LUIS RENATO PIRES DE ABREU

'ESTUDOS DE FARMACOCINETICA
COMPARADA EM VOLUNTARIOS

SADIOS

Este exemplar corresponde @ versio final da Tese de
Doutorade, apresentads & Pos-Graduacio da Faculdede
de Ciéncias Médicas - UNICAMP, para obtenciio do Titulo
de Doutor em Farmacologic do Farmacéutico — Luis
Renato Pires de Abreu. '

Campinas, 03 de abril de 2 }{.‘{Ij’,

Prof. Dr. José Pedrazzoli Jr

-Orientador-

UNICAMP
BIBLIOTECA CENTRAL
SECAQ CIRCULANTE



LUIS RENATO PIRES DE ABREU

ESTUDOS DE FARMACOCINETICA

COMPARADA EM VOLUNTARIOS

SADIOS

Tese de Doutorado, apresentada a Pos-
graduacdo da Faculdade de Ciéncias
Médicas da Universidade Estadual de
Campinas, para obtencdo do Titulo de
Doutor em Farmacologia

Orientacgao: Prof. Dr. José Pedrazzoli Jr.
Campinas

UNICAMP - 2003

iii
~ UNICAMP



FICHA CATALOGRAFICA ELABORADA PELA
BIBLIOTECA DA FACULDADE DE CIENCIAS MEDICAS
UNICAMP

Abreu, Luis Renato Pires de

Estudos de farmacocinética Comparada em volurganos
sadtos 7 Luis Renato Pires de Abrey
Campinas, 3P - s n ). 2003

Qnentador Jogé Pedrazzol Sunior
Tese {Doutorado) - Universidade Estadual de Campinas.
Faculdade de Cidnrias Medicas,

1. Medicamentos. 2 Plasma 3. Espectrometia ds messas
4. Farmacocingtica. | José Pedrazzok Janior {1 Uneversidade
Estadual de Campinas . it Faculdade ds Cincias Médicas, 18
Titulo.

unIpADE o ¢ .
NE CHAMADAT] ARy Ay
A 3G e

v EX

TOMBS 501 54 565
i ) 9%3

. £ 0 7
rreco W E A4 2 p

ora AS/0é /o

He OPE

v



S

UNICAMP

Programa de Pos-Graduacio em Farmacologia da Faculdade de Ciéncias
Médicas da Universidade Estadual de Campinas.




«a criatividade é mais importante do que a propria inteligéncia”.

Albert Einstein
(1879-1865)

AGRADECIMENTOS

Agradeco a todos que direta ou indiretamente contribuiram para a
realizagéo deste trabalho, em especial a minha querida familia pelo amor e
dedicagao com que acompanharam o desenvolvimento de mais esta jornada.

Ao Professor Dr. José Pedrazzoli Jr., orientador e responsavel maior por
este trabalho cientifico.

Ao Professor Dr. Gilberto de Nucci, por ter mostrado gue a cada minuto
algo novo pode ser descoberto e ensinado.

A Profa. Dra. Silvana A. Calafatti, por participar dos trabalhos que
originaram esta tese.

Aos colegas da UNIFAG, com os quais fenho mantido um
relacionamento entremeado de trabalho e amizade.

Aos funcionarios da secretaria, em especial ao Wanderiey, pelos
intmeros préstimos.

Aos voluntarios que se apresentaram e confiaram em nosso trabatho.

A todos o meu mais sincero obrigado.

vii




Sumario

GUIPTATION o1+ ev e eeeessrensaeesssreeece s e nsaEsn e eSS X
LiSta 08 tADBIAS ....oorooooo oo rvceerienes e cer e Xiit
LISER 08 FIQUIAS...oosocerorrecsaesscbsesssessess o s xv
AADI@VIBLUTES ... xvii
Resumo............ et i i Xix
A introducao B ” crvanesass ciamssemnenniasens 0
T LT ———————E 02
4.1.1. ADSOICED 0 FAIMACOS. .c.ccriorrovvvrerrreecasamrasass s s st s 04
1.1.2. DIStIDUIGAO 0@ FAMNACOS...ovv.vrrverrrrrarsseasmssssst s st sss st 05
1 1.3. Biotransformagao de FAMECOS...........omrwerarssssmsssames s ss s o7
1.1.4. ENiMINACAO 0 FAIMACOS. .o.orrrrervvsirescmsasmsasa b smss s s 08
1.1.5. EArMACOCINEHCE CHINIGA. .. . wv.cvvrersrreesviosmnsr st 11
14,51, DOPUFAGHO. ....cveveeccersssssnmesns st b 12
11.5.2. VOIUME 0@ QISITDUIGEO........cvmvcesrrsemeressssesesssss sttt 13
1.1.5.3. MEIA ~VIGA (t1/g)oveeervrrresensnenmsrrasssesmemsnsmsas sttt st 14
1.1.6. Aplicagdes dos estudos farmMaCOCINEHICOS. ... cuauvvmrrrrmrsssesesn e s 15
1.2. Medicamentos genéricos.........u. . . reeteseseerasenmastaurREERsanLens 20
1.3. Estudos de bioequivaléncia ererersssmesasasstsesssesasEIRSTSSIEESASPRASRANTESERRRLS 22
4.3.4, ELAPA CHINICA ..rveecervenaersssresiee e smmnnrs st s s s 23
1.3.2. EAAPA BNAIHCA. . c.evrreccarranssrsesrecssommnssssn o 25
1.3.3. EtAPA ESIAHSHCA. ... e.ceceresrrerassesesrcssamassssssse st 26
1.4. Medicamentos analisados.... eearmsarens . reereeasassessanEasasasusunmTas 27
4 8.4, ATTIOXIGHINA. verseveeeaensesseesereessamesssssbatae s s s sa s aE st s 27
4 4D, AZHFOMUCINIA. <+ v v eneeusemeeaeremrsssssare st escas s o ma st oo T aE e n ST 34
1.5. Métodos de quantificagdo de farmacos...... . . " . . 42
1.5.1. Espectrometria de massas: (LC-MS-MS).......crrmmmnnrinsirsmssmssnenenees 48
1.6. Procedimentos de extragdo da amostra........... eenmareenerensisuns ... 50
1.6.1. Extragao por precipitacéo de PrOLEINGAS. ...vnreeeessnereemssmsrrnsnes s 51
1.6.2. EXragao HQUIAO-GUIAO. .....ovemrerescucisssmsssesssesis s 51
1.6.3. EXIraca0 HQUIBO-SOHAD. ... vcrmmeirmnsims et 53
1.7. Padronizagio Interna e padronizagao externa...... . 54
2-Objetivos........c.es SE—— . vireeseasnsnsrssanenas 55
3. Materiais © MEtOUOS. ...t 57
R L T——————CUU 58
3.2. Equipamentos.... . eevssnnrenaas reevemeeesesecassenseRsEaRERRLSSERLS 58
B R T 1 1 Wm————EEELL 58
3.4. PaArOeS...ererereserinsreesmsssssnaes e estesasemaratessssmeResTeEReSEeiRSRRSURRERSTEER RSN A KA RS LRS LS 60
3.5. Material DiolOGICO. .o vvuverearsesssnasasns eeeeeeserseametassaRssasTaERREANSRRTRSasREE 60
3.6. Preparo das SOIUGOES....mwsemusmmsssnssssssssemsssersss eeeeseseamesasestasrsudRaRSRESLERRSEROSSLRSS 61
3.7. Preparo dos padrdes de calibragéo e dos controles de qualidade.......ccocrmerennciures 61



4.3.1. Inventario e retencao dos MEdiCamENtOS.......courrnsrrriarsriisnsnns e 99

4.3.1.1. Amostras formulagio referBneia, ............ocovvveesemnmennnness e 99
4.3.1.2. AMOStras formulagao teSIB.......c.oovrrereereicriinie s 100
4.3.2. Local para a retencB0o das formulagies. . ........coummrrmrrversensnassnnas 100
4.3.3. Andlise das concentracbes plasmaticas de azitromicing. ...........covemisiennnes 100
4.4. Analise da amoXicilina.........oeen-. eestessesemeasssdsreRemSRreasatesRRRRRSRAERERERESRRRLELs 104
4.4.1. Validagio do meétodo e reSUltadOS. ......occvevuimruresmssnisinn e 104
4.4.1.1, VANGAGHD PrE-8SHUUD. ...cocvenrmrrriinsansirsssssssss s it 104
4.4.1.2. ESDOCIHICIAAR. ... erveeeeroeeneisamassressss s s ms s st 105
4.4.1.3. CUIVE 08 CAlBIAGHC. ... eeeeveesieriasurnssesseeaserassas s ssae st 107
' 4.4.1.4. Determinagéo dos Limites de quantificacdo e exatidao........... L 107
4.4.1.5. LINBANAAAC. ... veeevraeneeenereeaemssersbsse et s sasor b e s st e st 108
4.4.1.6. PreciS80 € eXAHAHO. ........covoruririmivre et 110
4.4.1.7. Determinagdo das concentragdes dos controles de qualidade................ i1
4.4.1.8, VAlQAGE0 INA-0Ia. ... c.cvreinesessine s rsssis s 111
4.4.1.9. ValidagBO IMOr-QiBS.........romevesasneeisrirarrm sttt s 112
44,110, ROCUPEIAGHO. ... ververeeaeenanrsessnsaesssossisasmaras s ss b at et s s 113
4.5. Estudo de bioequivaléncia da amoxicilina capsulas 500 MQ...cc.ccoiesmrrinesnnsmnanssin 114
4.5.1. inventario e Retenco dos MediCamentos. ... .cuerceierairenmninnnnnnnes 114
4.5.2. Analise das concentragdes plasmaticas de AMOXICHING. .....ceeeeeeecccnamrareeeeee 114
4.6. Estudo de Bioequivaléncia da amoxicilina suspensao oral 250 mg/SmL............... 117
4.6.1. Inventario e retenciio dos medicamentos...........r s 118
4.6.2. Andlise das concentragdes plasmaticas de AMOXICHNG. .c.veeeeveeecerreree e 118
4.7. Discussio dos resultados obtidoS.... v inrresissseseinnn e aens s oo - 121
[ 0d oY1 1 T[T T O —— S reresemesenasenrasaareres 127
B-SUMMANY..comrernmarssmmmerrsmsasmmsisstmismrssasrssssesssions SO — e 131
7-Referéncias Bibliograficas........... Ceroeestarnes e etRse s AR s s 134
BoAATIOXO. 0. veenmmesserenseresss senrassnstsssiteinis asssssse saeres sEEems SRS AR S RS R 00 142

xi



Lista de Tabelas

Tabela 4. Parametros utilizados na validacdo do metodo. ... 26
Tabela 2. Descricao dos equipamentos UtiZados. ... 59
Tabela 3. Sistema 08 HPLC ..ot 59
Tabela 4. Componentes do espectrometro de Massas..........w s 60
Tabela 5. Condicoes do plasma utilizado no preparc da matriz para preparar as curvas de

calibracio e Controles de QUANIGAE...........oor e 60
Tabela 6. Tempos de retengdo caracteristicos das amostras. ... 73
Tabela 7. Tempos de retengéo caracteristicos das amOoSas. ... 76
Tabela 8. Padroes de referéncia certificados.. ... 85
Tabela 9. Amostras do fluido biol6gICO (PIASMA).......oov oot 86
Tabela 10. Estudo da estabilidade da azitromicina em piasma (normai, hemoisadoc lipgmico)... 86
Tabela 11. Dados da curva de calibragio oblda..........coooii 90
Tabela 12. Definigio dos controles de qualidade (CQ)........ovvivii e 92
Tabela 13. Andlise dos controles de qualidade intra-tia...........coooeii e 93
Tabela 14. Analise dos controles de qualidade Inter-dias............coorn o4
Tabela 15. Andlise da percentagem de recuperagfio (N3} 94
Tabela 16. Validacao dos 10tes analiSacdos.. ... a7
Tabela 17. Média dos parametros farmacocinéticos para 24 voluntarios depois da administracio

de azitromicina comprimidos revestidos 500 mg (teste) e Zitromax® (padréo)................cooiorve-e 98
Tabela 18. Andlise estatistica para a raz&o da ASCgzien © Cmax da azitromicina comprimidos
revestidos 500 mg (teste) @ Zitromax® (PAAFAO)............wreweussicrersesirorsmims s 98
Tabela 19. Analise da diferenca individual de tmax (teste-referéncia). .......oooeeeciiinn s 89
Tabela 20. Validagso dos 10tes @naliSados. .........vwor it 101
Tabela 21. Média dos parametros farmacocinéticos para 24 voluntarios depois da administracéo

de azitromicina suspensao oral (200mg/5ml) e Zitromax® suspenso oral (200mg/5ml).............. 102
Tabela 22. Analise estatistica para a razdo da ASCp.z1em © Crax da azitromicina suspensao oral
200mg/5m (teste) e Zitromax® suspens&o oral 200mg/5mi (Pfizer -padrao)........oooorrwvvsurrieniee 103
Tabela 23. Anslise da diferenca individual de tmay (teste-referéncia)...........o.oooinninnn. 103
Tabela 24. Padrbes de referéncia certificados. ... e 105
Tabela 25. Amostras do fluido biologICo (PIASMEB). ..o oo 105
Tabela 26. Dados da curva de calibraglo obtida...........ooor 109
Tabela 27. Definiciio dos controles de qualidade (CQ).........ooviiiini i 111
Tabela 28. Andlise dos controles de qualidade intra-dia...............cm 112
Tabela 29. Analise dos controles de qualidade inter-aias.............oi e 113
Tabela 30. Analise da percentagem de recuperag@o dos controles de qualidade....................... 114
Tabela 31. Validacao dos lotes analisados...........cooi 116
Tabela 32. Média dos parametros farmacocinéticos para 24 voluntarios depois da administragio

de amoxicilina (500 mg) @ AMOXI® (500 MQ)........rriceurmmsrivemmiommmes s 116
Tabela 33. Andlise estatistica para a razao da ASCo.sn € Cmax da amoxicilina capsulas 500 mg
(teste) & AMOXII® CAPSUIAS 500 MG(PAAEO)...-----...cccvursiemesmememsomsrsisssr s 17
Tabela 34. Anélise da diferenca individual de tmax (teste-referéncia).............ooooiiiinnns 117
Tabela 35. Validacdo dos lotes analisados............ e et eate e e aaeeen e tsasbenenrnne s eannn s 119
Tabela 36. Média dos parametros farmacocinéticos para 24 voluntarios depois da administragao

de amoxicilina suspens&o - teste (250mg/5mi) e Amoxil® suspens&o (250mg/5mi).............o....o..... 120
Tabela 37. Analise estatistica para a razao da ASCo.an) € Crmax da amoxicilina suspensao-(teste)

© AMOX® SUSPENSAO (PAUTHO)..-.....eeoeceerseememssrereinsss e ecsss s ocese s s 121
Tabela 38. Analise da diferenga individual de tmax (teste-referéncia). ... 121

xiii



Lista de Figuras

Figura 1. Farmacocinética e FAMNAGOTINAMICA. .....ooovevveeeccanrs st
Figura 2. Processo de absorcao de formas farmacéuticas SONAAS. ..o eerrrv e eas s mee e
Figura 3. Distribuicgo de FAMMACOS MO OFGANISITIO. ... .ooorvriricrmminrrsts st
Figura 4. Biotransformago de BATITIBCOS. ... eeeeseesesemesecstreameessabar et e
Figura 5. ANGIOMIA GO NEMOM. ....voiivrvreees i o
Figura 6. Excregéo renal de FATTIIEICOS .. cvevrevseeesessnsssmescarosiansmesansre s res oo n R e TS eSS b e s s
Figura 7. Estruturas da amoxiciling, ampicilina e cefadroxil.................. [T ROUR
Figura 8. Estruturas da azitromicina e STRTOMICHNG. ..o vvseeeesemeerererersmeesseseeeessessnes et e
Figura 9. Cromatografia em COMING GHEESSICA......vcvveeercerereeceeeimrensressc o ms b

“Figura 10 Representagac esquems ica-do cromatdgrafo A 08S. .. oeeerses:

Figura 11. Fotografia do cromatdgrafo @ gas......oovee e
Figura 12 Representagio esquematica do cromatografo a liquido
Figura 13. Fotografia do Cromatagrafo & HQUIO. ... oot e
Figura 14. Representacao esquematica do cromatografo a fiuido supercritico.......ccoovnvvrieniens
Figura 15. Representacio esquematica do espectrdmetro de MaSSas. ..o
Figura 16. Fotografia do ESPECIOMELTO 08 MASSES. .-...ovvnres e
Figura 17. Extragao por Precipitagao de Proteinas. .. ...t
Figura 18. Extragdo TETTT SR 1117 [« NS S B
Figura 19. Extragao HOQUIBO-SONEO. ... reveecvr v eeresscnmrmss s oo e
Figura 20. Padréo de fragmentaco da azitromicina e eritromicina (Padrao Interno)..................
Figura 21. Espectro de massas da eritromicina (energia do cone 20V e A0V e
Figura 22. Espectro de massas da azitromicina (energia do cone 20V e 40V).......onriocns
Figura 23. Andlise da azitromicina. A) plasma branco normal; B) plasma branco normal +
padrdo interno (eritromicina 100 ng/ml); C) plasma normal com azitromicina (1500 ng/ml
concentracao nominal) + PAArao INLEMNO. .. ...t s
Figura 24. Curva de calibragao A3 BZITOIMUGINA. ..o oveeeveeeeececcereemms o oms s e
Figura 25. Curva da concentragdo plasmatica média (+ EPM) de 24 voluntarios vs. tempo (h)
submetidos ao estudo entre Azitromicina (teste) e Zitromax® (PAAFAO). ....ovovemeerermceceeisnes
Figura 26. Curva da concentragdo plasmatica média (+ EPM) de 24 voluntarios vs. tempo {h)
submetidos ao estudo entre Azitromicina-suspensdo oral 200mg/5mi (teste) e Zitromax®
suspens&o oral 200mg/Smi (PBATEO). . -.orceremremmmssssseesssesssag st
Figura 27. Analise da amoxicilina A) plasma branco; B} plasma pranco + padrdo intemo
(cefadroxil 15 ug/ml); C} plasma com amoxicilina (20pg/mi} e padrao intermo. ...
Figura 28. Curva de calibragdo A8 AMOXICHINA. 1+.reeeeeeerireecreiars st
Figura 29, Curva da concentraco da plasmatica media (+ EPM) de 24 voluntarios vs tempo {h)
submetidos ao estudo entre amoxicilina capsulas 500 mg (teste) e Arnoxil® (Padrao)............. ...
Figura 30. Curva da concentraco plasmatica média (+ EPM) de 24 voluntarios vs tempo {(h)
submetidos ao estudo entre Amoxicilina suspensao oral 250mg/5mi (teste) e Amoxil® (padr&o)..

XV

101

106
110

115

119



Lista de Abreviaturas

ANVISA - Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria

ASC — Area sob a curva farmacocinética da substancia

CEP — Comité de Etica em Pesguisa

Cmax — Pico de concentracio plasmatica maxima do medicamento
CONEP - Conselho Nacional de Etica em Pesquisa R

FDA — Food and Drug Administration —~ Agéncia de controle de medicamentos e alimentos dos
Estados Unidos da América.
LC-MS-MS — Cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a espectrometria de massa.

ES- Electrospray lonization.

FCM - Faculdade de Ciéncias Médicas

HUSF ~ Hospital da Universidade Sao Francisco

IS - internal Standard — Padréo interno.

min - Minuto {s)

MRM — Multiple Reaction Monitoring

miz - Relagdo entre a massa de um ion e sua carga
¢Q -~ Controle de qualidade

Tmax - Tempo do pico de concentracéo de um farmaco
UNICAMP - Universidade de Campinas

UNIEAG - Unidade Integrada de Farmacoiogia Gastroenterologia

UV - Ultravioleta

xvil



Resumo



A adocgao de uma politica de medicamentos genéricos, envolvendo a
producio, a garantia de qualidade, a prescrigio, a dispensacéo e o uso dos
mesmos & parte fundamental de uma diretriz para promogao € 0 uso racional
de medicamentos em nosso Pais. A promogdo do uso racional de
medicamentos &, também, uma das principais diretrizes preconizadas pela

Organizacdo Mundial da Satide-OMS.

A fim de alcancar esse objetivo, & fundamental a reaiiza.gé; deestudos "
de farmacocinética comparada de farmacos, para verificar se existe
bicequivaléncia entre o medicamenic teste e o medicamento referéncia
adotado como padrio pelo Ministério da Satde. Tambem se torna necessario o
desenvolvimento de metodologias de baixo custo e facil aplicagado, com
sensibilidade e seletividade adequados para realizagéo desde tipo de estudo.
Assim sendo, este estudo teve como objetivo o desenvolvimento de
metodologia analitica apropriada para realizagao de quatro ensaios de
farmacologia clinica, determinando diversos parametros farmacocinéticos e
utilizando-os para comparar duas formulacbes do mesmo farmaco, com
diferentes origens, em cada ensaio.

Para realizacdo do estudo, foram utilizados oito grupos de voluntarios
sadios. Cada estudo sera composto por dois grupos de 12 voluntarios, que se
alternarao, submetendo-se a dois periodos de internacao cada. Desta maneira
todos os voluntarios receberdo as duas formulagdes do farmaco em estudo,
sempre respeitando um periodo entre as internagdes. Este periodo garantira a
total eliminacgo do farmaco de uma formulagéo antes da administragao da

proxima.



Estando os resultados deste estudo em acordo com as especificagbes
exigidas, razéo entre as médias de ASCy; e Cnax entre 80-125%, pode-se
concluir que as formulacdes azitromicina comprimidos revestidos (teste) e
Zitromax® comprimidos revestidos (padrao) e azitromicina suspensao oral
(teste) e Zitromax® suspensao oral (padrao) comparadas, s&o bicequivalentes.

Da mesma maneira, as formulagbes amoxicilina capsulas (feste) e Amoxil®

capsulas (padrao) e amoxicilina suspensao oral (teste) e Amoxil® suspensao

oral (padrao) comparadas, sac bioequivalentes.
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Introducao



1.1.Aspectos Farmacoldgicos.

Quando um farmaco é introduzido num organismo vivo, este apresenta
propriedades farmacodinamicas e farmacocinéticas. A farmacodinamica estuda o
efeito desses compostos no organismo bem como os mecanismos através dos

quais elas atuam. A farmacocinética & a parte da farmacologia encarregada de

metabolismo e excregdo de um medicamento (Page et al., 2002).

Figura 1. Farmacocinética e farmacodinamica.

A absorcdo, a distribuic8o, a biotransformaci@o e a eliminacio de uma
substancia envolvem a sua passagem através das membranas celulares. As
caracteristicas mais importantes de um farmaco sdo sua estrutura e massa
molecular, sua solubilidade no local de absorcdo, o grau de ionizacdo e a
lipossolubilidade relativa de suas formas ionizadas e ndo-ionizadas (Goodman &

Gilman, 1991).



Quando uma substéncia penetra numa célula, precisa aftravessar a
membrana plasmatica celular, na qual as moléculas protéicas globulares também
penetram ou a atravessam por completo uma dupla camada fluida de fosfolipidio

(Singer & Nicholson, 1972).

Cada molécula de lipidio; “na  camada dupla, “consegue- mover-se-

elétrica e impermeabilidade relativa as moléculas extremamente polares.
Complexos de proteinas intrinsecas da membrana e lipidios conseguem formar
canais hidrofébicos e hidrofilicos que permitem © transporte de moiéculas com
caracteristicas diferentes (Ridout et al., 1988).

Os farmacos atravessam as membranas tanto através de processos
passives como por mecanismos que envolvem a participagdo ativa dos
componentes da membrana. No primeiro caso, a molécula do farmaco costuma
atravessar por difuséo passiva atraves de um gradiente de concentracao gragas a
sua solubilidade na camada lipidica. Esta transferéncia é diretamente propercional
a magnitude dos gradientes de concentracdo através da membrana e a
lipossolubilidade do farmaco. Quanto mais lipossollvel, maior é a concentracédo do
farmaco na membrana e mais rapida € a sua difusdo. Apés ter atingido um estado
de equilibrio dindmico, a concentragao de farmaco livre é igual de ambos os lados
da membrana. No caso de compostos idnicos, as concentragdes no estado de
equilibrio dindmico dependerao de diferencas de pH através da membrana, que
influenciam a ionizacao da molécula de cada lado da membrana e o gradiente
eletroquimico do fon. A maioria das membranas biologicas & relativamente

permedvel a agua, seja por difusac ou pelo fluxo que resulta de diferencas



hidrostaticas ou osméticas através da membrana. Este fluxo de agua pode carrear
consigo pequenas substincias hidrossoldveis. De modo geral, essas substancias
ndc atravessam as membranas celulares quando suas massas moleculares sido

superiores a 100 uma {Brodie, 1964; Prescott, 1981).

111 Absorcdodefarmacos. o

A absorgdo descreve a velocidade com a qual o farmaco deixa seu local de
administrac@o e a magnitude com que isto ocorre.  Muitas variaveis, além dos
fatores fisico-quimicos que afetam o fransporte através das membranas,
influenciam a absorgéio dos farmacos (Goodman & Gilman, 1991).

As substancias administradas em solugdo aquosa sdo absorvidas mais
rapidamente que aquelas administradas em solugdes oleosas, suspensGes ou
forma sdlida; porque se misturam mais facilmente com a fase aquosa no locat de
absorg&o. No caso de substancias administradas na forma sélida, a velocidade de

dissolugéio sera o fator limitante da sua absorcéo (Prescott, 1981).

Comprimido Particulas Solugdo Sangue

desintagragg;u déssoiuggaa absmgéel 3

Estbmago

Figura 2. Processo de absorcdo de formas farmacéuticas solidas.



A concentracio de um farmaco influencia a velocidade de sua absorgao. Os
agentes ingeridos ou injetados em solugbes de concentracdo elevada sao
absorvidos mais rapidamente do que aqueles em solucao de baixa concentragao.
A circulagio para o local da absorgéo tambem afeta a absorgao do farmaco. O

maior fluxo sangiiineo aumenta a velocidade de absorcéo do farmaco, enquanto a

reducac do fiuxo sangliineo; diminul a absorgao (Prescott, 1981).

A area de superficie absorvente a qual um farmaco € exposto & um dos
determinantes mais importantes da velocidade de absorc@o. As substéncias sao
absorvidas muito rapidamente a partir de grandes superficies, como a mucosa
intestinal. Como a maior parte da absorc&o pelo trato gastrointestinal ocorre
através de processos passivos, a absorgdo € favorecida quando o farmaco se

encontra na forma naoc—ionizada, gue € mais lipofilica (Brodie, 1864).

1.1.2. Distribuicao de farmacos.

Apos ser absorvido ou injetado na corrente sanglinea, o farmaco distribui-
se para os liquidos intersticial e celular. Pode ser diferenciada uma fase inicial de
distribuigao que refiete o débito cardiaco e o fluxo sangiineo regional. O coragao,
o figado, os rins, o cérebro e outros 6rgaos bem perfundidos recebem a maior
parte dos farmacos durante os primeiros minutos apos a sua absorgao. O aporte
do farmaco a musculatura, a maioria das visceras, & pele e ao tecido adiposo &
mais lento, e estes tecidos exigem de minutos a aijgumas horas para atingir o

estado de equilibrio (Benet, 1978).
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Figura 3. Distribuicao de f&rmacos no organismo.

Uma segunda fase de distribuicdio do fammaco pode entio ser percebida e
esta também limitada pelo fiuxo sangiiineo; envolvendo uma fracio muito maior
da massa corporal do que a primeira. Os farmacos, que nao sio lipossoldveis e
penetram mal nas membranas tém sua distribuigdo limitada e, portanto, seus
locais de acdo potenciais também s3o limitados. Além disso, a distribuicdo pode
ser limitada por uma ligagdo dos farmacos as proteinas plasmaticas, sobretudo &
albumina (no caso dos farmacos acidos) e & as-glicoproteina acida {no caso de
substancias basicas). Um agente que apresenta ligacdo extensa e forte com as

proteinas plasmaticas tem acesso limitado aos locais de acdio celulares e é



metabolizado e eliminado lentamente. Os farmacos podem acumular-se nos
tecidos em concentragbes maiores do que o esperado nos equilibrios de difuséo,
como resultado do gradiente de pH, ligagdo com componentes intracelulares ou

distribuicdo em lipidios (Roberts et al., 1988). Os farmacos que se acumulam em

determinado tecido podem servir como reservatério que prolonga suas agbes.do.. ... ...

farmaco_no_mesmo tecido ou num local distante atingido através da circulagao

(Nebert & Gozalez, 1987).
Uma terceira fase de distribuicdo destes farmacos origina-se da lenta
captacdo do farmace pelo tecido adiposo (imitada pelo fluxo sanglineo). Esses

pontos podem ftornar-se reservatdrios para a manutengdo da concentragao

plasmatica (Benet, 1978).

1.1.3. Biotransformacéao de farmacos.

A biotransformacao enzimatica de farmacos em metaholitos mais polares e
menos lipossoliveis aumenta sua excrecao e reduz seu volume de distribuicao.
Tal biotransformacac alivia a carga de substéncias quimicas estranhas e &
essencial & sobrevida do organismo (Goldstein ef al., 1974).

Os sistemas enzimaticos responsaveis pela biotransformagao de muitos
farmacos estdo localizados no reticulo endoplasmatico liso dos hepatdcitos no
figado (fraggdo microssdmica). Tais enzimas também s&o encontradas em outros
4rgaos como rins, pulmdes e epitélio gastrointestinal. Os farmacos absorvidos pelo
intestino estdo, portanto, sujeitos ao efeito de primeira passagem. Isto representa

a acdo combinada de enzimas epiteliais gastrointestinais e hepaticas, que



algumas vezes podem impedir que concentracBes efetivas do farmaco ativo
atinfam a circulagao sist@émica apods a administracéio oral, como ja foi comentado
antes (Nebert & Gozalez, 1987).

As reagdes quimicas da biotransformacio enzimatica s3o classificadas com

 reacGes em fase | ou il. As reagBes de fase |'convertem ¢ farmaco original em um

__________________________________ metabolifo mais polar através de oxidac3o, redugio ou hidrélise. O metebélito

resultante pode ser farmacologicamente inativo, menos ativo ou mais ative que a
molécula original. Quando o préprio metabélito &€ a forma ativa, o composto
original € denominado pro-farmaco. As reacSes de fase I, que também sido
denominadas reagbes de conjugagdo ou de sintese, envolvem a ligagdo do
farmaco ou de seu metabdlito polar a um substrato endégenc como glicuronato,

suifato, acetato ou um aminoacido (Page ef al., 2002).

Figura 4. Biotransformag&o de farmacos.

Os estudos de biotransformacio em animais de laboratéric mostram que
um grande numero de fatores genéticos, ambientais e fisiologicos afetam a

metabolizacdo de um farmaco. No homem, os fatores mais importantes sio



polimorfismos geneticamente determinados nas oxidagles e conjugagbes dos
farmacos, infludncias ambienfais, incluindo usc concomitante de outras
substancias que induzam ou inibam enzimas metabolizadoras de farmacos, e a

existéncia de doencas hepdticas, quase sempre associadas & grave desnutricio

- (Bridges, 1987).

1.1.4. Eliminacao de farmacos.

Os farmacos s&o eliminados do organismo tanto na forma inaiterada como
na forma de metabdlitos. Os 6rgéos excreiores, com a exclusdo dos pulmdbes,
eliminam os compostos polares de forma mais eficiente do que as substancias
com lipossolubilidade elevada. Os farmacos lipossoliveis, portanto, ndoc sao
eliminados até serem metabolizados em compostos mais polares. O rim & o 4rgéo

mais importante de eliminacdo de farmacos e metabdlitos (Guyton, 1973).

Figura 5. Anatomia do néfron.



As substancias eliminadas nas fezes s8¢, sobretudo, aquelas administradas
por via oral e que ndo s&o absorvidas ou metabdlitos excretados na bile que ndo
sdo reabsorvidos pelo trato gastrointestinal. A excrecBo pulmonar & importante,
sobretudo, para eliminacdo de vapores e gases anesltésicos e, as vezes,
pequenas concenfragbes de outros farmacos ou metabdlitos s&o eliminados por

esta via (Guyton. 1973}. A eliminacio de farmacos e metabdlitos na urina envolve

trés processos: filtracdo glomerular, secrecio ativa e reabsorgdo tubular passiva
{Atkinson ef al., 1988).

A concentracdo de farmaco que penetra na luz tubular por filtracdo depende
de sua ligacdo protéica plasmatica fracional e da velocidade de filtragdo
glomerular, No tbulo renal proximal, determinados anions e cations organicos sao

adicionados ao filtrado glomerular através de secrecio tubular ativa mediada por

carreadores (Atkinson et al., 2001; Guyton, 1973).

Figura 8. Excrecao renal de farmacos.
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Os sistemas carreadores sao relativamente ndo seletivos e ions organicos de
carga elétrica semelhante competem pelo transporte. Os sistemas de transporte
também podem ser bidirecionais e pelo menos alguns farmacos sao secretados e

ativamente reabsorvidos. Todavia, o transporte da maioria dos ions exogenos €

ionizadas de acidos e bases fracos sofrem reabsorgcdo passiva final. O gradiente
de concentracdo da retrodifusdo € criado pela reabsorgdo da agua com Na’ e
outros ions inorganicos. Como as células tubulares sdo menos permeaveis as
formas ionizadas que ao eletrélito fraco, a reabsorcéo passiva dessas substancias
é pH dependente. Quando a urina tubular se torna mais alcalina, os acidos fracos
sdo eliminados mais rapidamente, basicamente porque estdo mais ionizados e
diminuermn a reabsorgac passiva. Quando a urina tubular é acidificada, diminui a
excregdo de acidos fracos. A alcalinizagdo e a acidificagdo da urina tém efeitos
opostos sobre a excrecéo de bases fracas (Goodman & Gilman, 19981).

Muitos metabdlitos formados no figado sdo eliminados na bile para o trato
intestinal. Esses metabdlitos podem ser excretados nas fezes, reabsorvidos para o
sangue e por fim eliminados na urina. A excre¢ao de farmacos pelo suor, saliva,
pelas lagrimas e leite materno ndo é importante do ponto de vista quantitativo

(Atkinson ef al., 1988).

1.1.5. Farmacocinética clinica.
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Uma hipétese fundamental da farmacocinética clinica é que existe uma
correlagdo entre a resposta farmacolégica ou téxica a um farmaco e a sua
concentracédo na circulagéo sistémica e que esta relacionada a sua concentracao
nos seus locais de agao (Page ef al., 2002).

 As inumeras variaveis fisiologicas ‘e fisiopatoldgicas que ditam os ajustes

modificacdo dos parametros farmacocinéticos. Os trés pardmetros mais
importantes s&o: depuragao (uma medida da capacidade do organismo de eliminar
o farmaco), volume de distribuicdo (uma medida no espaco aparente do corpo
disponivel para conter o farmaco) e biodisponibilidade (a fracao do farmaco
absorvida como tal na circulagdo sistémica) (Atkinson et al., 1988; Shorget &

Andrew, 1941).

1.1.5.1. Depuragéo.

O conceito de depuragao (Clearence - CL) é extremamente valioso na
farmacocinética clinica, porque a eliminagio de determinado farmaco costuma ser
constante na amplitude de concentragbes encontradas clinicamente. Em niveis
simpies, a depuracdo de um farmaco é a taxa de eliminacao por todas as vias
normalizadas de acordo com a concentragdo do farmaco (C) em algum liquido
biolégico (Klotz et al., 1975):

CL = Taxa de eliminacdo / C

E importante observar que a depuragdo nao indica quanto do farmaco esta

sendo eliminado, mas sim o volume de liquido biologico, como o sangue e o
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plasma, que precisaria estar completamente livre do agente para contribuir para
sua eliminacdo. A depuragao € expressa como volume por unidade de tempo. Em
geral, a depuragéo costuma ser definida como depuragdo sangiinea (CLo),

depuracdo plasmatica (Cly) ou depuragao baseada na concentragao de farmaco

ivre (CL,) , dependendo da concentragdo medida (C b, Cpou Cy) (Benet, 1984,

Aikinson el al., ZUUT}).

A depuragdo através de varios 0rgaos de eliminagéo é aditiva. A eliminagao
do farmaco pode ser decorrente dos processos que ocorrem nos rins, no figado e
em outros orgaos. A divisdo da taxa de eliminacao por cada orgac por uma
concentragdo do farmaco (concentragao plasmatica) fornecera a depuragao
respectiva deste 6rgéo. Em conjunto, tais depuragdes separadas serdo iguais a
depuragéo sistémica total (Goodman & Gilman, 1991; Shorget & Andrew, 1941):

CL renal + CL hepatica + CL outros = CL sistemica

Para uma Unica dose de um farmaco com biodisponibilidade completa e
cinética de eliminagao de primeira ordem, a depuragao sistémica total poderia ser
(Klotz et al., 1973}

CL = Dose/AUC

Na qual AUC é a area total sob a curva que descreve a concentragdo do

farmaco na circulacao sistémica em fungao do tempo (de zero até o infinito) (Klotz

ot al., 1975).

1.1.5.2. Volume de distribuigéo.
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O volume € um segundo parametro fundamental na discussao dos processos
de distribuicdo farmacolégica. O volume de distribuicdo (V) relaciona a
concentracdo de farmaco no organismo com a concentracdo de farmaco (C) no
sangue e no plasma, dependendo do liquido medido. Este volume nao se refere

necessariamente a um volume fisioldgico identificavel, mas apenas ao volume de

~tiquido que-seria-necessario-para-conter-tode o farmaco no organismo, na mesma
concentragao em que se encontra no sangue ou no plasma (Benet & Galeazzi,
1979):
V = Quantidade de farmaco no organismo / C

O volume de plasma de um homem normal de 70 kg € de 3 litros, o volume
sanglineo é de aproximadamente 5,5 litros, o volume de liquido extracelular fora
do plasma ¢ de 12 litros e o volume de &gua corporal total é de aproximadamente
42 litros. Entretanto, muitos farmacos exibem volumes de distribuicdo muito
superiores a estes valores. No caso de substancias que apresentam ligacao
substancial com as proteinas plasmaticas, mas que nao se ligam aos
componentes teciduais, o volume de distribuicdo aproximar-se-a do volume
plasmatico. Em contrapartida, determinados farmacos apresentam volume de
distribuicao elevado, embora a maior parte do farmaco na circulagao esteja ligada
a albumina, porque tais farmacos também sao seqlestrados em outros pontos do

organismo (Benet et al.,, 1984; Shorget & Andrew, 1941).

1.1.5.3. Meia -vida (t.).
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E o tempo que leva para a concentragéo plasmatica ou a concentracdo da
substancia no corpo ser reduzida em 50 %. No caso mais simples, o modelo
monocompartimental, a meia-vida pode ser determinada rapidamente e usada
para tomar decisdes sobre posologia do farmaco (Benet, 1984).

A meia-vida & um parametro que varia de acordo com a depuragdo e o

volumede ﬁmﬁi?ﬁg .......... Umacﬁrre%ﬁéﬁam@x;maﬁa -entre-—a - mela-iga- e

clinicamente importante, a depura¢do e o volume de distribuicdo € dada por
(Goodman & Gilman, 1991):
t¥% =0.683xV/CL

A depuracdo é a medida da capacidade do organismo em eliminar uma
substancia. Entretanto, os 6rgaos de eliminagio s6 podem retirar o farmaco do
sangue ou do plasma com o qual estdo em contato direto (Atkinson et al., 2001;
Shorget & Andrew, 1941).

Embora possa ser um indicador satisfatério da eliminagao do farmaco, a
meia-vida realmente € um bom indicador do tempo necessario para atingir um

estado de equilibrio dinamico (Klotz ef al., 1975).

1.1.6. Aplicagdes dos estudos farmacocinéticos.

O comportamento farmacocinético de uma nova droga €, normalmente,

determinado em animais antes de ser utilizado em humanos. Os testes em

animais de laboratério seguem até o ponto em que se faz necessario obter

resultados em experimentos clinicos envolvendo seres humanos, pois existem
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variagbes nos parametros farmacocinéticos quando comparamos resultados
obtidos em animais e em humanos (Roberts ef al., 1988).

Um numero cada vez maior de novas substancias com potencial
terapéutico, bem como a comercializacdo de produtos similares por diferentes

~empresas, tém estimulado o desenvolvimento de novos métodos para o controle

avaliar isolada ou de forma comparativa as propriedades farmacocinéticas e
farmacodinamicas (Atkinson ef af., 2001).

O desenvolvimento e a regulamentacdo destes ensaios clinicos tornaram-
se reconhecidamente mais importantes a partir da década de 50, quando
passaram a ser conduzidos de acordo com os interesses cientificos e éticos
(Atkinson ef al., 2001). Entretanto, foi em 1753 que Lind pianejou e desenvolveu
um dos primeiros ensaios clinicos de que se tem noticia. Em seu trabalho, utilizou
12 pacientes portadores de escorbuto, dividindo-os em grupos e tratamentos
diferentes. Louis também executou importante estudo, demonstrando que a
terapia de sangria, quando efetuada para tratamento de pneumonia (78 casos)
erisipela (33 casos) e inflamagédo de garganta (23 casos), ndo causa qualquer
beneficio quando comparado ao grupo controle. Este resultado foi fundamental
para o fim de tal pratica (Louis, 1834). Sutton realizou o primeiro trabalho descrito,
com uso de placebo como controle e demonstrou a tendéncia natural de cura em
alguns casos de febre reumatica (Sutton, 1865). Holmes indicou a necessidade de
progressos nas pesquisas clinicas dos Estados Unidos, para diminuir a incidéncia
de auto medicacao, num publico que “insiste em ser envenenado” (Holmes, 1891).

Em 1915, Greenwood e Yule demonstraram a importancia da distribuicdo dos
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pacientes em grupos para a validagao de resultados (Greenwood & Yule, 1915).
Fergusson e colaboradores, em 1927, foram provavelmente os primeiros a
introduzir o conceito de “cego” aos estudos clinicos, fazendo testes com vacinas
(Fergusson et al., 1927).

Na década de 30, as principais areas geradoras de ensaios clinicos eram

as su%fc}riam‘ida”s*“‘e"-'anf‘ﬁmgas:aﬁtﬁﬁaﬁvéﬁcas:s{;ﬁ%ebf{}ak;4_'a~_»9@fid»!$4,lmestgara_;n uma .
reducio na mortalidade de 22 para 8%, com uso de sulfonamidas na febre pos-
parto, comparando com o grupo de controle, com o histérico de pacientes tratados
no mesmo hospital (Colebrook & Perdie, 1937).

A descoberta da penicilina pode ser considerada o mais importante avango
terapéutico do século vinte, levando 4 elaboracao de um ensaio clinico com
grande nimero de pacientes e meédicos colaboradores que teve lugar no norte da
Africa. Apos os primeiros resultados, os médicos passaram a utiliza-la em
pacientes mais graves do que aqueles propostos, quase chegando a prejudicar o
resultado final do estudo (Blumberg & Strominger, 1974).

E geralmente aceito que o primeiro ensaio clinico, com um grupo de
controle aleatério (randomizado), foi realizado para estreptomicina, em tratamento
de tuberculose pulmonar. Este ensaio foi notavel pelo grau de cuidado com o
planejamento, execugédo e relato, tracos desejados nos ensaios clinicos atuais.
Virios centros foram utilizados, além da distribuigao aleatoria para o tratamento.
Os grupos foram divididos em tratados com a droga e repouso € apenas repouso.
Colocadas em envelopes lacrados, as radiografias foram avaliadas por trés
médicos, de forma independente e sem conhecimento prévio de outros laudos e

do tratamento aplicado ao paciente. Os resuitados validaram amplamente o uso
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de estreptomicina. Outro estudo, por sua vez, demonstrou que o uso de anti-
histaminicos no tratamento da gripe ndo apresenta vantagens ao ser comparado
com o placebo. Neste estudo foi introduzido o duplo cego, onde nem médico nem
paciente tinham conhecimento prévio da formulagao administrada (Bull, 1959).

Sir Austin Bradford Hill foi o principal pesquisador envolvido com ensaios
-clinicos no.“Medical Research Council ” tendo-organizado vérios estudos clinicos e
publicado diversos artigos sobre condugdo destes protocolos, demonstrando a
importancia da escolha dos pacientes, randomizagéo, avaliagdo objetiva e analise
estatistica (Atkinson ef al., 2001).

Os motivos que retardaram o progresso dos ensaios clinicos foram
‘reveréncia a autoridade, relacionamento entre meédico e paciente, poucos
registros, faita de facilidades para investigacao e faita de remédios ativos”. A razio
mais importante para o desenvolvimento de novos estudos foi a crescente
preocupagao com o tratamento de doencgas nédo transmissiveis (Bull, 1959).

A industria farmacéutica sofreu uma enonﬁe expansao nos UGltimos 40 anos,
e com isso novas drogas foram descobertas e sintetizadas. Antes da |l Guerra
Mundial ndo havia qualguer controle para que uma droga fosse liviemente
comercializada. Contudo nos Estados Unidos j& existia, desde 1938, legislagio
para uso de drogas em animais. Foi apenas na década de 60, com a catastrofe da
talidomida, que tanto os Estados Unidos como a Inglaterra, intensificaram as
regulamentagcbes para execugdo de ensaios em humanos. A partir de 1963 &
obrigatoria uma aprovacéo oficial para que a droga inicie um ensaio clinico e,
posteriormente, nova aprovagéo para ser comercializada no Reino Unido. Nos

Estados Unidos, o FDA (Food and Drug Administration) desenvolveu e aplicou
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diretrizes (a partir da década de 70) para a elaboracao de um modelo seguro de
pesquisa clinica, seguido por muitos outros paises, diferindo do modelo britanico,
principaimente por valorizar sobremaneira a documentacdo dos dados obtidos

(Atkinson et al., 2001).

"E. sem davida, verdadeira a afirmagao de que hoje se faz mais ensaios

prépria industria farmacéutica. Na Gltima década tem-se investido principalmente
em trés linhas de drogas: as de agdo antiinfecciosa, as que atuam no sistema
nervoso central e as ativas sobre o sistema cardiovascular. Apenas uma em dez
mil drogas sintetizadas atinge a fase de ensaio clinico, isso explica porque € gasio
mais com ensaios pré-clinicos do que com clinicos. Além disso, apenas cerca de
20 % destas sdo geralmente comercializadas. Todo este processo gasta cerca de
7 a 10 anos para colocar uma droga nova no mercado, com um custo estimado de
54 milhdes de dolares (Atkinson ef al., 2001}.

No Brasil, houve um grande salto (tanto qualitativo quanto quantitativo) nos
trabalhos cientificos relacionados a farmacologia clinica, com o surgimento da
nova politica de medicamentos genéricos (ANVISA, 2001).

Os ensaios clinicos sao classificados dentro de quatro grupos, chamados
fases. Estas quatro fases formam uma diretriz geral para que programas de
pesquisa, visando novo tratamento, possam desenvolver-se (Atkinson et al.,
2001).

Os ensaios clinicos, de fase I, tém como principal objetivo o conhecimento
sobre toxicidade da droga e nao, particularmente, eficacia. Usuaimente sao

utilizados voluntarios sadios. O primeiro objetivo € determinar uma dosagem unica
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aceitavel da droga, ou seja, o quanto de determinada droga pode ser administrado
a um individuo sem causar efeitos colaterais severos. Tal informagao é geraimente
obtida com escalonamento de doses. A fase | envolve também estudos de
biodisponibilidade e metabolismo da droga. Posteriormente, estudos com mdltiplas

'doses serdo empregados para determinar um programa apropriado de doses para

--a-fase-ll..Os-ensaios.-de fase ll.sd0 geralmente em peguena-escala. - determinandg oo

a eficacia e seguranga de uma droga, requerendo monitoramento junio a cada
paciente. Os ensaios de fase Il servem como um processo de separacio, a fim de
selecionar as drogas com real potencial terapéutico das inativas ou toxicas. Os
ensaios de fase ill envolvem a avaliagao em escala completa de tratamento, apds
uma droga ter mostrado ser inegavelmente eficaz. E essencial a sua comparacao
com outros eventuais tratamentos. Para alguns pesquisadores, o termo ensaio
clinico refere-se especificamente a fase lll, que & o mais rigoroso e extenso tipo de
investigacao clinica cientifica de um novo tratamento. Apés o principal programa
de pesquisas, para a droga ser aprovada para comercializacao, restam ainda
investigacoes referentes a efeitos adversos e adicionais em larga escala, além de
efeitos tardios de morbidade e mortalidade que fazem parte dos ensaios de fase

IV (Atkinson et al., 2001).

1.2. Medicamentos genéricos.

No Brasil, a questdo dos genéricos comeca a tomar félego, a partir da Lei

9.787, sancionada peio presidente da Republica Fernando Henrique Cardoso, em
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10 de fevereiro de 1999, que estabelece o que é medicamento generico e dispbe
sobre a utilizagdo de nomes genéricos em produtos farmacéuticos, sob
fiscalizagdo da ANVISA (Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria). Essa
legislagdo foi revista e atualizada com o objetivo de melhor esclarecer as

exigéncias, em relagio aos medicamentos genéricos através da RDC 10 de

“janeiro de 2001 Posteriormente; foi-editada a- RDC-84, de-margo de 2002, com o
intuito de detalhar as regulamentagbes ja previstas na RDC 10. Esta nova
resolugao transforma os anexos da RDC 10 em Guias publicados na forma de
resolugbes (RE), como por exemplo, a RE 478-Guia para provas de
bioequivaléncia de medicamentos Genéricos (Ribeiro, 2000).

O objetivo dessa Legislagdo é aumentar a oferta de medicamentos, o que
resultara numa maior concorréncia entre os fabricantes e na diminuicdo dos
gastos da populagdo com os mesmos (ABIFAM, 2001).

O surgimento dos produtos denominados genericos aparece como uma
alternativa aos produtos tradicionais e podem revolucionar as questoes inerentes a
falta de recursos dos governos para subsidiar a populagdo de baixa renda
(ABIFAM, 2001).

Do ponto de vista econdmico, fala-se de um bem substituto a altura dos
concorrentes, tendo sua intercambialidade garantida pelos estudos de
bioequivaléncia, com pregos competitivos e que podem mudar o cenario atual de
consumo da populagio brasileira, principalmente referindo-se aos menos

favorecidos (Ribeiro, 2000).
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1.3. Estudos de bioequivaléncia.

A Biodisponibilidade refere-se a quantidade de determinada droga
encontrada no sangue, ap6s sua absorgdo no local onde foi administrada. Os

valores de concentragdo no sangue de uma droga administrada por via oral,

quando comparados com os valores da mesma droga administrada por via
intravenosa, da-nos o parametro conhecido como biodisponibilidade absoluta.
Quando a comparagao € feita com outra droga, chamada de padrao, administrada
pela mesma via, chamamos de biodisponibilidade relativa. Diversos fatores
relacionados com a droga em teste — meia-vida, indugéo enzimatica, sinergismo —
ou com o paciente — idade, sexo, jejum, uso de outros medicamentos — podem
causar importantes alteragbes na biodisponibilidade (Atkinson ef al.: 2001, Fink,
1988; FDA, 1985; FDA, 1998a; FDA, 1998b; FDA, 1993; Goodman & Gilman,
1991; Page ef al., 2002).

Dois medicamentos sao considerados equivalentes farmacéuticos quando
possuem os mesmos ingredientes ativos e séo idénticos quanto a formulacao e via
de administracdo. Para que possam ser considerados bioequivalentes devem
apresentar taxa e extenséo de absorc3o do principio ativo, bermn como excrecao,
dentro de limites aceitos por estatistica adequada. Para tanto, os seguintes
parametros farmacocinéticos devem ser levados em consideracao (ANVISA, 2001
Atkinson et al; 2001, Fink, 1988; FDA, 1985; FDA, 1998a; FDA, 1998b; FDA,

1993; Goodman & Gilman, 1991; Page et al., 2002):
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C .ax— Pico de concentrag@o da droga no sangue, referindo —se ao valor maximo
atingido pela droga apods sua administracao .

Trax — Tempo no qual ocorre o pico de concentragdo da droga no sangue apos
sua administragao.

AUC — Area sob a curva de concentragao numa unidade de tempo. Enquanto Crmax

e Tmax 580 Obtidos apenas montando—se o grafice das dosagens da droga; @ AUC
pode ser determinada utilizando-se a regra da soma dos trapézios.

Segundo a resolugéo da ANVISA, RDC N° 10, de 2 de janeiro de 2001, que
estabelece os critérios para provas de bioequivaléncia de medicamentos
genéricos, estas deverao contemplar trés etapas: clinica, analitica e estatistica

(ANVISA, 2001).

1.3.1. Etapa clinica.

Os medicamentos a serem submetidoé ao estudo de biodisponibilidade
deverdo, inicialmente, ser analisados segundo sua monografia inscrita na
Farmacopéia Brasileira e, na falta desta, em outros codigos autorizados pela
legislaggo vigente. O estudo de biodisponibilidade & realizado, geralmente, por
meio da quantificaggo do farmaco ou do metabdlito ativo na circulagao
(frequentemente em plasma ou soro), ou através de sua quantificacao na urina,
quando justificado (ANVISA, 2001; Fink, 1988; FDA, 1985, FDA, 1998a; FDA,
1998b; FDA, 1993).

O estudo de biodisponibilidade & do tipo aberto, aleatério, cruzado. Os

voluntarios recebem os medicamentos teste e referéncia (medicamento
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administrado por via intravenosa ou, quando n3o for indicada, uma solu¢ao oral do
farmaco) em ocasides separadas (periodos), em esquema de dose simples ou
multipla. O intervalo entre os periodos deve ser de, no minimo, sete meias-vidas

de eliminag&o do farmaco, ou do metabdlito, quando o mesmo for ativo (ANVISA,

O-cronograma de coleta das amostras deve contemplar um tempo igual ou
superior a 3-5 vezes a meia-vida de eliminacdo do farmaco, ou do metabdlito,
quando o mesma for ativo e o nimero minimo de voluntarios sadios devera ser de
24, com idade entre 18 e 50 anos e capazes de fornecer seu consentimento livre e
esclarecido. Os estudos podem ser conduzidos com voluntarios do sexo
masculino, feminino ou ambos, sendo que neste caso, o nimero de homens e
muiheres deve ser o mesmo. A ANVISA pode exigir um nlmero maior de
voluntarios para farmacos que apresentem grande variabilidade (ANVISA, 2001).

O peso dos voluntarios deve estar em um limite de + 15% do peso
considerado normal, levando-se em consideracdo a altura e estrutura fisica. Deve-
se evitar individuos fumantes e com histérico de abuso de alcool ou drogas. Caso
sejam incluidos fumantes, os mesmos devem estar identificados (ANVISA, 2001:;
Fink, 1988; FDA, 1985; FDA, 1998a; FDA, 1998b; FDA, 1993).

O projeto de pesquisa, o protocolo experimental e o termo de consentimento
livre e esclarecido devem ser submetidos a um Comité de Etica em Pesquisa
(CEP), credenciado no Comité Nacional de Etica em Pesquisa (CONEP) do
Conselho Nacional de Satde/MS (ANVISA, 2001).

Os voluntarios participantes dos estudos clinicos, que necessitem de

confinamento, devem permanecer em local apropriado que atenda as Boas
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Praticas de Clinica (BPC), sob a responsabilidade de um médico (ANVISA, 2001;

Fink, 1988; FDA, 1985; FDA, 1998a; FDA, 1998b; FDA, 1993).

1.3.2. Etapa analitica.

Todas aswetapasfaaastudgrﬁée.\;em,,.sgs,,,,rga,iigad_as_de_ acordo com as normas

internacionais de Boas Praticas de Laboratorio (BPL) e os métodos analiticos
devem ser validados. O protocolo analitico deve conter os critérios para reanalise
das amostras. Nao mais do que 20% das amostras podem ser reanalisadas e a
perda de amostras em qualquer etapa do processo analitico deve ser justificada
(Causon, 1987).

A analise das amostras pode ser efetuada nas seguintes condigdes: sem
réplica, em duplicata ou triplicata. Para andlise de amostras em duplicata, deve-se
utilizar o valor médio, e para triplicata, a média dos dois valores mais proximos
(ANVISA, 2001).

A determinacdo da adequabilidade e confiabilidade de um método analitico
para a realizaggo de um estudo de bioequivaléncia, & realizada através da
averiguagéo de sua sensibilidade, especificidade, linearidade, exatidao, precisao e
reprodutibilidade, levando-se ainda em conta a estabilidade dos compostos que
estejam sendo empregados (ANVISA, 2001; Fink, 1988; FDA, 1985; FDA, 1998a;

FDA, 1998b; FDA, 1993).

A Tabela 1 apresenta os parametros utilizados para a validagéo do método
desenvolvido (Chasin et al., 1994).
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Tabela 1. Parametros utilizados na validagio do método.

Parametro DEFINICAO Unidade
Recuperacdo  Eficiéncia do processo de extragio. % .
Linearidade _ Faixa de concentracio plasmatica com relagao linear entre ngmlLou ..
concentracio e resposta. ' pgfmL
Repetibilidade Precisdo intra-ensaio: variagio dos resultados em analises CV%
realizadas no mesmo dia.
Preciséo interensaios: variagio dos resultados em anaiises
realizadas em dias consecutivos.
Exatidao Avalia a variagao entre o valor real e o valor obtido %
experimentaimente.
LQ Limite de quantificagdo: menor concentracéo do farmaco ng/mL ou
quantificado com erro inferior a 20 %. ugfmL
Seletividade  Interferentes endégenos. min

*C.V.= coeficiente de variagdo.

1.3.3. Etapa estatistica.

Os parametros farmacocinéticos sio obtidos das curvas de concentracdo

sanguinea do farmaco versus tempo e analisados, estatisticamente, para

determinacao da biodisponibilidade. Os seguintes parametros farmacocinéticos

devern ser determinados (ANVISA, 2001; Fink, 1988; FDA., 1985; FDA, 1998a;

FDA, 1998b; FDA, 1993):
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_Area sob a curva de concentragdo sanguinea versus tempo, calculada pelo
método dos trapezodides, do tempo zero ao tempo { (ASCoy), onde t € o tempo
relativo a ultima concentragdo determinada experimentalmente.

-Area sob a curva de concentragdo sanguinea versus tempo, calculada do

 tempo zero ao tempo infinito (ASCouny), onde ASCoinr = ASCos + Cill;, onde Cré a

altima canceﬁ‘trar;%""d@“férmat’:c~'ﬁe%eﬁ%"iiﬂaéa~@x;}e§imen%a&m@m@m& ,.€ a constante

de eliminacdo da fase terminal. A ASCoy deve ser igual ou superior a 80% da
ASCo.inf;

-O pico de concentragdo maxima (Cemax) do farmaco efou metabdlito e o
tempb para atingir este pico (Tmax) devem ser obtidos diretamente sem
interpolagao dos dados.

-A depuracdo (D), o volume aparente de distribuicao (Vq) e a meia-vida de
eliminacéo (t2) do farmaco efou metabdlito também devem ser determinados,
embora n&o haja necessidade de tratamento estatistico.

-A biodisponibilidade absoluta (F) do medicamento deve ser determinada €

corresponde a frag&o da dose administrada do farmaco efetivamente absorvida.

1.4. Medicamentos analisados.

1.4.1. Amoxicilina.
A penicilina & o prototipo dos antibioticos betalactamicos. E o agente
antimicrobiano de escolha para o tratamento e profilaxia de varias enfermidades

infecciosas. A sensibilidade de um microorganismo aos antibidticos betalactamicos
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depende de sua capacidade de penetrar na parede bacteriana e ligar-se em sua
forma ativa ao local visado. O mecanismo de agao destes antibiéticos ainda nao é
totalmente conhecido, mas acredita-se que eles sdo capazes de interferir na
sintese da parede bacteriana dos organismos em atividade (Tomasz, 1979a;
Tomasz, 1979b),

transpeptidases, carboxipeptidases e endopeptidases, interferindo na sintese da
parede celular (Blumberg & Strominger, 1974; Waxman & Strominger, 1983). A
amoxicilina (alfa-amino-p-hidroxibenzilpenicilina) ¢ uma penicilina semi-sintética
estruturaimente relacionada com a ampicilina que apresenta atividade oral, sendo
que seu espectro de atividade é semelhante ao da ampicilina (Figura 7). Seu
nlcieo consiste de um anel tiazolidinico, ligado a um anel B-Lactamico com uma
cadeia lateral. Esta cadeia lateral determina a maior parte da atividade
farmacolégica e antimicrobiana da penicilina em questéo. No caso da amoxicilina,
a presenca de um anel benzil na cadeia lateral estende sua atividade
antimicrobiana a bactérias gram-negativas. Pode ser utilizada por via oral e

parenteral (sal sodico-C15H18N3NaO5S) (Gordon ef al., 1972: Gordon & Winshell,

1970; Neu & Winshell, 1970; Sutherland & Rolinson, 1970). A amoxicilina
apresenta elevada absorgdo apés administragcao oral, sendo que esta nio é
alterada pela ingestdo concomitante a alimentos. Mostra baixa ligagdo com
proteinas plasmaticas (17%) e é rapidamente distribuida pelo corpo, exibindo uma
meia vida de eliminacdo de 1h. A eliminagdo da droga se da preferencialmente

pelos rins, com cerca de 60% da dose admistrada por via oral e 75% da parenteral
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sendo excretadas inalteradas (Barr et al., 1994; Gordon et al., 1972; Gordon
& Winshell, 1970; Handsfield et al., 1973; Kosmidis ef al, 1972; Neu & Winshell,

1970: Neu, 1974; Paintaud et al., 1992; Simon & Stile, 1985).
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Figura 7. Estruturas da amoxicilina, ampicilina e cefadroxil.

As concentracBes plasméticas méximas de amoxicilina sdo duas a duas
vezes e meia maiores que as da ampicilina apés administragéo oral da mesma
dose. Essas concentragbes s&o obtidas em duas horas e atingem, em média
cerca de 4ug/miL quando se administram 250 mg. Apesar da meia-vida
semelhante da amoxicilina e da ampicilina, as concentragdes plasmaticas eficazes
da amoxicilina administrada por via oral sdo detectaveis por um periodo duas
vezes maior do que quando se administrada a ampicilina, por causa da absorgéo

mais completa (Goodman & Gilman, 1991).

29



O espectro antimicrobiano da amoxicilina é essencialmente idéntico ao da
ampicilina, com importante excecao de que a amoxicilina parece ser menos eficaz
do que a ampicilina no tratamento da siguelose (Neu, 1979).

A ampicilina e as aminopenicilinas correlatas siao bactericidas para

.................................................................................. penicilina @eﬁﬁtfai’:@@ﬁsgramnpcsmvos sensiveis & ultinia 66 g4 08
meningococos, pneumococos e List. Monocyfogenes sao sensiveis a droga. Em
geral, Haemophilus influenzae e o grupo viridans de estreptococos sao inibidos
por concentragbes muito baixas de ampicilina. Todavia em criancas com meningite
foram recuperadas cepas de H. influenzae do tipo B altamente resistentes a
ampicilina. Estima-se que 25 a 30% dos casos de meningite por H. influenzae
sejam causados por cepas resistentes & ampicilina. Os enterococus sdo cerca de
duas vezes mais sensiveis a ampicilina numa base ponderal do que a penicilina G
(a concentragdo inibidora minima para ampicilina é, em média, de 1.5 png/mL).
Embora a maioria das cepas de E. colj, F’r.‘ Mirabilis, Salmonella e Shigella
tenhamy/se mostrado aitamente suscetivel quando a ampicilina foi utilizada pela
primeira vez no inicio da década de 60, uma percentagem crescente dessas
especies tornou-se resistente. No momento atual, cerca de 30 a 50% de E. coli,
uma porcentagem significativa de Pr. Mirabilis e praticamente todas as cepas de
Enterobacter s&o insensiveis. Em varias partes do mundo foram recuperadas
cepas resistentes de Salmonella (mediadas por plasmidios) com freqliéncia cada
vez maior. Na atualidade, a maioria das cepas de Shigella é resistente. A maior

parte das cepas de Pseudomonas, Klebsiella, Serratia, Acinetobacter e Proteus
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indol-positivo também se mostra resistente a esse grupo de penicilinas, que sao
menos ativas contra B.fragilis do que a penicilina G. Todavia, a administragao
concomitante de um inibidor da beta-lactamase, como clavulanato ou sulbactama,
amplia acentuadamente o espectro de atividade dessas drogas (Goodman &

Gilman, 1991).

A ampicilina e a amoxicilina sao stivas conira-Streplococus pneumonae,;
Streptococus pyogenes e a maioria das cepas de H. influenzae, que constituem os
principais patogenos bacterianos das vias respiratdrias superiores. Tais drogas
proporcionam um tratamento eficaz contra a sinusite, a otite media, as
exacerbagbes agudas da bronquite cronica e a epiglotite. Em algumas areas, o H.
influenzae resistente a ampicilina pode constituir um problema (Goodman &
Gilman, 1891).

Sem divida alguma, as reagbes de hipersensibilidade constituemn os efeitos
adversos mais comuns das penicilinas, de modo que esses antibiéticos
representam provavelmente as causas mais comuns de alergia medicamentosa.
N3&o ha provas convincentes de que uma dada penicilina seja diferente do grupo,
na sua potencialidade de produzir verdadeiras reacdes alérgicas. Por ordem
aproximada de freqiéncia decrescente, as manifestagdes de alergia as penicilinas
incluem  exantemas  maculopapular, exantema urticariforme,  febre,
broncoespasmos, vasculite, doenga do soro, dermatite esfoliativa, Sindrome de

Stevens-Johnson e anafilaxia. A incidéncia global dessas reagoes as penicilinas

varia de 0,7 a 10% em diferentes estudos (Ids¢e ef al., 1968).
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Podem ocorrer reagdes de hipersensibilidade com qualquer forma
posolbgica de penicilina. A alergia a determinada penicilina expée o paciente a
maior risco de reagbes se for administrada outra penicilina. Por outro lado, a
ocorréncia de um efeito adverso nao significa necessariamente a sua nova
ocorréncia, com exposicbes subseqlentes a droga. As reagbes de
hipersensibilidade podemaparecer na auséncia de exposicéo anterior conhecida &
droga. Esse processo pode dever-se a uma exposicao previa nao reconhecida a
penicilinas no ambiente (por exemplo, em alimentos de origem animal ou fungo
produtor de penicilina). Apesar da suspensdo do antibiético produzir geraimente o
rapido desaparecimento das manifestacfes alérgicas, elas podem persistir por
uma ou duas semanas ou mais apds a retirada do tratamento (Goodman &
Gilman, 1991).

As penicilinas e seus produtos de degradacao atuam como haptenos apés
reagdo covalente com proteinas. O intermediario antigénico mais importante da
penicilina parece ser o componente penicilcil, que é formado guando se abre o
anel beta-lactamico (Goodman & Gilman, 1991).

E possivel detectar anticorpos anti-penicilina em praticamente todos os
pacientes que receberam a droga e em muitos que, pelo que consta, nunca foram
expostos a eia (Klaus & Fellner, 1973).

As penicilinas possuem toxicidade direta minima. Os efeitos toxicos
aparentes que foram relatados incluem depressdo da medula dssea,
granulocitopenia e hepatite. Independente da via de administragdo da droga,
porem tipicamente quando & administrada por via oral, a penicilina modifica a

composicao da microflora ao eliminar os microrganismos sensiveis. Em geral, este
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fenémeno nao tem importancia clinica, e verifica-se o restabelecimento da
microflora normal pouco depois da suspensao da terapia. Todavia, em alguns
individuos, as alteracbes da flora resultam em superinfecgao. A administrag¢&o oral
ou, com menos freqiéncia, O Uso parenteral de penicilinas tem sido

acompanhados de colite pseudomembranosa, relacionada ao crescimento

excessivo e 4 producdc de uma toxina pelo Clostridium difficiie {Goodman &
Gilman, 1991).

Reagoes alérgicas tipicas como urticaria e rash cutédneo também podem
ocoffer, na mesma proporcao em que ocorrem nestes farmacos. Exantemas
podem ainda ser observados ap6s administragao prolongada. Podem revelar
reacao cruzada com outras penicilinas (Simon & Stille, 1985).

A amoxicilina & atuaimente o antibiético mais utilizado a nivel mundial. Para
a determinagdo dos parametros farmacocinético da amoxicilina em humanos &
necessario utilizar um método quantitativo confiavel.

Os métodos mais utilizados para a quantificagdo da amoxicilina em fluidos
biolégicos empregam a Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia {(CLAE), sendo
que na maior parte destes meétodos é aplicada detecgdo no UV em baixos
comprimentos de onda, A=225-330 nm (Muth ef al., 1996; Hoizey ef al., 2002;
Sourgens et al, 2001; Yuan et al., 1995; Krauwinkel et al, 1993, Charles &
Chulavatnatol, 1993). O LQ mais baixo obtido por essas metodologias foi 50ng/mil.
Contudo, os tempos de eluigdo da amoxicilina e do padrao interno, cefadroxil,
foram 31.8 e 32.8 min, respectivamente, o que dificulta sua aplicagédo na analise

de rotina (Muth ef al, 1996). A formagdo de um derivado para deteccdo por
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por fluorimetria (Marscher & Kikuta, 1990; Wibawa ef al., 2002; Miyazaki ef al.,
1983), reagentes de formacao de par-i6nico e técnicas especiais de deteccio
como derivagio pods-coluna ou acoplamento de colunas (Muth et al, 1996;
Marscher & Kikuta, 1990; Carlqvist & Westeriund, 1985) também tem sido

‘empregadas para aumentar a sensibilidade e a seletividade, porém sao

Diferentes métodos de extracdo da amostra tem sido aplicados antes da
analise cromatogréfica, sendo que a maioria é baseada na precipitacdo de
proteinas (Hoizey et al., 2002; Charles & Chulavatnatol, 1993; Marscher & Kikuta,
1990), extragéo liquido-liquido (Wibawa et al, 2002) ou procedimentos mais
complicados como a extragdo em fase solida (Yuan ef al,, 1995; Krauwinkel ef al.,
1993; Maurer, 1998; Henion et al, 1998; Oliveira ef al., 2001). Dentre estas
abordagens a extragdo por precipitagédo foi selecionada por ser a mais simples,
rapida e barata.

Assim sendo, tornou-se necessario o desenvolvimento de uma metodologia
adequada para a realizacdo de um estudo de bioequivaléncia, adaptada para as

condigdes encontradas em nosso laboratério.

1.4.2. Azitromicina.

A azitromicina € o primeiro de uma nova classe de antibidticos, os azalideos,
que se originaram dos macrolideos. Foi sintetizada a partir da eritromicina sendo
acrescentado um atomo de nitrogénio ao anel! lactamico. Esta alteracdo aumentou

a sua biodisponibilidade nos tecidos e a sua difusio e, com isto, a azitromicina

34



pode atingir concentragbes nos tecidos e nos polimorfonucleares de 50 a 79
vezes, respectivamente, superiores as plasmaticas (DEF, 1999; P. R. Vade
Mécum, 1999; PDR, 1999). A formula molecular da azitromicina & CagH7-N20O12 €

seu peso molecular & de 785.0 daltons (PDR, 1998). A azitromicina e soluvel em

g pépara suspensao -oral-Apresenta-registre-para-ser-comercializada-no-Brasil

(PDR, 1999).
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Figura 8. Estruturas da azitromicina e eritromicina.

Tem como mecanismo de acdo a inibigdo da sintese protéica bacteriana
através de sua ligacdo com a subunidade ribossomal 50S, impedindo a
translocagdo dos peptideos. A azitromicina encontra-se em fagdcitos e
fibroblastos, como se demonstra nas técnicas “in vitro”, com a razao das
concentragoes intracelulares/extracelulares para >30, apos 1 hora da incubacao.
Nos estudos “in vivo”, sugere-se gque a concentracdo nos fagocitos possa

contribuir para a distribuicdo do farmaco nos tecidos inflamados. Alguns trabalhos
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demonstram que ela pode atuar também através da diminuicdo da adesio da
bactéria nas mucosas (Barr, ef al., 1994; DEF, 1999; PDR, 1999).

A azitromicina demonstra atividade “in vitro” contra uma grande variedade
de bactérias, incluindo:

- -Bactérias aerobias Gram positivas: Staphylococcus aureus, Streptococcus
pysgenes {estreptococos - beta-hemoliticos - do ‘grupo —A). Streptococcus
pneumoniae, Slreptococcus agalactiae e Corynebacterium diphteriae. A
azitromicina demonstra resisténcia cruzada contra cepas Gram positivas
resistentes a eritromicina, incluindo Streptococcus faecalis (enterococo) e a
maioria das cepas de estafilococos meticilino-resistentes (Lopez, 1997; Michetti,
1995; P. R. Vade Mécum, 1999; Soriano, 1995).

A produgao da beta-lactamase nao tem efeito na atividade da azitromicina.

-Bactérias aerobias Gram negativas: Haemophilus influenzae, Haemophilus
parainfluenzae, Moraxella catarrhalis, Acinetobacter sp., Yersinia sp., Shiguela sp.,
Pasteurella sp., Vibrio cholerae e parahaemolyticus, Chlamidia trachomatis,
Pleisiomans shiguelloides (Goodman & Gilman, 1991).

-Outros microrganismos: Pneumocystis carinii, Mycobacterium avium e
intracellulare.

A azitromicina demonstra ‘in vifro” uma concentracdo inibitéria minima
(CiM) de 2.0 mcg/ml ou menos, contra a maioria das cepas das bactérias citadas a
seguir. Contudo, a seguranga e a eficacia da azitromicina ainda nao foram
estabelecidas (DEF, 1999; Lopez, 1997; P. R. Vade Mécum, 1999; Michetti, 1995;

Soriano, 1995; Torano & Guchelaar, 1998; Verhoest, 1997).
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_Bactérias aerobias Gram positivas: Streptococcus (Grupos C, F, G); grupo
Streptococcus viridans.

_Bactérias aerdbias Gram negativas: Bordetella pertussis, Campylobacter
jejuni, Haemophillus ducreyi, Legionella pneumophila.

_Bactérias anaerobias: Bacterbides bivivus, Clostridium  perfrigens,

Peptosireptococcus sp.

-Outros microrganismos: Borrelia burgdorferi, Mycoplasma pneumoniae,
Treponema pallidum, Ureaplasma urealyticum.

Em estudos animais com doses altas, ap6s administracao da droga com
concentragdo 40 vezes maior do que a usada na pratica clinica, observou-se que
a azitromicina causa fosfolipidose reversivel, geralmente sem consequéncias
toxicolégicas visiveis. Nao ha evidéncias de que isto seja relevante para uso
normal da azitromicina em humanos (Michetti, 1995; Soriano, 1995; Verhoest,

1997).

Apés a administragdo oral em humanos, a azitromicina &€ amplamente
distribuida pelo organismo. Apresenta maior absor¢ao em pH maior ou igual a 7.4,
isto &, no intestino delgado, a sua biodisponibilidade é de aproximadamente 37%.
O tempo necessario para alcancgar os picos de concentragbes plasmaéticas é de 2-
3 horas. A meia-vida plasmatica terminal reflete bem a meia-vida de deplegao
tecidual, sendo de 2 a 4 dias. N&o foi observada qualquer diminui¢ao significativa
na biodisponibilidade quando comprimidos revestidos de azitromicina foram
administrados concomitantemente a uma refeigao rica em gorduras, podendo ser

administrado a qualquer hora do dia, inclusive com as refeicbes. Os estudos tém
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demonstrado niveis acentuadamente maiores de azitromicina nos tecidos, que no
plasma (até 50 vezes a concentragdo maxima observada no plasma), indicando
que a droga ¢ fortemente ligada aos tecidos. As concentragdes nos tecidos alvos:
0s pulmobes, amigdalas e prostata, excedem a CIM 90 para a maioria dos

patégenos, apés dose Unica de 500 mg. Aproximadamente 12% da dose

administrada. intravenesamente- &-excretada na urina ey até 3 dias como droga
inalterada, sendo a maioria nas primeiras 24 horas. Altissimas concentragbes da
droga inalterada tém sido encontradas na bile humana, acompanhadas por 10
diferentes metabdlitos. Comparagées das analises microbiolégicas e HPLC, nos
tecidos sugerem que os metabélitos ndo participam da atividade microbiolégica da
azitromicina. Em estudos animais tém sido observadas altas concentracdes de
azitromicina nos fagdcitos. Em modelos experimentais, maiores concentracdes de
azitromicina sao liberadas durante a fagocitose ativa do que pelos fagécitos nao
estimulados. Isto resulta em altas concentracdes de azitromicina liberadas para os
locais de infecgdo (Michetti, 1995; P. R. Vade Mecum, 1999; Soriano, 1995;
Torano & Guchelaar, 1998; Verhoest, 1997: Fouda & Schneider, 1995).

Os efeitos terapéuticos ocorrem gquando os niveis plasmaticos atingem uma
concentragdo acima da concentragdo inibitdria minima (CIM) do organismo
infectante. Para a azitromicina o vaior da CIM, geralmente, esta acima de 90 para
a maioria dos patégenos, apés dose Unica de 500 mg (Guyton, 1973).

Raramente s3o relatadas reagGes alérgicas sérias, incluindo angioedema e
anafilaxia. Algumas destas reagoes observadas com o uso da azitromicina
resultaram em sintomas recorrentes e necessitaram de um maior periodo de

observagéo no tratamento. O tratamento com agentes antibacterianos altera a
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flora normal do intestino e pode permitir o crescimento de Clostridium sp. levando
a colite pseudo-membranosa. Em casos leves, ha uma boa resposta com a
suspensdo do farmaco; em casos mais graves considerar a internagao com
tratamento de suporte mais antibioticoterapia especifica (Goodman & Gilman,

4991 Fink, 1988).

apresentando baixa incidéncia de reacdes adversas, sendo a maioria dos efeitos
observados de natureza leve a moderada. Cerca de 0,7% dos pacientes
descontinuou o tratamento devido as reagdes adversas. A maioria destas foi de
origem gastrointestinal: diarréia, fezes amolecidas, desconforto abdominal
(dor/colica), nauseas, vémitos e flatuléncia. Além dos efeitos citados, a
administracao de qualquer medicamento pode causar reagOes imprevisiveis. Em
doses maiores e com utilizagdo por periodos mais prolongados, observou-se
diminuicdo auditiva reversivel foi observada em alguns pacientes. Elevagoes
reversiveis nas fransaminases hepaticas sao observadas ocasionalmente,
enquanto que ictericia colestatica aparece raramente. Episédios transitdrios de
leve redugdo nas contagens de neutréfilos ocorrem ocasionalmente, embora uma
relacdo causal com azitromicina ainda nao tenha sido estabelecida. ReagOes
alérgicas com rash cutaneo, fotossensibilidade tém ocorrido (DEF, 1999;
Goodman & Gilman, 1981; P. R. Vade Mécum, 1999; Lopez, 1997; PDR, 1899;
Verhoest, 1997).

A correcao da dose da azitromicina torna-se necessaria somente naqueles

com depuragéo de creatinina < ou igual a 40 ml/min. Em graus leves e moderados
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de insuficiéncia renal nao se faz necessaria tal correcdo (Goodman & Gilman,
1991).

Sua posologia deve ser avaliada somente em pacientes com insuficiéncia
hepatica grave. Estudos preliminares nao evidenciaram teratogenicidade. Mas por

ser um produto novo, o seu uso n&o é aconselhado durante o periodo de gravidez.

N3o existe nenhuma restricio para o use do-medicamento neste- periodo. desge

que tenha a fungao hepato-renal preservada (DEF, 1999: Vade Mécum, 1999;
PDR, 1999).

Foi realizado um estudo prospectivo, por 1 ano, de pacientes que
procuraram um servigo hospitalar e tiveram diagnéstico clinico e radiolégico de
pneumonia adquirida na comunidade. No total, foram estudados 60 pacientes
ambulatoriais e 119 pacientes internados. As doencas de base mais freqiientes
foram: DPOC (20,7 %), diabetes (7,3 %) e cancer (3.4 %). O agente mais comum
nos pacientes ambulatoriais foi o Mycoplasma pneumoniae (32,8 %), enquanto
nos pacientes que necessitaram internagao foi a Legionelia pneumophila (11,7 %).
Em termos de fratamento, os autores utilizaram e recomendam um macrolideo tal
como a Azitromicina, por sua eficacia, facilidade de administracao e baixo custo
(Michetti, 1995).

Em um estudo microbiologico, a susceptibilidade de 265 cepas de
Corynebacterium sp. e outros bacilos Gram-positivos nao formadores de esporos
foi testada em relagdo a 18 agentes antimicrobianos. A maioria dos agentes foi
susceptivel a vancomicina, doxiciclina e acido fusidico; em relacdo a Azitromicina,
somente as espécies Corynebacterium xerosis e minutissimum tiveram,

habitualmente, resisténcia. A fosfomicina e a nitrofurantoina apresentaram altos
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niveis de resisténcia. Os autores concluiram que a susceptibilidade destas
espécies aos antimicrobianos é muito variavel e 0s testes sao necessarios, a nivel
individua!, para definir a methor terapéutica a ser realizada (Soriano, 1995).

Para a determinacéo dos parametros farmacocinético da azitromicina em

humanos é necessario utilizar um método quantitativo confiavel.

Varios meétodos de dete'cg:a"’c'i"""""fé'ram"""""Htﬂifzaé@s'-'--'«em--'-'-»aan}antgm com._ a
Cromatografia Liguida de Alta Eficiéncia (CLAE), para a quantificacdo da
azitromicina em fluidos biologicos, com o intuito de superar a limitacao imposta
pela baixa absorbancia desse tipo de composto na regido do ultravioleta (Fouda &
Schneider, 1995). Métodos bastante sensiveis utilizando a deteccao por
fluorescéncia estdo descritos na literatura, porém tais métodos necessitam de
derivacdo antes de deteccao (Kees ef al., 1988). Sheppard utilizou métodos
eletroguimicos para a detecgdo de azitromicina em tecido humano e animal.
Desde entdo o método eletroquimico tornou-se padrao para a caracterizagao
farmacocinética da azitromicina em humanos.' Porém, os tempos de eluigio da
azitromicina e do padr@o interno eram muito longos. Além disso, © detector
somente recupera a sensibilidade apés a limpeza da cela e algumas vezes
somente apos um longo periodo de pausa. Um outro problema € que a
deterioragao dos eletrodos pode ser observada apo6s um dia de trabalho (Marzo &
Dal Bo, 1998). Estas limitagoes desencorajam o uso dessas metodologias em
estudos que requerem a analise de um grande numero de amostras. Um estudo
utilizando uma coluna Cs € detecc¢ao por espectrometria de massas utilizando o
método de ionizagdo quimica a pressao atmosférica (APCI) também foi descrito. O

estudo apresentou resultados exatos e precisos na faixa de concentracdes de 10 a
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250 ng/mi, sendo apropriado somente para estudos de farmacocinética realizado
em criangas (Fouda & Schneider, 1995).
Assim sendo, tornou-se necessario o desenvolvimento de uma metodologia

adequada para a realizagdo de um estudo de bioequivaléncia, adaptada para as

'co'r'adigées' encontradas em nosso laboratério.

1.5. Métodos de quantificagdao de farmacos.

Entre os modernos métodos de analise, a cromatografia ocupa um lugar de
destaque devido a sua facilidade de efetuar a separagio, identificacdo e
quantificagao das espécies quimicas, por si mesmas ou em conjunto com outras
tecnicas instrumentais de analise, como por exemplo, a espectrofotometria ou a
espectrometria de massas (Atkinson ef al., 2001).

A cromatografia € um método fisico-quimico de separacdo dos
componentes de uma mistura, realizada através da distribuicdo destes
componentes entre duas fases, que estdo em contato intimo. Uma das fases
permanece estacionaria enquanto a outra move-se através dela. Durante a
passagem da fase moével sobre a fase estacionaria, os componentes da mistura
sao distribuidos entre as duas fases de modo que cada um dos componentes seja
seletivamente retido pela fase estacionaria, resuttando nas migracdes diferenciais
destes componentes (Quattrocchi, ef al., 1992).

Os termos "cromatografia”, "cromatograma” e "método cromatografico” sao

atribuidos ao botanico russo Mikhael Semenovich Tswett, que, em 1906, utilizou
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estas termos em dois trabalhos descrevendo suas experiéncias na separacao dos
componentes de exiratos de folhas e gema de ovo, onde usou colunas de vidro
recheadas com vérios sélidos, finamente divididos, e arrastou 0s componentes

com éter de petraleo (Collins et af.,, 1995).

'O nome deriva-se das palavras gregas "chrom" (cor) e "graphe” (escrever),

scesso ndo dependa-da.cor, exceto, para facilitar a identificac@o dos

compostos separados.

load add
sample solvent
colummn
containing
stationary
phase

Figura 9. Cromatografia em coluna classica.

Todavia, nesta época, 0s processos aplicando a migragao diferencial, ja
eram bastante conhecidos. Paralelo aos desenvolvimentos de Tsewett, Reed, na
ingtaterra, e Day, nos Estados Unidos, aplicaram colunas contendo solidos para a
separagio de sais organicos e amostras de petrdleo, respectivamente. Bem antes
destes, Runge descreveu os "desenhos” feitos por misturas de sais e por {intas,
que foram colocadas no centrc de um papel de filtro e depois espalhadas pela
passagem de um solvente; enguanto Schoenbein fez experiéncias similares com
tiras de papel mergulhadas em solventes. O uso de sélidos em camada delgada

sobre vidro, no lugar de papel, para o desenvolvimento circular de misiuras de sais
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inorganicos foi experimentado por Beyerinck em 1889 (Bonato, 1995; Quattrocchi,
et al., 1992).

Apesar dessas experiéncias, considerou-se que a época moderna da
cromatografia comegou na década de 30, quando Kuhn e Lederer "redescobriram”
e aperfeicoaram & cromatografia em coluna, repetindo as experiéncias de Tswett,
separando.e identificando.as. xantofilas. da.gema de ovo, usando uma coluna
recheada de carbonato de calcio pulverizado e éter de petréleo como fase movel
(Collins ef al., 1995).

Em 1941 Martin e Synge publicaram um trabalho no qual descreveram a
cromatografia por particdo (cromatografia liquido-liquido), aplicando o conceito de
altura equivalente a um prato teérico a cromatografia e antecipando o surgimento
de duas cromatografias: a gasosa e a liquida de aita eficiéncia. Por este trabaiho
receberam o Prémic Nobel em 1952, Martin também participou de outros
desenvolvimentos importantes na histéria da cromatografia: com Consden e
Gordon, reintroduzindo a cromatografia em papel; com Howard, desenvolvendo a
cromatografia liquida através das chamadas "fases reversas"; e com James,
atualizando a cromatografia gas-liquido (Bonato, 1893).

A cromatografia gas-solido foi descrita pela primeira vez em 1941, por Hesse e
col., que separam dois acidos graxos, no vapor, a 100 °C, arrastando-os sobre
silica com o gas didxido de carbono, enquanto Cremer e Prior foram os primeiros
a descreverem um cromatografo a gas completo (Bonato, 1995; Quattrocchi, et al.,
1992).

O desenvolvimento, quase simultaneo, do detector por ionizagdo em chama

por Pretorius e cols. e por Mc Willians e Dewar, ampliou a sensibilidade do método
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cromatografico, enquantc que a introdugado de colunas capilares por Goiay
ampliou os seus poderes analiticos, ao ponto de tornar a cromatografia gasosa o
métado analitice de separagiio e determinagdo mais usado no mundo.

A cromatografia gasosa apresenta grande gficiéncia, devido a possibilidade

e emprega injecdes no moda spliiess e detectores selefivos; porém esta técnica

fica restrita a compostos volateis. Compostos nao volateis necessitam de
derivagdo para obtencdo de compostos mais volateis (Bonato, 1995; Quattrocchi,

et al., 1992).

lcarrier:

Figura 10. Representacéc esquematica do cromatégrafo a gas.

Figura 11. Fotografia do cromatografo a gas.
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Em 19539, este sistema para andlise de aminoacidos foi modificado por
Hamilton e Andrews, com a ihtrodugéo de uma bomba tipo pistdo, similar as
usadas ainda hoje em cromatografia liquida de alta eficiéncia (Collins ef al., 1995).

Outros desenvolvimentos na década de 60, por Kamr e cols., Jentoft e
Gouw, Huber e Hulsman, Snyder, Kirkland e outros aperfeicoaram o sistema de
bombeamento e deteccBo de cromatografia liquida de alta eficiéncia,

- comprovando que o uso desses equipamentos, operando com fase mével liquida
scb pressdio e com métodos de detecgdo sensiveis possibilita analises de rapidez
comparavel as de cromatografia gasosa, com resultados altamente satisfatérios
(Collins et af., 1995; Quatirocchi, ef al., 1892).

o« geoefiont tont oller 4 - columa/ pro-solimn
b - pumpidampening sigenm e - deted
5 - semple iInrodution - doto output

Figura 12. Representacio esquematica do cromatografo a liquido.

Figura 13. Fotografia do cromatégrafo a liquido.



Paralelamente, os recheios das colunas usadas na cromatografia liquida de
alta sficiéncia foram sendo desenvolvidos. Inicialmente os peficulares (particulas
superficialmente porosas) por Halasz e por Horvath, e posteriormente as
particulas completamente porosas, de diametro pequeno, por Kirkland e outros. O
desenvolvimento por Nickless e cols., de fases estacionarias contendo grupos

-alquilas quimicamente ligados ao suporte permitiu. a aplicacdo da chamada "fase
reversa’ (fase estacionaria apclar), ampliando as aplicacbes dessa técnica;

enquanto a introdugéo de colunas de diametro interno menores (as "microbores” &
as “"capilares recheadas") por Scott & por Novotny viabilizaram o uso de
cromatografia liquida de alta eficiéncia para qualquer tipo de anélise quer organica
guer inorganica (Henion ef al., 1998).

Outra técnica cromatografica, que deve seu crescimento ao
desenvolvimento das fases com grupos alquilas quimicamente ligadas, e a
cromatografia usando um fluido supercritico como fase movel. Esta técnica, que
foi aplicada com sucesso por Klesper e cols., em 1962, guando se usou um
cromatografo a gas modificado, recebeu varias outras alteracbes por Gouw e
Jentoft no decorrer dos anos seguintes. Somente em 1983 & que foi langado ©
primeiro aparelho comercial dedicado a essa técnica (Collins et al., 1995).

Cela de Extragio

J

Figura 14. Representagéo esquematica do cromatdgrafo a fluido supercritico.
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A quantificacdo de concentragbes de farmacos ativos em matrizes
biolégicas pode ser realizada através de diversas metodologias, sendo a
cromatografia liquida de alta eficiéncia com detecgdo por fluorescéncia ou
absorgdo no ultravioleta, a mais freqlentemente utilizada na atualidade. No
entanto, outras metodologias como a utilizagao da cromatografia liquida acoplada
—-ao-—espectidmetro.de massas - (LC-MS-MS}-tem-aumentado  progressivamente,
inclusive no Brasil. Fatores implicados nesse aumento sio a alta sensibilidade,

preciséo, exatidado e rapidez do método (Maurer, 1998; Loo, 1998).

1.5.1. Espectrometria de massas: (LC-MS-MS).

Em espectrometria de massas existem diversas interfaces de ionizagao
conhecidas: impacto de elétrons (El), bombardeamento rapido de atomos (FAB),
dessorgdo em matrizes assistidas por laser (MALDI), ionizacéo quimica (Cl) e a
pressdo atmosférica (API), sendo esta Ultima subdivida em electrospray (ESI) e
por ionizagao quimica (APCI). Para a detecgao ou quantificagdo adequadas de
uma substancia ou ion através de espectrometria de massa, alguns parametros
devem ser avaliados. Dentre estes parametros, a ionizacdo e a eficiéncia da
fragmentagdo s&o os mais importantes. Além disso, a abundancia de molécula
protonada pode ser influenciada pela formagéo de cargas mdltiplas (z#1), pois o
sinal do analito é dividido em varios valores de massa. A técnica de
espectrometria de massas mais utifizada na analise de farmacos é a que utiliza
electrospray, podendo ser utilizado de modo positivo (ES+) ou negativo (ES-).

Para tal, promove-se a adi¢ao ou abstracdo de um proton ao composto. Assim,
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ap6s a separagdo pela cromatografia liquida de alta eficiéncia, a amostra a ser
analisada é introduzida no espectrémetro de massas. A passagem da fase liguida
para gasosa (dessolvatag#o) é realizada com auxilic do gas nitrogénio, formando-
se um “spray’ eletroliico. O capilar por onde passa a amostra encontra-se

" carregado elefricamente dai a origem do nome electrospray. O composto assim

véacuo (Atkinson, et al.,, 2001; Loo, 1998).

Figura 15. Representacéo esquematica do espectromelro de massas.

Apos a passagem pelo cone, o analito penetra em uma série de
compartimentos dispostos em fileira dnica (tandem) para a quantificacio e selegdo
dos fons. O primeiro compartimento é onde acontece a selegdo dos ions
precursores-compartimente Q1 (press@c de 10° mBar). Um segundo
compartimento (Q2) apresenta pressao de 10 mBar e é onde a fragmentacdo
ocorre pela colis3o dos ions precursores com moléculas do gas de colisdo
(geraimente Argbnio). A partir dai, os jons produto penetram em outro
compartimento onde sdo novamente selecionados e finalmente o fon que sai deste
gitimo compartimento & detectado por uma célula fotomultiplicadora. O namero de

contagens por segunde é registrado na forma de um graficoe {cromatograma) e a
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area sob essa curva é diretamente proporcional a concentracdo do analito na
amostra, e € assim que acontece o processo de quantificagdo (Verhoest 1997:

Waxman & Strominger, 1983).

Figura 18. Fotografia do espectrémetro de massas.

1.6. Procedimentos de extracdo da amostra.

Uma vez estabelecidas as condicGes para a separagiio cromatografica dos
compostos, a efapa seguinte constara da avaliagdo dos procedimentos de preparagao
da amostfra visando a recuperacio maxima do analifo e minimizando a exiracao de
interferentes do plasma (Causon, 1997; Chasin et al, 1994; Maurer, 1998; Klink,

2000).
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1.6.1. Extrac@o por precipitacdo de proteinas.

A extracio por precipitac@o de proteinas é bastante utifizada para extracéo de
farmacos de mairizes complexas. Este & o tipo de extragdo mais simples, uma vez que

apresenta apenas um passo principal. Basicameﬁfé | um agente prec:pstante é

adicionado ac plasma e a amostra € entdo homogeneizada. ApOS a homogeneizagao,
as proteinas precipitadas sao removidas através de centrifugacdo, e uma aliquota do
sobrenadante é injetada no sistema cromatografico. O esquema abaixo mostra o
procedimento geral empregado para extracdo de farmacos diretamente do plasma

(Henion et al., 1998; Klink, 2000).

r )

agitacio
contrifugacin

refirar aiquota

Figura 17. Exiracao por precipitacdo de proteinas.

1.6.2. Extracdo liquido-liquido.

Este processo baseia-se na diferente solubilidade do analito em dois solventes

imisciveis. Este principio é bastante ufilizado para preparacdo de amostras para
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analise cromatografica, principalmente pelo baixo custo e facil operacao. Este médodo
é eficiente na remogdo de interferentes e aumenta a concentracdo do analito na
amostra. Geralmente, adiciona-se um solvente organico (pouco polar) imiscivel a
amostra aquosa (polar), num valor adequado de pH. A mistura é agitada e

'posteriormente centrifugada. Remove-se a fasé organica e seca-se sob fluxo de ar ou

cromatografico. O esquema abaixo mostra o procedimento geral empregado para
extragcdo com soivente organico, diretamente do plasma. Mais de um passo de
extragcdo da fase aquosa ou organica também pode ser realizada, caso haja
problemas com interferentes enddgenos (Henion ef al., 1998; Ids¢e et al, 1968;

Maurer, 1998; Morrinson & Boyd, 1990).

4 )

[pla_sma._alcg&nizado y

Pl +Solvente extrator

agitagdo
centrifugacio

S " fase aquosa
. faseorgémca _ _ {d&spreza r}

evaporar o solvente

- dissolver o residuo. -
: -naf_as_e-rﬁévef :

Figura 18. Extracao liquido-liquido.
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1.6.3. Extracéo liquido-sdlido.

Segundo este procedimento, 0 cartucho de extracio deve ser primeiramente

condicionado, ou seja, ativado. A seguir, a amostra é aplicada a pressao

 atmosférica e o cartucho é lavado sob pressao para eliminar as impurezas retidas

durante a aplicacéo. Apos a lavagem, 0 €xcesso de agua & eliminado sob pressao

reduzida e o soluto & eluido com o solvente adequado. O esquema abaixo mostra
o procedimento que sera seguido para estabelecer as condicoes de preparagao da
amostra para determinagao das concentracdes total e ligada, empregando a

extracao liquido-sélido (Henion et al., 1998; Klink, 2000; Maurer, 1998).

Figura 19. Extragéo liquido-solido.
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1.7. Padronizacao Interna e padronizagio externa.

Dentre todos os métodos de quantificagéo, a padronizagédo interna & a que possui
maior capacidade de eliminar erros técnicos, sendo selecionada para a quantificagao dos
farmacos em fluidos biologicos. Este método consiste em comparar a relagao entre a area

/altura obtida do composto e a do padrao interno, empregando d_i\_l_ersas_ concentracoes do

composto em estudo e uma concentracéo fixa do padrdo interno. Ou seja, adiciona-se
uma quantidade conhecida do padréo interno & amostra e determina-se a relagéo entre as
areas/alturas, eliminando os erros decorrentes do procedimento de extracio (Causon,
1997, Chasin et al., 1994). O objetivo de usar um padrao interno durante a analise
quantitativa € minimizar os possiveis erros que porventura possam acontecer como, por
exemplo, perdas durante a extracdo e erros de injecdo. O método da padronizacao
interna consiste em adicionar uma quantidade conhecida de uma substancia padrao na
amostra a ser analisada, e relacionar as duas areas ou alturas obtidas. O padrao interno
ideal corresponde a uma substancia similar a substancia a ser quantificada, que tenha um
tempo de retengao diferente do farmaco analisado, mas que seja proximo a ele, e que nao
influencie a analise (Collins et al, 1995). O padrio interno deve possuir propriedades
quimicas semelhantes ao composto analisado, estar presente em concentracoes
similares, ter tempo de retengéo préximo ao composto problema sem causar interferéncia,
ser inerte e nao fazer parte da amostra (Causon, 1997; Chasin et al., 1994: Collins et al,
1985).

A padronizagdo externa consiste em comparar a area ou altura do pico
correspondente a quantidades conhecidas do composto problema com a do mesmo

composto na amostra cuja concentracéo se deseja determinar (ANVISA, 2001).

54



35

Objetivos



O objetivo do estudo €, numa primeira etapa, desenvolver metodologia
analitica com sensibilidade e seletividade adequadas para a determinagdo dos
parametros farmacocinéticos da amoxicilina em humanos e, em primeiro lugar,
verificar se existe bioequivaléncia entre amoxicilina 500 mg capsulas teste e a
amoxicilina (AMOXIL®) 500 mg capsulas produzida pela SmithKline Beecham. Em

teste (suspensao 250 mg/5mL) e o produto referéncia (amoxicilina suspensio 250
mg/5mL) elaborado pelo laboratério SmithKline Beecham. (AMOXIL®).

O objetivo da segunda etapa do estudo é desenvolver metodologia analitica
com sensibilidade e seletividade adequadas para a determinagio dos parametros
farmacocinéticos da azitromicina em humanos e, primeiramente, avaliar existe
bioequivaléncia entre a formulacao de azitromicina teste (comprimidos revestidos
de 500mg) e a azitromicina (comprimidos revestidos de 500mg) do produto de
referéncia elaborado pelo Laboratério PFIZER lida. (ZITROMAX®).
Posteriormente, avaliar se existe bioequivaléncia entre a formulacdo de
azitromicina teste (suspens@o 200 mg/5mL) e a azitromicina (suspensao 200
mg/5mL) do produto de referéncia elaborado pelo Laboratério PFIZER Ltda.

(ZITROMAX®).
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3.1. Seguranca.

O uso de aventais foi obrigatério durante todo o procedimento laboratorial,
luvas e oculos de protegéo foram utilizados durante o manuseio de qualquer
material biologico. As normas de seguranca laboratorial foram seguidas, bem

2001; Causon, 1997; 1985; FDA, 1998a; FDA, 1998b; FDA, 1993).

3.2. Equipamentos.

Os meétodos propostos requerem os equipamentos, reagentes padrbes e
materiais bioldgicos descritos a seguir. Outros equipamentos, padrées ou
reagentes podem substituir os relacionados abaixo, desde que sejam de
especificagéo equivalentes. Os equipamentos necessarios estio relacionados nas

tabelas 2, 3 e 4.

3.3. Solventes e reagentes.

Os solventes, grau cromatografia, empregados na preparacdo das fases
moéveis foram obtidos da Merck (Rio de Janeiro, RJ, Brasil) ou da EM Science
(Gibbstown, NJ, EUA). O Fosfato Dissédico (Na,HPOQ,) foi obtido da Merck (Rio
de Janeiro, RJ, Brasil). O metanol e o éter etilico empregados nos
procedimentos de exiragdo dos farmacos das amostras de plasma foram

obtidos da EM Science (Gibbstown, NJ, EUA). A solugdes empregadas nos
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procedimentos foram preparadas com agua purificada no sistema MILLI-Q-

plus, e filtrada em membranas de 0,45 um (Millipore Corporation, Bedford, MA,

EUA).

Tabela 2. Descricio dos equipamentos utilizados.

Descrigao

“fabricante / pais de origem

-Pipetas.de v olume variavel (volume)

Gilson / Franca

Misturador (vortex)

Phoenix / Brasil

Ponteiras de pipeta descartaveis Unilab / Brasil
(volume 200p) amarelas

Ponteiras de pipeta descartaveis Unilab / Brasil
(volume 1000u!) azuis

Tubos de ensaio descartaveis de vidro |Unilab { Brasil
Pipetas descartaveis (plastico) Sigma / EUA
pHmetro QOrion / EUA

Balanca analitica

Precisa 402 m / Alemanha

Centrifuga refrigerada

lbras / Alemanha

Centrifuga

Excelsa / Brasil

Tabela 3. Sistema de HPLC.

Componente

marca / modelo

Bomba analitica

SHIMADZU / LC10AD

Auto-injetor

SHIMADZU / SIL-10AD VP

Forno para coluna

SHIMADZU / CTO — 10AS VP

Detector

SHIMADZU / SPD-10A VP

Sistema controlador

SHIMADZU / ACL- 10 AVP

Desgaseificador

SHIMADZU / DGU-2 A

Software

SHIMADZU / CLASS ~ VP 5.32
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Tabela 4. Componentes do espectrémetro de Massas.

Componente marca / modelo

Espectrémetro de Massas Micromass / Quattro 1|
Computador Digital Personal Workstation 266i
Software Micromass / Mass Lynx 3.2

3.4. Padroes.

As substancias amoxicilina anidra e azitromicina, foram obtidas junto a USP
Pharmacopeia e as substancias eritromicina e cefadroxil foram obtidas junto a

SIGMA-Aldrich (New York, NY, EUA).

3.5. Material biolégico.

Quantidades necessarias de plasma humano foram coletadas de individuos

diferentes, sob as condices descritas na tabela 5.

Tabela 5. Condigdes do plasma utilizado no preparo da matriz para preparar as
curvas de calibragéo e controles de qualidade.
CONDICOES
PLASMA HUMANO NORMAL
PLASMA HUMANO LIPEMICO
PLASMA HUMANO HEMOLISADO
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3.6. Preparo das Solugdes.

Todas as solucdes padrao preparadas foram transferidas para frascos de
vidro ambar, rotulados, com tampa de rosca € batoque bem como substituidas de
acordo com os prazos de validade pré-determinados.

Em nép__ha_\_(end_q_ informacdes disponiveis sobre testes de estabilidade,

todas as solucdes foram mantidas a 4 °C e substituidas ébés leas Ne.st.als
situagdes o acompanhamento cuidadoso dos dados foi observado para avaliar a
necessidade de substituicdo das mesmas, com maior ou menor intervalo de
tempo. Todas as solugoes utilizadas nas fases moveis foram preparadas de
acordo com a necessidade e substituidas a cada lote analisado (ANVISA, 2001;

Causon, 1997; 1985; FDA, 1998a; FDA, 1998b; FDA, 1993).

3.7. Preparo dos padroes de calibracdo e dos controles de

qualidade.

As concentracdes dos padrfes bem como dos controles de qualidade foram
definidas em funcéo da faixa prevista para as concentragdes das amostras. Assim,
estas concentracdes correlacionam-se com a dose para qual o método foi
desenvolvido. A utilizagao de outra dosagem pode levar a uma revisao destas
concentracoes, se a faixa prevista de concentragGes da amostra nao for a mesma

(ANVISA, 2001; Causon, 1997: 1985; FDA, 1998a; FDA, 1998b; FDA, 1993).
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3.8.Preparo dos padrdes de calibracio.

A curva de calibragdo consiste em uma amostra branca (amostra basal
analisada sem adicdo de padrdo interno), uma amostra zero (amostra basal
analisada com adi¢éo de. padrao interno) e amostras néo zero contendo a faixa

prevista de concentragbes que foram determinadas. As amostras de calibracao

foram obtidas adicionando-se solugdes padrio contendo a substancia a ser
analisada no plasma humano (ANVISA, 2001: Causon, 1997; 1985; FDA, 1998a;

FDA, 1998b; FDA, 1993).

3.9.Preparo dos controles de qualidade.

Os controles de qualidade (CQ) tém 2 objetivos distintos, sendo que os
definidos por LQ e LD foram utilizados para determinar, respectivamente, o limite
de quantificacdo e limite de detecgdo do método analitico. O LD é a menor
concentracao de um analito na qual o procedimento bioanalitico pode
seguramente diferenciar do ruido de fundo. Para determinacdo do LD foram
analisadas amostras de plasma contendo concentracoes decrescentes do farmaco
até o menor nivel determinavel que apresente uma relacéo sinalrruido de 3:1. O
LQ é a menor quantdade de um analito na amostra que pode ser
quantitativamente determinado com aceitavel precisdo e exatiddo. Também &
conhecido como limite inferior de quantificagdo. Para determinacgdo do LQ foram
analisadas amostras de plasma contendo concentragdes decrescentes do farmaco

até o menor nivel determinavel com precisdo e exatidao aceitaveis. Os controles
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de qualidade baixo (CQB), controles de qualidade médio (CQM) e controles de
qualidade alto (CQA) foram utilizados para monitorar a precisao e sensibilidade do
método de quantificacdo, durante os ensaios. Os controles de qualidade (CQ)
foram preparados adicionando-se solugdes padrao, contento a substancia a ser

3.10. Realizacéo das analises.

Cada lote conteve as seguintes amostras (ANVISA, 2001; Causon, 1997;
1985; FDA, 1998a; FDA, 1998b; FDA, 1993):

Uma curva de calibragio composta por uma amostra branca, um padrao zero
e padrdes ndo zero. Cada amostra, desde a amostra branca, até o ultimo padr&o
foi inclusa (no minimo em duplicata). A curva foi checada toda vez que utilizada
para quantificacado de amostras desconhecidas. Uma nova curva de calibracao foi
armazenada no software, para cada dia de trabalho, sendo periodicamente
averiguada com os controles de qualidade. Estando estes dentro das
especificagbes da curva a mesma foi usada; no mais, outra curva sera construida.
As amostras de concentragdes desconhecidas foram quantificadas, sem
replicatas. Controles de qualidade (CQB, CQM, CQA), foram intercalados com as

amostras determinadas (ANVISA, 2001).
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NOTAS:

[ Os controles de qualidade foram analisados antes, durante e depois de

cada lote.

H. Um lote de analises foi determinado com pelo menos dois CQ de mesma
concentragao.
HE Todas--as-amostras- de-um-mesmo-individuo foram analisadas em um

mesmo dia.

3.11. Validagao do método.

Para padronizagdo do método analitico, utilizando plasma como matriz
biologica, foram necessarios os seguintes ensaios: curva de calibragao,
linearidade, recuperacéo, precisdo, exatiddo, sensibilidade, especificidade e
estabilidade (ANVISA, 2001; Causon, 1997; 1985; FDA, 1998a; FDA, 1998b;
FDA, 1993).

Especificidade ~ E a busca individualizada do sinal de uma espécie tnica do

analito. Para determinacéo da especificidade, realizou-se a investigagso, quanto a
presenca de interferéncia, utilizando-se o procedimento proposto para a extracao
de amostras. Foram utilizados 4 plasmas colhidos em jejum de diferentes
individuos colhidos, 1 plasma hiperlipémico e 1plasma hemolisado. A
especificidade foi comprovada pela determinacéo de inexisténcia de interferéncia
significativa, no tempo de reteng@o do farmaco, metabélitos ou padrao interno;

comparando-se visualmente os cromatogramas obtidos com aquele produzido



pela analise de uma solucdo aquosa do farmaco em andlise, em concentragao

proxima ao Limite de Quantificagao.

Sensibilidade — E o grau de diferenciacéo entre duas concentragtes proximas.

Utilizou-se para a avaliacdo da sensibilidade o Limite de Quantificagéo (LQ), de

forma a considerar nao somente a sensibilidade em si, mas também os critérios de

precisao e exatiddo do método. O LQ foi aprovado se satisfeitos os seguintes
critérios:
Jnexisténcia de interferéncia ou resposta de 3 vezes maior que qualquer

interferéncia existente em brancos de plasma nos tempos de retencao em uso;

-Pico do farmaco identificavel e claro com uma boa precisdo (CV < 20%),
calculada através do coeficiente de variagcéo do valor quantificado para no minimo
3 aliquotas, provenientes de um mesmo controle padrao, bem como da

correspondente duplicata da curva de calibragao em uso.

_Exatidao de 80% a 120% em relagéo ao valor nominai da concentracéo do

controle padréo utilizado.

Linearidade — E a faixa de concentragdo onde a resposta é linear, e foi
avaliada em fungéo da linearidade da curva de calibragao empregada. A curva de
calibracao, cujos pontos foram quantificados no minimo em duplicata, foi aprovada

se satisfeitos os seguintes critérios:

-Pelo menos 3 padroes de cada concentragdo nominal, incluindo o standard

correspondente ao LQ e o standard de maior concentragac, com desvio menor do
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que 15% da concentragdo nominal (menor que 20% para o LQ) em pelo menos

uma das duplicatas;
-Coeficiente de correlagéo da curva > 0,95.

Precisdo e Exatiddo -~ A precis@o de um método analitico descreve a

proximidade entre as diferentes medidas individuais de um farmaco. A

| repe't'ibiiidé.dé dé”brééis'éd.é. obtsda cﬁiando aé .é.m.os.tras $80 preparadas nas
mesmas condigdes de manuseio. A exatiddo de um método analitico descreve a
proximidade dos resultados médios obtidos pelo método em relagdo ao valor
verdadeiro (concentragéo) do farmaco. A precis@o e exatidao foi avaliada a partir
da quantificago de pelo menos 3 concentracées padrdo distintas (controles de
qualidade CQB, CQM, CQA), determinadas em fungao da faixa de concentragbes
esperadas, tomando-se como base pelo menos 3 aliquotas de cada concentracao,
quantificadas durante um unico lote (repetibilidade e exatidao infra-ensaio).

Seguem-se os critérios utilizados para aprovagao destes quesitos:

-Repetibilidade: Para verificagdo da repetibilidade fez-se a analise de trés
concentragdes (baixa, média e alta) dentro da faixa de limite esperado, realizando-
se pelo menos 3 réplicas. O CV nao deve exceder 15%, exceto para o LQ, parao
qual se admite valores menores ou iguais a 20%. Analises foram realizadas em
um unico dia e em 3 dias (ensaios intra-dia e inter-dias).

-Exatidao: Para verificagdo da exatidao foram analisadas amostras contendo
quantidades conhecidas de farmaco, em trés concentracbes (controles de
qualidade CQB, CQM, CQA), dentro da faixa de limite esperado, realizando-se

elo menos 3 réplicas. O desvio nao deve exceder 15%, exceto para o LQ, para o
P
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qual se admite valores menores ou iguais a 20%. As andlises foram realizadas em

um Gnico dia e em 3 dias.

Reprodutibilidade ~ Quando as amostras sao preparadas com diferentes

condicdes de manuseio, o parametro de precisdo medida é a reprodutibilidade. Foi

avaliada a partir da determinagao da precisdo e exatidao de 3 lotes provenientes

" de matrizes biologicas distinias (prECiSaﬁ'*"“é"‘f‘é%ﬁﬁ’éﬁ"f‘f‘iﬁ‘ief*eﬁsaiﬁ}‘“r‘ﬁifa’iffé%rdaﬁw
quantificag@o, para cada um dos lotes, de pelo menos 3 concentragfes padrao
distintas (controles de qualidade CQB, CQM, CQA), determinadas em fungao da
faixa de concentragbes esperadas, tomando-se COmMO base pelc menos 3

aliquotas de cada concentragao.

Recuperacdo — A recuperagdo de um farmaco de uma matriz biolégica € a
quantidade do analito obtido apés o processo de separacao. A guantificagdo €
comparada com a concentracao nominal de um padrido adicionado & matriz
biolbgica antes do processo de separagdo. A recuperacéo indica a eficiéncia de
todos os processos envolvidos no método analitico e deve ser tratada dentro de
um limite de variabilidade. Para avaliar a recuperagao do método analitico
verificou-se o limite de variagio. Porcentagens de recuperacdo proximas a 100%
sio desejaveis, porém, admitem-se valores menores, por exemplo, de 50 a 60%,
desde que a recuperagéo seja precisa e exata. Este teste foi realizado
comparando-se os resultados analiticos de amostras extraidas a partir de trés
concentragdes (controles de qualidade CQB, CQM, CQA), com resultados obtidos
a partir de solucoes padrao nao extraidas, que representam 100% de

recuperacao.
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Estabilidade ~ E a estabilidade quimica de um analito em uma dada matriz
dentro de condigcbes especificas e em determinados intervalos de tempo. A
estabilidade foi determinada em fung¢éo do tempo necessario para preparacao de
amostras e respectiva quantificagdo bem como das temperaturas de

armazenamento usualmente empregadas. Para sua realizacio foram utilizadas

-.duas._conceniraches. distintas-do. farmaco-a -ser-desado, -Cujas-amostras foram

submetidas aos seguintes testes:

Estabilidade no auto-injetor — Determinou-se a estabilidade do farmaco e do
padrao interno, na temperatura encontrada no auto-injetor, por periodo de tempo

igual ou superior ac da analise de um lote de amostras;

Congelamenito e descongelamento - Determinou-se a estabilidade do farmaco
em plasma apoés 3 ciclos de congelamento por 24 horas e descongelamento em

temperatura ambiente;

Estabilidade de curto periodo em temperatura ambiente: Foi determinado a
estabilidade do farmaco em plasma a temperatura ambiente, por periodo de tempo

igual ou superior ao necessario para o preparo de amostras de um lote;

Estabilidade de longo periodo: Determinou-se a estabilidade do farmaco em
plasma, na temperatura de congelamento das amostras, pelo periodo de tempo
igual ou superior ao primeiro dia de coleta de amostras e o dia da analise da

ultima amostra;

Estabilidade das solugbes de trabalho: Determinou-se a estabiiidade do

farmaco e do padrdo interno a partir das solugbes de trabaltho preparadas na
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temperatura em que foram armazenadas (4°C), e por periodo de tempo

equivalente a sua utilizagao durante a condugéo do estudo.

3.12.Selecédo dos voluntarios.

Vinte e quatro voluntarios sadios (doze do sexo masculino e doze do sexo

feminino) entre 19 e 50 anos, peso entre 10% do peso corporal ideal, ajustado
para altura e estrutura fisica, participaram do estudo. Todos os voluntarios
assinaram o termo de consentimento esclarecido (vide APENDICE), cujo protocolo
clinico foi aprovado pelo CEP-USF e CEP Hospital Aviccena.

Os voluntarios nao apresentaram sinais ou sinfomas evidentes de doenca
cardiaca, hepatica, renal, pulmonar, neurologica, gastrointestinal, hematologica ou
psiquiatrica; com base na histéria clinica, nos exames fisico e psiquiatrico e nos
sequintes exames laboratoriais: glicemia, uréia, creatinina, SGOT, SGPT,
fosfatase alcalina, gamma GT, bilirubina total, proteinas totais, albumina,
hemoglobina, hematocrito, contagem total e diferencial de células brancas, exame
de urina e protoparasitologico. As voluntarias do sexo feminino nao estavam

gravidas ou planejando engravidar durante o periodo do estudo.

3.13. Analise estatistica.

a) Foi realizada analise de variancia (ANOVA) dos parametros farmacocinéticos
AUCo © Cmax para avaliar os efeitos de sequéncia (grupo), de voluntarios, de

periodo e de tratamento.
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b) Como o estudo empregou uma Gnica dose dos medicamentos teste e de
referéncia, a ANOVA foi realizada com os dados de AUCs. e Ciax transformados
logaritmicamente. A distribuicdo dos dados transformados aproxima-se mais de

uma distribuigao normal do que os dados nao transformados.

c) ngam,.gmgil@gaggs~@3§&=~&H~Qﬂ$@Q@-w‘*\@@ﬁzﬁ@-~ngﬂ~’&@§$"’%@3§@§""f"'ﬁﬁ'ﬁ-@ﬁi‘é, com

nivel de significancia de p= 0,05, construindo-se um intervalo de confianga (IC) de
80% para a razéo entre as médias dos valores obtidos com os medicamentos
teste e referéncia. Para cada um destes parametros, utilizou-se os dados
transformados logaritmicamente. Tna que foram analisados como diferenca
individual: teste — referéncia, construindo-se um intervalo de confianga (IC) de

90%, utilizando-se teste nao paramétrico.

d) Os medicamentos foram considerados bioequivalentes quando o IC de 90%
para a razao entre as medias de AUCy; e de Cnax foi compreendido entre 80 e
125%. Se clinicamente relevante Tn.x foi também considerado (ANVISA, 2001;

Causon, 1997; 1985; FDA, 1998a; FDA, 1998b; FDA, 1993).

e) No caso de voluntérios que apresentaram comportamento discrepante (outfiers)

nos parametros de absorgéo, em relagio aos demais voluntarios, sua exclusao do

estudo foi justificada.

Os seguintes softwares foram utilizados: Winnonlin e Equivtest.
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3.14. Estudo de bioequivaléncia da amoxicilina.

3.14.1. Preparo da solucéo padrao de amoxicilina.

Uma massa correspondente a 0,0500 g de amoxicilina foi cuidadosamente

pesada, colocada em um baldo volumétrico (50 ml) e preparada em agua:ACN
(95:5 viv) para a obtengdo de uma solugéo de concentracéo igual a 1 mglmi Apos |

a mistura, assegurou-se que o composto estava em solugéo.
3.14.2. Preparo da solugao padrao de cefadroxil.

Uma massa correspondente a 0,0500 g de cefadroxil foi cuidadosamente
pesada, colocada em um balao volumétrico (50 ml) e diluida em metanol para a
obten¢do de uma solugdo de concentragdo igual a 1 mg/ml. Apds mistura,

assegurou-se gque o composto estava em solugao.
3.14.3. Preparo da solugdo tampao.

Preparou-se uma quantidade necessaria para a realizacao do experimento
programado. Para um litro de solugdo pesou-se exatamente 1,4196 g de fosfato
dissédico e solubilizou-se em agua até completar o volume para 1000 ml. Ajustou-
se o pH para 4,83 com HzPO, (14,0 mol/l). Esta solugéo podera ser usada durante

48 horas, devendo ser guardada em geladeira.
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3.14.4. Preparo da fase modvel de trabatho.

Para fase movel de trabalho, preparou-se uma solugéo constituida por 95
mi de tampao fosfato dissédico (pH = 4,83) e 50 mi de acetonitrila para um volume
final de 1000 ml. As solugdes foram misturadas e guardadas na geladeira até o

momento a8 uso.

3.14.5. Procedimento de extrag&o das amostras.

Os procedimentos descritos abaixo foram aplicados nao apenas para as
amostras que foram analisadas, mas também para a extragéo de curvas padrao e
controles de qualidade. Para a desproteinizagdo das amostras de plasma
contendo amoxicilina os seguintes passos foram seguidos:

1) Colocou-se o plasma humano (200 pl) em tubos eppendorf.

2) Adicionou-se o padrdo interno (15ul) cefadroxil 1mg/ml mantido em metanol.
Misturou-se as amostras em vortex por 15 s.

3) Adicionou-se o agente precipitante (400 pl) de metanol gelado. Misturou-se as
amostras em vortex por 15 s.

4) As amostras foram levadas a geladeira (4°C) por 10 minutos e depois
centrifugadas durante 12 min., a 12.000 rpm em centrifuga refrigerada.

5) Transferiu-se a solugao para os vials com inserts de vidros descartaveis.

6) Os inserts foram acondicionados em vials fechados e colocados em estantes

de tubos para auto-injetor SHIMADZU.
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3.14.6. Condigtes cromatograficas.

As corridas cromatograficas foram realizadas em uma coluna analitica:
Lichrosorb RP-18 10um (250 x 4,0 mm) e uma pré coluna Securityguard™ Cig
10um (4 x 3,0 mm). A pressao do sistema néo ultrapassou 65-70 Kgf com pré-
- coluna nova-e--usando-um--fluxo-de-1miimin.--A.-coluna.foi-operada..a..uma.
temperatura de 27 °C. A temperatura do auto-injetor foi mantida a 23 °C e ©
volume de injegdo em 10 pl.

O tempo total de corrida foi ajustado para 6,0 min. Os tempos

caracteristicos de retengdo sao apresentados na tabela 6.

Tabela 6. Tempos de retencgao caracteristicos das amostras.

PADROES TEMPO DE RETENQ&O (min)
AMOXICILINA 4,20
CEFADROXIL (Pl) 5,20

3.14.7. Condictes de detecgdo no ultravioleta.

Os parametros de interface foram otimizados, de forma que os
cromatogramas exibissem alturas integradas consistentes, bem como uma razao
satisfatoria entre o sinal e o nivel de ruido. O detector ultravioleta foi
periodicamente avaliado, para confirmagao de calibragao. Para a anadlise de

amoxicilina o comprimento de onda selecionado foi 228 nm.
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3.14.8. Protocolo clinico.

O estudo foi conduzido segundo um delineamento aleatério cruzado de dois
periodos, com um periodo de 7 dias entre cada uma das doses ("washout").

- Ao longo de cada periodo, grupos de 8 ou 12 voluntarios foram internados

as 23:00 _h_da véspera do inicic de cada fase, apdés um jantar padrio, na

Enfermaria de Convénios do Hospital Universitario Sao Francisco - HUSF. Depois
de uma noite em jejum, receberam (as 8:00 h) uma dose Unica de amoxicilina 500
mg Teste ou SmithKline Beecham (Amoxil®-capsulas) no primeiro estudo e uma
dose (nica de Amoxicilina Teste-suspensdo oral 250 mg/5 ml ou (Amoxil®-
suspensao oral 250 mg/5 ml ) no segundo estudo, com 200 ml de agua potavel.
Quatro horas ap6és a administracdo, um almogo padrdo foi servido Nao foi
permitida a ingestao de outros alimentos durante o pericdo de internacéo. Apés o
almogo, a ingestao de liquidos foi ad libitum, mas bebidas contendo xantinas
(incluindo cha, café e coca-cola) foram evitadas. No minimo uma semana apés, o
mesmo procedimento foi utilizado, s6 que, os voluntarios receberam o
medicamento da marca ainda ndo administrada. Voluntarios que apresentaram
quaisquer efeitos adversos devido & administragdo de amoxicilina, bem como

aqueles que se recusaram a continuar participando, foram excluidos do estudo.

3.14.9. Analise das concentracdes plasmaticas de amoxicilina.

As amostras de sangue (3 ml) foram coletadas através de "butterfly”

heparinizado colocado em veia antecubital cateterizada, e colocadas em tubos
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sem anticoagulante 0, 0.5, 1, 1.5, 2, 2.5, 3, 4, 6, 8h apds a administragdo da
amoxicilina. As amostras de sangue foram centrifugadas a 4000 g durante 10 min
e os plasmas foram separados e guardados a -70 OC até serem analisados. Todas

as amostras pertencentes ac mesmo voluntario foram analisadas num mesmo dia.

Para as quantificagdes foram obtidas as razdes das alturas dos picos de

amoxacilina/padras interno: As-eoncentracbes plasmaticas das-amostras foram
derivadas a partir da equagdo de regresséo linear da reta, obtida com a curva

padrao (concentragao de amoxicilina em fungéo das razoes de alturas).

3.14.10. Analise estatistica e farmacocinética.

As curvas individuais de concentragao plasmatica dos farmacos, em fungao
do tempo, foram obtidas para cada uma das formulagbes. A constante de

eliminagdo terminal de primeira ordem (K ) foi estimada a partir da equacgéo de

regressao linear entre o logaritmo da concentracao (foram selecionadas aquelas
que descrevem uma fase terminal de decaimento linear) e o tempo. A meia-vida
de eliminacdo (ti), derivada a partir da constante de eliminagéo (In2/K) do
farmaco, também sera determinada.A concentracdo maxima (Cmax) e o tempo no
qual a mesma foi atingida (Tmax) foram calculadas. As areas sob as curvas de

concentragdo de amoxicilina -tempo desde 0 a 8 h (AUC{D_B]) foram calculadas

aplicando a regra linear dos trapézios. A extrapolacao desta area a tempo infinito

(AUC

) foi realizada somando o valor Clee a AUC[O-tI previamente calculados

[0-inf]
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(onde C8 corresponde a concentracao plasmatica 8 h apés a dose). A AUC{O_S]

deve ser igual ou superior a 80% da AUCEO_mﬂ.

3.15. Estudo de Bioequivaléncia da Azitromicina.

3.15.1.Preparo da solucio padrio de-azitromicina.

Uma massa correspondente a 0, 0100 g de azitromicina foi cuidadosamente
pesada, colocada em um balao volumétrico (100 mi) e preparada em metanol para
a obtengao de uma solug@o de concentracao igual a 100 pg/ml. Apds a mistura,

assegurou-se que o composto estava em solugéo.

3.15.2. Preparo da solugao padrao de eritromicipa.

Uma massa correspondente a 0, 0100 g eritromicina foi cuidadosamente
pesada, colocada em um baldo volumétrico (100 ml) e diluida em metanol para a
obten¢do de uma solugéo de concentragéo igual a 100 pg/mi. Apés mistura, foi

assegurado que o composto estava em soluggo.

3.15.3.Preparo da solug&o de acido formico 0,1% (vAv).

Preparou-se a quantidade necessaria para a realizagdo do experimento

programado. Para um litro de solugdo mediu-se 1,0 ml de acido formico e
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solubilizou-se em agua, completando-se o volume para 1000 ml com agua Milli-Q.
Esta solugdo podera ser usada durante 48 horas, devendo ser guardada em

geladeira.

3.15.4. Prepéro da fase movel de trabalho.

Para fase movel de trabalho, preparou-se uma solugao constituida por 40%
de acido formico 0,1% (v/v) e 60% acetonitrila para um volume final de 1000 ml.
As solugdes foram misturadas, fitradas e guardadas na geladeira até o momento

de uso.

3.15.5. Procedimento de extragéo das amostras.

Os procedimentos descritos abaixo foram aplicados ndo apenas para as
amostras que foram analisadas, mas também para a extragao de curvas padrao
controles de qualidade. Para a exiracao liquido-liquido das amostras de plasma

contendo azitromicina os seguintes passos foram seguidos:

1) Colocou-se o plasma humano (200 pl) em tubos eppendorf .

2) Adicionou-se 20 pl de NaOH 1mol/l.

3) Adicionou-se o padrdo intemno (20ul) eritromicina 1pg/mi mantido em
metanol. Misturou-se as amostras em vortex por 15 s.

4) Adicionou-se 800yl de éter etilico e agitou-se as amostras em voriex por 15 s.
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5) As amostras foram centrifugadas durante 10 min a 3700 rpm.

6) Retirou-se 600ul da fase orgénica e transferiu-a, usando pipeta automatica
com ponteiras descartaveis individuais, para outros tubos eppendorf.

7) A fase organica foi seca sob fluxo de nitrogénio. O residuo foi

ressuspendido em 800u! de acetonitrila.

~8) Transferiu-se a solugao ressuspendida para vials" com inserts de vidros
descartaveis.
9) Os vials foram fechados e colocados em estantes de tubos para auto-

injetor SHIMADZU.

3.15.6.Condigdes cromatograficas.

As corridas cromatogréficas foram realizadas em uma coluna analitica:
Phenomenex Mercury MS (20,0 x 4,0 mm) e uma pré coluna Securityguard ™ Cig
10pm (4 x 2,0 mm). A presséo do sistema nao ultrapassou 70-80 bar com preé-
coluna nova usando um fluxo de 0,5ml/min.

A coluna foi operada a uma temperatura ambiente. A temperatura do auto-
injetor foi mantida a 20°C e o volume de injecao em 10 pl.

O tempo total de corrida foi ajustado para 2,0 min Os tempos caracteristicos

de reten¢ao estao apresentados na tabela 7.
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Tabela 7. Tempos de retencéo caracteristicos das amostras.

PADROES TEMPO DE RETENCAO {min)
AZITROMICINA 0.82
ERITROMICINA (P) 0.85

3.15.7. Condictes de detecgao no espectrémetro de massas.

Os parametros de interface foram otimizados, de forma que os
cromatogramas exibiram areas integradas consistentes, bem como uma razao
satisfatéria entre ¢ sinal e o nivel de ruido. O equipamento foi ajustado para o
modo de lonizacdo por electrospray positivo (ES+). A analise foi desenvolvida no
modo MS/MS com energia do cone 40V, energia de colisdo 30eV, capilar 3,5KV.
Temperatura da probe 100°C. Nitrogénio como gas secante com fluxo de 40 l/he
como gas de nebulizacdo com fluxo de 10 I/h. Como gas de colisao foi utilizado
argbnio a uma pressao de 7,5x10% mBar. Para a azitromicina foi monitorado o ion
pai m/z 591 e o ion filho m/z 158. Para a eritromicina foi monitorade o ion pai m/z

576 e o ion filho m/z 158 (Figuras 20-22).
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Figura 21. Espectro de massas da eritromicina (energia do cone 20V e 40V).
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Figura 22. Especfro de massas da azitromicina (energia do cone 20V e 40V).

3.15.8. Protocolo clinico.

O estudo foi conduzido segundo um delineamento aleatario cruzado de dois
periodos, com um periodo de 14 dias entre cada uma das doses ("washout").

Foi solicitade ac voluntario que se apresentasse, para intemacac, na
Enfermaria do Hospital Aviccena - Séc Paulo, Capital, aproximadamente as 22:30
horas da véspera do inicio de cada fase, apés um jantar padric, na enfermaria do
mesmo hospital. Os voluntarios tiveram assisténcia e cuidados especializados
durante todo o periodo do estudo. Apés um jejum de no minimoc 8 horas, o
voluntario recebeu uma dose Unica de Azitromicina Teste-compridos revestidos
500 mg ou (Zitromax®-comprimidos revestidos 500 mg) no primeiro estudo e uma
dose tnica de Azitromicina Teste-suspensac oral 200 mg/5 mi ou (Zitromax"-
suspensdo oral 200 mg/5 mi} no segundo estudo, scb supervisao médica, com
200 mi de agua potavel. Permaneceu mais 4 horas ainda em jejum, quando entac
recebeu a primeira refeicdo o almogo (com armoz, feljdio, cames, verduras,
gelatinas ou frutas e sucos de frutas), as 14 horas lanche da tarde (suco, cha e

polachas salgadas), em torno das 17:30 horas recebeu o jantar (similar ao almogo)
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e as 20 horas novo cha com bolachas ou torradas; ndo foi servido cha-mate ou
cha preto, ou seja, chas que contenham xantinas. Todas as refeicdes foram
servidas em material descartavel. Duas semanas apos, o0 mesmo procedimento foi
utilizado, s6 que, os voluntarios receberam o medicamento de marca ainda nao

administrada. Voluntarios que apresentaram quaisquer efeitos adversos devido a

administracao-de-azitromicing; bem como-aqueles-que-se recusaram a continuar

participando, foram excluidos do estudo.

3.15.9.Andlise das concentragdes plasmaticas de azitromicina.

As amostras de sangue (8 ml) foram coletadas através de gelco
heparinizado infroduzido em veia superficial do antebrago do voluntdrio, e
colocadas em tubos sem anticoagulante 0, 0.5, 1, 1.5, 2,25, 3,4, 6, 8 e 12, 18,
24, 48, 96, 168 e 216h apo6s a administragao da azitromicina. Apds as coletas as
amostras foram centrifugadas a 4,000 g por 10 min, e o plasma foi removido e
estocado a -70 °C até ser utilizado. Todas as amostras de um mesmo voluntario
foram analisadas em um mesmo dia.

A curva padrao foi construida a partir de uma amostra do plasma sem
azitromicina ao qual foram acrescentadas concentragdes conhecidas do padrao.

As concentragdes plasmaticas das amostras foram derivadas a partir da
equacao de regressdo da reta obtida com a curva padrdo {concentracac de

azitromicina em funcao da razao das areas)
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3.15.10.Analise estatistica e farmacocinética.

As curvas individuais de concentragdo plasmatica de azitromicina em
funcédo do tempo foram obtidas para cada uma das formulagdes. A constante de

eliminagao terminal de primeira ordem (K ) foi estimada a partir da equagéo de

que descrevem uma fase terminal de decaimento linear) e o tempo. A depuragéo
(D), o volume aparente de distribuicao (Vg) @ a meia—vida de eliminagao (i)

derivada a partir desta constante de eliminacao (InZIKe) do farmaco também foram
determinados. A concentragdo maxima (Cmax) e o tempo no qual a mesma é
atingida (Tmax) foram calculados. As areas sob as curvas de concentragio de
azitromicina x tempo desde 0 a 216 h (AUCIW 6}) foram calculadas aplicando a
regra linear dos trapézios. A extrapolagao desta area a tempo infinito (AUC[e_inﬂ) foi
realizada somando o valor C,, GIKe a AUCEM 6] previamente calculada (onde C,_
corresponde a concentragao plasmatica 216 h apds a dose). A AL}CEG_21 . deve ser

igual ou superior a 80% da AUC{O—inf}'
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4.1.Analise da azitromicina.

4.1.1.Validagdao do método analitico.

Esta etapa do estudo apresenta a validagao do método para Determinacdo

de Azitromicina em plasma Humano, utilizando Eritromicina como Padrao Interno.

- Os procedimentos laboratoriais, utilizados para demonstrar que 6 método analitico
é adequado e confidvel para as analises propostas, sdo apresentados nesta
secdo. Os resultados obtidos durante estes procedimentos também estdo
documentados nesta segdo (validagdo pré-estudo, incluindo paradmetros como

sensibilidade, especificidade, linearidade, precisé@o e reprodutibilidade).

4.1.1.1.Validag&o pré-estudo.

Para a realizacao destes testes, a boa qualidade dos padrées de referéncia
utilizados no preparo das solugbes é indispensavel para obtengao de resultados
apreciaveis. Foram utilizados padrdes de referéncia com procedéncia identificavel:
a origem, o numero do lote, bem como a existéncia ou nao de um “Certificado de

Analise (CA)", sao descritos na tabela abaixo.

Tabela 8. Padrdes de referéncia certificados.

Padrao Finalidade Origem Lote CA*
Azitromicina Analito Padrzo de referéncia USP H 1
Eritromicina Padrao interno Padrao de referéncia 107H0644 2

*1. padries de referéncia com certificade (USP), 2. Padrdes de referéncia obtidos comercialmente, 3.
Sintetizados por laboratorio de anélise, 4. Fornecido pelo agente financiador.
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4.1.1.2.Especificidade.
Para confirmar a especificidade do método, amostras brancas de plasma

humano foram obtidas nas seguintes condigdes:

Tabela 9. Amostras do fluido biclégico (plasma).

Individuo Descrigao Origem Lote
" Plasma Humano Normal |HUSF  |Lot-21630/001
Plasma Humano Normal |HUSF Lot-4334/021
Plasma Humano Normal |HUSF Lot-26973/002

Plasma Humano Normal |UNIFAG-USF | Lot-R9

Plasma Humano Lipémico |UNIFAG-USF | Lot-SACC/0501

M| iy B W D] =

Plasma Humano Hemolisado | UNIFAG-USF | Lot-RMOT/0501

Cada amostra branca foi testada para avaliar interferéncia, utilizando-se os
procedimentos de extracdo e as condigbes cromatograficas propostas, e
comparada com os resultados obtidos a partir de uma solugdo da substancia a ser
analisada em concentracbes proximas ao 'LQ. Nao foram encontradas
interferéncias nos tempos de retencdo da droga ou padrao interno, como
demonstrado nos cromatogramas apresentados na Figura 23. Na Tabela 10, estao
apresentados os resuitados do estudo de estabilidade da Azitromicina (60 e 2700
ng/mL) em pool de plasma normal, lipémico e hemolisado.

Tabela 10. Estudo da estabilidade da azitromicina em pool de plasma (normal,
hemolisado e lipémico).

Controle da Plasma Pool Média Cv Exatidao
Amostra (%) (%)
CQB 56,02 53,31 68,24 59,9 13,43 98,65

CQA 234153 287587 3098,87 | 2772,09 14,03 102,67

CQA = 2700,0 ng/mL CQB = 60,0 ng/mL ( Valores nominais do controle). *(n=3).
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4.1.1.3.Curva de calibragao.

Para definir a relagéo entre a concentracéo e a resposta, foi preparada uma
curva de calibragéo contendo no minimo cinco concentragbes padroes extraidas
-das.amostras de plasma. A curva de calibragao foi feita em replicata, utilizando-se -

depois para as determinagdes uma curva média obtida através das réplicas. Os

valores especificos foram ajustados a partir de testes previamente realizados,
incluindo-se a primeira quantificagdo de amostras desejadas, tomando-se em
consideragao a sensibilidade do método e a faixa prevista dos valores a serem
encontrados. Os itens subseglientes relatam os procedimentos realizados para
determinar os parametros envolvidos, bem como os critérios de validacdo, e

resultados obtidos.

4.1.1.4.Determinagéo dos Limites de quantificagdo e detecc¢éo.

Os limites de deteccao (LD) e quantificacdo (LQ) foram definidos levando-
se em consideracdo a sensibilidade, precisdo e especificidade do meétodo. A
sensibilidade do método foi avaliada utilizando o LQ como parametro principal, ou
seja, a menor concentracdo do farmaco quantificado com erro inferior a 20%. O
limite de detecgao foi considerado a partir da concentragéo que apresenta a altura
do pico igual a 3 vezes o ruido da linha de base (ANVISA, 2001; Causon, 1997;
1985; FDA, 1998a; FDA, 1998b; FDA, 1993).

Para avaliar a precisdo e sensibilidade do método, amostras de controle de

qualidade também foram incluidas no procedimento de validacdo. Tentou-se
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repeticoes de aﬁé!ises, com valores sucessivamente menores, quando os valores
inicialmente escolhidos foram detectados com facilidade.

Os seguintes critérios foram seguidos para a definicao deste LQ (ANVISA, 2001;
CAUSON, 1997; 1985; FDA, 1998A; FDA, 1998B; FDA, 1993):

Verificar a auséncia de interferéncia nas amostras, no tempo de retencao

do composio a ser analisado; Também € considerado-aceitavel uma-resposta 3
vezes maior que qualquer interferéncia, no tempo de retencdo do composto a ser
analisado.

O pico do composto analisado devera ser identificave!, definido € com uma
precisao (CV) < 20%. Exatidao calculada por meio de padrdes, no minimo em
triplicata, entre 80%-120% em relagao a concentracao nominal do padrdo. LQ de
amostra de controle de qualidade, com a mesma concentracao nominal que a
amostra em consideragdo, atingindo os critérios mencionados acima para
sensibilidade e precisdo. Desta forma, o LQ e LD foram validados. Os valor es
encontrados dentro destas condicoes na validagao foram de 20 ng/mL e 10 ng/mL

respectivamente.

4.1.1.5.Linearidade.

A linearidade da curva de calibragao foi desenvolvida dentro dos seguintes
parametros (29-34): Desvio da concentragao nominal no LQ, em pelo menos duas
das replicatas < 20%. Desvio da concentragao dos padroes, diferentes do LQ, <
15% em pelo menos duas das replicatas. As condigbes anteriormente descritas

devem ser atingidas em pelo menos 4 padroes diferentes de zero, incluindo o LQ
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como o primeiro padréo de calibragdo. O coeficiente de correlagéo sera aceito se

maior ou igual a 0,95. Os dados detalhados da curva de calibragido sdo

apresentados na Tabela 11 e na Figura 24.

Tabela 11. Dados da curva de calibrac&o obtida.

Padrio Concentracdo | Concentracdo | Desvio | Exatiddo | Coeficiente
| 'Nominal | Experimental | padriao (%) de variagio
{ng/mL) (ng/mL) (%)
20,0 24,03 120,15
Azitromicina 20,0 20,15 2,24 100,75 9,86
20,0 24,04 120,20
50,0 54,73 109,46
Azitromicina 50,0 49 31 5,94 98,62 12,12
50,0 42,87 85,74
100,0 108,85 108,85
Azitromicina 100,0 103,80 6,67 103,80 6,49
100,0 85,63 95,63
300,0 306,25 102,08
Azitromicina 300,0 278,64 15,29 92,88 5,16
300,0 303,84 101,28
500,0 479,79 85,96
Azitromicina 500,0 490,65 8,15 98,13 1,67
500,0 495,75 99,15
1500,0 1416,24 94,42
Azitromicina 1500,0 1430,63 15,48 95,38 1,08
1500,0 1447.18 96,48
3000,0 3182,35 106,08
Azitromicina 3000,0 3206,16 157,10 | 106,87 102,78
3000,0 2861,63 95,39
Exatidao Média (%) 100,56
Coeficiente de correlagao R=0,9953

Equacéo da curva média de calibracido: y=0,581357x+ 8,03672.
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Figura 24. Curva de calibrag&o da azitromicina.

4.1.1.6. Precisao e exatidao.

Para avaliar a precisdo e exatiddo do método, no minimo 3 concentragoes
distintas, dentro da faixa esperada de concentragbes (incluindo-se LQ e
concentracdes dos controles de qualidade) foram analisadas, utilizando-se
determinacdes por concentragdo. A precisao e exatiddo foram determinadas em
um esquema diario, que definiu estes parametros para uma corrida analitica e
num esquema de dias diferentes, o que avalia a variabilidade entre dias,

relacionada com fatores humanos, diferen¢as nos reagentes, efc.

4.1.1.7. Determinagéo da concentragdo dos controles de qualidade.
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Os valores especificos foram definidos,

baseados nos critérios

apresentados abaixo, e foram ajustados em testes subsequentes, incluindo-se ai a

primeira quantificagdo real, e levando-se em consideragédo a faixa antecipada de

valores analiticos. As concentragbes finais das amostras, dos controles de

~ qualidade, foram definidas como as apresentadas na Tabela 12.

Tabela 12. Definicao dos controles de qualidade (CQ).

Tipo do CQ Identificagao Definigao Valor
Do CQ de Faixa Defini
efinido
(ng/ml)
Amostra CQ-LQ LQ Menor  concenfragido 20,0
determinavel com
precisao e exatidac
Amostra CQ cQB Menor ou igual 3 x LQ 60,0
baixo
Amostra cQ CQM intermediario entre CQ 1500,0
médio elevado e baixo
Amostra CQ Alfo CQA 75-80% do padrdao de 27000

calibragao mais
elevado ou do maior
valor antecipado de
concentracao

4.1.1.8. Validagéo intra-dia.

A precisdo e a exatidao intra-dia das amostras foram determinadas

utilizando-se um lote contendo as seguintes amostras: uma curva de calibragio

contendo padrées conforme definidos anteriormente. Cinco amostras de cada um

dos CQ definidos acima. As amostras de controle de qualidade foram feitas de

uma soiugao previamente preparada, mas diferente da utilizada para os padroes.
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Os seguintes critérios foram seguidos, para que a precisdo e exatiddo intra-
dia fosse considerada aprovada (ANVISA, 2001; CAUSON, 1997, 1985; FDA,
1998A; FDA, 1998B; FDA, 1993):

Precisdo: para cada nivel de concentragéo, o Coeficiente de Variacdo (CV) nao

" deveria exceder 15% (Toleraricia de até 20% na concentragcao de LQ).

Exatiddo: o valor- médio-das-amostras, a.cada nivel de conceniragao deve estar

dentro de 15% do valor verdadeiro (Tolerancia de até 20% em concentragao de

LQ). Os resuitados das analises Intra-Dia estdo apresentados na Tabela 13.

Tabela 13. Analise dos controles de qualidade intra-dia.

Controle | Concentragido (ng/mL) encontrada nas Validagédo
de amostras individuais Média | CV |Exatidao
Qualidade (ng/imL)} | (%) (%)
caLQ 2403 24,02 20,15 23,37 19,04 22,12 10,64 | 110,61
cQB 63,23 62,63 56,20 51,82 62,90 59,36 8,63 98,62
cam 144899 | 1387,09 | 1505,25 | 1489,40 1484 46 | 1463,03 | 3,22 97,53
CQA 2398,70 | 2825,69 | 2741,16 | 2807,87 2098 90 | 2754,46 | 8,00 | 102,20

COLQ= 20,0 ng/miL; CQB= 60,0 ng/mL; CQM= 1500,0 ng/mL; CQA= 2700,0 ng/mL (Concentraghes

nominais).

4.1.1.9. Validacgao inter-dias.

Os seguintes critérios foram seguidos para considerar a precisio e exatidao

inter dias (ANVISA, 2001; CAUSON, 1997, 1985; FDA, 1998A; FDA, 1998B; FDA,

1993):

Precisdo: para cada nivel de concentragao, um CV obtido dos valores médios de

cada lote ndo deve ultrapassar 15% (tolerancia até 20% em valores de LQ).
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Exatid&o: o valor médio de cada lote, em cada nivel de concentracao, nao deve

diferir mais de 15% do valor real {tolerancia até 20% em valores de 1.Q).Os dados

da validagao inter dias s30 apresentados na Tabela 14.

. Tabela 14. Analise dos controles de qualidade inter-dias. - - -

Concentragao Média :lglml Validacao
ldentificacio §..Dia1..}.. Dia2. 4 Bia 3 1 —Médig oV Exatitdéo
da Amostra (nglmL) {%) {%)

caB 63,23 60,51 58,17 59,17 1,22 99,46
CQmMm 1448,99 | 1496,18 | 145169 | 145169 1,57 98,02
CQA 275446 | 271356 | 241144 | 241144 7.13 97,27

CQ@B= 60,0 ng/mL ; CQM= 1500,0 ng/mL ; CQA= 2700,0 ng/mi. (ConcentragSes nominais).

4.1.1.10.Recuperacéo.

Para o calculo da recuperacgéio, a area dos picos das solugdes padrio nas

concentragbes correspondentes ao CQB e CQA foi comparada a area dos picos

dos padrbes extraidos do plasma (CQB e CQA). Os resultados obtidos estio
representados na tabela 15.

A recuperacdo (R) foi calculada através da formula, conforme registro

apresentado na tabela 15 (Quattrocchi, et al., 1992):

R= concentracao obtida x 100 / concentragao real

Tabela 15. Analise da percentagem de recuperacao (n=3).

Identificacdo Recuperacéao CV (%)
da Amostra (%)
CQB 67,10 3,3
CQA 76,24 8,6

CQB= 75,0 ng/mL. ; CQM=400,0 ng/mL ; CQA= 700,0 ng/mL (Concentragdes nominais).
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4.2. Estudo de bioequivaléncia da azitromicina comprimidos

revestidos 500 mg.

O objetivo desta etapa do estudo foi submeter os medicamentos teste

(Azitromicina) e padrao '(Zitromax@ PFIZER) ao estudo de bicequivaléneia. - - -

4.2.1. Inventario e retengao dos medicamentos.

4.2.1.1. Amostras formulagdo referéncia.

Zitromax® comprimidos revestidos de 500 mg (PFIZER do Brasil LTDA)

e loten® AO 1410

« fabricacdo 05/00, validade 4 anos.

e recebemos 2 caixas de Zitromax® (comprimidos de 500 mg), cada caixa com
28 comprimidos cada, utilizamos 24 comprimidos.

« amostras de retencio : 32 comprimidos.

4.2.1.2. Amostras formulagéo feste.

Azitromicina comprimidos revestidos de 500 mg :

e lote n° 110/00
e fabricacao 18/08/00, validade 4 anos.
e recebemos 92 comprimidos, utilizamos 24 comprimidos.

« amostras de retengio : 68 comprimidos.
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4.2.2. Local para a retencéo das formulacoes.

As amostras de retencdo estdo guardadas em armario com chave, no
Hospital Aviccena, situado a Rua Padre Adelino, 901, Belém — Sio Paulo-SP.

~ Estas” formulagdes estao sob responsabilidade da Dra. Elisa Gueiere Paris.

-{Coordenadora da Etapa Clinica). .

4.2.3. Analise das concentragdes plasmaticas de azitromicina.

As amostras de sangue (3 ml) foram coletadas através de gelco
heparinizado introduzido em veia superficial do antebrago do voluntario, e
colocadas em tubos sem anticoagulante 0, 0.5, 1, 1.5,2,25, 3, 4,6, 8¢e 12, 18,
24, 48, 96, 168 e 216h apos a administragdo da azitromicina comprimidos
revestidos 500 mg (Padrdo ou Teste). Apds as coletas as amostras foram
centrifugadas a 4,000 g por 10 min, o plasma foi removido e estocado a -70 C ate
ser utilizado. Todas as amostras de um mesmo voluntario foram analisadas em
um mesmo dia.

A meédia das concentragGes plasmaticas dos farmacos obtidas através da

analise dos voluntarios esta ilustrada na figura 25. Os resultados da validacao

das corridas analiticas encontram-se descritas na Tabela 16.
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Figura 25. Curva da concentracao piasmatica média (+ EPM) de 24 voluntarios vs.
tempo (h) submetidos ao estudo entre Azitromicina (teste) e Zitromax® (padrao).

Tabela 16. Validacio dos lotes analisados.

Validacdo Concentracio Experimental (ng/mL)
Controles caB cQM CQA
Média 58,76 1476,97 2664,54
CV (%) 13,08 9,32 10,14
Exatidao (%) 97,93 98,46 98,67
n 48 48 48

CQB= 60,0 ng/miL ; CQM= 1500,0 ng/mL ; CQA=2700,0 ng/mi (Concenfragdes nominais).

Na Tabela 17, estdo apresentados os parametros farmacocinéticos medios,
com intervalo de confianga {IC) de 90%, obtidos das analises plasmaticas de 24
voluntarios, submetidos ao estudo entre Azitromicina comprimidos revestidos
500mg (Teste) e Zitromax® comprimidos revestidos (Padrao). Na randomizacgo a

droga teste foi denominada de Azitromicina e a droga padrao Zitromax®.
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Tabela 17. Média dos parametros farmacocinéticos para 24 voluntarios depois da
administragao de Azitromicina 500 mg/comprimido (teste) e ZITROMAX®

(padrao).
Parametros AZITROMICINA
farmacocinéticos Azitromicina . . . Zitromax®
(TESTE) (PADRAO)
ASCy 216n (ng*h*mi™)
Média geométrica 2558,96 2505,76

(IC 90%)

(2024,41 — 3039,50)

(2024,71 - 2986,81)

ASC,.. (ng*h*mi™)
Média geométrica
(1C 90%)

2786,38
(2211,82 - 3360,94)

2696,44
(2189,05 — 3203,83)

Cmax (ng*mi’)
Média geométrica

639,40

614,79

(IC 90%) (510,32 - 768,47) (521,19~ 708,39)
ti2 (h)
Média geomeétrica 14,27 12,96
(1C 90%) (10,74 -17.79) (8,08 — 17,85)
Tmax (h)
Meédia geométrica 2,36 2,21
(IC 90%) (2,06 - 2,66) (1,91 -2,51)

Na Tabela 18 e Tabela 19 estdo apresentados os resultados da analise

estatistica, comparando-se as raz6es da ASCg.o1gn © Cmax bem como a analise da

diferenca individual de Tmax. (teste-referéncia) respectivamente.

Tabela 18. Andlise estatistica para a razdo da ASCg.z1en € Cmax da azitromicina
comprimidos revestidos 500 mg (teste) e Zitromax® (padrao).

Razao Analise Estatistica
Azitromicina teste / | Média Geométrica 90% IC Bioequivalente
Zitromax®
ASCopo16n % razao 99,70 97,78-101,63 SiM
Cmax % razao 99,65 96,72-102,63 SiM
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Tabela 19. Andlise da diferenga individual de Tmax. (teste-referéncia).

Diferenga de Tmax Analise Estatistica Valor de p
(teste-referéncia) IC 90%
0,15 (-0,205-0,505) 0,48

Os  programas ~utilizados -para os - propositos acima . descritos . foram: .

periodos Crossover, versao 1.0. Programa Microsoft Excel Versao 97. GraphPad

Prism versdo 2,0 e WIinSTAT versao 2,01.

4.3.Estudo de bioequivaléncia da azitromicina suspensao oral 200

mg/5 mi.

O objetivo deste estudo foi submeter os medicamentos teste (Azitromicina-
suspensao oral 200 mg/5 mL) e padréo (Zitromax®- suspensao oral 200 mg/5 mL

PFIZER) ao estudo de bioequivaléncia.

4.3.1. Inventario e reten¢ao dos medicamentos.
4.3.1.1. Amostras formulagéo referéncia.

Zitromax® suspenséo oral 200mg/Sml (PFIZER do Brasil LTDA)
e lote n° 9076470.
o fabricacdo 03/99, validade 03/02.

e recebemos 18 frascos de Zitromax® suspensao oral Pfizer LTDA (suspensao

oral 200mg/5mi), cada frasco com 3 doses. Foram utilizados 10 frascos.

« amostras de retencio : 8 frascos (24 doses).
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4.3.1.2. Amostras formulagéo teste.

Azitromicina suspensao oral 200ma/5m|:
 lote n® Pi73/00.
o fabricacdo 25/07/00, validade 25/07/02.

. recebemos 14 .frascos- de- Azitromicina suspensdo oral- (suspensao oral

200mg/5mi), cada frasco com 4 doses. Foram utilizados 6 frascos.

4.3.2. Local para a retengdo das formulagoes

As amostras de retencdo estio guardadas em armario com chave, no
Hospital Aviccena, situado a4 Rua Padre Adelino, 901, Belém — S&o Pauio-SP.
Estas formulagbes estao sob responsabilidade da Dra. Elisa Guelere Paris

(Coordenadora da Etapa Clinica).

4.3.3. Analise das concentragées plasmaticas de azitromicina.

As amostras de sangue (3 mi) foram coletadas através de "butterfly”
heparinizado colocado em veia antecubital cateterizada, e colocadas em tubos
com anticoagulante 0, 0.5, 1, 1.5, 2, 2.5, 3, 4, 6, 8 e 12, 18, 24, 48, 96, 168 e
216h, ap6s a administragdo de Azitromicina suspensao oral 200mg/5ml padrio

e teste. As amostras de sangue foram centrifugadas a 4000 g durante 10 min e

os plasmas separados e guardados & -70 °C até serem analisados. Todas as

amostras pertencentes ac mesmo voluntario foram analisadas num mesmo dia
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(Figura 28). Os resultados da validagio das corridas analiticas encontram-se

descritas na Tabela 20.

Tabela 20. Validagao dos lotes analisados.

Validacdo Concentracio Experimental {(ng/imL}
Controles CQB CQM CQA
Meédia 60,89 1415,44 2454 27
T Wi%’? AN st ‘j.‘i !54{ ST S ?,g?‘ ............ B 5,?3 T
Exatidio (%) 101,1 94.0 98,0
n 48 48 48

CQB-= 60,0 ng/mi. ; CQM= 1500,0 ng/ml. ; CQA= 2700,0 ng/ml_ (Concentracbes nominais).
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Figura 26. Curva da concentragio plasmatica média (+ EPM) de 24 voluntarios vs.

tempo (h) submetidos ao estudo entre Azitromicina suspensado oral 200mg/5mi

(teste) e Zitromax® suspensao oral 200mg/5mi (padrao).

Na Tabela 21, estdo apresentados os paramefros farmacocinéticos médios,

usando um intervalo de confianca (IC) de 90% obtidos das andlises das

concentracbes plasmaticas de 24 voluntarios submetidos ao estudo ente

Azitromicina-suspensdc oral 200mg/Smi (Teste) e Ziromax® (Padrdo). Na
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randomizagac a droga teste foi denominada de Azitromicina e a droga padrao

Zitromax®.

Tabela 21. Média dos parametros farmacocinéticos para 24 voluntarios
depois da admmss’tragao de Azitromicina suspensio oral (200mg/5ml) e

ZITROMAX® suspenso oral (200mg/5mi).

PATRIEIFOS AZITROMICINA -
farmacocinéticos Azitromicina Zitromax®
(TESTE) (PADRAO)
ASCo.m 6h (ng*h*m!“‘)
Meédia geométrica 359,90 250,22
(IC 90%) (69,14 — 650,67) (188,20 — 312,23)
ASCq.. (ng*h*ml™")
Média geométrica e e
(IC 90%)
Crnax (ng*mi™)
Média geométrica 116,11 136,40
(IC 90%) (89,89 — 142,33) (101,32 — 171,49)
ti2 (h)
Média geométrica ook ke
(IC 90%)
Tmax (h)
Média geométrica 2,61 2,53
(1C 90%) (2,37 — 2,84) (2,23 - 2,82)

* N&o foi possivel calcular os parametros farmacocinéticos da ASCo.. ety devido
a perda dos dados na extrapolacdo para o calculo da constante de eliminacac de
alguns voluntarios avaliados (n=12). No entanto, os mesmos nio comprometeram
os calculos e resultados finais de Cmax € ASCq.216n, parametros estes que vao
determinar a comparagdo e a confirmagdo ou nio da bioeguivaléncia entre as

duas formulagdes em questao.
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Na Tabela 22 e Tabela 23 estdo apresentados os resultados da analise
estatistica, comparando-se as razdes da ASCoz1en € Cmax € analise da diferenca
individual de Tmay. (teste-referéncia) respectivamente, entre as formulagdes teste e

padrao.

Tabeia 22 An Ailse estatistica paTa'""a""'?’3‘2%0’"63"'AS@(GIQ'TSH} -2 Cmax da-Azitromicing—————
suspensdo oral 250mg/5mi (teste) e Zitromax® suspensao oral 250mg/5mi
(PFIZER -padrao).

Razao Analise Estatistica
Azitromicina teste / | Média Geométrica 80% IC Bioequivalente
Zitromax®
ASCo.z16n % razao 98,18 (89,32-107,73) SIM
Cmax % razéo 96,73 (90,55-103,38) SIM

Tabela 23. Analise da diferenca individual de Tmax. (teste-referéncia).

Diferenga de Tmax Analise Estatistica Valor de p
(teste-referéncia) IC 90%
0,10 (-0,162-0,352) 0,53

Os programas utilizados para os propositos acima descritos foram:
WinNonlin™ , Versao 2.1. Programa de Bioequivaléncia para estudo de dois
periodos Crossover, versao 1.0. Programa Microsoft Excel Versao 97. GraphPad

Prism versao 2,0 e WInSTAT verséo 2,01.
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4.4 .Analise da amoxicilina.

4.4 1. Validacao do método e resultados.

Nesta etapa do estudo sdo apresentados os resultados da validacao dos

procedimentos para determinacdo de Amoxicifina em plasma Humano, utilizando
Cefadroxil como Padrao Intermno.

Os procedimentos laboratoriais utilizados para demonstrar que o método
analitico € adequado e confiavel para as analises propostas, sdo apresentados
nesta segao. Os resultados obtidos durante estes procedimentos também estio
documentados nesta seg@o. Para validagdo do método analitico os seguintes
parametros foram avaliados: validagao pré-estudo, sensibilidade, especificidade,
linearidade, precisao e reprodutibilidade (Gordon et al., 1972; Gordon & Winshell ,
1970; Greenwood & Yule, 1915; Guyton, 1973; Handsfield et al, 1973; Henion et
al., 1998).

Também estéo descritos os procedimentos para definicdo dos parametros
do estudo, como limite e quantificacao, concentragbes dos padrdes e controles de

qualidade e determinagao da estabilidade das amostras.

4.4.1.1.Validagéo pré-estudo.

Para a realizacdo destes testes, a qualidade dos padrées de referéncia

utilizados para o preparo de solugées foi fundamental. Padrdes de referéncia com
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procedéncia identificavel foram utilizados. A origem, 0 numero do lote, bem como

a existéncia ou ndo de um “Certificado de Analise (CA)" sao descritos na tabela

abaixo.

Tabela 24. Padrdes de referéncia certificados.

Padrao Finalidade Origem Lote CA*
""""" Amoxicilina Analito Padrao de referéncia 1 031503 1
USP
Cefadroxil | Padréo interno| Bristol-Myers Squibb | 9G21756 2

*1. Padroes de referéncia com certificado (USP), 2. PadrSes de referéncia obtidos comercialmente, 3.

Sintetizados por laboratério de analise, 4. Fornecido pelo agente financiador.

4.4.1.2.Especificidade.

Para confirmar a especificidade do método, amostras de plasma humano

foram obtidas nas seguintes condigdes:

Tabela 25. Amostras do fluido biologico (plasma).

individuo Descrigao Origem Lote
1 Plasma Humano Normal [UNIFAG |Lot-R3
2 Plasma Humano Normal |UNIFAG |Lot-R6
3 Plasma Humano Normal |UNIFAG | Lot-J0o1
4 Plasma Humano Normal |UNIFAG |Lot-P2
5 Plasma Humano Lipémico |UNIFAG |Lot-S3
6 Plasma Humano Hemolizado | UNIFAG |Lot-54

Cada amostra foi testada para avaliar interferéncia, utilizando os

procedimentos de extragdo e as condicbes cromatograficas propostos, €

comparados com aqueles obtidos com uma solugdo aquosa da substancia a ser

analisada em concentracdes proximas ao LQ. Nao foram encontradas
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interferéncias nos tempos de retencdo da droga ou padrdc interno, como

demonstrado nos cromatogramas apresentados na Figura 27.
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Figura 27. Andlise da amoxicilina A) plasma branco; B} plasma branco + padrio

interno (cefadroxil 15 pg/mbL});, C) plasma com amoxicitina (20ug/mL) + Padrio
interno.
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4.4.1.3. Curva de calibragéo.

Para definir a relagdo entre a concentracaoc € a resposta, uma curva de

calibrac@o contendo no minimo cinco nao brancos foram preparadas. A curva de

calibracéo foi feita no minimo em triplicata, para a determinagio de uma curva

meédia obtida atraves Gé’§'“fé|‘5ﬁ€é§;’“S"V&iﬂf‘@%’"%‘ﬁéﬁﬁﬁ%"'@@f%“ajﬁ&taéﬁs-ﬁ-g}a{%ég
de testes realizados subseqgilentemente, inclusive a primeira quantificacao de
amostras desejadas; tomando-se em consideracao a sensibilidade do método e a
faixa prevista dos valores a serem encontrados.

Os itens subseqgientes relatam os procedimentos realizados para
determinar os parametros envolvidos, bem como os critérios de validagao e

resultados obtidos.

4.4.1.4.Determinagéo dos Limites de quantificagdo e detecgao.

O limite de deteccdo foi definido levando-se em consideragédo a
sensibilidade, precisao e especificidade do método. Amostras com baixa
concentragao, proximas ao Limite de Quantificagcao foram analisadas. Para avaliar
a precisdo e sensibilidade do método, amostras de controle de qualidade também
foram incluidas no procedimento de validagio. Tentou-se assegurar que 0s
menores valores possiveis fossem analisados, por meio de repeticoes de analises,
com valores sucessivamente menores quando os valores inicialmente escolhidos

foram detectados com facilidade.
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Os seguintes critérios foram seguidos para a definigio deste LQ (ANVISA, 2001:
CAUSON, 19897; 1985; FDA, 1998A; FDA, 1998B; FDA, 1993):
Deve ser observada a auséncia de interferéncia nas amostras brancas, no

tempo de reteng@o do composto a ser analisado ou uma resposta 3 vezes maior

- do que qualquer interferéncia em padrdes brancos neste tempo de retencao.

precisao de 20% em relagdo a concentragdo nominal do padrdo. Precisio
calculada por meio de padroes em replicata entre 80% -120%. LQ de amostra de
controle de qualidade, com a mesma concentragdo nominal que a amostra em
consideragao, atingindo os critérios mencionados acima para sensibilidade e
precisao.

Desta forma o LQ validado e o LD determinado, dentro destas condicdes na

validagao, foi de 1,0 pg/ml e 0,25ug/ml respectivamente.

4.4.1.5.Linearidade.

A linearidade da curva de calibragdo foi desenvolvida dentro dos seguintes
parametros (ANVISA, 2001; CAUSON, 1997; 1985; FDA, 1998A; FDA, 1998B;
FDA, 1993):

Desvio da concentragéo nominal no LQ, em pelo menos uma das replicatas

< 20%. Desvio da concentracéo dos padroes, diferentes do LQ, < 15%.
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As condigdes anteriormente descritas devem ser atingidas em pelo menos

4 padrées diferentes de zero, incluindo o LQ como o primeiro padrdo de

calibracao. O coeficiente de correlagao da reta deve ser maior ou igual a 0,95.

Os dados detathados da curva de calibragao sao apresentados na Tabela 26 e na

. Figura28; S

Tabela 26. Dados da curva de calibragao obtida.

Padrao Concentragcdo | Concentracdo | Desvio Exatidao | Coeficiente
Nominal Experimental | padréo (%) de
{ng/mL) (ng/mL) variagao
(%)
1,0 0,96 0,024 96,39 2,53
Amoxicilina 1,0 0,98 98,45
1,0 0,93 92,78
1,0 0,95 94,66
5,0 5,05 0,096 101,03 1.87
Amoxicilina 50 512 102,39
5,0 5,22 104,39
5,0 5,26 105,31
10,0 10,21 0,008 102,16 0,08
Amoxicilina 10,0 10,20 101,97
10,0 10,20 102,00
10,0 10,20 102,00
20,0 20,55 0,330 102,74 1,63
Amoxicilina 20,0 20,51 102,55
20,0 20,25 101,23
20,0 19,83 99,16
40,0 39,47 2,425 98,67 6,15
Amoxicilina 40,0 38,58 96,46
40,0 36,87 92,18
40,0 42,65 106,63
50,0 48,80 1,186 97,5916 2,35
Amoxicilina 50,0 51,62 103,24
50,0 50,75 101,50
50,0 50,17 100,34
Coeficiente de correlagao R=0,99967

Equagéo da curva média de calibragao: y=0,0307404x + 0.
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Figura 28. Curva de calibragdo da amoxicilina.

4.4.1.6. Precisdo e exatidso.

Para avaliar a precisdo e exatidao do método, 3 concentragtes distintas,
dentro da faixa esperada de concentragdes (incluindo-se LQ e concentracdes dos
controles de qualidade) foram analisadas, utilizando-se determinagées por
concentragao.

A precisdo e exatiddo foram determinadas em um esquema didrio,
definindo estes par@metros para uma corrida analitica e em um esquema de dias
diferentes, o que quantifica a variabilidade entre dias, relacionada com fatores

humanos, diferengas nos reagentes, etc. Nas proximas se¢des os procedimentos
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realizados para a determinacéo dos parametros envolvidos, bem como critérios de
validacdo e respectivos resultados sdo apresentados (ANVISA, 2001; CAUSON,

1997; 1985; FDA, 1998A; FDA, 1998B; FDA, 1993).

Os valores especificos foram definidos baseados nos critérios apresentados
abaixo e foram ajustados em testes subseqlientes, incluindo-se ai, a primeira
quantificagdo real, levando-se em consideracdo a faixa antecipada de valores
analiticos. As concentracdes finais das amostras dos controles de qualidade foram

definidas como apresentadas na Tabela 27.

Tabela 27. Definicao dos controles de qualidade (CQ).

Tipo do QC Identificacdo Definigao Valor
do CQ de Faixa Definido
: (ng/mL)
Amostra CQ-LQ LQ Menor  concentrac@o 1,0
determinavel com
precisao e exatidao
Amostra cQ CQB Menor ou igual 3 x LQ 3,0
baixo
Amostra cQ cam Intermediario entre CQ 25,0
médio elevado e baixo
Amostra CQ Alto QCA 75-90% do padrao de 40,0
calibragao mais
elevado ou do maior
valor antecipado de
concentragao
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4.4.1.8. Validagéo intra-dia.

A precisio e exatidao intra-dia foram determinadas utilizando-se um lote

contendo as seguintes amostras (ANVISA, 2001; CAUSON, 1997; 1985; FDA,

---Uma curva de calibracao contendo padrdes conforme definidos anteriormente;
-Cinco amostras de cada um dos CQ definidos acima.

As amostras de controle de qualidade foram obtidas a partir de uma
solugao previamente preparada, mas diferente da utilizada para os padroes.

Os seguintes critérios foram seguidos, para que a precisao e exatidao intra-
lote fosse considerada aprovada (ANVISA, 2001; CAUSON, 1997; 1985; FDA,
1998A; FDA, 1998B; FDA, 1993):

-Precis@o: para cada nivel de concentragao, o Coeficiente de Variacdo (CV) nao
deveria exceder 15% (Tolerancia de até 20% na concentracéo de LQ).

-Exatidao: o valor médio das amostras, a cada nivel de concentragao, dentro de
15% do valor verdadeiro (Tolerancia de até 20% em concentracdo de LQ)}. Os

dados da validacao intra-dia s&o apresentados na Tabela 28.

Tabela 28. Analise dos controles de qualidade intra-dia.

Concentragao (ug/mL) encontrada Validacao
Controle nas amostras individuais Média | CV | Exatidao
de (%) (%)
Qualidade
CQLQ 1,15 1,04 1,05 1,08 0,94 1,05 | 7,26 | 105,08
CQB 3,22 3,16 3,10 2,90 3,19 3,12 14,08 | 103,84
COM 2664 | 27,21 | 2419 | 27,30 | 27,42 | 26,55 | 5,09 | 106,22
CQA 43,60 | 43,33 | 43,78 | 44,05 | 4364 | 43,68 | 0,61 | 109,20

CQLQ=1,0 pg/mk; CQB= 3,0 ug/mi; CQM= 25,0 ug/ml; CQA= 40,0 ug/mt. {ConcentracBes nominais).
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4.4.1.9. Validagéo inter-dias.

Os seguintes critérios foram seguidos para considerar a precisao e exatidao inter-
" dias aprovada (ANVISA, 2001; CAUSON, 1997; 1985; FDA, 1998A; FDA, 1998B; =

FDA, 1993}

-Precis3o: para cada nivel de concentragao, um CV obtido dos valores medios de
cada lote nao excedendo 15% (tolerancia até 20% em valores de LQ);

-Exatidao: o valor médio de cada lote, em cada nivel de concentragdo, dentro de
15% do valor real (tolerancia até 20% em valores de LQ). Os dados da validagao

inter-dias sao apresentados na Tabela 29.

Tabela 29. Analise dos Controles de qualidade inter-dias.

Concentracao Média Precisao e
(ng/mL) Especificidade Inter-Dia
de Cada Dia
ldentificagao Dia 1 Dia 2 Dia3 Média CV |Exatidéo
da Amostra (ug/mL) | (%) (%)
CQB 3,12 2,94 3,10 3,05 3,22 | 101,73
CQMm 26,55 25,16 24,99 25,56 | 3,36 | 102,26
CQA 43,68 41,23 39,52 41,44 5,086 | 103,60

CQB= 3,0 pg/mL; CQM= 250 ugfmL; CQA= 40,0 ng/mL (Concentragbes nominais).
4.4.1.10. Recuperagéo.
Para o calculo da recuperacéo, as alturas dos picos das solugbes padrao nas

concentragbes correspondentes ao CQB, CQM e CQA foram comparadas as

alturas dos picos dos CQs extraidos do plasma (Tabela 30).
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A recuperagao (R) foi calculada através da formula (Quattrocchi, et al., 1992):

R= Concentraciao obtida x 100 / Concentragio real

Tabela 30. Analise da percentagem de recuperagio dos controles de qualidade.

_ldentificagdo | Recuperagdo | ~ CV (%)
da Amostra (%)
CQB 90,0 43
UM Yd,0 2.3
CQA 95,3 3.6

CQB= 3,0 pg/mL; COM= 25,0 png/mL; CQA= 40,0 ug/mL (Concentracdes nominais).

4.5.Estudo de bioequivaléncia da amoxicilina capsulas 500 mg.

O objetivo desta fase do estudo foi submeter os medicamentos teste
(Amoxicilina-capsuias 500 mg) e padrao (AMOXIL®—cépsuias 500 mg) ao estudo
de bioequivaléncia. Na Tabela 36, estdo apresentadas as médias dos parametros

farmacocinéticos para 24 voluntarios depois da administracdo de duas

formulacdes de Amoxicilina (teste e padrao).

4.5.1. Inventario e Retencio dos Medicamentos.

Para o estudo de bioequivaléncia da Amoxicilina (500 mg/capsulas) foram
adquiridas 10 caixas (10 un/cx) da formulagéo teste ( Lote:AC 309 Fabricacéo:
03/2000 Validade:03/2002 ) e 5 caixas (21 un/cx) da Amoxil® formulagido padrio
(Lote:BB0028 Fabricag¢do: 01/2000 Validade:01/2002). Foram administradas as
formulagdes teste e referéncia (1 capsula de 500 mg) acs voluntarios (n=24)

utilizando-se um total de 24 capsulas para ambas as formulagdes. Posteriormente,
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amostras de retencédo da Amoxil® (38 capsulas) e Amoxicilina (76 capsulas) foram

devidamente identificadas e armazenadas.

4.5.2 Analise das concentragtes plasmaticas de amoxicilina.

As amostras de sangue (3 mi) foram coletadas através de "butterfly”

heparinizado colocado em veia antecubital cateterizada, e colocadas em tubos
com anticoagulante 0, 0.5, 1, 1.5, 2, 2,5, 3, 4, 6, 8 h apos a administracdo do
Amoxicilina. As amostras de sangue foram cenfrifugadas a 4000 g, durante 10 min
e os plasmas separados e guardados a -70 OC até serem analisados. Todas as

amostras pertencentes ao mesmo voluntario foram analisadas num mesmo dia

(Figura 29). Os resultados da validagdo das corridas analiicas encontram-se

descritas na Tabela 31.
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Figura 29. Curva da concentrag@o plasmatica média (+ EPM) de 24 voluntarios vs.
tempo (h) submetidos ac estudo entre amoxicilina capsulas 500 mg (teste) e
Amoxil® {padrio).
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Tabela 31. Validacéo dos iotes analisados.

Validacao Concentracao Experimental {ug/mL)
Controles cQLQ CQB CQM CQA
Média 1,03 3,10 25,75 4275
. CV(%) | 1103 | 650 | 525 | 486
Exatidao (%) 102,80 103,31 103,01 106,88
N 46 44 41 39

CQLU=TRGML CUB= 3,0 gt COM= 250 ng/mL; CQA= 40,0 ug/mL (ConcentracGes nominais).

Na Tabela 32, estdo apresentados os parametros farmacocinéticos meédios,

usando um intervalo de confianca (IC) de 90% obtidos das analises plasmaticas

de 24 voluntarios submetidos ao estudo ente Amoxicilina capsulas 500 mg (Teste)

e AMOXIL® cépsulas 500mg (Padrao).

Tabela 32. Média dos parametros farmacocinéticos para 24 voluntarios depois da

administracdo de Amoxicilina (500 mg) e AMOXIL® (500 mg).

Parametros AMOXICILINA
farmacocinéticos Amoxicilina AMOXIL®
(Teste) (Padrao)
ASCosgn (ug*h*ml™)
Média geométrica 21,76 20,90

(IC 90%)

(14,17-33,86)

(10,93-30,23)

ASCo., (ug*h*mi”)

Média geomeétrica 24,32 23,85

(IC 90%) (15,59-38,84) (12,74-50,45)
Conax (g*ml™)

Media geométrica 8,11 8,15

(IC 90%) (5,18-12,12) (3,87-13,91)
ti2 (h)

Média geomeétrica 1,29 1,27
(IC 90%) (0,80-3,14) (0,60-5,22)
Tmax (h)

Média geométrica 1,73 1,67
(iIC 80%) (1,00-3,00) (1,00-3,00)

116



Dois medicamentos serio considerados bioequivalentes quando |C de 90%
para a razdo entre as médias de ASCot e de Cmax estiver entre 80-125%. Na
Tabela 37 estao apresentados os resultados das andlises estatisticas que
demonstram a bioequivaléncia entre as duas formulagdes de amoxicilina capsulas

500 mg comparadas. Os programas utilizados para os propositos acima descritos

foram: WlnNonlmTM Vérséb 21 Programa .de' Biééqﬁivaléncia para estudo de
dois periodos Crossover, versdo 1.0. Programa Microsoft Excel Versao 97.
GraphPad Prism versdo 2,0 e WIinSTAT versao 2,01,

Na Tabela 33 e Tabela 34 estio apresentados os resultados da analise
estatistica, comparando-se as razoes da ASCys h € Cmax © analise da diferenga
individual de Tmax. (teste-referéncia) respectivamente, entre as formulagoes teste e

padrao.

Tabela 33. Analise estatistica para a razao da ASCp.gn) € Cmax da Amoxicilina
capsulas 500 mg (teste) e AMOXIL® capsulas 500 mg (padréo).

AMOXI teste / AMOXIL® Analise Estatistica
Amoxicilina Média Geométrica 90% 1C Bioequivalente
ASCosn % razéo 101,44 (98,36-104,44) SIM
Cmax % razéo 99,93 (95,70-103,96) SIM

Tabela 34. Analise da diferenca individual de tnax (teste-referéncia).

Diferenga de Tmax Analise Estatistica Valor de p
(teste-referéncia) IC 90%
0,1042 (-0,1638-0,3721) 0,7321
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4.6.Estudo de bioequivaléncia da amoxicilina suspensio oral 250
mg/5mL.

O objetivo desta fase do estudo foi submeter os medicamentos teste

(Amoxicilina. - Suspensio) e - padrao (AMOXIL® Suspensdo) ao estudo de

farmacocinéticos, para 24 voluntarios, depois da administragdo de duas

formulagbes de Amoxicilina Suspensao (teste e padrao).

4.6.1. Inventario e retencdo dos medicamentos.

Para o estudo de bioequivaléncia da Amoxicilina Suspensao (250 mg/5mL)
foram adquiridas 40 caixas ( 01 FR/150mL) da formulagdo teste (Lote:AC 583
Fabricacdo: 05/2000 Validade: 05/2002 ) e 12 caixas (01 FR/150mL) de Amoxil®
(250mg/5mL) formulagdo padrao (Lote:BCO120 Fabricagdo: 03/2000
Validade:03/2002). Foram administradas as formulagdes teste e referéncia (250
mg/SmL da Suspensdo) aos voluntarios (n=24), utilizando-se um total de 08
Frascos para ambas as formulagbes. Posteriormente amostras de retencgio da
Amoxil® (04 Frascos/150mL) e Amoxicilina Suspens&o (32 Frascos/150mL) foram

devidamente identificadas e armazenadas.

4.6.2. Analise das concentragdes plasmaticas de amoxicilina.

As amostras de sangue (3 ml) foram coletadas através de "butterfly"

heparinizado, colocado em veia antecubital cateterizada e colocadas em tubos
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com anticoagulante 0, 0.5, 1, 1.5, 2, 2.5, 3, 4, 6, 8 h, ap6s a administracdo de
Amoxiciina. As amostras de sangue foram centrifugadas a 4000 g, durante 10 min
e as amostras de plasma separadas e guardadas a -70 OC até serem analisadas.
Todas as amostras pertencentes ao mesmo voiuntario foram analisadas num

mesmo dia (Figura 30). Os resultados da validagdo das comidas analiticas

Amoxiclina (ugimlL)

1 i i 1 t L]
[+ 1 2 3 4 ] & 7 8 g

Tempo (h)

Figura 30. Curva da concentracéio plasmatica media (+ EPM) de 24 voluntarios vs
tempo (h) submetidos ao estudo entre Amoxicilina suspens&o oral 250mg/Smi

(teste) e Amoxil® (padr3o).

Tabela 35. Validacdo dos lotes analisados.

Validagdo Concentragdo Experimental (ug/mt.)
Controles cQLQ cQB CQM CQA
Média 1,02 3,17 25,58 40,29
CV (%) 11,17 3,08 3,59 3,29
Exatiddo (%) 102,17 105,50 101,97 101,11
n 48 48 48 48

CaLQ=1 pgimtL; COB= 3,0 pg/ml; CQM= 25,0 ng/mi; CQA= 40,0 pgimt. {Concentracies nominais).
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Na Tabela 36, estédo apresentados os parametros farmacocinéticos meédios,
usando um intervalo de confianga (IC) de 90%, obtidos das analises plasmaticas

de 24 voluntarios, submetidos ao estudo entre Amoxicilina Suspensao (Teste) e

AMOXIL® (Padrao).

Tabela 36. Média dos parémetros farmacocinéticos para 24 voiuntarios depois da

adrninistracdode  Amoxicilina ™ suspensas  Teste  (250mg/ismL) e AMOXIL
suspensao (250mg/5mL).

Parametros AMOXICILINA
farmacocinéticos Amoxixilina AMOXIL®
(TESTE) (Padrao)
ASCo.s 1 (pg*h*mi™)
Média geométrica 11,1647 12,8406

(iC 90%) (86,6970 - 15,0358) | (7,2760 — 18,5471)
ASCo. (ug*h*ml™)
Meédia geomeétrica 12,0733 13,7524

(IC 90%) (7,3409 - 16,9138) | (7,7019 — 23,0925)

Crmax (ug*ml™)

Média geométrica 5,2421 86,2780
(IC 80%) (1,6390 —9,4800) (3,9070 -8,9320)
ty2 (h)
Média geomeétrica 1,0425 1,0873
(IC 90%) (0,6731 - 7,7148) (0,5118 ~11,2264)
Timax ()
Média geométrica 0,9372 0,9600
(IC 90%) (0,5000 — 2,000) (0,5000 - 2,000)

Na Tabela 37 e Tabela 38 estao apresentados os resultados da analise
estatistica, comparando-se as razées da ASCps n € Cmax € andlise da diferenca

individual de Tmax. (teste-referéncia) respectivamente, entre as formulacées teste e

padréo.
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Tabela 37. Analise estatistica para a razdo da ASCp.an © Cmax da amoxicilina
suspensao (teste) e AMOXIL® suspenséo (padréo).

AMOX! teste / AMOXIL® Analise Estatistica
Amoxicilina Média Geomeétrica 90% IC Bioequivalente
ASCo.gn % razao 94 .46 92,01 -97,09 SIM
Ciax % razao 88,27 84,16 — 96,35 SIM

Tabela 38. Analise da diferenca individual de imax. (teste-referéncia).

Diferenca de Tmax Analise Estatistica Valor de p
(teste-referéncia) IC 90%
-0,0231 -0,1459 — 0,1409 0,1042

4.7. Discussio dos resultados obtidos.

O desenvolvimento de um ensaio de bioequivaléncia esta baseado em trés
momentos principais: clinico, analitico e estatistico. O primeiro consiste na
elaboracao de um protocolo clinico, que seja abrangente quanto aos tempos de
coleta de amostras, de maneira a cobrir adequadamente o perfil farmacocinético,
dentro do que é viavel para os voluntarios, que normaimente possuem outras
atividades e colaboram com os projetos nos periodos livres. O protocolo deve ser,
sobretudo, ético mostrando claramente os objetivos e os riscos aos quais 0s
voluntarios serdo expostos. Esta etapa abrange também a fase na qual o
voluntario permanece internado ou sob 0s cuidados da equipe. Nesta fase séo

coletadas as amostras e também & onde os eventuais efeitos indesejaveis
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aparecem, tornando o acompanhamento do profissional (enfermeiro/médico)
fundamental, sem omissdo de qualquer informagdo, por menos relevante que
possa parecer. Na segunda etapa, s&o obtidos os valores de concentracido e na

terceira os dados estatisticos demonstrando a bioequivaléncia ou nao das

“formulagdes. Portanto, envolve a preparacdo das amostras e a determinacao dos

valores-das-droga

pois quanto mais sensivel e especifica for a metodologia, menor sera a dose

necessaria a ser administrada ao voluntario e mais confiaveis serdo os resultados
(ANVISA, 2001; Causon, 1997; 1985: FDA, 1998a; FDA, 1998b; FDA, 1993).

Nos (ltimos anos, as maiores mudangas tém ocorrido na nas etapas
analitica e estatistica, onde estao sendo estabelecidos novos critérios estatisticos
€ novos processos para dosagem de drogas. J& nas fases iniciais, estdo
estabelecidos protocolos aceitos pela comunidade cientifica e pelos comités de
ética mais rigorosos. Apesar disso, as principais alteracdes nos protocolos dizem
respeito ao nimero de voluntarios para a realizagdo de um ensaio clinico,
atualmente de vinte e quatro. Com estes valores fica fortalecida a estatistica, pois

aumentando-se o numero de individuos no protocolo, diminui-se o erro
estatisticamente mensuravel (ANVISA, 2001; Causon, 1997; 1985: FDA, 1998a:

FDA, 1998b; FDA, 1993). O desenvolvimento de métodos cada vez mais sensiveis
e especificos para a dosagem de farmacos e seus metabdlitos tem contribuido,
significativamente para a realizacio de estudos clinicos, envolvendo comparagoes
de aspectos farmacocinéticos entre formulagdes provenientes de diferentes

industrias e distintos lotes (Klink, 2000; Loo, 1998; Maurer, 1998).
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O radicimunoensaio (RIA) desenvolvido no final dos anos 50 primeiramente
para dosagem de insulina é muito Util e especifico. Sua principal caracteristica € a
utilizacdo de substancias radicativas (marcadas) num processo de competicao,
que inicialmente se baseava apenas na reagao Antigenc-Anticorpo (Ag-Ac), ou

seja, apenas as moléculas capazes de gerar produgdo dé anticorpos’ eram

passiveis deterem seus-niveis-detectados
radicimunoensaio tenha uso cientifico, sua principal utilizacdo € no apoio
diagnéstico, em dosagens hormonais e de outras substancias, sendo que o
surgimento de novos métodos, especiaimente fluorimétricos, como
quimicluminescéncia e enzimaticos, diminuiram sensivelmente seu mercado. Os
novos métodos para determinac&o de substancias sdo considerados de menor
risco por nao utilizarem material radioativo, além disso, uma vez marcado com
radiagdo, o Kit para determinacdo de qualquer molécula tem um prazo para
utilizacao (eventualmente curto), apds o que, sua emissao radioativa cai, podendo
comprometer os resultados. No caso da ‘cichsporina, é possivel a dosagem até
aproximadamente seis semanas depois da marcagao. A melhor reprodugac dos
resultados em RIA foi obtida com o desenvolvimento de anticorpos monoclonais,
pois a produgao de anticorpos de varios clones (policlonal), provenientes de varios
tecidos, diminui a especificidade, mostrando, muitas vezes, resultados superiores
ao esperado, por se ligarem a diferentes porgdes da molécula e, portanto, levando
a deteccdo do maior nimero possivel de metabdlitos. O anticorpo monoclonal,
produzido por um Unico tipo celular, diminui muito a possibilidade de ocorrerem

reagoes cruzadas com metabolitos (Atkinson et al., 2001; Klaus & Fellner, 1973).
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O maior limitador para a aplicagdo desta fécnica € o fato de que ha
necessidade de compra de Kits, pois desenvolver a metodologia para uma droga
especifica pode demandar muito tempo e dinheiro. Além disso, a maioria dos kits

de boa qualidade sdo importados, e o procedimento para sua importagdo consome

“tempo, causando perda nos niveis de emissdo de radiacdo e comprometendo a

nualidade das dosagens (Atkinson ef.al . 2001; Klaus & Eellner, 1973),

O ensaio biolégico possui particularidades interessantes e a principal é que
de fato o resultado obtido € fruto de uma avaliagao farmacodinamica, que passa a
ser aplicada do ponto de vista farmacocinetico, pois todos os ensaios biologicos,
envolvem a ac&o de uma determinada droga sobre tecidos ou células. Na sua
maioria, estes ensaios prestam-se para determinar a presenga de receptores
caracteristicos em determinados tecidos, tornando-se experimentos classicos e
extremamente didaticos. E especialmente indicado pela OMS para determinacéao
de um série de antibidticos, dentre eles a lincomicina, por ter uma boa correlacéo
entre sua concentracéo e seu efeito sobre o microorganismo testado (Marzo & Dal
Bo, 1998).

Apesar de serem de grande importancia para determinar niveis de diversas
moléeculas, os ensaios biolégicos estao sujeitos a possibilidades de terem o efeito
dos metabdlitos, que normalmente possuem atividade, somados aos da droga que
Ihes deu origem. A determinagdo dos metabdiitos farmacologicamente ativos pode
ser de importancia para avaliagdo dos parametros terapéuticos, contudo numa
observacao mais objetiva, ndo serve para o composto em estudo (Marzo & Dal Bo,

1998).

124



Ensaios com HPLC tém sido utilizados ha décadas, fazendo parte da rotina
de trabalho dos laboratorios de farmacologia clinica ou de prestagao de Servigos,
pois seu custo a médio prazo, dependendo do numero de amostras dosadas, pode
ser muito baixo. A versatilidade ¢ uma das principais caracteristicas deste sistema,

" permitindo que seja acoplado a detéctorés de UV, espectrometros de massas ou

utilizagao sdo o facil acesso a maioria das drogas usadas para preparagao de
amostras e a evolugdo das colunas, fornando-se cada vez mais especificas para
as diversas classes de substancias (Maurer, 1998).

Atualmente, o método mais comum para a detecgdo e quantificagao de
farmacos & o HPLC, sendo uma técnica relativamente segura, por nao fazer uso
de microorganismos ou material radioativo, e muito sensivel para a maioria dos
farmacos conhecidos (Loo, 1998).

Neste trabalho pudemos utilizar diferentes métodos com sensibilidade e
seletividade adequadas para determinagdo de niveis circulantes de farmacos,
tendo como maior preocupagéo encontrar as metodologias mais adequadas para
determinagao dos niveis circulantes de dois diferentes antibicticos.

Através da andlise dos resultados obtidos, pode-se concluir gue os métodos
desenvolvidos para a andlise da azitromicina e amoxicilina em plasma humano
foram completamente validados, pois cumpriam todos os critérios estabelecidos
para os ensaios de estabilidade, linearidade, recuperagdo, precisao, exatidao,
sensibilidade e seletividade.

As maiores vantagens do método desenvolvido para a analise da

amoxicilina em plasma humano s&o a rapidez da analise (tempo total de corrida de
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6,0 min) e a simplicidade do procedimento de extragao, o que faz com que o
método tenha um baixo custo e torna o procedimento desenvolvido uma boa
alternativa em relagdo aos outros métodos descritos. A maior desvantagem do
método desenvolvido para a andlise da amoxicilina em plasma humano & a baixa

~ sensibilidade (1 pg/ml) em relagéo aos outros métodos desenvolvidos com maior

- gensibliidade (50 ng/miy. Esse fato nao fraz prejuizo ao estudo de bioequivaiéncia

uma vez que as razoes entre a AUCy e AUCq.., obtidas s&o bem inferiores a 20%.

As maiores vantagens do meétodo desenvolvido para a analise da
azitromicina em plasma humano sac a rapidez da analise (tempo total de corrida
de 2,0 min) e a elevada sensibilidade (20 ng/ml). A maior desvantagem do método
desenvolvido para a analise da azitromicina em plasma humano é a perda de
sensibilidade do espectrémetro de massas, principalmente devido ao sistema de
injegdo em linha de amostra, o que faz com que aumente a necessidade de
limpeza do sistema de detecgdo. Esse sistema de injecao ja foi substituido pelo z-
spray, que esta disponivel em modelos mais recéntes.

Estando os resultados dos estudos de bioequivaléncia em acordo com as
especificacdes exigidas, razao entre as médias de ASCq & Cnax entre 80-125%,
pode-se concluir que as formulagdes azitromicina comprimidos revestidos (teste) e
Zitromax® comprimidos revestidos (padrao) e azitromicina suspensao oral {(teste) e
Zitromax® suspensao oral (padrao) comparadas, séo bioequivalentes. Da mesma
maneira, as formulagdes amoxicilina capsulas (teste) e Amoxil® capsulas (padrao)
§®

e amoxicilina suspensio oral (teste) e Amoxil®© suspensao oral (padrao)

comparadas, sdo bioequivalentes.
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Conclusoées
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Através da analise dos resultados obtidos, pode-se concluir gue os métodos
desenvolvidos para a analise da azitromicina e amoxicilina em plasma humano
foram completamente validados, pois cumpriam todos os critérios estabelecidos
para os ensaios de estabilidade, linearidade, recuperacio, precisio, exatidao,

-sensibilidade e seletividade.

PG REINGTES- condigBes- para-andlise- cromatografica- da-amoxiciling foram
obtidas com a coluna Lichrosorb RP-18 10um (250 x 4,0 mm), pré coluna
Securityguard™ Cig 10um (4 x 3,0 mm), usando um fluxo de 1mil/min a uma
temperatura de 27 °C. A temperatura do auto-injetor foi mantida a 23 °C, o volume
de injecao em 10 pl e a andlise foi monitorada na regido do ultravioleta no
comprimento de onda de 229 nm. O tempo total de corrida foi ajustado para 6,0
min. Os tempos caracteristicos de retengao da amoxicilina e cefadroxil foram 42 e
5,2 min, respectivamente. O método foi linear na faixa 1 a 50 pg/m, apresentando
uma recuperacao media em torno de 95 %. Os limites de quantificagao e deteccao
observados foram 1 pg/ml e 0,25 ug/ml, respectivamente. A precisio e a exatidao
intra-dias obtidas a partir de 3 controles de qualidade (3, 25 e 40 ng/ml) foram
4,08, 5,09 e 0,61 % e 103,84, 106,22 e 109,20 %, respectivamente. A precisdo e a
exatidao inter-dias obtidas a partir de 3 controles de gualidade (3, 25 e 40 ng/mi)
foram 3,22, 3,36 ¢ 5,06 % e 101,73, 102,26 e 103,60 %, respectivamente.

O estudo de bioequivaléncia realizado entre as formulagbes amoxicilina
capsulas 500 mg (teste) e Amoxil® capsulas 500 mg (padrdo) e amoxicilina
suspensao oral (teste), apresentou a razéo de ASCo.1s = 101,44 com intervalo de

confianca de 90 % (98,36-104,44) e razdo de Cma = 99,93 com intervalo de
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confianca de 90 % (95,70-103,96). O estudo de bioequivaléncia realizado entre as
formulacbes amoxicilina suspensao oral (teste) e Amoxil® suspensao oral
(padrao), apresentou a razéo de ASCo.z1s = 94,46 com intervalo de confianga de
90 % (94,46-97,09) e razdo de Cmax = 87,27 com intervalo de confianca de 90 %

(84,16-96,35).

obtidas com a coluna Phenomenex Mercury MS (20,0 x 4,0 mm), pré coluna
Securityguard ™ Cis 10um (4 x 2,0 mm), usando um fluxo de 0,5 mi/min a
temperatura ambiente. A temperatura do auto-injetor foi mantida a 20 °C, o volume
de injegdo em 10 pl. O espectrometro de massas foi ajustado para o modo de
lonizagdo por electrospray positivo (ES+). A analise foi desenvolvida no modo
MS/MS com energia do cone 40V, energia de colisao 30eV, capilar 3,5KV.
Temperatura da probe 100°C. Nitrogénio como gas secante com fluxoc de 40 th e
como gas de nebulizagao com fluxo de 10 I/h. Como géas de colisdo foi utilizado
argbnio a uma pressao de 7.5x10 mBar. Para a azitromicina foi monitorado o ion
pai m/z 591 e o ion filho m/z 158. Para a eritromicina foi monitorado o ion pai m/z
576 e o jon filho m/z 158. O tempo total de corrida foi ajustado para 2,0 min. Os
tempos caracteristicos de retencao da azitromicina e eritromicina foram 0,82 e
0,85 min, respectivamente. O metodo foi linear na faixa 20 a 3000 ng/mi,
apresentando uma recuperacdo meédia em tormo de 70 %. Os limites de
quantificacéo e detecgao observados foram 20 ng/mi e 10 ng/ml, respectivamente.
A preciséo e a exatidao intra-dias obtidas a partir de 3 controles de qualidade (20,

60 e 2700 ng/mi) foram 8,63, 3,22 e 8,00 % e 98,62, 97, 53 e 102,20 %,
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respectivamente. A preciséo e a exatidao inter-dias obtidas a partir de 3 controles
de qualidade (20, 60 e 2700 ng/ml) foram 1,22, 1,57 ¢ 7,13 % e 99,46, 98, 02 e
87,27 %, respectivamente.

O estudo de bioequivaléncia realizado entre as formulagées azitromicina

~comprimidos revestidos (teste) e Zitromax® comprimidos revestidos (padrio),

aﬁg@g@mﬁﬁa?azéo ..... ﬁeASCngs:gg,?ﬁmmin‘ter\fak')(fe Conﬁanga de 9 0 lyo

(97,78-101,63) e razéo de Cnax = 99,65 com intervalo de confianca de 90 %
(96,72-102,63). O estudo de bioequivaléncia realizado entre as formulagbes
azitromicina solug&o oral (teste) e Zitromax® solugéo oral (padrao), apresentou a
razéo de ASCo.216 = 98,18 com intervalo de confianca de 90 % (89,32-107,73) e
razao de Cmax = 96,73 com intervalo de confianga de 90 % (90,55-103,38).
Estando os resultados deste estudo em acordo com as especificacdes
exigidas, razao entre as médias de ASCq e Cmax entre 80-125%, pode-se concluir
que as formulagcdes azitromicina comprimidos revestidos (teste) e Zitromax®
comprimidos revestidos (padréo) e azitromicina suspenséo oral (teste) e Zitromax®
suspens&o oral (padréo) comparadas, sao bicequivalentes. Da mesma maneira,
as formulagdes amoxicilina capsulas (teste) e Amoxil® capsulas (padrao) e
amoxicilina suspensdo oral (teste) e Amoxil® suspensdo oral (padrao)

comparadas, sao bioequivalentes.
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Summary



The adoption of a generic medicines politics, involving the production, the
quality assurance, the prescription, the dispensation and the use of the same ones
is a fundamenta! part of the guideline for promotion and the rational use of
medicines in our Country. The promotion of the rational use of medicines s, also,

“one of the main guidelines provided by the World Health Organization -WHO.

- To reaches that aim,-it is fundamental the-accomplishment-of comparative

pharmacokinetic studies, to verify if there exists bioequivalence between the test
and the reference medicine adopted as standard by ANVISA. It becomes also
necessary the development of low cost methodologies, with easy application,
presenting sensibility and selectivity adequate to this type of study.

The objective of this work is the development of appropriate analytical
methodology for accomplishment of four clinical pharmacology assays, determining
several pharmacokinetic parameters and using them to compare two formuiations
of the same drug, with different origins, in each assay.

Each study will be composed by two groups of volunteers, which will be
submitted to two alternated internment periods each. The volunteers will receive
the two formulations of the drug in study, always respecting a period among the
internments. This period will guarantee the total elimination of the drug from the
first administered formulation before the administration of the next.

The assayed medicines were Amoxicilina (test), compared to Amoxil
produced by SmithKline Beecham (standard) as capsules 500 mg and oral
suspension 250mg/5mi formulations. The formulations of Azitromicina (test),
coated tablets and oral suspension and Azitromicina-Zitromax® produced by Pfizer

Ltda. (standard), were aiso evaluated.
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The studies observed the national legislation, always following the world
patterns procedures stipulated by OMS and FDA. The protocols were submitted to
the appreciation of the Committee of Ethics in Research or to the corresponding
organ, for approval before the execution. The pharmacokinetic parameters

" analyzed for evaluation of bicequivalence were AUC o) and Criax-

methods developed for the analysis of the azithromycin and amoxicillin in human
plasma were completely validated, therefore they accomplished all of the
established criteria for the rehearsals of stability, linearity, recovery, precision,
accuracy, sensibility and selectivity.

Being the results of this study in agreement with the demanded
specifications, reason between the averages of ASCqand Cmax among 80-125%, it
can be concluded that the formulations azitromicina coated tablets (test) and
Zitromax coated tablets (standard) and azitromicina oral suspension (test} and
Zitromax oral suspension (standard) compared, are bioequivalent. In the same
way, the formulations amoxicilina capsules (test) and Amoxil capsules (standard)
and amoxicilina oral suspension (tests) and Amoxil oral suspension (standard)

compared, are bioequivalent.
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Estudo de bioequivaléncia da amoxicilina capsulas
500mg teste e amoxicilina capsulas 500mg SmithKline
Beecham (Amoxil®)

Responsavel: Dr. José Pedrazzoli Junior
R.G. 7.631.665 - C.P.F. 059.163.468/67
Av. S50 Francisco de Assis, 218 fone 7844 8024
Braganca Paulista - SP

Termo de consentimento

abaixo-assinado(a), residente a Rua

) na cidade de

portador(a) da carteira de identidade RG
, nascido(a) aos

/ / declara que é de livre e espontdnea vontade

que estd participando, como voluntario(a), do projeto de pesquisa
supra-citado, de responsabilidade do médico José Pedrazzoli Junior,
da Universidade S&o Francisco e estd ciente de que:

i - O objetivo da pesquisa & verificar as se a droga amoxicilina
triidratada capsulas 500 mg, um antibidtico teste é bicequivalente a
produzida pela SmithKline Beecham.

ii - Durante o estudo, deverad permanecer dois periodos de 24 horas
internado no HUSF, com intervalo de pelo menos 7 dias. Nestas
ocasides serd administrado 1 capsula de 500 mg de amoxicilina teste
ou SmithKline Beecham por via oral e coletadas varias amostras de
sangue em cada periodo.

iii - A participagdo neste estudo ndo lhe acarretard nenhum beneficio
terapéutico.

iv - A administracdo oral de amoxicilina podera causar efeitos
colaterais como grosseiro, urticdria, nauseas, diarréia, alteragdes de
provas de lesdo hepatica, cefaléia, vertigens sendo que, em Casos
raros, reacbes adversas severas tém sido descritas. Além dos efeitos
citados, a administragdo de quaiquer medicamento pode causar
reacBes idiossincraticas imprevisiveis.
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v - Sera submetido(a), antes e ap6s os dois periodos do estudo, aos
seguintes exames laboratoriais: hemograma, transaminases,
fosfatase alcalina, bilirrubina total, proteinas totais, uréia, creatinina,
glicemia, urina rotina e protoparasitolégico. As voluntarias do sexo
feminino serdo também submetidas a determinacdo dos niveis
sanglineos de Beta HCG para descartar a possibilidade de gravidez.

vi - Obteve todas as informagdes necessérias para poder decidir
conscientemente sobre sua participagdo no referido ensaio clinico. '

vii - Esta livre para interromper a participagdo no_ensaio_clinico a

qualquer momento, a nao ser que esta interrupcio seja contra-
indicada por motivo medico.

viii - A interrupgdo ndo causara prejuizo ao seu atendimento, cuidado
e tratamento pela equipe da Universidade Sio Francisco.

ix - Os resultados obtidos durante este ensaio serdo mantidos em
sigilo sendo certo que a Universidade S&o Francisco ndo identificard o
voluntario por ocasido da exposi¢cdo e/ou publicacio dos mesmos.

x - Caso surja alguma intercorréncia, deverd procurar o servico de
Pronto Socorro do HUSF e solicitar que o mesmo contate o médico
responsavel pelo ensaio clinico.

xi - Poderd contatar o Comité de Etica em Pesquisa da Universidade
S&o Francisco para apresentar recursos ou reclamacdes em relagdo
ao ensaio clinico (fone 7844-8388).

xii - E condigdo indispensavel para participagdo no ensaio clinico que
esteja em gozo de boa saude e, portanto, ndo esteja no momento
sob tratamento medico ou fazendo uso de quaisquer drogas ou
medicacoes.

Xiii — As despesas decorrentes de sua participacdo no presente estudo
ser-lhe-30 ressarcidas pela quantia de R$ 250,00 {duzentos e
cinqlenta reais), paga em uma Unica vez.

xiv - Durante e até 11 meses apds a realizacdo deste estudo estara
coberto(a) por um seguro, em relacdo a eventuais efeitos adversos
que possam, comprovadamente, ter se originado da administragdo da
ampicilina.

xv. A coleta de sangue, em uma Unica veia, com a permanéncia de
um cateter por tempo prolongado, pode levar a uma inflamacdo da
mesma (tromboflebite) com dor e inchaco locais.

xvi - Poderd contatar o responsdvel pelo estudo, sempre que
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necessario pelo telefone 7844-8024

xvii - Este estudo estd sendo patrocinado pela Industria
Farmacéutica.

Braganga Paulista, de de 2001

Voluntario(a) Dr. José Pedrazzeli Jlnior
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Estudo de bioequivaléncia da amoxicilina suspensao oral
250mg/5ml teste e amoxicilina suspenséo oral 250mg/5mli
SmithKline Beecham (Amoxil®)

Responsavel: Dr. José Pedrazzoli Jinior
R.G. 7.631.665 - C.P.F. 059.163.468/67
Av. S50 Francisco de Assis, 218 fone 7844 8024

“Braganca Paulista - SP

Termo de consentimento

abaixo-assinado(a), residente & Rua

' na cidade de

portador(a) da carteira de identidade RG
; nascido(a) aos

/ / declara que é de livre e espontinea vontade

que esta participando, como voluntério(a), do projeto de pesquisa
supra-citado, de responsabilidade do médico José Pedrazzoli Juénior,
da Universidade S3o Francisco e esta ciente de que;

i - O objetivo da pesquisa é verificar as se a droga amoxicilina
triidratada suspensdo 250 mg/5ml, um antibidtico teste &
bioequivalente a produzida pela SmithKline Beecham.

ii -~ Durante o estudo, deverd permanecer dois periodos de 24 horas
internado no HUSF, com intervalo de pelo menos 7 dias. Nestas
ocasides sera administrado 10ml da suspensdo oral 250 mg/5 ml de
amoxicilina teste ou SmithKline Beecham por via oral e coletadas
varias amostras de sangue em cada periodo.

iii - A participagdo neste estudo ndo lhe acarretard nenhum beneficio
terapéutico.

iv. - A administragdo oral de amoxicilina poderd causar efeitos
colaterais como grosseiro, urticaria, nduseas, diarréia, alteracbes de
provas de lesdo hepdtica, cefaléia, vertigens sendo gque, em casos
raros, reagbes adversas severas tém sido descritas. Além dos efeitos
citados, a administragdo de quaiquer medicamento pode causar
reagdes idiossincraticas imprevisiveis.
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v - Sera submetido(a), antes e apos os dois periodos do estudo, aos
seguintes exames laboratoriais: hemograma, transaminases,
fosfatase alcalina, bilirrubina total, proteinas totais, ureia, creatinina,
glicemia, urina rotina e protoparasitolégico. As voluntarias do sexo
ferminino serdo também submetidas & determinagdo dos niveis
sanglineos de Beta HCG para descartar a possibilidade de gravidez.

vi - Obteve todas as informacdes necessarias para poder decidir
conscientemente sobre sua participagdo no referido ensaio clinico.

vii - Esta livre para interromper a participagio no ensaio clinico a
qualquer momento, a nao ser que esta interrupgao seja contra-
indicada por motivo médico.

viii - A interrupcdo ndo causara prejuizo ao seu atendimento, cuidado
e tratamento pela equipe da Universidade Sao Francisco.

ix - Os resultados obtidos durante este ensaio serdo mantidos em
sigilo sendo certo que a Universidade Sao Francisco ndo identificara o
voluntdrio por ocasido da exposigdo e/ou publicagdo dos mesmos.

x - Caso surja alguma intercorréncia, devera procurar o servico de
Pronto Socorro do HUSF e solicitar que o mesmo contate o médico
responsavel pelo ensaio clinico.

i - Poderd contatar o Comité de Etica em Pesquisa da Universidade
S3o Francisco para apresentar recursos ou reclamagdes em relagao
ao ensaio clinico (fone 7844-8388).

xii - E condicdo indispensavel para participagdo no ensaio clinico que
esteja em gozo de boa salde e, portanto, ndo esteja no momento
sob tratamento médico ou fazendo uso de quaisquer drogas ou
medicagdes.

xiii - As despesas decorrentes de sua participagdo no presente estudo
ser-lhe-30 ressarcidas pela quantia de R$ 250,00 (duzentos e
cinglienta reais), paga em uma Gnica vez.

xiv - Durante e até 11 meses apés a realizagdo deste estudo estara
coberto(a) por um seguro, em relagdo a eventuais efeitos adversos
que possam, comprovadamente, ter se originado da administragdo da
ampicilina.

xv. A coleta de sangue, em uma Unica veia, com a permanéncia de

um cateter por tempo prolongado, pode levar a uma inflamagao da
mesma (tromboflebite) com dor e inchago locais.
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xvi - Poderd contatar o responsdvel pelo estudo, sempre que
necessario pelo telefone 7844-8024

xvii - Este estudo estd sendo patrocinado pela Industria
Farmacéutica.

Bragancga Paulista, de de 2001

Voluntario{a) Dr. José Pedrazzoli Junior
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TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

TiITULO: Estudo de bicequivaléncia de duas formulacdes de Azitromicina (comprimidos

revestidos de 500 mg ) teste versus Laboratorio Pfizer Ltda. em voluntirios sadios

CODIGO DO VOLUNTARIO: _

Vocé estd sendo convidado para participar de um protocolo de pesquisa clinica, a ser
realizado no Hospital Aviccena, em Sdo Paulo. Vocé nao deve participar contra a sua
vontade. Leia atentamente as informacdes abaixo e faca-qualquer pergunta que desejar,
para que todos os procedimentos desta pesquisa sejam esclarecidos.

1.

O objetivo da pesquisa € verificar se 0s comptimidos Tevestidosde 500-mg-de azitromicing

(Teste) atingem niveis plasmaticos equivalentes a 500 mg de azitromicina do laboratorio
inovador (Pfizer Ltda.).

Com a finalidade de avaliar o seu estado de satde atual, sera realizada uma consulta médica
e diversos exames laboratoriais serdo pedidos, antes da primeira internagio. Na consulta
serd feito a anamnese (conversa com o médico da equipe de investigagio) e o exame fisico
completo. Os exames (coletas de amostras de sangue) pedidos serdo:

-Hemograma completo (hemoglobina, hematécerito - verificam possivel situagdo de anemia,
contagem total e diferencial de leucéeitos - avalia possivel situagio de infecgéo, velocidade
de hemossedimentacdo ~ avalia atividade inflamatoria ¢ contagem de plaquetas- avalia
possiveis riscos de sangramentos), uréia, creatinina - avaliam funggio renal, bilirrubina total,
gama GT, proteinas totais, albumina - avaliam funcdo hepatica, glicemia de jejum - avalia
risco de diabetes, fosfatase alcalina, TGO e TGP (transaminases hepaticas) - avaliam
anatomia do figado, colesterol, triglicerideos - avaliam a gordura no sangue, acido drico, €
beta-HCG (para as mutheres) - como teste de gravidez.

-Exames sorolégicos para hepatite B, C ¢ HIV - avaliam se existe infecglo pelos virus
citados, sendo colhidos de uma veia de um dos bragos, num total de 15 ml. Pode ocorrer no
local da pungdo um coagulo (arroxeamento no local) com discreta dor, que com ou sem
pomadas especificas desaparecem em poucos dias, sem deixar nenhuma alterag3o.
_Urindlise: densidade, pH, albumina, glicose, corpos cetbnicos e exame microscopico do
sedimento (para detecgdo de: leucocitos, eritrocitos, células epiteliais, cristais e bactérias)-
avaliam se ha infeccio ou uma inflamagdo da bexiga e/ou vias urindrias. Para esta coleta €
necessaria uma limpeza no focal ¢ uma amostra da urina (jato médio) de 3-5 ml. N&o
apresenta nenhum risco.

-Eletrocardiograma - para avaliar atividade cardiaca (também nio apresenta nenhum risco).

Estes exames serdo novamente colhidos no final da segunda internagio para controle. Os
resultados the serdo fornecidos. Vao ser processados pelo Laboratério Ehrlich, por uma
equipe especializada.

Durante o estudo, sera internado duas vezes por 24 horas cada periodo, com intervalo de 21
dias. Nas duas ocasides da internago, serd administrada pela boca 500 mg de azitromicina
na forma de comprimidos revestidos, e coletadas amostras de sangue (8 ml) de uma veia de
um dos bragos antes da administragdo; 30 min; 1 h; 1,30; 2; 2,30;3: 4; 5, 6; 8: 12; 24; 48;
96; 168 € 336 horas apds, para a dosagem plasmtica de azitromicina. No dia marcado para
o projeto de pesquisa o voluntario serd assistido por uma auxiliar de enfermagem, uma
enfermeira e um médico da equipe de pesquisa.

Apés o término do estudo, muitos pacientes se beneficiario destes dados. A participagio
neste estudo ndo tem objetivo de se submeter a um tratamento terapéutico.
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10. A administragdo oral de azitromicina é geralmente bem tolerada, apresentando baixa

incidéncia de reagSes adversas, sendo a maioria dos efeitos observados de natureza leve a
moderada A maioria destes foi de origem gastrointestinal: diarréia (fezes amolecidas ou
aumento do ndmero de evacuagdes por dia), desconforto abdominal (dor/colica), nauseas,
vomitos ¢ flatuléncia (gases). Em doses maiores, com a utilizagdo por periodos mais
prolongados, pode ocorrer a diminuigio reversivel da audicdo (que volta ao normal),
elevagbes reversiveis nas transaminases hepaticas (alteragdes do figado) podendo levar a
ictericia (cor amarela da pele e dos olhos), episédios transitérios de leve reducdc nas

_contagens de neutréfilos (diminuigdo dos. globulos. brancos que sdo importantes para nossa -

defesa corpérea), embora uma relagio que a azitromicina cause este problema ainda nédo
tenha sido estabelecida, podem ocorrer também reaches alérgicas com rush
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12.
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16.

17.

18.

19.

anafilaxia (choque).Muito raramente pode ocorrer colite pseudomembranosa (diarréia
grave). Caso qualquer destes sintomas ou outros ocorram, o médico gque o acompanha
deverd ser informado e proceder 4 conduta mais adequada; Algumas destas reagbes
observadas com o uso da azitromicina resuitaram em sintomas recorrentes € necessitaram
um mator periodo de observagdo de tratamento. Além dos efeitos citados, a administragio
de qualquer medicamento pode causar reagdes imprevisiveis.

Vocé serd informado de qualquer alteragio no estudo ou de qualquer nova observagio
relativa a esta pesquisa.

Vocé tem a liberdade de desistir on interromper a participagiio neste estudo no momento
que desejar, sem necessidade de qualquer explicagdo € sem que isto venha a interferir no
seu atendimento médico nesta situagdo.

A interrup¢do ndo causard prejuizo ao seu atendimento, cuidado e tratamento pela equipe
médica pesquisadora.

Caso surja alguma intercorréncia, deverd procurar o servico de pronto atendimento médico
mais préximo a sua residéncia e/ou Hospital Aviccena e contatar os médicos responsaveis
pelo ensaio clinico, nos telefones abaixo.

Foi feito um seguro médico de responsabilidade civil profissional com a Rural Seguradora
(apélice N° 02513097-0001), a qual garante uma maior seguranga para 0s voluntérios, cuja
validade € de | ano a partir da data do estudo clinico.

De acordo com valores previamente estabelecidos, os voluntirios serio ressarcidos das
despesas e tempo dispendidos na realizagio deste estudo clinico, com o valor de RS 400,00
(quatrocentos reais), que receberio apés a real 1zagdo dos exames de controle laboratoriais e
exame fisico final feito pelo médico.,

E condigdo indispenséavel as voluntdrias do sexo feminino que participar@o do ensaio clinico
que ndo estejam gravidas, comprovada pela sorologia beta-HCG.

Todos os dados desta participacdo neste estudo serdo documentados e mantidos
confidencialmente, ndo identificando o voluntario por ocasido da exposicio e/ou
publicagiio dos mesmos; estes serfio disponiveis apenas para as autoridades de satde e
profissionais da Patrocinadora envolvidos neste estudo.

Caso tenha qualquer divida ou perguntas relativas a este ensaio ou aos seus direitos, no que
diz respeito a esta participago, ou se quiser relatar alguma reagdo adversa, favor contatar o
medicos investigadores, que acompanham o ensaio, Dra. Elisa Guelere Paris, membro da
Sociedade Brasileira dos Profissionais em Pesquisa Clinica, presidente da Comissio de
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ftica em Pesquisa do Hospital Aviccena ¢ médica do Hospital Aviccena, no telefone
(0XX11- 295- 3324) e Prof. Dr. José Pedrazzoli Junior , da Unidade Integrada de
Farmacologia e Gastroenterologia da Universidade S#o Francisco em Braganga Paulista-
SP, no telefone (0XX19- 241- 5425).

20. Se houver alguma davida quanto & medicagdo, posso entrar em contato com © representante
do patrocinador responsavel, o gerente médico sénior da empresa patrocinadora.

21. Fico com a coOpia deste documento para agilizar este contato, €aso s¢ faca necessario.
25 EU CONCORDO EM SEGUIR AS INSTRUCOES DAS PESSOAS CONDUZINDO
ESTE ESTUDO, DE FORMA A OBTER O MAXIMO DE BENEF{CIOS DA ATENCAO
- ""ME&%@%"-@FEREG}DA-'-EQR,--E,STLA.,..RESQLHSA;,H.AQ.RE.DL'EANDO NA SERIEDADE E

IMPORTANCIA DESTE ESTUDO TANTO POR PARTE DOS INVESTIGADORES
QUANTO DOS PATROCINADORES.

Nome do(a) voluntério (legivel):

Assinatura do voluntario:

Nome legivel do investigador:

Assinatura do investigador:
Data: /!

Instituicio/local/ fone:

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
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TITULO: Estudo de bioequivaléncia de duas formulacées de Azitromicina ( suspensio

oral 200 mg / 5 ml ) teste versus Laboratirio Pfizer Ltda. em voluntirios sadios

CODIGO DO VOLUNTARIO:

Vocé esta sendo convidado para participar de um protocolo de pesquisa clinica, a ser
realizado no Hospital Aviccena, em Szo Paule. Vocé nio deve participar contra a sua

 vontade. Leia atentamente as informacdes abaixo e faca qualquer pergunta que desejar,

1. O objetivo da pesquisa ¢ verificar se a suspensdo oral contendo 200 mg de azitromicina em
5 ml (Teste) atinge niveis plasmaticos equivalentes a suspensao oral contendo 200 mg de
azitromicina em 5 ml do laboratério inovador (Pfizer Lida.).

2. Com a finalidade de avaliar o seu estado de sande atual, serd realizada uma consulta médica
e diversos exames laboratoriais serdo pedidos, antes da primeira internag3o. Na consuita
serd feito a anamnese (conversa com o médico da equipe de investigagiio) e o exame fisico
completo. Os exames (coletas de amostras de sangue) pedidos serdio:

3. -Hemograma completo (hemoglobina, hematécrito - verificam possivel situagio de anemia,
contagem total e diferencial de leucocitos - avalia possivel situagdo de infecgiio, velocidade
de hemossedimentagio — avalia atividade inflamatéria e contagem de plaguetas- avalia
possiveis riscos de sangramentos), uréia, creatinina - avaliam fungdo renal, bilirrubina total,
gama GT, proteinas totais, albumina - avaliam funggio hepdtica, glicemia de jejum - avalia
risco de diabetes, fosfatase alcalina, TGO e TGP (transaminases hepaticas) - avaliam
anatomia do figado, colesterol, triglicerideos - avaliam a gordura no sangue, acido urico, e
beta-HCG (para as mulheres) - como teste de gravidez.

4. -Exames sorologicos para hepatite B, C & HIV - avaliam se existe infec¢@io pelos virus
citados, sendo colhidos de uma veia de um dos bragos, num total de 15 ml. Pode ocorrer no
local da pungfio um coagulo (arroxeamento no local) com discreta dor, que com ou sem
pomadas especificas desaparecem em poucos dias, sem deixar nenhuma alteragio.

5. -Urindlise: densidade, pH, albumina, glicose, corpos ceténicos e exame microscépico do
sedimento (para detecgiio de: leucdeitos, eritrécitos, células epiteliais, cristais e bactérias)-
avaliam se ha infecgfio ou uma inflamacéo da bexiga e/ou vias urindrias. Para esta coleta &
necessaria uma limpeza no local ¢ uma amostra da urina (jato médio) de 3-5 ml Nao
apresenta nenhum risco.

6. -Eletrocardiograma - para avaliar atividade cardiaca (também ndo apresenta nenhum risco).

7. Estes exames serfio novamente cothidos no final da segunda internaciio para controle. Os
resultados lhe serdo fornecidos. Vo ser processados pelo Laboratério Ehrlich, por uma
equipe especializada,

8. Durante o estudo, serd internado duas vezes por 24 horas cada periodo, com intervalo de 21
dias. Nas duas ocasies da internagio, serd administrada pela boca 200 mg de azitromicina
na forma de suspensdo oral ( 5 ml ) e coletadas amostras de sangue (8 ml) de uma veia de
um dos bragos antes da administragiio; 30 min; 1 by 1,30; 2; 2,30; 3; 4; 5; 6; 8; 12; 24; 48;
96; 168 e 216 horas apés, para a dosagem plasmatica de azitromicina. No dia marcado para
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10.

o projeto de pesquisa o voluntdrio serd assistido por uma auxiliar de enfermagem, uma
enfermeira e um médico da equipe de pesquisa.

Apés o término do estudo, muitos pacientes se heneficiario destes dados. A participagéo
neste estudo ndo tem objetivo de se submeter a um tratamento terap&utico.

A administracio oral de azitromicina ¢é geralmente bem tolerada, apresentando baixa
incidéncia de reacdes adversas, sendo a maioria dos efeitos observados de natureza leve a
moderada A maioria destes foi de origem gastrointestinal: diarréia (fezes amolecidas ou
aumento do nimero de evacuagdes por dia), desconforto abdomirial (dor/célica), nduseas, -
vomitos e flatuléncia (gases). Em doses maiores, com a utilizagdo por periodos mais
prolongados, pode ocorrer a diminuicdo reversivel da audicio {que volta ao normal),

1L

12.

14.

15.

16.

7.

18.

elevaces reversiveis nas transaminases hiepaticas (alteragoes do figado) podendo fevar a
ictericia (cor amarela da pele e dos olhos), episodios transitorios de leve reducdo nas
contagens de neutréfilos (diminuicdo dos glébulos brancos que sdo importantes para nossa
defesa corporea), embora uma relagdo que a azitromicina cause este problema ainda néo
tenha sido estabelecida, podem ocorrer também reagdes alérgicas com rush
cutaneo(vermethiddo pelo corpo), raramente angioedema (inchaco em garganta) ¢
anafilaxia {choque).Muito raramente pode ocorrer colite pseudomembranosa (diarréia
grave). Caso qualquer destes sintomas ou outros ocorram, 0 médico que o acompanha
devera ser informado e proceder a conduta mais adequada; Algumas destas reacies
observadas com o uso da azitromicina resultaram em sintomas recorrentes € necessitaram
um maior periodo de observagio de tratamento. Além dos efeitos citados, a administragio
de qualquer medicamento pode causar reagoes imprevisiveis.

Vocé sera informado de qualquer alteragio no estudo ou de qualquer nova observagiio
relativa a esta pesquisa.

Vocé tem a liberdade de desistir ou interromper a participagiio neste estudo no momento
que desejar, sem necessidade de qualquer explicagio ¢ sem que isto venha a interferir no
seu atendimento médico nesta situagao.

_ A interrupgiio ndio causard prejuizo ao seu atendimento, cuidado e tratamento pela equipe

médica pesquisadora.

Caso surja alguma intercorréncia, devera procurar o servigo de pronto atendimento médico
mais proximo a sua residéncia e/ou Hospital Aviccena e contatar 05 médicos responsaveis
pelo ensaio clinico, nos telefones abaixo.

Foi feito um seguro médico de responsabilidade civil profissional com a Rural Seguradora
(ap6lice N° 02513097-0001), a qual garante uma maior seguranga para os voluntérios, cuja
validade é de 1 ano a partir da data do estudo clinico.

De acordo com valores previamente estabelecidos, os voluntarios serdo ressarcidos das
despesas e tempo dispendidos na realizagio deste estudo clinico, com o valor de R$ 400,00
(quatrocentos reais), que receberdo apos a realizagdo dos exames de controle laboratoriais e
exame fisico final feito pele médico.

E condigdio indispensavel as voluntarias do sexo feminino que participariio do ensaio clinico
que ndo estejam gravidas, comprovada pela sorologia beta-HCG.

Todos os dados desta participacdo neste estudo serdo documentados e mantidos
confidencialmente, ndo identificando o voluntario por ocasido da exposi¢io efou
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9.

publicagdo dos mesmos; estes serfio disponiveis apenas para as autoridades de satde e
profissionais da Patrocinadora envolvidos neste estudo.

Caso tenha qualquer divida ou perguntas relativas a este ensaio ou aos seus direitos, no que
diz respeito a esta participagio, ou se quiser relatar alguma reaciio adversa, favor contatar o
médicos investigadores, que acompanham o ensaio, Dra. Elisa Guelere Paris, membro da
Sociedade Brasileira dos Profissionais em Pesquisa Clinica, presidente da Comissdo de
Etica em Pesquzsa do Hospital Aviccena e médica do Hospital Aviccena, no telefone
(0XX11- 295- 3324) e Prof. Dr. José Pedrazzoli Janior , da Unidade Integrada de

. Farmacologia e Gastroenterologia da Universidade Sdo-Francisco em Braganca Paulista- SP-

" no telefone (0XX19-241- 5425),

[y
=)

21.

22.

Nome do(a) voluntario (legivel):

do patrocinador responsavel, o gerente médico sénior da empresa patrocinadora.
Fico com a cOpia deste documento para agilizar este contato, caso se faca necessario.

EU CONCORDO EM SEGUIR AS INSTRUCGES DAS PESSOAS CONDUZINDO
ESTE ESTUDO, DE FORMA A OBTER O MAXIMO DE BENEFICIOS DA ATENCAO
MEDICA OFERECIDA POR ESTA PESQUISA, ACREDITANDO NA SERIEDADE E
IMPORTANCIA DESTE ESTUDO TANTO POR PARTE DOS INVESTIGADORES
QUANTO DOS PATROCINADORES.

Assinatura do voluntario:

Nome legivel do investigador:

Assinatura do investigador:

Data:  / [/

Instituigio/local/ fone:
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