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Os medicamentos genéricos sdo produtes que tiveram sua patente expirada e
que passaram a Ser fabricados por outros produtores além daguele que detinha a patente
original. No caso desses medicamentos, a propaganda e a capacidade inovativa tém
importincia secunddria, sendo a competi¢io por menores pregos a base deste mercado.
A qualidade da formulagio de um medicamento ndo se restringe as suas propriedades
fisico-quimicas ¢ demais caracteristicas obtidas por estudos “in vitro”, mas, também por

estudos de bicequivaléncia em voluntarios sadios.

O “Food and Drug Administration” (FDA) dos Estados Unidos estabelece que
testes estatisticos para determinar bioequivaléncia utilizem valores log-transformados dos
parametros farmacocinéticos ASC (4rea sob a curva de concentragio plasmatica em fungio
do tempo) € Cpax (concentragio plasmética maxima obtida), com 90% do intervalo de
confianga de 80 — 125% para obter comparagéo.

A regulamentagio da Lei dos medicamentos genéricos no Brasil (BRASIL,
1999) através da Resolugio 391/99 da Agéncia Nacional de Vigildncia Sanitaria do
Ministério da Saude, estabelece as bases legais para a intercambialidade e assim, as
empresas interessadas em cumprir esta regulamentagio devem ter conhecimento das
exigéncias técnico-cientificas requeridas para assegurar a qualidade , seguranga e eficicia

do medicamento genérico.

Neste trabalho, avaliamos a bioequivaléncia de duas formwulacbes de
comprimidos de finasterida: Flaxin® comprimidos de 5 mg (Merck S.A. Industrias
Quimicas, formulagio teste) ¢ Proscar® comprimidos de 5 mg (Merck Sharp & Dhome,

formulagdo referéncia), em vinte e trés voluntarios sadios do sexo masculino.

O protocolo clinico apresentou delineamento aleat6rio aberto cruzado de dois
periodos, com intervalo de 7 dias entre as doses, aprovado pelo Comité de Etica do
Hospital Universitario Walter Cantidio (HUWC) da Universidade Federal do Ceara (UFC).

As concentragdes plasmiticas de finasterida foram determinadas por
cromatografia liquida de alta pressdo acoplada a espectrdmetro de massas (LC-MS-MS).
O método analitico desenvolvido apresentou limite de quantificagdo de 0.50 ng/ml. Para o
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controle de qualidade de 2.00 ng/mL (QCA), a concentraciio média + desvio padrio
obtidos foram 2.05 + 0.14 ng/mi (n=30), com preciséo de 6.9% e exatidfio de 2.55%. O
controle de qualidade de 20.00 ng/mL (QCC) teve concentragio média e desvio padrdo de
20 + 0.80 ng/mL (n=30) com precissio de 3.81% e exatidiio de 0.09%.

Das curvas de concentragfio plasmatica vs tempo, foram obtidos os pardmetros
farmacocinéticos a seguir: ASCoas (area sob a curva de concentracdo plasmatica em
funcdo do tempo até 48 horas), ASCio) (4rea sob a curva de concentragéio plasmatica em
fungiio do tempo infinito), Cipay (concentragio plasmatica mAxima obtida), Crax/ASC(g.43)
(razdo da concentragio plasmatica mdxima pela érea sob a curva de concentragdo
plasmdtica em fungdo do tempo), ke(constante de eliminagéio), meia-vida de eliminacéio e

Umax (tempo necessirio para alcangar a concentragdo plasmética médxima). Todos os

parémetros farmacocinéticos foram analisados por métodos estatisticos paramétricos e no-

paramétricos.

As médias geométricas das razdes individuais Flaxin®/Proscar® foram: 107.3
para ASCo.agy (IC 90% 95.7 — 120.2), ¢ 97.9 para Chnax (IC 90% 88.7 — 108). De acordo
com os resultados obtidos e requisitos determinados peio FDA, concluimos serem as duas

formulagdes bioequivalentes, tanto na extensio quanto na velocidade de absorcéio.
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1. INTRODUCAO



1.1. INDUSTRIA FARMACEUTICA - CARACTERISTICAS ESTRUTURAIS DO
SETOR

As caracteristicas técnicas, econdmicas ¢ institucionais associadas aos
programas de pesquisas cientificas adotados pela industria farmacéutica no pos-guerra
promoveram um padrio de difusio das inovagdes tecnolégicas para 0s paises em

desenvolvimento via processos de imitagdo © aprendizado (DOSI, 1984).

Este padrio de geragdo e difusdo de novacdes promoveu a consolidagao de
programas de pesquisa em sintese orgénica e biotecnologia. O progresso técnico gerado
pelos programas de pesquisa criou vantagens tecnologicas que favoreceram a produgéo de

diversos principios ativos e formas farmacéuticas (TEMIN, 1992).

O desenvolvimento técnico-cientifico  ocorreu dentro das empresas
farmacéuticas e a difusio dessas inovagdes tecnologicas foi realizada de maneira seletiva:
as empresas inovadoras cresceram € ampliaram sua participagdo no mercado em detrimento

das empresas tecnologicamente defasadas.

Dois tipos de grandes empresas lideres inovadoras surgiram: empresas de
quimica base - Hoescht, Bayer (RFA), Ciba-Geigy (Suiga) com subsidiarias farmacéuticas
atuantes e grandes empresas farmacéuticas - SmithKline, Upjohn, Pfizer, Bristol, que em
seu processo de diversificagdo, concentraram-se em setores com base técnica (JENSEN,
1987; SCHNEE, 1989; STOPFORD, 1992).

O mercado farmacéutico para uso humano costuma ser classificado em éticos €
ndo-éticos. Os primeiros incluem o conjunto de medicamentos vendidos exclusivamente
através de receita médica, embora inclua também alguns produtos de balcio, os chamados
«“Over the counter” (OTC). Os nfo-éticos compdem a maior parte dos produtos OTC que
dispensam receita médica para comercializagdo e representam uma fracdo relativamente
pequena do mercado mundial. Os medicamentos ¢ticos, por sua vez, podem ser divididos
em produtos genéricos € patenteados. Estes ultimos representam a maior ¢ mais dinAmica
parcela do mercado, embora variando consideravelmente de pais para pais, sdo
medicamentos mais recentemente introduzidos no mercado (TELLING-SMITH, 1983;
TUCKER, 1984; KIRIM, 1985; SAPIENZA, 1989).

Introdugéio
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A palavra genérico ¢ derivada do latim genus que significa classe geral, sugere
a id¢ia de popular. Com esse objetivo em mente, formulagSes de medicamentos genéricos
tém sido desenvolvidas e comercializadas, tendo a facilidade de acesso (prego ¢
disponibilidade no mercado) como objetivo principal. Para o desenvolvimento de um
medicamento genérico s&o aplicados conhecimentos de diversas &reas, tais como:
farmacocinética; estatistica; doseamento e controle de qualidade; quimica e¢ andlise do
farmaco em fluidos biolégicos (JACKSON, 1994),

Os medicamentos genéricos sdio produtos que tém, como principio(s) ativo(s),
farmacos cuja patente expirou ¢ que passaram entdo a ser fabricados por outros produtores
além daquele que detinha a patente original; compSem uma parcela menor, porém niio
desprezivel do mercado (em torno de 30% nos EUA) (TELLING-SMITH, 1983).

No caso dos medicamentos genéricos, a propaganda e a capacidade inovadora
t€m importéincia secunddria, sendo a competi¢io por menores pregos a base deste mercado
(TELLING-SMITH, 1983; TUCKER, 1984; KIRIM, 1985; SAPIENZA, 1989).

Apesar de dominado por grandes empresas multinacionais, o mercado mundial
de medicamentos é marcado pela forte intervencdo governamental Isto confere ao
ambiente mstitucional da industria uma série de caracteristicas importantes, que repercutem

sobre seu padrio de concorréncia e sua dinAmica.

Muitos sdo os motivos para que 0s governos intervenham na produgfio e
comercializagdo de medicamentos. Em primeiro lugar, ¢ de sua responsabilidade prover a
populagiio de condigSes de satde adequadas. Para tanto, os medicamentos sdo
indispensaveis, mas, devem ter sua seguranca ¢ eficacia comprovadas, bem como seu
acesso 4 populagio supervisionado. Em segundo lugar, considerando os elevados custos
dos sistemas de satde de muitos paises, torna-se¢ necessiria a preocupacdo com a
economicidade da oferta de medicamentos, evitando seu emprego supérfluo e prego
excessivamente elevado. Em terceiro Iugar, existe a necessidade de um sistema de protecio
patentiria em funcgo da facilidade de imitagéio face aos custos e dificuldades da movagéio.
Nos Estados Unidos, um dos principais mecanismos utilizados com este proposito tem sido
o estimulo & prescricdo de genéricos(TELLING-SMITH, 1983; TUCKER, 1984; KIRIM,
1985; SAPIENZA, 1989).
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As empresas ipovadoras correm riscos que dependem da aceitagdio e
disseminacfio do consumo. As patentes seriam 0 principal mecanismo de prote¢do legal das
inovacBes (PARKER, 1978).

A patente exclui a imitagdo ¢ fortalece a expectativa de existéncia de poder de
monopdlio sobre 0s agentes novadores por um periodo estabelecido. A venda pode ser
total ou parcial, concede licengas para que outros explorem a sua invencdo € exige ©

pagamento de “royalties” pelo direito.

Na pratica, as patentes impedem o desenvolvimento nos paises hospedeiros de
multinacionais se ndo induzirem a transferéncia de tecnologia e o desenvolvimento interno

(BRAGA, 1990).

A garantia de que essas empresas vao apresentar caracteristicas e qualidade
compardveis que permitam o intercambio com o medicamento inovador, cuja patente
expirou, pode ser assegurada atraves dos seguintes requisitos: (a) producio de formulagdes
de qualidade e reprodutibilidade, através do controle de qualidade e da producfio; (b) testes
quanto A seguranga, que sdo obtidos via estudo de bioequivaléncia (JTACKSON, 1994).

1.1.1. Perspectivas regulatorias de medicamentos genéricos nos EUA

No “Center for Drug Evaluation and Research” (CDER) do “Food and Drug
Administration” (FDA), a regulamentagdo de qualidade e performance de medicamentos
comercializados tem sido centralizada em uma Gnica unidade administrativa denominada
“Office of Pharmaceutical Science”. Essa unidade ¢ responsavel pela revisdo das “New
Drug Applications” (NDAs), «Abbreviated New Drug Applications” (ANDAs) e
«Abbreviated Antibiotic Applications” (AAAs), quanto as seguintes areas: {1)quimica,
producio e controle; (2) biofarmacéutica (biodisponibilidade, biocequivaléncia e
dissolugZio); (3) microbiologia (esterilidade) e impacto ambiental.

Além disso, 0 novo Departamento também fornece avaliagfio da farmacologia

clinica da NDA e é formado por uma unidade de pesquisa conhecida como “Office of

Testing and Research”, que tem como objetivo enfatizar os seguintes aspectos: pesquisa em
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qualidade para as éreas citadas acima; pesquisa em farmacologia clinica ¢ desenvolvimento
analitico aplicado. O “Office of Generic Drugs”, que revisa ANDAs e NDAs, reporta-se ao
“Office of Pharmaceutical Science”, & ambos também reportam-se ao CDER.

O escopo do “Office of Pharmaceutical Science” é fornecer assessoria s
indistrias farmacéuticas quanto ao desenvolvimento e qualidade das informacdes
necessarias no processo de submissdo dos “Investigational New Drug” (IND), NDA,
ANDA e AAA. Para atingir tal objetivo € esperada colaboragdo conjunta, tanto das
indistrias quanto dos pesquisadores académicos dos EUA, também espera-se colaboracéo
de outros pafses no mundo e de suas respectivas agéncias regulatdrias (WILLIAMS, 1996).

1.1.2. Perspectivas regulatérias de medicamentos genéricos no Japio

De acordo com o “Pharmaceutical Affair Law” no Japdo, o NDA deve ser
submetido contendo as seguintes informagdes: qualidade, seguranga ¢ eficicia. Apds 6 anos
da data de aprovagfio, novos dados clinicos devem ser registrados como vigilincia

pos-mercado ¢ submetidos a revisio.

Novos farmacos estdo protegidos sob patente. Medicamentos genéricos sdo
aprovados apés expiragio de patente ou revisio. Apds aprovagio, 0s genéricos sio
adicionados & “National Health Insurance Price List”, tornando-se disponiveis para a
pratica clinica.

Néo existem estatisticas que enfatizem o mercado de medicamentos genéricos
no Japdo, porém sua situagio € discutida com base em dados anuais da “Ethical
Manufacturers Association”, organizada para orientar os fabricantes de genéricos (vide
tabela 1).
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Tabela 1: Razio dos medicamentos genéricos/ medicamentos prescritos no mercado (100
milhdes de iens) Fonte de (A): “Ethical Manufacturers Association Survey of operation
results in 1994” Fonte de (B): “Ministry of Health & Welfare Statisties on Trends in Drug

Production”

1990 1991 1992 1993 1994
Vendas de Genéricos de 3.577 3.733 3.865 3.946 4.161
companhias da “Ethical
Manufacturers Association”
(A)
Medicamentos prescritos (B) 47.203 48.122 45,802 48.193 48.811
A/B % 7.6 7.8 8.3 8.2 85

Essa tabela nfio inclui todos os fabricantes de genéricos, entretanto, ilustra a
magnitude de seu mercado. Podemos motar um aumento progressivo das vendas de
genéricos de 1990 a 1994.

Os requisitos atuais para pedido de aprovagiio de genéricos incluem os
seguintes documentos gerais: métodos de teste e especificagbes, testes de estabilidade, teste

de bioequivaléncia.

O pedido para aprovagio ¢ executado via formulario e documentagio pelo
Departamento de Regulamentagio Farmacéutica Regiopal, do Ministério da Saude ¢
Bem-estar. O Ministério envia toda documentaggo ao “The Drug Organization” € submete &
avaliagdo. A carta de aprovagio ¢ entregue 4 quem fez o pedido, sendo que o tempo padréo
para revisio ¢ de 18 meses ou mMEnos. Apés aprovagdo, € preciso obter licenga de
fabricagdio através de inspegdo de autoridade local de acordo com as normas de Boas
Praticas de Fabricagdo (BPF) e validagéio de processos (HIRAYAMA, 1996).
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1.1.3. Requisitos comuns em testes de Bioequivaléncia/Biodisponibilidade para

produtos de liberacio imediata nos EUA

Pedidos para aprovagéio de novas firmacos sdo recebidos pelo FDA na forma de
NDAs e ANDAs.

NDA resume todos os dados pré-clinicos e clinicos para a firmaco que nio foi
avaliado previamente pelo FDA. J4 0 ANDA resume dados para um genérico equivalente a

um medicamento inovador contendo um firmaco previamente aprovado.

O NDA ¢é submetido ao “Office of Drug Evaluation”, que faz parte do CDER,
pertencente ao FDA.

Um NDA abrange uma série de componentes, um dos quais pertence 3 4rea de
biofarmacia. As informagbes referentes 3 biofarmacia incluem: biodisponibilidade,
bioequivaléncia e dissolucfio; tais dados sdo revisados pelo “Office of Clinical
Pharmacology and Biopharmaceutics” que compde 0 CDER. Um ANDA é submetido ao
“Office of Generic Drugs”.

Estudos de biodisponibilidade sdo realizados para determinar a velocidade e

extensdo da absorgéo do principio ativo presente na formulacgo.

Os testes estatisticos para determinar bioequivaléncia utilizam valores de drea
sob a curva de concentragio vs tempo (ASC) e concentracio mdxima (Cinax) log-

transformados e a andlise bicaudal com 90% de intervalo de confianca (IC) de 80-125%
para obter comparagfio. A validagio do método analitico & importante para garantir a
confiabilidade do método.

Para documentagéio de bioequivaléncia o FDA requer estudos que demonstrem
que o farmaco proposto ¢ bioequivalente ao farmaco previamente aprovado e presente na
lista de farmacos de referéncia. Tais informagBes incluem: comparagéio de formuiagdes;
testes de dissolugio comparativos e correlagdo entre testes in vivo e in vitro;
bioequivaléncia in vivo, comparando velocidade ¢ extensio de absor¢do das formulagGes

teste e referéncia.

Para preparagBes orais de liberagio imediata, um estudo cruzado, de 2 periodos,
em individuos sadios é apropriado( WILLIAMS, 1996).
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1.1.4. Requisitos para estudos de bioequivalénciafbiodisponibilidade na Unido

Européia

A maioria dos manuais, conhecidos como guidelines, foi desenvolvida pela
“European Comission” através do “Committee of Proprietary Medicinal Products”
(CPMP).

Um desses “guidelines™” é conhecido como “Note for Guidance: Investigation
of Bioavailability and Bioequivalence”, ¢ teve infcio em 1992.

O contetdo do “guideline” pode ser descrito resumidamente a seguir: objetivos,
conceitos (equivalentes € alternativas farmacéuticas, biodisponibilidade, bioequivaléncia),

delincamento (sele¢io, amostra, “wash out™), estatistica.

Na maioria dos casos, as variaveis farmacocméticas principais sgo: ASC, Cmax
¢ Tmax (tempo para atingir a concentracio plasmética méxima). Sendo que O intervalo
aceitavel para ASC e Cmax € de 0.80 -1.25%. Um intervalo de 0.7 a 1.43 tem sido proposto
para Cmax, baseado em estudos desenvolvidos por SALMONSON (1996) e pode ser
justificado para firmacos que apresentam variabilidade inter-individual (SALMONSON,
1996).

1.2. A LEI DOS GENERICOS - MERCADO FARMACEUTICO BRASILEIRO

Recentemente, com a regulamentagio da lei dos genéricos (BRASIL, 1999),
através da Resolugdo 391/99, da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitéria, do Ministério
da Safide (ANVS) foram estabelecidas as bases legais para a instituigio do medicamento
genérico no Brasil. Atuaimente estdo disponiveis no mercado os medicamentos similares €
alguns medicamentos genéricos. Estes medicamenios além de usarem exclusivamente ©

nome genérico do farmaco, passaram por prova de intercambialidade.

A seguir, algumas defini¢bes apresentadas pela Resolugdo 391/99.
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1.2.1. Alternativas farmacéuticas

S&0 medicamentos que contém a mesma molécula terapeuticamente ativa, ou
Seu precursor, mas, nio necessariamente na mesma quantidade, forma farmacéutica, sal ou
éster. Devem cumprir individualmente, com as especificacdes atualizadas da Farmacopéia
Brasileira (BRASIL, 1999).

1.2.2. Equivalentes farmacéuticos

Séo medicamentos que contém o mesmo firmaco, isto €, mesmo sal ou éster da
mesma molécula terapeuticamente ativa, na mesma quantidade e forma farmacéutica,
podendo ou nfo conter excipientes idénticos. Devem cumprir com as mesmas
especificages atualizadas da Farmacopéia Brasileira (BRASIL, 1999).

1.2.3. Medicamento

Produto farmacéutico, tecnicamente obtido ou elaborado com finalidade
profilitica, curativa, paliativa ou para fins de diagnéstico. E uma forma farmacéutica
terminada que contém o farmaco, geralmente em associagdo com adjuvantes
farmacotécnicos (BRASIL, 1999).

1.2.4. Medicamento de Referéncia

Medicamento imovador registrado no orgfio federal responsavel pela vigilincia
sanitaria e comercializado no pais cuja eficicia, seguranca ¢ qualidade foram comprovadas
cientificamente junto ao orgfio federal (BRASIL, 1999).
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1.2.5. Medicamentos Bioequivalentes

Sso equivalentes farmacéuticos ou alternativas farmacéuticas que ao serem
administrados na mesma dose molar, nas mesmas condicBes experimentais, nio apresentam

diferencas estatisticamente significativas em relacio a biodisponibilidade (BRASIL, 1999).

1.2.6. Medicamento Similar

Aquele que contém © mESMO OU OS MESMOS principios ativos, apresenia a
mesma concentragdo, forma farmacéutica, via de administragiio, posologia e indicagdo
terapéutica, preventiva ou diagnéstica do medicamento de referéncia registrado no 6rgéo
federal responsivel pela Vigilancia Sanitaria, podendo diferir somente em caracteristicas
relativas ao tamanho e forma do produto, prazo de validade, embalagem, rotulagem,
excipientes e veiculos, devendo sempre ser identificado por nome comercial ou marca

(BRASIL, 1999).

1.2.7. Medicamento Genérico

Medicamento similar a um produto de referéncia ou inovador, que pretende ser
com esse intercambidvel, geralmente produzido apés a expiracio ou rentncia da protecdo
patentaria (BRASIL, 1999).

1.3. FARMACOCINETICA

O uso dos principios da farmacocinética para individualizar a terapéutica na
pratica clinica tem-se desenvolvido como resultado dos avangos na farmacologia clinica,
quimica analitica e biofarmacia. Estudos farmacologicos e farmacocinéticos tém
demonstrado diferencas inter-individuais quanto 4 absorgo, distribuicio e eliminagdo de
vérias firmacos com faixa terapéutica restrita. Estas incluem antibi6ticos aminoglicosideos,
quinidina, procainamida, teofilina, fenitoina, salicilatos, lidocaina e glicosideos digitalicos.
Cada um desses principios apresenta correlagio entre concentracdes séricas, resposta
terapéutica e toxicidade (MUNGALL, 1983).
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Pardmetros farmacocinéticos s#o aplicveis 4 clinica quanto a escolha de dosés,
vias de administragfio, intervalos entre doses, enfim, esquernas de administragio que se
fundamentam no comportamento farmacocinético dos principios ativos. Assim, os
conhecimentos farmacocinéticos permitem que sejam evitadas administragbes de
concentragdes subterapéuticas ou potencialmente téxicas. Além disso, permitem o ajuste de
esquemas de administragio em casos de anormalidades nos processos de absorcdo,
distribuigdo e eliminagio (FUCHS & WANNMACHER, 1998).

A farmacocinética estuda quantitativamente a cronologia dos processos de
absorgdio, distribuigdo, biotransformagio e eliminagfio de firmacos. Portanto, estuda a acéo
do organismo sobre a firmaco. Diferentemente da farmacodinamica que estuda o local € os

mecanismos de acdo, bem como, os efeitos.

A varidvel bisica analisada € a concentraciio dos firmacos efou seus
metabolitos nos diferentes tecidos e fluidos do organismo. Quando uma firmaco se
transfere de um compartimento (parte do corpo) para ouiro, essa transferéncia segue regras
de cinética. Na cinética de primeira ordem, a velocidade de saida de um compartimento é
proporcional 4 sua concentragdio. Na cinética de ordem zero, a velocidade de transferéncia
nZo depende da concentragfio, pode haver um processo de saturagéio nas concentra¢Ses mais
elevadas (enzimas ou mecanismos de transporte ativo). Exemplos de cinética zero: etanol,
dicumarol, 4cido salicilico, heparina, fenitoina. O uso destes firmacos se torna cauteloso,
em decorréncia da cinética tem-se elevagdes nas concentragdes que podem levar a niveis
plasmaticos téxicos.

O perfil farmacocinético se estabelece através da andlise dos seguintes
pardmetros: concentragio méxima (Cpay), 4rea sob a curva (ASC), meia-vida de
climnagdo ( tj/) ) e constante de eliminacio (ko) (GIBALDI & LEVY, 1976;
GLEENBLATT, 1975).
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1.3.1. Fatores que afetam a absorcio de firmacos
1.3.1.1. Polaridade

Substancias apolares dissolvem-se livremente em solventes apolares como
lipidios e portanto penetram nas membranas celulares livremente pelo processo de difusio,
consequentemente, apresentam maior absorcao (FUCHS & WANNMACHER, 1998).

1.3.1.2. Solubilidade

Substéncias lipossoltveis sdo as que possuem maior facilidade para atravessar
as membranas celulares devido & sua constituigdo (FUCHS & WANNMACHER, 1998).

1.3.1.3. Coeficiente de parti¢io O/A

Determina a propor¢do lipidica numa molécula, ou seja, quanto maior o
coeficiente de partigio O/A, maior ¢ a sua lipossolubilidade e mais rapida a sua difuséo
(FUCHS & WANNMACHER, 1998).

1.3.1.4. Grau de ionizacio

O grau de ionizagfio de uma substéncia depende do pKa do farmaco e do pH do

meio. Somente moléculas nfio ionizadas sdo solaveis em lipidios ¢ atravessam a membrana.

1.3.1.5. Constante de dissociag¢ido — pKa

£ o valor de pH onde 50% da substéncia esté sob a forma ionizada e 50% sob a
forma nio ionizada. O grau de ionizagdo de uma substincia & calculado com base na
equagio de Handerson-Hasselback, onde € expresso o pH no qual a concentragio do
firmaco ionizado e nio-ionizado se igualam (FUCHS & WANNMACHER, 1998).
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1.3.1.6. Presenca de alimentos

A presenca de alimentos no trato gastrintestinal pode acelerar, retardar, reduzir
ou inibir as mudangas de absor¢#io de firmacos. Exercendo seu efeito através de: influéneia
do fluxo sangiiineo no trato gastrintestinal; alteragio do esvaziamento géstrico; modificagfio
da motilidade intestinal; interagdo firmaco-alimento e alteragdes no pH gastrico.

1.4. FARMACOCINETICA APLICADA AOS TESTES DE BIOEQUIVALENCIA
1.4.1. Fases envolvidas na resposta terapéutica

Importante principio em farmacologia apregoa que a resposta terapéutica da
grande maioria dos férmacos depende fundamentalmente da interagéio entre suas moléculas
com receptores farmacolégicos especificos. Contudo, é fato perfeitamente conhecido que a
relagio existente entre dose ¢ efeito dos firmacos € muito variavel entre os individuos. Tais
variacdes dependem nfio s6 da dose, mas também, da gravidade da doenca, das funges
cardio-hepato-renal, da motilidade gastrintestinal, da atividade hormonal e da
farmacocinética do principio ativo. Assim, varias fases estio envolvidas na resposta
terapéutica do firmaco: fase farmacotécnica; fase farmacocinética; fase farmacodinimica
(ROWLAND & TOZER, 1995).

1.4.1.1. Fase farmacotécnica

Compreende a desintegragio e a dissolugio das formas farmacéuticas de
apresentagio (comprimidos). E importante diferenciar a desintegragiio da dissolugéo.
Desintegragéo ¢ simplesmente a fragmentaciio das formas farmacéuticas em particulas de
menor tamanho, jd a dissolug8o € a liberagio do principio ativo de sua formulagio. Embora
a desintegraco seja um pré-requisito para ocorrer absorgfio do principio ativo presente nas
formulagdes, esta ocorrerd apés a dissolugiio de suas particulas (ROWLAND & TOZER,
1995).
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1.4.1.2. Fase farmacocinética

Compreende a absorgio, distribuigsio, biotransformagiio e excregdo dos
farmacos (ROWLAND & TOZER, 1995).

1.4.1.3. Fase farmacodinimica

Compreende a interagio do firmaco livre com os receptores farmacoldgicos
especificos (ROWLAND & TOZER, 19995).

1.5. PARAMETROS PARA AVALIAGCAO DA BIODISPONIBILIDADE

A escolha de um método depende do estudo proposto, do método analitico de
determinagdo do farmaco e da natureza dos excipientes que acompanham o farmaco. Os
pardmetros que sdo Uteis para determinar a biodisponibilidade de uma farmaco, a partir de
uma determinada formulagéio farmacéutica sdo descritos a seguir.

1.5.1. Area sob a curva
Area sob a curva de concentragio sanguinea vs tempo, calculada do tempo zero
ao infinito (ASC(0-w))
ASC(0-c0) = ASC(g-) * Ci/Az
Onde: Ct = Gitima concentragio do firmaco determinada experimentalmente;
Az = constante de eliminagio da fase terminal

ASC(0-1) = calculado no intervalo de dose (1) no estado de equilibrio para
estudos que empregam doses multiplas.

ASC (0-1) - calculado no intervalo t = 0 a t =1, area sob a curva de

concenira¢io sanguinea vs tempo.
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O ASC reflete a quantidade total de medicamento que alcanga a circulagio

sistémica. Para muitos medicamentos o ASC (0-t) ¢ diretamente proporcional a dose

administrada, no entanto, hé casos em que nfio ¢ diretamente proporcional , € o caso de
medicamentos que promovem a saturagio de vias enzimaticas, tais como o salicilato € a

fenitoina.

1.3.2. Concentragiio plasmitica maxima (Cpyqy)

Pico de concentragio plasmitica méxima do firmaco, representa a velocidade
de absor¢do do mesmo apos a administragdo oral. Para alguns medicamentos é possivel
correlacionar concentragio plasmatica e efeito terapéutico. O Cmax fornece uma indicagio
de que o medicamento ¢ suficientemente ¢ sistematicamente absorvido para prover uma

resposta terapéutica,

1.5.3. Tempo para atingir a concentracio plasmatica maxima (Tmax )

Estd ntimamente relacionado com a velocidade de absor¢do. Para que o
farmaco seja terapeuticamente eficiente, € importante que atinja, em tempo suficiente, o
nivel plasmético efetivo. Este pardmetro é um importante dado para se avaliar possiveis

riscos de reagdes toxicas.

1.5.4. Tempo de meia-vida de elimina¢go (T1/2)

Indica o tempo necessdrio para que 50% do farmaco seja eliminado do
organismo. Este depende do volume aparente de distribuigiio € do “clearence” (depurag@o).
A meia vida tem virias aplicag8es praticas: (a) para calcular o intervalo entre as doses e
determinar a fracio que deve ser administrada em cada intervalo; (b) para prever o tempo
necessario para alcancar o estado de equilibrio em doses multiplas; (¢) para prever o tempo
necessario para eliminar totalmente o farmaco do organismo, ¢ (d) para calcular o fator de
aclimulo de um farmaco depois da administragio de doses multiplas. Pode ser obtida
através da seguinte formula;

t1p =0.693 X Vd/CL
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O valor 0.693 procede da natureza exponencial da fase de eliminagdo; o vd
corresponde ao volume de distribuigio e o Cl corresponde ao “clearence” (depuragéo). A
meia vida de eliminagdo pode também ser obtida por:

tn= 0.693/k

Onde k ¢ a inclinagio da reta na fase de eliminacao do farmaco.

1.5.5. Volume aparente de distribuicio (Vd)

O volume de distribuigiio correlaciona a quantidade do farmaco no organismo

com a concentragiio desse no sangue ou no plasma.
O volume de distribuicgo no equilibrio € calculado por:
Vd=D/Co

Onde D ¢é a dose administrada e Co corresponde a concentragio plasmatica
hipotética do firmaco, se a distribuicdo ocorresse instantaneamente (ROWLAND &
TOZER, 1995; FUCHS & WANNMACHER, 1998).

1.6. ETAPA CLINICA DOS ESTUDOS DE BIOEQUIVALENCIA

Ap6s os anos 20 estabeleceram uma melhor definigdo dos conceitos, das
abordagens e dos processos cientificos, com o objetivo de verificar a eficicia e seguranca
dos farmacos em termos clinicos, com base na Farmacologia Basica, Fisiologia,
Metodologia Cientifica e Bioestatistica (BULL, 1959, GOOD & CLARK, 1976).

1.6.1. Ensaios clinicos

Ensaio clinico é o delineamento com maior poder para delimitar eficacia de um
firmaco ou outro tratamento. O ensaio clinico consiste no principal método utilizado pela
Farmacologia Clinica. Nele o tratamento € administrado a um grupo de individuos (grupo
intervengiio), sendo seus resultados comparados com os verificados em outro grupo (grupo
controle) que recebe substincia desprovida de efeito proprio (placebo) ou tratamento
convencional ( FRIEDMAN, 1996).
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A OMS define ensaio clinico controlado como: "um experimento planejado
¢tica e cuidadosamente com o objetivo de responder a algumas perguntas precisas e bem
delineadas" (WHO,1968).

Os ensaios nfo-controlados sfo a antftese dos controlados. Essa técnica pode
ser utilizada como abordagem inicial, para geragio de hipSteses que posteriormente

deverdo ser testadas em ensaios controlados.

Os ensaios controlados séo aqueles em que se compara o teste com o controle
(placebo "ativo" ou "inativo"). Podem ser divididos em abertos (tratamento conhecido) e

cegos (uma ou ambas as partes desconhecem o tratamento) (FILL, 1951).

O ensaio clinico cruzado, em que o mesmo grupo de individuos sofre diferentes
intervencSes em periodos diferentes, é utilizado em estudos de bioequivaléncia, assim os
participantes sdo seus préprios controles. A sequéncia de administracio & aleatéria, de
maneira que a metade da amostra recebe o teste e a outra o placebo ou referéncia. Apés,
inverte-se a sequéncia, o que confere & expressio "cruzado”. Os ensaios cruzados
apresentam maior poder estatistico para demonstrar diferencas atribuiveis a tratamento, no
entanto, pode haver efeito residual da primeira intervengdio sobre a segunda, efeito
conhecido como "carry over”. Esse efeito pode ser minimizado pelo intervalo entre as duas
intervengdes, periodo conhecido como "wash out. Nos ensaios clinicos fase I o objetivo €
determinar a seguranga do medicamento num nimero reduzido de voluntérios sadios, por

isso, s&0 ensaios abertos.

Ensaios clinicos para andlise da bioequivaléncia de medicamentos sio métodos
que compreendem uma séric de etapas, desde a anammese clinica até os exames
laboratoriais pré e pos-estudo, que culminam na etapa analitica e tratamento estatistico dos
principais pardmetros farmacocinéticos que apregoam a bioequivaléncia (ASC e Cmax,
extensdo e velocidade de absorgfo, respectivamente). Por se tratar de uma 4rea que estuda a
cronologia dos processos de absorgio, distribuigiio ¢ eliminacic de firmacos, ¢ de
fundamental importincia a precisfio da coleta das amostras nos tempos previamente
estipulados, j& que, cada coleta representa um ponto no grifico das curvas de concentragio
X tempo.
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Além de sua importincia na terapéutica, oS ensaios clinicos para a andlise da
bioquivaléncia vém a acrescentar para 2 lei dos genéricos a importéncia da
biodisponibilidade para a saade do paciente. A partir do momento em Qque torna-se
necessariz a avaliagio da biodisponibilidade, de acordo com métodos cientificos €
estatisticamente salientados, amplia-se a idéia de qualidade do produto, preservando ainda
mais a integridade fisica do paciente (FUCHS & WANNMACHER, 1998).

1.7. ASPECTOS ETICOS

A necessidade de criagdo de mecanismos de controle sobre a experimentacio
com seres humanos adquiriu uma maior relevancia quando se tomou conhecimento dos
abusos cometidos nos campos de concentracZo, durante a Segunda Guerra Mundial. Os

responsaveis foram julgados por crimes de guerra e contra a h idade em Nuremberg.

Somente em 1946, a comunidade decidiu elaborar um Cédigo de Etica (Codigo

de Nuremberg) contendo os principios basicos sobre experimentacao.

O aumento do pumero de situagSes abusivas levou a OMS a discutir a questao e
rever o Cédigo de Nuremberg. Em 1964, foi promulgada a nova regulamentagéio, conhecida
como Declaragiio de Helsinque L.

Em 1975 o assunto foi discutido e analisado. Na 29* Assembléia Médica
Mundial (Téquio-Japdo) a declaragéo anterior foi revista e alterada, resultando na
Declaragiio de Helsinque II.

A Resolugo n° 1, de 13 de junho de 1988, do Conselho Nacional da Saide,
merece destaque por estabelecer detalhadamente ¢ rigorosamente as nNOrmas para pesquisa
em Saude (COHEN & SEGRE, 1999).
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1.7.1. Principios basicos da Bioética

Todos os documentos citados consideram os principios basicos da Bioética: a
ndo-maleficéncia, a beneficiéncia, a autodeterminacdo e a justica, além do sigilo. O
principio da beneficiéncia, de fazer o bem, € simplista diante da moderna experimentagio
com seres humanos. Na pesquisa médica existem prejuizos e beneficios que precisam ser

cuidadosamente avaliados. Certos beneficios podem vir a justificar alguns prejuizos.

A Comissdo Nacional para a Prote¢io de Seres Humanos em Pesquisa
Biomédica e Comportamental dos Estados Unidos, interpreta a beneficiéncia, em linhas
gerais, como a obrigagdo de garantir ¢ obter informacdo para o bem-estar do individuo.
Como conseqiiéncia do conceito de autonomia, a autodeterminacio € o direito de agir com
0s prdprios julgamentos e as proprias convicgdes; as decisdes devem ser respeitadas. Mas,
nem todo ser humano é capaz de autodeterminagdo, essa capacidade pode ser perdida em
algumas circunstincias (velhice; doenga; situagio de restricéio, por exemplo, prisfio, exilio

ou asilo).

E em obediéncia ao conceito de autodeterminagdo que se torna obrigatério o
“consentimento esclarecido”.

Em nome do conceito de justica, nfio se pode fazer ¢Xperimentos apenas em
determimados grupos (pacientes de enfermaria, asilados, prisioneiros) simplesmente porque
eles estio a disposicio € em situagdo de dependéncia (COHEN & SEGRE, 1999),

1.7.2. Experimentacio com animais

Toda a experimentacio com seres humanos deve ser precedida da
experimentagio com animais. Experimentar tratamentos novos em animaijs serve nio
apenas para aperfeicoar a técnica, mas, também para avaliar os riscos envolvidos na
experimentagdo. Em tese, todo novo tratamento pode causar danos eventuais ou
permanentes, ou até mesmo efeitos contririos aos desejados. E preciso estar atento ao fato
de que reagdes adversas observadas ou ndo em animais, nio constitui garantia de que o

tratamento € seguro para o homem.

Introducio



No Brasil, a experimentagdo com animais estd prevista pela Lei Federal n°
6.638, de 8 de maio de 1979, que “estabelece normas para a pratica didatico-cientifica da
vivisseglo de animais € determina outras providéncias”. A lei estabelece a necessidade de
registro de biotérios e centros de pesquisa em orglos competentes & proibe a vivissecdo de
animais em certas condigdes (sem anestesia, centros de pesquisa ndo registrados, etc)
(COHEN & SEGRE, 1999).

1.7.3. Risco e beneficio

As palavras risco e beneficio ndo sdo opostas quanto ao significado. A palavra
risco envolve probabilidade associada & idéia de ocorrer dano. “Baixo risco”ou “pequeno
risco” nio sdo expressdes claras, embora, seu significado seja “pouco provavel de ocorrer

dano” - sem estar contida qualquer informacao sobre a gravidade do dano.

A idéia de risco estd associada & experimentacdo. Ao menos potencialmente
todo experimento pode causar danos fisicos, psicolégicos, sociais € econdmicos. Os danos
sociais se referem a publicaciio de dados confidenciais. Ja os riscos econdmicos envolvem
desde a necessidade de o participante do experimento arcar com 0s Custos de exames
adicionais (incluem: transporte, perda de horas de trabalho, necessidade de assumir danos
advindos da experimentagio € outros) (COHEN & SEGRE, 1999).

1.7.4. Consentimento esclarecido

A experimentagdo com  S€res humanos s6 pode ser feita mediante

consentimento.

O consentimento do paciente ou voluntério nfo tem patureza legal, mas, sim
ética. Para obter o consentimento do participante em potencial do experimento, é preciso
que o pesquisador explique toda a situacdo para essa pessoa, de maneira simples e exata. 86
assim, essa pessoa podera decidir, com pleno conhecimento de causa, se participara ou ndo

do experimento.
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A palavra consentimento implica em atitude tomada por livre e espontinea
vontade, e a palavra esclarecido coloca que o paciente deve estar plenamente consciente

dos fatos, afinal, esclarecer & mais do que simplesmente informar.

A obtengdio do consentimento esclarecido do paciente e/ou voluntirio é um
processo de negociagdo que exige respeito aos direitos e 3 dignidade do

paciente/voluntario.

A questdio do consentimento & especialmente grave quando o experimento ¢
conduzido com pessoas vulneraveis, ou seja, que nfo tém condigbes para proteger seus
préprios interesses. Incluem-se nessa categoria os deficientes mentais, os senis, os de baixa
escolaridade, as criangas, institucionalizados (prisioneiros, velhos asilados, menores
recolhidos em orfanatos e outros). Também sfio vulneriveis pessoas com doengas cronicas,
refratarias 4 terapia convencional. Todas essas pessoas podem participar do experimento,
desde que protegidas por legislag@o especifica (COHEN & SEGRE, 1999).

1.8. FARMACOLOGIA DA FINASTERIDA

1.8.1. Estrutura Quimica

Finasterida,N-(1, 1-dimetiletil)-3-ox0-4-aza-5¢-androst-1-eno-1 7Bcarboxamida,
com férmula molecular Ca3H3NLO; e peso molecular de 373,55 (BUDAVARI ef al,
1996), pertence i familia dos 4-azasterdides. Sua estrutura quimica € andloga a da
testosterona (vide figura 1) (CONSTANZER, MATUSZEWISKI, BAYNE, 1991;
KELLOF et al. 1994; GORMLEY, 1995; STEINER, 1996).

A finasterida é um agente inibidor competitivo e seletivo para Sa-redutase tipo
2, uma enzima responsavel pela conversdo de testosterona (T) em dihidrotestosterona
(DHT) na glindula prostatica (RITTMASTER, 1994, 1997; STEINER, 1996; SCHWARTZ.
et al., 1996; GUARNA et dl, 1998). Foi com base na predominincia da enzima
So-redutase tipo 2 na préstata e no papel da DHT no desenvolvimento da hiperplasia
prostatica benigna (HPB), que os inibidores da Sa-redutase foram desenvolvidos para
tratamento de HPB (RITTMASTER, 1997).
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Figura 1: Estrutura da finasterida

1.8.2. Toxicologia

Uma correlagio positiva entre mudancas proliferativas nas células de Leydig ¢
um aumenio nas concentragdes de LH (hormdnio luteinizante) no plasma (duas a trés vezes
mais do que em grupo controle) tem sido demonstrada em duas espécies de camundongos
tratados com altas doses de finasterida. Néo foram observadas mudangas relacionadas a
farmaco nas células de Leydig em camundongos € cées tratados durante um ano com doses
de 20mg/kg/dia ¢ 45mg/kg/dia (30 e 350 vezes a dose recomendada para humanos) ou em
camundongos tratados durante 19 meses com dose de 2,5mg/kg/dia (2 a 3 vezes a dose

recomendada para humanos) .

Em estudo de 2 anos em ratos Sprague-Drawiey, com 2 administragdo de doses
de 160 mg/kg/dia em machos e 320mg/kg/dia em fémeas (produzindo 111 ¢ 274 vezes,
respectivamente, a exposi¢do sistémica observada em humanos que recebem a dose de 5

mg por dia) nfio foi observado efeito carcinogénico.

Em ratos machos tratados com 80mg/kg/dia (61 vezes a exposi¢io humana)
durante 6 a 12 semanas, também nio foram observados efeitos sobre a fertilidade.
Entretanto, quando este tratamento foi continuado por 24 ou 30 semanas, observou-se
aparente redugfio da fertilidade e fecundidade ¢ uma redugiio significativa dos pesos das

vesiculas seminais e prostata — reversiveis em 6 seranas apos a retirada da medicagéo.
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Na gestacfo a finasterida é contra-indicada por ser um inibidor da 5c-redutase
pode causar anormalidades na genitalia externa de fetos masculinos. Devido a esse risco
potencial, wma mulher gravida ou em idade fértil nfo deve entrar em contato com
comprimidos de finasterida. A administracdo de doses de 100 pg/kg/dia (1 a 1000 vezes a
dose recomendada para humanos) em ratas gravidas produziu hipospadia dose-dependente
em 3.6 a 100% dos descendentes. Dosagens maiores ou iguais a 30 pg/kg/dia causaram
redugdo do peso da vesicula prostatica e seminal, retardo da separagiio prepucial e
desenvolvimento transitério dos mamilos dos descendentes. Todas essas altera¢Ges sfio
efeitos farmacolégicos esperados dos inibidores de Sa-redutase e sio semelhantes aos
efeitos relatados em criangas do sexo masculino com deficiéneia genética de Sa-redutase.
Nio foram observadas anormalidades em camundongos descendentes do sexo feminino

€xpostas in utero a qualquer dose de finasterida .

Em estudos de reprodugdo utilizando machos tratados com doses de finasterida
de 80mg/kg/dia (61 vezes a exposicio humana) e f8meas nfio tratadas, nfio foram
observadas anormalidades em machos e f8meas da primeira geragdo de descendentes. A
administracio de 3mg/kg/dia (30 vezes a dose recomendada para humanos) durante a
Gltima fase de gestagdo ¢ o periodo de lactagdo também ndo apresentou efeito sobre as
fémeas descendentes, entretanto, resultou em ligeira reducéio da fertilidade em machos da
primeira geragio (DOLLERY, 1991).

1.8.3. Farmacologia

Testosterona (T) € o principal androgénio circulante no homem, é responsével
pelo aumento da massa muscular, mudanga de voz, espermatogénese e libido. Entretanto,
numerosos estudos desenvolveram o conceito de que em tecidos como a pele e prostata, a
testosterona agiria como um pré-horménio que é convertido em um potente androgénio, a
dihidrotestosterona (DHT). A redugfio de T 4 DHT & NADPH-dependente, catalisada por
uma enzima ligada & membrana, chamada So-redutase. Uma diminui¢do nos niveis de DHT
através da inibigdo dessa enzima poderia ser abordagem terapéutica para a redugdo do
tamanho da préstata e alivio de sintomas associados & hiperplasia prostitica benigna
(FALLER, FARLEY, NICK, 1993).
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Embora a testosterona seja o androgénio predominante na circulaggo periférica,
faz-se necesséria sua conversio em DHT para desempenhar atividade biolégica em alguns
tecidos, tais como, a pele e prostata (GORMLEY, 1995).

As principais fungdes da DHT sdo diferenciagio sexual masculina do feto,
desenvolvimento e manutencdo da préstata durante ¢ apoés a puberdade. A titulo e
ilustragdo, homens que herdaram deficiéncia da enzima 5o-redutase, nasceram com a
genitalia externa ambigua (pseudohermafroditismo)(KELLOFF et al., 1994). Néo ocorreu a
descida do testiculo e a prostata apresentou pouco desenvolvimento. Com a entrada na
puberdade, ha elevagio dos niveis de testosterona, o que leva a uma masculinizacfio parcial
caracterizada por: desenvolvimento do pénis, hiperpigmentacdo, espermatogénese,
enrugamento do escroto, mudanga de voz, libido, crescimento de pelos pibicos ¢ aumento
da massa muscular. Mesmo com essas mudancas mediadas por androgénios, as glandulas
prostaticas de 15 homens pos-puberdade permaneceram subdesenvolvidas ¢ nfio foi
notificado cancer de prostata. Essas observagdes indicam que T e DHT desempenham
diferentes papéis, sendo que DHT modula o desenvolvimento da prostata (GORMLEY,
1992; RITTMASTER, 1994).

A enzima Sa-redutase, rtesponsdvel pela redugfio da testosterona a
dihidrotestosterona, foi clonada e caracterizada como duas isoenzimas : Sa-redutase tipo 1
e tipo 2. Ambas isoenzimas apresentam localizagfo cromossOmica, padrdes de expresséo e
parametros cinéticos distintos. A isoenzima tipo 2 predomina na prostata, pele genital,
vesiculas seminais, epididimo e figado, seu mecanismo de aglio foi descoberto através dos
casos de individuos portadores de deficiéncia de So-redutase. A isoenzima tipo 1, por sua
vez, é abundante no foliculo capilar, glindulas sebdceas (incluindo couro cabeludo) e
figado (GUARNA et al., 1998); como nfo foram relatados casos de deficiéncia de Sa-
redutase tipo 1, seu papel na fisiologia humana ainda nfo foi esclarecido. (RITTMASTER,
1997). No entanto, pela Sa-redutase tipo 1 ser predominante nas gléndulas sebaceas, uma
aplicagiio terapéutica potencial para um inibidor seletivo do tipo 1 poderia ser no

tratamento de acne, além de poder ser utilizado com seguranga em mulheres na fase fértil,
4 que o tipo 2 causa virilizagdo no feto. (RITTMASTER, 1997)
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1.8.4. Farmacocinética

Finasterida ¢ rapidamente absorvida pelo trato gastrointestinal com
concentracio maxima (Cpyay) de 37-38 ng/mlL, atingida apds 1-2 horas da administracgéio de
5 mg. Alimentos nfo parecem interferir na absor¢dio (cerca de 95%) ou nas concentragdes
plasmiticas ¢ portanto, a biodisponibilidade (80%) permanece inalterada. No entanto,
Tmax pode variar de 1.9 + 0.2 horas em jejum ¢ 4.2 + 1.0 horas ap6s a refeicio. Tem alta
afinidade por proteinas (90%) na circulagio periférica. Sua meia-vida de eliminagio varia
de 4.7 a 7.1 horas apdés dose tnica de 5 mg, via oral (PETERS & SORKIN, 1993;
KELLOFF et al., 1994; RITTMASTER, 1994; GORMLEY, 1995; STEINER, 1996). Com
regime de dose multipla, 5 mg/dia, durante 17 dias, os valores para a meia-vida de
eliminagfio em pacientes idosos (idade >70 anos, 7.8 a 9.1 horas) foram maiores quando
comparados a voluntirios mais jovens (idade entre 45 e 60 anos, 6.0 a 7.7 horas).
(PETERS & SORKIN, 1993).

A drea sob a curva (ASC (¢.24 §)) apos dose unica de 5 mg, foi de 0.4 pg *
h/mlL., e os principais pardmetros (Cpax, ASC (0-24 h) © tmax) apresentam uma correlacio
diretamente proporcional com a dose administrada (KELLOFF ef al., 1994).

Finasterida sofre extenso metabolismo hepatico, originando compostos inativos
eliminados primariamente pela bile. Sendo 39% da dose excretada pela urina ¢ 57% pelas
fezes. (CARLIN et al., 1992). O metabolito predominante na urina € o monocarboxilico
(4cido finasterida-w-6ico), j4 o encontrado no plasma € o monohidroxilado (w-hidroxi-
finasterida) (PETER E SORKIN, 1993; STEINER, 1996).

1.8.5. Reacdes adversas

E bem tolerada por individuos do sexo masculino ¢ amplamente distribuida,
incluindo o SNC. Entretanto, reagdes adversas sio associadas a seu efeito farmacolégico de
reducfo da resposta a androgénios, por exemplo: redugfo da libido (3.0 a 5%), impoténcia
(3.4 a 3.7%), distirbios na ejaculagiio (3.0 a 4.4%) (STEINER, 1996; RITTMASTER,
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1997). No entanto, ocorrem em pequena proporgio na populagiio em estudo (2.2 a 3.4% vs
0.8 a 1.6% para placebo) Estes sintomas desaparecem em 60% dos pacientes com a
continuidade do tratamento. Ginecomastia foi relatada em 0.4% dos pacientes (WILTON et
al., 1996; RITTMASTER, 1997).

1.8.6. Indicacdes

A hiperplasia prostitica benigna (HPB) € um dos mais comuns processos
patologicos que acometem homens idosos. Mais de 70% dos homens acima de 70 anos de
idade apresentam evidéncia microscopica de hiperplasia prostatica, embora apenas 45%
apresentem aumento da glindula palpavel em exame de toque (MAGOHA, 1996;
MCDERMOTT, 1997).

Dado seu efeito sobre os niveis plasmaticos e intraprostiticos de DHT (redugéo
de aproximadamente 90%), a finasterida tem demonstrado reduzir o volume da préstata e
os sintomas urindrios em estudos clinicos envolvendo individuos com HPB (MAGOHA,
1996; RITTMASTER, 1997). Embora as duas isoenzimas So-redutase estejam presentes
nos foliculos capilares, alopecia é mais comum em individuos com deficiéncia congénita de
5a-redutase tipo 2 e o fratamento com finasterida, 1 mg, durante o perfodo de 1 ano, levou
3 melhora dos sintomas em 48% dos pacientes tratados. Pela sua seguranca e baixa
incidéncia de efeitos adversos, seu papel principal poderia ser na prevencdo da progressdo
dos sintomas da prostata e alopecia (RITTMASTER,1997).

Em compatagio com placebo, finasterida reduziu a necessidade de cirurgia na
prostata ¢ diminuiu o risco de retengfo urindria aguda. As diferengas foram evidentes
durante os primeiros quatro meses de estudo e acentuaram-se durante os quatro anos.
Embora antagonistas ci-adrenérgicos também causem alivio dos sintomas, nfo houve
demonstragdo que esse tratamento reduz a necessidade de cirurgia. E claro que a redugfio da
necessidade de cirurgia tem implicagdes econdmicas em termos de safide publica, uma vez
gue a prostatectomia transuretral € a segunda operagdo mais comum em homens idosos
(MCCONNELL et al., 1998).

Introdugde
49



51

2.0BJETIVOS



e Avaliar a bioequivaléncia ou niio de duas formulacdes de comprimidos de
finasterida (Flaxin®, comprimidos, 5 mg, Merck S.A. Indistrias Quimicas, como
formulacdo teste vs Proscar®, comprimidos, 5 mg, Merck Sharp & Dbhme, como
formulacdo referéncia) em 23 voluntarios sadios que receberam dose dnica de 5 mg de

cada formulaggo.
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3.CASUISTICA E
METODOS



3.1. MATERIAIS E REAGENTES
Acetonitrila - grau analitico , Nuclear, (lote 99030264) (V al.03/2000), Brasil.
Hexano, grau analitico, Mallinckrodt (lote 4159 KVNE), EUA.
fiter dietilico, grau analitico, Nuclear (lote 98010153), Brasil
Alcool metilico, grau analitico, Mallinckrodt (lote 3041 KVAZ) , EUA.
Acido formico, Merck S.A., (lote 523441), EUA.
Carbonato de sédio, grau analitico, Mallinckrodt (lote 7528) , EUA.
Bicarbonato de sodio, CRQ (lote 00295) , Brasil.
Agua (purificada pelos sistemas Milli-Q ou Elga UHQ).

Finasterida , comprimidos de 5 mg: lote 982285, validade 04/2000, Merck
Sharp & Dohme, Brasil ¢ lote 802444, validade 10/2000, Merck Industrias Quimicas S.A.,
Brasil.

Ciproterona, padrdo nterno grau analitico, lote 11383, validade 04/2000, Merck
Indtstrias Quimicas S.A., Brasil.

Plasma humano para as preparagdes das curvas de controle de qualidade e

calibraggio foram cedidos pelo Hospital Universitario da Universidade de S@o Paulo.
Pipetas ajustaveis (100 pL, 200 pL, 1000 pL ), (Gilson “Pipetman”, Franca).

Vortex-mixer, modelo Fisher Vortex Genie 2, (Fisher Scientific Laboratory
Equipment, EUA).

Ponteiras de plastico, LabTips: Labtip Yellow (5-200 pl) lote 94300120 e
Labtip Blue (200-1000 pL) lote 94300220, ( Unilab, S#o Paulo).

Tubos de ensaio 120 x 11mm, (Unilab, S&o Paulo).

Casuistica e Métodos
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Pipetas Pasteur, (Costar, n. catalogo 5009).

Tubos Eppendorf, (Unilab, Sdo Panlo).

Vials para Autosampler (1.1 CTVG) e tampas da Chromacol, EUA.
Potencidmetro Quims modelo Q400P part n. 610874, Singapura.

Centrifiga refrigerada Beckman modelo GPS, part n. 349702, EUA.

3.2. PROTOCOLO CLINICO

Vinte e trés voluntarios aduitos sadios, do sexo masculino, com idade de 18 a
45 anos (média de 24 + 3.39 anos), peso corporal de 56 a 91.5 Kg (média de 74.7 = 9.3 Kg)
foram selecionados. Todos os voluntérios selecionados assinaram termo de consentimento
apds esclarecimento de ditvidas sobre o estudo, o protocolo clinico aprovado pelo Comité
de Etica do Hospital Universitario Walter Cantidio - HUWC da Universidade Federal do
Ceara (UFC).

Os voluntdrios selecionados nfio apresentaram alteracdes clinicas ou sintomas
de doencas cardiacas, hepéticas, remal, pulmonar, neurologica, gastrintestinal e
hematolégica, apés exame fisico e psicolégico, eletrocardiograma e exames laboratoriais
tais como: glicemia de jejum, uréia, creatinina, transaminase glutdmico-oxalacético,
transaminase  glutdmico-pirdvica, fosfatase alcalina, gama-glutamiltranspeptidase,
bilirubina total, albumina, proteina total, triglicérides, colesterol total, hematdcrito,
hemograma completo, velocidade de sedimentagéio, urina tipo I e parasitologico. Além
disso, todos apresentaram sorologia negativa para hepatite B, hepatite C ¢ SIDA (sindrome

da imunodeficiéncia adquirida).
O estudo clinico foi conduzido segundo delineamento aleatério cruzado, aberto,

de dois periodos, com intervalo de sete dias entre as doses.

Durante cada periodo, os voluntirios foram internados ma noite anterior ao
estudo, receberam dieta geral até as 23 horas, quando iniciaram o jejum de 8 horas que foi
mantido até trés horas apos a administracio de uma dose de 5 mg de finasterida, via oral.

Casuistica e Métodos
58



Além das refeicoes convencionais, nenhum outro alimento foi permitido durante a
internagfio. Bebidas contendo xantinas nfio foram permitidas, tais como : café, cha, bebidas
de cola. Medicagio concomitante foi evitada, havendo monitorizagio da pressdo arterial a

cada coleta de amostras de sangue ¢ a temperatura medida no primeiro horério de coleta.

A coleta de amostras de sangue (8 mL) foi realizada através de escalpe
heparinizado introduzido em veia superficial do antebrago do voluntario, imediatamente
antes da administragdo (via oral) de uma das preparagdes da finasterida com 200ml de
agua, sendo as demais coletas realizadas nos seguintes intervalos apds a administragao da
droga: 0.5h, 1 h,15h2h25h3h4h 5h 60 8h, 12h, 18 h, 24 h, 36 h e 48h. As
amostras foram centrifugadas (4000 rpm) por 10 minutos a temperatura ambiente, plasma
decantado e armazenado a - 20°C até o momento da analise.
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voluntarios sadios

3.2.1. Sequéncia de administracio das duas formulagdes de finasterida em

Voluntario n. Periodo I Periodo II
01 Flaxin® PROSCAR ®
02 Flaxin® PROSCAR ®
03 PROSCAR ® Flaxin®
04 PROSCAR ® Flaxin®
05 Flaxin® PROSCAR ®
06 PROSCAR ® Flaxin®
07 Flaxin® PROSCAR ®
08 PROSCAR ® Flaxin®
09 PROSCAR ® Flaxin®
10 Flaxin® PROSCAR ®
11 Flaxin® PROSCAR ®
12 PROSCAR ® Flaxin®
13 PROSCAR ® Flaxin®
14 Flaxin® PROSCAR ®
15 PROSCAR ® Flaxin®
16 Flaxin® PROSCAR ®
17 PROSCAR ® Flaxin®
18 PROSCAR ® Flaxin®
19 Flaxin® PROSCAR ®
20 PROSCAR ® Flaxin®
21 Flaxin® PROSCAR ®
22 desisténcia Desisténcia
23 Flaxin® PROSCAR ®
24 PROSCAR ® Flaxin®

3.3. QUANTIFICACAO DO FARMACO NAS AMOSTRAS DE PLASMA

Todas as amostras foram analisadas em duplicata e as concentragfes
plasmaticas de finasterida foram determinadas por método validado em cromatografia
liquida de alta pressdo acoplada a espectrémetro de massa (LC-MS/MS) apds extragio
liquido-liquido do farmaco.

Casuistica ¢ Métodos
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3.3.1. Preparacio das amostras
3.3.1.1. Preparo de solucdes padriio

Foram pesados 50 mg de finasterida para um volume total de 50 mL de solugdo
de metanol/agua (50/50), obtendo concentragio de 1 mg/mL. Essa solugiio foi diluida em

plasma branco humano para obter as seguintes concentrages:

VOLUME VOLUME TOTAL CONCENTRACAO
0,10 mL (1 mg/mL) 10 mL Solugio A= 10.00 pg/ml
0.02 mL (Solucio A) 2.00 mL Solugéo B = 100.00 ng/mL
0.50 mL (Solugdo B) 2.00 mL Solugio C = 50.00 ng/mL
0.80 mL (Solugdo C) 2.00 mL. Solugdo D = 20.00 ng/mL
1.00 mL (Solugéio D) 2.00 mL Solugdo E = 10.00 ng/mL
1.00 mL (Solugdo E) 2.00 mL Solugdo F = 5.00 ng/mL
0.80 mL (Solugéo F) 2.00 mL Solugdo G = 2.00 ng/mL
1.00 mL (Solucdo G) 2.00 mL Solugdo H = 1.00 ng/mL
1.00 mL (Solugéo H) 2.00 mL Solugdo I = 0.50 ng/mL

3.3.1.2. Soluciio de padrio de interno (ciproterona)

Foram pesados 50 mg de ciproterona para um volume total de 50 mL de
solugiio de metanol/agua (50/50), obtendo concentracdo de 1.00 mg/mL.

3.3.1.3. Preparo da solugiio de éter dietilico/hexano (80:20)

Foram adicionados 20 mL de hexano em 80 mlL de éter dietilico em proveta de
100 mL.
3.3.1.4. Preparacio da fase movel (80% CH,CN, 20% agua, 10mM acido
formico)
Uma soluciio de acetonitrila 80%, 20% de 4gua e 10mM 4cido formico foi
preparada com 400mlL de agua ¢ 460uL de 4cido formico (10mM) em proveta de 1000
ml. Acetonitrila foi adicionada até completar 1000 mL. A solugiio foi agitada

cnidadosamente em capela.
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3.3.1.5. Preparacio da amostra para a anilise

Para 1 ml. de plasma foram adicionados 100 KL de solugio de padriio interno
(100.00 pg/ml. de ciproterona) e 0.1 ml de metanol. A mistura foi extraida com 4 ml. de
éter dietilico/hexano (80:20), misturados num vértex por 5 minutos. Apés centrifugacdo em
3000 rpm por 10 minutos, a fase orgénica foi evaporada em um fluxo continuo de
nitrogénio. O residuo foi ressuspendido com 200 L de fase mével e 50 pL foram injetados

no sistema cromatografico.

3.3.2. Equipamentos e condi¢des cromatogrificas

O sistema cromatografico foi composto por cromatografia liquida de alta
pressdo (HPLC) acoplado a espectrometro de massa (MS), em coluna Genesis 4 um C18
(150 X 4.6 mm) e pré-coluna do mesmo material. A temperatura do injetor automdtico foi
mantida a 10° C e o volume de injecdo foi 50 uL, com fluxo de 10 mL/min.

O tempo de corrida total foi de 3.5 min. Sendo os tempos de retengdio de 2.6
min ¢ 3.4 min para finasterida (Monitoramento de reagdo miltipla, MRM de 373.10 >
305.10) e ciproterona (Monitoramento de reagdo multipla, MRM de 374.91 > 278.70),

respectivamente.

O espectrdmetro de massa utilizado foi o “Quatro II triple stage quadrupole”

com “Electrospray ion source” empregando um “crossflow counter electrode”.

Sistema de dados : “MassLynx” (versdo 2.3), “Windows NT* (verstio 4.0).

3.4. ANALISE ESTATISTICA

A constante de eliminagdo de primeira ordem (Ke) foi estimada por regressio
linear dos pontos da fase de eliminagéio em grafico linear-log. A meia-vida foi obtida pela
equacdo: t1/o = In(2)/Ke. E a concentraciio plasmdtica méxima (Cppay) € 0 respectivo

tempo (tmay) foram obtidos diretamente das curvas.

Casuistica e Métodos
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As areas sob as curvas foram caleuladas aplicando-se o método trapezoidal

linear das curvas de concentragdo Vs tempo, de 0 a 48 horas, { ASC(0-48h))> em modelo

ndo compartimental.

A extrapolagio das areas sob a curva de 0 2 48 horas ao infinito (ASC(O_QO)) foi
feita pela adigio do valor de C48/Ke a5 ASC(0-48h) calculadas (sendo C4g a concentragao

plasmatica obtida 48 horas apds a dose, calculada a partir da equacdo de regressio log-

linear para estimar as Ke).

A bioequivaléncia entre as formulagdes foi calculada através das razdes
individuais de ASC((0-48 h) ASC(0-0)> Crax Ke € 1172 © a8 diferencas individuais
teste/referéncia para tyay. A inclusdo dos IC 90% para as razbes dentro do intervalo de 80

- 125% e para inclusio do valor “sero” dentro do IC 90% para as diferengas foram
avaliadas empregando testes paramétricos (ANOVA) e nio paramétricos (teste de
Wilcoxon). No teste paramétrico sao realizados os cdlculos das diferengas individuais.
Segundo Hauschke et al (1990), resultados nfio-paramétricos sdo €Xpressos como ponio
estimado € 90% IC das razbes individuais, exceto para Tmax que € expresso como ponto

estimado e 90% IC das razdes das diferengas individuais.

Os programas de computador utilizados foram o «“WinNonlin Professional
Network Edition”, versio 1.5, “Bioequivalence Program for two Period Crossover

Studies™, versio 3.4; “Microsoft Excel”, versdo 7 e “Graph Pad Prism”, versiio 3.00.

Casuistica ¢ Métodos
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O ensaio clinico tramscorreu normalmente, apenas um voluntério relatou
cefaléia, no entanto, esta reagio adversa ndo foi relacionada como evento adverso devido a
medicagfo. Os exames laboratoriais pré e pos-estudo nio apresentaram valores fora do

intervalo de referéncia.

As figuras 2 (a) ¢ 2 (b) mostram os cromatogramas do branco obtidos por
Monitoramento de reagdo muiltipla (MRM) de ciproterona (MRM de 417.10 > 278.70), e
finasterida (MRM de 373.10 > 305.10). Ja a figura 2 (c) mostra tipico cromatograma de
massas obtido de amostra contaminada com ciproterona (100.00 ng/mlL, tempo de retengéo
3,54 min). E figura 2 (d) representa amostra de plasma coletada ap6s 3 horas da
administragéio de finasterida 5.00 mg, via oral, com tempo de retengéio de 2.75 min.

A figura 3 apresenta as médias das concentragSes plasmdticas (média aritmeética)
em fungiio do tempo para finasterida, apds a administragio de 5 mg de cada uma das
formulagdes teste (Flaxin®) e referéncia (Proscar®).

Os parimetros farmacocinéticos obtidos para as duas formulagbes farmacéuticas
de finasterida (Flaxin® e Proscar®, comprimidos de 5 mg) sdc mostrados na tabela 4.

Andlises paramétrica e nfo paramétrica das razbes individuais e diferencas

individuais dos parimetros farmacocinéticos foram descritas na tabela 3.

4.1. VALIDACAO DA METODOLOGIA DO ENSAIO CROMATOGRAFICO
4.1.1. Precisio e exatidao

Trés amostras de controle de qualidade QCA, QCB e QCC foram preparadas por
contaminagiio do plasma humano para obtengdo de concentragdes finais : 2.00, 5.00 ¢ 20.00
ng/mL de finasterida. Exatiddo ¢ precisdio foram calculadas & partir dos controles entre as
corridas. Os controles de qualidade foram preparados em quantidade suficiente para a
monitorizagio continua da precisdo e exatidio do método analitico. Apbs o preparo os
controles foram aliquotados em tubos “eppendorf” ¢ estocados a - 20°C até posterior analise.
Durante a realizacio do estudo cada uma das trés concentra¢fes, estocadas em tubo
“eppendorf”, ¢ descongelada e analisada em duplicata conjuntamente com as demais

amostras a intervalos adequados e dependendo do nimero total de amostras.
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A precisiio e exatiddo do inter-ensaio, realizado em dias sucessivos, foram
determinadas através da andlise de seis amostiras de controle de qualidade (Duas QCA, duas
QCB e duas QCC) juntamente com as demais amostras em estudo, a intervalos de dez em

dez amostras ¢ dependendo do nimero total de amostras. (vide tabela 3 inter-ensaio).

A tabela 3 resume os resultados da precisfio e exatiddo para inter-ensaio dos
controles de qualidade (2.00, 5.00 e 20.00 ng/mL).

4.1.2. Linearidade

A curva de calibra¢do foi linear no intervalo de 0.50 - 100.00 ng/mL, com
coeficiente de regressdo igual ou maior do que 0.995 (figura 4, tabela 6).

O limite de quantificagiio foi definido como o menor ponto da curva padriio para
o qual a precisdo ¢ exatiddo foram < 20% (KARNES, SHIU, SHAH, 1991; BRAGGIO et
al,, 1996). O limite de quantificacdo (LOQ) foi 0.50 ng/mL no plasma para finasterida,
aliquotas de 0.2 mL..
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Figura 2: Cromatograma de fons (MRM): (a): Plasma humano branco, ciproterona
(417.10>278.70). (b): Plasma humano branco, finasterida (373.10>305.10). (c):
Ciproterona (MRM ES+ 417.10>278.70). (d): Finasteridla (MRM, ES+
373.10>305.10).
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Figura 3: Média das concentragdes plasmidticas (média aritmética) de finasterida em fungéao
do tempo, ap6s administragio de dose {mica (5 mg) de cada formulacdio de
finasterida (Flaxin® e Proscar®) a 23 voluntarios sadios.

Resultados
70



Tabela 2: Parametros farmacocinéticos médios (média aritmética = DP) da finasterida apés

administragio oral de dose tinica (5 mg) de duas formulagdes, exceto para Tmax (média

aritmética e intervalo de tempo). Onde DP € o desvio padréo.

Pariametros Flaxin® Proscar®
Média (DP) Média (DP)

ASC (0-48h) 162.0 (57.0) 154.0 (60.0)
ASC (0-0) 173.0 (61.0) 167.0 (75.0)
ASC (0-48h)/ ASC (0-0) 93.7 92.5
Cpax (g/ml) 27.0(7) 28.0 (7.0)
Tpax (intervalo) 2.5 (1.0 - 6.0) 2.0(1.0-4.0)
Tin (h) 5.0 (1.0) 4.0 (3.0)

Tabela 3: Precisio e exatidfio do inter-ensaio, obtidos para 0s controles de qualidade (QCA,

QCB E QCC).

aCaleulado como porcentagem do desvio padrdo, DP%= 100(DP/M), onde DP € o desvio

padriio e M a média.

bCa.lctﬂado como porcentagem do erro relativo , ER%=

(E-T)*(100/T), onde E ¢ a

concentragio determinada experimentalmente e T a concentragdo teorica.

Controle de

Qualidade N Média D.P. Precisiio® Exati dﬁob
QCA (2.0 ng/mL) 30 205 0.14 6.92 2.55
QCB (5.0 ng/mL) 30 5.10 030 4.90 2.84
QCC (20.0 ng/mL) 30 20.0 0.80 3.81 0.09
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Tabela 4: Parametros farmacocinéticos médios de 23 voluntarios apds administracio oral de
comprimido de finasterida (5 mg), média geométrica e intervalo de confianca 90 %.

Parimetros Flaxin ® Proscar ®

ASCpssn) (ng/ h mL)

Média Geom. 158.4 147.9

90% IC 139.8-179.4 128.1-170.6

ASCq.) (ng/mL)

Média Geom. 163.2 152.7

90% IC 144.1-184.8 131-178

Cmax (ng/mlL)

Média Geom. 263 26.8

920% IC 23.6-29.2 24.6-29.1

Cmin (ng/mL)

Média Geom. 12 1.0

90% IC 1.0-1.5 0.8-1.2

Cmax/ASC (gasny(h™)

Média Geom. 0.17 0.18

90% IC 0.15-0.19 0.16-0.20

Ke (b7)

Média Geom. 0.16 0.18

90% IC 0.14-0.18 0.15-0.21

t12 ()

Média Geom. 4.4 3.8

90% IC 3.949 3.2-4.5

Tmax

Média 2.5 2

Intervalo 1-6 -4
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Tabela 5: Andlise estatistica dos valores individuais de ASC.asn), ASCpw), Cnaxs Cmax

JASC s Ke, t1/9, ¢ razdes das diferencas individuais de tyay, para as duas formulagdes de

finasterida.

2 De acordo com HAUSCHKE et al. (1990) e FDA (1993), resultados nio-paramétricos sdo

expressos como ponto estimado e IC 90% das razdes individuais, exceto para tmax (como

ponto estimado ¢ IC 90% das diferengas individuais)

b Média aritmética das diferencas individuais

€ 90% IC das diferencas individuais
Flaxin ®/ Proscar ® Anilise Estatistica
Anilise Paramétrica Anélise Nao-Paramétrica”
(P> 0.30)
Média 90% Ponto 99%
Geométrica IC Estimado IC
ASCgqsn) % razio 107.3 95.7-120.2 109.2 036-124.1
ASCiomy % razio 107.1 94.6 - 121.3 110.1 93.4-1249
Cmax/ASC gysr) Yo razéio 91.3 $2.2-1013 92 R3.7-101.8
Cmax % razio 97.9 88.7 - 108 96.3 87.6 - 109.1
Ke % razio 87 73.1-103.5 81.8 70.9 - 100
Ty % razio 114 95.9 - 136 119.9 99.3 - 138.3
tmax % diferenca 022P 0.07. 0.25° 0.00 -0.25-0.50
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Figura 4: Curva de calibragdo do inter-estudo.
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Tabela 6: Curva Padrio do Inter e Intra-estudo, Onde:

M Média
DP  Desvio Padrio da Media
CV% Coeficiente de Variacio
ER% Erro relativo
Coeficiente angular da reta y=ax+b
b Intercepto da reta y=ax+b

r Coeficiente de correlacio linear

Concentracio 0.50 1.00 2.00 5.00 10.0 20.0 50.0 180 a b r
Curva 01 055 1.18 2.56 5.50 9.51 2143 48.69 99.10 1.014 -0.328  0.9994
Curva 02 0.60 0.85 2.02 3.72 9.74 18.54 4842 102.73 0.980 0.475 0.9992
Curva 03 0.55 1.06 1.99 6.10 11.84 20.65 48.44 96.58 1.041 -0.812  0.9991
Cuarva ¥4 0.70 122 1.95 5.02 9.83 21.41 51.14 97.37 1.021 -0.509  0.9994
Curva 05 053 1.12 1.98 5.08 i0.16 19.39 50.81 99.45 1.003 -0.079 0,9998
Carva 06 0.57 124 2.10 447 10.90 20.15 44,67 101.71 0.998 0384 09977
M 0.58 111 2.10 5.31 10.33 20.26 48.69 99.49 1.009 -0.145  0.9991
Dp 0.06 0.14 0.23 0.58 0.88 1.15 2.31 2.39

CV% 10.77 1298 10.97 10.85 8.54 5.66 4,75 2,40

ER% 16.33 11.17 4,87 6.23 3.27 1.30 -2.61 -0.51
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5.CONCLUSAO



A implantagio dos medicamentos genéricos no Brasil ¢ fato recente e a
importancia desse mercado para a populagéio comega a se revelar frente 4 promogdo do uso
racional de medicamentos. Assim, estudos de bioequivaléncia vém acrescentar novo
conceito de qualidade para o medicamento, contribuindo para um maior controle de pregos e
qualidade do ponto de vista governamental e favorecendo a populagiio nos &mbitos

econdmico ¢ da terapéutica.

Os métodos publicados para quantificagdo de finasterida empregaram tanto
detecgiio U.V. quanto espectrometria de massa. Todos esses métodos requisitaram extracfo
em fase solida e s3o altamente sensiveis, porém, o tempo utilizado na etapa de extragio €
relativamente  “longo” (CARLIN, CHRISTOFALO, VANDENHEUVEL, 1988;
CONSTANZER, MATUSZEWISKI, BAYNE, 1991; CONSTANZER, CHAVEZ,
MATUSZEWISKI, 1994).

Ji o método proposto por MATUSZEWSKI, CONSTANZER, CHAVEZ
(1998), que ndo utiliza extragio em fase solida, emprega extragfio com tampdo seletivo
apresentando baixa interferéncia da matriz biolégica sobre os analitos, porém, esse método
requer um major tempo de andlise (6 minutos) ac comparar-se com nosso método (4
minutos). Além disso, a extragho utilizada no presente estudo foi liquido-liquido (éter
dietilico/hexano).

Os resultados da validacdo indicaram que o método ¢€ preciso e exato para
analise rotineira da finasterida em plasma humano, desta forma, possibilitando a andlise de

maijor numero de amostras em menor intervalo de tempo.

O método descrito neste estudo provou-se simples e confirmou que LC-MS/MS
apresenta adequada sensibilidade e especificidade para determinacfio de finasterida em
plasma humano (HUANG et al., 1990).

Com base neste método, avaliamos a bioequivaléncia de duas formulagSes
empregando a medida das concentragdes plasméticas de finasterida de acordo com as

normas requeridas pelo FDA e Comunidade Européia.

Conclusdo
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Sendo assim, a conduta de um estudo de bioequivaléncia precisa considerar os
varios fatores que interferem e contribuem para a obtencio dos resultados, como por
exemplo: delineamento aberto ¢ cruzado, dicta adotada, aspectos éticos, farmacocinética e
tempo de coleta, método amalitico empregado, analise estatistica, variabilidade
inter-individual, entre outros. (FRIEDMAN, 1996)

A andlise estatistica dos pardmetros farmacocinéticos ¢ realizada mediante o
emprego de testes quase exclusivos para este tipo de estudo. Assim, os estudos
farmacocinéticos t€ém demonstrado diferentes inter-individuais quanto & absorcfo,
distribuicdo, metabolismo e eliminacfio de véarios farmacos (MUNGAL, 1983). Por esse
motivo, os pardmetros farmacocinéticos tém sido apliciveis & clinica como base na escolha
de doses, vias de administragfio, intervalos entre doses, evitando dessa forma concentragdes
toéxicas ou subterapéuticas, bem como, ajuste da dose em casos de distarbios hepéticos e

renais. (FUCHS & WANNMACHER, 1998).

Segunde DILETTI (1991) ha grande variabilidade inter-individual no
“clearance”, ¢ por essa razio, o delineamento cruzado € recomendado para estudos de
bioequivaléncia. Assumindo que o delineamento cruzado de 2 periodos, que compare
formulagio teste com referéncia, postula-se auséneia de interagfio entre formulagio e
periodo. Além disso, assume-se que as observagtes sdo obtidas da distribuicio log-normal e

que as variincias de teste e referéncia sfio as mesmas na escala logaritmica .

Basicamente, os festes estatisticos aplicados dividem-se em dois grupos: os
paramétricos, que levam em consideragiio uma distribuigio populacional log-normal
(HAUSCHKE, 1994); nfio-paramétricos, que independem do tipo de distribuigdo. Ambos os
métodos estatisticos apresentam o mesmo objetivo: obtidas as razdes individuais enire a
formulagio teste/referéncia para ASC, Cmax (ou outra varidvel farmacocinética diferente de
Tmax), calcula-se um valor médio (aritmético ou geométrico) contido no intervalo de
confianca de 90% e analisa-se a inclusfio destas razdes individuais no intervalo de confianca
requerido para bioequivaléncia (80 — 125%).
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80



Um dos pardmetros importantes para se avaliar a velocidade de absorgdo € a
concentragio mAxima atingida (Cmax). De acordo com o FDA, a razdo teste/referéncia do
valor de Cmax deve estar dentro do intervalo de 80 — 125%. Entretanto, a Comunidade
Européia propds um intervalo de 70 —143% (diferenca de 30%), em decorréncia da grande
variabilidade inter-individual da velocidade de absorciio. Deste modo, o pardmetro Cmax
apresenta pelo menos duas possiveis razbes para ser utilizado: assegura que as
concentracdes maximas do produto teste nfo sfo maiores (toxicas) e nem menores (perda de
eficacia) do que as concentragdes do produto referéncia ; a segunda € Obvia, as autoridades

regulatdrias requerem bioequivaléncia com relagdo 4 velocidade de absorgéo.

Recentemente, SCHALL et ol (1994) postula que ha uma tendéncia para a razio
Cmax/ASC substituir Cmax como caracteristica da velocidade da absorgdo. Trabalhos
confirmaram que Cmax/ASC é superior a0 Cmax enquanto indicativo da velocidade de
absorcdo. H4 um dilema na escolha da caracteristica mais adequada para representar a
velocidade da absorgdio: tmax é mais ficil para interpretar do que a razfio Cmax/ASC, mas,
Cmax/ASC pode ser observada com alta precisdo, sendo mais simples para analisar do ponto
de vista estatistico do que tmax. Entretanto, hd uma relagio proxima entre os dois
~ pardmetros, que de maneira geral sfo equivalentes quanto a representatividade da velocidade

-da absor¢io.

Em estudos de bioequivaléncia de formas farmacéuticas e uso oral, ASC ¢é
convencionalmente empregada para caracterizar a extensdo da absorcdo de um farmaco, ela
¢ uma caracteristica composta por extensfo da absorg¢do € depuragéio do farmaco.( SCHALL
et al, 1994)

Quando a curva da concentracdo plasmatica versus tempo (figura 3) foi
empregada para mensurar bioequivaléncia, nfo houve diferenca significativa quanto a
extenso da absor¢lo observada entre as duas formulagSes. As razBes individuais de
ASC((-48h) para ambas as formulagdes estdo inclusas no intervalo de confianga de 90%

requerido para bioequivaléncia (80 — 125%).
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Quanto a velocidade de absorcéio a bioequivaléncia pode ser concluida, uma vez
que as razdes individuais de Cmax estio inclusas no intervalo de 80 — 125% requerido para

bioequivaléncia.

Em relagio ao Tmax, as diferencas individuais nfio foram significativamente

diferentes de zero.

A finasterida ¢ extensivamente hidrolisada pelo metabolismo hepético via reagéio
de oxidacdo (STEINER, 1996). Como consequéncia, o metabolismo hepético e a excregéo
biliar desempenham importante papel na distribuigiio da droga. O que pode explicar a
variabilidade inter-individual que acarreta a nfo inclusfio das razdes de 1172 & Ke no IC 90%
(80 - 125%), vide tabela 5.

Os valores de t1/ (4.4 h para Flaxin ® ¢ 3.8 h para Proscar®) € tpax (2.5 h para

Flaxin ® e 2.0 h para Proscar®) estio de acordo com estudos realizados em diferentes
faixas etarias (PETER & SORKIN, 1993). Nesse estudo a média de idade dos voluntérios
foi de 24 + 3.39 anos, o que explica um Cpiy (1.2 ng/ml. para Flaxin ® e 1.0 ng/mL para
Proscar®) mais baixo do que o obtido em grupos de idosos, uma vez que o t]/2 apresenta
valores menores em individuos jovens. Conforme demonstrado por PETER & SORKIN
(1993), 0 Cppyip  obtido para a faixa etiria de 45 a 60 anos foi de 3 ng/mi, apds a

administragdo via oral de 5 mg, enquanto que individuos acima de 70 anos apresentraram

um Cpyipy de 4 ng/mL.

Concluindo, a tabela 4 demonstra que os valores de ASC(0_48h), ASC(O_QO),
Cmax/ ASC(0-48h) © Cmax, incluem-se no intervalo de confianca de 80 - 125%. Sendo

assim, as formulacBes podem ser consideradas bioequivalentes quanto a velocidade e

extensfio de absor¢io segundo norma preconizada pelo FDA (1985, 1993).
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6.SUMMARY



Two different finasteride tablet formulations were evaluated for their relative
bioavailability (Flaxin® tablets 5 mg, Merck S.A. Industrias Quimicas - Brazil as the test
formulation vs Proscar® tablets 5 mg, Merck Sharp & Dhome, as the reference formulation)
in 23 healthy male volunteers who received a single 5 mg oral dose of each preparation. The
study was open, randomized with two-period crossover design and a 7-day washout period.
Plasma samples were obtained over a 48-hour interval. The finasteride concentrations were
determined by HPLC coupled to tandem mass spectrometry (LC-MS-MS). The analytical
method developed has a Limit of Quantitation (LOQ) of 0.50 ng/ml in plasma. The mean +
SD measured concentration was 2.05 = 0.14 ng/ml (n=30) for the Quality Control of 2.00
ng/mL (QCA), with precision of 6.9% and accuracy of 2.55%, while Quality Control of
20.00 ng/mL , (QCC) the mean + S.D. measured concentration was 20 * 0.80 ng/mL (n=30)
with precision of 3.81% and accuracy of 0.09%. From the plasma finasteride concentration
vs time curves the following pharmacokinetics parameters were obtained: AUCg.45), AUCq.
), Cmaxs Cmax / AUCguas), ke, climination balflife and tmay. Geometric mean

Flaxin®/Proscar® individual percent ratio was 95.71 for AUCo4shy and 88.70% for Cpax. The
90% confidence interval for the geometric mean of the individual ratio test
formulation/reference formulation was 95.70 - 120.20% for AUCo4sn), 94.60 — 121.30 for
AUC gy and 88.70 - 108 % for Cyax. Since, for both Crex 0r AUC the 90% CI are within the
interval proposed by the Food and Drug Administration test formulation is bioequivalent to
reference formulation for both, the rate and extent of absorption after single dose
administration.

Key words: finasteride - pharmacokinetics - bioequivalence- mass spectrometry
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Concentracdes Individuais vs. Tempo (Figuras) e Parimetros Farmacocinéticos

(Tabelas)
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ASC (0-48h) (ng/h-ml) 141 188
ASC (0<0) (ng/h-ml) 148 196
ASC (0-48h) / ASC (0-) (%) 95.4 95.8
Crnax (ng/ml) 19.2 29.9
Tmax () 2.5 3.0
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ASC (0-48h) (ng/h-ml) 216 161
ASC (0-0) (ng/h-ml) 216 162
ASC (0-48h) / ASC (0-00) (%) 100.0 99.6
Cpyax (ng/mi) 37.6 29.4
Tmax (b) 1.5 2.0
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ASC (0-48h) (ng/h-mi) 242 253
ASC (0-0) (ng/h-ml) 245 256
ASC (0-48h) / ASC (0-0) (%) 98.7 98.9
Cmax (ng/ml) 35.5 43.7
Tmax () 2.5 1.0
T (h) 5.9 5.6
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ASC (0-00) (ng/h-ml) 196 156
ASC (0-48h) / ASC (0-) (%) 99.0 99.3
Cax (ng/ml) 36.9 34.3
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ASC (0-48h) (ng/h-mi) 88 86
ASC (0-00) (ng/h-ml) 90 86
ASC (0-48h) / ASC (0-) (%) 98.1 100.0
Cinax (ng/mi) 12.4 20.2

Trax ) 2.0 2.0
Tin (B) 3.9 1.7
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Pardametros Flaxin® Proscar®
ASC (0-48h} (ng/h-ml) 273 226
ASC (0-) (ng/h-ml) 275 226
ASC (0-48h) / ASC (0-00) (%) 99 .4 100.0
Cnax (ng/ml) 25.5 26.3
Tnax (h) 4.0 3.0

Tz () 49 4.1
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ASC (0-48h) (ng/h'mi) 131 120
ASC (0-c0) (ng/h-ml) 135 128
ASC (0-48h) / ASC (0-) (%) 97.0 94.1
Crnax (ng/mi) 32.8 23.9
Trmax (b) 2.5 3.0
Tiz (h) 4.6 3.6
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ASC (0-48h) / ASC (0-00) (%) 97.4 100.0
Cpnax (ng/ml) 334 30.5
Tmax (b) 3.0 4.0
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ASC (0-48h) (ng/h-ml) 209 159
ASC (0-0) (ng/h-ml) 209 166
ASC (0-48h) / ASC (0-0) (%) 100.0 95.6
Cinax (ng/mi) 28.2 31.2
Tmax (h) 1.5 1.5

T (B) 3.2 5.1
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ASC (0-48h) (ng/h'ml) 157 96
ASC (0-o0) (ng/h'ml) 159 99
ASC (0-48h) / ASC (0-0) (%) 98.5 97.2
Crnax (ng/ml) 14.1 20.2
Tmax (b) 6.0 1.5

Tip (h) 5.5 4.1
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ASC (0-48h) (ng/h-ml) 129 80
ASC (0-) (ng/h-ml) 130 80
ASC (0-48h) / ASC (0-00) (%) 98.7 100.0
Crpax (ng/ml) 30.8 18.0
Trmax () 1.5 1.5
Tz () 3.8 2.3
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ASC (0-00) (ng/h-ml) 162 125
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ASC (0-48h) (ng/h-ml) 129 102
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ASC (0-48h) / ASC (0-0) (%) 90.7 100.0
Cmax (ng/mi) 28.4 22.5
Tmax () 3.0 1.5
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Parametros Flaxin® Proscar®
ASC (0-48h) (ng/hrmi) 293 176
ASC (0-0) (ng/h'mi) 306 189
ASC (0-48h) / ASC (0-0) (%) 95.8 93.2
Cinax (ng/ml) 33.2 23.7
Tmax (h) 1.5 3.0
Tz (b 7.5 5.5
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ASC (048h) (ng/hrml) 166 120
ASC (0-c0) (ng/hrml) 189 125
ASC (0-48h) / ASC (0-20) (%) 87.7 96.5
Cmax (ng/ml) 32.0 23.4
Timax (h) 1.0 1.5
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ASC (0-48h) (ng/h-ml) 110 161
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ASC (0-48h) / ASC (0-0) (%) 99.3 99.3
Cpyax (ng/mi) 20.0 19.1
Tmax (h) 2.0 3.0

Tin (h) 28 3.1
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ASC (0-48h) / ASC (0-) (%) 98.5 98.0
Cinax (ng/mb) 229 25.0
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ASC (0-48h) (ng/b'ml) 108 93
ASC (0-0) (ng/h-ml) 111 93
ASC (0-48h) / ASC (0-0) (%) 97.5 100.0
Crnax (ng/mi) 222 25.5
Tinax () 2.5 2.0
Tiz (h) 3.9 2.8
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Tempo (h)
Parametros Flaxin® Proscar®
ASC (0-48h) (ng/h-m]) 99 114
ASC (0-00) (ng/h'ml) 100 115
ASC (0-48h) / ASC (0-0) (%) 99.4 99.4
Cmax (ng/mi) 28.3 242
Tmax () 2.0 3.0

Tiz (h) 24 2.9
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TERMO DE COMPROMISSO

Maria Elisabete Amaral de Moraes, Professor Adjunto do Departamento de
Farmacologia da Universidade Federal do Ceara (UFC), médica, pesquisadora,
coordenadora da Unidade de Farmacologia Clinica da UFC, RG 432.910 SSP-CE, CPF
090.413.893-34, residente ¢ domiciliada & Rua Pascoal de Castro Alves, 412 nesta capital,
responsavel pelo projeto de pesquisa intitulado: “Estudo de biodisponibilidade de duas
preparagdes farmacéuticas de finasterida em voluntarios sadios" compromete-se a
desenvolver a pesquisa supracitada conforme as diretrizes ¢ normas regulamentadas de
pesquisa envolvendo seres humanos da Resolugdo n° 196 de 10 de outubro de 1996 do
Conselho Nacional de Satde - Ministério da Saide ¢ de acordo com a Declaragio de
Helsinque (1965) e as revisdes de Toquio (1975), Veneza (1983) e (1996).

Fortaleza, 12 de novembro de 1998

Maria Elisabete Amaral de Moraes

Coordenadora da Unidade de Farmacologia Clinica da UFC
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TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Estudo de biodisponibilidade de duas preparacdes farmacéuticas de finasterida em

voluntarios sadios

Vocé esta sendo convidado a participar de um projeto de pesquisa. Sua participagio é
importante, porém, vocé nio deve participar contra a sua vontade, Leia atentamente as
mformagdes abaixo e faca qualquer pergunta que desejar para que todos os procedimentos

desta pesquisa sejam esclarecidos.

Responsaveis: Drs. Maria Elisabete Amaral de Moraes, Manoel Odorico de Moraes,
Femando A. Frota Bezerra e Gilberto De Nucci

O abaixo-assinado (Nome, idade e n€ prontuaric HUWC), declara que é de livre e
espontdnea vontade que estd participando como voluntirio do projeto de pesquisa supra-
citado, de responsabilidade dos médicos Maria Elisabete Amaral de Moraes, Manoel
Odorico de Moraes, Fernando A. Frota Bezerra da Unidade de Farmacologia Clinica do
HUWC- UFC e Gilberto De Nucci, da Unidade de Farmacologia Clinica - HC UNICAMP.

O abaixo-assinado esté ciente que:

i - O objetivo da pesquisa € verificar se comprimidos de finasterida (Flaxin®, 5 mg)
fabricados pela Merck Indtstrias Quimicas S.A. do Brasil atingem niveis plasmaticos
equivalentes a comprimidos de finasterida (Proscar®, 5 mg) elaborados pela Merck Sharp &
Dodhme do Brasil.

ii - Durante o estudo, sera internado duas vezes por 48 horas cada periade, com intervalo de
14 dias. Nas duas ocasides do internamento, seri administrado 5 mg de Flaxin® ou
Proscar® na forma de comprimidos, por via oral e coletadas 18 amostras de sangue (8 ml
cada amostra) através de "butterfly” heparinizado.

i - A participagdo neste estudo nfo tem objetive de se submeter a um tratamento

terapéutico.
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iv - A administragio oral de finasterida de maneira continuada pode causar efeitos colaterais
como nauseas, diarréia, epigastralgia, ginecomastia. Além dos efeitos citados, a

administraciio deste medicamento pode causar reagbes imprevisiveis.

v - Ser4 submetido antes da primeira e apds a segunda internagdo aos seguintes exames
laboratoriais: de sangue (hemograma, transaminases, fosfatase alcalina, bilirrubina total,
proteinas, colesterol, triglicérides, uréia, creatinina e 4cido drico), de urina (urina tipo I}, e
do coragéio (eletrocardiograma). Sorologias para HIV, hepatites B e C e parasitologico de

fezes serfio realizados apenas antes da primeira internagio.

vi - Obteve todas as informacBes necessdrias para poder decidir conscientemente sobre a

participagiio no referido ensaio clinico.

vii - Tem a liberdade de desistir ou interromper a participacdo neste estudo no momento que
desejar, sem necessidade de qualquer explicacdo e sem que isto venha interferir no seu

atendimento médico desta Instituicio.

viii -~ A interrupgio ndo causara prejuizo ao seu atendimento, cuidado e tratamento pela

equipe da Unidade de Farmacologia Clinica.

ix - Os resultados obtidos durante este ensaio serfio mantidos em sigilo, e a Unidade de
Farmacologia Clinica nfo identificara o voluntario por ocasifio da exposigio e/ou publicacdo

dos mesmos.

x - Durante o periodo de 180 dias a partir da data da assinatura do mesmo, o voluntério

estaré assegurado (Seguro de Vida em Grupo) pela empresa Vera Cruz Seguradora.

xi - Caso haja alguma intercorréncia, devera procurar o servigo de ambulatério médico do
Hospital de Clinicas da UFC e solicitar que 0 mesmo contacte os médicos responsaveis pelo

ensaio clinico, nos telefones abaixo.
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xii - A Unidade de Farmacologia Clinica o mantera informado e prestard qualquer tipo de

esclarecimento em relacfio ao progresso da pesquisa, conforme solicitagio do voluntério.

xiii - Poderd contactar a Secretaria da Comissdo de Etica (fone 085-243 9330) para

apresentar recursos ou reclamagdes em relag8o ao ensaio clinico.

xiv - O voluntério receberd a quantia de R$ 260,00 (duzentos e sessenta reais) referente a
ressarcimento das despesas e tempo dispendidos na realizagio do supra-citado estudo
clinico.

xv - E condicdo indispensavel para participaco no ensajo clinico que esteja em boa saude, e

portanto, nfio esteja no momento sob tratamento médico ou fazendo uso de quaisquer drogas

ou medicacgdes.

Fortaleza,

Assinatura do voluntario

Manoel Odorico de Moraes - Fone 085 - 234 3631

Maria Elisabete Amaral de Moraes - Fone 085 - 243 9346 ¢ 981 4751
Fernando A. Frota Bezerra - Fone 085 - 243 9105 e 981 7961
Gilberto De Nucci — Fone 011 — 818 7493
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Universtdade Federal do Ceurdt
Comité de Etica em Pesquisa

Of. n° 085/98 Fortaleza, 26 de novembro de 1998
Protocolo n® 058/98

Dept"./Servigo: Unidade de Farmacologia Clinica/UFC

Titwlo do Projeto: “Estudo de Biodisponibilidade de 2 Forrmulagoes de Finasterida em
Voluntarios Sadios do Sexo Masculino”

Levamos ao conhecimento de V.S que o Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de
Medicina ¢ Complexo Hospitalar da Universidade Federal do Ceard -~ COMEPE, dentro das
normas que regulamentam a pesquisa em seres humanos, do Conselho Nacional de Saide -
Ministério da Saude, Resolugdo n°196, de 10 de outubro de 1996, publicada no Diério Oficial
da Unifio em 16 de outubro de 1896, aprovou o projeto supracitado, na reuniio do dia 26 de
novembro de 1998,

Atenciosamente,

o i -
m,ihkam, PWYLDZ %0
Drd. Mirian Parente Monteird
Profa. Assistente I Farmaceutica

Bi?\ﬁsi
n da }.:'.jl(‘rm'?i f V/)G‘f‘ifi:"lr’? - [ f 0
Dr. Fabio pomes de Matgs e Sousa Dr}] waﬁor C.Maci
Prof. Adjunto I/Psiquiatr Bacharef ¢ Administragdo de

. Empresa R

A »
DR\ = e mL%ﬁf_iM
Dr. Evandro Carneiro Martins “Dra. Yaby Mendohca de Almeida
Advogado do Conselho Regional de Profa, Adjunto IV/Medica
Medicina
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Telefax

Date: 2 August 2000
Schr/Eb

To:Mrs Fabiana Gatti de Menezes
Fax no.: 0055/11 8187493

Sao Paulo, Brazil

e-mail address: fagatti74@hotmail.com
From: ECV. Editio Cantor Verlag
Department : Editoriat Office

Please Contact: Viktor Schramm
Phone: 07525/940.120

Fax: 07525/940.127

e-mail: redaktion@ecv.de

pages (incl. coversheet). 1

Arzneimittel Forschung

Drug Research

Publication of the paper by Menezes et al. "Bioequivalence Study

of Finasteride"

Dear Mrs Menezes,

Referring to your e-mail inquiry of 1 August, we want to inform you
that publication of the above mentioned study has been definitely
agreed to and that we have already fixed a publication date.

The paper will be published in the February issue no. 2/2001.

The proofs for checking and imprimatur will be made available to you

by the end of this year.

We hope that this information is helpful to you, and we remain

with kind regards,

Arzneimittek-Forschung
Drug Reseadrch

. W

{Viktor Schramm})
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Summary

Two different finasteride (CAS 98319 - 26 -7) tablet formulations were
evaluated for their relative bioavailability (Flaxin® tablets 5 mg, as the test formulation vs
reference formulation, tablets 5 mg) in 23 healthy male volunteers who received a single 5
mg oral dose of each preparation. The study was open, randomized with two-period
crossover design and a 7-day washout period. Plasma samples were obtained over a 48-hour
interval. The finasteride concentrations were determined by HPLC coupled to tandem mass
spectrometry (LC-MS-MS). The analytical method developed has a Limit of Quantitation
(LOQ) of 0.50 ng/ml in plasma. The mean + SD measured concentration was 2.05 £ 0.14
ng/ml (n=30) for the Quality Control of 2.00 ng/mL (QCA), with precision of 6.9% and
accuracy of 2.55%, while Quality Control of 20.00 ng/mL , (QCC) the mean = S.D.
measured concentration was 20 + 0.80 ng/mL (n=30) with precision of 3.81% aund accuracy
of 0.09%. From the plasma finasteride concentration vs time curves the following
pharmacokinetics parameters were obtained: AUCp48), AUC0<0), Crmax, Cimax / AUC(048), ke,
elimination half-life and tp,y. Geometric mean test/reference formulations individual
percent ratio was 95.71 for AUC p4sn) and 88.70% for Crax. The 90% confidence interval for
the geometric mean of the individual ratio test/reference formulations was 95.70 - 120.20%
for AUC g-4sn), 94.60 — 121.30 for AUC(p.) and 88.70 - 108 % for Cpax. Since, for both Crax
or AUC the 90% CI are within the interval proposed by the Food and Drug Administration
test formulation is bioequivalent to reference formulation for both, the rate and extent of
absorption after single dose administration.

Key words: finasteride - pharmacokinetics - bioequivalence- mass spectrometry
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1. Introduction

Finasteride (5a, 17B) -N- (1,1- Dimethylethyl) -3-oxo-4-azaandrost-1-ene-17
carboxamide (CAS 98319-26-7) is a potent So-reductase inhibitor, that has been used to
treat men with benign prostatic hyperplasia [1,2]. This inhibition allows selective androgen
deprivation affecting dihydrosterone (DHT) level in target organs wihout affecting
circulating levels of testosterone, thus preserving the sexual function [3,4].

Finasteride is rapidly absorbed from the gastrointestinal tract (95%) and the peak
plasma concentration observed is generally about 1.8 £ 0.8 hours after a 5 mg oral dose,

whereas the Cmax is 38.1 + 7.0 ng/L [5].

Finasteride undergoes extensive hepatic metabolism through oxidative
pathways, leading to metabolites that are inactive and eliminated mainly through the bile
(60-80%). Excretion occurs by urinary (39% of dose) and fecal (57% of dose) routs at the
doses of 5-38 mg. The major compound recovered from the urine was the monocarboxylic

acid and from the plasma was the monohydroxylated metabolite [6, 7].

The mean terminal phase elimination half-life (t,, ), independent of dose, ranged
from 4.8 to 6.0 h. However, with a muitiple dose regimen of 5 mg/day during 17 days, t, ,

values were greater among elderly volunteers (aged > 70 years; 7.8 to 9.1 h) than in younger
volunteers (aged 45 to 60 vears; 6.0 to 7.7 h) when assessed on days 1, 5 and 17.

In healthy male volunteers a single oral dose lower than 10 mg produced a
reduction of 50 to 65% in DHT levels, however, doses between 10 and 100 mg produced a
75-82% reduction in circulating androgen [8, 9, 10, 11]. The present study compares the
bioavailability of two finasteride formmlations (5 mg tablets) in healthy male volunteers.
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2. Subjects, materials and methods
2.1 Clinical protocol

Twenty-three healthy male volunteers between 18 and 45 years old (24 + 3.39
years old) with a height between 161 and 188 cm (174 + 6.7 cm), weighing between 56 and
91.5 kg (74.7 + 9.3 kg), and within 15% of their ideal body weight, were enrolled in the
study. All subjects gave their written informed consent prior to participating in the study,
and the clinical protocol was approved by the Ethics Committee for Clinical Investigation of
the University Hospital (Federal University of Cear4 - Brazil).

The volunteers were free from significant cardiac, hepatic, repal, pulmonary,
neurological, gastrointestinal and hematological disease, as assessed by physical and
psychiatric examination, ECG, and the following laboratory tests: blood glucose, urea,
creatinine, AST, ALT, alkaline phosphatase, y-GT, total bilirubin, albumin, total protein,
triglycerides, total cholesterol, hemoglobin, hematocrit, total and differential white cell
counts, erythrocyte sedimentation rate and routine urinalysis. All subjects were negative for
HIV, HBV and HCV.

The study was conducted in an open, randomized, two-period crossover design
with seven days of washout interval. During each period, the volunteers were hospitalized at
11:00 p.m. having already had a normal evening meal. All volunteers were required to
remain fasten until three hours after dose administration in the following morning at 7:00
a.m. a single 5 mg dose of either finasteride formulation, Flaxin® (lot No. 80244, expiration
date: 10/2000) as the test formulation (Merck S.A., Brazil) and reference formulation (lot
No. 982285, expiration date: 04/2000) along with 200 ml of tap water. After three hours
following drug administration a light breakfast was provided; a standard lunch and evening
meal were consumed 5 and 12 hours after dosing, respectively. No other food was permitted
during the “in-house” period. Liquid refreshment was permitted "ad libitum" after lunch but
xanthine-containing drinks including tea, coffee, and cola were avoided. In addition,
smoking was not allowed during the "in-house” period. Concomitant medication was to be
avoided as possible during the study. At each blood sampling time, systolic and diastolic
arterial pressure (measured non-invasively with a sphygmomanometer) and heart rate were

recorded.
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2.2. Drug analysis

Blood samples (7 ml) from a suitable forearm vein were collected into clean
tubes containing anti coagulant (heparin) before and 0.5, 1.0, 1.5, 2, 2.5, 3, 4, 5, 6, 8, 10, 12,
18, 24, 36 and 48 hours post-dosing. The blood samples were spun at 4,000 rpm for 10 min
at room temperature and the plasma decanted and stored at —20°C until used for drug assay.
All samples from a single volunteer were analyzed in duplicate and finasteride plasma
concentrations were determined by validated method wusing high-pressure liquid
chromatography coupled to a mass spectrometer (LC-MS-MS), as described below.

Two hundred microliters of plasma was dispensed into appropriate tubes
containing internal standard (cyproterone, 100 ng/mL). The tubes were vortex-mixed and
allowed to stand at room temperature for 5 minutes. Diethyl ether/hexane (80:20; 4 mL) was
then added and the samples were vortex-mixed for 30 seconds. The tubes were centrifuged
at 2,000 rpm for 10 minutes at 4 °C. The upper organic layer was carefully removed and
transferred using Pasteur pipettes to test tubes. The solvent was removed by a gentle stream
of nitrogen in a dry bath, at 37 °C. Two hundred microliters of mobile phase (80% CH3CN,
20% water, 10 mM formic acid, pH=3.5) was added to the tubes, which were then vortex-
mixed for 15 scconds to reconstitute the residues. The solutions were transferred to

microvials, capped, and placed in an HP 1100 autosampler rack.

A teversed-phase C18 column (Genesis 4um C18; 150X4.6 mm, USA) was used
and operated at a temperature of 40 °C. The temperature of the autosampler was maintained
at 10 °C and the injection volume was 40 uL.. The mobile phase was delivered at a flow rate
of 1mL/min. A split of the column eluent of approximately 1:20 was inclided so that only

approximately 50 pL/min entered the mass spectrometer.
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2.3. Mass-spectrometric conditions

Mass spectrometry was performed using a Quatro II triple stage quadrupole
mass spectrometer with an electrospray ionisation (ESI) source. The ESI source was
operated in the positive ionization mode (ES+), and MRM, m/z 373.10 > 305.10 and m/z
417.10 > 278.70, were used for monitorization of finasteride and cyproterone, respectively.
The dwell time, the cone voltage, the collision energy and gas pressure (Argon) were 0.10

sec, 30 V, 25 €V and 8.9 X 10 bar for finasteride and 0.10 sec, 50 V, 30 ¢V and 8.9 X 10™

for cyproterone.

2.4, Precision and accuracy

Three Quality control samples QCA, QCB and QCC were prepared by spiking
pooled human plasma to final concentrations of 2.0, 5.0 and 20 ng/mL of finasteride
respectively. Between-run accuracy and precision were calculated both on quality control
samples. Calibration curve experiments were performed in duplicate. Each quality control
sample was analyzed three or four times in every assay.

2.5. Pharmacokinetics and statistical analysis

The first-order terminal elimination rate constant (Ke) was estimated by linear
regeession from the points describing the elimination phase on a log-linear plot. Half-life
(t1/2) was derived from this rate constant (t/2 = In (2)/Ke). The maximum observed plasma
concentration (Cmax) and the time taken to achieve this maximum level (iy,,¢) were
obtained directly from the curves. The areas under the finasteride plasma concentration vs
timg curves from 048 h (AUCpu4sy) were calculated by applying the linear trapezoidal
-method in a mon-compartmental pharmacokinetic model. Extrapolation of these areas to
infinity (AUC()) was done by adding the value C48/Ke to the calculated AUC gusn) ( C48
= plasma concentration calculated from the log-linear regression equation obtained for the
estimation of Ke 48 h after dosing).

Anexos
133



Bioequivalence between both formulations was assessed by calculating
individual AUC0.sn), AUC(@), Cmax, ke and t1/2, ratios and tmay individual differences

with their mean and 90% confidence interval (90% CI) after log-transformation data. The
inclusion of the 90% CI for the ratio in the 80-125% bioequivalence interval, and that of the
zero value in the 90% CI for the differences were analyzed using a parametric test
(ANOVA) for all pharmacokinetic parameters except tmax; for which a non-parametric test

(Wilcoxon test) was used.

Software used were WinNonlin Professional Network Edition, version 1.5
(Pharsight Corporation, Mountain View, California, USA), Bioequivalence Program for
Two-Period Crossover Studies version 3.4 (author: Herman P Wijnand, Bs Oss, The
Netherlands), Microsoft Excel version 7 (Microsoft Corporation, Redmond, WA, USA) and
GraphPad Prism version 3.00 (GraphPad Software, Inc. San Diego, California, USA).

3. Results

A volunteer reported headache, but this adverse effect was not related to drug
adverse event. Laboratory tests results were within the reference values at the end of the
clinical protocol. The figures 1(a) and 1(b) show the human blapk plasma mass
chromatograms obtained by a multipie reaction monitoring (MRM) mode of cyproterone
(MRM of 417.10 > 278.70) and finasteride (MRM of 373.10 > 305.10), respectively. Figure
1 (c) shows the typical mass chromatogram obtained after spiked human plasma with
cyproterone (100 ng/mL; retention time was 3.4 min). Figure 1 (d) shows the human piasma
sample drawn 3 hour after oral administration of 5 mg of finasteride, in which the retention

was 2.6 mm.

The calibration curve was linear over the range 0.5-100 ng/ml, with a regression
coefficient equal to or higher than 0.995 and intercepts not signficant different from zero.
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The LOQ was defined here as the lowest point on the standard curve for which
the precision and accuracy were < 20% [12, 13]. The current assay had 2 LOQ of 0.5 ng/ml
in plasma for finasteride based on 0.2 ml aliquots of plasma.

The mean finasteride concentration vs time profiles for both formulations are

shown in figure 2.

Table 1 shows mean AUC(O 48y AUC{OQO), Cmax/AUC(MS)’ Cunax> Cins Ke» tn and
t  values obtained for each formulation.

max

Bioequivalence analysis by parametric and nonparametric treatment of individual ratios and
differences is described in Table 2. No period effect was observed for any of the analyzed
pharmacokinetic parameters (data not shown).

The results fiom between-day accuracy and precision for the quality controls (2.0, 5.0 and
20 ng/ml.) samples are summarized in Table 3.

4, Discussion

The methods published for quantification of finasteride employed either
ultraviolet detection or mass spectrometry detection. All these methods require solid phase
extraction and are highly sensitive, but a time consuming solid-phase extraction step is
necessary [14, 15, 16]. The method proposed by Matuszewski et al [17] that not use solid-
phase extraction, employees a buffered selective extraction providing low interference from
the plasma matrix in the analytes, but this method requires a longer time of analyses (run
time of 6 min), as compared to our (run time of 4 min). In addition, the drug and internal
standard used in our method were extracted from biological matrices by a single liquid-
liquid extraction (diethyl ether/hexane). The validation results indicated that the method is
rugged, precise and accurate and is suitable for routine analysis of the finasteride in human
plasma.
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The method described in this study proved to be simple and confirms that
LC/MS/MS shows appropriate sensitivity, specificity for the determination of finasteride in
hurman plasma {18].

As shown in Table 1, no significant differences were observed in the mean
AUC 048y, AUC(o.m), Chax, Conins Cnax/ AUC043), Ke, tl n tmax and values obtained for each

formulation as assessed by the overlapping observed in the 90% confidence interval (CI) of

the geometric means.

When finasteride concentration-time curves (fig. 2) were applied to assess
bioequivalence, no significant difference in the extent and rate of absorption was observed
among the two formulations (assessed by inclusion of the 90% confidence interval for
individual AUCg4gy and Cp.x ratios in the bioequivalence range of 80-125%).

Finasteride is extensively hydrolyzed by hepatic metabolism through oxidative
pathway [5]. As a consequence the hepatic metabolism and biliary excretion play an
important role in the disposition of the drug. This could explain the inter-subject variability
that led to non-inclusion of the 90% confidence interval for individual finasteride t1» and Ke
ratios in the 80-125%.

The elimination t, and t o values are in accordance with studies done in

different group of age. The present study was performed in a group of young volunteers (24
+ 3.39 years). Thus, when we compared our data with the literature we confirmed the
presence of a low Cp, observed in younger volunteers. These results suggest that the lower
Cmin values observed were due to faster t;» when we compared with studies in elderly
volunteers. These data shown a Cpin of 3 ng/mL (aged 45 to 60) and 4 ng/mL (above 70
years old) after oral administration of 5.0 mg/day on first day [19].

In conclusion, the application of ¢ither parametric statistics reveals the presence
of bioequivalence between both finasteride formulation for the rate and extent of absorption
as required by the Food and Drug Administration regulations [20, 21].
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Table 1. Mean pharmacokinetic parameters obtained from 23 volunteers after the

administration of each finasteride tablet formmlation (5 mg).

Parameter Test Reference
AUC g 4sp (ng/ b mL)
Geom. Mean 1584 147.9
90% CI 139.8-179.4 128.1-170.6
AUCp) (ng/ml)
Geom. Mean 163.2 152.7
90% CI 144.1-184.8 131-178
Cmax (ng/mL)
Geom. Mean 26.3 26.8
90% CI 23.6-29.2 24.6-29.1
Cmin (ng/mL)
Geomnt. Mean 12 1.0
90% CI 1.0-1.5 0.8-1.2
Cmax/AUC gagny(h™)
Geom. Mean 0.17 0.18
80% CI 0.15-6.19 0.16-0.20
Ke (1)
Geom. Mean 0.16 0.18
90% CI 0.14-0.18 0.15-0.21
ty2 (b
Geom. Mean 4.4 3.8
90% CI 3949 3245
Trmax
Median 25 )
Range 1-6 1-4
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Table 2. Statistical analys:s of individual AUC(0.431,), AUC(a.m), Craxe Cinax )"AUC(Msh) ke,

t1/9, and ratios and ty,y individual differences, for the two finasteride formulations.

a According to Hauschke et al [22] and the FDA, non-parametric results are expressed as
point estimate and 90% CI of individual ratios, except for tmay (expressed as point estimate

and 90% CI of individual differences)
b Arithmetic mean of individual differences

€ 90% CI of individual differences

Test/ Reference Statistical analysis

Parametric analysis Non-Parametric analysisa

Geometric 90% Point 20%
mean CI Estimate CI
AUC 5 431 % ratio 107.3 95.7-1202 1092 93.6 - 124.1
AUCq . % ratio 107.1 94.6-121.3 1101 934 -124.9
Cmax/AUC 451y o ratio 91.3 822-1013 92 83.7-101.8
Cmax % ratio 97.9 88.7-108 96.3 87.6-109.1
Ke % ratio 87 73.1-103.5 81.8 70.9- 100
t; 7 % ratio 114 95.9- 136 119.9 993 - 1383
tmax vo difference 0-22b 0.07 - 0.25° 0.00 -0.25-0.50
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Table 3. Between-day precision and accuracy from QC samples of finasteride plasma

extracts.

3Calculated as percent standard deviation, RSD%= 100(SD/M)

bCalculated as percent relative error, RE%= (E-T)*(100/T)

Quality Control n Mean S.D. Precision? Accuracyb
QCA (2.0 ng/mL) 30 2.05 0.14 6.92 2.55
QCB (5.0 ng/mL) 30 5.10 0.30 4.90 2.84
QCC (20.0 ng/mL) 30 20.0 0.80 3.81 0.09
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Fig 1
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Fig 2
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LEGENDS
FIGURES

Fig. 1 Selected ion chromatograms (MRM) showing retention times: Panel (a): Blank
human plasma sample of cyproterone (417.10>278.70). Panel (b): Blank human plasma
sample of finasteride (373.10>305.10). Panel (c): Cyproterone (MRM of two channels; ES+
417.10>278.70). Panel (d): Finasteride (MRM of two channels, ES+ 373.10>305.10).

Fig. 2 Plasma finasteride concentrations (mean with SEM) versus time curves in 23 healthy
male volunteers after a single dose (5 mg) of each finasteride tablet formulation.
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