da razdo entre padrdo/padrio interno na curva de calibragéo oblida no dia.

08S: Concentragdo Nominal = Concentrago Tedrica
Concentragio Real = Concentragio Determinada por interpolagdo na curva de calibrago

e SR MR B o mle ame  ae a ma a




VALIDACAO DE METODOLOGIA BIOANALITICA
Pardmetro a ser avaliado: Estabilidade de longa duragio Pagina: 2 /3

Projeto: “Estudo de bioequivaléncia de duas formulagdes de cefadroxil capsula de 500 mg, em voluntarios sadios
de ambos os sexos, sendo a formulagio teste produzida pela Apotex do Brasil Ltda e formulagiio referéncia
{Cefamox) pelo laboratério Bristol_Myers Squibh,"

Empresa solicitante: Synchrophar

Amostras congeladas durante 28 dias (amostras preparadas em 10/09/2003)

Curva de Calibragdo do dia

Atea do Area do Relagio Concentragio Concentragdo Exaifddo pesvia 1 ) B .
Padrio Pl PPl Nominal  Real (%) 3 Curva de callbragio i
{ugiml) {ug/mi)
14252 1094009 0,01 0.3 0,34 114,28 14,28 £2 ! a = 0,0749865
30704 1053823 0,03 0.5 0,56 111,53 1153 |3 | = .0,0126802
69782 1084556 0,06 1,0 1,03 102,71 2,71 3,
813911 1119786 0,73 10,0 9,86 98,62 -1,38 YO Do
1163195 1049997 1,11 15,0 14,94 99,62 -0,38 T ﬁ,"_, U
1602699 1078553 1,49 200 19,99 99,93 -0,07 00 50 wg one e'éf; a ao?gﬂg’ml'z)s‘o ;e 350 ;
2515900 1121683 2,24 30,0 30,08 100,27 0,27 o See :
Controle de Qualidade Baixo Controle de Qualidade Médio . Controle de Qualidade Alto
Concentragio Nominal: 0,5 ug/mL Concentragio Nominal: 15 ug/ml Concentragio Nominal: 25 ug/ml,
Aren do Atea do Relagh Cor g3 Arse do Ateado Relaglio Congentragio Area do Area do Relagdo Concentragio
Padrdo Pt PiPI Real - Padrio P PPl Real Padrio P PP Real
34780 1414378  0,0312102 0,59 1226418 1112886 1,1020158 14,87 1909873 1071823 1,7618922 23,93
32955 1111345  0,0296533 0,56 1170711 1097055 1,0671308 14,40 1994819 1112312 1,793219 24,08
35345 1122193 0,0314964 0,69 1248340 1107438 1,1272324 15,20 2033620 1110777 1.8308085 24,58
Média 0,57 Média 14,82 Média 24,20
DpP 0,01 ppP 0,40 pP 0,34
\ CV (%) 2,30 CV (%} 2,71 CV (%) 141

Exatiddo 114,99 Exatiddo 98,82 Exatidéo‘ 95,80

iil



VALIDACAO DE METODOLOGIA BIOANALITICA

Pardmetro a ser avaliado: Estabilidade de longa duragdo

Pég_;ina: 3/3

Projeto;

Empresa solicitante:

Synchrophar

"Estudo de bioequivaléncia de duas formulagdes de cefadroxil capsula de 500 mg, em voluntarios sadios
de ambos os sexos, sendo a formulagho teste produzida pela Apotex do Brasil Ltda e formulagio referéncia
{Cefamox} pelo laboratério Bristol_Myers Squibb.”

Informacgdes gerais da corrida analitica
Série:
Data de injcio da corrida analitica:

Horéario de inicio da corrida analitica:

C:CLASS-VP\DATA\CEFADROXIL SYNCHROFARWalidgio\Linear_Espec_CD
098/10/03
13:18

Data do fim da corrida analitica:
Horério do fim da corrida analitica:

09/11/03
11:10

Primeiro dia da Estabilidade de Longa Duragdo

Curva de calibragdo: A mesma utilizada para o primeiro ciclo de congela descongela

Curva de Calibracdo

L

Areado Areado Relagia Concentragiio Cancentiacio Exatidas Dexvio
Padrio P PIPI Nominal Real (%) "
{ug/ml) {ug/mL) 0
12835 1175948 0,01 0,3 0,27 90,22 -9,78 £,
39072 1229225 0,03 0,5 0,56 114,55 11,55 H
81702 1229984 0,07 1 1,03 103,42 3,42 an
829589 1215899 0,68 10 9,51 95,05 -4,95 o8
1327034 1221312 1,09 15 15,07 100,44 0,44
1865656 1246496 1,50 20 20,71 103,54 3,54 ’ *
2689950 1252641 2,15 30 29,66 98,86 1,14

Curva de calibragido

fe

y = 0,0727x - {,0008
R* = 0,0089

Controle de Qualidade Baixo

Concentragio Nominal: 0,5 ug/mL

Area do Area do Reiagh ol t1aga

Padrio Pt PIP! Real

308158 1090430 0,0284 0,51

+ 27387 1123161 0,0244 0,46

27513 1147180  0,0240 0,45

Média 0,47

bpP 0,03

CV (%) 7,03

Exatidio 94,46

Controle de Qualidade Médio

Concentragdo Nominal: 15 ugiml. Concentragio Nominal: 25 ugiml.
Areado Area dos Relagdo Concentragic Area do Area do Relaghio Concenlragho

Padrio Pl PIPI Real Padrio Pl PIPI Real
1125402 1173055  0,9584 13,32 1864125 1176410 1,6696 23,09
1151188 1157353 0,8947 13,80 2129189 1147888 1,8549 25,63
1138473 1109264 1,0263 14,24 18509075 1169521 1,5895 21,98
Media 13,79 Média 23,57

(8154 0,16 DP 1,87

CV (%) 3,34 CV (%) 7,94
Exatldfo 91,90 Exatldao 9427

2 1" 20 % 3 p1}
Conesienacho fupiinl}

Controle de Qualidade Alto

a= 0,072701
b = -0,008763

TLt



