1. INTRODUCAO



Atualmente, o Brasil coloca-se na décima posicdo no ranking dos
maiores consumidores de medicamentos do mundo, movimentando
aproximadamente 5 bilhdes de ddélares por ano. Além disso, € o0 primeiro
colocado mundial no numero de farmacias, com cerca de 50 mil lojas,
correspondendo a 3,34 lojas para cada 10 mil habitantes (Pro-genéricos, 2004).

A eficacia clinica de um medicamento pode ser afetada por fatores
fisioldgicos como transporte através das membranas bioldgicas, motilidade e
tempo de transito gastrintestinal, metabolizagdo no trato gastrintestinal, por
fatores inerentes ao farmaco, por fatores relacionados a forma farmacéutica,
além de fatores externos, ou seja, administragdo concomitante a outros
medicamentos ou interagdo com determinados alimentos. Estes fatores podem
influenciar diretamente os parametros relacionados com a biodisponibilidade,
isto €, a extensdo da absorcdo do farmaco contido na forma farmacéutica e a
velocidade com a qual este processo ocorre (Dressman et al., 1998; Porta,
1999; Manadas et al., 2002; Koono, 2005).

A equivaléncia terapéutica entre um produto teste e o produto referéncia
pode ser demonstrada por meio de comparagdao farmacocinética, apdés a
administracdo de ambos. Este procedimento é adotado em substituicdo aos
ensaios clinicos, pois estes normalmente utilizam um elevado numero de
pacientes e requerem alto custo, além de um longo periodo de tempo. Esta
abordagem baseia-se no principio de que perfis semelhantes de concentragéo
plasmatica do farmaco versus tempo fornecerdo resultantes similares em
termos de eficacia e seguranca, desde que exista uma relagdo bem definida
entre a concentracdo do farmaco ou metabdlito ativo e o efeito terapéutico

(Meredith, 1996; Gleiter, 1998).



Dois produtos s&o considerados equivalentes terapéuticos se
apresentarem biodisponibilidades semelhantes quando administrados ao
mesmo individuo, na mesma dose molar, sob as mesmas condi¢des
experimentais, o que pode ser analisado em estudos de bioequivaléncia (Porta,
1999).

Durante os estudos de bioequivaléncia, os produtos teste e referéncia
sao administrados a voluntarios sob as mesmas condi¢cdes. Posteriormente,
amostras biolégicas como sangue, plasma ou urina, sdo analisadas em relagao
a concentracdo de farmaco ou metabdlitos e os seguintes parametros
farmacocinéticos dos medicamentos teste e referéncia s&o avaliados:
concentragdo plasmatica maxima (Cmax) € area sob a curva de concentragdo
plasmatica versus tempo (ASC), que sao comparados estatisticamente
(Storpirtis, Consiglieri, 1995; Consiglieri, Storpirtis, 2000; Souza, 2005).

A ciclobenzaprina foi sintetizada originalmente em 1960. Atualmente, é
utilizada, em conjunto com a fisioterapia, para o tratamento dos espasmos
musculares, e das afecgbes musculo-esqueléticas como fibromialgias,
lombalgias, torcicolos e periartrite, em doses que variam 20 a 40 mg ao dia
(Linden et al, 1983; Korolkovas, 2004; Drug Information, 2005).

Estdo descritos na literatura poucos estudos referentes a
farmacocinética e biodisponibilidade da ciclobenzaprina (Hucker, Stauffer,
1976; Hucker et al., 1977; Hucker et al., 1978; Till et al., 1982; Wang et al.,
1996; Winchell et al., 2002). Isto de deve, em parte, pela auséncia de métodos
com sensibilidade adequada para quantificacdo deste farmaco em matrizes
bioldgicas.

O acoplamento do detector de massas a cromatografia liquida de alta

eficiéncia tem se tornado uma técnica valiosa, pois permite o desenvolvimento



de metodologias com baixo limite de deteccdo, sensibilidade, preciséo e
exatidao adequadas.

O Miosan®é o Unico produto contendo cloridrato de  ciclobenzaprina
comercializado no mercado brasileiro. Nao existem produtos genéricos ou
similares ao Miosan®. Desta forma, estudos que avaliem a biodisponibilidade
deste produto e sua bioequivaléncia a outras formulagdes contendo
ciclobenzaprina (desenvolvidas no Brasil ou importadas) tornam-se
fundamentais no sentido de fornecer novas alternativas a populacéo e reduzir

os custos associados a farmacoterapia com ciclobenzaprina.
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2. REVISAO DA LITERATURA



2.1 CICLOBENZAPRINA

2.1.1 HISTORICO

Os miorrelaxantes centrais sdo farmacos que deprimem seletivamente a
parte do sistema nervoso central que controla o tdnus muscular. Sdo usados
para promover relaxamento muscular nos espasmos musculo-esqueléticos,
uteis como adjuvantes do repouso, da psicoterapia e de outras medidas
apropriadas para tratar o mal-estar produzido por espasmo musculo-
esquelético doloroso localizado (Korolkovas, 2004).

A ciclobenzaprina foi sintetizada originalmente em 1960 com a finalidade
de ser usada como antidepressivo. Em doses diarias de 75 a 150 mg, mostrou-
se eficaz no tratamento da depressdo, mas sem oferecer vantagens sobre os
agentes ja existentes (Linden et al, 1983).

Este farmaco também foi utilizado, com sucesso limitado, no tratamento
da esquizofrenia, ansiedade, cefaléia crénica e rigidez provocada pela doenga
de Parkinson (Linden et al, 1983). Em 1977, o cloridrato de ciclobenzaprina foi
introduzido como adjuvante no alivio do espasmo muscular associado a dor
musculo-esquelética aguda (Katz, Dube, 1988).

Atualmente, o cloridrato de ciclobenzaprina € empregado como relaxante
muscular, particularmente nas dores associadas com a hiperatividade musculo-
esquelética e disturbios do sono, associados com a fibromialgia (Linden et al,

1983; Kobayashi et al, 1996; Drug Information, 2005).



2.1.2 ESTRUTURA QUIMICA

A ciclobenzaprina é um relaxante muscular de acao central
estruturalmente similar aos antidepressivos triciclicos (Linden et al, 1983; Drug
Information, 2005).

O cloridrato de ciclobenzaprina € um sal amino ftriciclico, cuja férmula
empirica & CyH21N'HCI, com peso molecular 311,9 g/mol. Apresenta-se como
pé branco, cristalino, livremente soluvel em agua e em alcool, ligeiramente
soluvel em cloroformio e praticamente insoluvel em hidrocarbonetos. O farmaco
possui pks 8,47. Quimicamente, o cloridrato de ciclobenzaprina é designado
como 3-(5H-dibenzol[a,d]cyclohepten-5-ylidene)-N,N-dimethyl-1-propanamine
cloridrato. Sua férmula estrutural é apresentada na Figura 1 (Merck Index,

1996; Drug Information, 2005):
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Figura 1: Férmula estrutural do cloridrato de ciclobenzaprina



2.1.3 MECANISMO DE ACAO

O mecanismo de acado exato da ciclobenzaprina em humanos nao é
conhecido, mas sabe-se que este farmaco nao atua diretamente no
relaxamento musculo-esquelético e, diferentemente dos agentes bloqueadores
neuromusculares, ndo deprime a condugao neural, € nem a transmissao neuro-

muscular (Drug Information, 2005).

Estudos em animais sugerem que o efeito de relaxamento muscular da
ciclobenzaprina é resultante da redugdo da atividade motora mediada pelos
neurdnios alfa (o) e gama (y), bem como pela agao antagonista dos receptores
5-HT2, com consequentes inibicdo do sistema serotonérgico e relaxamento

muscular (Share, McFarlene, 1975; Kobayashi et al, 1996; Korolkovas, 2004).

2.1.4 FARMACOCINETICA

Apds administracdo oral, a ciclobenzaprina apresenta biodisponibilidade
na faixa de 33 a 55 %. O efeito de relaxamento musculo-esquelético ocorre em
concentragbes plasmaticas de 20 a 30 ng/mL.Concentragdes plasmaticas
maximas de 4,3, 8,5 e 29,6 ng/mL sdo alcangadas em aproximadamente 4
horas ap6s a administragdo oral de 5, 10 e 40 mg de ciclobenzaprina,
respectivamente (Hucker, Stauffer, 1976; Hucker et al., 1977; Hucker et al,,

1978; Till et al., 1982; Winchell et al., 2002; Drug Information, 2005).



As concentragdes plasmaticas de ciclobenzaprina aumentam
proporcionalmente a dose, com farmacocinética linear na faixa de 2,5 a 10 mg
(Winchell et al., 2002).

Quando administrada em esquema de doses multiplas (10 mg) a
individuos sadios, trés vezes ao dia, concentracbes médias de 29,5 ng/mL séo
atingidas no estado de equilibrio dentro de trés a quatro dias, sendo
aproximadamente quatro vezes mais altas que as obtidas apds administracao
de dose unica. Nesta posologia, a area sobre a curva de concentragao
plasmatica versus tempo no intervalo de dose de oito horas (ASCy.gn) foi 177
ng'h/mL (Winchell et al., 2002; Drug Information 2005).

Concentragdes plasmaticas significantemente maiores do farmaco foram
encontradas em idosos, quando comparadas a individuos mais jovens em
estudo de farmacocinética, provavelmente pela reducdo do clearence
plasmatico e ndo por mudancas na biodisponibilidade. Este aumento nas
concentragdes foi mais evidente em homens (160 %) do que em mulheres (40
%). Individuos com insuficiéncia hepatica apresentaram valores de ASC e Cyax
mais altos, praticamente o dobro, quando comparados a individuos sadios.
Com base nos resultados destes estudos, recomenda-se que este farmaco seja
administrado com cautela em idosos e em individuos com insuficiéncia
hepatica (Winchell et al., 2002; Drug Information, 2005).

O farmaco é amplamente distribuido para os tecidos corporais, dos quais
€ lenta e constantemente liberado para a corrente sanguinea, apresentando-se
altamente ligado a proteinas plasmaticas (93 %) (Hucker, Stauffer, 1976;
Hucker et al., 1978; Winchell et al., 2002; Drug Information, 2005). Estudos em
animais demonstraram altas concentragcdes de ciclobenzaprina no intestino

delgado, pulmdes, rins e figado (Hucker et al., 1978; Winchell et al., 2002). Nao
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existem dados publicados quanto a passagem do farmaco para a placenta,
bem como sobre sua distribuicdo no leite humano, mas sabe-se que esta
presente no leite de ratas (Drug Information, 2005).

A ciclobenzaprina sofre recirculacdo entero-hepatica e parece ser
metabolizada durante sua primeira passagem pelo trato gastrintestinal (Hucker,
Stauffer, 1976; Hucker et al., 1977; Winchell et al., 2002; Drug Information,
2005). As vias oxidativas e conjugativas estdo envolvidas no metabolismo
deste farmaco. Estudos in vitro sugerem que na via oxidativa, a N-desmetilagédo
€ mediada principalmente pelo citocromo P-450 (CYP) 3A4 e 1A2 e, em menor
extenséo, pelo 2D6 (Wang et al., 1996; Winchell et al., 2002; Drug Information,

2005).

Apos administragdo oral, a ciclobenzaprina é excretada na urina,
principalmente como metabdlitos inativos glucoronideos, e nas fezes,
principalmente como farmaco inalterado. (Hucker et al., 1978; Drug Information,
2005). Hucker & Stauffer (1976) sugerem que o farmaco é quase
completamente metabolizado, pois apenas uma pequena fracdo de farmaco
livre (0,2-1,5 %) e de farmaco marcado com C'* (6,3 %) foi excretada na urina

em 24 horas.

A ciclobenzaprina apresenta eliminagao lenta, com meia-vida na faixa de
8 — 37 horas e clearence plasmatico de 41,3 L/h (Winchell et al., 2002; Drug

Information, 2005).
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2.1.5 INDICACOES, USOS E POSOLOGIA

A ciclobenzaprina €& utilizada para o tratamento de espasmos
musculares, por afecgbes musculo-esqueléticas como fibromialgias,
lombalgias, torcicolos e periartrite, em associagdo com a fisioterapia
(Korolkovas, 2004; Drug Information, 2005).

As doses variam de 20 a 40 mg ao dia, em duas a quatro administragcoes
nas afecgbes musculo-esqueléticas e de 5 a 40 mg, ao deitar, na sindrome

fibromialgica (Korolkovas, 2004; Drug Information, 2005).

2.1.6 REAGOES ADVERSAS

A ciclobenzaprina é estruturalmente e farmacologicamente similar aos
antidepressivos triciclicos, apresentando propriedades anticolinérgicas, anti-

histaminicas e sedativas (Linden et al., 1983; Drug Information, 2005).

Os efeitos adversos mais comuns relatados apds a administracédo de
comprimidos contendo 5 ou 10 mg de ciclobenzaprina incluem sonoléncia (29-
38 %), boca seca (21-32 %), tontura (1-3%), fadiga (6 %) e cefaléia (5 %).
Outros efeitos que podem ocorrer, porém com menor frequéncia, sao (Linden

et al., 1983; Drug Information, 2005):

= Sistema nervoso central: apreensdo, ataxia, insOnia, agitagéo,

alucinagdes, diplopia;



12

» Trato gastrintestinal: dor abdominal, diarréia, constipagao e nausea (1-3

%);

» Sistema cardiovascular: taquicardia, arritmia, vasodilatagao; palpitacao e

hipotensdo (menos de 1%);

» Reagdes de hipersensibilidade e dermatologicas: angioedema, prurido,

edema facial, urticaria, rash (menos de 1 %);

» Efeitos musculo-esqueléticos: fraqueza e contragdo muscular (menos de

1 %);

= Sistema geniturinario: retencao urinaria (menos de 1 %).

2.2 DEFINICOES

A intercambialidade entre varios produtos farmacéuticos deve resultar da
equivaléncia farmacéutica, bioequivaléncia e equivaléncia terapéutica (Marzo,
1999). Apesar das tentativas de harmonizacdo das exigéncias internacionais
relativas a bioequivaléncia de medicamentos, existem ainda, diferencas
importantes entre as definicbes desses termos utilizadas pelos 6rgaos de
regulamentacgao de diversos paises (Nation, Samsom, 1994; Steinijans, Schulz,

1992).
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2.2.1 BIODISPONIBILIDADE

Segundo a FDA (United States, 2003), a biodisponibilidade & definida
como a velocidade e extensdo pela qual a substancia ativa é absorvida da
forma farmacéutica e torna-se disponivel no sitio de acdo. Para formas
farmacéuticas que nao pretendem liberar o farmaco na corrente sanguinea, a
biodisponibilidade pode ser determinada por medidas que reflitam a velocidade
e extensao pela qual o ativo torna-se disponivel no local de agéao.

Para a EMEA (European Agency for Evaluation of Medicinal Products,
2001), biodisponibilidade significa a velocidade e extensdo pela qual um
farmaco é absorvido a partir da forma farmacéutica e torna-se disponivel no
local de acdo. Porém, como a maioria dos farmacos exerce agao sistémica e
considera-se que a substancia na circulagao sistémica esta em continua troca
com a substancia no sitio de acdo, pode-se adotar a seguinte definicio:
biodisponibilidade consiste na velocidade e extensdo pela qual a substancia
ativa é liberada da forma farmacéutica e torna-se disponivel na corrente
sanguinea.

A ANVISA (Brasil, 2003a) define biodisponibilidade como a velocidade e
extensdo de absor¢cao de um principio ativo em uma forma de dosagem, a
partir de sua curva concentragao versus tempo na circulagéo sistémica ou sua

excregao na urina.
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2.2.2 BIODISPONIBILIDADE ABSOLUTA

Segundo Storpirtis (1999), a biodisponibilidade absoluta consiste na
fracdo da dose administrada que é efetivamente absorvida pelo organismo.
Pode ser determinada calculando-se a area sob a curva de concentragao
plasmatica do farmaco versus tempo, tendo-se como referéncia uma injecao

intravenosa, pois neste caso, a biodisponibilidade € de 100 %.

2.2.3 BIODISPONIBILIDADE RELATIVA

A biodisponibilidade relativa consiste no estudo comparativo entre as
biodisponibilidades de dois medicamentos administrados sob condi¢des iguais
e padronizadas (Consiglieri, Storpirtis, 2000).

Segundo a ANVISA (Brasil, 2003a), a biodisponibilidade relativa consiste
no quociente entre a quantidade e a velocidade do principio ativo que chega a
circulagao sistémica a partir da administracdo extravascular de um produto de
referéncia que contenha o0 mesmo principio ativo.

A partir de 2003 os estudos de biodisponibilidade relativa passaram a
ser requisitos obrigatorios aos produtos similares presentes no mercado
brasileiro. Este termo foi introduzido no Brasil para diferenciar a denominagao
do produto teste avaliado. Assim, quando o produto teste avaliado for
registrado como um medicamento similar, a denominacédo biodisponibilidade
relativa € utilizada para avaliacdo da bioequivaléncia com o produto inovador

(Brasil, 2003a).
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2.2.4 BIOEQUIVALENCIA

A bioequivaléncia é definida pela auséncia de diferencga significativa na
velocidade e extensdo pela qual a substancia ativa, presente em equivalentes
ou alternativas farmacéuticas torna-se disponivel no local de acédo, quando
administrado na mesma dose molar e sob condi¢gdes similares em um estudo
apropriadamente desenhado (United States, 2003).

De acordo com a EMEA (European Agency for Evaluation of Medicinal
Products, 2001), dois produtos sdo considerados como bioequivalentes quando
estes forem equivalentes ou alternativas farmacéuticas, cujas
biodisponibilidades, apés administragdo da mesma dose molar, forem de tal
forma semelhantes, que garantam os mesmos efeitos em relacédo a eficacia e
seguranga.

Dois medicamentos s&do considerados bioequivalentes, segundo a
ANVISA (Brasil, 2003) quando demonstrada a equivaléncia farmacéutica entre
produtos que, ao serem administrados na mesma dose molar e nas mesmas
condigcbes experimentais, nao apresentam diferengcas estatisticamente

significativas em relagao a biodisponibilidade.

2.2.5 EQUIVALENTES FARMACEUTICOS

De acordo com a FDA (United States, 2004) e ANVISA (Brasil, 2003),
equivalentes farmacéuticos sao dois produtos que contém a mesma quantidade
de um mesmo farmaco, na mesma forma farmacéutica e mesmo sal ou éster

da molécula terapeuticamente ativa, podendo diferir apenas em relagdo aos
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excipientes. Devem cumprir com as especificacbes farmacopeicas ou outros
padrées de qualidade, em relacdo a identidade, teor, qualidade, pureza,
poténcia e, quando aplicaveis, uniformidade de conteudo, tempo de
desintegracao e velocidade de dissolucgao.

Equivalentes farmacéuticos, segundo a EMEA (European Agency for
Evaluation of Medicinal Products, 2001), sdo produtos farmacéuticos que
contém a mesma quantidade de farmaco(s) na mesma forma farmacéutica e

que cumprem requisitos de qualidade iguais ou comparaveis.

2.2.6 EQUIVALENTES TERAPEUTICOS

Segundo a EMEA (European Agency for Evaluation of Medicinal
Products, 2001), considera-se um produto farmacéutico como equivalente
terapéutico quando este contém o mesmo farmaco e demonstre, clinicamente,
a mesma seguranga e eficacia do produto cuja eficacia e seguranga tenham
sido estabelecidas.

De acordo com a ANVISA (Brasil, 2003), dois medicamentos sao
considerados terapeuticamente equivalentes se eles sdo farmaceuticamente
equivalentes e, apds administracdo na mesma dose molar, seus efeitos em
relacéo a eficacia e seguranga sdo essencialmente os mesmos, o que se avalia
por meio de estudos de Dbioequivaléncia apropriados, ensaios
farmacodinémicos, ensaios clinicos e estudos in vitro (correlag&o in vitro / in

Vivo).
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2.2.7 ALTERNATIVAS FARMACEUTICAS

Alternativas farmacéuticas sao produtos que contém o mesmo farmaco,
OU Seu precursor, mas nao necessariamente na mesma quantidade, forma
farmacéutica, mesmo sal ou éster. Cada produto deve cumprir individualmente
com suas especificacbes farmacopeicas ou outros padrbes aplicaveis de
qualidade, em relacao a identidade, teor, qualidade, pureza, poténcia e, quando
aplicaveis, uniformidade de conteudo, tempo de desintegragao e velocidade de
dissolucao (United States, 2004).

Para a EMEA (European Agency for Evaluation of Medicinal Products,
2001), alternativas farmacéuticas sdo produtos farmacéuticos que contém o
mesmo farmaco, mas diferem quanto a forma quimica do ativo (sal ou éster),
forma farmacéutica ou teor.

Segundo a ANVISA (Brasil, 1999), alternativas farmacéuticas sao
medicamentos que contém a mesma molécula terapeuticamente ativa ou seu
precursor, mas nao necessariamente na mesma quantidade, forma
farmacéutica, sal ou éster. Deve cumprir, individualmente, com as
especificagdes atualizadas da Farmacopéia Brasileira e, na auséncia destas,
com as de outros cdédigos autorizados pela legislagao vigente ou, ainda com
outros padrdes aplicaveis de qualidade, relacionados a identidade, dosagem,
pureza, poténcia, uniformidade de conteudo, tempo de desintegragdao e

velocidade de dissolugao, quando for o caso.
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2.2.8 MEDICAMENTO INOVADOR

O medicamento inovador apresenta em sua composi¢cao pelo menos um
farmaco ativo que tenha sido objeto de patente, mesmo ja extinta, por parte da
empresa responsavel pelo seu desenvolvimento e introdugdo no mercado no

pais de origem e disponivel no mercado nacional (Brasil, 2003).

2.2.9 MEDICAMENTO REFERENCIA

O medicamento referéncia consiste no medicamento inovador registrado
no orgao federal responsavel pela vigilancia sanitaria e comercializado no Pais,
cuja seguranca, eficacia e qualidade foram comprovadas cientificamente junto

ao orgéao federal competente, por ocasido do registro. (Brasil, 2003).

2.2.10 MEDICAMENTO GENERICO

O medicamento genérico contém o mesmo principio ativo, na mesma
dose e forma farmacéutica do medicamento referéncia, administrado pela
mesma via e com a mesma indicagao terapéutica e apresentando a mesma
segurangca do medicamento referéncia no Pais, podendo ser, com este,
intercambiavel (Brasil, 1999). E produzido apds a expiracdo ou renlncia da
protecdo patentaria ou de outros direitos de exclusividade, comprovada sua

eficacia, seguranca e qualidade, sendo designado pela Denominagdo Comum
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Brasileira (DCB), ou na sua auséncia, pela Denominagdo Comum Internacional

(DCI) (Brasil, 2003).

2.2.11 MEDICAMENTO SIMILAR

O medicamento similar € aquele que contém o mesmo ou 0S mesmos
principios ativos, apresenta a mesma concentracéo, forma farmacéutica, via de
administracdo, posologia e indicagao terapéutica, preventiva ou diagnéstica, do
medicamento de referéncia registrado no 6rgdo federal responsavel pela
vigildncia 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

de marca (Brasil, 1999).
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2.3 FATORES QUE INFLUENCIAM A BIODISPONIBILIDADE DE

MEDICAMENTOS

As variacdes de perfil de biodisponibilidade de medicamentos ocorrem,
principalmente, em fungao das diferengas observadas em relagao a eficacia e
velocidade de absorgéo dos farmacos. Os fatores fisioldgicos inerentes a cada
individuo e os fatores relacionados a forma farmacéutica utilizada sdo os
principais responsaveis por estas alteragdes (Souza, 2005).

A biodisponibilidade de medicamentos administrados por via oral pode
ser influenciada por diversos fatores fisioldgicos e fisico-quimicos, sendo que
as caracteristicas proprias do farmaco e de sua liberagdo a partir da forma
farmacéutica exercem grande influéncia na quantidade e na velocidade de
absorcdo. Considerando-se que a absorcdo ocorre somente apds a
solubilizagdo do farmaco, os processos de desintegragdo da forma
farmacéutica solida, a liberacao e dissolucdo do farmaco e sua permeabilidade
através das membranas biolégicas, sdo etapas determinantes na
biodisponibilidade (Storpirtis, Consiglieri, 1995; Serra, 1998; Shargel, Yu, 1999;
Panchagnula, Tomas, 2000).

De maneira geral, os fatores que influenciam a biodisponibilidade de
medicamentos sdo: fisiologicos relacionados ao trato gastrintestinal (TGI),
caracteristicas fisico-quimicas do farmaco e caracteristicas da forma

farmacéutica e seus excipientes (Consiglieri et al., 2000).
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2.31 FATORES FISIOLOGICOS RELACIONADOS AO TRATO

GASTRINTESTINAL (TGl)

Dentre os fatores fisiolégicos do TGI que podem influenciar a
biodisponibilidade de farmacos destacam-se a superficie de absor¢ao; o pH
dos liquidos presentes; a velocidade de esvaziamento gastrico; a motilidade
intestinal; a estabilidade dos farmacos nos liquidos presentes e a influéncia dos
alimentos (Lipka, Amidon, 1999).

As diferengcas na constituicdo das membranas do estémago, intestino
delgado e intestino grosso determinam as variagbes na absor¢do dos
farmacos. O intestino delgado, em fun¢do de suas microvilosidades, apresenta
maior eficiéncia de absorcdo em relagdo ao estdbmago e intestino grosso,
caracterizando a area de absorgéo efetiva dos farmacos (Shargel, Yu, 1993;
Dressman et al., 1998).

Um parametro importante que controla a absorcdo, distribuicao,
metabolismo e excre¢cdo dos farmacos, consiste na habilidade da molécula em
atravessar as membranas biolégicas. Para um farmaco atravessar as
membranas biologicas e atingir seu sitio de agao, é necessario um equilibrio
entre suas propriedades hidrofilicas e lipofilicas. De maneira geral, quanto
maior a lipofilicidade, maiores serdo a absorgdo, o metabolismo, a ligagéo a
proteinas plasmaticas e a distribuicdo (Panchagnula, Thomas, 2000).

O pH dos liquidos do TGl varia de 1 a 7 no estado de jejume de 3 a7
apos as refeigbes. Estas alteragdes, seja em funcdo do perfil de pH dos
liquidos do TGl ou em fungdo de sua porcdo (estbmago, intestino delgado,

intestino grosso) ou ao longo do tempo, podem causar alteragbes na
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biodisponibilidade de farmacos, uma vez que a desintegracao, dissolugao e
absor¢ao sao processos pH-dependentes (Dressman et al., 1998; Serra, 1998).

A presenca de enzimas e sais biliares nos liquidos do TGl sao fatores
que podem alterar a absor¢cdo de farmacos. A secregao de bile no intestino
delgado resulta em uma concentragcédo substancial de sais biliares e lecitina, os
quais favorecem a formacdo de micelas, podendo alterar a absorcdo de
farmacos (Amidon et al., 1995; Dressman et al., 1998; Panchagnula, Thomas,
2000).

O conteudo e o volume do estdbmago, bem como o pH, as calorias dos
alimentos, a osmoloridade, a viscosidade, a temperatura e a capacidade
sequestrante de calcio sdo alguns fatores que influenciam a velocidade de
esvaziamento gastrico. Quando uma medicagdo é administrada por via oral
com volumes maiores que 200 mL de liquido n&o caldricos, ndo tamponados, a
velocidade de esvaziamento sera maior e dependera do volume adminsitrado
(Selen, 1991; Fleisher et al., 1999).

O tempo médio de transito intestinal €, geralmente de 3 a 4 horas e
independe das condi¢des de jejum ou alimentagcédo. Porém, varios farmacos e
excipientes podem influenciar a extensdo da absorcdo por uma aceleracdo do
tempo de transito intestinal (Fleisher, 1999).

O tempo de permanéncia do farmaco no intestino delgado é determinado
pela motilidade intestinal. Assim, quanto maior o tempo de contato do farmaco
com seu sitio de absorgado, maior sera a quantidade absorvida (Lipka, Amidon,
1999; Wilding, 1999).

A degradacdo quimica e/ou metabolizacdo de farmacos no TGl

prejudicam a biodisponibilidade. A degradacao quimica de farmacos ocorre
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principalmente em funcao da hidrélise ou da acao de enzimas presentes nos
liquidos do TGI (Serra, 1998).

A presenca de alimentos no TGl pode alterar de maneira acentuada a
biodisponibilidade oral de alguns farmacos através de diferentes mecanismos,
entre os quais citam-se: alteragdo da velocidade de esvaziamento gastrico,
estimulo de producao de secregdes pelo trato gastrintestinal, competicao entre
os alimentos e o farmaco pelos sistemas de absor¢cdo especializados,
complexacao dos farmacos com componentes dos alimentos, mudancga de pH,
aumento da viscosidade dos liquidos do trato gastrintestinal e mudangas do
fluxo sanguineo hepatico promovido pelos alimentos (Amidon et al., 1995;
Charman et al., 1997; Dressman et al., 1998).

De modo geral, a presenca de alimentos determina a velocidade de
esvaziamento gastrico. Além disso, a natureza e a quantidade dos alimentos
ingeridos podem influenciar os processos de desintegracao e dissolugao dos
medicamentos, alterando a absor¢ao dos farmacos (Serra, 1998).

O leite e seus derivados aumentam o pH gastrico, podendo acelerar a
dissolucdo de comprimidos de liberacdo entérica, resultando em irritacao
gastrica e alterando a absorgédo. Alguns farmacos, como o norfloxacino,
formam complexos com o calcio proveniente do leite e de outros produtos
contendo este elemento. A ingestdo de carne, em especial as que contém um
elevado teor de gordura, retarda o esvaziamento gastrico. Determinados
farmacos apresentam sua absorcao inibida quando administrados com sucos
de frutas acidas, bebidas gasosas ou cafeina (Singh et al., 1999; Leibovitch et

al., 2004).
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2.3.2 CARACTERISTICAS FiSICO-QUIMICAS DO FARMACO

A solubilidade do farmaco pode ser considerada o principal fator
relacionado as caracteristicas fisico-quimicas que influenciam a
biodisponibilidade de medicamentos. A dissolugdo do farmaco € um pré-
requisito para absorcdo e consequente resposta clinica da maioria dos
farmacos apresentados em formas farmacéuticas solidas administradas por via
oral (Amidon et al., 1995).

A solubilidade do farmaco pode ser influenciada por alguns fatores, entre
0s quais: caracteristicas intrinsecas do préprio farmaco, como constante de
dissociagao e lipossolubilidade; tamanho de particula; forma cristalina e
apresentagcdo molecular na forma de sais ou ésteres (Serra, 1998).

De acordo com o principio de particao de pH, apenas as formas menos
ionizadas, mais lipofilicas, podem ser absorvidas por difusdo passiva, uma vez
que a membrana do TGI funciona como barreira lipidica. No entanto, esse
principio apresenta limitagdes, pois 0 estdmago, intestino e sangue nao sao
compartimentos fechados e estaticos e a absor¢cdo de um farmaco néao
depende somente do fato de nao estar ionizado, mas também de suas
caracteristicas de lipossolubilidade (Serra, 1998; Kano, 2002).

A area superficial do farmaco que entra em contato com o fluido
biologico € determinada pelo tamanho de particula. Assim, particulas de
tamanho reduzido apresentam maior area de superficie de contato com o
liguido do TGI, com consequiente aumento da velocidade de dissolugdo e
absor¢ao, ocasionando alteragdes na biodisponibilidade (Storpirtis et al., 1999).

O tamanho de particula é de fundamental importancia para farmacos de

baixa solubilidade, mas exerce pouca influéncia para farmacos altamente
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soluveis. A micronizagdo para obtencdo de particulas de 3 a 5 um é
frequentemente utilizada para aumentar a velocidade de dissolucdo.
Entretanto, a diminuigdo do tamanho da particula nem sempre assegura uma
absorcdo mais rapida ou melhor. Um exemplo em que a redugao do tamanho
de particula pode levar a diminuicdo de absorcdo € o efeito da acidez dos
fluidos gastricos que acelera a decomposigédo de farmacos como a penicilina G
e a eritromicina (Dressman et al., 1998; Consiglieri et al., 2000).

O polimorfismo consiste na propriedade de alguns farmacos no estado
sélido apresentarem duas ou mais formas cristalinas, sendo cada uma destas
conhecidas como polimorfo. Os polimorfos mais soluveis sdo os metaestaveis.
O farmaco pode nao possuir uma forma cristalina, mas apresentar-se sob a
forma amorfa, comumente mais soluvel que a forma cristalina correspondente.
Uma outra variacdo da forma cristalina é que esta pode apresentar-se sob
diferentes estados de solvatacédo, dependendo da molécula de solvente a qual
a molécula do farmaco se associa. Geralmente, quanto mais hidratado o cristal,
menor sua solubilidade e velocidade de dissolugdo, constituindo um fator
significativo para absorgdo de farmacos (Serra, 1998; Storpirtis et al., 1999;
Consiglieri et al., 2000).

No caso de farmacos que apresentam baixa solubilidade aquosa,
modificagcdes moleculares podem ser realizadas para a forma de sal, pois
apresentarao dissolugdo mais rapida nos liquidos do TGl e, portanto, maior
absorcdo. Modificagdes moleculares dos farmacos para as formas de ésteres,
éteres e amidas promovem a protecdo da degradagdo quimica nos liquidos
bioldgicos, retardam a acdo ou alteram as caracteristicas sensoriais. Tais
modificacdes determinam alteragdes na solubilidade e, consequentemente, na

velocidade de dissolugdo (Panchagnula, Thomas, 2000).
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2.3.3 CARACTERISTICAS DA FORMA FARMACEUTICA E SEUS EXCIPIENTES

As formas farmacéuticas, os excipientes empregados na formulagao,
bem como os processos de fabricagao influenciam a velocidade de liberacao e,
consequentemente, a absor¢cdo e biodisponibilidade dos farmacos. A
velocidade de liberacdo do farmaco das formas farmacéuticas administradas
por via oral, geralmente, diminui na seguinte ordem: solugdes, suspensdes,
pos, capsulas, comprimidos, comprimidos revestidos e/ou drageas e
comprimidos de liberagdo modificada (Serra, 1998).

A ocorréncia de alteragdes na biodisponibilidade €, geralmente, maior no
caso das formas farmacéuticas solidas, devido aos excipientes empregados e a
tecnologia empregada (Ferraz, 1997).

As solucdes sao formas farmacéuticas de escolha quando uma absorg¢ao
rapida e completa é exigida. Para esta forma farmacéutica, a biodisponibilidade
de farmacos pode ser afetada por alguns fatores, como estabilidade do
farmaco nos liquidos do TGl, formagao de complexo entre o farmaco e algum
excipiente ou a incorporacao do farmaco em micelas (Aulton, 1996).

As suspensdes sao empregadas para veicular farmacos pouco soluveis
ou insoluveis em meio aquoso. Alteragdes na biodisponibilidade de farmacos
administrados sob esta forma farmacéutica podem estar relacionadas com o
tamanho de particula, forma cristalina do farmaco, complexacdo do farmaco
com algum excipiente, agentes tensoativos que, normalmente, favorecem a
dissolucédo e substancias que aumentam a viscosidade, as quais retardam a
absorcao e interferem no esvaziamento gastrico e na motilidade intestinal

(Aulton, 1996).



27

As capsulas de gelatina mole veiculam, normalmente, farmacos em
solugao ou suspensao, determinando uma dissolugao e liberagdo mais rapidas.
A biodisponibilidade de farmacos veiculados em capsulas de gelatina dura sera
melhor ou igual aquela obtida pela administragdo em comprimidos, tendo em
vista que as pequenas particulas do farmaco nédo sao submetidas a
compressao. As capsulas de gelatina dissolvem-se rapidamente nos liquidos
do TGl, liberando seu conteudo, que se dispersa, favorecendo a dissolugido do
farmaco (Aulton, 1996; Serra, 1998).

Os comprimidos, cuja formulagcdo normalmente emprega diluentes,
aglutinantes, desintegrantes, lubrificantes e tensoativos, sdo considerados
como as formas farmacéuticas que apresentam maiores problemas em relagao
a biodisponibilidade. A liberagao do farmaco a partir de sua forma farmacéutica
constitui um processo relativamente complexo, razao pela qual é fundamental o
adequado desenvolvimento farmacotécnico e controle de qualidade neste tipo
de formulagdo. A desagregacao, a desintegragdo e a dissolugao sao etapas
fundamentais para que ocorra a absorcdo de farmacos veiculados sob esta
forma farmacéutica. As velocidades de desintegracdo e dissolugdo dos
comprimidos podem ser influenciadas pelos seguintes fatores: concentragéo e
caracteristicas do farmaco; excipientes empregados e tecnologia de fabricagao,
como compressao direta, granulagdo por via umida ou seca, e forga de

compressao (Aulton, 1996; Ferraz, 1997; Panchagnula,Tomas, 2000).
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2.4 MODELOS COMPARTIMENTAIS

Os farmacos encontram-se em um estado dindmico no organismo.
Diversos processos (tais como absorgéo, distribuicdo, metabolismo e excregéo)
alteram as concentrag¢des dos farmacos nos tecidos e fluidos corporais. (Dipiro,
2002).

Varios modelos matematicos podem ser utilizados para simular a
velocidade ou taxa dos processos de absorcdo, distribuicdo e eliminacéo,
sendo denominados modelos farmacocinéticos (Ritschel, 1992; Shargel, Yu,
1999; Dipiro, 2002).

O tipo de modelo basico em farmacocinética € o modelo compartimental.
Este modelo é descrito pelo numero de compartimentos necessarios para
descrever o comportamento dos farmacos no organismo. O conceito de
compartimento e de modelos compartimentais foi desenvolvido para fornecer
as bases para a quantificagdo dos processos farmacocinéticos (Gomes; Reis,
2001).

O modelo compartimental representa, de uma maneira simplificada, os
processos farmacocinéticos no organismo humano. O corpo pode ser
representado como uma série, ou sistema, de compartimentos que comunicam-
se reversivelmente entre si. Um compartimento ndo representa um tecido ou
fluido, mas sim um grupo de tecidos ou fluidos (Dipiro, 2002). Modelos
compartimentais baseiam-se em hipéteses lineares usando equacgdes
diferenciais. Considera-se que os farmacos movem-se para dentro e para fora
dos compartimentos e constantes sdo usadas para representar a velocidade

total do processo de entrada e saida do farmaco. O modelo & considerado
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aberto desde que o farmaco possa ser eliminado deste sistema (Ritschel, 1992;
Shargel, Yu, 1999; Dipiro, 2002).

O emprego de modelos compartimentais em farmacocinética leva em
consideragao que o0s processos estudados ocorrem segundo cinética de
primeira ordem, onde a velocidade na qual se produz um processo €
proporcional a quantidade ou concentracdo do farmaco existente no
compartimento no qual se desenvolve (Welling, 1997; Shargel, Yu, 1999).

A utilizagdo dos modelos compartimentais leva a representagao do
organismo humano por meio de um ou mais compartimentos periféricos
conectados a um compartimento central, este representado pelo plasma e
tecidos altamente perfundidos. Modelos de um ou mais compartimentos sao
esquematizados por caixas reservatoérios, permitindo a representacgao visual da
velocidade do processo e a identificacdo das constantes farmacocinéticas
necessarias para descrevé-lo adequadamente (Ritschel, 1992; Welling, 1997;

Shargel, Yu, 1999; Dipiro, 2002).

2.4.1 MODELO MONOCOMPARTIMENTAL

O modelo de um compartimento, ou monocompartimental, € o mais
frequentemente utilizado na pratica clinica.

E considerado o mais simples, pois inclui somente um compartimento e
representa farmacos que apds a administracao, se distribuem para todos os
tecidos atingindo rapidamente o equilibrio em todo o organismo. A
administragcao pode ser por via intravascular, ou seja, toda a dose do farmaco

entra imediatamente na circulagdo sistémica e nao ocorre processo de
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absorgado, ou por via extravascular, quando a etapa de absor¢cédo deve ser
considerada (Welling, 1997; Shargel, Yu, 1999; Dipiro, 2002).

Os processos de absorgdo e eliminagcdo que ocorrem apos
administragcdo de um farmaco por via oral, intramuscular ou subcutanea, e que
definem o perfil plasmatico resultante, sdo adequadamente descritos por
modelos farmacocinéticos de primeira ordem, os quais permitem a
determinagao dos parametros K, (constante de absorgao de primeira ordem);
F (fracdo da dose absorvida, ou biodisponibilidade) e Kg (constante de
eliminagao terminal). Assim, utilizando-se o modelo monocompartimental
aberto com absor¢cdo e eliminagdo de primeira ordem € possivel a
determinagdo dos parametros farmacocinéticos Cmax, Tmax, Cl, Kab, t(1/2)ab, Vd,

Ke|, t(1/2)e| , ASCo_te ASCO_OO (Welling, 1999)

2.4.2 MODELO MULTICOMPARTIMENTAL

Em alguns casos, apdés administracdo intravenosa rapida de um
determinado farmaco, a curva de concentragdo plasmatica (na escala
logaritmica) versus tempo n&o declina linearmente e o perfil de decaimento
plasmatico ndo pode ser descrito por uma unica fungdo exponencial. Estas
situagbes s&o descritas por modelos multicompartimentais (Ritschel, 1992;
Welling, 1997; Shargel, Yu, 1999; Dipiro, 2002).

Nos modelos multicompartimentais, o farmaco distribui-se por diferentes
grupos de tecidos em varias velocidades. O farmaco € distribuido do
compartimento central para um ou mais compartimentos periféricos, compostos
por grupos de tecidos com fluxo sanguineo mais baixo, pelos quais o farmaco

apresenta afinidade, levando a aparéncia nao linear da curva de concentragao
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plasmatica versus tempo, em escala logaritmica. No entanto, apds as
concentragcdes do farmaco nos diversos compartimentos atingirem o equilibrio,
a curva passa a refletir a eliminacdo de primeira ordem (Ritschel, 1992;
Welling, 1997; Shargel, Yu, 1999; Dipiro, 2002).

O modelo de dois compartimentos, normalmente, consiste em um
compartimento central, representado por tecidos altamente perfundidos
(sangue, plasma, pulmdes e rins, por exemplo), € um compartimento periférico,
composto de tecidos menos perfundidos (como musculo e gordura, por
exemplo). Este modelo € aplicado quando o farmaco apresenta uma
distribuicdo (o) para tecidos altamente perfundidos e permite a visualizagao de
dois processos: distribuicdo (processo rapido) e eliminagédo (processo lento).
Calcula-se Cmax, tmax, Kab, t(12)ab, Ko (constante de distribuicdo); t(12). (meia-vida
de distribui¢éo), kg (constante de eliminagéo) e t(1,23 (meia-vida de eliminag¢éo),
Cl, Vd, ASCq: e ASCy-. (Ritschel, 1992; Welling, 1997; Shargel, Yu, 1999;
Dipiro, 2002).

O modelo de trés compartimentos € conhecido como modelo de acumulo
ou de sitio de armazenamento e é caracterizado pela visualizagao de trés
porcdes de decaimento na curva de concentragdao plasmatica versus tempo.
Este modelo é aplicado quando existe a suspeita de acumulo em algum tecido
e o farmaco apresenta eliminacdo bifasica, representada por uma fase de
eliminacao rapida () e uma fase de eliminagao lenta (y). Calcula-se Cnax, tmaxs
Kab, t1/2)ab, Ko (constante de distribuigdo); ti2), (meia-vida de distribui¢cdo), kg
(constante de eliminagdo rapida) e tupp (meia-vida de eliminagéo rapida), y
(constante de eliminagdo lenta), t(12), (meia-vida de eliminacdo lenta) CI, Vd,
ASCyt e ASCo., (Ritschel, 1992; Welling, 1997; Shargel, Yu, 1999; Dipiro,

2002).
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2.5 BIODISPONIBILIDADE E BIOEQUIVALENCIA

A ineficacia clinica observada com o uso de alguns medicamentos, além
de episddios de intoxicacdo, deram origem as investigagdes relacionadas a

biodisponibilidade de produtos farmacéuticos (Storpirtis, Consiglieri, 1995).

Os primeiros trabalhos relacionados a absorgéo de farmacos a partir de
formas farmacéuticas foram publicados na década de 30, quando dados de
excrecao urinaria de salicilato foram utilizados como medida da eficacia clinica.
A partir dos anos 50 surgiram os primeiros estudos com determinacdo de
concentragdes sanguineas do farmaco (Abdou, 1989). No inicio da década de
60, constataram-se diferencas de biodisponibilidade entre diferentes
formulagdes orais contendo agentes terapéuticos como a prednisona, varfarina,
horménios tireoidianos, cloranfenicol, tetraciclina e digoxina (Gleiter et al.,

1998).

O termo biodisponibilidade surgiu, na literatura cientifica, no inicio da
década de 70, com a publicagcao de trabalhos relatando diferencas entre as
curvas de decaimento plasmatico obtidas apds a administragcdo de quatro
formulagdes contendo digoxina a voluntarios, em estudo cruzado. Esse periodo
foi marcado pela publicagdo de inumeros estudos relacionados a absorgao de

farmacos (Marzo, Balant, 1995; Porta, 1999).

Os principais fatores que desencadearam a realizagdo dos inumeros
estudos de bioequivaléncia foram os elevados custos envolvidos na triagem
clinica completa de novos medicamentos, além do desenvolvimento da
tecnologia bioanalitica, especialmente a cromatografia liquida de alta eficiéncia,

que melhoraram a especificidade, a sensibilidade e a precisdo na determinacao



33

de farmacos juntamente com seus produtos de biotransformacgao presentes em

quantidades reduzidas nos liquidos biolégicos (Consiglieri, Storpirtis, 2000)

Os termos absorcao e biodisponibilidade tém significados diferentes e
nao podem ser usados intercambiavelmente. A biodisponibilidade, ou
disponibilidade sistémica, representa a quantidade do farmaco que chegou a
circulagdo, enquanto a absorcao representa a permeacgao do farmaco na
mucosa do trato gastrintestinal, mas ainda nao esta disponivel na circulagao
sistémica. Um farmaco administrado por via oral deve alcancar a circulacao
sistémica intacto para ser considerado biodisponivel (Gleiter et al., 1998;

Lébenberg, Amidon, 2000).

Os ensaios clinicos seguem principios éticos e cientificos de
experimentagao e sdo os responsaveis pelas bases da avaliagao de eficacia e
seguranga de farmacos ou medicamentos. Na atualidade, a farmacologia
clinica desenvolve principalmente duas atividades: estudos farmacocinéticos e
elaboragao, execugao e analise de ensaios clinicos para avaliar a segurancga,
qualidade e eficacia dos medicamentos em seres humanos. A confiabilidade
dos resultados dos estudos de bioequivaléncia esta, também, na dependéncia
direta dos estudos analiticos. Os estudos clinicos devem ser elaborados com
bastante clareza e seguranga, seguindo os parametros estabelecidos na
Declaracdo de Helsinque e, no Brasil, conforme as diretrizes e normas em
pesquisa clinica envolvendo seres humanos presente na Resolucdo 196/96

(Moraes, Moraes, 2000).

Em funcdo da longa duracédo e do elevado numero de pacientes, além
dos altos recursos financeiros envolvidos nos ensaios clinicos de longa
duragdo, a comparacdo clinica direta tem sido substituida por avaliagdes

indiretas (Kano, 2002). Com base no principio de que curvas semelhantes de
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decaimento sanguineo de farmacos produzem o mesmo resultado em termos
de eficacia e segurancga, realizam-se ensaios de bioequivaléncia, em que a
biodisponibilidade do medicamento teste € comparada a do medicamento

inovador (Natiom, Sansom, 1994).

Os estudos de biodisponibilidade devem ser realizados para qualquer
produto farmacéutico inovador, enquanto os ensaios de bioequivaléncia tém
como objetivo demonstrar que um produto apresenta ou nao diferengas
significativas em relagédo ao desempenho biolégico quando comparado a outro
produto previamente aprovado. A biodisponibilidade representa a manifestagao
in vivo da qualidade de uma forma farmacéutica (Gleiter et al., 1998;

Consiglieri, Storpirtis, 2000).

Os testes de bioequivaléncia envolvem a comparacdo de medidas da
biodisponibilidade entre as formulagbes do medicamento teste e do
medicamento inovador. A definicdo de biodisponibilidade inclui a extensdo com
que o farmaco deixa a formulagdo e atinge a circulagao sistémica, expressa
pela area sob a curva da concentragao plasmatica em fungao do tempo (ASC)
e a velocidade com que este atinge a circulagdo sistémica, expressa pela
concentragdo maxima (Cmax) € pelo tempo para atingir Chax (Tmax) (Gleiter,

1998; Benet, 1999).

Dois produtos sdo considerados bioequivalentes quando demonstram
biodisponibilidade comparavel quando estudado sob as mesmas condicbes
experimentais, isto é, ndo exibem diferengas significativas na quantidade
absorvida de farmaco e na velocidade de absorcdo quando administrados em
dose equivalente, nas mesmas condicdes, em ensaio apropriadamente
planejado, garantindo os mesmos efeitos em relagdo a seguranga e eficacia

(Benet, 1999; Consiglieri, Storpirtis, 2000).
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2.6 REALIZAGAO DOS ENSAIOS DE BIOEQUIVALENCIA

Os estudos de biodisponibilidade e bioequivaléncia de medicamentos
empregam, na maioria dos casos, a determinacdo das concentragdes
plasmaticas ou da excregdo urinaria em fungcdo do tempo (Storpirtis,
Consiglieri, 1995).

O principio fundamental do ensaio de bioequivaléncia esta baseado na
suposicao de que, se dois produtos produzem perfis de concentragdes
sanguineas semelhantes em humanos, apresentardo a mesma resposta, seja
terapéutica ou toxica (Meredith, 1996).

A bioequivaléncia entre produtos pode ser determinada por diversos
métodos in vitro e in vivo. A escolha do método mais adequado depende do
objetivo do estudo, dos métodos analiticos disponiveis e da natureza do
produto farmacéutico (Porta, 1999).

Varias questdes devem ser consideradas durante o planejamento de um
estudo de bioequivaléncia, para minimizar a variabilidade externa e assegurar
que fatores ndo relacionados as formulagbes dos produtos influenciem na
qualidade e confiabilidade dos resultados obtidos. Informag¢des com relacéo a
farmacocinética, farmacodinamica e toxicidade do farmaco sao primordiais para
que o planejamento seja adequado (Nation, Sansom, 1994; Storpirtis, 2000).

Para que o estudo de bioequivaléncia apresente resultados confiaveis é
necessario que o mesmo seja bem planejado e conduzido, envolvendo todas
as etapas: clinica, analitica e estatistica (Storpirtis, Consiglieri, 1995;
Consiglieri, Storpirtis, 2000; Storpirtis et al., 2004).

Para a realizagcado da etapa clinica, deve ser estabelecido o cronograma

de coleta das amostras, de acordo com o tipo de forma farmacéutica (liberagcao
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imediata ou modificada) e a meia-vida de eliminagdo do farmaco. Os critérios
de inclusdo e exclusdo dos voluntarios do estudo devem ser suficientes para
selecionar voluntarios saudaveis, evitando que caracteristicas fisioldgicas dos
individuos interfiram nos resultados. A forma pela qual as amostras seréo
coletadas, processadas, armazenadas e transportadas também faz parte do
planejamento da etapa clinica (Shargel, Yu, 1999; Storpirtis et al., 2004).

Na etapa analitica o farmaco é quantificado nas amostras, por esta
razdo deve ser realizada de forma a ndo deixar duvidas sobre os resultados
obtidos. Durante o planejamento da etapa analitica deve ser estabelecido o
analito a ser quantificado (farmaco inalterado, metabdlito, pro-farmaco), a
matriz bioldgica utilizada (sangue total, plasma, soro ou urina) e o método
analitico adequado. A metodologia para quantificagcdo deve ser especifica,
exata e relativamente simples, para minimizar erros. O método deve ser
validado antes da realizagao do estudo, apresentando todos os parametros de
validacao previamente estabelecidos (Bressole et al., 1996; Causon, 1997).

A etapa estatistica comeca antes do inicio do estudo, com o calculo do
numero adequado de voluntarios para o farmaco em questao e a elaboragao da
lista de randomizacdo. Também faz parte da etapa estatistica o tratamento a
que serao submetidos os dado gerados na etapa analitica (Storpirtis et al.,

2004).

2.6.1 PLANEJAMENTO

O método mais utilizado, por ser considerado o mais exato, preciso e

reprodutivel, € o ensaio de bioquivaléncia in vivo realizado em humanos, com
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determinacao do farmaco ou metabdlito ativo no sangue total, plasma, soro ou
urina, em fung¢ao do tempo (Marzo, Balant, 1995; United States, 2004).

A utilizagdo dos resultados obtidos a partir do perfil de excregao urinaria
pode oferecer vantagens na coleta das amostras e na quantificagdo do
farmaco, quando a concentragao urinaria do mesmo é superior a plasmatica.
Porém, para a obtengao de resultados validos e seguros, o farmaco deve ser
excretado predominantemente por via renal na forma nao biotransformada,
para que quantidades significativas sejam eliminadas na urina, que deve ser
completamente coletada (Serra, 1998).

A avaliagao da bioequivaléncia por meio do efeito farmacolégico agudo é
adotada no caso de formas farmacéuticas de agao tépica, que nao pretendem
liberar o farmaco na corrente sanguinea, ou para farmacos que sofrem
absorcao sistémica, mas nao existem métodos adequados a sua quantificacao
nos liquidos biolégicos, desde que este efeito seja mensuravel e relacione-se a
eficacia do produto (Nation, Sansom, 1994; United States, 2004).

Os ensaios clinicos em humanos que estabelecem a eficacia e
seguranga do produto sao considerados os menos exatos, sensiveis e
reprodutiveis. Para sua realizacdo, € necessario um numero muito elevado de
pacientes, envolvem altos recursos financeiros e maior periodo de tempo. So é
aceito no caso de formas farmacéuticas de acao local, como por exemplo, em
mucosas, formas orais ndo absorviveis, e farmacos que sofrem absorcao
sistémica, mas para os quais nao existe método analitico adequado a sua
quantificacdo nos liquidos biolégicos e que n&do produzem efeito farmacolégico
mensuravel, relacionado a eficacia (Consiglieri, Storpirtis, 2000; United States,

2004).
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2.6.2 PROTOCOLO DE ENSAIO

Os protocolos de ensaios de bioequivaléncia devem ser elaborados
visando reduzir a variabilidade inerente aos mesmos, de forma que quaisquer
diferencas detectadas entre os parametros farmacocinéticos possam ser
atribuidas aos produtos em estudo (Porta, 1999). A variabilidade pode advir de
varias fontes, tais como: variabilidade inter-individuo; variabilidade intra-
individuo (ocasionada por variagdes das caracteristicas de absor¢do de um
mesmo voluntario em periodos distinto do estudo); efeito dos periodos
(causado por acgao residual de tratamentos precedentes); erro experimental e
variabilidade devida a tratamentos diferentes, como a administracdo de
produtos ou dosagens diferentes (Consiglieri, Storpirtis, 2000).

O estudo convencional é do tipo aberto, aleatério e cruzado (European
Agency for the Evaluation of Medicinal Products, 2001; Brasil, 2003c).

Segundo a ANVISA (Brasil, 2003d), entre as vantagens do estudo
cruzado, cita-se a diminuigcdo da variabilidade inter-individual, removida da
comparacgao entre as formulagdes, pois cada individuo serve como seu préprio
controle. Com uma aleatorizagao apropriada dos individuos para a sequéncia
de administracdo das formulagbes, o planejamento conduz a melhores
estimativas entre as formulagoes.

A comparacgao entre os dois produtos (referéncia e teste) é realizada em
duas fases em esquemas de dose simples ou multipla. Os grupos séao
formados pelo mesmo numero de voluntarios, num esquema denominado
Quadrado Latino (Marzo, Balant, 1995). Na primeira fase, os voluntarios do
grupo 1 recebem o produto referéncia, enquanto que os do grupo 2 recebem o

produto teste. Quando todo o farmaco desta fase for eliminado, periodo
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denominado wash out, o procedimento € repetido, invertendo-se 0s grupos
(Brasil, 2003c). Este intervalo de tempo entre os dois periodos deve garantir
que nenhum efeito residual da primeira administracdo esteja presente no
préoximo periodo, pois a presenca de efeitos residuais tem grande impacto na
inferéncia estatistica de bioequivaléncia entre formulagdes. Recomenda-se um
wash out de no minimo sete meias-vidas de eliminagao (Brasil, 2003d).

A escolha do tipo de administragcdo dos produtos em estudo relaciona-se
tanto ao modo habitual de administra-los, quanto as vantagens e limitagoes
encontradas com o uso de cada modalidade (Storpirtis, Consiglieri, 1995). Os
ensaios que empregam a administragcdo em dose Unica sdo considerados mais
adequados para a avaliacdo da bioequivaléncia para formas farmacéuticas de
liberacdo imediata, pois geralmente apresentam maior sensibilidade na
avaliacdo da liberacdo do farmaco do produto para a circulagao sistémica
(Brasil, 2004). Entretanto, ha situagcbes em que é necessario utilizar doses
multiplas (Nation, Sansom, 1994; European Agency for the Evaluation of

Medicinal Products, 2001; Consiglieri, Storpirtis, 2000; United States, 2004):

¢ Quantidades reduzidas do farmaco, ou porcéo ativa, ou produto
de biotransformagdao no plasma apds administragcdo de dose
unica;

e Meétodo analitico para quantificacdo do farmaco ou metabdlito
ativo com sensibilidade inadequada, originando resultados com
precisdo inadequada,;

e Alta variabilidade inter-individual nas concentragdes plasmaticas

de farmaco ou taxa de disponibilidade inadequada;

Diferengas na velocidade, mas nao na extens&o da absorgéo;
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e Consideragdes éticas que impedem a utilizacdo de voluntarios
sadios, sendo o estudo efetuado em pacientes, como no caso de
medicamentos citotoxicos;

¢ Na avaliagao de formas farmacéuticas de liberagao controlada,

adicionalmente aos ensaios de dose Unica.

Nestes casos, deve-se esperar o tempo necessario para atingir o estado
de equilibrio estacionario (steady-state), quando a quantidade de farmaco
introduzida em cada dose se iguala a quantidade eliminada pelo organismo,
tempo correspondente a 4 a 5 meias-vidas de eliminagdo do farmaco. A
posologia adotada corresponde a recomendada para uso clinico (Storpirtis,

Consiglieri, 1995; Porta, 1999).

2.6.3 TAMANHO DA AMOSTRA

Existem varios meios para calcular o tamanho da amostra, utilizando-se
graficos ou tabelas que levam em consideracéo parametros como coeficiente
de variacdo, intervalo de confianga, poder estatistico e nivel de significancia
(Romeu, 2002).

Segundo Nation & Sansom (1994), o numero de voluntarios no ensaio
deve ser suficiente para garantir a obtencdo de resultados estatisticamente
significativos, no entanto, a utilizagdo de amostras excessivamente grandes
nao é eticamente justificavel.

Segundo a ANVISA (Brasil, 2003c), o numero de voluntarios devera

assegurar poder estatistico suficiente para garantir a confiabilidade dos
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resultados do estudo de bioequivaléncia, por exemplo, 80%. Normalmente, o
numero de voluntarios é calculado por meio do coeficiente de variagéo e poder
do teste, por meio de dados de literatura ou de um estudo piloto, ndo sendo
permitida utilizacdo de numero inferior a 12. Na auséncia de dados relativos ao
coeficiente de variacdo do farmaco, o numero de voluntarios deve ser de, no
minimo 24 voluntarios.

A FDA (United States, 2004), também recomenda o numero minimo de
24 voluntarios, enquanto a EMEA (European Agency for the Evaluation of
Medicinal Products, 2001), considera 12 o numero minimo de voluntarios
necessario em ensaios de bioequivaléncia, determinado pela variancia residual
associada com o parametro primario avaliado, estimado por meio de um estudo
piloto, de estudos anteriores ou dados de literatura, pelo nivel de significancia

desejado e pelo desvio suposto em relagao ao produto referéncia.

2.6.4 SELECAO DE VOLUNTARIOS

A selecdo do grupo de voluntarios deve observar caracteristicas
antropométricas (raga, sexo, idade, relacdo peso-altura), estado fisico, habitos
alimentares, consumo de alcool, tabagismo, além de aspectos psiquicos
(Storpirtis, Consiglieri, 1995), com o objetivo de minimizar a variabilidade e
permitir a deteccdo de diferengas entre os produtos avaliados, sendo que a
inclusdo de voluntarios sadios favorece certa homogeneidade na populagao em
estudo (Wilians, 1991; European Agency for the Evaluation of Medicinal

Products, 2001).
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Os ensaios de bioequivaléncia sdo conduzidos, de acordo com o
medicamento, em voluntarios sadios com idade entre 18 e 50 anos e capazes
de fornecer seu consentimento livre e esclarecido, do sexo masculino, feminino
ou ambos, sendo que neste ultimo caso, o numero de homens e mulheres deve
ser igual e distribuido igualmente entre as sequéncias (Brasil, 2004). O sexo
dos voluntarios ndo é importante em ensaios de bioequivaléncia, pois o objetivo
do estudo é comparar a biodisponibilidade entre os produtos e nao verificar
possiveis diferengas entre homens e mulheres (Nation, Sanson, 1994; Marzo,
Balant, 1995).

Os critérios de inclusao e de exclusdao podem variar de acordo com o
medicamento, sendo que a maioria tem como objetivo minimizar as variagdes
tanto quanto possivel (Marzo, Balant, 1995).

Os participantes devem apresentar-se dentro de um limite de + 15 % do
peso considerado normal, levando-se em conta altura e estatura fisica. Devem-
se evitar individuos fumantes e com historico de abuso e alcool ou drogas.
Caso sejam incluidos fumantes, os mesmos devem ser identificados (Brasil,
2004). A EMEA (European Agency for the Evaluation of Medicinal Products,
2001) admite a inclusdo de fumantes moderados (menos de 10 cigarros por
dia) desde que as consequéncias desta inclusdo sejam adequadamente
discutidas.

Em determinados casos, consideracdes éticas impedem a realizacéo de
ensaios em voluntarios sadios, como no caso de medicamentos citotoxicos.
Além disso, determinados farmacos exibem comportamento diferente em
individuos sadios e pacientes. Nestes casos, os ensaios devem ser realizados

em pacientes voluntarios, portadores da patologia para a qual o medicamento é
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indicado, com seu consentimento livre e esclarecido. (Saseen et al., 1997;
Brasil, 2004; United States, 2004).

Com base nos resultados do estado de saude dos voluntarios, através
de exames clinicos e laboratoriais (exames de sangue, urina, provas de funcao
renal, hepatica e cardiaca), sao incluidos apenas os individuos que nao corram
riscos de participar do estudo e que nao apresentem alteragbes significativas
em parametros fisioldgicos, capazes de alterar os resultados experimentais
(Nation, Sansom, 1994; Storpirtis, Consiglieri, 1995; Brasil, 2000; European

Agency for the Evaluation of Medicinal Products, 2001).

2.6.5 PADRONIZAGAO DO ENSAIO

Os ensaios de bioequivaléncia devem ser padronizados visando diminuir
a variabilidade de todos os fatores envolvidos no estudo, com excegao aos que
se relacionam aos produtos avaliados. Desta forma, a dieta, ingestdo de
liquidos, a postura e a pratica de exercicios devem ser padronizadas, pois a
biodisponibilidade pode ser influenciada pelo tempo de transito gastrintestinal,
além de fluxos sanguineos regionais (Consiglieri, Storpirtis, 2000; European
Agency for the Evaluation of Medicinal Products, 2001).

Os medicamentos sao administrados aos voluntarios, geralmente, em
jejum de pelo menos oito horas antes da administragdo, acompanhado de
volume de liquido padronizado, normalmente 200 mL de agua, sendo
recomendado que o periodo de jejum continue por quatro horas apds a
administragcado dos produtos (Nation, Sansom, 1994; European Agency for the

Evaluation of Medicinal Products, 2001).
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Os voluntarios participantes do estudo ndao devem fazer uso de
medicamentos por um periodo adequado anteriormente ao estudo e durante a
execugao do mesmo, abster-se de alimentos e bebidas que exercam influéncia
nas fungdes hepatica, renal, circulatéria e gastrintestinal, como bebidas
alcodlicas e xanticas ou alguns tipos de sucos de frutas (European Agency for

the Evaluation of Medicinal Products, 2001).

2.6.6 PERIODO DE COLETA DE AMOSTRAS BIOLOGICAS

O conhecimento das caracteristicas farmacocinéticas do farmaco em
estudo é imprescindivel para o estabelecimento dos tempos de coleta das
amostras de bioldgicas utilizadas na avaliacdo da bioequivaléncia de
medicamentos, de forma a interpretar as transferéncias do mesmo desde a
absorgao até completa eliminagdo do organismo (Storpirtis, Consiglieri, 1995).

Nos ensaios de bioequivaléncia que envolvem determinagao da curva de
concentracao plasmatica do farmaco ou metabdlito ativo em fungcédo do tempo,
a coleta de amostras deve ser realizada em intervalos adequados que
permitam estimar a concentragdo plasmatica maxima do farmaco (Cnax) € O
tempo para atingi-la (Tmax) cOm precisao razoavel, e assegurar a estimativa
exata da constante de eliminagéo terminal (B). O delineamento experimental
deve prever a perfeita definicdo da curva de concentragdo plasmatica do
farmaco versus tempo, para o calculo da area sob a curva (ASC), um dos
parametros mais importantes empregado na determinacdo da

biodisponibilidade e avaliagdo da bioequivaléncia de medicamentos (Nation,
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Sansom, 1994; Storpirtis, Consiglieri, 1995; European Agency for the
Evaluation of Medicinal Products, 2001).

O periodo de coleta de amostras deve contemplar um periodo de tempo
igual ou superior a 3 a 5 vezes a meia vida de eliminagdo do farmaco. O
intervalo entre as coletas pode ser aumentado apds a fase pds-absortiva,
evitando-se periodos muito longos que ultrapassem a meia-vida de eliminagéao
do farmaco ou metabdlito (Nation, Sansom, 1994, Brasil, 2004).

No caso de ensaios de bioequivaléncia envolvendo dados de excrecao
urinaria, a coleta de amostras deve ser efetuada com freqliéncia suficiente para
garantir a obtencdo de dados para a construgdo da curva de excregao urinaria
do farmaco em funcdo do tempo e permitir a estimativa da velocidade e
extensdo da eliminagdo do farmaco (European Agency for the Evaluation of

Medicinal Products, 2001).

2.6.7 PARAMETROS FARMACOCINETICOS AVALIADOS

Os parametros farmacocinéticos determinados nos estudos de
biodisponibilidade e bioequivaléncia de medicamentos relacionam-se com a
quantidade de farmaco absorvida e com a velocidade deste processo (Nation,
Sansom, 1994; Storpirtis, Consiglieri, 1995; Consiglieri, Storpirtis, 2000). Estes
parametros sao (Ritschel, 1992; Shargel, Yu, 1993; European Agency for the

Evaluation of Medicinal Products, 2001; Brasil, 2004):
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ASCy.: area sob a curva de decaimento plasmatico, sanglineo ou
sérico do farmaco ou metabdlito ativo, do tempo 0 h ao tempo t,

correspondente a coleta da ultima amostra;

ASCy.,: area sob a curva de decaimento plasmatico, sanglineo ou
sérico do farmaco ou metabdlito ativo, extrapolada do tempo 0 h ao

infinito;

Cmax: concentragdo plasmatica, sanglinea ou sérica maxima que o

farmaco ou metabdlito ativo atingem apds a administragao;

Cmin: concentragdo plasmatica, sanguinea ou sérica minima que o
farmaco ou metabdlito ativo atingem durante o intervalo de dose no
estado de equilibrio estacionario, apds a administracdo em esquema de

doses multiplas;

Cm: concentragéo plasmatica, sanguinea ou sérica média que o farmaco
ou metabdlito ativo atingem durante o intervalo de dose no estado de
equilibrio estacionario, apds a administracdo em esquema de doses

multiplas;

Flutuacao: relacdo entre a diferenca das concentragdes plasmaticas,
sanguineas ou séricas maxima e minima e a concentragdo media
durante o intervalo de dose no estado de equilibrio estacionario, apos a

administragdo em esquema de doses multiplas ((Cmax- Cmin )/ Cm);
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v" Tmax: tempo necessario para atingir Cpax;

v Tur): meia-vida de eliminagéo do farmaco ou metabdlito ativo;

v TMR: tempo médio de residéncia do farmaco ou metabdlito ativo;

v Xuy: excregdo urinaria acumulada do farmaco ou metabdlito ativo do

tempo 0 h ao tempo t, correspondente a coleta da ultima amostra;

v" Xu,: excregcdo urinaria acumulada do farmaco ou metabdlito ativo

extrapolada do tempo 0 h ao infinito;

v' dXul/dt: velocidade de excrecao urinaria do farmaco ou metabdlito ativo.

Os parametros avaliados em um estudo de bioequivaléncia do tipo
cruzado, de dois periodos e dose unica, com determinacdo da concentragcéo do
farmaco em sangue, plasma ou soro, sdo: Cmax, Tmax, ASCo.t € ASCy... Estes
parametros sao considerados adequados para descrever a extensdo e
velocidade da absorcdo de formas farmacéuticas de liberacido convencional

(Schulz, Steinijans, 1991; Brasil, 2004).
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2.6.8 ANALISE ESTATISTICA DOS RESULTADOS

Apos a administracdo dos produtos teste e referéncia a voluntarios
sadios em ensaios de bioequivaléncia, a questao que se pretende responder
ao se submeter a anadlise estatistica os valores obtidos para os parametros
farmacocinéticos relativos a biodisponibilidade, ndo € se os produtos
apresentam ou n&o diferengas significativas entre suas biodisponibilidades,
mas sim, se estas biodisponibilidades s&o suficientemente semelhantes para
que as formulagdes teste e referéncia possam ser consideradas
terapeuticamente equivalentes (Porta, 1999).

Atualmente as agéncias regulatérias EMEA (European Agency for the
Evaluation of Medicinal Products, 2001), ANVISA (Brasil, 2003d) e FDA (United
States, 2004) exigem evidéncias de bioequivaléncia por meio dos paréametros
ASC, Cmax € Tmax-

Recomenda-se que os parametros ASCyt € Cmax Sejam transformados
logaritmicamente. Deve-se realizar analise da variancia (ANOVA) para estes
parametros para avaliar a influéncia da sequéncia (grupo ou ordem) de
administragdo, individuos, periodo ou fases e o tratamento (Consiglieri,
Storpirtis, 2000; Brasil, 2004; United States Pharmacopeia, 2005).

Os orgaos reguladores consideram dois produtos bioequivalentes
quando o intervalo de confianga de 90 % (1.C. 90 %) da razdo entre as médias
dos valores dos referidos parametros farmacocinéticos estejam compreendidos
entre 80 — 125 % (European Agency for the Evaluation of Medicinal Products,

2001; Brasil, 2004; United States, 2004; United States Pharmacopeia, 2005).
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3. OBJETIVOS
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3.1 OBJETIVO GERAL

No presente trabalho o objetivo geral foi verificar a intercambialidade
entre comprimidos contendo cloridrato de ciclobenzaprina produzidos por dois

fabricantes distintos.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Desenvolver e validar método bioanalitico para quantificacdo de
ciclobenzaprina em plasma humano por cromatografia liquida de alta

eficiéncia com deteccéo por espectrometria de massas;

¢ Definir a farmacocinética da ciclobenzaprina em voluntarios sadios;

e Avaliar a bioequivaléncia entre formulagdes contendo cloridrato de

ciclobenzaprina produzidas por dois laboratérios diferentes.
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4. MATERIAL E METODOS
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4.1 MATERIAL

4.1.1 AMOSTRAS

Foram avaliadas amostras de comprimidos de liberagdo imediata
contendo 10 mg de cloridrato de ciclobenzaprina, provenientes de dois

laboratorios farmacéuticos distintos, conforme descrito abaixo:

= Laboratério Apsen Farmacéutica S/A
Miosan® comprimidos contendo 10 mg de cloridrato de ciclobenzaprina
(produto TESTE).

Lote analisado: 309024, com validade até setembro de 2005.

= Laboratério Merck Co. Inc
Flexeril® comprimidos contendo 10 mg de cloridrato de ciclobenzaprina
(produto REFERENCIA)

Lote analisado: 2092441A, com validade até abril de 2005.

4.1.2 SUBSTANCIAS QUIMICAS DE REFERENCIA

Todas as analises foram realizadas utilizando-se padrdo secundario de
cloridrato de ciclobenzaprina lote 2003G1429, teor de pureza 99 %, fornecido
por Apsen Farmacéutica S/A, com validade até dezembro de 2004 e padrao
secundario de amitriptilina (padréo interno) lote 1026, teor de pureza de 99,8

%, valido até dezembro de 2004, fornecido por Dipharma.
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4.1.3 SOLVENTES, REAGENTES E MATERIAIS

Foram utilizados os seguintes solventes, reagentes e materiais:

= Agua ultrapura obtida em equipamento Millipore, modelo MiliQ
Academic;

= Acetonitrila grau cromatografico J. T. Baker;

= Metanol grau cromatografico J. T. Baker;

= Eter terc-butiimetilico grau cromatografico J. T. Baker;

= Acido férmico p.a. Merck;

= Acetato de amoénio p.a Sigma;

= Plasma branco fornecido pelo banco de sangue do Hospital das Clinicas
da Faculdade de Medicina da Universidade de Sao Paulo;

= Nitrogénio White Martins;

= (Gelo seco;

= Unidades filtrantes Millipore, tipo HV Milex em polietileno com membrana
Durapore® com 13 mm de diametro e poros de 0,45 um;

= Membranas filtrantes de acetato de celulose regenerado Sartorius de 47
mm de didmetro e poro de 0,22 um;

= Baldes volumétricos Pyrex® de 50 e 100 mL;

= Provetas Pyrex® de 250, 500 e 1000 mL;

= Ponteiras descartaveis Brand®;

= Seringas de vidro BD Yale de 10 mL;

= Tubos de ensaio com rolha esmerilhada de 10 mL;

= Tubos coOnicos de 10 mL;
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= Material médico-hospitalar: seringas descartaveis BD de 5 e 10 mL,
agulhas descartaveis BD 25 x 7 e 40 x 12, escalpe BD 21G, escalpe
Safe-t-intima® 20G, heparina sédica frasco-ampola 5000 Ul Ariston,
algodao hidréfilo ndo estéril Cremer, soro fisiologico 0,9 % de 250 mL,
luvas para procedimento ndo estéreis Supermax®, tubos para coleta de
sangue Vacutainer® de 10 mL contendo heparina;

= Coluna cromatografica Phenomenex®, modelo Luna 5 um C18 (2), de
150 mm de comprimento e 4,6 mm de didmetro interno;

= Pré-coluna cromatografica Phenomenex®, modelo AJ0-4287 C18, de 5
mm de comprimento e 4,6 mm de diametro interno, contendo particulas

de 5 um.

4.1.4 EQUIPAMENTOS

= Balanga analitica Toledo, modelo AB 204-S;

= Banho ultrassdnico Odontobras, modelo 2840D;

= Banho termostatico Fisaton, modelo 577;

= Centrifuga Heraeus, modelo Megafuge 2.0 D37520;

= Sistema de filtracdo a vacuo Sartorius;

= Agitadores de tubos tipo vértex Phoenix, modelo AP 56;

= Pipetas automaticas de volume fixo 25, 50, 100, 250, 500 e 1000 uL
Brand Transferpette;

= Pipeta automatica de volume variavel de 10 a 100 uL Eppendorf;

= Pipeta automatica de volume variavel de 0,5 a 5,0 mL Labsystems

Finnpipette;
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= Pipetador automatico de 0,5 a 5,0 mL Brand Dispensette;

= Cromatégrafo liquido de alta eficiéncia Shimadzu, composto por uma
bomba quaternaria LC-10ADvp, degaseificador DGU-14", injetor
automatico de amostras SIL-10ADvp, unidade de controle SCL-10ADvp;
detector de massas triplo-quadrupolo de alta eficiéncia Micromass

Quatto LC; software MassLynx NT data system.

4.2 METODOS

4.2.1 DESENVOLVIMENTO DO METODO ANALITICO PARA QUANTIFICAGAO

DE CICLOBENZAPRINA EM PLASMA HUMANO

O desenvolvimento de um método analitico envolve a evolugao e
otimizagdo de varios estagios da preparacdo da amostra, separagao
cromatografica, deteccao e quantificagdo. O método de quantificacdo deve ser
especifico para cada analito, exato e relativamente simples, de modo a
minimizar os erros (Bressole et al., 1996; Causon, 1997).

Estdo descritos na literatura diversos métodos para quantificagcao de
ciclobenzaprina em plasma (Hucker, Stauffer, 1976; Hucker, Stauffer, 1976b;
Constanzer et al, 1985; Constanzer et al, 1995). Entretanto, todos apresentam
alguma desvantagem que dificulta sua aplicagdo em ensaios de
bioequivaléncia, seja em relagao a técnica empregada, a utilizagdo de padrao
interno nao disponivel comercialmente, a procedimentos de extracao

complexos ou a baixa sensibilidade. Assim, neste trabalho, desenvolveu-se e
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validou-se metodologia simples, sensivel, exata e precisa para quantificacdo de
ciclobenzaprina em plasma humano através de cromatografia liquida de alta

eficiéncia com deteccao por espectrometria de massas.

4.2.1.1 PREPARO DE PADROES

Para o preparo das solugdes-padrao de trabalho utilizaram-se solugdes
estoque de ciclobenzaprina e amitriptilina (padréo interno — PlI) em metanol na
concentragdo de 1000 pg/mL. A partir destas, obtiveram-se solugbes, em
metanol, nas concentragdes de 1,0 ug/mL (padréo interno), 10 ng/mL, 60
ng/mL, 100 ng/mL e 300 ng/mL (ciclobenzaprina). Estas solugdes foram

armazenadas em frasco de vidro &mbar e mantidas a —20 °C.

As solugbes-padrao de ciclobenzaprina em metanol, utilizadas para
preparo diario das amostras de plasma padrao da curva de calibragdo, e de
amitriptilina (Pl) em metanol, ficaram armazenadas a -20 °C e sua estabilidade

foi monitorada diariamente durante as corridas analiticas.

4.2.1.2 PREPARO DAS AMOSTRAS DE PLASMA PADRAO DA CURVA DE

CALIBRACAO

Para garantir a estabilidade das amostras de plasma padrao da curva de
calibragao, estas foram preparadas diariamente a partir de solugdes-padrao de
10 ng/mL, 60 ng/mL e 100 ng/mL ciclobenzaprina em metanol. Tomaram-se

aliquotas adequadas de solucdo-padrao de ciclobenzaprina em metanol e 25
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uL de solugao-padrao de amitriptilina a 1,0 ug/mL em metanol, evaporando-se
o solvente em corrente de nitrogénio. Adicionaram-se 1000 puL de plasma
branco e as amostras foram homogeneizadas em agitador de tubos tipo vortex

por 30 segundos.

O Quadro1 apresenta as diluicbes realizadas para obtencdo das

amostras de plasma padrao da curva de calibracao.

Quadro 1 Obtencdo de amostras de plasma padrdao de ciclobenzaprina da

curva de calibragao

Concentragao da solugao- Aliquot Volume de plasma | Concentragéo final de
padrao de ciclobenzaprina quota branco ciclobenzaprina

10 ng/mL 25 uL 1000 pL 0,25 ng/mL

10 ng/mL 50 pL 1000 pL 0,50 ng/mL

10 ng/mL 100 pL 1000 pL 1,0 ng/mL

100 ng/mL 25 uL 1000 pL 2,5 ng/mL

100 ng/mL 50 pL 1000 pL 5,0 ng/mL

100 ng/mL 100 pL 1000 pL 10,0 ng/mL

60 ng/mL 250 pL 1000 pL 15,0 ng/mL
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4.2.1.3 PREPARO DAS AMOSTRAS DE PLASMA PADRAO DE CONTROLE DE

QUALIDADE

As amostras de plasma de controle de qualidade foram preparadas em
trés concentragdes, controle de qualidade baixo (CQB = 0,75 ng/mL); controle
de qualidade médio (CQM = 6 ng/mL) e controle de qualidade alto (CQA = 12

ng/mL) .

Transferiram-se aliquotas de solugao-padrao de ciclobenzaprina em
metanol, nas concentragdées de 100 ng/mL ou 300 ng/mL, conforme descrito no
Quadro 2, para baldes volumétricos de 50 mL. A seguir, adicionou-se
lentamente o plasma branco e homogeneizou-se gentilmente para evitar a
formagado de espuma. Apds completar o volume agitou-se vigorosamente para

garantir a homogeneizacao.

ApOs o preparo, estas amostras foram fracionadas em frascos de
polipropileno de 3 mL, devidamente identificados com a concentragao e a data

de preparo, e armazenadas em freezer a —20 °C.
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Quadro 2 Obtengdo de amostras de plasma de controle de qualidade de

ciclobenzaprina

Concentracao da o
Controle de . . i Volume de | Concentracéo final
. solucdo-padréo de Aliquota . .
Qualidade . . plasma de ciclobenzaprina
ciclobenzaprina

CQB 100 ng/mL 375 uL 50 mL 0,75 ng/mL
cam 300 ng/mL 1000 pL 50 mL 6,0 ng/mL
CQA 300 ng/mL 2000 pL 50 mL 12 ng/mL

4.2.1.4 PROCEDIMENTO DE PURIFICAGAO DAS AMOSTRAS

A anadlise cromatografica de substancias presentes em matrizes
biolégicas (soro, plasma, urina) em geral requer um pré-tratamento da amostra,
em funcdo da complexidade destas matrizes, da existéncia de proteinas que
sdo incompativeis com as colunas cromatograficas e da baixa concentragao
das substancias a serem analisadas (Queiroz et al., 2001).

A purificacdo das amostras de padrdes da curva de calibragdo, amostras
de plasma branco, amostras de plasma de controle de qualidade e amostras de
plasma de voluntarios que receberam ciclobenzaprina, foi realizada pela
técnica de extragédo liquido-liquido com solvente organico. Adicionaram-se
1000 pL de plasma aos tubos de ensaio contendo 25 uL de solugdo de padrao
interno  (amitriptilina) em metanol, na concentracdo de 1000 ng/mL,
homogeneizando-se por 30 segundos em agitador de tubos. A seguir, extraiu-

se o plasma com 4,0 mL de éter terc-butilmetilico durante 60 segundos em
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agitador de tubos. Apods centrifugagao a 3500 rpm por 10 minutos, imergiu-se o
extrato organico em gelo seco para congelamento da fase aquosa. Procedeu-
se a filtracdo do extrato organico em unidade HV Millex com membrana
Durapore® de 13 mm de diametro e poro de 0,45 um. O filtrado foi transferido
para tubo coénico e evaporado sob corrente de nitrogénio a 40 °C.
Ressuspendeu-se o residuo em 500 uL de fase movel para injecdo no sistema

cromatografico.

4.2.1.5 CONDICOES PARA ANALISE CROMATOGRAFICA

Empregou-se para separagdo coluna de marca Phenomenex®, modelo
Luna 5 um C18 (2), de 150 mm de comprimento e 4,6 mm de didmetro interno,
contendo particulas de 5 um, e pré-coluna de marca Phenomenex®, modelo
AJ0-4287 C18, de 5 mm de comprimento e 4,60 mm de didmetro interno,

contendo particula de 5 um.

A fase mével foi constituida por mistura de tampao acetato de aménio 10
mM e acetonitrila, na proporcdo de 10:90 (v/v), contendo 0,1 % de acido
féormico e foi eluida a um fluxo de 0,35 mL/min. Filtrou-se a solugdo em
membrana filtrante com didmetro de 47 mm e poros de 0,22 um,

degaseificando-se em banho ultrassénico por 10 minutos.

O sistema cromatografico foi acoplado a um espectrometro de massa
com eletrospray-positivo. A aquisicdo foi realizada no modo de ionizagéo

multipla (MRM), monitorando-se as transigcbes de m/z 276,60 > 216,40 para
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ciclobenzaprina e 278,0 > 218,0 para amitriptilina (padrao interno). Para analise
dos extratos reconstituidos, foram injetados 50 uL no sistema cromatografico.
Os principais parametros relacionados a detecgdo por espectrometria de

massas estio resumidos no Quadro 3.

Quadro 3 Parametros relacionados a deteccéo por espectrometria de massas

Parametro Valor
Temperatura da fonte (°C) 100
Temperatura de dessolvatacéo (°C) 350
Fluxo do gas de dessolvatagao (L/h) 405
Voltagem do capilar (kv) 3.0
Voltagem do cone (kv) 35
Energia de coliséo (v) 25

4.2.2 VALIDACAO DO METODO ANALITICO PARA QUANTIFICACAO DE

CICLOBENZAPRINA EM PLASMA

A validagdo de um método bioanalitico € um processo usado para
garantir que os parametros da performance analitica estdo adequados para seu
uso (Causon, 1997).

A utilizacdo de metodologias validadas tem aumentado com o objetivo
de assumir um nivel minimo de qualidade. A bioanalise é uma das areas da

ciéncia analitica que requer a validacdo do método, uma vez que os resultados
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de um estudo de bioequivaléncia podem nao ser reconhecidos pelas
autoridades oficiais caso nao sejam provados que tais resultados sao baseados
em um método validado (Hartmann et al., 1998).

A validacdo foi realizada pela determinacdo de especificidade,
recuperacao, limite de quantificacdo, linearidade, precisdao, exatidadao e
estabilidade, conforme relatado por Bressole et al. (1996) e Causon (1997) e
pelos critérios estabelecidos pelas diretrizes para validagdo de métodos

bioanaliticos da FDA (United States, 2001) e pela ANVISA (Brasil, 2003e).

4.2.2.1 ESPECIFICIDADE

Pode-se definir especificidade como a capacidade de um método em
distinguir o analito de todas as outras substancias presentes na amostra

(Causon,1997).

Este parametro foi investigado pela analise de seis amostras de plasma,
sendo quatro amostras de plasma branco, uma amostra de plasma lipémico e
uma amostra de plasma hemolisado, em comparagdo com uma solucao
contendo o padrdo em concentracdo proxima ao limite de quantificagcdo e o
padrao interno, para verificacdo da existéncia de interferéncia por parte de

componentes enddgenos (Brasil, 2003e).

O plasma branco foi obtido de voluntarios sadios apds centrifugagéo de
sangue coletado em tubos contendo anticoagulante, geralmente heparina, e
isento de padrdo de ciclobenzaprina e padrao interno. O plasma lipémico foi
obtido da mesma maneira, porém apds o voluntario receber uma refeicao rica

em gordura, enquanto que o plasma hemolisado foi obtido por meio do
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congelamento de sangue de voluntario e posterior centrifugacao por 10 minutos

a 3500 rpm.

4.2.2.2 RECUPERACAO

A recuperacdo € a medida da eficiéncia de um método em detectar
todos os analitos de interesse presentes na amostra original (Braggio et al,
1996). Corresponde ao resultado obtido apds andlises de amostras de plasma
branco acrescidas de padrdo, submetidas a pré-tratamento, expresso como
porcentagem do resultado obtido apds analise de padréo puro, ndo submetido

ao pré-tratamento (Causon, 1997).

Tal parametro foi determinado comparando-se resultados de analises de
amostras de plasma adicionado de padrao de ciclobenzaprina e padrao-interno,
submetidas ao processo de extragcao, a resultados de analises de amostras de
ciclobenzaprina e padrdo interno em metanol, ndo submetidas a esse
processo, que representam 100% de recuperagcdo, em trés diferentes
concentragdes (baixa, CQB = 0,75 ng/mL; média, CQM = 6 ng/mL e alta CQA =

12 ng/mL) e seis repetigdes (Causon, 1997; Brasil, 2003e).

Porcentagens préximas a 100% séo desejaveis, porém admitem-se
valores menores, desde que a recuperagdo seja precisa e exata (Brasil,

2003e).
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4.2.2.3 LIMITE DE QUANTIFICAGAO

O limite de quantificagdo (LQ) representa a menor concentragdo que
pode ser determinada, distinguindo-se do ruido, com exatiddo e precisao

aceitaveis (Bressole et al, 1996; Causon, 1997).

O limite de quantificacdo foi determinado utilizando-se concentragdes
decrescentes do farmaco, em seis repeticdes, até o menor nivel detectado com
precisao e exatidao aceitaveis. A exatidao deve estar entre 80 - 120 % do valor
nominal da concentragdo, com coeficiente de variagdo de, no maximo, 20 %

(Brasil, 2003e).

4.2.2.4 LINEARIDADE

A linearidade, representada pela curva de calibracdo, indica a relagao
entre a concentragdo do analito e a resposta do método, constituida, neste
trabalho, pela area sob o pico do sinal cromatografico (Bressolle et al, 1996). O
método de regressao linear dos minimos quadrados normalmente é utilizado
para definir matematicamente a curva de calibragdo. Em geral, um fator de
peso (1/x ou 1/x?) é usado para evitar a inclinagdo da curva de calibracdo em

favor das concentragdes mais elevadas (Braggio et al, 1996).

Para construcdo da curva de calibracido, utilizaram-se amostras de
plasma adicionado de padrdo de ciclobenzaprina em sete concentracdes
diferentes (0,25; 0,5; 1,0; 2,5; 5,0; 10,0 e 15,0 ng/mL) e seis repeti¢gdes. A curva
de calibracdo incluiu a analise da amostra de plasma branco e da amostra

"zero" (plasma isento de padréo e adicionado de padrao interno). O intervalo da
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curva de calibragéo incluiu o limite de quantificagdo e os valores de 80% da
concentragdo mais baixa e 120% da concentragcado mais alta que se pretendiam

analisar.

Estabeleceu-se correlacdo linear entre o inverso da concentracao,
considerada variavel independente (1/x) e area sob o pico do sinal
cromatografico, considerada variavel dependente (y). Os parametros da

correlagao foram estimados através do método dos minimos quadrados.

Alguns critérios a serem considerados na avaliagdo da curva de
calibragdo incluem desvio menor ou igual a 20 % em relagdo a concentragao
nominal para o limite de quantificagao (LQ); desvio menor ou igual a 15 % em
relagdo a concentracdo nominal para as outras concentracbes da curva de
calibragdo e coeficiente de correlagéo linear igual ou superior a 0,98 (Brasil,

2003).

4.2.2.5 PRECISAO

A precisdo de um método bioanalitico consiste na medida do erro
aleatério. E definida como a concordancia entre varias medidas da mesma
amostra, sendo expressa como coeficiente de variagdo (C.V.%) dessas
medidas. A precisdo intra-ensaio refere-se ao coeficiente de variacédo obtido
por repeticdo do método com o mesmo analista, utilizando o mesmo
equipamento e os mesmos reagentes, em um curto intervalo de tempo (no
mesmo dia, por exemplo). A precisdo inter-ensaios € obtida por meio de

alteracdo de condigdes, como mudanga de analista, reagentes ou
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equipamento, ou pela utilizagdo do método durante varias semanas ou meses

(Causon, 1997).

Este parametro foi determinado pela analise de amostras de plasma de
controle de qualidade em trés diferentes concentracbes (baixa, CQB = 0,75
ng/mL; média, CQM = 6 ng/mL e alta CQA = 12 ng/mL) e seis réplicas no
mesmo dia (precisdo intra-ensaio) e em seis réplicas por dia durante quatro
dias consecutivos (precisdo inter-ensaios), calculado segundo a equacéao

abaixo:

C.V. (%) =_DP_x 100,
CMD
onde:

CV = coeficiente de variagao
DP = desvio padrao
CMD = concentracdo média determinada

O coeficiente de variagdo nédo deve exceder valores superiores a 15 %,
exceto para o limite de quantificagdo (LQ), para o qual admitem-se valores

menores ou iguais a 20 % (Brasil, 2003e).

4.2.2.6 EXATIDAO

A exatiddo de um método bioanalitico € uma medida do erro sistematico
definida como a concordancia entre o valor medido e o valor real (Causon,

1997).
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O referido parametro foi determinado pela analise de amostras de
plasma de controle de qualidade em trés diferentes concentragdes (baixa, CQB
= 0,75 ng/mL; média, CQM = 6 ng/mL e alta CQA = 12 ng/mL) e seis repeticdes
no mesmo dia (exatidao intra-ensaio) e em seis repeticdes por dia durante

quatro dias (exatidao inter-ensaios), calculado a partir d a seguinte equacgéo:

Exatiddo (%)= _CMD x 100,
cT

onde:
CMD = concentracdo média determinada

CT = concentragao tedrica

4.2.2.7 ESTABILIDADE

O conhecimento da estabilidade de um analito € essencial para se
garantir a integridade da amostra (Braggio et al, 1996). Os dados de
estabilidade sao necessarios para mostrar que a concentragdo do analito no
momento analise corresponde a sua concentracdo no momento da coleta

(Causon, 1997).

A estabilidade foi avaliada em varias condi¢des, conforme recomendado

pela Resolugao n° 899 (Brasil, 2003e):
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» Estabilidade das solugbes-padrao utilizadas para preparacgao diaria da
curva de calibragao;

> Estabilidade de amostras de plasma mantidas a -20°C e submetidas a
trés ciclos de congelamento e descongelamento;

» Estabilidade a temperatura ambiente durante 4 horas, denominada
estabilidade de curta duracgao;

> Estabilidade pds-processamento, ou seja, estabilidade das amostras de
plasma processadas e mantidas por 24 horas e 48 horas a temperatura
ambiente;

» Estabilidade de longa duragado, que deve exceder o intervalo de tempo
compreendido entre a coleta da primeira amostra e a analise da ultima,

de acordo com o protocolo de estudo de bioequivaléncia.

4.2.2.71 ESTABILIDADE EM CICLOS DE CONGELAMENTO E

DESCONGELAMENTO

Para determinar este parametro foram utilizadas triplicatas de amostras
de plasma de controle de qualidade em trés concentragdes (baixa, CQB = 0,75
ng/mL; média, CQM = 6 ng/mL e alta CQA = 12 ng/mL), submetidas as
seguintes condi¢des: congelamento a -20 °C por 12 horas, descongelamento e
recongelamento por mais 12 horas e assim sucessivamente até completar trés
ciclos. A concentragdo do farmaco nas amostras de plasma de controle de

qualidade foi determinada nos trés ciclos e os resultados obtidos foram



69

comparados com os resultados de amostras recém-preparadas (amostras

processadas e analisadas imediatamente apds o preparo).

4.2.2.7.2 ESTABILIDADE DE CURTA DURACAO

Foram utilizadas triplicatas de amostras de plasma de controle de
qualidade em trés concentracdes (baixa, CQB = 0,75 ng/mL; média, CQM = 6
ng/mL e alta CQA = 12 ng/mL), submetidas a descongelamento natural e
mantidas a temperatura ambiente durante 4 horas. Apds este periodo as
amostras foram processadas e analisadas, comparando-se os resultados com

os de amostras recém-preparadas.

4.2.2.7.3 ESTABILIDADE POS-PROCESSAMENTO

Este parédmetro avaliou a estabilidade das amostras processadas,
contemplando o periodo de espera no auto-injetor do cromatografo. Triplicatas
de amostras de controle de qualidade processadas, em trés concentracoes
(baixa, CQB = 0,75 ng/mL; média, CQM = 6 ng/mL e alta CQA = 12 ng/mL),
foram analisadas apos 24 e 48 horas a temperatura ambiente. Os resultados

obtidos foram comparados com os de amostras recém-preparadas.
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4.2.2.7.4 ESTABILIDADE DE LONGA DURAGAO

Este parametro foi determinado avaliando-se a estabilidade das
amostras durante o periodo de tempo entre a data da coleta das amostras de
plasma de voluntarios que receberam ciclobenzaprina e a data do término das
analises. Os resultados das amostras de controle de qualidade analisadas em
triplicata, em trés concentragdes (baixa, CQB = 0,75 ng/mL; média, CQM = 6
ng/mL e alta CQA = 12 ng/mL), apdés 4 meses mantidas a -20 °C, foram

comparados com os resultados de amostras recém-preparadas.

4.2.2.7.5 ESTABILIDADE DAS SOLUGOES-PADRAO

Para avaliar a estabilidade das solugcbes-padrao em metanol, estas
foram analisadas diariamente durante as etapas de validagdo e analise de
amostras de voluntarios, com monitoramento diario das areas dos picos
cromatograficos obtidos. Os resultados obtidos diariamente foram comparados

com os resultados de amostras obtidas no dia de preparo das solugdes-padrao.
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4.2.3 AVALIACAO DA BIOEQUIVALENCIA ENTRE OS MEDICAMENTOS TESTE

E REFERENCIA

O protocolo clinico do ensaio de bioequivaléncia foi aprovado pelo
Comité de Etica em Pesquisa (CEP) da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas
e do Hospital Universitario da Universidade de Sao Paulo (ANEXO A)

4.2.3.1 CASUISTICA

O estudo foi realizado em humanos, de acordo com as normas éticas
internacionais e nacionais para ensaios desta natureza e com a

regulamentacgéo estabelecida pela ANVISA (Brasil, 2000).

Foram selecionados para este estudo 26 voluntarios sadios, sendo 13 do
sexo masculino e 13 do sexo feminino, com idade média de 32 anos, com
peso e altura médios de 65 kg e 167 cm, respectivamente (Tabela 1). Todos
foram devidamente informados sobre as caracteristicas da pesquisa,

assinando termo de consentimento livre e esclarecido (ANEXO B).

Os voluntarios satisfizeram os seguintes critérios:

= nao fumantes;

= bom estado de saude, idade entre 21 e 45 anos e peso dentro do
ideal £ 15 %, calculado pela férmula Pl = 0,9 (H — 100) em que PI

€ o peso ideal (kg) e H, a altura do voluntario (cm);
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= auséncia de patologias cardiacas, renais, gastrintestinais,

neuroldgicas ou metabdlicas;
= sem antecedentes de hipersensibilidade a medicamentos;
= nao estavam em tratamento com medicamentos;

= voluntarios do sexo feminino ndo estavam em estado de gravidez
(comprovado através de exame laboratorial) ou em periodo de

amamentacao.

A inclusido dos voluntarios foi baseada também nos resultados de

exames laboratoriais:

= hemograma completo;

= uréia;

= creatinina;

= fosfatase alcalina;

= glicemia;

= Dbilirrubina total;

= proteinas totais e albumina;

= transaminase oxalacética e piruvica (TGO e TGP);
= acido urico;

= colesterol total,

= ftriglicérides;
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= urina tipo I;
= sorologia para HIV, hepatite B e hepatite C;
= eletrocardiograma com doze derivagoes;

= B-HCG (para mulheres).

Todos os exames laboratoriais, exceto a sorologia para HIV, hepatite B e

hepatite C, foram repetidos no periodo pés-estudo.

Os voluntarios foram excluidos do estudo nos casos a seguir:
= fumavam mais que 10 cigarros ao dia;

= apresentaram resultados fora da normalidade para os exames

clinicos e laboratoriais;

= apresentaram mal-estar decorrente da retirada de amostras de
sangue, tal como tontura, queda de pressdo ou desmaio e

expressassem desejo de serem excluidos do estudo;
= apresentaram reagdes adversas ao medicamento administrado;

= independentemente de qualquer intercorréncia, expressaram

desejo de serem excluidos do estudo.
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Tabela 1 Caracteristicas dos voluntarios selecionados para o ensaio de

bioequivaléncia. D.P.l. = desvio do peso ideal;

D.P=desvio padrao

Voluntario Sexo Idade (anos) Altura(cm) Peso (Kg) D.P.l. (%)
1 F 28 165 62 11
2 F 29 161 59 7
3 F 34 161 57 4
4 F 32 162 57 2
5 F 25 159 51 -5
6 F 35 161 62 14
7 F 22 163 61 7
8 F 38 174 76 13
9 F 43 155 52 5
10 F 35 164 57 1
11 F 30 162 59 6
12 F 33 172 65 0
13 F 33 153 55 14
14 M 30 184 85 14
15 M 28 170 71 13
16 M 40 170 72 11
17 M 37 171 73 15
18 M 31 172 74 14
19 M 23 170 70 10

20 M 38 169 56 -10
21 M 28 162 57 -13
22 M 37 175 77 14
23 M 27 174 61 -8
24 M 30 172 73 13
25 M 37 178 72 3
26 M 36 175 77 14
Média 32 167 65 7
DP 5 8 9 8
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4.2.3.2 PROCEDIMENTO DO ENSAIO DE BIOEQUIVALENCIA

O estudo foi do tipo quantitativo direto com delineamento aleatdrio,
cruzado e aberto, formando-se dois grupos de voluntarios, A e B. Na Fase 1, os
voluntarios do grupo A receberam 1 comprimido de Flexeril®, lote 2092441A,
empregado como produto referéncia, enquanto que os do grupo B receberam 1
comprimido de Miosan®, lote 309024, considerado como o produto teste. Na
Fase 2 realizada apdés 30 dias (periodo de wash out), o procedimento foi
repetido, invertendo-se os grupos (Tabela 4.5). Os voluntarios 1, 10 e 23
desistiram de participar do estudo por motivos pessoais, sendo excluidos do

estudo.

Os comprimidos foram administrados aos voluntarios pela manha, apés
jejum de 8 horas, e foram ingeridos com auxilio de 200 mL de agua. Os
voluntarios receberam almogo, lanche e jantar padronizados, respectivamente,

4,7 e 11 horas apos a administragao dos medicamentos.

Os voluntarios foram orientados a nao ingerir bebidas alcodlicas, café e
outras bebidas xanticas 48 horas antes do ensaio, e durante a sua realizagao
estas bebidas nao foram oferecidas. Além disso, foram orientados a ndo tomar
qualquer medicamento uma semana antes do estudo ou durante sua

realizagao.
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Quadro 4 Desenho amostral para ensaio de bioequivaléncia de comprimidos

contendo ciclobenzaprina

Voluntario Grupo Fase 1 Fase 2
1 B T R
2 B T R
3 A R T
4 A R T
5 A R T
6 B T R
7 B T R
8 A R T
9 A R T
10 A R T
11 B T R
12 B T R
13 A R T
14 A R T
15 B T R
16 B T R
17 A R T
18 A R T
19 A R T
20 B T R
21 B T R
22 B T R
23 A R T
24 B T R
25 A R T
26 B T R

T = produto teste (Miosan®, lote 309024, produzido por Apsen Farmacéutica S/A);

R = produto referéncia (Flexeril®, lote 2092441A, produzido por Merck Co. Inc);
Os voluntarios 1, 10 e 23 foram excluidos do estudo.
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4.2.3.3 COLETA DE AMOSTRAS

Foram coletadas amostras de 8 mL de sangue dos voluntarios em tubo
heparinizado a 0, 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 10, 12, 24, 48, 72, 96, 144, 192 e 240
horas apds a administragcao dos produtos. As amostras foram centrifugadas e o
plasma, acondicionado em duplicata, foi congelado a —20 °C em freezer até a

realizacdo do ensaio para quantificagao do farmaco.

4.2.4 QUANTIFICAGAO DE CICLOBENZAPRINA NAS AMOSTRAS DE PLASMA

Realizou-se a quantificagdo de ciclobenzaprina nas amostras de plasma
conforme metodologia descrita no item 4.2.1.4.

As amostras de plasma de voluntarios que receberam ciclobenzaprina
foram analisadas paralelamente a curva de calibragdo com sete pontos e
amostras em triplicata de controle de qualidade em trés diferentes

concentracgdes (alta, média e baixa):

= Controle de qualidade alto (CQA): 12 ng/mL
= Controle de qualidade médio (CQM): 6,0 ng/mL

= Controle de qualidade baixo (CQB): 0,75 ng/mL

A analise das amostras de controle de qualidade concomitante a
amostras de plasma de voluntarios é uma garantia da qualidade e da

estabilidade das mesmas durante o procedimento analitico empregado.
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4.2.5 AVALIAGAO DA BIOQUIVALENCIA ENTRE OS PRODUTOS

A bioequivaléncia entre os produtos foi determinada apos quantificagao
de ciclobenzaprina nas amostras de plasma provenientes do estudo clinico,
através da comparacao dos parametros farmacocinéticos relativos a absorgao
do farmaco a partir das duas formulagdes (Ritschel, 1992; Shargel, Yu, 1999;

Dipiro et al., 2002).

Estes parametros relacionam-se a:

< Quantidade de farmaco absorvida:

ASCy. area parcial sob a curva de decaimento plasmatico do
farmaco (concentragdo versus tempo), calculada pelo método dos
trapezodides do tempo zero ao tempo t, onde t € o tempo relativo a

ultima concentragao determinada experimentalmente;

ASCy..: area total sob a curva de decaimento plasmatico do farmaco
(concentragao versus tempo), calculada do tempo zero ao tempo
infinito, ou seja, ASCy.t + Ci/Ke, no qual C; corresponde a ultima
concentragcdo do farmaco determinada experimentalmente e K¢ € a
constante de eliminacao da fase terminal. A ASCy. deve ser superior

ou igual a 80% da ASCo...
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< Velocidade de absorcéo do farmaco:

Cmax: concentragdo plasmatica maxima que o farmaco atinge apdés
administragcdo, determinada diretamente a partir das curvas de

concentracéo plasmatica versus tempo, sem interpolacéo dos dados;

tmax: tempo necessario para Cnax, determinado diretamente a partir
das curvas de concentracdo plasmatica versus tempo, sem

interpolagdo dos dados.

Também foram calculados os seguintes parédmetros farmacocinéticos
relativos a absor¢do e a eliminagdo do farmaco (Ritschel, 1992; Shargel, Yu,

1999; Dipiro et al., 2002):

ka: constante de absorcdo do farmaco, determinada a partir da

equacao que define a fase absortiva do farmaco em fungéo do tempo:

Czcoe—ka.t;

t1;20a: Meia-vida de absorgdo plasmatica do farmaco, determinada a
partir do valor da constante de absorgdo, por meio da formula: t(1