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Neste estudo comparamos a biodisponibilidade de trés formulagfes comerciais
de acido ascorbico, sendo duas adotadas como referéncia: Cewin™ (ac¢dio prolongada,
Sanofi - Winthrop) € Redoxon™ (liberagdo normal, Roche). A Celong™ (ago prolongada,
Whitehall) foi considerada como formulagéio teste. Esta comparagfio nos permitiu avaliar a

bioequivaléncia dos diferentes produtos.

O protocolo clinico que consiste em trés perfodos randdmicos, com intervalo de
quatorze dias entre as doses, seguiu as normas requeridas pelo FOOD and DRUG
ADMINISTRATION - United State of American (USA FDA) e foi aprovado pelo Comité
de Btica da Faculdade de Ciéncias Médicas da Universidade Estadual de Campinas. -

Dezessete voluntdrios adultos, sadios e do sexo masculino receberam uma dose
tinica de 1000 mg de 4cido ascérbico de cada formulagfo, em trés diferentes fases do ensaio
clinico. Foram colhidas amostras de sangue dos voluntdrios em intervalos padronizados,
dentro do periodo de 48 horas, apos a administragio das diferentes formulacdes em cada
fase do estudo.

As amostras foram processadas e as concentracdes plasmiticas de acido
ascorbico total foram mensuradas por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE), em

coluna de fase reversa e deteccéio por fluorescéncia (SPEEK er al, 1984).

Determinaram-se pardmetros farmacocinéticos como: a drea sob a curva da
concentragio plasmatica em fungfio do tempo, nos periodos de 0 a 24h (AUC24)) € 0 2 48h
(AUCq4s7), maxima concentragdo aicangada (Cma), tempo em que esta ocorre (Tma),
concentracio basal (C,) e a velocidade de absor¢do (Crax / AUC). As médias aritmeéticas e
geométricas destes pardmetros e seus respectivos intervalos de confianga foram calculados e
comparados para as trés formulagdes, exceto o T, para o qual foram feitos célculos

proprios.

Os valores basais de dcido ascoérbico foram determinados individualmente, para

cada uma das formulagses utilizadas, ndo sendo observada diferenca significativa antes da

Resumno ii



administragdo de cada uma das formulagtes [Celong (4,6 + 0,7 pug/ ml), Redoxon (3,3 £ 0,6
ug/ mb), e Cewin (4,0 + 0,6 pg/ mi)].

As razbes individuais Celong® Cewin® e Celong® Redoxon® dos parimetros
AUC.12;, AUCgus) , Comax © Cra/ AUCgusy para as irés formulagSes estfio inclusas no
intervalo de confianga de 90% e no requerido para a bioequivaléncia (80-125%). Os valores

das diferengas de Tma, € Cy também encontram-se dentro destes intervalos requeridos.

Para a andlise estatistica dos pardmetros utilizaram-~se métodos paramétricos e
ndo-paramétricos. Ndo se observou diferenca significante na biodisponibilidade das
formulag8es. Apds a avaliacio da biodisponibilidade das trés formulacles comerciais de
Cewin™ ¢ Redoxon™ com Celong™ e com base nos requerimentos do FDA. concluimos

que se tratam de produtos bioequivalentes.

Resumo fii
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1. INTRODUCAO GERAL

O aumento na produgio de medicamentos pela indistria farmacéutica comegou
na década de 30, com a descoberta de novos principios ativos, e se estende até hoje. O
grande niumero de medicamentos disponiveis no mercado, fator decorrente da evolugfio da
quimica ¢ do desenvolvimemo da industria farmacéutica, originou a necessidade de se
averiguar a eficacia dos novos produtos, proporcionando uma maior seguranca no campo da |

terapéutica (LAPORTE, BAKSAAS, LUNDE, 1993).

A industria farmacéutica instalada no Brasil cresceu 304% na década de 80
(MINISTERIO DA INDUSTRIA E DO COMERCIO, 1985). O pais ocupa hoje o oitavo
lugar na escala mundial de vendas de especialidades farmacéuticas e o primeiro lugar entre

os paises da América Latina (LAPORTE, 1989).

A prescrigio de um medicamento esté relacionada com as indicacdes, contra-
indicacBes e garantia de qualidade de uso do mesmo. Medicamento ¢ toda substancia ou
associagiio de substincias, que se utiliza para modificar ou explorar sistemas fisiologicos ou
estados patolégicos para o beneficio do organismo (ZANINI & OGA, 1989); a0 prescreve-
lo, deve-se verificar se o efeito justifica os riscos, maiores ou menores conforme o caso

(LAPORTE, BAKSAAS, LUNDE, 1993).

Estudos realizados mundialmente sobre a utilizacio de medicamentos permitem
tracar um panorama no qual aparecem distorgdes comuns a maioria dos paises: a abundincia
de produtos desnecessdrios ou com potencial toxico inaceitdvel, prescrigéo irracional, auto-
medicagéio e outras. Tais desvios decorrem, em Wltima instdncia, do cardter lucrativo da
atividade da producfio farmacéutica e afetam as condutas nas dreas de ensino, prescrigio e
consumo (LAPORTE, BAKSAAS, LUNDE, 1993). '

Capituio f -Biodisponibilidade e bioequivaléncia
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A Organizacio Panamericana de Saude e a Organizacio Mundial de Saude, para
promoverem o use racional dos medicamentos, contam com profissionais da sainde que
aplicam os principios basicos da farmacologia clinica e os ensaios para avaliar a eficicia do
firmacos. A assessoria e orientagdo dos profissionais capacitados ¢ fundamental nas
atividades para regulamentacio e controle dos produtos farmacéuticos, na preparagdo de
listas de medicamentos ¢ formulirios terapéuticos. As decisGes nestas dreas poderdio ser
influenciadas por critérios que surgem de solidos fundamentos cientificos. Estudos
cientificos desta natureza favorecem o uso efetivo e seguro das formulacdes farmacéuticas
nas suas respectivas indicagGes (ORGANIZACION PANAMERICANA DE LA SALUD -
OMS, 1992).

Nos paises desenvolvidos, o produto que nfo & vendido por tempo e quantidade
suficientes para comprovar a sua seguranca e eficicia é definido como “medicamento novo”
(pela legislagdo); esta definicdo também se aplica para novas indicagdes ou apresentacoes
dos medicamentos registrados (Estados Umidos) (ORGANIZACION PANAMERICANA
DE LA SALUD - OMS, 1992).

Antes da admimistragfo de um medicamento a seres humanos, dé-ve-se investigar
as atividades farmacoldgicas ¢ toxicologicas do mesmo in vitro e em animais. As atividades
dos laboratérios farmacéuticos direcionadas ao desenvolvimento dos medicamentos novos
estdo organizadas de tal maneira que as substdncias quimicas sdo pesquisadas
sistematicamente, dependendo do seu tipo, utilizando-se grande variedade de testes
(bioquimicos, fisiolégicos, etc.) para se chegar a substincia ativa com o efeito desejacio
(I.LAPORTE, BAKSAAS, LUNDE, 1993). A substincia que apresenta a atividade de fato
sera estudada detalbadamente. De qualquer modo, para ir da descoberta imicial até a

obten¢#o de um produto finalizado sfio necessarias indmeras pesquisas.

O novo principio ativo é avaliado em animais e em seres humanos, obedecendo a
uma seqiiéncia determinada, que s¢ inicia na descoberta do principio ativo, baseada em
pesquisas sistemdticas que imcluem a Investigagdo de produtos naturais e/ou a sintese

quimica e vai até a obten¢fio do medicamento (LAPORTE, BAKSAAS, LUNDE, 1993).
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Além disso, fazem parte da seqiiéncia do estudo de medicamento novo
(ORGANIZACION PANAMERICANA DE LA SALUD- OMS, 1992):

Estudos pré-clinicos. Os estudos pré-clinicos determinam as agdes farmacolégicas da
substincia ¢ também seu mecanismo de acdo, a especificidade de seu efeito e a toxicidade
em animais, seguindo-se protocolos bem definidos. Usam-se testes toxicologicos para
determinar a toxicidade do medicamento e seus metabélitos em varios sistemas biologicos
com o objetivo de poder prever o risco potencial em seres humanos. Atualmente, existe o
requisito de se avaliar o efeito do medicamento na reprodugfo, no seu potencial
carcinogénico ou de dano genético. O FDA dos Estados Unidos, por exemplo, requer para
a maioria dos medicamentos, que estes testes sejam feitos antes de se iniciarem os ensaios

clinicos ¢ a promog¢do de vendas.

Estudos Clinicos. A primeira administragio do medicamento em seres humanos estd
fundamentada na observacfio obtida nos estudos em animais e, portanto, baseia-se na
toxicidade demonstrada em animais ou na faita da mesma. Considera-se¢ a aparicio de
qualquer efeito t6xico em animais como fator determinante para ndo se aceitar a
administragio em seres humanos. Esta decisdo pode ser equivocada porque alguns tipos de
efeitos toxicos sfio espécie-especificos; deste modo, 4s vezes, novos medicamentos
potencialmente uteis nfio sfo utilizados. Os estudos toxicolégicos feitos em animais séo bons
indicadores da toxicidade que se relaciona com a dose terapéutica da droga em humanos,
enquanto as reagdes adversas que ndo estdo relacionadas com a dose ndo se detectam
normalmente durante os testes tradicionais de toxicidade. Os ensaios clinicos s3o divididos

em fases. -

¢ Fase I. Trata-se dos ensaios das primeiras administra¢des de um medicamento em
seres humanos. O medicamento € administrado em voluntdrios sadios, primeiro em dose
unica e depois em doses multiplas, utilizando-se todas as possiveis doses terapéuticas. Estes

estudos se efetuam para a obtenclo de dados sobre a seguranca e a farmacocindtica dos
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medicamentos, ja que os sintomas relevantes para a pesquisa da eficicia raramente estfio

presentes em voluntdrios sadios.

e Fase IL. Consiste nos ensaios de administra¢do do medicamento a pacientes. Deve-
se avaliar a eliminagdo do medicamento pelo organismo, devido ao fato de que pacientes
podem metaboliza-lo de maneira diferente dos voluntarios sadios. Além disso, existem os
ensaios que correspondem 3 primeira administraciio do medicamento em paciente com ©
objetivo de estudar o potencial terapéutico e os efeitos colaterais e com o intuito de se
determinar as faixas da dose para a empregar em ensaios terapéuticos mais definitivos. Ha
também os ensalos que estdo direcionados a estabelecer a eficacia que o medicamentd
possui de reduzir as manifestagdes de uma enfermidade especifica ¢ a comparar sua eficicia
e efeitos indesejdveis com aqueles de outros medicamentos registrados com proposito
similar.

¢ Fase III (Ensaios clinicos comparativos). Estes estudos correspondem aos
ensaios duplo-cegos, controlados, com distribuicdo aleatdria, executados em namero
suficiente de pacientes, tendo como objetivo promover a informacio que permita a andlise
estatistica da eficdcia e a seguranga do medicamento. Estes estudos proporcionam uma
melhor informacdo devido a utilizagfio de um nimero maior de amostiras. Se os estudos em
seres humanos indicam que o composto pode ser um agente terapéutico eficaz e seguro, o
fabricante pode apresentar uma solicitagio ao Orgéio Regulador correspondente para se

obter uma licenga de comercializacZo do novo medicamento.

¢ Fase IV (Mercado controlado). Fazem parte desta fase os estudos de utilizacdo
de medicamentos ou de vigildncia sanitaria pés-comercializagOes, destinados a suprir as
informacGes necessarias para que se completem os dados acerca da seguranga ¢ da eficicia
de um medicamento, somente possiveis de se obter quando os medicamentos sdo
empregados, na pratica, em grande escala. Apos 0 uso extensivo do produto pode ocorrer o
aparecimento de efeitos indesejaveis relativamente raros, toxicidade crénica desenvolvida
somente apds anos de exposi¢do, interacSes com medicamentos previamente desconhecidas,

usos potenciais novos ou recomendagdes sobre esquemas de doseamentos mais apropriados.
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Estas informagdes podem alterar as obtidas na fase anterior, que se referem & seguranga ¢

eficacia do medicamento.

O crescimento da indéstria farmacéutica causou a produgdo em grande escala de
medicamentos; consequentemnente, surgiram numerosos problemas relacionados com a fase
inicial de matéria prima até a fase de obtengdo do produto final. Em conseqiiéncia deste fato,
comecaram a se desenvolver, dentro destes estabelecimentos industriais, setores altamente
especializados, cuja finalidade basica ¢ avaliar a pureza, 2 qualidade das matérias-primas ¢ a
concentragio do principio ativo ou dos principios ativos presente nas formulagdes. O setor
responsavel pela qualidade dos medicamentos recebeu o nome de controle de qualidade. -
Hoje este controle inclui os estudos de biodisponibilidade que procuram relacionar a
concentragio do principio ativo presente no organismo com o tipo de formulagdo

farmacéutica a0 qual est4 incorporado (SHARGEL & ANDREW, 1993},

Estes estudos de biodisponibilidade sfio efetivos no caso de se comprovar a
bioequivaléncia de produtos similares (genéricos), que & o assunto abordado nesta
dissertacio. Os medicamentos avaliados nestes estudos sdo os chamados similares, que
consistem em preparages idénticas a especialidades (SHARGEL & ANDREW, 1993).

Naturalmente, um similar de uma dada especialidade deve apresentar uma
biodisponibilidade idéntica ou muito préxima da especialidade que pretende produzir; deve
ser bioequivalente com ela. O interesse deste tipo de medicamento é preferencialmente de

naiureza econdmica, uma vez que tem um prego inferior ao original.

Em pafses em desenvolvimento, a produgio de genéricos &, as vezes, uma
indéistria florescente, pois a exportagiio destes ¢ fonte importante de entrada de divisas. O
estado legal desta industria de genéricos é matéria de agitada controvérsia. As leis de
protecio da patente de medicamentos novos variam muito. Em geral, os paises em
desenvolvimento ndo respeitam a leis ou estas apresentam curta duragio (periodo mais curto
de duracdo que os Estados Unidos ou Europa, onde a legislagfio protege a patente, de 72 10
anos) (ORGANIZACION PANAMERICANA DE LA SALUD- OMS, 1992).
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A substituicdo por genéricos ¢ praticada com grande fregiéncia por
farmacéuticos e consiste na utilizagio de um produto farmacéutico de marca diferente
daquela prescrita pelo médico (SHARGEL & ANDREW, 1993), desde que contenha o
mesmo ingrediente ativo, nas mesmas concentragSes e formas farmacéuticas (Ex. Cewin®
comprimidos substituido por Celong® comprimidos). E preciso comprovar a inexisténcia de
diferencas entre elas; para isto, faz-se necesséria a realizagdo dos testes de bioequivaléncia

(CARCAMO, 1992).

1.1. Biodisponibilidade

Biodisponibilidade é a velocidade ¢ extensfo pela qual a substincia ativa ou a
molécula terapéutica de uma droga ¢ absorvida a partir de uma forma farmacéutica e se

torna disponivel no sitio de agfio (CARCAMO, 1992).

A biodisponibilidade pode ser muito varidvel pois a absorcio dos firmacos pode
ser alterada por fatores que dependem do medicamento ou por fatores individuais,
resultando na produciio de sintomas toxicos ou na redugfo do efeito terapéutico. Quando
um medicamento ¢ administrado por via enteral, o valor das concentracdes plasméticas e,
consequentemente, a resposta do firmaco dependem da velocidade com que ocorre a
absorgio e da quantidade absorvida. Na biodisponibilidade interferem as caracteristicas
fisico-quimicas da droga (como a solubilidade, o peso molecular ¢ o coeficiente de particiio),
o processos de industrializagdo (ver adiante no item sobre preparacio da forma de acdo
prolongada), a forma farmacéutica da droga e outros fatores caracteristicos do paciente,
como efeito de primeira passagem, esvaziamento gdstrico, a ingestdo alimentar ¢ de
medicamentos, pH géstrico e urindrio, e outros fatores pertencentes ao item de variabilidade
individual (SHARGEL & ANDREW, 1993; CARCAMO, 1992; BRODY,1994).

Formulagdes variadas da mesma droga, s vezes, nfio produzem respostas

farmacolégicas idénticas, pois alteragdes em sua preparagdo podem afetar a
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biodisponibilidade do firmaco no seu local de agdo (CARCAMO, 1992). Neste caso,
concluimos que os produtos nfo apresentam a mesma desintegracio e dissolucio,
decorrente das diferentes formas de cristais, tamanho das particulas ou outras caracteristicas
que ndio foram controladas rigorosamente na elabora¢fio das formulages e também na

manufatura de sua preparacio (SHARGEL & ANDREW, 1993).

Na administragfo oral, o ingrediente ativo passa da luz do intestino delgado para
a circulagdo sistémica. A droga nfio deve apenas atravessar a mucosa, mas também estd
sujeita a a¢fio de enzimas da parede intestinal e do figado, onde serd inativada ou desviada,
antes de atingir a circulagfio sistémica ou o seu local de agio; trata-se do efeito de primeiré

passagem (WILSON & WASHINGTON,1989).

A velocidade do esvaziamento gistrico decorrente da presenga de alimento
interfere na permanéncia do firmaco no sitio especifico de absor¢do; acredita-se que esta
pode retardar, reduzir a absor¢dio de drogas, ndo interferir e, além disso, estdio sendo feitos
estudos de situagdes nfio muito esclarecidas, em que se evidenciam aumentos na quantidade
de droga absorvida (WILSON & WASHINGTON,1989). Podemos citar o firmaco

diclofenaco de potassio, para o qual a ingestdo alimentar retardou a absorcio devido ao

atraso no esvaziamento géstrico (POLI er ql, 1996).

A constituicio dos alimentos ¢ importante no esvaziamento géétrico e também
porque estes podem interagir diretamente com o farmaco, como exemplo, o caso do leite
que diminui a absorcdo da tetraciclina; além disso, os alimentos podem alterar a produgio de
secregdes como a bile que, quando aumentada no trato gastrintestinal aumenta a absorcdo

de firmacos pouco soltiveis em meio aquoso.

O acfo do pH gastrico provoca vérias modificactes na estrutura quimica dos
farmacos, as quais podem induzir a uma maior ou menor absorgic dos mesmos. O pH
urinario pode favorecer ou reduzir a eliminaco dos firmacos, alterando a sua permanéncia
no Organismo €, consequentemente, a sua atuacdo. A alteracfio significativa de eliminagiio de
um farmaco provocada pela mudanga do pH urindrio depende da magnitude e persisténcia
dessa alteracdo e da contribui¢iio da reabsorg@io passiva dependente do pH para a eliminacio
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total do firmaco. A alcalinizaclio da urina pode produzir uma elevagiio de quatro a seis
vezes na excregdo de um 4cido relativamente forte (CARCAMO, 1992; ORGANIZACION
PANAMERICANA DE LA SALUD- OMS, 1992; ROWLAND & TOZER, 1989).

Para a realizagdo dos estudos de biodisponibilidade, os farmacologistas precisam
diferir niveis de dosagem de drogas com precisio. O método mais confidvel ¢ sensivel na
determina¢fo da biodisponibilidade de uma dose tinica envolve a andlise das concentraces
plasmiticas ou séricas da droga, em varios momentos, apds a administragio oral. O FDA
estabelece que a biodisponibilidade in vivo de uma dada formulago farmacéutica pode ser
determinada pela medida dos niveis plasmaticos da droga, do ingrediente ativo ou
metabolitos ativos em fungio do tempo, ou através da quantificagdo do efeito farmacolégico

agudo (BIOAVAILABILITY AND BICEQUIVALENCE REQUIREMENTS, 1985).

Estudos de biodisponibilidade devem ser executados com multiplas doses
quando uma variabilidade excessiva é encontrada na maneira com que, diferentes pacientes
reagem & administragfio de doses tmicas de uma determinada droga. E impbrtante lembrar
que diferentes biodisponibilidades terfio significados diferentes, dependendo da poténcia e

toxicidade da droga que se estd avaliando (ORGANIZACION PANAMERiCANA DE LA
SALUD- OMS, 1992). '

1.1.1. Bioequivaléncia

Equivalentes farmacéuticos sdo produtos que contém os mesmos ingredientes
ativos ¢ sdo idénticos na concentragiio, forma farmacéutica e na via_l de administracio
(SHARGEL & ANDREW, 1993). Para que estes produtos farmacéuticos sejam
considerados bioequivalentes ¢ necessdrio que as suas velocidades e extensdes de absorcdo

ndo apresentem diferencas significativas sob as mesmas condi¢Ses, segundo o FDA.
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O orgho intemacional FDA requer que novas formulagSes de produtos ji
disponiveis no mercado sejam testadas em termos de bicequivaléncia, comparando-se a

biodisponibilidade das mesmas.

Os parlmetros drea sob a curva de concentragio plasmaticas vesus tempo
mdicativo da quantidade total de droga ativa absorvida e presente no organismo durante um
intervalo de tempo ¢ as medidas de concentragfio plasmatica méxima e do tempo necessario
para atingir esta concentragfio fornecem informacSes pertinentes 4 biodisponibilidade do
principio ativo. Estes parimetros sfo utilizados na avaliagio da biodisponibilidade e da
bioequivaléncia de duas preparacdes diferentes da mesma droga (CARCAMO, 1992).

Para produtos serem considerados bioequivalentes, as areas sob as curvas de
concentragdes plasmaticas versus o tempo obtidas apdés a administragiio de formulagdes
diferentes da mesma droga devem ser aproximadamente iguais. Se as formulagGes
apresentarem uma disparidade muito grande entre as suas concentragdes plasmaticas

maximas obtidas ou nos tempos em que estas ocorrem, ndo devem ser consideradas
bicequivalentes (SHARGEL & ANDREW, 1993) .

Testes para a bioequivaléncia devem ser suficientemente simples e rapidos,
utilizando-se numerosas amostras na rotina. Estes testes sio fundamentais para o
estabelecimento de controles sobre os medicamentos e assim contribui para um melhor
processo de manufatura da preparagdo farmacéutica, diminuindo o grau de variabilidade nas
caracteristicas de liberagio da droga in vivo (PRISTA, ALVES, MORGADO, 1996;
CARCAMO, 1992).

1.1.2. Variabilidade individual

Individuos de mesma espécie € pertencentes a uma populagdo homogénea (apds
selegﬁg)_ apresentam variabilidade no efeito de uma droga, decorrente da divergéncia de
concentraéﬁes da droga‘no local de acdo (diferenca na farmacocinética) ou da diferenca nas
respostas  fisiolégicas 4 mesma concentragfo (diferenga na farmacodinimica)
(ORGANIZACION PANAMERICANA DE LA SALUD- OMS, 1992).
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Variagdo quantitativa é aquela relacionada com a farmacocinética do principio
ativo ¢ com fatores que interferem no acesso do firmaco ao sitio de agdo e que,
consequentemente, determinam a intensidade do efeito. Como exemplos podemos citar:
propriedades fisicas e quimicas da droga, dose e absorgdo do farmaco, fatores ja citados no
item biodisponibilidade e outros como ligagdo as proteinas, quantidade de droga distribuida
e excretada, velocidade de biotransformacdo (ROWLAND & TOZER, 1989).

Fatores que modificam a a¢do dos férmacos sdo a causa da variacdo qualitativa,
que consiste na alteragdo da natureza de resposta farmacoldgica; estes podem ser
intrinsecos, dependentes do sistemas biologico, ou extrinsecos quando dependem do~
farmaco, das condi¢es de administragfio € da interagdo medicamentosa devido a presenca
de outros principios ativos. Fazem parte dos fatores intrinsecos a idiossincrasia, os
genéticos, a idade, o sexo e os estados fisiclégicos e psicologicos. A seguir, sdo feitas

citagdes de alguns dos fatores intrinsecos e extrinsecos.

A reacdo idiossincritica se expressa em uma minoria da populagdo, sendo
considerada um efeito anormal e geralmente prejudicial. Cita-se como exemplo a droga
antimalérica primaquina, que é bem tolerada pela maioria da populagic mas, em alguns

individuos (5-10% dos homens), causa hemélise, resultando em anemia grave.

Em estudos sobre a variabilidade genética, encontramos diferencas na taxa de
metabolismo de diversas drogas como o suxametdnio que ¢ inativado pela hidrélise
catalisada por colinesterases plasmaticas. Existem individuos que produzem um tipo anormal
de colinesterase com um padrio medificado de especificidade em relagéio ao subsirato € ao
inibidor (o responsavel é um gene recessivo). Assim tais individuos no conseguem inativar
rapidamente o suxametdnio, apresentando um bloqueio neuromuscular que pode durar

vérias horas (BRODY er ai, 1994)

A idade interfere na aclo de uma droga devido a existéncia de diferentes taxas
de fungfo renal ¢ hepatica nos individuos (ORGANIZACION PANAMERICANA DE LA
SALUD- OMS, 1992). Os neonatos possuem uma taxa de 20% e os idosos de 50% em

relacio ao valor do adulto, deste modo ocorre um aumento do tempo de meia-vida
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plasmética de drogas, como nos casos de antibidticos para bebés e da digoxina para idosos

(BRODY et al, 1994; ROWLAND & TOZER, 1939).

O metabolismo hepatico em recém-nascidos ¢ deficiente, devido a baixa
atividade enzimatica. O cloranfenicol por exemplo, cujo o metabolismo depende da
conjugagdo hepatica, tende a se acumular causando a sindrome cinzenta. Por outro lado, a
atividade das enzimas microssOmicas hepaticas responsaveis pela metabolizacdo de drogas
como o diazepam, diminui nos idosos, aumentando os tempos de meia-vida plasmatica das
mesmas (ROWLAND & TOZER, 1589).

Nos estados patolégicos, como hepatopatias e nefropatias, ocorrem alterages
no metabolismo ¢ na eliminagdo das drogas, ja que tanto a atividade enzimatica como a taxa
de filtracdo podem estar alteradas nestes casos (ROWLAND & TOZER, 1989;
ORGANIZACION PANAMERICANA DE LA SALUD- OMS, 1992).

Uma droga pode interagir com outra ¢ modificar sua acfo através de dois
mecanismos: em um a agéo € alterada, mas a concentracio da droga no seu sitio de agfo

continua a mesma, No outro existe uma mudanca na agéio e na concentragdo disponivel no
sitio de agdio (BRODY ef al, 1994).

Apesar da consideracio e cuidado de todos os detalhes, no caso do 4cido
ascdrbico existe a variabilidade inter-individuos e também a variabilidade bioldgica nfo-
controldvel de cada individuo, principalmente relacionada com a reserva corporal deste

farmaco (WEBER.; BENDICH, SCHALCH ,1996).

1.2. Forma Farmacéutica de Ac¢do Prolongada.

A vitamina C ¢ apresentada em vérias formas farmacéuticas. Neste estudo, sdo
abordadas as formas em comprimido efervescente e de agfio prolongada, esta ultima

elaborada por técnicas especializadas encarecendo o seu custo (SHARGEL & ANDREW,
1993).
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A duragdo do efeto de um firmaco estd diretamente relacionada ao seu tempo
de meia-vida ou de sua permanéncia no sangue. As nomeadas formas de agdo prolongada ou
sustentada com absorcdes lentas e constantes sdo ideais para os firmacos que possuem
meia-vida curta (inferior a 6 horas) e precisam ser administrados em intervalos de 3 ¢ 4

horas (ORGANIZACION PANAMERICANA DE LA SALUD - OMS, 1992).

Na elaboracio de formas de agio sustentada, as velocidades de desintegracdio ¢
dissolugfio do principio ativo sdo alteradas, modificando-se a taxa de absor¢do do mesmo

(PRISTA, ALVES, MORGADO, 1996).

‘No uso deste tipo de formulagfio ocorrem: uma reducio na freqiiéncia de
administracio da droga, mantendo-se o efeito terapéutico durante o periodo maior de
repouso com niveis sangilineos continuos ¢ convenientes; um decréscimo na incidéncia e na
intensidade de efeitos colaterais; e, além disso, uma economia, devido 4 diminuicdo dos
custos operacionais da equipe de enfermagem em hospitais (PRISTA, ALVES,
MORGADO, 1996).

Para a maioria das preparacdes comerciais disponiveis em forma de liberago
lenta, a droga ndo é liberada de forma constante; ao contrario, a quantidade de droga ativa
| disponivel diminui com o tempo. O que se encontra, na pratica, ¢ um nivel de efeito que ndo
descreve um platd ao longo do tempo, mas atinge um méximo e diminui lentamente, até que
uma nova dose seja admimstrada (ORGANIZACION PANAMERICANA DE LA SALUD -
OMS, 1992).

O principal limite de utilidade das preparacSes de liberagfio prolongada ¢ o
tempo de semivida biolégica que, quando muito elevado, nfo justifica a preparacio especial.
Qutros fatores sdo a decomposi¢do do principio ativo no trato gathe;tinaL a sua absorgfio
em uma zona muito limitada, a sua ma absorcfo pela mucosa intestinal e, por Gltimo, uma
elevada toxicidade do principio ativo (ORGANIZACION PANAMERICANA DE LA
SALUD - OMS, 1992; PRISTA, ALVES, MORGADO, 1596)
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1.2.1. Preparagiio de formas orais de a¢fio prolongada.

Comprimidos constituidos por sucessivas camadas permitem obter uma forma de
liberagdo farmacéutica de agdo descontinua que pode-se aproximar da verdadeira agio
prolongada. Trata-se de um comprimido estratificado em que cada camada ou estrato cede,
em tempos diferentes, a quantidade de firmaco que contém. A versdo comum consiste em
wm miicleo resistente ao suco géstrico e entero-solavel, envolvido por um revestimento que
se dissolve rapidamente no suco gastrico. A camada externa ¢ dissolvida em um curto
intervalo de tempo, fornecendo a dose de agfio imediata; depois ocorre a desintegragdo das
outras camadas, elevando o nivel sangiiineo do firmaco para valores convenientes (BRODY
et al,1994).

Para a obtengéio de diferentes tempos de desintegragdo de grinulos pode-se
optar por duas técnicas distintas. A primeira consiste em preparar camadas de espessuras
sucessivamente crescentes, utilizando-se a mesma substéncia e, neste caso, o tempo de
desintegragdo varia de acordo com a espessura da camada (técnica demonstrada por
Chaumeil e ainda por Delporte e Jaminet). A segunda técnica emprega substincias diferentes
para o revestimento dos grimulos, obedecendo as suas caracteristicas de resisir mais ou
menos que outras ao ataque dos sucos digestivos. As percentagens convenientes de cada
grupo de granulos (de tempos de desintegracdo diferentes) sdo incluidas na mesma unidade
medicamentosa, de modo a se obter uma acdo planificada (PRISTA, ALVES,
MORGADO,1996).

O principio ativo, em vez de ser fracionado e revestido, pode ser pulverizado ¢
introduzido em uma matriz (rede ou esqueleto) que, na maioria das vezes, ¢ constituida por
macromoléculas mais ou menos inertes (BRODY,1994). Este esqueleta é muito poroso e os
poros sdo preenchidos pelo farmaco. A maneira pela qual se efetua a compressio pode
alterar a desagregagdo do comprimido. As matrizes utilizadas apresentam diferentes
propriedades fisico-quimicas (PRISTA, ALVES, MORGADO, 1996).

Segundo Prista ef al, outro método de preparaciio de formas de acéo prolongada

consiste na floculagio do principio ativo em polimeros aniénicos. O floculado resultante
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contém o farmaco no estado molecular e sua liberagfio se efetua por extragdo e dissolugio,

fenémenos que sofrem influéncia do pH.

Existe uma técnica que consiste em dissolver ou suspender o principio ativo em
um mondmero (epéxido), que depois ¢ polimerizado sob a forma de pérolas. A adigdo de
grupos amina ao polimero torna-o solivel no meio do acido, enquanto a introdugdo de
funcdes acidas na molécula permite a dissolugio em meio neutro ou s6 ligeiramente 4cido. A
mistura de diferentes polimeros assegura a liberagio rapida de uma certa guantidade (dose
de agdo imediata) em meio 4cido, seguida de uma cessio lenta e progressiva no intestino

(dose de manutengdo), (PRISTA, ALVES, MORGADO, 1996).

1.3. Comprimidos Efervescentes

Trata-se de comprimidos destinados a dissolugdo em 4gua e, para isso, €
necessario que recebam como excipiente uma grande quantidade de material efervescente na
sua preparagiio. No caso dos comprimidos efervescentes de vitamina C, mistura-se o acido
ascorbico com um alcali (freqiientemente o bicarbonato de sodio); préparam—se dois
granulos isolados, um com o componente icido (4cido ascérbico) e outro com a porgio
alcalina, os quais serfio misturados completamente secos, no momento da compressdo. Para
a compressio é necessdrio um controle da temperatura e da umidade do ambiente em que

ela serd executada (PRISTA, ALVES, MORGADO, 1996).
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CAPITULOII

ES TUDO DE BIOE QUIVALENCIA DET. RES
FORMULACOES DE ACIDO ASCORBICO




1. INTRODUCAGC

Acido ascérbico.

Vitamina C € o nome dado a todos os compostos que possuem qualitativamente
a mesma atividade biolégica antiescorbitica que inclui o acido ascorbico e a sua forma
oxidada, o 4cido desidroascorbico (PROCHAZKA & FAGNER, 1964). Em conseqiiéncia
de suas propriedades redutoras, o 4cido ascorbico oxida-se facilmente para 4cido
desidroascorbico (sistema redox - figura 1). O poder vitaminico das duas formas ¢
praticamente idéntico e dependente de seu anel lactdnico (FRANCO, 1992). O isémero da
vitamina C, o 4cido eritérbico conhecido também como acido isoascédrbico, € comumente
usado como aditivo nos alimentos (carnes e¢ bebidas) (Sauberlich et al, 1991), porém este

possui atividade antiescorbitica muito pequena (5%) (Sauberlich et al, 1989;
CLYDESDALE, et al, 1991).

ACIDO:ASCORBICQ:

Figura 1- Estrutura molecular representando o acido ascorbico € o

desidroascorbico.
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A origem biolégica da vitamina C resulta da transformacgio de glicose ou
galactose, respectivamente nos animais e plantas. Apenas o homem, outros primatas e as
cobaias nfo possuem uma enzima chamada L-gulonolactone oxidase que participa da sintese
do acido ascorbico, e precisam desta vitamina como fator dietético, retirando-a da dieta

alimentar ou através da ingestdio de sua forma sintética (NISHKIMI & YAGI, 1991).

O acido ascorbico nos vegetais estd distribuido em maior abundéncia nas frutas
citricas (como tangerinas, laranja e no limfo), tomates, pimentSes, ameixas, nas folhas
frescas da amoreira, nos pigmentos, groselhas vermethas, cerejas, amoras, uvas, macis,
batatas e cenouras (ALLEM Jr., 1993). Apesar de ser extraido do capsfcum ou de outras
espécies de vegetais como as rose hips, hoje ele € preparado sinteticamente, sendo usado o
L-isbmero. As formas sintética e natural de vitamina C possuem biodisponibidades
semelhantes em seres humanos (PELLETIER & KEITH, 1974; VINSON & BOSE, 1988:
MANGELS et al, 1993). A quantidade em porcentagem de vitamina C na forma reduzida e
oxidada ¢ muito varidvel nos alimentos naturais, pois sofre influéncia de fatores como:
estagio de maturidade, diferencas regionais e estagdo do ano (VANDERSLICE. & HIGGS,
1991).

Admite-se que nas células vivas o acido ascérbico se encontre na forma de
complexo com proteinas (ascorbigénio), que o protege de oxidagles espontdneas. A sua
distribuiclio € extensa pelo organismo; certas giindulas sdo particularmente ricas, como o
cortex supra-renal, lobo anterior da hipéfise e tiréide, sendo encontrado também no figado,
cérebro, leite e sangue. A vitamina C encontra-se em virios tecidos do organismo, eﬁl

quantidades diferentes em cada tipo de célula (KUBLER & GEHLER, 1970).

Quimica

O éacido ascorbico é quimicamente o (R)-53-[(8)-1,2-diidroxi-etil)-3,4-diidroxi-

3(H)-furan-2-ona], também conhecido como dcido L-ascorbico, acido L-xiloascorbico e
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4cido-3-oxo-L-gulofurano-lactona (forma endlica). Trata-se de uma substdncia branca,
cristalina, solivel na 4gua, metanol e acetona (com a qual forma combinacio cristalina
instdvel). E insolivel no éter, cloroformio, benzeno e lipideos. No estado sélido € uma
substincia estiavel, mas muito 1dbil em solugio (principalmente em agua). O calor, a
alcalinidade do meio. a presenca de metais pesados (cobre ¢ prata, em especial) € os agentes
oxidantes, destroem-no rapidamente. Além disso é atéxico e, provavelmente, a substincia

ativa menos toxica que se conhece (DOLLEY, 1991)

Deficiéncia de vitamina C.

A doenca provocada pela deficiéncia de vitamina C, o escorbuto, apresenta
sintomas que incluem: fadiga no desempenho de atividades fisicas, petéquias, hemorragia
perifolicular, depressdo, diminuigdo da cicatrizagio de feridas e distrofias dentérias
(SAUBERLICH, 1990). As hemorragias se devem a fragilidade capilar resultante. Um
escorbuto discreto € provavelmente a deficiéncia vitaminica mais comum nas sociedades em
que as pessoas particularmente acompanham dietas hipocaléricas ou que ndo podem
comprar frutas e vegetais frescos. Esta doenga carencial ocorre pelo decréscimo na sintese
de coldgeno, a maior proteina do organismo (BERG & KERR, 1992). A vitamina C €
essencial para a formagdo e manutengfio desta substincia cimentante que une as celulas entre
si; seu papel bioquimico nfio estdi bem definido, mas parece estar relacionado a sua
capacidade de agir como um sistema oxirredutor, intervindo nos fendmenos metabélicos. A
dose usual para tratamente do escorbuto é de 300 mg didrios desta vitamina, durante pelo

menos duas sernanas.

A deficiéncia de vitamina C foi estudada nos EUA. O II Estudo Avaliativo
Nacional de Satde ¢ Nutrigdo feito naquele pais (Second National Health and Nutrition
Evalution Survey (NHANES II)) enconirou niveis baixos de vitaming C em 3% da
populagic estudada (Woteki ef al., 1990). Homens com 25 anos de idade ou mais possuem
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niveis mais baixos de vitamina C que as mulheres. Homens africanos e americanos na faixa
de 55 a 75 anos de idade tém o mais baixo nivel de vitamina C (16%). No I Estudo
Avaliativo (First National Health and Nutrition Examination Survey (NHANES I) foram
reunidas informagdes sobre a nutrigio de 11.348 adultos americanos nio mnstitucionaiizados,
de 25 a 74 anos de idade. Examinando dados obtidos neste estudo, verificou-se que a taxa
de mortalidade destes americanos possuia uma relagdo inversamente proporcional com o
aumento na ingestdo da vitamina C, nos homens e uma relagdo ndo relevante nas mulheres

(ENSTROM & SEIFTER, 1992).

Farmacologia

A dose didria recomendada de uma vitamina ¢ definida como a quantidade
adequada para preencher as necessidades nutricionais conhecidas de praticamente todos 0s
individuos saudaveis. Varios estudos foram feitos com o intuito de se chegar a dose mais
adequada para a vitamina C, avaliando-se todos os seus fatores farmacocinéticos (LEVINE
et al, 1991; LEVINE et af 1995; WEBER, BENDICH, SCHALCH.,. 1996). A guantidade
média de acido ascoérbico necessdria que deve ser fornecida diariamente pelos alimentos
numa dieta bem equilibrada oscila entre 50 a 150 mg, variando com a idade {criangas,
adultos e idosos), o estado de satde (gravidez, hepatopatia, etc.) ¢ as condi¢des nutricionais

de cada pessoa (dietas hipocaloricas e restritas de vegetais e frutas).

As quantidades didrias recomendadas pelas autoridades variam em uma faixa de
20 mg, no Reino Unido, para 70 mg recomendadas na Alemanha. Nas EEUU, de acordo
com a Food and Nutrition Board of the U.S. National Research Council, recomendam-se
doses de 35 mg para as criangas e de 60 mg para adultos (ndo fumantes e 70 Kg ) segundo
Levine (1996). Estas doses didrias recomendadas térﬁ sido contestadas por varios autores,

que acreditam serem eficientes apenas na prevencdo do escorbuto, sem observar as outras
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possiveis agdes no beneficio & saide (WEBER,BENDICH, SCHALCH, 1996; YOUNG,.
1996).

De acordo com Pauling (1970), a quantidade de vitamina C contida na dieta
alimentar ¢ menor que a necessdria para uma boa satde, e sugere que a dose diarta ideal seja
de 2,3 g ou mais. Alta concentragdo de vitamina C aumentaria a resisténcia & infecgles,
melhoram a cura de feridas e ajudam no decréscimo das incidéncias de choques

conseqilentes a jiirias e cirurgias.

Farmacocinética.

A vitamina C é absorvida no intestino humano através de um processo de
transporte ativo que € saturdvel (CLYDESDALE, et al, 1991) e dependente de sédio (Na")
(STEVENSON & BRUSH 1969; BIGLEY & STANKOVA, 1974; KALLNER,
HARTMANN, HORNIG, 1977, SAUBERLICH, 1985; ROSE & CHOIL, 1990;
MATUSIRWICZ er al 1995; ROSE, 1996.). Esta absorcio depende de um transportador
determinade que se encont:éa e::ri‘lugar especifico e em niimero limitado no intestino delgado
de animais e seres humanos (ileo) (ROSE, 1996). Podem ocorrer altera¢des nesta absorcio
pela saturacdo dos transportadores, pela mnibicio competitiva de vérias outras substincias
capazes de se fixar ao transportador (como o &cido eritérbico) (SUZUKI, KURATA,
ARAKAWA, 1991) ¢ também pela motilidade intestinal rdpida, de maneira que o acido
ascorbico € arrastado ¢ n#io passa adequadamente pelo seu sitio de absorgfio. A dose de

saturaciio média em homens ¢ mulheres ¢ de 500 a 1000 mg (BLANCHARD et al, 1990).

Em baixas doses, como na dieta alimentar (< 30 mg/por dia), a vitamina C ¢
absorvida quase por compieto; em doses de 30 a 180 mg/por dia, a absorgéio ¢ de 70 a 90%
aproximadamente; cai para 50% quando a dose desta vitamina ¢ de 1.5g e para 16% em uma

dose de 12g. Maior absorgfo intestinal é obtida se administrarmos doses inferiores a 1 g de
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acido ascorbico em determinados intervalos, em um mesmo dia, em vez de uma unica

megadose (SACHARIN, TAYLOR, CHASSEUD, 1977).

As propriedades farmacocinéticas da vitamina C observadas em jovens e idosos
sdo semethantes, em estudos feitos separadamente para homens (BLANCHARD et al, 1990)
¢ mulheres (BLANCHARD er af, 1990). Entretanto existe uma pequena diferenca entre
homens e mulheres devido a composi¢io € ao peso corporal (BLANCHARD, 1991),

A eliminagfio do 4cido ascdrbico depende da sua reabsorcdo tubular renal, que é
feita através de um mecanismo ativo e dependente de sédio (difusdo), o qual também sofre

saturacdo (SEGHIERI et al, 1994).

A presenca de grandes quantidades de vitamina C nfio absorvidas, resultado da
ingestdio de uma megadose, provoca diarréias osméticas ¢ desconfortos intestinais
(KUBLER & GEHLER J, 1970). Além disso, resulta na acidificacdo da urina, ocorrendo a
precipitagio de sais com a formacdo de cdlculos renais e a interferéncia no ritmo de
excreclio das drogas. Mesmo sem estar em excesso, esta vitamina altera a farmacocinética

de outras drogas (ZANNONI & SATO) como os anticoncepcionais (KUHNZ er al, 1995).

Func¢des da Vitamina C (Atividade biolégica).

Como ja foi dito, o acido ascorbico atua como co-fator em numerosos processos
biolégicos. E provavelmente o mais efetivo e menos t6xico antioxidante identificado nos
mamiferos, quebrando a cadeia de reagdes oxidantes, pois reage diretamente com peréxidos,
radicais hidroxila ¢ outros (BENDICH et al., 1986; MALMSTROM, ANDREASSON,
REINHAMMAR , 1975; MOESLINGER et al.,1995; MONDOVI & AVIGLIANO, 1984).
Outras fungBes incluem a sintese dos horménios neurotransmissores (DILIBERTO,
DANIELS, VIVEROS, 1991), coldgeno, camnitina (REBOUCHE, 1991) e outras
substancias (BLOCK, 1991).
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A vitamina C é essencial para a sintese do coldgeno do glicosaminoglicano, dos
proteoglicanos ¢ auxilia na manutencdio de varias enzimas (certas monoxigenases e
dioxigenases) e suas formas reduzidas. Por exemplo, o dcido ascdrbico serve como redutor
para propil ¢ lisil-hidrolases (PADH, 1991; 5. LIAU, et al 1993). A propil-hidroxilase
converte residuos proprila em coldgeno, através da hidroxiprolina. A hidroxiprolina permite
uma conformagdo de tripla-hélice que, polimerizada, resuita em fibras funcionais de
colageno (PETERKOFKY, 1991).

Radicais livres desencadeiam processos de oxidacfio causando danos ao DNA,
enzimas, proteinas ¢ outras macromoléculas. A formagio excedente de radicais livres se
expressa através do estresse oxidativo (termo utilizado para descrever condicdes de danos
oxidativos as células e quando a relagdo entre radicais livres ¢ antioxidantes estd
desiquilibrada, sendo favordvel aos primeiros) e pode desencadear varios problemas médicos
a0 organismo, como recuperagdo demorada de tecidos apos trauma, € condicGes cronicas
(arteriosclerose ¢ cancer). Os radicais livres resultam de processos biolgicos decorrentes de
estimulos exégenos, que sio controlados por enzimas e antioxidantes micronutrientes como
o dcido ascorbico. Consequentemente, o 4cido ascorbico € importante na protegdo contra o
estresse oxidativo, relacionado com doencas e degeneragdo associada com envelhecimento,
incluindo doencas corondrias, formagdo de cataratas, e cancer. Considerando a capacidade
dos antioxidantes em diminuir os riscos do estresse oxidativo, cresce o consumo destes
micronutrientes e o interesse no estudo dos mesmos (ROCK, JACOB, BONEN, 1996;
NIKI, 1991; SIES & STAHL, 1995).

Resuitados de trabalhos confirmam a hipétese de que a oxidagdio da LDL € o
processo mais importante na génese da lesdo arteriosclerética. Em estudos laboratoriais, o
4cido ascorbico protege completamente lipideos no plasma e lipoproteinas de baixa
densidade (LDL) contra danos peroxidativos (JIALAL et al ., 1990). O 4cido ascorbico, o
a-tocoferol e o B-caroteno com propriedades antioxidantes, podem inibir a oxidagdo e evitar
a progressdo da arteriosclerose (JIALAL, VEGA, GRUNDY, 1990; FRE], 1991). Além
disso, como antioxidante, estd envolvido no metabolismo do colesterol e na sintese da

prostaciclina presente na parede endotelial, mantendo a integridade vascular (SIMON,
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1992). Existe uma relagfio inversamente proporcional entre os niveis de acido ascorbico ¢ a

mortalidade pelas doengas coronarias (estudos epidemioldgicos).

A catarata ¢ a principal causa de cegueira no mundo. Num estudo feito em
Massachusetts observaram-se 15 % de prevaléncia de cataratas em pessoas com 535 anos de
idade ou mais, elevando-se o indice a mais de 45 % em sujeitos acima de 75 anos de idade
(KAHN, 1997). Existe interesse no estudo do envolvimento de antioxidantes com a catarata
senil, devido aos niveis altos de acido ascorbico nas lentes humanas. Em um estudo
envolvendo 50.528 mulheres americanas, o risco de desenvolverem catarata foi 45 % menor
- naquelas que tomaram um suplemento de vitamina C por mais de 10 anos (HANKINSON et
al., 1992). O suplemento mais frequentemente utilizado é de 250 a 500 mg de 4cido
ascorbico. Os resultados dos estudos em andamento (GARLAND, 1991; GERSHOFF,
1993) apresentam um suporte para a hipdtese de que este antioxidante participa da

prevencio de cataratas.

Muitos mecanismos estio sendo propostos para explicar a influéncia da vitamina
C na prevenc@io de tumores. O 4cido ascorbico captura radicais livres ¢ reduz o mitrito,
impedindo a formag¢fo de N-nitrosaminas e nitrosamidas, substincias que induzem o cancer
em animais e, provavelmente, nos homens. A maioria dos trabalhos elaborados com
resultados significativos relacionam a vitamina C com a diminui¢do do risco de clncer no
estdmago. Outros estudos estdio sendo realizados sobre a influéncia desta vitamina no

decréscimo da incidéncia de outros tipos de cdncer como: cervical, de mama, prostata,

esdfago , pancreas, célon ¢ ovarios (SAUBERLICH, 1994).

Umas das teorias sobre a causa da doenca de Parkinson é que o estresse
oxidativo contribui para a degeperacio dos neurdnios. O a-tocoferol, junto ao dacido
ascorbico, com suas propriedades antioxidantes, dimmui a quantidade de radicais livres no
cérebro, o que retarda a evolugfio desta doenca degenerativa (MOERTEL et al, 1985;
FAHN, 1989; BLOCK, 1991).

Outros trabathos cientificos indicam que a vifamina C € importante para o

funcionamento normal de linfécitos-T e para a efetiva atividade fagocitaria dos leucocitos
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(VALLANCE, 1979; COOK & MONSEN, 1977; MOSER, 1987). Apresenta também uma
acdio amenizadora nos sintomas de enfermidades do trato respiratorio, como infecgdes e
bronquites (MOHSENIN & DuBOIS, 1987). A deficiéncia de vitamina C desencadeia
desequilibrio nutricional, traduzindo-se por perda de peso ¢ anemia acentuada, que
favorecem o aparecimento de doengas infecciosas. Sabe-se que o acido ascérbico participa

do metabolismo do folato, mas ndo se conhece seu papel exato na eritropoiese.

A absorgio de ferro no organismo é aumentada pela vitamina C. A capacidade
redutora da vitamina C ¢ importante para o metabolismo do ferro, na sua incorporagdo 2
ferretina e na catalise da reducéio de forma férrica para a ferrosa. Doses de 50 a 100mg de
scido ascorbico sdo utilizadas nos estudos feitos para demonstrar o aumento de absor¢do do
ferro (HALLBERG, BRUNE, ROSSANDER- HULTHEN, 1989; HUNT et al, 1990;
HOFFMAN, YANELLI, BRIGES, 1991).

Preparacoes de vitamina C.

Existe uma grande variedade de especialidades farmacéuticas contendo o icido
ascorbico ou este ingrediente ativo junto a outras vitaminas (complexo vitaminico &
suplementos alimentares), com larga produg#o e venda. O 4cido ascorbico ¢ comercializado
no Brasil, principalmente na forma livre, mas também como sal sédico e célcico. Em outros
pafses ¢ também comercializado o palmitato de ascorbila. Apresenta-se sob a forma de pé
ou cristais brancos ou amarelos inodoros, sendo usado extensivamente na inddstria
alimenticia e em medicamentos (DAVIES ef al., 1991). As conceniracdes de écido
ascorbico em amostras biologicas podem ser expressas em umdades internacionais (U.L).
Uma U. L. equivale 2 atividade de 0,05 mg de icido L-ascorbico, sendo portanto. de 20000
U.L a atividade biolégica para 1g de vitamina C (FRANCO, 1992).
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Os métodos quimicos para a determinacdo do 4cido ascorbico baseiam-se em
particular nas suas propriedades redutoras, cujo conhecimento € importante para a
preparacio e conserva¢io de alimentos e medicamentos e para os métodos analiticos de
identificagdo ¢ dosagem do 4cido ascérbico. Este também é empregado na purificagéo de
algumas solucBes extrativas e na eliminagfo de oxidantes que possam iterferir nos métodos
de doseamento de outros firmacos (COSTA er al, 1986).
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2. OBJETIVO

Com base no modelo farmacocinético, que consiste nas medidas das
concentragdes plasmaticas de 4cido ascorbico e na determinagdo de parimetros adequados
das formulagGes, o objetivo deste estudo € avaliar a biodisponibilidade comparativa de trés
formulagdes comerciais de acido ascorbico: duas padrdes, Cewin™ (agdio prolongada,

Sanofi Winthrop) e Redoxon™ (Roche), com Celong™ (acéio prolongada, Withehall).

A partir deste objetivo outros sfio atingidos, como: aprendizagem da técnica de
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE), desde o tratamento das amostras até o
conhecimento e operacio do equipamento envolvido; maior compreensdo da

farmacocinética aplicada; utilizagfio e interpretagfio dos métodos estatisticos.
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3. METODOS E MATERIAIS

3.1. Seleciio dos voluntarios

Neste ensaio clinico empregamos normas requeridas pelo FDA (higidez dos
voluntarios, administracfo dos firmacos em jejum ¢ delincamento do protocolo clinico).

Neste estudo foram seiecionados 18 voluntarios sadios do sexo masculino, com
idade entre 22 e 50 anos (média = 32 £ 2), peso entre 55,5 e 90 kg {média = 73 £ 2), dentro
dos 15% do peso corporal ideal.

A selecdo dos voluntarios foi realizada através de consulta médica, incluindo
anamnese € exame fisico, além de eletrocardiograma e exames laboratoriais que colaboraram
para a confirmagfio do estado de higidez. Em uma avalia¢fio clinica nfio apresentaram sinais
ou sintomas evidentes de doencas cardiaca, hepatica, renal, pulmonar, neuroldgica,
gastrintestinal, hematolégica ou psiquidtrica. Os exames laboratoriais nfo mostraram
alteracdes (hemograma completo, velocidade de hemossedimentacdio, uréia, creatinina
séricas, transaminases, fosfatase alcalina, gamma GT, bilirrubina total, glicemia, 4cido urico,
sodio, potassio, cloreto, urina I ¢ protoparasitolégico). Esta avaliacio ocorreu no minimo

quatro semanas antes da internac#o.

A exclusdo dos voluntérios teve como base os seguintes critérios: individuos que
tenham participado em outros estudos nos wltimos trés meses; que tenhamn recebido
medicagdio regularmente hd menos de um més; com estéria de alcoolismo e abuso de drogas,
que ingerem mais de guatro unidades de alcool por dia (1 unidade = 1/2 copo de cerveja);
que possuam peso acima de 100 kg ou 15% abaixo do peso ideal, de acordo com a
Metropolitan Life Insurance Tables.
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Apds a avaliagiio criteriosa dos resultados dos exames acima mencionados,
foram selecionados os voluntirios que, apds terem suas duvidas pessoais esclarecidas

assinaram O termo de consentimento para o estudo.

3.2, Protocolo clinico

Os voluntarios selecionados foram submetidos a uma dieta restrita de vitamina
C, duas semanas antes da internagdo (para este ensaio clinico faz-se necesséria a deplegio de
vitamina C). Os voluntirios foram.intemados as 20:00 h na Unidade de Imternacio da
Farmacologia Clinica (hospital da UNICAMP), no dia anterior a administracdo das
formulagdes em estudo e foram mantidos no hospital ainda durante 24 horas apos a ingestéo
da vitamina C. Os medicamentos foram administrados apés jejum de 6 horas; as refeicdes
fornecidas durante o periodo de internacSes foram padronizadas. Apés a internagfio do
hospital, nas 24 horas seguintes, jd em casa, tiveram dieta devidamente orientada,

Apés a administragio das formulacdes, liquidos foram permitidos de acordo
com as necessidades dos voluntarios internados; liquidos que contém principios ativos como
xantina e cafeina (existentes em cha, refrigerantes ¢ caf€) foram excluidos da dieta, como
qualquer tipo de medicagdio. O consumo de alcool ndo foi permitido 48 horas antes da
internagio e durante a mesma.. Durante as 3 primeiras horas apés a ingestio dos

medicamentos , foi permitida a ingestdo de apenas 200 ml de agua comum.

O estudo consistiu em trés periodos (de 48 horas) abertos, cruzados ¢ aleatérios,
com um intervalo de 14 dias entre cada fase. As amostras de plasma para o estudo do 4cido
ascorbico foram obtidas primeiramente de uma coleta que antecedeu a administragfio das
formulag3es e posteriormente, em intervalos, durante 48 horas ap6s a dosagem. Em cada
fase administrou-se uma dose unica correspondente as formulacdes padrdes Cewin™ (agéio
prolongada, Sanofi Winthrop) e Redoxon™ {Roche) e Celong™ (agdo prolongada,
Whitehall). A dose administrada foi de 1000 mg (1 comprimido de Redoxon, 2 comprimidos
de Cewin e 2 de Celong) de vitamina C. A coleta teve inicio 4s 7:00 h.

A observaciio da pressdo arterial sistémica e da frequéncia do puiso dos
pacientes fizeram parte do acompanhamento dos voluntirios durante a internacdo.
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A internacdo seria imterrompida se aparecessem reacdes adversas ao
medicamento, efeitos colaterais, significantes alterag@es no exame de acompanbamento ¢
por motivo de doenga, requerendo-se uma administracio medicamentosa. Os voluntirios
foram questionados no decorrer da internagio devido a possivel presenca de tais reacdes.

O ensaio clinico transcorreu normalmente, nfo tendo sido verificadas reagdes
adversas e variagies na pressdo arterial sistémica ou frequéncia de pulso. Exames
laboratoriais realizados apos as internagfes nfo apresentaram alteragdes.

O protocolo clinico foi aprovado pelo Comité de Etica da Faculdade de Ciéncias
Meédicas da Universidade Estadual de Campinas.

3.3. Drogas ¢ Reagentes

Os reagentes utilizados para o método de quantificacdo de dcido ascérbico por

CLAE foram os seguintes.

- Acido L- ascérbico (99,7%), Merck Ind. Quim.

- EDTA dipotassico (99%), Vetec Quimica Fina Ltda.

- Acido metafosforico (98%), Reagenti Carlo Erba

- Acido acético glacial (99,8%), Merck Ind. Quim.

- Acetato de sodio (95.5%), Merck Ind. Quim.

- lodo ressublimado {99.5,%), Merck Ind. Quim.

- Iodeto de potissio (95%), Merck Ind. Quim.

- Tiossulfato de sodio (95,5), Merck Ind. Quim.

- orto-fenilodiamina, OPD (100%), Sigma.

- Fosfato dissddico, Na,HPO, (99%), Merck Ind. Quim.
- Metanol (99%) para cromatografia , Merck Ind. Quim.
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As solucBes aquosas foram preparadas com H;O deionizada (Milii-Q plus,
Millipore, USA) , sendo a sua resistividade > 18.2 Mohm. ¢,

3.4, Coleta e preparacio das amostras

Durante a internacfio foram coletadas amostras de sangue da veia do antebrago
(10 ml) para a determinacfio das concentrages plasméticas de acido ascorbico as: 0:00;
0:30; 1:00; 2:00; 3:00; 4:00; 5:00; 6:00; 8:00; 10:00; 12:00; 14:00; 16:00; 18:00; 20:00;
22:00; 24:00 ¢ 48:00 horas apds a administracio de preparagdes contendo 1000 mg do
acido.

A técnica utilizada consistiv em coletar as amostras de sangue em EDTA
dipotassico (1 mg/mil de sangue total). O sangue foi estocado a 4°C e protegido da luz.
Antes de completar 30 minutos, as amostras foram centrifugadas em 2000 g a 4°C, por 15
minutos, também protegidas da luz. Em seguida, adicionaram-se 250 pul de dcido
metafosférico em 250 pl de plasma, agitando-se vigorosamente ou em vortex por 15
segundos, para precipitacfio das proteinas e estabilizagfio do acido ascérbico. As amostras
foram centrifugadas novamente nas condi¢des acima e separou-se o sobrenadante das
mesmas, estocado em aliquotas (duplicatas) a -20°C.

Na doseamento do dcido ascérbico utiizaram-se 100 pl da amostra. As amostras
foram protegidas da luz durante todo o tempo de experimentagdo. A estabilidade do 4cido
ascorbico apds o processo de desproteinizagdo €, no maximo, de 5 semanas, mesmo guando
as amostras sio armazenadas no escuro e em temperatura de -20°C. Apos este periodo

ocorre degradacéio e consequentemente reduz-se a concentracéo.

3.5. Metodologia de analise.

As concentracdes plasmaticas de 4cido ascdérbico total (dcido ascorbico +
desidroascérbico) foram determinadas por cromatografia liquida de alta efici€ncia (CLAE),
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em coluna de fase reversa e detecgdo por fluorescéncia, conforme o método proposto por
SPEEK et al. (1984).

Neste estudo, o acido ascorbico foi oxidado para icido desidroascorbico. A
posterior adicdo de ortofenilodiamina (OPD) resultou na formagio de um produto
fluorescente, que foi identificado e representa o acido ascorbico total. Na Figura 2 podemos
observar a formacio do composto detectdvel por fluorescéncia (KEATING & HADDAD,
1982).

Figura 2 - Formagéio do dertvado quinoxalinico {DFQ)

Para a elabora¢io da curva de calibragfio utilizou-se uma mistura de plasmas,
obtidos das amostras de sangue colhidas dos voluntérios antes da administragdo da droga. A
esta mistura foram adicionadas quantidades conhecidas de dcido ascdrbico. A preparagéio da
curva de calibragdo (5, 10, 25, 50, 100 pg/ ml) foi feita diariamente, no decorrer do estudo.

O preparo das amostras ¢ feito com 100 pl de cada uma delas ou de cada ponto
da curva padrdo em tubo de polipropileno (5 ml). A seguir, adicionaram-se 250 pl de
tamp#o acetato 4,5 M, pH 6,5 (acetato de sodio 4,5 M); este pH s6 pode ser atingido
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mediante o uso de tampfio suficientemente concentrado. Apés agitacio, acrescentou-se a
cada amostra 100 pl de iodo {10% m/ v) em solugdic de iodeto de potassio (0.3M). Apos
nova agita¢io vigorosa, estas amostras foram incubadas por 10 minutos na temperatura
ambiente ¢ protegidas da luz. Desta forma, o acido ascdrbico total foi oxidado para
desidroascorbico. O excesso de iodo foi reduzido com 100 pl de solugdo 0,5M de
tiossulfato de sddio. Finalmente, foram adicionados 550 ul de uma solugcfo aquosa de
ortofenilenodiamina (1,12 mg/ ml), sendo as amostras incubadas por 45 minutos, protegidas
da luz ¢ em temperatura ambienie. A adicio de OPD resultou na formagfio de aduto
fluorescente (derivado quinoxalinico) e assim obtidas foram conservadas a 4°C, por um
periodo de 12 horas, apés terminada a reacfio. As amostras foram centrifugadas (por 2

minutos, 2000 g) antes da inje¢do dos 100 pl no sistema cromatografico.

Todas as amostras de cada voluntario foram analisadas dentro de um mesmo

ensaio para evitar variacGes interensaios.

3.6. Condicdes cromatograficas

A fase movel (tampao Na;HPO4 25mM, pH = 7,0/ metanol/ H,O: 43/23/32) foi
bombeada através de uma coluna de fase reversa (uBondapack C18, 5 pm, 300 x 3,9 mm.
Millipore- Waters, USA), na vazio de 1,5 mi/min.

O sistema cromatografico consisie de uma bomba Shimadzu LC-10 AD,
acoplada a um detector de fluorescéncia Shimadzu, modelo RF-535, com a Jeitura realizada
em comprimento de onda de excitagio de 360nm e de emisséio de 402nm. O sinal de saida
foi anmotado em um registrador grafico Bryans 28000 (Bryans Southern Instruments,
Gra-Bretanha). As amostras foram injetadas manualmente mediante o injetor Rheodyne
7126, provido de um "loop™ com volume fixo de 200pul.

Houve preparagio didria de todos os tampdes e semanal dos reagentes.
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Nas condi¢Bes descritas acima, o tempo de retengfio do derivado do 4cido
ascorbico foi de 8 (£ 0,1) mmutos.

3.7. Andlise estatistica e farmacocinética

As curvas individuais das concentrag@es plasmaticas do acido ascérbico, em
fungio do tempo foram obtidas para cada uma das trés formulacdes. Para se definir a
velocidade de absorcdo do acido ascorbico determinou-se a concentracdo plasmifica
maxima atingida (Camsx) ¢ 0 tempo necessario para alcanga-la (Tmex). Para se determinar a
extensdio de absorcdo e metabolismo do 4cido ascérbico, as dreas sob as curvas de
concentracdo plamatica versus tempo nos perfodos de 0 a-12h (AUC;.12) e de O a 48h
(AUC4s) foram calculadas segundo ¢ método trapezoidal.

Basicamente, os testes estatisticos aplicados dividem-se em dois grupos: os
paramétricos (levam em consideragdio algum tipo de distribuicfio populacional) e os;-nﬁ,o-
paramétricos (independentes do tipo de distribuigfio). Os dados obtidos de Crey, AUC.12 €
AUCy4s (e as razdes mndividuais) foram analisados estatisticamente, utilizando testes
paramétricos (ANOVA) e nfio paramétricos (WILCOXON STINGANS & DILETTI,
1990).

Utilizaram-se os seguintes programas estatisticos: Shiphar by SIMED S. A.-
Centre d’Etudes et de Researches en Statistiques et Information Medicales; Bioequivalence
Program for Two Period Cross-over Studies - version 34, by Herman P. Wijnand.
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4. RESULTADOS

A Figura 3 mostra cromatogramas tipicos obtidos pelo método descrito. O
painel 3a mostra o perfil cromatografico a partir da amostra colhida antes da administrago
da droga, onde se pode verificar a presenga de um pico referente ao dcido ascorbico basal. O
painel 3b mostra um cromatograma obtido a partir do plasma de uma amostra, apés 5h da
administra¢do de 1000 mg de 4cido ascdrbico.

A sensibilidade do método € de 5 ug/mi, considerando-se alturas de picos
superiores ou iguais a 3 vezes o ruido da linha de base (S/N=3). Considerando as dilui¢cGes
da amostra original de 4cido ascdrbico plasmatico, e que o volume injetado no cromatdgrafo

é de 100 pl, a sensibilidade do método é de 23ng de 4cido ascorbico total.

Oito amostras nas concentragdes 5, 25, 75ug/ml da droga em estudo foram
analisadas durante o mesmo ensaio, ¢ 0s coeficientes de variagdo (CV%) intra-ensaio

obtidos foram 4,46, 3,68 ¢ 4,84 % , respectivamente.

Os valores dos coeficientes de variacfio obtidos na variagdo Inter-ensaio foram
8,03, 8,58 ¢ 3,97% para as concentragSes de 4cido ascorbico 5, 25, 50ug/mi,
respectivamente.

As curvas de calibracio apresentaram-se lineares na faixa de 5 a 100 pg/ ml, o
coeficiente de regressio médio foi de 0,096 € a inclinacéio da reta, de 95 £ 1,01.

Foram calculados os niveis basais de acido ascdrbico antes da administracdo de
Celong (4,6 + 0,7pg/ ml), Redoxon (3,3 0,6 pg/ mi), e Cewin (4,0 £ 0,6 pg/ mi).

Os niveis médios de 4cido ascorbico basal foram determinados antes dos trés
periodos de internacdo que constitufram o ensaio clinico, apresentando os valores seguintes:
2,2 + 0,6 png/ mi antes do primeiro perfodo; 4,1 + 0,5 ug/mi, antes do segundo,

significativamente maior (p<0,01) do que se observou no periodo anterior € 5,6 * 0,5ug/ ml
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no terceiro, significativamente maior (p<0,01) do que os valores observados no segundo
periodo de internacéo.

Figura 3 - Cromatogramas referentes a analise de acido ascorbico em plasma . (a) Plasma
branco, indicando a presenga de um pico endégeno; (b) amostra de plasma obtida ap6s 5
horas de administragdo oral de 1000 mg de &cido ascorbico. Pico I- 4cido ascorbico
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endogeno (4,9 pg/ mi) e pico II- acido ascorbico (23,5 pg/ ml). CondigSes cromatograficas:
coluna, pBondapack C18, 5 pm, 300 x 3,9 mm; fase movel tampdo Na,HPO, 25 mM, pH =
7,0/ metanol/ HoO: 43/ 23/ 32; vazio de 1,5 mi/min; e detecgfo por fluorescéncia.

A porcentagem de recuperagdio foi calculada para as concentracGes de 5 ug/mi e
10 pug/ml. Foi observada uma recuperagiio de 60% para concentragdes de 5 pg/mi e de 69%
para aquelas de 10 pg/ml.

O ensaio clinico ranscorreu normaimente, nio sendo relatados qualquer efeito
colateral ou reacdes adversas pelos 17 voluntérios sadios que participaram do estudo
(voluntdrio n.° 6 ndo compareceu as internagdes), comprovando que as trés preparagdes
farmacéuticas de 4cido ascérbico (Celong® , Cewin® e Redoxon®) foram bem toleradas. A
tabela I apresenta a seqiiéncia de administrag@io das trés formulagdes de acido ascdrbico nos

17 voluntérios sadios.

Os exames laboratoriais anteriores ¢ posteriores a0 ensaio clinico ndo

apresentaram valores fora do intervalo de referéncia.

A Figura 4 mostra as médias das concentragdes plasmaticas em fungdio do
tempo para o acido ascdrbico. ap6s a administragdo de dois comprimidos de 500 mg de cada
formulagdo (Celong® e Cewin®) e de um comprimido efervescente de 1000 mg (Redoxon®)

em 17 voluntdrios sadios.

Tabelas VI, VII, VIII mostram as médias das concentragdes plasméticas do
acido ascorbico para cada uma das trés formulagGes € os desvios padrdo correspondentes
nos intervalos de tempos determinados.

Calcularam-s¢ os parimetros farmacocinéticos obtidos para as trés preparagSes
farmacéuticas de 4cido ascérbico e as médias geométricas e aritméticas das AUCy ;,, AUC,

45 € Cluex € respectivos intervalos de confianga foram comparados entre as tréé formulacSes
(Tabela IT). Também foram calculados mediana e intervalo de confianga para T, para as
trés formulagdes (Tabela II).
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A andlise estatistica das razdes individuais dos pardmetros AUCp.12;, AUCjpus),
Canax € as diferengas individuais de Touay, para Celong® Cewin® ap6s a administraggo de uma
Gnica dose de 1000 mg de 4cido ascorbico de cada preparagdio em 17 voluntarios sadios, séo
apresentadas na tabela IIL. A tabela IV apresenta anilise estatistica das razdes individuais
dos parimetros AUC(e.12, AUCjos), Camsx @ as diferencas individuais de Tuax. para Celong®/
Redoxon® ¢ a tabela V a andlise de Redoxon®/ Cewin®.

Os dados da concentragdo individual versus tempo (Figuras - Vol [ a XVII) e
parimetros farmacocinéticos individuais (Tabelas correspondentes as figuras) sfo

apresentados no anexo.
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TABELA L Seqiiéncia de administra¢fio de trés formulacdes de 4cido ascérbico
em 17 voluntarios sadios.

1 Cewin Celong Redoxon
2 Redoxon Celong Cewin
3 Cewin Redoxon Celong
4 Redoxon Cewin Celong
5 Celong Redoxon Cewin
6 Cewin Redoxon Celong
7 Celong Cewin Redoxon
8 Redoxon Celong Cewin
9 Celong Redoxon Cewin
10 Redoxon Cewin Celong
11 Cewin Celong Redoxon
12 Celong Cewin Redoxon
13 Cewin Celong Redoxon
14 Celong Redoxon Cewin
15 Cewin Redoxon Celong
16 Redoxon Celong Cewin
17 Redoxon Cewin Celong
18 Celong Cewin Redoxon
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TABELA II - Principais parimetros farmacocinéticos de trés formmlagbes diferentes
obtidos apdés dose (mica de 1000 mg de acido ascorbico em 17 voluntirios do sexo
masculino e sadios. IC: intervalo de confianga. DP: desvio padrio.

AUC). s (pg. h. ml ™)

Média geométrica (IC 99%) 381 (324 - 447) 390 (342 - 445) 403 (354 - 459)
Média Aritmética (DP) 402 (114) 407 (114) 422 (120)
AUC,.;2 (nghmi ™)
Média geométrica (IC 90%) 121 (104 -141) 119 (106-133) 126 (111 - 142)
Média Aritmética(DP) 127,4 (36,9) 122,6 (30,6) 130.8 (37.7)
Cmax (pg / mi)

Média geométrica (IC 90%) 14(12,1 - 16,1) 13,8 (12,4 - 15,5) 14,8 (13,1 - 16,6)
Média Aritmética (DP) 14,6 (4,0 14,2 (3,5) 15,0 (4,2)
Tmax (b)
Mediana 4,5 5 4
Intervalo (2-8) (3-8) (2-14)
Connx /AUC, s (B
Média geométrica
IC 90% 0,0370 0,035 0,036

0,034 - 0,040 0,033 - 0,038 0,034 - 0,038
C, (ng/ ml)
Média Aritmética
DP 4.6 4.0 33

2.9 2.6 2,6
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TABELA III - Andlise estatistica das razdes individuais de pardmetros de AUCio.13;, AUCps),
Comax s Cnax / AUC . 45 € as diferengas individuais de Toux € Co obtidas para trés formulagdes
apos a administragéo de dose Unica de 1000 mg de dcido ascdrbico em 17 voluntarios sadios
(Celong e Cewin).

AUC .4 97.8 86,1-110,9 101,9 89,9 - 110,2

AUC g1z 105,9 920-121,7 107,7 91,9-121,5

Comx 100,9 85,9 - 118,4 103,2 85,7 - 124,1
Tozax 0,2° -0,7-12° 0,24 -0,5-1,0

Coax ! AUCo. 18 103,9 94.4 - 114,2 103,3 94,1 - 112,3
Co 0.5° -1,1-2.2°¢ 0,6 0,3-2,0

* Segundo Hauschke et al. ¢ o FDA (USA), os resultados nfio paramétricos sdo expressos
como ponto estimado e 90% de intervalo de confianca (IC) das razfes individuais, exceto para
Tomesx (€Xpresso como pomto estimado e 90% IC das diferengas individuais). ® Média aritmética
das diferengas. © 90% IC das diferencas individuais.
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TABELA IV - Analise estatistica das razdes individuais de parametros de AUCq.1z, AUCjo.
481 Crmax, Conax / AUCq 45 € as diferencas individuais de Tumex € Co obtidas para trés formmulacoes
apés a administragdo de dose vinica de 1000 mg de acido ascorbico em 17 voluntsrios sadios

{Cewin e Redoxon).

AUC .48 93,6 83,20~ 105,6 97,1 90.2 - 104,6

AUGC .12 94,7 81,5 - 110,1 92,8 81,8 -101,8

Conax 94,9 81,2 - 101,0 98,7 82,3 - 108,9
Tonax 0,11° 1-14° 0,11 -05-1,5

Cuax / AUCy _4s 102,7 95,7-110,3 105,7 96,1 - 111,3
Co 1,3° -0,3-2,8° 1,0 -0,05-2,8

* Segundo Hauschke ef al. € o FDA (USA), os resultados nfo paramétricos sdo expressos
como ponto estimado ¢ 90% de intervalo de confianga (IC) das razdes individuais, exceto
para Tma (€Xpresso como ponto estimado e 90% IC das diferencas individuais). ° Média
aritmética das diferencas. © 90% IC das diferengas individuais.
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TABELA V - Andlise estatistica das razdes individuais de parfmetros de AUCgp.12;, AUC.
481> Cmaxs Cmax / AUGCy . 43 ¢ as diferencas individuais de Tumax € Co obtidas para trés formulagdes
apos a administra¢do de dose vinica de 1000 mg de acido ascérbico em 17 voluntdrios sadios
(Redoxon e Cewin). |

 AUC .4 104,8 94,8 - 116,0 105,1 95,1-118,1.

AUC oy, 110,5 101,5 - 120,3 11,9 99,9- 121,3

Conx 107,1 95,5~120,0 105,9 92,1-124.5
Tonas 0,6" -0,8-2,0° 0,0 -1,0-2,0

Comz/ AUCy. g 103,9 94,4 - 114,2 103,3 94,1 - 112,3
Co -0,7° -2,3-0,8° 0,5 2,1-0,5

* Segundo Hauschke ef al. e 0 FDA (USA), os resuitados nio paraméiricos sio expressos
como ponto estimado e 90% de intervalo de confianga (IC) das razdes individuais, exceto
para Tuax (expresso como ponto estimado e 90% IC das diferencas individuais), ® Média
aritmética das diferencas. © 90% IC das diferengas individuais.
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CONCENTRACAO MEDIA

AUC[)48)(;g/mi*h) (DP) 402 (114) 407 (114) 422 (120)
Crax (ug/mi) (DP) 14,6 (4,0) 14,2 (3,5 15,0 (4,2)
Tmax(h). Mediana (Faixa) 4,5(2-8) 5(3-8) 4(2-6)

Figura 4 - Concentracdes plasmiticas médias (média + DP) de 4cido ascorbico em fungéio
do tempo para as trés formulagdes. Os dados correspondem a média de 17 voluntarios, os

quais receberam uma dose tnica de 1g do ingrediente ativo.

*
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Tabela VI - Média das concentragdes plasmaticas do 4cido ascérbico (formulacio Cewin™

- ag8o prolongada da Winthrop) versus tempo e desvio padro (DP).

Winthrop
Cewin™(acéio prolongada)

e Rempe o 7 Média . D.P
0 4,0 2,6
0,5 7.2 2,9
1 7.4 2.3
2 9,1 2,8
3 10,7 42
4 12,0 3,7
5 12,8 2,7
6 11,7 4.4
8 10,3 3.3
1¢ 10,5 3,0
12 8.8 3,1
14 8.1 3,4
16 8,2 2,8
18 7.9 2.6
20 7,9 2,9
22 8,1 2,7
24 8.1 2,7
48 7,6 3.1
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Tabela VII- Média das concentragdes plasmaticas de 4cido ascérbico (formulacio
Redoxon™ da Roche) versus tempo e desvio padréio (DP).

Roche
Redoxon™
0 3.3 2,6
0,5 6,4 2,8
| 7.7 2,3
2 11,8 4,0
3 13,0 4.5
4 12,1 4,0
5 13,3 4,4
6 11,7 53
8 11,2 3.5
10 10,4 _ 3.4
12 9,9 2,9
14 9,1 3.1
16 8.6 2,9
18 8.4 2,5
20 8.3 2.4
22 8.5 2,8
24 8,1 2,8
48 7,6 3.3
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Tabela VIII- Média das concentragles plasméticas de dcido ascérbico (formuiacio
Celong™ - agdo prolongada da Withehall) versus tempo ¢ desvio padrio (DP).

Withehall
Celong™ (acdo prolongada)

. v Tempo .. - Média = DP.
0 4,6 2,9
0,5 6,7 2,6
1 7.8 2,9
2 11,1 . 3,7
3 11,7 34
4 13,1 4,2
5 12,0 4,3
6 11,9 42
8 10,9 3,5
10 10,1 3,2
12 9,4 3,6
14 8.4 33
16 8,2 2,7
18 7,9 2.4
20 7,5 2,9
22 7,8 24
24 7,6 2,3
48 7,3 2,5
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5. DISCUSSAOQ

Varios estudos empregando CLAE foram realizados para a determinaciio do
acido ascorbico total ou vitamina C em plasma, como também sua forma reduzida ¢ oxidada
separadamente. Estes trabalhos avaliaram os tipos de eluentes, de coluna, sistemas de
detecgio e técmicas de extragdo, devido A instabilidade do 4cido ascorbico e do
desidroascérbico (KACEM et al, 1986 ; KEATING & HADDAD 1982; FELTON &
HALVER, 1989, TANISHIMA & KITA, 1993; MARGOLIS, ZIEGLER, HELZLSOUER,
1991; MARGOLIS, & DAVIS, 1988). O doseamento da concentracio de acido ascorbico
total ¢ um procedimento vélido, pois a duas formas de vitamina C possuem a mesma

atividade biologica.

O écido ascorbico ¢ determinado facilmente por CLAE, com detecgdo UV, mas
o acido desidroascorbico possui baixa absorbéncia de luz no UV, estando, portanto, sujeito
a interferéncia de absorbéncias de outras substincias presentes nas amostras (ROSS, 1994;
KACEM et al, 1986). Quando se utiliza faixa de absorbdncia de Iuz baixa, os solventes
devem possuir atto teor de pureza (BAKER er ai, 1983).

O método por CLAE e detecgfio eletroquimica apresenta boa sensibilidade, mas
gasta-se longo periodo de tempo para estabilizacdo do equipamento. Deste modo, torna-se
uma metodologia trabalhosa para a andlise de um grande mimero de amostras (IWASE,
1992; TSAQ & SALIMI, 1982).

Métodos baseados na detecgfio por fluorescéncia (SEEPX et al, 1984) como o
utilizado neste estudo, sfo bastante especificos, proporcionam boa sensibilidade e
cromatogramas sem a presenga de picos interferentes (PEINADO, TORIBIO, PEREZ-
BENEDITO, 1987, VANDERSLICE & HIGGS, 1984). O sistema cromatogrifico
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apresenta rapida estabilizacdo. O tempo para anpilise ¢ relativamente curto, proporcionando
analise de um numero grande de amostras.

SEEPK er al (1984) desenvolveram um método por CLAE baseado em uma
oxida¢do enzimatica (ascorbato oxidase), utilizando uma pré-coluna, na gqual ocorre a
reacdo. Esta pré-coluna deve estar nas condigSes ideais de pH e temperatura para atividade
enzimatica. Entretanto, com a utilizagdo do iodo para a oxidagdo, a técnica torna-se mais

simples.

O farmaco com propriedade de fluorescéncia deve possuir um anel aromadtico
adequado para conduzir um sinal mensuravel. Os ensaios de fluorescéncia podem ser tornar
ainda mais sensiveis através da modificagdo quimica da substincia analisada, para estimular
sua luminescéncia (conversdo em produtos de condensagdo altamente fluorescente), como
no caso do acido desidroascorbico, que € sujeito a uma reagfio de derivatizagio com o OPD
(KEATING & HADDAD, 1982).

O derivado quinoxalinico, estocado & temperatura de 4°C e protegido da luz,
term seu tempo de estabilidade aumentada. E recomendavel que todo o procedimento seja
feito no escuro (SEEPK et af, 1984).

A desproteinizagdo do plasma com &cido metafosforico 10%, previamente as
reagfes de oxidagfo para 4cido desidroascdrbico e posterior complexdo com o OPD
formando um aduto, oferece as vantagens de que 1) nesse pH a molécula de 4cido ascorbico
mostra uma maior estabilidade e 2) hd bom rendimento da precipitagdo das proteinas
plasmaticas. O 4dcido ascérbico € facilmente oxidado quando ocorre a desproteinizagdo do
plasma, quando o oxigénio ¢ liberado da oxi-hemoglobina. Devido a esta oxidagfio, ao

transporte e ao acondicionamento das amostras podem ocorrer erros na dosagem.

Os cuidados tomados durante a coleta das amostras como também na
preparacio e estocagem das solugdes plasmaticas de 4cido ascOrbico devem-se a
instabilidade do 4cido ascérbico em soluclio aquosa, em temperaturas maiores de 4 °C e na
presenga de luz. Estes efeitos foram comprovados pela diminuigdo das alturas dos picos,
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evidenciando a sua degradagdo. O controle do tempo das reagSes, temperatura ¢ a protecio
da luz foram rigorosamente respeitados, pois destes fatores depende a reprodutibilidade do

método.

Os resultados mostram que hd boa linearidade na curva de calibragio de
dosagem do 4cido ascorbico plasmatico (plasma contaminado), nas concentracdes entre 5 ¢
100 pg/mi.

O método de determinagdo do acido ascérbico aqui utilizado apresentou boa
sensibilidade, precisfo e pouca variabilidade, o que o credencia a ser utilizado nas analises

das amostras dos voluntarios.

No presente trabatho, todos os voluntarios foram submetidos a uma dieta isenta
de 4cido ascérbico por um perfodo de duas semanas, a fim de minimizar a variabilidade
individual. Apds o término da dieta, deu-se inicio ao estudo e os valores basais de 4cido
ascdrbico foram determinados individualmente, para cada uma das formulacdes utilizadas,
ndo sendo observada diferenga significativa antes da administracdo de cada uma das
formulagges {Celong (4,6 £ 0,7 pg/ ml), Redoxon (3,3 + 0,6 pg/ ml), e Cewin (4,0 + 0,6 pg/
mi)]. Entretanto, ao compararmos os valores médios de 4cido ascérbico basal anteriores ao
primeiro periodo de ihternagﬁo com os do segundo, diferencas significativas foram
encontradas: 2,2 £ 0,6 ug/ mi e 4,1 £ 0,5 pg/ ml (p<0,01), respectivamente. A mesma
diferenca significativa foi observada na comparacdo entre os valores médios de 4cido
ascorbico basal do terceiro (5,6 £ 0,5 ug/ ml -p<0,01), com aqueles do segundo periodo de
internacdo. Tais diferencas possivelmente estfio relacionadas com o aumento da reserva
corporal de 4cido ascérbico, durante o decorrer do estudo. Deste modo, considerando-se a
variabilidade 'biolégica ndio controldvel de cada voluntario, os valores de 4cido ascérbico
basal nfio foram descontados das concentracdes plasmaticas individuais. A velocidade de
eliminagfio do 4cido ascorbico € inversamente proporcional ao grau do sistema de saturagdo
(PIOTROYSKIJ ef al., 1993 ; WAGNER, LINDLEY, COFFIN, 1979). Dessa maneira um
nfvel mais elevado de vitamina C nos dois tltimos periodos do estudo pode aparecer devido
a saturacdo na eliminaciio (NELSON et al, 1978; WAGNER, LINDLEY, COFFIN, 1979).
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Quando a curva da concentragio plasmética de 4cido ascorbico versus tempo
(Figura.4) foi empregada para mensurar bioequivaléncia, nio houve diferenca significante
quanto & extensdo de absorgdo observada entre as trés formulages.

Através dos testes estatisticos obtivemos uma razio (formulagdo
teste/formulacio de referéncia) para Cpx efou AUC, expressando um valor médio
(transformado por logaritmo ou néio) contido num intervalo de confiana de probabilidade
varidvel (90 ou 95%), analisando-se posteriormente a inclusdo ou superposiciio deste com o
intervalo do tipo 0,80-1,25.

As razbes individuais (Celong‘”/Cewino e Celong®/Redoxon®) de AUCp4s,
AUCp-121 € Cumx, Coax/AUCous) para as trés formulagBes, estdo inclusas no intervale de
confianca de 90% requerido para bioequivaléncia (faixa de 80 a 125%), o que se observa nas
Tabelas HI e IV,

Os valores das diferencas de Tmex € Co estdio dentro do intervalo de confianca

requerido para acessar bioequivaléncia (Tabelas II e IV).

Neste estudo foram abordadas formulagdes de agdo prolongada e de agdo
normal (comprimidos efervescentes), esperava-se encontrar diferencas relacionadas a
velocidade de absorcdo entre as mesmas. Entretanto, isto nfo foi observado, uma vez que
nfio houve diferenca estatistica nos pardmetros sugeridos para se avaliar a velocidade de
absoreo (T, Cosx).
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6. CONCLUSAQ

Observando a andlise estatistica dos resultados obtidos neste estudo de
determinagio de 4cido ascérbico plasmatico, utilizando-se a metodologia de CLAE com
detecgio por fluorescéncia, podemos concluir que a formulagdo farmacéutica teste Celong é
bicequivalente em relacfio as duas formulagdes farmacéuticas utilizadas como referéncias
(Cewin e Redoxon). Também pode-se conciuir que na dose de lg de 4dcido ascérbico
observada em 48 horas nfio se observaram diferencas significativas entre as formulacSes de
acéio prolongada e a de liberagiio normal (comprimidos efervescentes).

A conclusio sobre a bioequivaléncia foi baseada nos requerimentos da FOOD
AND DRUG ADMINISTRATION - United State of American.
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This study compares the bioequivalence of three ascorbic acid formuiations (test:
Celong 500 mg prolonged release tablets from Whitehall; standard: Cewin 500 mg
prolonged release tablets from Winthrop and Redoxon oral efervescent 1000 mg tablets
from Roche} in seventeen healthy male volunteers. A single oral dose of 1000 mg of the
appropriate formulation was administered according to a randomized cross-over way with a
two week washout interval between periods. Plasma samples for the HPLC determination of
ascorbic acid were obtained before and at set intervals up to 48h after the administration of
each formulation. From the plasma concentration vs. time curves obtained for each
formulation, the following parameters were obtained: areas under the curves (AUC) ffom 0
to 12 h and from 0 to 48 h, maximum achieved concentration (Cms) and the time at which it
occuwrred (Tna). Parametric and non-parametric analysis of individual AUC and Cue ratios
and Tue differences among formulations showed no statistical significance, despite their
different patterns of drug release. Based on the above results and in accordance with the
European Union and the US Food and Drug Administration, Celong was found to be
bioequivalent to both Cewin and Redoxon, and also Cewin was bioequivalent to Redoxon
with regard to both the extent and rate of absorption.

Key Words: Ascorbic Acid - Bioequivalence - humam pharmacokinetics - high performance
liquid Chromatography.
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ANEXO L.

Dados da concentiragio individual vs. tempo (Figuras 1 - 17) e Parimetros

Farmacocinéticos (Tabelas das figuras 1 - 17)

287 —o—Celong

20 —=— Cewin

i - Redoxon
i =

1 E

i O

i 2

{1 ©

0 T T T T T 1

e 0:00 8:00 16:00 24:00 32:00 40:060 438:00

TEMPO (h)

AUC, 4 (ug/ml*h) 423 456 440
Cmax (ug/ml) 19 17 15
Tmax (h) 4 6 , 5
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VOL. I

25+ -a-~ Celong
—=— Cewin
201 - —e— Redoxon

C (ug/ml)

0 1 1 1 H 1 ]
0:00 800 16:00 24:00 32:00 40:00 48:00
TEMPO (h)

AUC[0-48) (ng/m1*h) 395 461 310
Cmax (pg/mi) 19 12 9

Tmax(h) 2 3
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VOL. i

-a-Celong
—=— Cewin
~e- Redoxon

G ] ] 1 1 L] 1 14
000 8:00 16:00 24:00 32:00 40:00 48:00
TEMPO (h)

AUC{9-48](ug/mi*h) 643 555 656

Cmax (ug/ml) 20 17 23
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VOL. V

—o—- Celong
—=— Cewin

—e— Redoxon

C {(ug/mi)

0 ] | i | I i 1
0:00 800 16:00 24:00 32:00 40:00 438:00
TEMPO (h)

AUC[0-48](ng/ml*h) 458 503 574

Cmax (ug/mi) 14 17 20

* Tmax(h) 6 3 3
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VOL.V

-o—Celong
—a— Cewin
—e— Redoxon

8:00 16:00 24:00 32:00 40:00
- TEMPO (h)

AUC [0-48](ug/mi*h) 528 465 482

Cmax (ug/mi) 20 14 15
Tmax(h) 6 5 4
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C (ug/ml)

VOL. VII

~a—Celong
—=— Cewin
—e— Redoxon

I

0
0:00

8:00 16:00 24:00 32:00 40:00 48:00
TEMPO (h)

kx|
7

AUC([0-48](pg/mi*h)

Cmax (pg/ml)

Tmax(h)

301 221 306

12 g 1
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VOL. Vil

15- —— Celong
—— Cewin

—e— Redoxon

=
£
—~—
3 (=]
C
Q

0 1 ] ] | I | 1
0:00 8:00 16:00 24:00 32:00 40:00 48:00
TEMPO (h)

AUC[0-48)(pg/mi*h) 277 298 296

Cmax (pg/mi) 10 12 11

Tm ax(h) 3 5 6

Adnexos 75



VOL. IX
20 -o—Celong
—=— Cawin
15- ~e— Redoxon

C (ug/ml)

0 ” ] i 1 ] i i
0:00 8:00 16:00 24:00 32:00 40:00 48:00
TEMPO (h)

AUC[0-48](ug/mlI*h) 456 498 393
Cmax (ug/ml) 14 17 17
Tmax(h) 8 4 6
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-a—Celong
—=— Cewin
—— Redoxon

\
G" 1 1 1 i 1 1
0:00 8:00 16:00 24:00 32:00 40:00 48:00
TEMPO (h)

AUC[0-48] (ug/mi*h) 384 334 383
Cmax (ug/ml) 16 11 i4
Tmax(h) 3 5 2
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VOL. Xi

—a—Ceiong
—w—Cewin
—e— Redoxon

C (ug/mi)

0 I ] i 1 ] 4 1
0:00 8100 16:00 24:00 32:00 40:00 48:00
TEMPO (h)

AUC[(-48](ng/mi*h) 478 454 351

Cmax (pg/ml) 18 16 14

Tmax (k) 4 3 3
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VOL.XII

20 —o—Celong

_ —=— Cawin
15- ~e—- Redoxon

C (ug/ml)

0] i 1 I ]
0:00 8:00 16:00 24:00 32:00 40:00 48:00
: TEMPO (h)

AUCM(pg/ml*h) 422 425 412
Cmax (pg/mi) 11 17 11

Tmax (h) 3 5 t
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_ VOL. XII

- Celong
—a— Ceawin
—— Redoxon

C (ug/mil)
S

0 I i I 1 | ] 1
0:00 8:00 1600 24:00 32:00 40:00 48:00
TEMPO (h)

AUCM(ug/ml*h) 341 240 391

Cmax (pg/mi) 13 9 16

Tmax (h) 4 5 3
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VOL. XIV

—— Celong
—u— Cewin
—— Redoxon

8:00 1600 24:00 32:00 40:00 48:00
TEMPO (h)

AUCoss(pg/mi*h) 109 274 264
Cmax (ng/ml) 5 11 10
Tmax(h) 6 5 3
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VOL. XV

20- —o—Celong
—=— Cewin
156- —e— Redoxon
E
o 101
3 ——
S —]
O —
5—l

0 H I 1 i ' i
0:00 38:00 16:00 24:00 32:00 40:00 48:00
TEMPO (h)

AUCj0.48) (ng/mi*h) 390 490 427

Tmax(h) 4 6 3
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VOL. XVI

-o—- Cealong
—u— Cewin

—e— Redoxon

8:00 16:00 24:00 32:00 40:00 48:00
TEMPO (h)

AUC{0.48](g/mI*h) 349 263 308
Cmax (ng/mi) 14 12 10
Tmax(h) 4 3 4
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VOL. XVIl

251
~o—Celong

—~a-- Cewin
—— Redoxon

20+

16-

10

C (ug/mi)

5

b LB kst e et e pem g L T s ni AL eyt T e e © Cdhi b Pl gy T
e ’ L b PP PLVE Lo A S Ty 1 AR P,

o | T I 1 [ 3 1
0:00 8:00 16:00 24:00 32:00 40:00 48:00
TEMPO (h)

_-5";1 il

i

AUC [0-48](ug/m}*h) 474 501 550

Cmax (pg/mi) 14 19 20

Tmax(h) 5 3 5
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VOL. XVl

25- -o—Celong
~u— Cewin
20- ~e— Redoxon

15

10+

C {(ug/ml)

L

0 I 1 | 1 3 I I
0:00 800 16:00 24:00 32:00 40:00 48:00
TEMPO (h)

AUC [0-48] (ng/mlI*h) 404 398 634
Cmax (pg/mi) 12 i0 19

Tmax(h) 8 5 4
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ANEXO II.

TERMO DE CONSENTIMENTO
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ESTUDO DE BIOEQUIVALENCIA DE 3 PREPARACOES COMERCIAIS DE
VITAMINA C EM VOLUNTARIOS SADIOS

Responsdveis: Drs. Eduardo Abib Jr, Gun Birgitta Mendes e Gilberto de Nucci

O abaixo-assinado ( Nome do voluntdrio, idade e n® HC ), declara que é de livre ¢
espontinea vontade que esta participando como voluntario do projeto de pesquisa supra-
citado, de responsabilidade dos médicos Eduardo Abib Jr , Gun Birgitta Mendes e Gilberto
de Nucci, da Unidade de Farmacologia Clinica - HC UNICAMP. O abaixo-assinado estd

clente que:

i- O objetivo da pesquisa € comparar os niveis plasmaticos de vitamina C apés a ingestdo de
trés formulagSes de vitamina C, a saber Cewin (Winthrop), Redoxon (Roche), Celong
(Whitehall).

ii - Durante o estudo, sera internado trés vezes por 36 horas, com intervalo de 12 dias. Em
ambas as ocasides, serd administrado 1 (hum) grama de vitamina C por via oral e coletado
17 amostras de sangue de 10ml cada através de butterfly heparinizado em cada internagio.

i - A participacio neste estudo ndo the acarretard nenhum beneficio terapéutico.

iv - A administragio oral de vitamina C nfo costuma apresentar efeitos colaterais dignos de
nota. Entretanto a administragiio de qualquer medicamento pode causar reagtes
1diossincraticas imprevisiveis.

v - Sera submetido antes da primeira internac@o e apds a terceira internacfio aps seguintes
exames laboratoriais: hemograma, transaminases, fosfatase alcalina, bilirrubina total,
proteinas totais, uréia, creatinina, urina rotina e eletrocardiograma.

vi - Obteve todas as informacdes necessdrias para poder decidir conscientemente sobre a
participac@io no referido ensaio clinico.

vil - Est4 livre para interromper a participacio no ensaio clinico a qualquer momento, a nio
ser que esta interrupgfo seja contra-indicada por motivo médico.

viii - A interrupgdo nfo causara prejuizo ao seu atendimento, cuidado e tratamento peia
equipe da Unidade de Farmacologia Clinica.
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ix - Os resultados obtidos durante este ensaio serfio mantidos em sigilo, ¢ a Unidade de
Farmacologia Clinica ndo identificard o voluntério por ocasido da exposigdo e/ou publicacdo
dos mesmos,

x - Durante o perfodo de 6 meses a partir da data da assinatura do mesmo, o voluntirio
estard assegurado por apélice da Companhia Vera Cruz Seguradora.

xi - A Unidade de Farmacologia Clinica 0 manterd informado em relagio ao progresso da
pesquisa, caso julgue a informacfo relevante para o voluntério.

xii - Caso baja surja alguma intercorténcia , deverd procurar o servigo de Pronto-Socorro do
Hospital de Clinicas da UNICAMP e solicitar que o mesmo contacte os médicos
responsaveis pelo ensaio clinico.

xili - Poderd contactar a Secretaria da Comissio de Etica para apresentar recursos ou
reclamagdes em relagfo ao ensaio clinico..

xiv - E condicio ndispensavel para participagfio no ensaio clinico que esteja em boa saude, e
portanto, ndo esteja no momento sob tratamento médico ou fazendo uso de quaisquer
~ drogas ou medicagdes.

Campinas,

Assinatura do voluntério
Dr Eduardo Abib Jr ( Assin.)
Dra Gun Birgitta Mendes ( Assin.)

Dr Gilberto de Nucci ( Assin.) |
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PARECER DA COMISSAO ETICA
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Crdade Unniversitari: =Zelerino Vaz™
TR de mato de 1903

ISSAC DE ETICA MEDICA 0 HC UNICAMP

AR
OIS

CONSULTA No. 273 95-C Ftica

ASSUNTO: Projeto de Pesquisa - “Estudo de Bioquivaiéneia de 3
Formulacdes de Acide Ascarbico em Volun arios Sadios™

-

CINTERESSADO: Prof Dr. Gilberto de Nucge:

RELATOR: Profa. Dra. Rosz Inés Costa Per ira

PARECER

O projete foi analisado. e por ests + de acordo com os precetios da
ctiva mddica.e uclun esclareeimentos aos P rticipantes. assesurar seu livre
arbitrio para  desistir 1 quaiquer mome 1o e apresentar Termo  de
Congenfimento Pos-intormacdo bastante co npleto. foi aprovado por esta
Comissdio em reunido do dia 18.05.95. Jdeverd constar no Termo de
Consentimento  os  telefones  da Comissio de Efica Médica e dos
Pesquisadores para contato,

' = }
]?"“-'.. j ..-.:'\ & [ | QU " —

rola. Dra. Rosa Inés Costy Pereiry
MENBRO RELATOR

i g ae
Bra. Maria Terera M. Baptista ' _
PRESIDENTE DA COMISSAO DE ETICA MeEDICA
He HINICAMP
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