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Abstract

In the last decade, the evolution of the technical aspects of the Brazilian
regulations in the area of medications, based on scientific principles, is
unquestionable. The implementation of the specific laws and regulations have
contributed to the improvement of manufacturing and quality assurance of
medicines in the country, introducing concepts such as pharmaceutical
equivalence, bioequivalence and bioavailability. Bioequivalence testing is critical to
ensure that the two medications that have proved pharmaceutical equivalence will
have the same bioavailability in the body, expressed in terms of the amount of
absorbed drug and the speed of absorption using the dosage form provided.
Analytical procedures described in this work are in accordance with the
requirements of the FDA and ANVISA for the quantitation of drugs in
pharmacokinetic studies in humans.

Here we describe the first method for the quantitation of chlorpromazine in
human plasma using an ultra performance liquid chromatography (UPLC) coupled
to an electrospray tandem triple quadrupole mass spectrometer in positive mode
(UPLC-ES(+)-MS/MS). The analyte and the internal standard (IS) were extracted
from human plasma by a liquid-liquid extraction with diethyl ether/dichloromethane
(70/30, v/v) and chromatography was performed isocratically on an Aquity UPLC
BEH C18 1.7 ym (50 mm x 2.1 mm i.d.) operating at 40C. The mobi le phase was
a mixture of 65% water+1% formic acid and 35% of acetonitrile at a flow-rate of 0.5
mL/min. The lowest concentration quantified was 0.5ng/mL and a linear calibration
curve over the range 0.5-200 ng/mL was obtained, showing intra-assay precisions
from 2.4 to 5.8%, and inter-assay precisions from 3.6 to 9.9%. The intra-assay
accuracies ranged from 96.9 to 102.5%, while the inter-assay accuracies ranged
from 94.1 to 100.3%. This analytical method was applied in a relative bioavailability
study in order to compare a test chlorpromazine 100 mg simple dose formulation
versus a reference in 57 volunteers of both sexes.

The analytical method for quantification of ondansetron in human plasma

described here offers advantages over previously reported using HPLC-MS/MS,
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associated with shorter chromatographic analysis described and low plasma
volume for extracting active. Human plasma samples were extracted by liquid-
liquid extraction (LLE) using methyl tert-butyl ether and analyzed by LC-ESI-
MS/MS. The limit of quantification was 0.2 ng/mL and the method was linear in the
range 0.2-60 ng/mL. The intra-assay precisions ranged from 1.6 to 7.7%, while
inter-assay precisions ranged from 2.1 to 5.1%. The intra-assay accuracies ranged
from 97.5 to 108.2%, and the inter-assay accuracies ranged from 97.3 to 107.0%.
The analytical method was applied to evaluate the relative bioavailability of two
pharmaceutical formulations containing 8 mg of ondansetron each in 25 healthy
volunteers using a randomized, two-period crossover design.

In addition, the analytical method for the quantification of imipramine in

human plasma described here offers advantages over previously reported using
UPLC-MS/MS, HPLC-MS/MS and HPLC-MS, with low limit of quantification
associated with shorter chromatographic analysis described in the literature.
The analyte and the IS were extracted from human plasma by a liquid-liquid
extraction with diethyl ether/dichloromethane (60/40, V/V) and analyzed by UPLC—
ES+-MS/MS. Chromatography was performed isocratically on an UPLC BEH C18
1.7 Aquity One (100 mm x2.1 mm i.d.) operating at 40°C. The mobile phase was a
mixture of 65% water + 1% formic acid and 35% of acetonitrile at a flow-rate of 0.5
mL/min. The lowest concentration quantified was 0.1ng/mL and a linear calibration
curve over the range 0.1-20ng/mL was obtained, showing intra-assay precisions
from 0.8 to 5.8%, and inter-assay precisions from 2.1 to 5.1%. The intra-assay
accuracies ranged from 95.0 to 105.4%, while the inter-assay accuracies ranged
from 98.2 to 108.2%. This analytical method was applied in a relative bioavailability
study in order to compare a test imipamine 25 mg simple dose formulation versus
a reference tablet in 35 volunteers of both sexes. The study was conducted in an
open randomized two-period crossover design and with a fourteen days washout
period.

Since the 90% CI for ASC and Cmax ratios were within the range of 80-

125% for all studies, it was concluded that the test formulations of chlorpromazine,
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imipramine and ondansetron are bioequivalent to the respective reference

formulations with respect to both rate and extent of absorption.
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Resumo

Na ultima década, a evolugcao dos aspectos técnicos da regulamentacao
brasileira na area de medicamentos, tendo como base principios cientificos, €
inquestionavel. A implantagdo das legislagdes contribuiu para o aprimoramento da
fabricacdo e garantia de qualidade dos medicamentos no pais, introduzindo
conceitos tais como equivaléncia farmacéutica, biodisponibilidade e
bioequivaléncia. O teste de bioequivaléncia é fundamental para garantir que dois
medicamentos que comprovaram a equivaléncia farmacéutica apresentara o
mesmo desempenho no organismo em relacao a biodisponibilidade, expressa em
termos da quantidade absorvida do farmaco, a partir da forma farmacéutica
ministrada, e da velocidade do processo de absorgao.

Os procedimentos analiticos descritos neste trabalho estdo em
conformidade com os requisitos do FDA e da ANVISA para a quantificagdo de
drogas em estudos farmacocinéticos em humanos. Neste trabalho, descrevemos o
primeiro método desenvolvido para a quantificagdo de clorpromazina em plasma
humano utilizando Cromatografia Liquida de Ultra Eficiéncia (CLUE) acoplado a
um espectrémetro de massa triplo quadrupolo em tandem e electrospray em modo
positivo (CLUE-ES(+)-EM/EM). O analito e o padréo interno (IS) foram extraidos
do plasma humano pela técnica liquido-liquido com éter dietilico/diclorometano
(70/30, V/V). A cromatografia foi conduzida isocraticamente num Aquity UPLC
BEH C18 1,7 mm (50 mm x 2,1 mm di) operando a 40C. A fase movel foi uma
mistura de 65% de agua + 1% de acido férmico e 35% de acetonitrilo a uma taxa
de fluxo de 0,5 mL/min. O limite de quantificagao foi de 0,5ng/ml e uma curva de
calibracao linear 0,5-200ng/ml, mostrando preciséo intra-ensaio de 2,4 a 5,8%, e
precisao inter-ensaio foi de 3,6 a 9,9%. A exatidao intra-ensaio variou de 96,9 a
102,5%, enquanto a exatidao inter-ensaio variou de 94,1 a 100,3%. Este método
de analise foi aplicado em um estudo de biodisponibilidade relativa, a fim de
comparar uma formulacao teste na dose de 100mg de clorpromazina contra uma

formulacao referéncia em 57 voluntarios de ambos os sexos.
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Além disso, descrevemos o método analitico para quantificacdo de
ondansetrona em plasma humano utilizando CLAE-EM/EM, associado ao menor
tempo de andlise cromatogréfica descrita e baixo volume de plasma para extracao
do ativo. Amostras de plasma humano foram extraidas com éter metil-terc-butilico
e analisadas por CLAE-ES-EM/EM. O limite de quantificagcao foi de 0,2ng/mL e o
método foi linear no intervalo de 0,2-60ng/ml. A precisao intra-ensaio ficou entre
1,6 a 7,7%, enquanto que a precisdo inter-ensaio variou de 2,1 a 5,1%. As
exatidoes intra-ensaio variaram de 97,5 a 108,2% e a exatiddo inter-ensaio
variaram de 97,3 a 107,0%. Este método analitico foi utilizado em um estudo de
biodisponibilidade relativa de duas formula¢des farmacéuticas contendo 8 mg de
ondansetrona cada em 25 voluntarios saudaveis, usando, o delineamento cruzado
em dois periodos.

Finalmente, o método analitico para quantificacdo de imipramina utiliza
CLUE-EM/EM, apresentando baixo limite de quantificacdo associado ao menor
tempo de analise cromatografica em comparagdo aos trabalhos descritos na
literatura. A imipramina e o IS foram extraidos a partir de plasma humano
utilizando éter dietilico/diclorometano (60/40, V/V) e analisadas por CLUE-ES*-
EM/EM. A cromatografia foi realizada em modo isocratico em um CLUE BEH C18
1.7 Aquity One (100 mm x 2,1 mm di) operando a 40°C. A fase moével era
composta de uma mistura de 65% de agua, 1% de acido férmico e 35% de
acetonitrilo bombeada a uma taxa de fluxo de 0,5mL/min. O limite de quantificacao
foi de 0,1ng/ml com linearidade no intervalo de 0,1 a 20ng/mL. O método mostrou
precisao intra-ensaio de 0,8 a 5,8% e precisao inter-ensaio de 2,1 a 5,1%. As
exatiddes intra-ensaio variaram de 95,0 a 105,4%, enquanto a exatidao inter-
ensaio variou de 98,2 a 108,2%. Este método de analise foi aplicada em um
estudo de biodisponibilidade relativa entre uma formulacao teste com 25mg de
imipamine contra um comprimido da formulacao referéncia em 35 voluntérios de
ambos 0s sexos.

Este trabalho descreve trés estudos de bioequivaléncia dos ativos
clorpromazina, ondansetrona e imipramina, sendo cada um dos estudos com

delineamento aberto, aleatorizado, cruzado de dois periodos. Uma vez que o IC
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de 90% para as razdes de Cmax e ASC ficaram dentro do intervalo de 80-125%
em todos os estudos, concluiu-se que as formulagcdes em teste de clorpromazina,
ondansetrona e imipramina sao bioequivalentes as respectivas formulacdes de

referéncia no que diz respeito tanto a taxa e extensao como de absorcao.
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1. INTRODUCAO

1.1 Consideracoes gerais da Industria Farmacéutica

A cadeia farmacéutica € responsavel pela transformacao de intermediarios
quimicos e extratos vegetais em principios ativos farmacéuticos, também
denominados de Insumo Farmacéutico Ativo (IFA), os quais, em seguida, sédo
convertidos em medicamentos para tratamento, prevencao de doengas e para fins
de diagndstico no ser humano. As transformacgdes ao longo dessa cadeia ocorrem
por meio de processos fisicos e quimicos, notadamente pela sintese quimica
organica. Contudo, também ¢é possivel a obtencdo de medicamentos pela rota
biotecnoldgica, alternativa que tem ganhado destaque no mercado farmacéutico
mundial (1).

A Comissao Econémica para a América Latina e o Caribe (Cepal) elaborou
uma proposta de classificacdo dos estagios evolutivos de uma indastria
farmacéutica, tornando mais claro o entendimento da estrutura da cadeia
produtiva destas industrias. Nesta proposta, a cadeia produtiva é dividida em
quatro estagios (1):

» Pesquisa e desenvolvimento

* Producao de IFAs

* Producao de medicamentos

» Marketing e comercializacdo

As grandes multinacionais da industria farmacéutica operam nos quatro
estagios e estdo distribuidas pelos mais diversos paises, de acordo com a
infraestrutura existente e com suas estratégias globais (2). No Brasil, a maioria
das subsidiarias das multinacionais opera apenas nos terceiro e quarto estagios e
apenas algumas possuem operagdes no segundo (3). Nos ultimos anos, houve
poucas tentativas de desenvolvimento de projetos referentes ao primeiro estagio,
motivadas pelos beneficios associados ao Programa de Desenvolvimento
Tecnologico Industrial (PDTI) (3). As empresas de capital exclusivamente

nacional, na sua grande maioria, também operam apenas nos terceiro e quarto



estagios, existindo algumas no segundo e sao raras as que atuam no primeiro
estagio (1).

1.2 A infraestrutura da Industria Farmacéutica no Brasil

O forte crescimento do mercado farmacéutico em conjunto com melhoria dos
padrdes da legislacdo especifica tornou o Brasil um foco de investimentos
provenientes de empresas multinacionais e nacionais. O Brasil representa um
mercado emergente chave para as empresas farmacéuticas interessados para
compensar desaceleracdo de vendas nos diversos outros mercados ocidentais.
Normalmente, a estratégia para aumentar a presenga no mercado envolve o
lancamento de novos produtos (4).

Varias empresas do mercado ocidental estdo fazendo atualmente um esforco
para cortar custos, reduzindo rapidamente sua for¢a de trabalho ou encerramento
a atividade de diversas fabricas em muitos paises. No entanto, no mercado
brasileiro a maioria das empresas farmacéuticas tem investido consideravelmente
na ampliacdo da sua infraestrutura. De fato, das 10 melhores empresas do pais,
apenas a Merck & Co. anunciou recentemente o encerramento de uma fabrica,
mas isso foi consequéncia do seu plano de integracao apds sua fusdo com a
Schering-Plough (4).

Dentre as 10 maiores empresas no Brasil, destacam-se os investimentos
realizados para aumentar a presenca da francesa Sanofi que em abril de 2009
comprou a paulista Medley, entao lider do mercado de genéricos, por 1,5 bilhdo de
reais (4). A Novartis também injetou mais de um bilhdo de reais em suas
operagdes no pais para estabelecer uma fabrica de vacina préxima a cidade do
Recife. A empresa japonesa Takeda anunciou em fevereiro de 2010 que tinha
criado uma nova subsidiaria no Brasil, com sede em Sao Paulo, representando a
sua primeira incursao direta na América Latina (5).

llustrando ainda o desejo de algumas industrias farmacéuticas de diversificar
seu portfélio em areas de alto crescimento como OTC (do inglés Over The
Counter) e genéricos, a Amgen, gigante americana e uma das principais empresas

de biotecnologia do mundo, adquiriu a empresa farmacéutica Bergamo em abril de
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2011. A Bergamo possuia um parque industrial no Estado de Sao Paulo e havia se
consolidado como uma importante fornecedora de medicamentos para o setor
hospitalar no Brasil, principalmente em medicamentos oncoldgicos. A receita bruta
da Bergamo em 2010 foi de US$80 milhdes e desde 2007 vem crescendo a uma
taxa anual de 19%. De acordo com os termos da operacdo, a Amgen adquiriu a
propriedade total da Bergamo pelo valor aproximado de US$215 milhdes (6).
Outras farmacéuticas internacionais intensificaram suas aquisi¢cdes no Brasil,
como a aquisicao da fabricante de medicamentos genéricos Multilab pela Takeda
em marcgo 2012 e a compra da Meizler pela UCB (Union chimique belge) em maio
de 2012 (4). A Takeda pagou R$ 540 milhdes pela aquisicdo da Multilab e tornou-
se uma das dez maiores companhias farmacéuticas que atuam no Brasil. A UCB
adquiriu, inicialmente, 51% do comando da Meizler e anunciou que pretende
incorporar ao portfélio de produtos da Meizler UCB, parte de seus medicamentos

dedicados a doengas severas dos sistemas imunoldgico e nervoso central.

1.3 Classificacao dos medicamentos segundo sua forma de
comercializacao

Os medicamentos podem ser agrupados segundo a forma que sdo vendidos
diretamente ao consumidor final nas farmacias, ou seja, existem aqueles que
necessitam de prescricdo médica para sua aquisicao e aqueles que sao vendidos
livremente, sem a necessidade de prescricao. Pela forca da lei, os medicamentos
que necessitam de prescricdo médica ndo podem ter seu marketing voltado para a
populagao em geral. No Brasil, esses medicamentos sdo controlados por tarjas
vermelha ou preta e a propaganda € voltada para publicacbes especializadas,
focando apenas o médico, através de profissionais do marketing dos laboratérios
farmacéuticos (3).

Ja os ditos de venda livre, também conhecidos como OTC, ou medicamentos
isentos de prescricao (MIP's), tém seu marketing livre na midia. Esses
medicamentos tratam de sintomas leves como febre, tosse, dor de cabeca, aftas,
dores de garganta, assaduras, hemorroidas, congestao nasal e azia (7).



Ainda é possivel dividir os medicamentos em categorias segundo as normas
sanitarias as quais estdo sujeitos. Atualmente, a legislacdo vigente no Brasil
permite a existéncia de trés classes de medicamentos submetidas a normas
especificas, conforme apresentado a seguir (3, 8).

Medicamento de referéncia: €, ou foi, um medicamento inovador registrado

no 6rgao federal responsavel pela vigilancia sanitaria e comercializado no pais,
cujas eficacia, seguranga e qualidade foram comprovadas cientificamente pelo
orgao federal competente, por ocasiao do registro. Pode ter patente ainda valida
ou ja expirada (3, 8).

Medicamento similar: é aquele que contém 0 mesmo ou 0S Mesmos

principios ativos, apresenta a mesma concentra¢do, forma farmacéutica, via de
administracdo, posologia e indicacdo terapéutica do medicamento de referéncia,
como registrado no 6rgao federal responsavel pela vigilancia sanitaria. Pode diferir
somente em caracteristicas relativas a tamanho e forma do produto, prazo de
validade, embalagem, rotulagem, excipientes e veiculos, devendo sempre ser
identificado por nome comercial ou marca (3). Em 2014, por meio da RDC
58/2014, que definiu as medidas a serem adotadas junto a Anvisa pelos titulares
de registro de medicamentos para a intercambialidade de medicamentos similares
com o medicamento de referéncia (3, 8, 9).

Medicamento genérico: € um medicamento similar a um produto de

referéncia, que pretende ser intercambiavel com este. Normalmente, é produzido e
lancado no mercado apds a expiragdo ou renuncia da protegdo patentaria ou de
outros direitos de exclusividade do medicamento de referéncia. A condicdo de
intercambiabilidade é assegurada através da obrigatoriedade da execucdo de
testes de bioequivaléncia, ou biodisponibilidade relativa, efetuado em entidades
certificadas pelo 6rgao federal responsavel pela vigilancia sanitaria (3, 8).
Medicamentos bioldgicos: sdo moléculas complexas de alto peso molecular

obtidas a partir de fluidos biol6gicos, tecidos de origem animal ou procedimentos
biotecnolégicos por meio de manipulagdo ou insercao de outro material genético
(tecnologia do DNA recombinante) ou alteracdo dos genes que ocorre devido a

irradiacao, produtos quimicos ou sele¢ao forgada.



Medicamentos especificos: esta categoria é composta por:

e As solugbes parenterais de grande e pequeno volume, parenterais ou néo,
tais como: agua para injecao, solugdes de glicose, cloreto de sédio, demais
compostos eletroliticos ou agucares;

e Opoterapicos;

e Os medicamentos a base de vitaminas e/ou minerais e/ou aminoacidos,
isoladas ou associadas entre si, com pelo menos um dos componentes
acima dos limites nutricionais estabelecidos pela Resolugdo - RDC n?269,
de 22 de setembro de 2005 (10).

1.4 Os medicamentos genéricos

Quando um medicamento de referéncia perde sua patente, os laboratorios e
as industrias farmacéuticas que produzem genéricos submetem processos
solicitando autorizacao para produzirem cépias desse medicamento de referéncia
denominadas de medicamentos genéricos. Cabe ressaltar que nenhum genérico
pode ser comercializado antes que o 6rgao regulador — Food and Drug
Administration (FDA) nos Estados Unidos e Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria (Anvisa) no Brasil — aprove os testes que demonstrem que este
medicamento tem o mesmo desempenho que o medicamento de referéncia,
possibilitando assumir que eles sao intercambiaveis e terdao efeitos terapéuticos
equivalentes (11).

Durante muito tempo a industria farmacéutica deixou de perceber a
importancia da disponibilidade biologica das substancias a partir das formas
farmacéuticas. Para os profissionais responsaveis pelas formulagbes bastava que
fossem cumpridas as especificagcoes pré-determinadas nos testes fisico-quimicos
tradicionais (12).

Com o intuito de assegurar a oferta de medicamentos de qualidade e de
baixo custo ao mercado e de fomentar 0 acesso da populagdo a esses produtos,
foram estabelecidos, em 1999, os medicamentos genéricos (8). A regulamentacao

da Lei dos Genéricos por meio de uma Resolugdo da Diretoria Colegiada da



ANVISA em 1999 possibilitou a introducao de conceitos nunca antes empregados
para o registro de um medicamento no Brasil, como por exemplo, a equivaléncia
farmacéutica (comprovada por ensaios in vitro) e a bioequivaléncia (comprovada
por ensaios in vivo). Desta forma, a intercambiabilidade entre o genérico com o
medicamento de referéncia é assegurada através dos testes de equivaléncia
farmacéutica e de bioequivaléncia (13) e podemos afirmar que, devido a estas
exigéncias e o rigor exigido nos estudos citados acima, a Lei dos Genéricos
estabeleceu um novo padrdao para o0 desenvolvimento e o0 registro de
medicamentos no pais.

O amplo intervalo entre a primeira legislacdo sobre a obrigatoriedade da
utilizacdo da denominagcado genérica e a efetiva implementacdo da politica de
medicamentos genéricos no Brasil (de 1993 a 1999) deveu-se, em parte, a
existéncia no mercado brasileiro de inumeros medicamentos similares ao
medicamento de referéncia, comercializados por diferentes laboratorios. Essas
empresas, buscando a manutencao de seus produtos no mercado, s6 passariam a
investir no desenvolvimento de produtos genéricos apés o vencimento de seus
registros, retardando assim a efetiva implantagao dos genéricos.

Os casos de falsificacdo de medicamentos no mercado nacional,
notadamente em 1998 e 1999, geraram um clamor pela seguranca e qualidade de
produtos relacionados a saude. Nesse cenario, contribuindo efetivamente para
estabelecer um contexto social e politico favoravel as mudancas causadas pelas
regulamentacdes técnicas ja mencionadas, foi criada a ANVISA, com a missao de
proteger e promover a saude da populagdo (14), sendo que uma de suas
primeiras acdes foi a publicacdo da Lei dos Genéricos, como parte da Politica
Nacional de Medicamentos, voltada ao estimulo da concorréncia e da variedade
de oferta de medicamentos no mercado, a melhoria da qualidade de todos os
medicamentos, a redugdo dos pregos e, especialmente, a facilitagdo do acesso
aos tratamentos terapéuticos por parte da populacao (8, 14).

Cabe ressaltar que, no periodo compreendido entre os anos de 1976 e 1999,
a legislacédo brasileira permitia as empresas fabricantes definirem elas proprias

qual seria 0 medicamento de referéncia para o registro de seus similares.



Entretanto, ndo havia exigéncia de comprovagao da equivaléncia terapéutica do
similar em relagdo ao medicamento considerado como referéncia. Era também
permitido o registro de formas farmacéuticas e dosagens diferentes em relacao ao
suposto medicamento de referéncia, havendo, ainda, casos de formulagbes
distintas, o que deu origem ao registro de muitas alternativas farmacéuticas
(medicamentos que diferem do medicamento de referéncia em relagdo a um ou
mais dos seguintes itens: base, sal ou éster do farmaco, dosagem, forma
farmacéutica). Em consequéncia, até a publicacdo de uma lei que regulou os
direitos e as obrigacbes relativos a propriedade industrial (15), foram
registradas  inUmeras  especialidades contendo o mesmo farmaco,
comercializadas com diversos nomes comerciais por diferentes laboratorios (14-
16).

Além disso, apds a publicacdo da regulamentagdo técnica para o registro
de medicamentos genéricos, tornou-se inconcebivel a existéncia de critérios
distintos para o registro de medicamentos similares no pais. Isso acelerou o
processo de criagdo da regulamentagdo técnica que exige comprovacado da
equivaléncia terapéutica entre o medicamento similar e o medicamento de
referéncia indicado pela ANVISA, tanto para as novas solicitacées de registro
(RDC 133/ 2003) (17), como para os similares ja registrados (RDC 134/ 2003)
(18). De fato, a experiéncia adquirida com o registro dos medicamentos
genéricos tornou viavel a publicacdo da RDC 134/ 2003, segundo a qual os
fabricantes de similares sao obrigados a cumprir os requisitos de equivaléncia
farmacéutica e de biodisponibilidade relativa, de acordo com um cronograma
elaborado considerando-se o0 conceito de risco sanitario (cronograma de
adequacao) (18).

Atualmente, existem dois tipos de similares no mercado brasileiro de
medicamentos: aqueles cujos registros ja estdo de acordo com a nova legislagao
e aqueles que ainda estao no processo de adequacao, que ocorre por ocasiao da
renovagao do registro sanitario. Segundo o referido cronograma, estima-se que
até o final de 2014 todos os fabricantes de medicamentos similares ja terao

atendido aos critérios de adequacao (14).



No Brasil, como na Europa e nos Estados Unidos, a politica de incentivo ao
registro e ao uso de genéricos tem-se mostrado eficaz na regulacao do preco dos
medicamentos, favorecendo o direito de escolha do consumidor. Ao mesmo
tempo, fornece uma alternativa aos profissionais de n&o prescreverem apenas

pelos nomes comerciais.

1.5 Venda de genéricos

Medicamentos genéricos sdo obrigados a entrar no mercado com pre¢o 35%
menor do que o medicamento de referéncia. No entanto, devido a pressdes do
mercado o0s pregos podem ser em média de 52% menor do que 0s seus
homologos de marca.

A venda de medicamentos genéricos no Brasil é responsavel por 25,2% do
mercado total de prescricbes e exibiu crescimento anual de 42,5% em
comparagdo com 18,8% para os similares, que responderam por 33,8% do
mercado de prescrigdo em 2011. Medicamentos de marca, que representaram
40,8% do mercado de prescricdo, mostrou a menor taxa de crescimento
observada de apenas 7,6% no mesmo ano (4). Uma pesquisa recente da
Associacao Brasileira das Industrias de Medicamentos Genéricos (Pré6 Genéricos)
mostrou que a maioria dos medicamentos prescritos no Pais ja sdo genéricos. O
estudo gerou um ranking dos 20 medicamentos mais prescritos entre fevereiro de
2013 e 0 mesmo més de 2014, sendo 13 genéricos, ou seja, 65% do total (19).

Com um crescimento bastante acima de outros setores da economia, o

mercado farmacéutico brasileiro pelo canal farmécia saltou de R$ 27,7 bilhdes em
2010 para R$ 40,3 bilhdes em 2014, considerando o periodo de 12 meses moéveis
até setembro. Cerca de 76,30 bilhées de doses foram comercializadas em 2010,
namero que cresceu para 121,63 bilhdes em 2014.
Em 2005 a venda de genéricos nos EUA aumentou mais de 20% devido as cépias
do Allegra (fexofenadina) e Duragesic (fentanilo). J& em 2010, as vendas foram
alavancadas pelo langcamento das versdes genéricas do Aricept (donepezil),
Flomax (tansulosina), Lovenox (enoxaparina) e Effexor XR (venlafaxina) (20).



O mercado farmacéutico brasileiro € o segundo maior na América Latina,
ficando atras apenas do México (21). A demanda crescente e a moeda local forte
tém inflado o setor farmacéutico local em délar. Em termos de genéricos, o Brasil
tem o maior mercado dentro da América Latina, se posicionando entre os dez
maiores do mercado mundial de produtos farmacéuticos. O crescente estimulo
para o uso de genéricos em hospitais tem sido outro fator que tem impulsionado o
crescimento de genéricos no Brasil, principalmente para o tratamento de doencas
cronicas (21).

Estimativas do tamanho do mercado de genéricos no Brasil sdo pouco
precisas, mas o mercado de genéricos em 2011 foi estimado em US$ 5,2 bilhdes
(aproximadamente 11 bilhdes de reais), de acordo com a associagdo da industria
Pr6 Genéricos. De acordo com a ANVISA, foram registradas 3.300 formulagdes de
genéricos no Brasil. A Tabela 1 apresenta os principais medicamentos genéricos
aprovados no mundo.

O mercado de genéricos brasileiro é dominado por empresas nacionais,
sendo que 80% do mercado estdo nas maos dos quatro mais importantes: EMS,
Medley (adquirida pela Sanofi em 2009), Aché e Eurofarma (Relatérios Foco,
2007). Historicamente, a melhor estratégia para as empresas internacionais
entrarem no mercado de genéricos brasileiro é através da aquisicdo de uma
empresa nacional, exemplificada pela aquisicdo recente da de uma das maiores
fabricantes de medicamentos do Brasil pela Sanofi. Como consequéncia desta

aquisicao, a Sanofi tornou-se a maior industria farmacéutica do Brasil em vendas.



Tabela 1. Principais produtos genéricos aprovados entre 2002-2010 no mundo.

Generico Nome/Marca Detentor da Patente Ano
Isotretinoina Accutane® Roche 2002
Metformina Glucophage® Bristol-Myers Squibb 2002
Cefuroxime Ceftin® GlaxoSmithKline (GSK) 2002
Paroxetina Paxil® GSK 2003
Gabapentina Neurontin® Pfizer 2003
Mirtazapina Remeron® Organon 2003
Quinapril Accupril® Pfizer 2003
Fluconazol Diflucan® Pfizer 2004
Benazepril Lotensin® Novartis 2004
Ciprofloxacina Cipro® Bayer 2004
Ribavirina Rebetol® Schering Plough 2004
Metformina ER Glucophage XR® Bristol-Myers Squibb 2004
Azitromicina Zithromax® Pfizer 2005
Fentanila Duragesic® Ortho-McNeill 2005
Fexofenadina Allegra® Sanofi-Aventis 2005
Levofloxacina Levaquin® Ortho-McNeill 2005
Ramipril Altace® King Pharmaceuticals 2005
Zidovudina Retrovir® GSK 2005
Gabapentina Neurontin® Pfizer 2006
Meloxicam Mobic® Boerhinger-Ingelheim 2006
Ondansetrona Zofran® GSK 2006
Pravastatina Pravachol® Bristol-Myers Squibb 2006
Simvastatina Zocor® Merck & Co 2006
Zonisamida Zonegran® Dainippon 2006
Amlodipina Norvasc® Pfizer 2007
Carvedilol Coreg® GSK 2007
Granisetrona Kytril® Roche 2007
Setralina Zoloft® Pfizer 2007
Terbinafina Lamisil® Novartis 2007
Zolpidem Ambien® Sanofi-Aventis 2007
Divalproato Depakote® Abbott Laboratories 2008
Stavudina Zerit® Bristol-Myers Squibb 2008
Zaleplona Sonata® King Pharmaceuticals 2008
Sumatriptana Imitrex® GSK 2009
Topiramato Topamax® Ortho-McNeil 2009
Bicalutamida Casodex® AstraZeneca 2009
Nateglinida Starlix® Novartis 2009
Amlodipina & benazepril Lotrel® Novartis 2010
Anastrozol Arimidex® AstraZeneca 2010
Atomoxetina Strattera® Eli Lilly 2010
Enoxaparina sodica Lovenox® Sanofi-Aventis 2010
Losartana potassica Cozaar/Hyzaar® Merck & Co 2010
Naratriptana Amerge® GSK 2010
Tansulosina Flomax® Boehringer Ingelheim 2010
Venlafaxina Effexor XR® Pfizer 2010

Fonte: CDER, Report to the Nation to 2010, Espico
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O perfil dos medicamentos genéricos mais consumidos no Brasil aos
poucos comeca a mudar. Os analgésicos e antibiéticos, embora ainda sejam os
campedes em volume de vendas, comegam a ceder espago para produtos
voltados para tratamentos de doengas mais complexas. Devido a queda de sua
patente, o citrato de sildenafila entrou pela primeira vez na lista em 2011,
ocupando o quarto lugar em receita e quinto em volume. Segundo Odnir Finotti,
presidente da Associagao Brasileira das Industrias de Medicamentos Genéricos
(Pré6 Genéricos), medicamentos que tratam hipertensdo, problemas cardiacos,
colesterol alto e cancer deverao figurar no topo desse ranking a medida que a
patente desses medicamentos expirar (22).

Além do citrato de sildenafila outros importantes medicamentos
considerados "blockbusters" (campedes de venda) tiveram a patente vencida nos
ultimos dois anos, casos da atorvastatina, principio ativo do Lipitor®, também da
americana Pfizer. A expectativa é de que nos proximos anos, outros
medicamentos importantes tenham suas versdes genéricas no mercado.

Dados do IMS Health, que audita as vendas do setor no varejo, apontam que os
genéricos atingiram participagdo de mercado de 28,2% em fevereiro de 2014. Nos
dois primeiros meses de 2014, os genéricos registraram crescimento de 18% nas
vendas em volume, somando 130,8 milhées de unidades vendidas, contra 112,5
milhdes no ano passado. Em valores, as vendas da categoria atingiram a marca
acumulada de R$ 2,3 bilhdes entre janeiro e fevereiro de 2014, acumulando
crescimento de 21,7%. Na Tabela 2 podemos observar quais sao o0s

medicamentos genéricos mais vendidos em unidades farmacotécnicas (19).
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Tabela 2. Os medicamentos genéricos mais vendidos no Brasil entre fevereiro de

2013 e de 2014

Nome Unidades vendidas
Losartana potassica 1.373.369
Amoxicilina 729.028
Hidroclorotiazida 727.332
Cefalexina 670.381
Atenolol 663.235
Metformina 591.534
Ciprofloxacino 513.497
Alprazolam 512.140
Clonazepam 511.172
Sinvastatina 508.292
Enalapril 498.368
Azitromicina 486.384
Sertralina 342.252

Fonte: Pro-Genéricos 30/04/2014

1.6 Farmacos estudados

1.6.1. Clorpromazina

Clorpromazina pertence a classe das fenotiazinas (fenotiazina mococloreto de
2-Cloro-10-[3-(dimetilamino)propil]) (Figura 1), sintetizada pela primeira vez pelo
quimico Paul Charpentier em 11 de dezembro de 1950. A clorpromazina,
normalmente utilizada na forma de cloridrato, € um antagonista de dopamina
pertencente a classe de medicamentos antipsicoticos tipicos com propriedade
antiadrenérgica, antiserotonérgica, anticolinérgica e antihistaminérgica, utilizado

no tratamento da esquizofrenia (23, 24).
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A dopamina é sintetizada por neurénios cujos corpos localizam-se no tronco
cerebral e se projetam por diferentes vias. A via meso-limbico-cortical origina-se
da area tegmental ventral e se projeta para um nucleo do estriado ventral
chamado acumbens (via meso-limbica). Ela também envia projecdes para o lobo
pré-frontal do cértex cerebral (via meso-cortical), sendo parte do chamado “feixe
prosencefalico medial” (25). Segundo a teoria dopaminérgica da esquizofrenia, os
sintomas positivos seriam decorrentes de uma atividade excessiva de dopamina
em receptores D2 no nlcleo acumbens, enquanto os sintomas negativos seriam
decorrentes de uma redugdo na ativagcao de receptores dopaminérgicos no cértex
pré-frontal (26, 27). De acordo com essa teoria, um antipsicético ideal deveria
reduzir a atividade dopaminérgica no nucleo acumbens, atenuando os sintomas
positivos (delirios, alucina¢des), mas intensifica-la no cértex pré-frontal, atenuando

sintomas negativos (embotamento afetivo, déficits cognitivos) (25-28).

Figura 1. Estrutura quimica do cloridrato de clorpromazina. Formula molecular

C17H19CIN2S-HCI e massa molecular de 355.33 g/mol.

A clorpromazina foi o primeiro medicamento desenvolvido com acao
antipsicotica especifica, e serviu como protétipo para o desenvolvimento da classe
das fenotiazinas, incluindo, posteriormente, varias outras moléculas. Existem trés
grupos de antipsicéticos fenotiazinicos, os quais diferem entre si na estrutura

quimica e atividade farmacolégica: alifaticos, piperidinas e piperazinas (Tabela 3).
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Como mostrado na Tabela 3, sdo adicionados a molécula grupos funcionais com o
proposito de melhorar a absorcao e biodisponibilidade do farmaco (29, 30).

O marco inicial na histéria dos antipsicéticos foi a descoberta casual dos
efeitos da clorpromazina. Essa descoberta remonta da busca, pelo cirurgido
francés Henry-Marie Laborit, de compostos capazes de atenuar o “choque”
relacionado aos procedimentos cirurgicos (30). Acreditava-se que essa reacao
seria o resultado de uma ativacdo autonémica devida ao estresse excessivo (30,
31). Para atenuar essa reagao, Laborit administrava aos pacientes um conjunto de
substancias que ele denominava de “Coquetel Litico”, que continha um anti-
histaminico (Prometazina), dentre outras substancias (32). Na busca de novos
anti-histaminicos que pudessem ser utilizados com esse fim, foi enviado a Laborit
um composto denominado Clorpromazina, sintetizado em 1950 por Paul
Charpentier e testado farmacologicamente por Simone Courvoisier (30, 31). Ao
administrar esse composto, Laborit observou que os pacientes se declaravam
“‘mais relaxados e calmos”, mostrando “desinteresse” frente ao estresse do

periodo pré-operatério (32).

Tabela 3. grupos de antipsicéticos fenotiazinicos.

Grupo Exemplo Efeito Sedativo  Efeito autonémico
Clorpromazina Intenso
s P i M
Alifaticos r.o mazina . oderado Moderado
Triflupromazina Intenso
Metotrimeprazina Muito intenso
N Mesoridazina Intenso
Piperidinas N Intenso
Tioridazina Intenso
Flufenazina Fraco/moderado
. . Perfenazina Fraco/moderado
Piperazinas . Fraco
Proclorperazina ND
Trifluoperazina Moderado

ND = Nao determinado
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Os primeiros estudos clinicos com esse medicamento foram realizados por
Jean Delay e a Pierre Deniker, em Paris, com resultados bastante positivos, pois 0
novo farmaco restaurava significativamente a qualidade de vida dos pacientes
psiquiatricos (33). Na década de 1950, enquanto iniciava-se a utilizacdo da
Clorpromazina na Europa, a Reserpina era introduzida na clinica na América do
Norte (30, 32). Porém, a reserpina restaria “apenas” o interesse histérico e a
utilidade como ferramenta farmacolégica, sendo a Clorpromazina considerada o
primeiro dos antipsicéticos . Poucos anos ap6s o inicio de sua utilizagdo, uma
nova classe foi introduzida, a das butirofenonas, tendo como protétipo o
haloperidol (30, 32). Esses farmacos foram inicialmente denominados
“neurolépticos”, curiosamente, ndo devido aos seus efeitos terapéuticos, mas sim
devido aos seus efeitos colaterais de “natureza neurolégica” (34, 35).

A Clorpromazina tem como principal acdo devido o bloqueio dos receptores
de dopamina D2 péds-sinapticos. Considera-se que o bloqueio dos receptores de
dopamina na darea mesolimbica seja responsavel pelo efeito antipsicotico,
enquanto que o blogueio no sistema nigroestriatal produz os efeitos
extrapiramidais. Os efeitos antieméticos da clorpromazina resultam do
antagonismo da dopamina. A clorpromazina também possui propriedades
antimuscarinicas e de antagonista dos receptores de histamina (H1), serotonina e
alfa-1-adrenérgicos (36, 37) e possui também propriedades ansioliticas. Devido as
suas propriedades antidopaminérgicas, pode causar sintomas extrapiramidais, tais
como acatisia (inquietacdo, também conhecidos como “shuffle Thorazine”) e
distonia.

Os primeiros estudos propondo um mecanismo para os antipsicoticos foram
conduzidos por Arvid Carlsson, agraciado com o Prémio Nobel de Fisiologia e
Medicina no ano 2000 (35, 38). Sabia-se que a reserpina, que também apresenta
acao antipsicoética, depletava monoaminas do encéfalo. Portanto, Carlsson e
Lindqvist estudaram os efeitos dos “neurolépticos” sobre as monoaminas (mais
precisamente das catecolaminas noradrenalina e dopamina). Em estudo publicado
em 1963, estes autores verificaram que inje¢cdes agudas de clorpromazina ou
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haloperidol aumentavam significativamente a formagdo dos metabdlitos de
catecolaminas (38).

Baseado no conhecimento que os neurolépticos eram capazes de bloquear
os efeitos de drogas que potencializam a dopamina, como 0s psicoestimulantes
(Anfetamina e Cocaina) e a L-DOPA, a proposta de Carlsson foi que os
antipsicoticos atuariam bloqueando o efeito das monoaminas. Sua hipé6tese foi que
esses compostos aumentariam os niveis dos metabdlitos de catecolaminas por
bloquearem o0s respectivos receptores, 0 que ocasionaria uma ativacao
compensatoria dos neurdnios noradrenérgicos e dopaminérgicos, com aumento na
taxa de renovacdo desses neurotransmissores. No entanto, os autores nao
propuseram neste trabalho o antagonismo de dopamina, limitando-se ao
“antagonismo de receptores de monoaminas” (38).

A mengao mais direta a dopamina viria somente em 1970, quando Anden e
colaboradores observaram que a dopamina e, ndo a noradrenalina, figurava como
0 neurotransmissor cujo metabolismo era aumentado pelos antipsicéticos (39). Em
seguida, consolidou-se a proposta de que os antipsicéticos tinham por mecanismo
comum o antagonismo de receptores de dopamina, sendo esta uma hip6tese
baseada também na similaridade das estruturas quimicas das fenotiazinas, como
a clorpromazina, a da dopamina (40, 41). Mais evidéncias foram obtidas com
experimentos in vitro, avaliando como os antipsicéticos marcados radiativamente
se ligavam a membranas bioldgicas e foi sugerido que varios antipsicéticos
deveriam competir pelo mesmo sitio de ligagao (42, 43).

Finalmente, foi determinado que as propriedades toxicas extrapiramidais,
anticolinérgicas, sedativas, e hipotensora da clorpromazina resultam do bloqueio
de receptores dopaminérgicos, muscarinicos, histaminicos e alfa-adrenérgicos,
respectivamente. A hipotensdo ocorre, em parte, devido ao bloqueio alfa-
adrenérgico periférico e em parte devido a agdo central, levando ao
desenvolvimento de taquicardia reflexa (44). Os efeitos cardiotoxicos de
fenotiazinas em superdosagem sdo semelhantes a dos anti-depressivos triciclicos
(45). Arritmia cardiaca e "morte subita" tém sido associadas a doses terapéuticas
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de clorpromazina, sendo que o subito colapso cardiovascular € atribuido a arritmia
ventricular (46, 47).

As concentracdes plasmaticas maximas ocorrem, em média, 1-4 horas
(intervalo de 1,5-8 horas) ap6s uma dose oral (37, 48, 49). Apés a administracao
intramuscular, a clorpromazina é lentamente absorvida a partir do local de injecéo,
com a concentracao maxima no plasma ocorrendo entre 6 a 24 horas apés a
administracao (50). Logo apds sua absorgcao, é metabolizada extensivamente no
figado pela acdo das enzimas do complexo citocromo P450 (CYP), especialmente
a CYP2D6, e excretada na urina e bilis na forma de numerosos metabdlitos ativos
e inativos. Menos de 1% da clorpromazina inalterada € excretada através dos rins
na urina, 20 a 70% é excretada como metabdlitos conjugados ou ndo e 5 a 6% da
clorpromazina é excretada nas fezes (37).

Embora sua meia-vida de eliminacao seja entre 16 a 30 horas, a eliminagéao
dos metabolitos pode ser muito mais prolongada (37). Devido ao metabolismo
sistémico, a biodisponibilidade de clorpromazina por via oral é de cerca de 30%
das doses intramusculares (50) e cerca de 10% das doses intravenosas (37).

A clorpromazina é altamente solUvel em lipidios e a ligacdo as proteinas
plasmaticas é de 85 a 98% (36, 37). E amplamente distribuida por todo o corpo e
tem um volume médio de distribuigao de 17 L/ kg (37).

A introdugao da clorpromazina na clinica médica é considerada o maior
avanco individual na rotina de hospitais psiquiatricos, melhorando drasticamente o
prognéstico de pacientes nesses hospitais em todo o mundo e reduzindo
consideravelmente o uso indiscriminado de eletroconvulsoterapia e psicocirurgia
(51). No entanto, nos ultimos anos, a clorpromazina tem sido substituida pelos
novos antipsicoticos atipicos, os quais sao geralmente bem tolerados (52, 53).

Com o objetivo de monitorar as concentracbes terapéuticas 6étimas e
controlar os seus efeitos secundarios, métodos bioanaliticos sensiveis e precisos
sao necessarios para quantificar a clorpromazina em fluidos biol6gicos. Entre os
métodos mais utilizados, ha relatos na literatura da determinacdo de
clorpromazina em plasma utilizando cromatografia gasosa (CG) (54-56),

cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) com deteccdo por UV (57-61),
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CLAE com deteccado por fluorescéncia (62), deteccao electroquimica (63) e
radioimunoensaio (64, 65).

Embora alguns destes métodos oferecam boa sensibilidade em concentragdes
na ordem de ng/mL, muitos deles requerem tempo muito longo de cromatografica,
preparagdo da amostra trabalhosa e interferéncia de compostos co-extraidos.
Uma desvantagem adicional da maior parte desses métodos é que, pelo menos, 1
mL de plasma & necessario para obter o limite de deteccao relatados, limitando o
numero de amostras coletadas durante um estudo farmacocinético. De fato, a
maior parte destes métodos ndo € adequada para o estudo de farmacocinética de
clorpromazina em plasma humano obtido a partir de ensaios clinicos. A utilidade
da cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massa com ionizagao por
electrospray (CLAE-ESI-EM/EM) foi demonstrada para um grande numero de
aplicagbes nas areas de bioandlise, monitoramento ambiental e avaliagbes
farmacéuticas, oferecendo varias vantagens significativas quando comparado com
os métodos anteriores, tais como maior seletividade e sensibilidade. A CLAE-
EM/EM € o método de escolha para a bioanalise de moléculas orgéanicas a partir
de matrizes biol6gicas complexas desde meados dos anos 90 (66-71). Até o
momento, poucos métodos CLAE- EM/EM foram relatados para a quantificacédo de
clorpromazina em plasma (72-74).

1.6.2. Ondansetrona

Ondansetrona (Figura 2) (¥)1,2,3,9 tetrahidro-9-metil-3-[(2-metil-1H-imidazo-1-
il)metil] 4H-carbazol-4-ona com férmula molecular C1gH19N3O.HCI.2H20 e massa
molecular de 293.4 g/mol, é um potente antagonista seletivo de receptores tipo 3
pds-sinapticos da 5-hidroxitriptamina (5-HT3, serotonina).

Os receptores 5-HT3 estdo presentes na periferia dos terminais nervosos
vagais e no nivel central da zona quimiorreceptora disparadora da area postrema.
Acredita-se que o efeito antiemético da ondansetrona se deve a inibicdo de
receptores 5-HT3 presentes em neurdnios a nivel central e periféricos. Os agentes
quimioterapicos e a radioterapia podem causar liberagdo de 5-HT no intestino
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delgado, iniciando um reflexo de vémitos pela ativacao dos aferentes vagais nos
receptores 5-HT3. A ativacdo dos aferentes vagais pode também causar uma
liberacao de 5-HT na area postrema e isto, por sua vez, pode promover vémitos
através de um mecanismo central. Desse modo, o efeito da ondansetrona no
controle das nauseas e dos vomitos, induzidos por anestesias, cirurgias,
quimioterapia e radioterapia ocorre devido ao seu antagonismo dos receptores 5-
HT3 nos neurbnios localizados tanto no sistema nervoso periférico quanto no
sistema nervoso central (75-83). O controle dos efeitos emetogénicos € um fator
importante para o sucesso da quimioterapia. Sendo assim, a ondansetrona é
comumente indicada para o tratamento de prevencao das nduseas e dos vomitos
associados com os ciclos iniciais e repetidos de quimioterapia anticancerigena

emética, incluindo as altas doses de cisplatina (84).

N° °N
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Figura 2. Estrutura quimica da ondansetrona. Férmula molecular C18H19N30 e

massa molecular de 293.4 g/mol.

A ondansetrona é também utilizada nos seguintes casos: como
antidepressivo, para melhorar o prurido, no tratamento da diarréia associada com
Criptosporidiose ou diabetes, tratamento da diarréia cronica refrataria, tratamento
na dependéncia ao alcool, privacdo de opiaceos, vertigem, tremor cerebelar e
doenca de Parkinson (84).
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Apo6s administracao oral de 8 mg, as concentragdes plasmaticas maximas
de ondansetrona ocorrem em aproximadamente 1,5 horas, e aproximadamente 6
horas depois de uma dose retal. Sua biodisponibilidade absoluta € de
aproximadamente 60%, devido, principalmente, a sua metabolizacao.

E um farmaco com alta absorgdo sendo extensamente distribuido no corpo,
mostrando biodisponibilidade de 60 a 70% e ligagdo a proteinas plasmaticas
medida in vitro de aproximadamente 70 a 76%. E extensivamente metabolizado no
figado por enzimas do complexo citocromo P450 (85, 86), incluindo CYP1A1,
CYP1A2, CYP2D6 and CYP3A4, sem predominancia clara da atividade de uma
dessas enzimas (87, 88). As reacbes da fase | do metabolismo resultam na N-
demetilagdo e hidroxilacdo. O extenso metabolismo da ondansetrona resulta em
excrecao inalterada na urina de no maximo 5% da dose (84, 85). A ondansetrona
tem uma meia-vida de eliminacdo de 2 a 4 horas quando administrado pelas vias
oral ou parenteral e aproximadamente 6 horas ap6s administragdo retal. A
velocidade de eliminagdo € mais lenta em mulheres e idosos, mas essas
diferencas nao apresentam relevancia clinica (89). Em individuos com
complicacbes hepaticas moderadas a severas, sua biodisponibilidade pode chegar
100% e sua eliminagcédo sera reduzida. Consequentemente, a sua meia-vida de
eliminacdo pode variar de 15 a 32 horas. Em geral, as criangas tém uma liberacao
mais alta comparada com adultos (90).

As principais reagbes adversas referentes ao uso da ondansetrona sao:
constipacao (11% de incidéncia em pacientes em quimioterapia que recebam
ondansetrona diariamente); erupgao cutanea (1%), aumentos ocasionais €
transitérios da aspartato transaminase (AST) e alanina transaminase (ALT),
cefaleias, reacdes extrapiramidais, visdo turva transitéria, hipotassemia e rubor
facial.

De acordo com a ANVISA, a administracdo de ondansetrona deve ser feita
preferivelmente em jejum e a dosagem do farmaco deve ser realizada com a
molécula na sua forma inalterada.

Além do radioimunoensaio (RIA) (91) e da electroforese capilar quiral (CE) (92),

outros métodos para a quantificacdo de ondansetrona em plasma humano foram
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descritos na literatura especializada, incluindo técnicas de cromatografia aquiral
(93-96) e CLAE quiral (97, 98). Normalmente, os métodos de CLAE utilizam
amostras biol6gicas extraidas por fase solida (SPE), juntamente com os técnicas
tradicionais a base de colunas em silica e detecgao por ultravioleta (UV). Apesar
do uso de processos dispendiosos para extracdo e separacdo do analito, os
limites de quantificacdo foram validados no intervalo de 10 a 15 ng/mL.

Mais recentemente, alguns métodos foram baseados em CLAE-ESI-EM/EM
para determinar a ondansetrona no plasma humano (99-102). Apesar da obtencao
de limites de quantificacdo abaixo dos descritos anteriormente, o tempo de
execugao da anadlise ainda foi muito longo em alguns destes métodos ou o volume

de plasma utilizado para a extracao da droga era muito alto.

1.6.3. Imipramina

A Imipramina (Figura 3) é um antidepressivo triciclico, inibidor da recaptagao
de noradrenalina e serotonina (103). Esta molécula é descrita quimicamente como
5-(3-dimetilaminopropil)-10-11-dihidro-5H-dibenz-[b,f] azepina, tem um peso
molecular de 316.87 e sua férmula empirica € C19H24N-HCI.

O mecanismo de acao da Imipramina nao é totalmente conhecido, porém,
seus efeitos farmacolégicos incluem as atividades: alfadrenolitica, anti-histaminica,
anticolinérgica e bloqueadora do receptor serotoninérgico (5-HT). Contudo,
acredita-se que a principal atividade terapéutica da Imipramina seja devido a
inibicdo da recaptacao neuronal de noradrenalina (NA) e serotonina (5-HT) (103-
105).

O Cloridrato de Imipramina é rapidamente e quase que completamente
absorvido a partir do trato gastrintestinal. A ingestdo de alimentos ndo afeta sua
absor¢ao e sua biodisponibilidade. Durante sua primeira passagem pelo figado, a
Imipramina administrada por via oral € parcialmente convertida em
desmetilimipramina, um metabdlito que também exibe atividade antidepressiva

(106). Em menor extensdo do que a demetilacdo, a imipramina é convertida
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também por hidroxilagdo, sendo que ambas as rotas metabdlicas estdo sob
controle genético (106).

Figura 3. Estrutura quimica da imipramina. Férmula molecular C18H19N30 e

massa molecular de 293.4 g/mol.

Ap6s administracdo oral de imipramina 50mg, seu pico de concentragao
plasmatica ocorre em aproximadamente 3,3 + 0,5 horas. Aproximadamente 86%
da imipramina permanecem ligados a proteinas plasmaticas e seu volume
aparente de distribuicdo é de aproximadamente 21L/kg de peso corpoéreo,
podendo variar de 12 a 28 L/kg (107-110). Tanto a imipramina, como seu
metabdlito desmetilimipramina, passam para o leite materno em concentracdes
analogas as encontradas no plasma (109, 110).

A imipramina tem uma meia-vida de aproximadamente 19,64 + 5,53 horas.
Aproximadamente 80% do farmaco sao excretados através da urina e cerca de
20% nas fezes, principalmente na forma de metabdlitos inativos (107, 108, 111).

A farmacocinética da imipramina e do seu metabdlito ativo desipramina
foram extensivamente investigados em estudos concebidos para avaliar as fontes
de variabilidade inter-individuo e estudar populagdes clinicas discretas, além de
voluntarios saudaveis (111). Fontes de Vvariabilidade inter-individual na

farmacocinética foram identificadas como de origem genética (fenétipo oxidativo) e
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ambientais. O fendtipo oxidativo tem um impacto importante no metabolismo de
primeira passagem (111).

Em individuos com metabolismo deficiente, a disponibilidade sistémica para
a imipramina € aumentada, o que tem sido demonstrado em estudos sobre a
farmacocinética da imipramina em populac¢des diversas, como os idosos, criangas
e etilistas crénicos. Estes estudos revelaram que o clearance da imipramina é
diminuido em idosos, enquanto que em etilistas crénicos o clearance da
imipramina é maior do que o de individuos saudaveis (111).

A Imipramina é indicada para tratamento de todas as formas de depresséo,
incluindo-se as fo rmas endogenas, organicas, psicogénicas, depressao associada
com disturbios de personalidade ou com alcoolismo crénico, panico, condicées
dolorosas cronicas, terror noturno e enurese noturna (112, 113).

Os efeitos colaterais mais frequentemente relatados s&o: sonoléncia,
fadiga, sensacédo de inquietacdo, confuséo, delirios, desorientagdo, alucinagoes,
estados de ansiedade, agitacao, disturbios do sono, oscilacdo de depressao a
hipomania ou a mania, tremores, vertigens, cefaleia e parestesia.

Devido aos seus efeitos colinérgicos, os pacientes podem apresentar
também: boca seca, sudorese, constipacdo, alteracbes da acomodacgado visual,
visdo borrada, ondas de calor e disturbios da micgao.

No sistema cardiovascular ocorrem mais frequentemente: taquicardia
sinusal, hipotensdo postural e alteragbes clinicamente irrelevantes do ECG.
Ocasionalmente, a imipramina pode ainda causar distirbios nos sistemas
gastrointestinal e endécrino. Finalmente, os antidepressivos ftriciclicos podem
potencializar o efeito anticoagulante de farmacos cumarinicos, gragas a inibicao
de seu metabolismo hepéatico. O monitoramento cuidadoso da protrombina
plasmatica é, portanto, recomendada (114).

De acordo com a ANVISA, a administracdo da imipramina deve ser feita
preferivelmente em jejum, assim como a dosagem do farmaco em estudos
farmacocinéticos deve ser realizada com a molécula na sua forma inalterado.

Na literatura foram encontrados métodos para quantificagdo da imipramina com

limite de quantificagcdo variando de 0,26 ng/mL (115) até 2,5 ng/mL (116).
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Normalmente, estes e outros métodos descrevem uma analise cromatografica
significativamente mais longa, com tempos de corrida de 7 e 5,5 minutos (115-
117). No entanto, vale ressaltar que estes métodos foram desenvolvidos para a
quantificacdo de varios compostos simultaneamente.

Ha trabalhos na literatura (107, 111, 115) que avaliam a bioequivaléncia entre
formulagcées de imipramina. Em trabalho de 2001, foram comparadas as
formulacdes fornecidas pela Novartis: Tofranil 25mg, Tofranil mite com 10 mg e
pdés branco contendo 25 mg de imipramina-HClI em frasco de vidro para
reconstituicdo com agua. As trés formulagcdes apresentaram biodisponibilidade

relativas semelhantes (115).

1.7 Estudos de Bioequivaléncia

Para a industria farmacéutica, o custo de desenvolvimento de uma
formulacao genérica € bem menor, quando comparado ao investimento necessario
para a pesquisa e desenvolvimento de um medicamento inovador, visto que para
0 medicamento inovador € necessario realizar estudos néo clinicos e estudos
clinicos fase I, Il e lll para garantir eficacia e seguranca da formulagdo. Ja o
medicamento genérico necessita somente comprovar a equivaléncia terapéutica
através de estudos in vitro (equivaléncia farmacéutica) e in vivo (bioequivaléncia),
apds o término do periodo de patente, assumindo os resultados de estudos de
eficacia e seguranca, realizados durante o desenvolvimento do medicamento
inovador (118).

Para que um medicamento genérico possa ser comercializado, ele deve
passar por testes de biodisponibilidade/bioequivaléncia. Biodisponibilidade é um
termo farmacocinético que descreve a velocidade e o grau com que uma
substancia é absorvida a partir da ingestao de um farmaco e se torna disponivel
sistemicamente. Um estudo de bioequivaléncia tem por objetivo comparar as
biodisponibilidades de duas ou mais formulagbes de um mesmo farmaco
consideradas equivalentes farmaceuticamente e que tenham sido administradas
na mesma dose molar de maneira que as formulagdes possam ser consideradas

intercambiaveis. Em farmacologia, a intercambialidade indica a possibilidade de
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substituicdo de um medicamento por outro equivalente terapéutico receitado pelo
prescritor (118, 119). Adicionalmente, os estudos de biodisponibilidade
relativa/bioequivaléncia tém por objetivo demonstrar evidéncias in vivo da
qualidade farmacéutica dos produtos (119).

Estudos de bioequivaléncia sdo geralmente realizados em voluntarios sadios
que sao recrutados segundo critérios que garantam homogeneidade e séao
confinados em condi¢cbes padronizadas de alimentacdo, acomodagodes, ingestao
de liquidos e demais rotinas permitidas durante um estudo. Durante o
confinamento sdo coletadas amostras em algum liquido bioldégico segundo um
cronograma preé-estabelecido por profissionais treinados para garantir as mesmas
condi¢des de coleta em todos os tempos e para todos os voluntérios. A anélise €
feita considerando algumas medidas farmacocinéticas tais como, a area sob a
curva da concentracdo da substancia no plasma versus tempo (ASC) e a
concentracdo maxima (Cmax) atingida pela substancia. Ha trés tipos de estudos
de bioequivaléncia: média (a mais comum e exigida pela ANVISA), individual e
populacional que serdo abordados durante o texto.

A ANVISA recomenda e exige apenas assegurar bioequivaléncia utilizando o
método de bioequivaléncia meédia. Este método considera apenas as médias das
medidas farmacocinéticas estudadas para os medicamentos testados. Assim,
segundo Chow and Liu (2000) (120), ndo é possivel assegurar a intercambialidade
entre os medicamentos teste em termos de eficacia e seguranca, ou seja, se dois
medicamentos teste foram comparados com o mesmo medicamento referéncia
através do método de bioequivaléncia média ndo podemos afirmar que estes dois
medicamentos sejam intercambidveis apesar de serem bioequivalentes ao
medicamento referéncia.

Entre os delineamentos mais comuns em estudos clinicos, temos o
delineamento paralelo em que cada individuo recebe ao acaso somente uma das
formulacbes e o cross-over em que cada individuo recebe mais de uma
formulacdo de um mesmo medicamento em periodos diferentes, respeitando-se o
tempo de washout entre cada periodo. Os delineamentos cross-over sdo 0s mais

recomendados em estudos de bioequivaléncia, devido a grande variabilidade
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metabdlica dos voluntarios estudados. Eles possuem vantagens em termos de
precisao estatistica e custo quando comparados ao delineamento paralelo, pois
cada individuo serve como o seu préprio controle (121).

Quando o farmaco apresenta meia-vida muito longa, ou seja, a substancia
permanece no organismo por muito tempo e/ou € eliminada muito lentamente, o
delineamento paralelo passa a ser o0 mais apropriado. De acordo com a ANVISA o
washout deve ser no minimo equivalente a sete meias-vidas de eliminacao do
farmaco. Por exemplo, se a meia-vida de um farmaco for igual a 10 dias, o periodo
de washout deve ser de pelo menos 70 dias, o que pode ser inviavel para a
realizacdo do estudo (121).

A analise estatistica de bioequivaléncia € estabelecida de forma a
demonstrar a equivaléncia das formulacdes, através da avaliagdo dos parametros
farmacocinéticos de ASC (extensdao de absorcdo) e Cmax (velocidade de
absorcao). As formulagbes sado consideradas com biodisponibilidade equivalente
quando o intervalo de confianca (IC) de 90% das médias geométricas da ASC e
Cmax esta dentro do intervalo de 80-125% estabelecidos pelo FDA e ANVISA
(122-124). Os parametros a serem considerados no planejamento de estudos de

biodisponibilidade relativa/bioequivaléncia sdo:

. Numero de voluntérios;

. Sexo dos voluntarios;

. Tempos de coleta para caracterizacao do perfil farmacocinético;

. Forma farmacéutica;

. Intervalo entre as administracdes (“washout’);

. Condigao de administragao: alimentagao/jejum;

. Metodologia analitica a ser utilizada para o doseamento das
amostras;

. Farmaco e/ou metabdlito ativo na circulacdo a ser quantificado
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1.7.1. Numero de voluntarios

O ndmero de voluntarios a ser empregado em um estudo de
biodisponibilidade/bioequivaléncia € geralmente estabelecido através de estudos
anteriormente realizados para o mesmo farmaco, dados de revisao de literatura e
estudo piloto quando ndo ha dado disponivel na literatura, sendo que, o nimero
adequado de voluntarios deve assegurar poder estatistico (> 0.8) suficiente para
garantir a confiabilidade dos resultados do estudo de
biodisponibilidade/bioequivaléncia (121).

Com relacdo ao coeficiente de variabilidade intra-sujeito, quanto menor o
coeficiente, menor o niumero de voluntarios a ser empregado para a avaliacao
estatistica de bioequivaléncia. Os farmacos considerados de alta variabilidade tém
um coeficiente de variabilidade intra-sujeito acima de 30% (125, 126) e os
farmacos considerados com baixa variabilidade tem um coeficiente de
variabilidade intra-sujeito entre 5-15% (125, 126).

Adicionalmente, devemos levar em consideragdo 0s seguintes critérios
estabelecidos pela legislagcdo (ANVISA, 2006): nimero minimo de 12 voluntarios
para qualquer estudo de biodisponibilidade/bioequivaléncia e 24 voluntarios na
falta de dados de estudos anteriores e de revisao de literatura para o coeficiente
de variacao do farmaco.

1.7.2. Sexo dos voluntarios

A grande maioria dos estudos de biodisponibilidade/bioequivaléncia é
realizada em voluntarios de ambos os sexos e balanceados. Em casos
especificos, os estudos podem ser realizados em homens ou em mulheres
somente. Por exemplo, o estudo de bioequivaléncia do retindide isotretinoina, que
inibe a funcao das glandulas sebaceas e a queratinizagao (127, 128), € realizado
em homens, devido ao potencial risco teratogénico da droga. A legislagao atual
(123) para estudos de contraceptivos exige que os estudos sejam realizados com

mulheres em idade fértl. Da mesma forma, para medicamentos com

27



caracteristicas especificas ao sexo e idade, a ANVISA exige que os estudos sejam

realizados em voluntarios com essas caracteristicas.

1.7.3. Tempos de coleta

Tempos de coleta adequados devem garantir a caracterizacao do perfil
farmacocinético do farmaco, sendo desta forma, necessario assegurar:

+ determinacdo mais eficiente possivel do Cmax através das coletas de
amostras suficientemente préximas a regido do intervalo de tempo
previsto para a ocorréncia do Tmax;

* coletas de amostras na fase de eliminagdo. A ANVISA determina que a
coleta das amostras contemple um tempo igual ou superior a 3-5 vezes a
meia-vida de eliminagdo do farmaco ou do metabdlito, para garantir a
adequada caracterizacao do perfil plasmatico dos mesmos (concentracao
versus tempo);

* % ASCO-inf extrapolada menor que 20% para mais de 90% dos
voluntarios;

+ coletas de amostras que possuam niveis quantificaveis por razdes de

ordem ética;

Para farmacos que apresentam meia-vida de eliminacao longa (superior a
24 horas) pode ser utilizado cronograma de coleta de amostras de até 72 horas
(ASCtruncada), visto que permite a caracterizagdao farmacocinética de Cmax e
ASC relacionada a fase de absorcdo do farmaco, objetivos estes da avaliacao de
bioequivaléncia, e permite, adicionalmente, um menor nuimero de coleta de
amostras dos voluntarios. Alternativamente, podera ser utilizado um delineamento

paralelo.
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1.7.4. Forma farmacéutica

Os diferentes tipos (comprimido, capsula, solugdo, suspensao, etc.) de

formas farmacéuticas devem ser considerados no planejamento dos tempos de

coleta, pois implicam em variacdo dos parametros farmacocinéticos para uma

mesma dose de determinado farmaco.

1.7.5. Efeito da alimentacao

Durante o planejamento do protocolo clinico deve ser levada em

consideracdo a influéncia da alimentacdo na absorcdo dos farmacos. A

alimentagdo pode seguramente influenciar a dissolugdo da forma farmacéutica

utilizada (129) e efetivamente comprometer a eficacia terapéutica, principalmente

dos produtos de indice terapéutico estreito. Regulatoriamente (123) é exigido

estudo de bioequivaléncia com os voluntarios alimentados nos seguintes casos:

formas de liberagdo prolongada ou controlada (adicionalmente ao
estudo em jejum);

formas de liberagdo retardada, que apresentam revestimento gastro-
resistente;

formas de liberagdo imediata cujos farmacos tenham a absorcao
influenciada pela presenca de alimentos, resultando em alteracdes
clinicamente significativas e indicacdo de administracdo do
medicamento com alimentos.

1.7.6. O intervalo entre as administracoes

O intervalo entre as administracées (washout) deve ser de 7 meias vidas

para garantir que ndo haja efeito residual do primeiro periodo no segundo periodo

de administracao.

Se a droga tem uma meia-vida longa ou se o intervalo entre os periodos é muito

curto, o efeito da formulacao, aquele observado durante o periodo no qual ela é
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administrada, pode persistir mesmo ap6s o washout. Neste caso, € necessario

distinguir a diferenca entre o efeito direto da formulacdo e o efeito residual (carry-

over).

O efeito residual, em inglés carry-over, é o efeito do farmaco que eventualmente

persiste depois do fim do periodo de dosagem. Jones and Kenward (2003) (130)

apresentaram algumas razdes que podem contribuir para a presenca de efeitos

carry-over.

O verdadeiro efeito carry-over pode aparecer quando o periodo de washout
entre dois periodos de tratamento ndo foi suficiente para os voluntarios
eliminarem os efeitos das formulagées administradas no periodo anterior;

A interagdo entre formulagdo e periodo pode surgir quando o efeito da
formulacao depende do periodo em que foi administrada;

Os grupos de voluntérios das sequencias podem apresentar caracteristicas,
por exemplo, idade ou sexo, as quais os tornam significativamente
diferentes. Isto pode ocorrer quando o processo de aleatorizagdo para a
alocacao dos voluntarios nas sequencias ndo foi feito adequadamente. A
inexisténcia do efeito residual ndo implica necessariamente que tais efeitos
sejam nulos, mas que se existirem, tem a mesma intensidade em ambas as

sequencias de formulagdes.

1.7.7. Metodologia analitica

A quantificacao de amostras em fluidos biolégicos é realizada por diferentes

metodologias analiticas, entre elas destacam-se:

Radioimunoensaio;
Elisa;
Cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) acoplada a diferentes
sistemas de detecc¢ao:
- Espectrometria de massas
- Ultravioleta

- Fluorescéncia

30



» Cromatografia gasosa acoplada € espectrometria de massas

» Absorcao atbmica

A técnica de CLAE acoplada a espectrometria de massas (CLAE-EM/EM) é
atualmente a mais utilizada para quantificacdo de amostras biolégicas
provenientes de estudos de biodisponibilidade/bioequivaléncia. Isto se deve
principalmente aos seguintes fatores:

* Alta sensibilidade e seletividade proporcionadas pela associagao das técnicas;

» Diminuicdo do tempo de analise das amostras, um fator importante a ser
considerado em estudos de biodisponibilidade/bioequivaléncia, visto que
envolvem a quantificacdo em um grande niumero de amostras;

Em um estudo de BD/BE, a sensibilidade e seletividade da técnica CLAE-
EM/EM permitem a quantificagdo de amostras com baixas concentragoes,
principalmente em estudos que envolvem a administra¢des de farmacos em baixa
dose, como por exemplo, 0os contraceptivos e horménios utilizados no climatério
que possuem niveis plasmaticos baixos (131, 132).

O limite de quantificagdo inferior normalmente aceito € 10% do Cmax médio
esperado. A técnica CLAE-EM/EM permite a validacdo de metodologias analiticas
com limite de quantificacdo inferior (LIQ) menores. Dependendo do analito a ser
quantificado, € possivel um LIQ de até 0.2% do Cmax médio esperado, o que

permite uma melhor caracterizagédo do perfil farmacocinético.

1.7.8. Farmaco e/ou metabdlito ativo

Normalmente, a determinacdo dos parametros farmacocinéticos em uma
avaliacao de BD/BE é realizada através da quantificacdo do farmaco na forma
inalterada e/ou do metabdlito ativo na circulagao.

A quantificacdo de metabdlitos leva em consideracao se: (a) o farmaco na
forma inalterada € um pro-droga inativa; (b) a concentragcédo plasmética do farmaco
na forma inalterada é muito baixa para ser quantificada, devido a baixa
sensibilidade analitica; (c) o farmaco na forma inalterada é metabolizado
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rapidamente para o metabdlito ativo; (d) tanto o farmaco na forma inalterada como
o metabdlito tem atividades terapéuticas, mas somente o metabdlito € quantificado
em altas concentragdes (125).

1.7.9. Etapas de um estudo de bioequivaléncia

Os estudos de biodisponibilidade/bioequivaléncia sdo compostos pelas
seguintes etapas:

Etapa Clinica: triagem de voluntarios sadios que fazem exames clinicos
que comprovem sua aptiddao para participacdo no estudo. Em seguida os
voluntarios sdo internados, recebendo sempre acompanhamento e tratamento
padronizado e é feita a coleta das amostras em tempos pré-determinados.

Etapa Analitica: andlise das amostras coletadas na etapa clinica e
quantificacao do farmaco utilizando metodologia especifica.

Etapa Estatistica: determinagéo do delineamento e nimero de voluntarios
que participarao do estudo de acordo com os métodos estatisticos apropriados, o
poder exigido pela agéncia reguladora e a variabilidade do farmaco, além da
analise dos dados obtidos na etapa analitica com o calculo das medidas
farmacocinéticas e avaliacdo de bioequivaléncia através de intervalos de

confianca e testes de hipéteses.

1.7.10. Medidas farmacocinéticas

Para quantificar a biodisponibilidade de um medicamento em estudos de
bioequivaléncia algumas medidas farmacocinéticas séo utilizadas. A estimativa
destas medidas pode ser obtida a partir da concentragcdo observada do farmaco
em algum liquido bioldgico, geralmente sangue ou plasma e em alguns casos
urina ou outros que séo coletados na etapa clinica. A seguir descrevemos cada
uma dessas medidas.

32



Cmax: é a maior concentracdo observada do farmaco e/ou metabdlito nas
amostras observadas;

Tmax: é o instante em que Cmax € atingida;

ASCO-t: area sob a curva de concentragdo plasmatica do medicamento
desde o instante inicial até o ultimo tempo quantificavel;

ASCO-INF: area sob a curva de concentracao plasmatica do medicamento
desde o instante inicial até o tempo relativo & completa eliminagdo do farmaco. E
calculada como ASCO-INF = ASCO-t + Ct/Ke, sendo Ct a ultima concentracao
medida e Ke é a constante de eliminacdo. A estimativa de Ke é obtida pelo
coeficiente de inclinagdo da reta de regressao ajustada utilizando-se as ultimas
concentragdes transformadas na escala logaritmica e multiplicada por -2,303;

t1/2: meia vida de eliminagdo do farmaco calculada como In 2/Ke , sendo
Ke definido acima.
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2. OBJETIVO

2.1 Objetivo Geral

Realizar 3 estudos de bioequivaléncia contendo farmacos de agao central para
avaliagdo da biodisponibilidade relativa, utilizando-se os critérios de

bioequivaléncia;

2.2 Objetivos especificos

Desenvolvimento e validacdo de métodos bioanaliticos, rapidos, sensiveis e
robustos para quantificar os farmacos de interesse presentes no plasma humano,
respeitando os requisitos do FDA e ANVISA de alta sensibilidade, especificidade e
alto rendimento da amostra em ensaios farmacocinéticos comparativos de
bioequivaléncia para fins de registro como medicamentos genéricos e/ou similar:

Capitulo 1: Estudo de bioequivaléncia de duas formulacbes de
Clorpromazina comprimido revestido de 100 mg em voluntarios sadios de ambos
0S SEexos.

Capitulo 2: Estudo de bioequivaléncia de duas formulagbes de
Ondansetrona comprimido revestido de 8 mg em voluntarios sadios de ambos os
Sexos.

Capitulo 3: Estudo de bioequivaléncia de duas formulagdes de Imipramina
comprimido revestido de 25 mg em voluntérios sadios de ambos os sexos.
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3. CAPITULO 1 - CLORPROMAZINA

3.1 EXPRIMENTAL

3.1.1. Materiais

Padrdo de referéncia para clorpromazina foi obtida diretamente da United
States Farmacopeia (USP, Lote # j) (Rockville, Maryland, EUA). O padrdo de
ciclobenzaprina foi adquirido da Sigma-Aldrich Corp (St. Louis, MO, EUA). Metanol
(grau CLAE), acetonitrila, éter dietilico e diclorometano foram adquiridos da JT
Baker (Jundiai, SP, Brasil). Agua ultra pura foi obtida a partir de um sistema Milli-Q
(Millipore, Sao Paulo, Brasil). Sangue humano branco foi coletado de voluntérios
saudaveis que nao tenham tomado os medicamentos em estudo. O plasma foi
obtido por centrifugacdo do sangue tratado com o anticoagulante EDTA (BD
Vacutainer ®, BD, Franklin Lakes, NJ, EUA). As amostras de plasma humano
(normal, hiperlipémico e hemolisado) foram obtidos de grupo distinto de doadores
saudaveis. O pool de cada tipo de plasma foi armazenado a -70C até que sua

utilizacdo nos ensaios.

3.1.2. Padroes da curva de calibracao e controles de qualidade

Todas as andlises foram realizadas em conformidade com os requisitos
atuais da ANVISA e do FDA, descritos nas orientacdes para validagdo de métodos
bioanaliticos.

As solucoes estoque de clorpromazina e ciclobenzaprina (padrdo interno)
foram pesados e dissolvidos em uma solugdo composta pela mistura
metanol/dgua (50/50, v/v) para se obter a concentracao final de 0,5 mg/mL, tanto
para a clorpromazina com para a ciclobenzaprina. As solugbes de trabalho de
clorpromazina foram preparadas por diluicbes em série das solugdes estoque
também em metanol/agua (50/50, v/v) para se obter as concentracdes finais de 5,
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10, 20, 50, 100, 200, 500, 1.000 e 2.000 ng/mL. A solucao de trabalho de
ciclobenzaprina foi preparada por diluicao da solucao estoque em metanol/agua
(50/50, v/v) para se obter a concentracao final de 50 ng/mL. As solucdes estoque
e de trabalho foram armazenadas a 4C até a sua utilizacdo. As curvas de
calibragdo para a clorpromazina foram preparadas pela fortificagdo do plasma
branco com as solugdes de trabalho para se obter uma diluicdo de dez vezes, a
fim de se obter as concentragdes finais de 0,5, 1.0, 2.0, 5.0, 10.0, 20.0, 50.0, 100,0
e 200,0 ng/ml. Durante a preparacao da curva as analises foram realizadas em
duplicada para cada concentragéao.

As amostras de controle de qualidade foram preparadas em plasma branco
nas concentragdes de 0,5 (limite inferior de quantificacdo, LIQ), 1,5 (controle de
qualidade baixo, CQB), 60.0 (controle de qualidade médio, CQM) e 160,0 ng/mL
(controle de qualidade alto, CQA).

3.1.3. Preparo das amostras

As amostras de plasma foram descongeladas a temperatura ambiente e
200 pL foram transferidos para um tubo de microcentrifuga e misturado com 50 pL
da solucao de trabalho de ciclobenzaprina e 2,0 ml de éter dietilico/diclorometano
(70/30, v/v). Apds agitacdo no vértex durante 1 min, as amostras foram
centrifugadas a 2000 x g durante 1 min a 4C. A mistura foi congelada em banho
de metanol com gelo seco e a fase organica foi transferida para um tubo de vidro
limpo e evaporado com fluxo de nitrogénio a 40C. Os residuos foram
reconstituidos em 100 uL de metanol/agua (50/50 v/v) e 1% de &cido foérmico.
Apos agitacao no vortex durante 20s, a solucao foi transferida para o frasco de
CLUE para posterior injegéo no sistema cromatografico.

3.1.4. Condicées cromatograficas

Ap6s a extracdo, as amostras foram injetadas (5,0 yuL) em uma coluna
Aquity CLUE BEH C18 1,7 um (50 x 2,1 mm de didmetro interno), operando a
40<C. A fase movel utilizada era composta de uma mi stura de 65% de agua com
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1% de acido formico e 35% de acetonitrila a uma taxa de fluxo de 0,5 mL/min. O
sistema de amostragem automatica foi mantido a 12<C e o tempo total de corrida
cromatografica foi de 2,0 min.

3.1.5. Condicoes da Analise por Espectrometria de Massas

A deteccao foi realizada utilizando espectrémetro de massas Waters Q-
Premier XE em série, equipado com ionizagdo por electrospray (ES) e fonte
operando no modo de positivo (ES+). Parametros de interface foram otimizados
durante a infusdo da clorpromazina e ciclobenzaprina através da interface de
controle com o sistema CLUE. As configuracbes de MS selecionadas foram:
tensao capilar de 3.5kV, tensdo de cone de 30 V, temperatura da fonte de 110C,
temperatura de dissolvatacdo de 400C, energia de colisdo de 20 eV e tempo de
permanéncia (dwell time) de 0,075s para cada transigdo. Com base na verificagao
do espectro MS/MS completo de cada farmaco, os ions mais abundantes foram
selecionados. O espectrometro de massa foi entdo ajustado para monitorar as
transicoes dos ions precursores que deram origem aos respectivos produtos. As
transicoes selecionadas foram: transicao 319,1> 85,9 m/z monitorada para
clorpromazina (Figura 4a) e transicdo 276,2> 57,9 m/z para ciclobenzaprina
(Figura 4b). Aquisicao de dados e analise foram realizadas com o software Analyst
(versdo 1.4.2).

3.1.6. Linearidade

As curvas de calibragcdo foram construidas utilizando as razées das areas
entre os picos de clorpromazina e do padrao interno. A concentracdo de cada
ponto da curva foi recalculada e comparada com a concentragdo nominal de
clorpromazina adicionada a cada um dos oito padrdes de plasma (0,5, 1,0, 2,0,
5,0, 10,0, 20,0, 50,0, 100,0 e 200,0 ng/mL) em duplicada. Andlise de regressao
linear dos quadrados minimos (Linear least-square regression analysis), com fator
de ponderacdo de 1/x2, foi efetuada para avaliar a linearidade da curva obtida.

Além disso, uma amostra de plasma branco (amostra nao fortificada) e uma

39



amostra de plasma zero (plasma branco acrescido do Pl) foram utilizadas para
demonstrar a auséncia de interferéncia em cada ensaio.
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Figura 4. Espectro da varredura das massas de clorpromazina (A) e
ciclobenzaprina (B).
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3.1.7. Supressao Iénica

Um procedimento para determinar o efeito de supressao io6nica durante a
analise MS/MS foi realizada através de um protocolo de infusdo continua do
composto no detector MS. O delineamento experimental consistiu de uma bomba
de infusdo ligado ao sistema por um "tee volume zero" antes do spliter e o sistema
CLUE bombeando a mesma fase movel utilizada na andlise de rotina de
cloropromazina. A bomba de infusdo foi ajustada para transferir a mistura do
analito e do PI diluidos em fase movel para o tubo de ligagdo entre a coluna de
CLUE e a fonte de ionizagao do espectrometro de massas. As concentragdes do
analito e do Pl foram selecionadas de modo a atingir, pelo menos, 5 vezes a linha
de base. O extrato reconstituido a partir de plasma em branco foi injetado no
sistema CLUE enquanto a mistura padrao estava sendo infundida. A supressao de
ions foi avaliado em trés diferentes matrizes: plasma normal, hiperlipémico e
hemolisado. Estas amostras de plasma humano branco (pool) foram extraidas
seguindo o0 mesmo procedimento de extracdo aplicado para as amostras do
estudo. Neste sistema, qualquer supressao idnica resulta em uma depressao do
sinal de MS.

3.1.8. Recuperacao

As recuperacoes das extracoes de clorpromazina e Pl foram avaliadas pela
comparacgao das proporcoes das areas dos picos obtidas a partir de amostras de
plasma extraidas com aquelas fortificadas apds a extracdo de amostras brancas
nas mesmas concentracées de cada nivel de CQ (Recuperagédo Relativa). Este
procedimento foi realizado utilizando-se cinco aliquotas de trés fontes diferentes
de plasma humano fortificados nas concentragdes CQB (1,5 ng/mL), CQM (60
ng/mL) e CQA (160 ng/mL).
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3.1.9. Precisao e Exatidao

Durante o processo de validagao, os parametros de precisao e exatidao do
método foram avaliados utilizando trés diferentes lotes de amostras de plasma
branco fortificados nas concentragdes de clorpromazina equivalente aos controles
de qualidade (CQB, CQM e CQA). Além disso, a precisao e exatidao intra-lote
também foram calculadas com a concentragdo equivalente ao LIQ. Para se
determinar os parametros intra-ensaio, seis repeticbes de amostras de cada
concentracdo mencionada acima foram analisadas simultaneamente para se obter
os valores de CV (%) e de precisdo. A precisdo e exatidao inter-ensaio (entre
lotes) foram determinadas através da andlise de valores médios das amostras de

controle de qualidade a partir de trés lotes de plasma analisadas em dias distintos.

3.1.10. Sensibilidade

O LIQ foi determinado para a clorpromazina com base em dois critérios: (a)
a resposta do analito nesta concentracdo tinha que ser pelo menos cinco vezes
maior que o ruido da linha de base e (b) a resposta de analito no LIQ poderia ser
determinada com precisao igual ou inferior a 20% e exatidao entre 80-120%. Os
célculos basearam-se na analise de seis réplicas de amostras fortificadas na
concentracao do LIQ, obtendo-se precisao e exatidao intra- e interdia.

3.1.11. Estabilidade

A estabilidade de clorpromazina durante a validacdo do método foi avaliada
em cinco repeticées de plasma fortificado com clorpromazina nas concentragbes
CQB (1,5 ng/mL) e o CQA (160 ng/mL) submetidas a diferentes condicdes. A
concentracdo de clorpromazina foi comparada com aquela obtida a partir de
amostras preparadas imediatamente antes do ensaio, possibilitando expressar os
resultados como percentagem de degradacao.

Inicialmente, a estabilidade foi avaliada depois de trés ciclos de
congelamento e descongelamento. Apés cada ciclo de congelamento a -20C por
24h, as amostras foram deixadas descongelar a temperatura ambiente com
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temperatura mantida a 22°C e foram, a seguir, congelados novamente para um
novo ciclo de 24h. Aliquotas de todas as amostras foram quantificadas no final do
terceiro ciclo de congelamento/descongelamento.

A estabilidade pos-processamento foi avaliada durante um periodo de 95h.
Amostras plasmaticas fortificadas nas concentragdes dos CQs foram submetidas a
extragcdo liquido-liquido e armazenadas a temperatura ambiente por 95h.
Posteriormente, as amostras foram analisadas por CLUE-EM/EM.

Para avaliar as amostras de estabilidade de curto prazo, as amostras foram
inicialmente descongeladas a temperatura ambiente (22C) e mantidas sobre a
bancada de trabalho durante um tempo superior ao tempo maximo esperado para
a preparagao de amostras de rotina (17h).

Estabilidade de longo prazo foi avaliada usando amostras congeladas a -
20C durante um periodo de 195 dias, suficiente para cobrir todo o tempo do
estudo de bioequivaléncia.

Para a avaliagdo da estabilidade das solu¢des padréo, as solugdes estoque
de clorpromazina foram preparadas como descrito, armazenadas a 4C e cinco
repeticoes foram avaliados apds 90 dias. Além disso, as solugbes de trabalho
foram armazenadas a temperatura ambiente e avaliadas apds 17h. As solugoes
estoque e de trabalho do PI foram preparadas como descrito, armazenadas a 4C
ou a temperatura ambiente e cinco repeticbes foram avaliados apo6s 88 dias ou
18horas, respectivamente.

3.1.12. Estudo Farmacocinético

O método analitico desenvolvido neste trabalho foi aplicado para avaliar
comparativamente a concentragdo plasmatica da clorpromazina apos
administracdo, em de duas formulagbes em comprimido de clorpromazina (100
mg) em voluntérios saudaveis.

Setenta e dois voluntarios saudaveis de ambos os sexos, com idade entre
18 e 50 anos e indice de massa corporal dentro do intervalo de 18,50 a 29,90,
foram selecionados para o estudo apds avaliagdo do seu estado de saude por
meio de avaliacao clinica (exame fisico, ECG) e dos testes laboratoriais: glicose
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sanguinea, ureia, creatinina, TGO, TGP, fosfatase alcalina, y-GT, bilirrubina total,
albumina e proteinas totais, triglicérides, colesterol total, acido urico, hemoglobina,
hematdcrito, contagem total e diferencial de células brancas, exame de urina e
teste de gravidez BHCG. Todos os individuos foram negativos para HIV, HCV e
HBV.

Todos os individuos assinaram termo de consentimento informado e o
estudo foi realizado em conformidade com: Declaracéo revisada de Helsinki, as
regras de Boas Préticas Clinicas (ICH-GCP) e as Resolugées No.196/96 e 251/97
do Conselho Nacional de Saude - Ministério da Saude , Brasil. O protocolo clinico
foi aprovado pelo Comité de Etica da Universidade de Campinas - UNICAMP, S&o
Paulo, Brasil.

O estudo foi delineado como dose Unica, cruzado, aleatorizado, com um
periodo de 14 dias de washout entre as doses. Os voluntarios entraram na
unidade de Farmacologia Clinica 10 h antes da administracdo do farmaco e
sairam da unidade 14 h apés o inicio da coleta de amostras. Para a coleta das
amostras com tempos mais longos, os voluntarios retornaram para a instalacao
clinica apds o intervalo de 24 horas até a ultima coleta definida no protocolo
clinico. Apds a coleta da amostra de sangue pré-dose, cada voluntario recebeu
uma unica dose de clorpromazina (100 mg de uma formulacdo de comprimidos)
acompanhado da ingestdo de 200 ml de agua. Os voluntarios foram entao
mantidos em jejum durante 4 horas, periodo apés o qual um almogo padrao foi
servido. Nenhum outro alimento foi permitido durante o periodo de internacao e o
consumo de liquido foi permitido a vontade somente ap6s o almogo (com a
excecao de bebidas contendo xantina, incluindo cha, café e refrigerantes).

Os sujeitos foram monitorados ao longo do estudo e as formulagdes foram
consideradas como sendo bem toleradas. As amostras de sangue foram
recolhidas por cateter em tubos contendo EDTA nos tempos 20, 40 min e também
1,1,33,1,67, 2,25, 3, 3,5,4,45,5,5,5,6, 8, 10, 12, 24, 48, 72, 96 € 144 horas
apds a administracédo. Imediatamente apds a coleta, as amostras de sangue foram
centrifugadas a 2000 x g durante 10 min a 4C e o plasma foi coletado e

armazenado em tubo criogénico de polipropileno com tampa de rosca e
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armazenados na temperatura de -20C até serem subme tidos a analise do teor de

clorpromazina.

3.1.13. Anadlise Estatistica

A bioequivaléncia entre as duas formulagdes foi avaliada através do calculo
das razdes individuais entre as formulagbes teste/referéncia para o Cmax, area
ASCO-t e ASCO-inf. Cmax e o Tmax (tempo em que o Cmax ocorre) foram obtidos
diretamente a partir das curvas. A ASCO-t foi calculada aplicando-se a regra linear
trapezoidal.

A constante da taxa de eliminacao (kel) foi obtida através do declive da
regressao linear dos valores da concentracao transformados em log versus tempo
na fase descendente da curva. O tempo de meia-vida (t1/2) foi calculado como
0,693/kel. A ASCO-inf foi calculada como ASCO-t+Ct/kel, onde Ct foi a ultima
concentracao mensuravel.

Os calculos estatisticos foram conduzidos utilizando-se nivel de
significancia P < 0,10 e a bioequivaléncia foi atingida quando o intervalo de
confianga de 90,0% para Cmax, ASCO-t e ASCO-inf ficou dentro da faixa de 80,0-
125,0%, como previamente definido pelo FDA e pela ANVISA. Entre os Softwares
utilizados incluimos o Equivtest® 2.0, MS Excel® 97, Tinn-R1.1, Win-Edit® 2.0 e
Scientific Work Place® 5.0.
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3.2 RESULTADOS

3.2.1. Linearidade e Especificidade

O método mais simples de regressao para as curvas de calibragdo da
clorpromazina foi Y = a + bx(1/x2) de 0,5 a 200 ng/mL. O coeficiente de correlacdo
entre as diferentes curvas variou de 0,9954 a 0,9977.

Os tempos de retencao da clorpromazina e do Pl foram de 0,80 + 0,15 min
e 0,60 = 0,15 min, respectivamente e a raz&o sinal/ruido foi maior do que 7. Os
cromatogramas obtidos a partir de plasma em branco fortificados com
clorpromazina na concentragcdao do LIQ (0,5 ng/mL) e ciclobenzaprina sao
apresentados na Figura 5. Nao foi observada presenca de pico de interferéncia
quando a analise foi realizada usando dois outros lotes de plasma hiperlipémicos
ou hemolisados (Figura 6). Além disso, ndo houve supressao idnica significativa
na regiao de eluicdo em que o analito e o padrao sao eluidos.

Os cromatogramas obtidos pela andlise das amostras de voluntéarios nao
apresentaram niveis detectaveis de clorpromazina antes da administracdo do
farmaco (Figura 7a). Ap6s administragdo das formulagdes aos voluntarios,
clorpromazina foi facilmente quantificada 20 min p6s-dose com valores proximos
do CQB (Figura 7b).
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Figura 5. Cromatogramas do Monitoramento de Respostas Mdltiplas (MRM) das
amostras de plasma humano enriquecidas com clorpromazina ou ciclobenzaprina.
Os painéis superiores mostram o canal de controle para a transi¢ao clorpromazina

(m/z 319,1 > 85,9) na concentracao do LIQ (0,5 ng/mL) e os painéis inferiores

mostram o canal de controle para a transi¢cao da ciclobenzaprina (m/z 276,2 >

57,9). (A) amostras de plasma branco enriquecidas com ciclobenzaprina, (B)
amostras de plasma branco enriquecidas com clorpromazina e ciclobenzaprina.
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Figura 6. Especificidade da resposta e avaliagdo da presengca de picos de
resultantes de interferéncia no tempo de retencdo para a clorpromazina e
ciclobenzaprina apés corrida cromatografica em CLUE. Cromatogramas MRM de
amostras de plasma branco para os canais de clorpromazina (painel superior) e

ciclobenzaprina (painel inferior) utilizando os seguintes lotes de plasma: (A)

hiperlipémicos e (B) da amostra de plasma hemolisado.
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Figura 7. Cromatograma representativo de amostras de um mesmo voluntario
mostrando a analise da amostra coletada antes da administracao (A) e da amostra
coletada 20 minutos ap6s a administracao de formulacao referéncia (B). Painéis
superiores mostram o canal de monitoramento para a transigdo de clorpromazina

e 0s painéis inferiores mostram o canal de monitoramento para a transicao da

ciclobenzaprina.
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3.2.2. Recuperacao

Clorpromazina mostrou valores de recuperacao (valores + CV (%), n = 5)
para CQB, CQM e CQH em plasma humano normal, descritos a seguir: 74,8 *
9,3%, 70,6 £ 4,8% e 70,6 + 4,4%, respectivamente. A recuperacdo do Pl foi de
74,9 + 46%. Valores de recuperagdao semelhantes foram obtidos para plasma
hemolisada e lipémicas.

3.2.3. Precisao e Exatidao

Precisdo e exatidao intra-lote do ensaio foram determinadas para a
clorpromazina em cada nivel de CQ e s&o apresentados na Tabela 4. A precisao
intra-ensaio variou de 2,4 a 5,8%, enquanto o valor inter-ensaio variou entre 3,6 a
9,9%. A preciséo intra-ensaio variou de 96,9 a 102,5%, enquanto que a precisao
inter-ensaio variou de 94,1 a 100,3%. Estes resultados estdo dentro dos critérios
de aceitagdo para precisao e exatidao, ou seja, valores do desvio ficaram dentro
de + 15% dos valores nominais, exceto para LIQ, que pode apresentar um desvio
de + 20%.
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Tabela 4. Precisao e exatidao da quantificagdo de clorpromazina em plasma
humano. Os resultados foram obtidos durante os ensaios de validacao do método
analitico com as amostras de controle de qualidade (CQ) incluindo o limite inferior
de quantificagao (LIQ).

Nominal Intra-ensaio  Inter-ensaio  |ntra-ensaio  Inter-ensaio
Amostras CQ  concentragcao exatidao? exatidao® precisao® precisaod

(ng/mL) (%) (%) (%GCV) (%CV)
LIQ 0,5 97,1 94,1 5,8 9,9
cQB 1,5 96,9 97,0 3,0 3,6
CcQaMm 60,0 102,5 100,2 2,4 4,1
CQA 160,0 101,7 100,3 2,5 3,8

a (n=6), expresso como: (concentragado obtida/concentracdo nominal) X 100
b Valores obtidos a partir de 3 corridas analiticas independentes (n=18)

¢ n=6

3.2.4. Estabilidade

Os testes de estabilidade mostraram que a concentragdo da solugao
estoque de clorpromazina mostrou uma variagdo de apenas 2,8% entre as
amostras frescas e armazenadas a 4T durante 90 dias. Do mesmo modo, as
solugdes de trabalho armazenadas a temperatura ambiente foram estaveis apés 7
h, com uma variagao de apenas 8,4%. As solugdes estoque e de trabalho também
foram muito estaveis ap6s 88 armazenados a 4C dias ou 18h a temperatura
ambiente. A variagdo observada nestes experimentos foi de 3,9 a 6,2%.

A estabilidade da clorpromazina foi avaliada em plasma humano e néao
demonstrou nenhuma degradagéo significativa apos 6h a temperatura ambiente,
trés ciclos de congelamento e descongelamento, 95h pds-processamento, ou
armazenadas durante 195 dias a -20 °C (Tabela 5).
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Tabela 5. Teste de estabilidade da clorpromazina em plasma humano

Média da conc. o CV Média da conc. . Variacao
inicial (ng/mL) ° final (ng/mL) (%)

Ciclos de congelamento e descongelamento (3 ciclos)

cQB 1,50 4,2 1,63 1,6 8,5

CQA 171,05 0,8 168,38 2,0 -1,6

Curta duragéo (6 h)

CcQB 1,56 5,3 1,41 4,8 -9,7
CQA 166,76 1,9 159,00 1,9 -4,6

Pés-processamento (95 h)

cQB 1,60 55 1,55 3,0 -2,9

CQA 168,32 1,4 168,62 6,5 0,2

Longa duracgéao (195 dias, -20 °C)

CQB 1,57 0,7 1,64 43 4,4

CQA 145,66 4,2 162,93 1,8 11,9

n=3 para cada teste.
CQB = 1,5 ng/mL; CQA = 160 ng/mL
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3.2.5. Estudo Farmacocinético

A clorpromazina foi bem tolerada nas doses administradas e nenhuma
reacdo adversa significativa ndo foi observada ou relatada. Nenhuma mudanca
clinicamente relevante foi observado em nenhum parametro bioquimico medido.
Um total de 72 voluntarios foram recrutados e 57 completaram o estudo. Dos 15
voluntarios que ndo terminaram os dois periodos de confinamento foram excluidos
devido ao seguintes motivos: 13 voluntarios apresentaram razdes pessoais €
abandonaram o estudo apo6s a primeira internagcao; 01 voluntario foi excluido por
doenca intercorrente com quadro de gastroenterocolite aguda apds a primeira
internacao e impossibilitou de continuar o estudo; 01 voluntario foi excluido por
evento adverso no segundo confinamento pelo relato de re-inicio de tratamento de
glaucoma, cujo diagnoéstico foi feito aos quatro anos de idade e este fato fora
omitido pelo voluntério na etapa de recrutamento e selegéo.

As curvas médias das concentracdes plasmaticas de clorpromazina em
funcdo do tempo obtidas apés uma dose oral Unica da formulacdo teste ou
referéncia estdo apresentadas na Figura 8. A concentracdo plasmatica de
clorpromazina nao diferiram significativamente apés a administracdo das duas
formulagdes.

A Tabela 6 mostra os valores dos parametros farmacocinéticos e a Tabela 7
resume a andlise de bioequivaléncia entre as formulagdes de clorpromazina.
Resumidamente, a média geométrica e o respectivo intervalo de confianga (IC)
90% das razdes entre as formulacdes de clorpromazina teste/referéncia foram de
97,46% (83,82; 113,31%) para Cmax e 97,79% (86,95; 109,97%) para ASCO-t.
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Figura 8. Grafico da média das concentracbes plasmaticas de clorpromazina

versus tempo de coleta das amostras apds administragdo das formulagdes teste

ou referéncia contendo 100 mg de clorpromazina.
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Tabela 6. Meédia aritmética dos parametros farmacocinéticos obtidas apos

administracao das formulacées teste e referéncia em comprimido com 100 mg de

clorpromazina em 57 voluntarios.

Teste Referéncia
Média DP Média DP
Cmax (ng/mL) 48,24 34,54 49,75 35,85
Tmax (h) 2,58 1,37 2,73 1,89
Ti2 (h) 13,35 5,27 13,24 5,99
ASCO-t ([ng x h]/mL) 399,68 343,61 419,11 370,16
ASCO-inf ([ng x h)/mL) 417,61 347,33 434,33 371,39

Tabela 7. Média geométrica das razdes individuais de ASCO-t, ASCO-inf e Cmax

(teste/referéncia) e os IC 90% correspondentes.

Paramétrico (n=57)

Média geométrica Cl 90% Poder cv
(0/0) o [°)
Parametro (%) (%)
Razao ASCO-t % 97,79 86,95; 109,97 84% 38,81
Razao ASCO-inf 98,58 88,24; 110,14 89% 36,49
%
Raz&o Cmax % 97,46 83,82; 113,31 51% 51,00
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3.3 DISCUSSAO

Este foi o primeiro método descrito para a quantificacado de clorpromazina
em plasma humano, usando um método baseado em CLUE- EM/EM (133). O
procedimento descrito neste trabalho esta em conformidade com os requisitos do
FDA e da ANVISA para a quantificacdo de drogas em estudos farmacocinéticos
em humanos. O método analitico inclui uma extracdo liquido-liquido com éter
dietilico/diclorometano (70/30, v/v), resultando em material extraido com grau de
pureza suficiente para ser injetada no sistema cromatografico. Este procedimento
de extragdo, aliada a separacdo muito eficiente oferecida pelo sistema CLUE e a
elevada seletividade do espectrdmetro de massas no modo MRM com fonte de
ionizagdo eletrospray (CLUE-ES+/EM/EM) possibilitou um processo de
quantificacdo muito sensivel e reprodutivel. Amostras de plasma branco a partir de
todos os 57 voluntarios mostraram cromatograma livre de picos interferentes no
tempo de retengdo do analito ou do padrao interno. O baixo LIQ (0,5 ng/mL)
associado a uma rapida andlise cromatografica (2,0 min) representa o principal
diferencial em relagcdo aos métodos publicados na literatura que utilizam CLAE-
EM/EM.

A concentracao biologica de clorpromazina e outros antidepressivos tém
sido avaliados na urina e soro humanos, bem como no plasma e tecido cerebral
de ratos utilizando CLAE-EM/EM (72-74), GC-MS (56) e CLAE-UV (134). Alguns
destes métodos fazem uso da extragao liquido-liquido com éter isopropilico (74)
ou t-butil éter de etilo (61), enquanto em outro trabalho os autores utilizaram
precipitacao de proteinas com uma mistura de acetonitrila/metanol (72). Métodos
de extracdo mais sofisticados foram também descritos, como por exemplo a
extracdo em fase sélida com cartucho Oasis MCX [26] para a determinacao de
varios sedativos hipnéticos em soro humano ou microextragdo dispersiva liquido-
liquido (134) para a andlise da clorpromazina na urina humana. No entanto, os
tempos de corrida cromatografica destes métodos foram entre 8-80 min.

O método descrito por Zhang et al. (74) mostrou LIQ de 0,2 ng/mL para a

determinagédo de clorpromazina em plasma e cérebro de ratos, mas a separagao
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cromatografica em 10 min é excessivamente longa para andlise de um grande
nuamero de amostras provenientes de um estudo farmacocinético.

Yamini, et al (135) recentemente publicou um método utilizando CLAE-UV,
utilizando extracao em fase sélida (SPE) para quantificacao de Clorpromazina em
plasma, contudo com LIQ de 10 ng/mL.

Kirchherr et al. (72) também descreveram um método com LIQ inferior (0,27
ng/mL), mas o método representava a andlise simultdnea de uma série de 48
farmacos antidepressivos e antipsicéticos em soro humano utilizando também um
tempo excessivamente longo de cromatografia (8 min). Uma vez que milhares de
amostras de sangue sao obtidas em um estudo de farmacocinética em humanos
durante o periodo de confinamento, a separagdo muito rapido com o CLUE,
combinada com LIQ baixo (0,5 ng/mL) faz com que este método seja adequado
para ser aplicado ao longo de um estudo farmacocinético com plasma humano.

Devido ao seu excelente desempenho durante a validagdo, este método
para a determinacdo de clorpromazina em plasma humano foi aplicado com
sucesso em um estudo farmacocinético que visava avaliar a bioequivaléncia de
duas formulacdes deste farmaco.

Ap6s administragdo das formulagdes aos voluntérios, foi verificada que a
tolerabilidade das preparacdes foi excelente, como indicado pela auséncia de
qualquer efeito colateral significativo. Os intervalos de confianga de 90% para as
razdes das médias geométricas de Cmax, ASCO-t e ASCO-inf de clorpromazina a
partir dos resultados obtidos apds administracdo tanto da formulacao teste como
da referéncia permaneceram dentro do intervalo de 80% a 125%, como proposto
pelo FDA e ANVISA.

3.4 CONCLUSAO

Este trabalho descreve um método rapido, sensivel e robusto para
quantificar clorpromazina no plasma humano utilizando ciclobenzaprina como
padrdo interno. Amostras extraidas foram analisadas por CLUE acoplado a

espectrometria de massa. Este método estd de acordo com os requisitos
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propostos pela FDA de alta sensibilidade, especificidade e alto rendimento da
amostra em ensaios comparativos farmacocinéticos tais como estudos de
bioequivaléncia. A concentracdo mais baixa foi quantificada a 0,5 ng/mL com uma
precisdo adequada e precisdo. O método descrito para a quantificacdo de
clorpromazina em plasma humano foi aplicada com éxito em um estudo de
bioequivaléncia de duas formulacbes de comprimidos com 100 mg de
clorpromazina utilizando um processo aberto, aleatorizado, cruzado de dois
periodos. Uma vez que o IC de 90% para as razées de Cmax e ASC foram todas
dentro do intervalo de 80-125%, concluiu-se que a formulacdo teste de
clorpromazina € bioequivalente a formulagdo de referéncia em relagéo a taxa e

extensao da absorgao.
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4. CAPITULO 2 - ONDANSETRONA

4.1 EXPRIMENTAL

4.1.1. Materiais

O padrao de referéncia Cloridrato de ondansetrona foi obtido diretamente
da United States Pharmacopeia (USP) (Rockville, Maryland, EUA). Padrao interno
ondansetrona-D3 foi adquirido da Synfine Research (Richmond Hill, Ontario,
Canada). Metanol, acetonitrila (grau CLAE) e éter metil-terc-butilico (MTBE) foram
adquiridos da JT Baker (S&o Paulo, Brasil). Formato de aménio foi adquirido da
Fluka-Sigma-Aldrich (Sdo Paulo, Brasil). Agua ultrapura foi obtida de um sistema
Milli-Q (Millipore, Sdo Paulo, Brasil). Sangue humano foi coletado de doadores
voluntarios saudaveis e que nao tomaram medicamentos ou drogas. O plasma foi
obtido por centrifugacdo do sangue na presenca do anticoagulante EDTA (BD
Vacutainer ®, BD, Franklin Lakes, NJ, EUA). Cada pool de plasma branco foi
preparado e armazenado a -20°C até ser utilizado nos testes.

4.1.2. Padroes de calibracao e controles de qualidade

O método de analise das amostra foi realizada seguindo as boas praticas
de laboratério (BPL) e de acordo com as normas atuais para validagdo de método
bioanalitico da ANVISA e do FDA.

Solugbes estoque de ondansetrona e ondansetrona-d3 na concentragao
final de 1,0 mg/mL foram preparadas apds a pesagem das moléculas e dissolugao
em metanol puro. As solugées de trabalho de ondansetrona foram preparadas por
diluicbes em série da solugao estoque em metanol-agua (50:50, v/v) para se obter
as concentragdes finais de 2, 5, 20, 50, 100, 200, 400 e 600 ng/ml. A solugdo de
trabalho de ondansetrona-d3 foi preparada por diluicdo da solugcao estoque em
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agua pura para se obter a concentracao final de 30 ng/mL. As solugdes estoque e
de trabalho foram armazenadas a 4<C até a sua utili zagao.

As curvas de calibracdo para o ondansetrona foram preparadas em plasma
pela diluicdo das solucdes de trabalho (10 vezes) para se obter as concentragdes
finais de 0,2, 0,5, 2,0, 5,0, 10,0, 20,0, 40,0 e 60,0 ng/mL. As andlises foram
realizadas em duplicada para cada concentracdo. As amostras de controle de
qualidade foram preparadas em plasma branco nas concentragdes de 0,2 (limite
inferior de quantificacao, LIQ), 0,6 (controle de qualidade, a baixo nivel, CQB),
30.0 (controle de qualidade, a nivel médio, CQM) e 50,0 ng/mL (controle de
qualidade a nivel elevado, CQA). As amostras de plasma fortificadas (padrdes das
curvas e os controles de qualidade) foram extraidas em cada lote de andlise de

amostras.

4.1.3. Preparacdo de amostras.

Ap6s o descongelamento do plasma em temperatura ambiente, uma
amostra de 50 pL de foi acondicionada em tubo de vidro seguida da adicao de 25
uL da solucao de trabalho do Pl e 1,0 mL de MTBE. Apés agitagdo no vortex
durante 20s, as amostras foram centrifugadas a 2000 x g durante 3 mina4TC e a
fase organica foi transferida para outro tubo de vidro limpo submetido a
evaporacdao do solvente sob fluxo de N2 a 50C. Os residuos secos foram
reconstituidos em 0,50 mL da mistura de acetonitrila-agua (50:50, v/v) sob
agitacdo vigorosa durante 10s e transferido para placas de 96 pocos para

posterior injecdo no sistema cromatografico.

4.1.4. Condicées cromatograficas
Depois da extragdo, 10 uL das amostras foram injetados em uma pré-
coluna Agilent Eclipse Zorbax® C18, 5 um (12,5 x 4,5 mm ID) (Agilent, Santa
Clara, CA, EUA), em linha com uma coluna analitica Phenomenex Gémeos®
(Torrance, Califérnia, EUA) C18, 5 um (75 x 4,6 mm ID), operando a temperatura

ambiente. A fase movel utilizada foi uma mistura de acetonitrila-agua (50:50, v/v)
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com 0,25 mM de formato de aménio sob fluxo de 0,80 mL/min. Sob estas
condicbes, os tempos de retencdo foram de 2,0 + 0,4 min para ambos
ondansetrona e ondansetrona-D3. O injetor automatico foi mantido a 4C e o
tempo total da cromatografia foi de 3,0 min.

4.1.5. Condicoes da Analise por Espectrometria de Massas

O sistema LC/MS/MS utilizado consistiu de um sistema de cromatografia
liquida (modelo 1200, Agilent, Santa Clara, CA, EUA), acoplado a um
espectrdmetro de massa triplo quadrupolo em série (modelo 6410, Agilent, Santa
Clara, CA, EUA), equipado com fonte de ionizagdo por electrospray operando
(ESI) no modo ion positivo (ES+). Modo de monitoramento de reagdes multiplas
(MRM) foi utilizado para a detecgdo e analise das massas. Os parametros de
ajuste foram otimizados para ondansetrona e ondansetrona-D3. O potencial do
capilar do electrospray foi fixado a 4000 eV e nitrogénio foi utilizado como gas de
secagem para evaporacao do solvente (5L/min). As temperaturas dos gases de
secagem e vaporizagdo foram mantidos a 200°C e 325°C, respectivamente. O
tempo de andlise (Dwell Time) foi de 200 ms e a energia de colisdo foi ajustada
para 30 eV para ambos os compostos. Com base na verificagdo completa do
espectro MS/MS de cada farmaco, os ions mais abundantes foram selecionados e
o espectrometro de massa foi ajustado para monitorar as transicées dos ions
precursores para os ions produto, como se segue: m/z 294,2—170,0 e m/z
294,2—184,0 para ondansetrona (Figura 9a), m/z 297,2—173,2 e m/z
297,2—187,0 para ondansetrona-D3 (Figura 9b) e com base nestas transicoes a
via de fragmentacdo foi proposta (Figura 10). A aquisicdo e analise dos dados

foram realizadas utilizando o software MassHunter B01.03.

4.1.6. Linearidade
As curvas de calibragcdo foram construidas utilizando as razées das areas
entre os picos de ondansetrona e do Pl em comparacdo com as concentragdes
nominais de ondansetrona-D3 dos oito padrdes de referéncia em plasma (0,2, 0,5,
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2,0, 5,0, 10,0, 20,0, 40,0 e 60,0 ng/mL) analisados em duplicada. A anélise de
regressao linear foi efetuada com fator de ponderacdo 1/x2 a fim de avaliar a

linearidade, bem como para obter a equacédo de calibracdo padrdo: y = ax + Db,

7

onde y € a razao entre as areas dos picos (analito/IS), “x” é a concentracao, “a”

s

representa o declive e “b” é a intercepgcdo da linha de regressdo. Além das
amostras fortificadas com analito e IS, amostras de plasma branco (nao fortificado)
e uma amostra de plasma zero (fortificado apenas com IS) foram incluidas em

cada corrida analitica para demonstrar a auséncia de interferéncia.
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Figura 9. Espectro da varredura das massas de ondansetrona (A) e ondansetrona-

D3 (B).
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Figura 10. Rotas de fragmentacdo de ondansetrona e ondansetrona-D3. As rotas
de fragmentacdo foram propostas de acordo com os resultados das transi¢coes
obtidas: m/z 294.2 —» 170.0 e m/z 294.2 — 184.0 para ondansetrona; m/z 297.2 -

173.2 € 297.2 — 187.0 para ondansetrona-D3.

4.1.7. Supressao lénica

Um procedimento para determinar o efeito de supressao idnica durante a
analise MS/MS foi realizada através de um protocolo de infusdo continua do
composto em estudo no detector MS (136, 137). O delineamento experimental
consistiu de uma bomba de infusdo ligado ao sistema por um "tee volume zero"
antes do spliter e o sistema CLAE bombeando a mesma fase moével utilizada na

andlise de rotina de ondansetrona. A bomba de infuséo foi ajustada para transferir
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a mistura do analito e do PI diluidos em fase movel para o tubo de ligacédo entre a
coluna de CLAE e a fonte de ionizagdo do espectrébmetro de massas. As
concentragcées do analito e do Pl foram selecionadas de modo a atingir, pelo
menos, 5 vezes a linha de base. O extrato reconstituido a partir de plasma em
branco foi injetado no sistema CLAE enquanto a mistura padrdo estava sendo
infundida. A supressao de ions foi avaliado em trés diferentes matrizes: plasma
normal, hiperlipémico e hemolisado. Estas amostras de plasma humano branco
(pool) foram extraidas seguindo o0 mesmo procedimento de extragdo aplicado para
as amostras do estudo. Neste sistema, qualquer supressao iénica resulta em uma

depressao do sinal de MS.

4.1.8. Recuperacao

As recuperacOes das extragdes de ondansetrona e Pl foram avaliadas pela
comparagao das proporgcoes das areas dos picos obtidas a partir de amostras de
plasma extraidas com aquelas fortificadas apds a extracdo de amostras brancas
nas mesmas concentracdes de cada nivel de CQ (Recuperacao Relativa). Este
procedimento foi realizado utilizando-se cinco aliquotas de trés fontes diferentes
de plasma humano fortificados nas concentragdes CQB (0,6 ng/mL), CQM (30
ng/mL) e CQA (50 ng/mL).

4.1.9. Precisao e exatidao

Durante o processo de validacao, os parametros de precisao e exatidao do
método foram avaliados utilizando trés diferentes lotes de amostras de plasma
branco fortificados nas concentragdes de ondansetrona equivalente aos controles
de qualidade (CQB, CQM e CQA). Além disso, a precisao e exatidao intra-lote
também foram calculadas com a concentragdo equivalente ao LIQ. Para se
determinar os parametros intra-ensaio, seis repeticbes de amostras de cada
concentracdo mencionada acima foram analisadas simultaneamente para se obter

os valores de CV (%) e de precisdo. A precisdo e exatidao inter-ensaio (entre
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lotes) foram determinadas através da andlise de valores médios das amostras de

controle de qualidade a partir de trés lotes de plasma analisados em dias distintos.

4.1.10.  Sensibilidade

O LIQ foi determinado para a ondansetrona com base em dois critérios: (a)
a resposta do analito nesta concentracdo tinha que ser pelo menos cinco vezes
maior que o ruido da linha de base e (b) a resposta de analito no LIQ poderia ser
determinada com precisdo igual ou inferior a 20% e exatidao entre 80-120%. Os
célculos basearam-se na analise de seis réplicas de amostras fortificadas na

concentracao do LIQ, obtendo-se precisdo e exatidao intra- e inter-dia.

41.11. Estabilidade

A estabilidade de ondansetrona durante a validacdo do método foi avaliada
em cinco repeticdes de plasma fortificado com ondansetrona nas concentragoes
CQB (0,6 ng/mL) e o CQA (50 ng/mL) submetidas a diferentes condicoes. A
concentracdo de ondansetrona foi comparada com aquela obtida a partir de
amostras preparadas imediatamente antes do ensaio, possibilitando expressar os
resultados como percentagem de degradacao.

Inicialmente, a estabilidade foi avaliada depois de trés ciclos de
congelamento e descongelamento. Apds cada ciclo de congelamento a -20C por
24h, as amostras foram deixadas descongelar a temperatura ambiente com
temperatura mantida a 22°C e foram, a seguir, novamente congeladas para um
novo ciclo de 24h. Aliquotas de todas as amostras foram quantificadas no final do
terceiro ciclo de congelamento/descongelamento.

A estabilidade p6s-processamento foi avaliada durante um periodo de 48h.
Amostras plasmaticas fortificadas nas concentragées dos CQs foram submetidas a
extracdo liquido-liquido e armazenadas a temperatura ambiente por 95h antes da
andlise por CLAE-EM/EM.

Para avaliar as amostras de estabilidade de curto prazo, as amostras foram,
inicialmente, descongeladas a temperatura ambiente (22C) e mantidas sobre a
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bancada de trabalho durante um tempo superior ao tempo maximo esperado para
a preparacao de amostras de rotina (7h).

Estabilidade de longo prazo foi avaliada usando amostras congeladas a -
20 durante um periodo de 81 dias, suficiente para cobrir todo o tempo do estudo
de bioequivaléncia.

Para a avaliagdo da estabilidade das solu¢des padréo, as solugdes estoque
de ondansetrona foram preparadas como descrito, armazenadas a 25T e cinco
repeticdes foram avaliados apds 7h. A estabilidade das solugcbes estoque e de
trabalho foram avaliadas também em amostras armazenadas a -20C durante 35

dias.

41.12. Estudo Farmacocinético

O método analitico desenvolvido neste trabalho foi aplicado para avaliar
comparativamente a concentracdo plasmatica da ondansetrona apos
administracdo, em de duas formulagbes em comprimido de ondansetrona (8 mg)
em voluntarios saudaveis: Zofran® (lote no. (R279435V, formulacao referéncia da
Glaxosmithkline, Rio de Janeiro, RJ, Brasil), e Ondansetrona (lote no. 07118501,
formulagao teste da Cristélia Produtos Quimicos e Farmacéuticos Ltda., Itapira,
SP, Brasil).

Vinte e oito voluntarios saudaveis de ambos os sexos (14 homes e 14
mulheres), com idade entre 18 e 50 anos e indice de massa corporal dentro do
intervalo de 18,50 a 29,90, foram selecionados para o estudo apds avaliacdo do
seu estado de saude por meio de avaliagcdo clinica (exame fisico, ECG) e dos
testes laboratoriais: glicose sanguinea, ureia, creatinina, TGO, TGP, fosfatase
alcalina, y-GT, bilirrubina total, albumina e proteinas totais, triglicérides, colesterol
total, acido urico, hemoglobina, hematdcrito, contagem total e diferencial de
células brancas, exame de urina e teste de gravidez BHCG. Todos os individuos
foram negativos para HIV, HCV e HBV.

Todos os individuos assinaram termo de consentimento informado e o

estudo foi realizado em conformidade com: Declaracéo revisada de Helsinki, as
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regras de Boas Praticas Clinicas (ICH-GCP) e as Resolucées No.196/96 e 251/97
do Conselho Nacional de Saude - Ministério da Saude, Brasil. O protocolo clinico
foi aprovado pelo Comité de Etica da Universidade de Campinas - UNICAMP, S&o
Paulo, Brasil.

O estudo foi delineado como dose Unica, cruzado, aleatorizado, com um
periodo de 7 dias de washout entre as doses. Apds a coleta da amostra de sangue
pré-dose, cada voluntario recebeu uma Unica dose de ondansetrona (8 mg de uma
formulacdao de comprimido) acompanhado da ingestdao de 200 ml de agua. Os
voluntarios foram entdo mantidos em jejum durante 4 horas, periodo apds o qual
um almocgo padrdo foi servido. Nenhum outro alimento foi permitido durante o
periodo de internagdo e o consumo de liquido foi permitido a vontade somente
apds o almogo (com a excecado de bebidas contendo xantina, incluindo cha, café e
refrigerantes). Os sujeitos foram monitorados ao longo do estudo e as formulagdes
foram consideradas como sendo bem toleradas. As amostras de sangue foram
recolhidas por cateter em tubos contendo EDTA nos tempos 10, 20, 40, 50 min e
também 1, 1.33, 1.67, 2, 2.5, 3, 4, 6, 8, 10, 12 e 24, horas apds a administragao.
Imediatamente apds cada coleta, as amostras de sangue foram centrifugadas a
2000 x g durante 10 min a 4C e o plasma foi coletado e armazenado em tubo
criogénico de polipropileno com tampa de rosca e armazenados na temperatura
de -20C até serem submetidos a analise do teor de ondansetrona.

4.1.13. Anadlise Estatistica

A bioequivaléncia entre as duas formulagdes foi avaliada através do calculo
das razodes individuais entre as formulacoes teste/referéncia para o Cmax, ASCO-t
e ASCO-inf. Cmax e o Tmax foram obtidos diretamente a partir das curvas. A
ASCO-t foi calculada aplicando-se a regra linear trapezoidal.

A constante da taxa de eliminacao (kel) foi obtida através do declive da
regressao linear dos valores da concentracao transformados em log versus tempo
na fase descendente da curva. O tempo de meia-vida (t1/2) foi calculado como
0,693/kel. A ASCO-inf foi calculada como ASCO-t+Ct/kel, onde Ct foi a ultima
concentracao mensuravel.
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Os calculos estatisticos foram realizados utilizando nivel de significancia P
< 0,10 e a bioequivaléncia foi atingida quando o intervalo de confianca de 90,0%
para Cmax, ASCO-t e ASCO-inf ficou dentro da faixa de 80,0-125,0%, como
previamente definido pelo FDA e pela ANVISA. Entre os Softwares utilizados
incluimos o Equivtest® 2.0, MS Excel® 97, Tinn-R1.1, Win-Edit® 2.0 e Scientific
Work Place® 5.0.

4.2 RESULTADOS

4.2.1. Linearidade e especificidade

O método mais simples de regressao para as curvas de calibracdao do
ondansetrona foi Y = a + bx para a faixa de concentracdo de 0,2 a 60 ng/mL. Os
coeficientes de correlagao variaram de 0,9918 a 0,9988.

Os cromatogramas obtidos a partir de amostras de plasma fortificado com
ondansetrona na concentracdao do LIQ (0,2 ng/mL), comparado com plasma
branco, sao apresentados na Figura 11. O tempo de retencao tanto do analito
como para o PI foi de 2,0 £ 0,04 min e a razao sinal-ruido foi superior a 7. Nao
houve supressao significativa de ions na regiao em que o analito € o padrao
interno foram eluidos. Além disso, ndo houve pico de interferéncia quando a
analise foi realizada usando lotes de plasma hiperlipémicos e hemolisada.

Os cromatogramas obtidos pela andlise das amostras de voluntarios nao
apresentaram niveis detectadveis de ondansetrona antes da administragdo do
farmaco. Apos administracdo das formulagbées aos voluntarios, ondansetrona foi

facilmente quantificada 20 min pds-dose com valores entre LIQ e CQB.

4.2.2. Recuperacao

Ondansetrona apresentou as recuperacgdes (valores £ CV (%), n = 5) para
CQB, CQM e CQH como se segue: 88,8 + 5,7%, 86,4 + 6,8% e 91,8 £ 5,7%,
respectivamente. A recuperacao do Pl foi de 83,0 + 1,4%.
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Figura 11. Cromatogramas do Monitoramento de Respostas Multiplas (MRM) das

amostras de plasma humano enriquecidas com ondansetrona ou ondansetrona-

D3. Os painéis superiores mostram o canal de controle para a transigcao

ondansetrona (m/z 294.2 — 170.0 e m/z 294.2 — 184.0) e os painéis inferiores

mostram o canal de controle para a transicdo da ondansetrona-D3 (m/z 297.2 —

173.2 e 297.2 — 187.0). (A) amostras de plasma branco enriquecidas com

ondansetrona-D3, (B) amostras de plasma branco enriquecidas com ondansetrona

na concnetragéo do LIQ (0,2 ng/mL) e ondansetrona-D3.
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4.2.3. Precisio e Exatidao

Os valores de precisao e exatidao Intra-lote do ensaio para quantificacao de
ondansetrona foram medidos em cada nivel de CQ e sao apresentados na Tabela
8. A precisao intra-ensaio variou de 1,6 a 7,7%, enquanto os valores inter-ensaio
variaram de 2,1 a 5,1%. As precisdes intra-ensaio variaram de 97,5 a 108,2%,
enquanto que a os valores inter-ensaio variaram de 97,3 a 107,0%. Como
estabelecido pelos guias ANVISA e FDA, estes resultados estavam dentro dos
critérios de aceitagdo para precisado e exatidao, ou seja, a variagao foi no maximo
de £ 15% dos valores nominais, exceto para LIQ, que permite um desvio de +
20%.

4.2.4. Estabilidade

De acordo com os resultados do teste de estabilidade, ndo houve
degradacao significativa da solucdo estoque ap6s 7h de armazenamento a
temperatura ambiente. Nesta condicdo, a variacado entre as amostras frescas e
armazenadas foi de -9,0%. Além disso, apds 35 dias a -20C, a variagao entre as
amostras frescas e armazenadas foi de 6,9%.

Os testes de estabilidade da ondansetrona no plasma humano nao
demonstraram nenhuma degradacao significativa apés 7h a temperatura
ambiente, trés ciclos de congelamento e descongelamento, pds-processamento
durante 48 horas a temperatura ou armazenadas durante 81 dias a -20C (Tabela
9).
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Tabela 8. Precisdo e exatiddo da quantificacdo de ondansetrona em plasma
humano. Os resultados foram obtidos durante os ensaios de validacao do método
analitico com as amostras de controle de qualidade (CQ) incluindo o limite inferior

de quantificagao (LIQ).

Exatidao Precisao
Intra- Inter- Intra- Inter-

Amostras Nominal

ensaio? ensaioP ensaioc ensaioP
CcQ (ng/mL)

(%) (%) (%CV) (%CV)

LIQ 0,2 105,6 - 7,0 -
CQB 0,6 97,5 97,3 7,7 5,1
cam 30 108,2 106,6 1,6 2.1
CQA 50 107,9 107,0 4,5 3,3

a (n=6), expresso como: (concentragado obtida/concentracdo nominal) X 100
b Valores obtidos a partir de 3 corridas analiticas independentes (n=18)

¢ n=6
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Tabela 9. Teste de estabilidade da ondansetrona em plasma humano

Média da conc. . Média da conc. . Variacao
inicial (ng/mL) ° final (ng/mL) (%)

Ciclos de congelamento e descongelamento (3 ciclos)

CcQB 0,58 5,0 0,57 6,1 -1,7
CQA 53,3 2,6 48,4 4,7 -9,2

Curta duragéao (7h)

CQB 0,58 5,0 0,60 13,5 2,4

CQA 53,3 2,6 48,5 2,0 -9,0

Pés-processamento (48h)

CQB 0,58 5,0 0,58 7,7 0,0
CQA 53,3 2,6 54,7 2,0 2,6

Longa duragéao (81 dias)

CQB 0,59 4,2 0,61 2,9 3,3

CQA 49,6 4,6 53,6 4,6 8,3

n=5 para cada teste
CQB = 0,60 ng/mL; CQA = 50 ng/mL
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4.2 5. Estudo Farmacocinético

A ondansetrona foi bem tolerada nas doses administradas e nenhuma
reacdo adversa foi observada ou relatada. Nenhuma mudanga clinicamente
relevante foi observada em nenhum parametro bioquimico medido. Um total de 25
voluntarios completou o estudo (12 homens e 13 mulheres). Dos 3 voluntarios que
nao terminaram os dois periodos de confinamento foram excluidos, 1 voluntario
alegou razdes pessoais, 1 voluntario apresentou evento adverso de ndusea e
vomito apds a administracdo da medicacdo no primeiro periodo e 1 voluntario
apresentou evento adverso de eczema perioral apos ter recebido alta no primeiro
periodo. A curva das concentragdes médias de ondansetrona no plasma versus
tempo, obtida ap6s administracdo de uma dose oral Unica de cada formulagéo, é
apresentada na Figura 12. As concentragbes plasmaticas de ondansetrona nao
diferiram significativamente apds a administragédo das formulagdes teste ou de
referéncia.

A Tabela 10 mostra os valores dos parametros farmacocinéticos e a Tabela
11 resume os valores da analise de bioequivaléncia entre as formulacdes de
ondansetrona. Resumidamente, a média geométrica e o respectivo intervalo de
confianga (IC) 90% das razbées entre as formulagbes de ondansetrona
teste/referéncia foram de 90,15% (81,74-99,44%) para Cmax e 93,11% (83,01-
104,43%) para ASCO-t.
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Figura 12. Grafico da média das concentracées plasmaticas de ondansetrona
versus tempo de coleta das amostras apds administragdo das formulagdes teste
ou referéncia contendo 8 mg de ondansetrona. O painel inetrno mostra a

representacdo dos resultados em escala semi-log.
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Tabela 10. Média aritmética dos parametros farmacocinéticos obtidas apos
administracdo das formulagbes teste e referéncia em comprimido com 8 mg de

ondansetrona em 25 voluntarios.

Teste Referéncia
Média DP Média DP
Cmax (ng/mL) 42,30 16,99 47,55 22,73
Tmax () 1,51 0,62 1,30 0,46
Ti2 (h) 5,66 0,96 5,79 1,68
ASCo- ([ng x h)/mL) 247,14 113,82 266,88 133,23
ASCin ([ng x h}/mL) 261,11 124,25 283,12 143,39

Tabela 11. Média geométrica das razdes individuais de ASCO0-t, ASCO—inf e Cmax

(teste/referéncia) e os IC 90% correspondentes.

Paramétrico (n=25)

Média Geométrica 90% ClI Power CV (%)
Parametros (%) (%)
Razao ASCO-t % 93,11 83,02 — 104,43 99 23,99
Razao ASCint % 92,16 82,25 - 103,26 99 23,78
Raz&o Cmax % 90,15 81,74 - 99,44 98 20,42
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4.3 DISCUSSAO

Amostras de plasma branco, obtidas a partir de todos os 25 voluntarios,
foram analisadas por CLAE-EM/EM e mostraram cromatogramas sem nenhum
pico ou ruido significativo no tempo de retencao do analito ou padrao interno.

O método analitico para quantificacao de ondansetrona em plasma humano
descrito neste trabalho oferece vantagens sobre os anteriormente relatados
utilizando CLAE- EM/EM (99-102), apresentando um LIQ validado de 0,2 ng/mL
associado ao menor tempo de analise cromatografica descrita (2,5 min) e volume
de plasma muito baixo (50 pL) utilizado na etapa de extracdo da ondansetrona,
possibilitando a coleta de volume menor de sangue durante o estudo
farmacocinético, uma vez que um elevado numero de amostras de sangue é
necessario em cada periodo de confinamento (17 para cada voluntario nesse
estudo). O volume de plasma utilizado durante a extracdo do analito torna-se um
parametro critico a ser considerado para reduzir a quantidade de sangue coletada,
reduzindo assim os riscos durante estes periodos de confinamento.

A preparacdo da amostra faz uso de uma extragdo liquido-liquido que
apesar do protocolo simples, mostrou reprodutibilidade e foi suficiente para
proporcionar uma limpeza eficaz da amostra.

Em comparacdo com os métodos CLAE- EM/EM para quantificacdo da
ondansetrona publicados anteriormente, o nosso LIQ é significativamente menor
que 1,0 ng/mL descrito por Xu et al. (102) e 2,0 ng/mL descrito por Armando et al.
(2009) (99). Além disso, estes dois métodos descrevem uma analise
cromatografica significativamente mais longa, com tempos de corrida de 20 e 6
minutos, respectivamente. Uma vantagem adicional do nosso método € o volume
significativamente menor de plasma humano utilizado para a extragdo do analito.
Como ja descrito acima, utilizamos apenas 50 uL de plasma, enquanto outros
utilizaram volumes a partir de 200 pL (99-102). Outros métodos cromatograficos e
de deteccdo foram utilizados em trabalhos anteriores visando a quantificacdo de

ondansetrona no plasma humano. Estes métodos incluem a separagao quiral para
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a determinagao das formas R(-) e S(+), CLAE acoplado a deteccao por UV (97,
98). ou ainda eletroforese capilar de alta performance com heptaquis-( 2,6-di-O-
metil)-B-ciclodextrina como um modificador de fase moével (92). Estes métodos
mostraram pouca sensibilidade como evidenciado pelo LIQ que variou de 10 a 15
ng/mL, ndo sendo apropriados para a medicdo dos niveis de ondansetrona em
estudos farmacocinéticos. Mesmo a utilizacado de um método laborioso e caro para
extracdo da ondansetrona em fase sélida (94, 95) resultou em faixa de
quantificacao entre 1 a 20 mg/ml, o que também ndo é adequado para um estudo
farmacocinético como apresentado neste estudo.

No que respeita a extragédo, o processo em fase solida tém sido usados por
outros autores (98, 102), obtendo excelente sensibilidade com LIQ de 0,1 ng/mL.
No entanto, a corrida cromatografica longo de 12 min e os 200 puL de plasma
necessarios para a extragdo de ondansetrona torna esse método analitico menos
atraente para os estudos de bioequivaléncia.

Outros autores utilizaram extracao liquido-liquido com grandes volumes de
solventes (93, 96, 138). Uma excecdo € o método descrito por Dotsikas et al
(2006) (100) que relata a extragao de ondansetrona com um volume menor (600
uL) de solvente, utilizando-se o processo de extracdo semi-automatizado. O
método descrito por Dotsikas et al. (2006) (100) apresenta um LIQ ligeiramente
superior (0,25 ng/mL) e uma corrida cromatogréfica ligeiramente mais rapida (2
min). No entanto, estes autores utilizaram um volume de plasma 5 vezes maior
(250 pL). Provavelmente, o desempenho desse método seria comprometido
seriamente caso os autores tivessem utilizado o mesmo volume de plasma
utilizado em nosso trabalho.

Ninama et al (2013) (141), descreve um método de extracdo em fase sélida
utiizando CLAE-EM/EM com corrida cromatografica semelhante de
aproximadamente 3 minutos, mas o LIQ de 1 ng/mL representa valor superior ao
nosso limite que foi de 0,2 ng/mL. Outro ponto de destaque é uso de 200 pL de
amostra de plasma frente a 50 uL utilizado pelo nosso método e a recuperagao
média de 81,50% para ondansetrona frente aos 89,00% obtidos em nosso

método.
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Uma vez que o0 nosso método fornece excelente desempenho analitico para
a extracao de ondansetrona e provou ser adequado para a analise de amostras de
plasma humano, ele foi utilizado com sucesso em um estudo farmacocinético de
duas formulacdes de ondansetrona em humanos.

A andlise clinica dos voluntarios mostrou que a tolerabilidade de todas as
preparacdes foi excelente, como indicado pela auséncia de qualquer efeito
colateral significativo. Os respectivos intervalos de confiangca de 90% para as
razbes das médias geométricas de Cmax, ASCO-t e valores ASCO-inf de
ondansetrona absorvido a partir tanto do teste e as formulagbes de referéncia
foram incluidos no intervalo de 80% a 125%, tal como proposto pelo FDA e
ANVISA.

4.4 CONCLUSAO

Este trabalho descreve um método rapido, sensivel e robusto para
quantificar ondansetrona no plasma humano utilizando ondansetrona-D3 como
padrdo interno. As amostras extraidas foram analisadas por cromatografia liquida
de alto desempenho, acoplada a espectrometria de massas. Este método esta de
acordo com 0s requisitos propostos pela Food and Drug Administration (EUA) de
alta sensibilidade, especificidade e alto rendimento da amostra em ensaios
farmacocinéticos comparativos, tais como estudos de bioequivaléncia. A menor
concentracao quantificada foi de 0,2 ng/mL com precisao e exatidao adequadas. O
método descrito para a quantificacdo de ondansetrona no plasma humano foi
aplicada com éxito em um estudo de bioequivaléncia de duas formulacdes de
ondansetrona em comprimidos com 8 mg, utilizando um processo aberto,
aleatorizado, cruzado de dois periodos. Uma vez que o IC de 90% para as razdes
do Cmax e da ASC ficaram dentro do intervalo de 80-125%, concluiu-se que a
formulacao de teste de ondansetrona é bioequivalente a formulagao de referéncia

no que diz respeito tanto a taxa e extensao como de absorcao.
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5. CAPITULO 3 - IMIPRAMINA

5.1 EXPRIMENTAL

5.1.1. Materiais

O padrao de referéncia cloridrato de Imipramina foi obtido diretamente da
United States Pharmacopeia (USP, Lote I) (Rockville, Maryland, EUA). Padréao
interno cloridrato de ciclobenzaprina (Lote 038K1021) foi adquirido da Sigma-
Aldrich (Sdo Paulo, Brasil). Acido férmico, Metanol, acetonitrila (grau CLAE),
diclorometano e éter metil-terc-butilico (MTBE) foram adquiridos da JT Baker (Sao
Paulo, Brasil). Agua ultrapura foi obtida de um sistema Milli-Q (Millipore, Sao
Paulo, Brasil). Sangue humano foi coletado de doadores voluntarios saudaveis e
que nao tomaram medicamentos ou drogas. O plasma foi obtido por centrifugacao
do sangue na presenga do anticoagulante Heparina de Litio (BD Vacutainer® Plus,
BD, Franklin Lakes, NJ, EUA). Cada pool de plasma branco foi preparado e
armazenado a -20°C até ser utilizado nos testes.

5.1.2. Padroes de calibracao e controles de qualidade

O método de andlise das amostras foi realizada seguindo as boas praticas
de laboratério (BPL) e de acordo com as normas atuais para validagdo de método
bioanalitico da ANVISA e do FDA.

Solugdes estoque de imipramina e ciclobenzaprina na concentracao final de
0,5 mg/mL foram preparadas apds a pesagem das moléculas e dissolugdo em
metanol puro. As solugbes de trabalho de imipramina foram preparadas por
diluicbes em série da solugao estoque em metanol-agua (50:50, v/v) para se obter
as concentracoes finais de 1, 2, 5, 10, 20, 50, 100 e 200 ng/ml. A solugdo de
trabalho de ciclobenzaprina foi preparada por diluicdo da solugdo estoque em
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metanol-agua (50:50, v/v) para se obter a concentracao final de 100 ng/mL. As
solugdes estoque e de trabalho foram armazenadas a 4C até a sua utilizacéao.

As curvas de calibracdo para a imipramina foram preparadas em plasma
pela diluicdo das solucdes de trabalho (10 vezes) para se obter as concentragdes
finais de 0,1, 0,2, 0,5, 1,0, 2,0, 5,0, 10,0 e 20,0 ng/mL. As andlises foram
realizadas em duplicata para cada concentracdo. As amostras de controle de
qualidade foram preparadas em plasma branco nas concentragdes de 0,1 (limite
inferior de quantificacdo, LIQ), 0,3 (controle de qualidade baixo, CQB), 8.0
(controle de qualidade médio, CQM) e 16,0 ng/mL (controle de qualidade alto,
CQA). As amostras de plasma fortificadas (padrdes das curvas e os controles de

qualidade) foram extraidas em cada lote de analise de amostras.

5.1.3. Preparacao de amostras.

Ap6s o descongelamento do plasma em temperatura ambiente, uma
amostra de 300 pl de foi acondicionada em tubo de vidro seguida da adicdo de 50
ul da solugdo de trabalho do padrdo interno e 2 mL de mistura de éter
dietilico/diclorometano (60/40; v/v). Apds agitacdo no vortex durante 60s, as
amostras foram centrifugadas a 2000 x g durante 1 min a 4T e a fase organica foi
transferida para outro tubo de vidro limpo submetido a evaporagéao do solvente sob
fluxo de N2 a 50C. Os residuos secos foram reconstituidos em 100 pl da mistura
de acetonitrila-agua (50:50, v/v) sob agitacdo vigorosa durante 20s e transferido

para placas de 96 pocos para posterior injecdo no sistema cromatografico.

5.1.4. Condicoes cromatograficas
Depois da extragcdo, 7,5 pl das amostras foram injetados em uma coluna
Aquity CLUE BEH C18 1,7 um (100 x 2,1 mm de didmetro interno), operando a
40<C. A fase movel utilizada era composta de uma mi stura de 65% de agua com
1% de acido férmico e 35% de acetonitrila a uma taxa de fluxo de 0,5 mL/min. O
sistema de amostragem automatica foi mantido a 12C e o tempo total de corrida
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cromatografica foi de 2,0 min. Sob estas condicdes, os tempos de retengao foram

de 1,6 £ 0,1 min tanto para imipramina como para ciclobenzaprina.

5.1.5. Condicoes da Analise por Espectrometria de Massas

A detecgcdo foi realizada utilizando espectrémetro de massa Waters Q-
Premier XE em tandem equipado com ionizacao por electrospray (ES) e fonte
operando no modo de positivo (ES+). Parametros de interface foram otimizados
durante a infusdo da imipramina e ciclobenzaprina através da interface de controle
com o sistema CLUE. As configuragdes de MS selecionadas foram: tensao capilar
de 3.5kV, tenséo de cone de 30 V, temperatura da fonte de 110C, temperatura de
dessolvatacao de 400C, energia de colisdo de 18 eV para imipramina e 20 eV
para ciclobenzaprina, tempo de permanéncia (dwell time) de 0,15s para cada
transicao. Com base na verificacdo do espectro MS/MS completo de cada
farmaco, os ions mais abundantes foram selecionados. O espectrémetro de
massa foi entdo ajustado para monitorar as transicdes dos ions precursores que
deram origem aos respectivos produtos. As transicoes selecionadas foram:
transicao 281,1> 85,8 m/z monitorada para imipramina (Figura 13a) e transicao
276,2> 57,9 m/z para ciclobenzaprina (Figura 13b). Aquisicdes de dados e analise
foram realizadas com o software Analyst (versao 1.4.2).

5.1.6. Linearidade

As curvas de calibragao foram construidas utilizando as razbes das areas
entre os picos de imipramina e do Pl em comparagdo com as concentragées
nominais de imipramina dos oito padrées de referéncia em plasma (0,1, 0,2, 0,5,
1,0, 2,0, 5,0, 10,0 e 20,0 ng/mL) analisados em duplicata. A andlise de regressao
linear foi efetuada com fator de ponderagdo 1/x2 a fim de avaliar a linearidade,
bem como para obter a equagao de calibragcdo padrdo: y = ax + b, onde y é a
razao entre as areas dos picos (analito/Pl), “x” € a concentragdo, “a” representa o
declive e “b” é a intercepcao da linha de regressao. Além das amostras fortificadas

com analito e IS, amostras de plasma branco (nao fortificado) e uma amostra de
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plasma zero (fortificado apenas com |IS) foram incluidas em cada corrida analitica

para demonstrar a auséncia de interferéncia.
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Figura 13. Espectro da varredura das massas de imipramina (A) e ciclobenzaprina

(B).
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5.1.7. Supressao lIénica

Um procedimento para determinar o efeito de supressao io6nica durante a
analise MS/MS foi realizada através de um protocolo de infusdo continua do
composto em estudo no detector MS (136, 137). O delineamento experimental
consistiu de uma bomba de infusdo ligado ao sistema por um "tee volume zero"
antes do spliter e o sistema CLAE bombeando a mesma fase moével utilizada na
andlise de rotina de imipramina. A bomba de infusdo foi ajustada para transferir a
mistura do analito e do Pl diluidos em fase mével para o tubo de ligacao entre a
coluna de CLAE e a fonte de ionizagdo do espectrébmetro de massas. As
concentragcées do analito e do Pl foram selecionadas de modo a atingir, pelo
menos, 5 vezes a linha de base. O extrato reconstituido a partir de plasma em
branco foi injetado no sistema CLAE enquanto a mistura padrdo estava sendo
infundida. A supressdo de ions foi avaliada em trés diferentes matrizes: plasma
normal, hiperlipémico e hemolisado. Estas amostras de plasma humano branco
(pool) foram extraidas seguindo o0 mesmo procedimento de extragdo aplicado para
as amostras do estudo. Neste sistema, qualquer supressao iénica resulta em uma
depressao do sinal de MS.

5.1.8. Recuperacao

Os valores de recuperacdo das extracbes de imipramina e Pl foram
avaliados pela comparacao das proporcoes das areas dos picos obtidas a partir de
amostras de plasma extraidas com aquelas fortificadas ap6s a extragdo de
amostras brancas nas mesmas concentragcées de cada nivel de CQ (Recuperagao
Relativa). Este procedimento foi realizado utilizando-se cinco aliquotas de trés
fontes diferentes de plasma humano fortificados nas concentragées CQB (0,3
ng/mL), CQM (8 ng/mL) e CQA (16 ng/mL).
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5.1.9. Precisao e exatidao

Durante o processo de validagao, os parametros de precisao e exatidao do
método foram avaliados utilizando trés diferentes lotes de amostras de plasma
branco fortificados nas concentragcdes de imipramina equivalente aos controles de
qualidade (CQB, CQM e CQA). Além disso, a precisao e exatidao intra-lote
também foram calculadas com a concentragdo equivalente ao LIQ. Para se
determinar os parametros intra-ensaio, seis repeticbes de amostras de cada
concentracdo mencionada acima foram analisadas simultaneamente para se obter
os valores de CV (%) e de precisdo. A precisdo e exatidao inter-ensaio (entre
lotes) foram determinadas através da andlise de valores médios das amostras de
controle de qualidade a partir de trés lotes de plasma analisados em dias distintos.

5.1.10. Sensibilidade

O LIQ foi determinado para a imipramina com base em dois critérios: (a) a
resposta do analito nesta concentragdo tinha que ser pelo menos cinco vezes
maior que o ruido da linha de base e (b) a resposta de analito no LIQ poderia ser
determinada com precisao igual ou inferior a 20% e exatidao entre 80-120%. Os
célculos basearam-se na analise de seis réplicas de amostras fortificadas na
concentracao do LIQ, obtendo-se precisao e exatidao intra-dia e inter-dia.

5.1.11. Estabilidade

A estabilidade de imipramina durante a validacdo do método foi avaliada em
cinco repeticdes de plasma fortificado com imipramina nas concentracées CQB
(0,3 ng/mL) e o CQA (16 ng/mL) submetidas a diferentes condicbes. A
concentracao de imipramina foi comparada com aquela obtida a partir de amostras
preparadas imediatamente antes do ensaio, possibilitando expressar os resultados
como percentagem de degradacéo.

Inicialmente, a estabilidade foi avaliada depois de trés ciclos de
congelamento e descongelamento. Ap6s cada ciclo de congelamento a -20C por
24h, as amostras foram deixadas descongelar a temperatura ambiente com
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temperatura mantida a 22°C e foram, a seguir, novamente congeladas para um
novo ciclo de 24h. Aliquotas de todas as amostras foram quantificadas no final do
terceiro ciclo de congelamento/descongelamento. A estabilidade pds-
processamento foi avaliada em amostras plasmaticas fortificadas nas
concentracdes dos CQs foram submetidas a ensaio de extracéo liquido-liquido e
armazenadas a temperatura de 2 a 8°C por 161h antes da analise por CLUE-
EM/EM. Para avaliar as amostras de estabilidade de curto prazo, as amostras
foram, inicialmente, descongeladas a temperatura ambiente (22C) e mantidas
sobre a bancada de trabalho durante um tempo superior ao tempo maximo
esperado para a preparagdo de amostras de rotina (20h). Estabilidade de longo
prazo foi avaliada usando amostras congeladas a -20C durante um periodo de
119 dias, suficiente para cobrir todo o tempo do estudo de bioequivaléncia.

Para a avaliacdo da estabilidade das solugdes padrao, as solugdes estoque
de imipramina foram preparadas como descrito, armazenadas a temperatura
ambiente e cinco repeticdes foram avaliados apds 8h. As estabilidades das
solugdes estoque e de trabalho foram avaliadas também em amostras
armazenadas a -20C durante 36 dias.

51.12. Estudo Farmacocinético

O método analitico desenvolvido neste trabalho foi aplicado para avaliar
comparativamente a concentracdo plasmatica da imipramina ap6s administracao,
em de duas formulagdes em comprimido revestido de cloridrato de imipramina (25
mg) em voluntarios saudaveis: Tofranil® (lot no. Z0062, formulagao referéncia da
Novartis Biociéncias S.A., Tabodo da Serra, SP, Brazil), e Imipramina (lot no.
09010482, formulacgao teste da Cristalia Produtos Quimicos e Farmacéuticos Ltda.,
ltapira, SP, Brasil).

Trinta e seis voluntarios saudaveis de ambos o0s sexos, com idade entre 18
a 50 anos e indice de massa corporal dentro do intervalo de 18,5 a 29,9, foram
selecionados para o estudo apo6s avaliagdo do seu estado de saude por meio de
avaliacao clinica (exame fisico, ECQG) e dos testes laboratoriais: glicose sanguinea,
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uréia, creatinina, TGO, TGP, fosfatase alcalina, y-GT, bilirrubina total, albumina e
proteinas totais, triglicérides, colesterol total, acido urico, hemoglobina,
hematdcrito, contagem total e diferencial de células brancas, exame de urina e
teste de gravidez BHCG. Todos os individuos foram negativos para HIV, HCV e
HBV.

Todos os individuos assinaram termo de consentimento informado e o
estudo foi realizado em conformidade com: Declaragao revisada de Helsinki, as
regras de Boas Praticas Clinicas (ICH-GCP) e as Resolu¢des No0.466/12 e 251/97
do Conselho Nacional de Saude - Ministério da Saude, Brasil. O protocolo clinico
foi aprovado pelo Comité de Etica da Universidade de Campinas - UNICAMP, S&o
Paulo, Brasil.

O eletrocardiograma de cada voluntario foi avaliado no pré-confinamento por
um cardiologista da equipe de avaliagao clinica. O relatério do ECG faz parte da
documentacao do estudo. A pressao arterial foi considerada como normal dentro
dos seguintes limites: 90-139 mmHg para a sistélica e 50-89 mmHg para a
diastolica. A frequéncia cardiaca dentro de 50-100 b.p.m foi considerada normal. A
temperatura corporal dentro de 35,5°C a 37,5°C foi considerada normal.

O estudo foi delineado como dose Unica, cruzado, aleatorizado, com um
periodo de 14 dias de washout entre as doses. Apds a coleta da amostra de
sangue pré-dose, cada voluntario recebeu uma unica dose de imipramina (25 mg
de uma formulacao de comprimido) acompanhado da ingestao de 200 ml de agua.
Os voluntarios foram entdo mantidos em jejum durante 4 horas, periodo apds o
qual um almocgo padrao foi servido. Nenhum outro alimento foi permitido durante o
periodo de internacdo e o consumo de liquido foi permitido a vontade somente
apds o0 almogo (com a excecao de bebidas contendo xantina, incluindo cha, café e
refrigerantes). Os sujeitos foram monitorados ao longo do estudo e as formulagdes
foram consideradas como sendo bem toleradas. As amostras de sangue foram
recolhidas por cateter em tubos contendo Heparina de Litio nos tempos -30, 20 e
40 min e também 1, 1,5, 2, 2,33, 2,67, 3, 3,33, 3,67, 4, 4,5, 5, 6, 8, 10, 14, 18, 24,
72 e 96 horas apds a administracdo. Imediatamente ap6s cada coleta, as amostras

de sangue foram centrifugadas a 2000 x g durante 10 min a 4C e o plasma foi
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coletado e armazenado em tubo criogénico de polipropileno com tampa de rosca e
armazenados na temperatura de -20C até serem subme tidos a andlise do teor de

imipramina.

5.1.13. Anadlise Estatistica

A bioequivaléncia entre as duas formulagdes foi avaliada através do calculo

das razdes individuais entre as formulacoes teste/referéncia para o Cmax, ASCO-t
e ASCO-inf. Cmax e o Tmax foram obtidos diretamente a partir das curvas. A
ASCO-t foi calculada aplicando-se a regra linear trapezoidal.
A constante da taxa de eliminacao (kel) foi obtida através do declive da regressao
linear dos valores da concentracédo transformados em log versus tempo na fase
descendente da curva. A meia-vida de eliminacao plasmatica (t1/2) foi calculada
como 0,693/kel. A ASCO-inf foi calculada como ASCO-t+Ct/kel, onde Ct foi a Ultima
concentracdo mensuravel. Os calculos estatisticos foram realizados utilizando
nivel de significancia P < 0,10 e a bioequivaléncia foi atingida quando o intervalo
de confianca de 90,0% para Cmax, ASCO-t e ASCO-inf ficou dentro da faixa de
80,0-125,0%, como previamente definido pelo FDA e pela ANVISA. Entre os
Softwares utilizados incluimos o Equivtest® 2.0, MS Excel® 97, Tinn-R1.1, Win-
Edit® 2.0 e Scientific Work Place® 5.0.

5.2 RESULTADOS

5.2.1. Linearidade e Especificidade

O método mais simples de regressao para as curvas de calibragdo do
imipramina foi Y = ax + b para a faixa de concentracdo de 0,1 a 20 ng/mL Os
coeficientes de correlacdao variaram de 0,9972 a 0,9981. Os cromatogramas
obtidos a partir de amostras de plasma fortificado com imipramina na
concentracdo do LIQ (0,1 ng/mL), comparado com plasma branco, sao
apresentados na Figura 14. O tempo de retengéo tanto do analito como para o Pl
foi de 1,6 = 0,01 min e a razao sinal-ruido foi superior a 7. Nao houve supressao

significativa de ions na regiao em que o analito e o padrao interno foram eluidos
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(Figura 15). Além disso, ndao houve pico de interferéncia quando a andlise foi
realizada usando lotes de plasma hiperlipémico e hemolisado (Figura 16). As
andlises das amostras dos voluntarios mostraram cromatogramas sem niveis
detectaveis de imipramina antes da administragdo do farmaco (Figura 17a). No
entanto, ap6s administracdo da medicacdo, a imipramina foi facilmente

quantificada 20 min pds-dose, mostrando valores proximos do CQB (Figura 17b).
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Figura 14. Cromatogramas do Monitoramento de Respostas Multiplas (MRM) das
amostras de plasma humano enriquecidas com (A) imipramina na concentragao
do LIQ (0,5 ng/mL) (m/z 281,1 > 85,8, painel superior) ou (B) ciclobenzaprina (m/z

276,2 > 57,9, painel inferior).
89



MRM of 1 Channel ES+
TIC (Imipramina)

85
39_
15
0.50 1.00 1.50 2.00 2.50 3.00 3.50 4.00 4.50
] MRM of 1 Channel ES+
85 TIC (Imipramina)
}Q—
15 T T T T T T T T T T T T T T T T T T T Time
0.50 1.00 1.50 2.00 2.50 3.00 3.50 4.00 4.50
MRM of 1 Channel ES+
TIC (Ciclobenzaprina)
85
®
-15 T T T T T T T T T T T T T T
0.50 1.00 1.50 2.00 2.50 3.00 3.50 4.00 4.50
- MRM of 1 Channel ES+
85] TIC (Ciclobenzaprina)
2]
15 T T T T T T T T T T T T T T T T T T T Time

Figura 15. Supressado ibnica da imipramina (A) ou ciclobenzaprina (B). A
imipramina foi monitorada na transicdo m/z 281,1 > 85,8 e a ciclobenzaprina na

transicao m/z 276,2 > 57,9.
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Figura 16. Especificidade da resposta apo6s corrida cromatografica em CLUE.
MRM para os canais de imipramina (painel superior) e ciclobenzaprina (painel
inferior) utilizando os seguintes lotes de plasma: (A) hiperlipémicos e (B) da

amostra de plasma hemolisado.
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Figura 17. Cromatograma representativo de um mesmo voluntario mostrando
amostra coletada antes (A) e 20 minutos apés a administracdo de formulagao
referéncia (B). Painéis superiores mostram o monitoramento para a transicdo de

imipramina e os painéis inferiores para a transicao da ciclobenzaprina.
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5.2.2. Recuperacao

Imipramina apresentou as recuperacbes (valores £ CV (%), n = 6) para
CQB, CQM e CQA como se segue em plasma normal: 73,5 + 15,2%, 71,0 £ 15,3%
e 81,1 £ 12,7%, respectivamente. A recuperagado do Pl foi de 66,6 = 15,3%. Em
plasma hemolisado os valores de recuperagao foram: 73,9 + 9,3%, 69,3 + 5,9% e
71,9 + 7,4%, respectivamente. A recuperacdo do Pl foi de 63,2 + 5,9%.
Finalmente, em plasma lipémico os valores foram: 71,3 + 8,4%, 65,0 £+ 9,3% e
77,7 £ 10,4%, respectivamente. A recuperagao do Pl foi de 58,5 + 9,6%.

5.2.3. Precisao e Exatidao

Os valores de precisao e exatidao Intra-lote do ensaio para quantificacao de
imipramina foram medidos em cada nivel de CQ e sé@o apresentados na Tabela
12. A precisao intra-ensaio variou de 0,8 a 5,8%, enquanto os valores inter-ensaio
variaram de 2,1 a 5,1%. As precisdes intra-ensaio variaram de 95,0 a 105,4%,
enquanto que a os valores inter-ensaio variaram de 98,2 a 108,2%. Como
estabelecido pelos guias ANVISA e FDA, estes resultados estavam dentro dos
critérios de aceitacdo para precisao e exatidao, ou seja, a variagao foi no maximo
de £ 15% dos valores nominais, exceto para LIQ, que permite um desvio de +
20%.
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Tabela 12. Precisdo e exatiddo da quantificacdo de imipramina em plasma
humano. Os resultados foram obtidos durante os ensaios de validacao do método
analitico com as amostras de controle de qualidade (CQ) incluindo o limite inferior

de quantificagao (LIQ).

Exatidao Preciséo

Nominal Intra- Inter- Intra- Inter-
Amostras ~
ca concentragao ensaio?  ensaioP ensaio®  ensaioP

(ng/mL) (%) (%) (%CV) (%CV)
LIQ 0.1 105,4 108,2 5.8 5,1
CQB 0.3 101,6 98,9 2.0 2,7
cam 8.0 95,0 98.2 1,0 2,8
CQA 16.0 98,0 100.4 0,8 2,1

a (n=6), expresso como: (concentracdo obtida/concentracao nominal) X 100
b Valores obtidos a partir de 3 corridas analiticas independentes (n=18)
¢ n=6

5.2.4. Estabilidade

De acordo com os resultados do teste de estabilidade, ndo houve
degradacao significativa da solucdo estoque ap6s 8h de armazenamento a
temperatura ambiente. Nesta condicdo, a variacao entre as amostras frescas e
armazenadas foi de -9,0%. Além disso, apds 36 dias a -20C, a variagao entre as
amostras frescas e armazenadas foi de 6,9%.

Os testes de estabilidade da imipramina no plasma humano néo
demonstraram nenhuma degradacdo significativa apés 20h a temperatura

ambiente, trés ciclos de congelamento e descongelamento, pds-processamento
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durante 161 horas a temperatura ambiente ou armazenadas durante 119 dias a -
20<C (Tabela 13).

Tabela 13. Teste de estabilidade da imipramina em plasma humano.

Média da conc. . Média da conc. . Variacao
inicial (ng/mL) ° final (ng/mL) (%)

Ciclos de congelamento e descongelamento (3 ciclos)

CcQB 0,29 1,0 0,30 1,0 1,2
CQA 15,87 1,0 15,72 2,1 -1,0

Curta duracéao (20 h)

CcQB 0,29 1,6 0,30 2,3 5,3
CQA 15,83 1,1 16,04 0,8 1,3

Pés-processamento (161 h)

CQB 0,29 5.4 0,28 1,4 -0,8

CQA 15,97 1.5 16,16 0.5 1.2

Longa duragéo (119 dias, -20 °C)

CQB 0,27 3,1 0,28 0,1 2,7

CQA 15,22 2,9 14,45 1.1 -5,1

n=3 para cada teste.
CQB = 0,3 ng/mL; CQA = 16,0 ng/mL

5.2.5. Estudo Farmacocinético

A imipramina foi bem tolerada nas doses administradas e nenhuma reagao
adversa séria foi observada ou relatada. No entanto, foram relatados 62 eventos
adversos, sendo 09 considerados suspeitos, 36 considerados nao-relacionados e

17 considerados relacionados com o farmaco, sendo estes ultimos: sonoléncia (n
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= 17), gosto amargo persistente (n = 1), salivacao (n = 1). Os eventos adversos
foram devidamente descritos e anotados nas fichas clinicas dos voluntarios.

Nenhuma mudanga clinicamente relevante foi observada em nenhum
parametro bioquimico medido. Um total de 35 voluntarios completaram o estudo.
O Uunico voluntario que nao terminou o estudo foi excluido devido a razdes
pessoais. A curva das concentracbes médias de imipramina no plasma versus
tempo, obtida ap6s administracdo de uma dose oral Unica de cada formulagéo, é
apresentada na Figura 18. As concentracbes plasmaticas de imipramina nao
diferiram significativamente apds a administracdo das formulagGes teste ou de
referéncia.

A Tabela 14 mostra os valores dos parametros farmacocinéticos e a Tabela
15 resume os valores da analise de bioequivaléncia entre as formulagdes de
imipramina. Resumidamente, a média geométrica e o respectivo intervalo de
confianga (IC) 90% das razbes entre as formulagcbes de imipramina
teste/referéncia foram de 90,15% (81,74-99,44%) para Cmax e 93,11% (83,01-
104,43%) para ASCO-t.
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Figura 18. Grafico da média das concentragdes plasmaticas de imipramina versus
tempo de coleta das amostras apdés administracdo das formulagbes teste ou

referéncia contendo 25 mg de imipramina.

Tabela 14. Média aritmética dos parametros farmacocinéticos obtidas apos
administracao das formulacdes teste e referéncia em comprimido com 25 mg de

imipramina em 35 voluntarios.

Teste Referéncia
Média DP Média DP
Cmax (ng/mL) 17,56 9,21 17,47 8,28
Tmax (h) 2,73 0,92 2,49 0,89
Ti2 (h) 19,25 5,92 18,94 5,80
ASCO-t ([ng x h]/mL) 226,35 145,37 228,56 146,41
ASCO-inf ([ng x h)/mL) 240,53 169,99 242,28 172,08
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Tabela 15. Média geométrica das razdes individuais de ASCO-t, ASCO—inf e Cmax

(teste/referéncia) e os IC 90% correspondentes.

Paramétrico (n=35)

Média geométrica Cl 90% Poder cv
(%) o °
Parametro (%) (%)
Razédo ASCO-t % 97,56 93,52; 101,79 99% 10,50
Razao ASCO-inf % 97,85 93,87; 102,01 99% 10,29
Raz&o Cmax % 98,60 94,17; 103,23 99% 11,39

5.3 DISCUSSAO

Amostras de plasma branco obtido a partir de todos os 35 voluntarios
analisadas por CLUE-EM/EM mostraram cromatogramas sem nenhum pico ou
ruido significativo no tempo de retengdo do analito ou padréo interno. O método
analitico para quantificagdo de imipramina em plasma humano descrito neste
trabalho oferece vantagens sobre os anteriormente relatados utilizando CLUE-
EM/EM (116, 139), CLAE- EM/EM (117, 140) e CLAE-ES (115), apresentando o
LIQ validado de 0,1 ng/mL associado ao menor tempo de analise cromatografica
descrita (2,0 min). A preparagdo da amostra faz uso de uma extracao liquido-
liquido que apesar do protocolo simples, mostrou reprodutibilidade e foi suficiente
para proporcionar uma limpeza eficaz da amostra.

Na comparacdo com o0s métodos para quantificacdo da imipramina
publicados anteriormente, o nosso LIQ é significativamente menor que 2,5 ng/mL
descrito por del Mar Ramirez Fernandez (2012) (116) e 1,5 ng/mL descrito por
Tanaka et al. (2011) (117). Além disso, estes dois métodos descrevem uma
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analise cromatografica significativamente mais longa, com tempos de corrida de 7
e 5,5 minutos, respectivamente. No entanto, vale ressaltar que estes métodos
foram desenvolvidos para a quantificacao de varios compostos simultaneamente.
O trabalho publicado por Ullmann et al. (2001) (115) descreve um método para
determinagdo de imiparmina e seu principal metabdlito desipramina em soro
humano utilizando método validado de CLAE-EM. Os autores demonstraram a
validacdo de um LIQ de 0,26 ng/mL. Em geral, métodos que utilizam CLUE
apresentam melhorias significativas na sensibilidade, velocidade, e resolugéo.
Sensibilidade aumentada com CLUE pode alcancar até 10 vezes e melhorias na
velocidade dos métodos podem chegar a cinco vezes, em condi¢oes comparaveis
de separacdo de picos. Melhorias na resolugdo cromatografica com CLUE séao
aparentes a partir da andlise da largura dos picos que se apresentam mais
estreitos quando comparado ao CLAE (141). Em geral, a combinacdo entre a
separagdo cromatografica por cromatografia por CLUE e deteccdo por CLAE-
EM/EM tem a propriedade de tornar o método muito mais eficiente em termos de
sensibilidade, velocidade e resolugdo quando comparado a analise por CLAE-EM
(141).

Uma vez que o nosso método fornece excelente desempenho analitico para
a extragao de imipramina e provou ser adequado para a analise de amostras de
plasma humano, ele foi utilizado com sucesso em um estudo farmacocinético de
duas formulag¢des de imipramina em humanos.

A avaliagdo do parametro primario do estudo, a biodisponibilidade relativa
entre as formulacées Tofranil® (referéncia da Novartis Biociéncias S.A) e
Imipramina (formulagdo teste da Cristdlia Produtos Quimicos e Farmacéuticos
Ltda.) em comprimido revestido de cloridrato de imipramina (25 mg) em
voluntarios saudaveis, mostrou que nao houve diferengas significativas na
biodisponibilidade entre as formulagdes.

A analise clinica dos voluntarios mostrou que a tolerabilidade de todas as
preparagdes foi boa, como indicado pelo baixo numero e pouca intensidade dos
efeitos adversos relacionados a administragdo do farmaco. Dos sessenta e dois

eventos adversos relatados durante o estudo, nove foram considerados suspeitos,
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trinta e seis foram considerados ndo-relacionados e apenas dezessete foram
considerados relacionados com o farmaco, sendo que destes Ultimos, quinze
voluntarios apresentaram a sonoléncia como efeito adverso. Em concordancia
com a boa tolerabilidade das formulagées, nenhuma mudanga clinicamente
relevante foi observada em nenhum parametro bioquimico medido.

Os respectivos intervalos de confianca de 90% para as razdes das médias
geométricas de Cmax, ASCO-t e valores ASCO-inf de imipramina absorvido a partir
tanto do teste e as formulagdes de referéncia foram incluidos no intervalo de 80%
a 125%, tal como proposto pelo FDA e ANVISA.

Ciraulo et al. (1988) investigou a biodisponibilidade de imipramina e
desipramina entre usuarios de alcool apds desintoxicagao e individuos saudaveis.
Neste trabalho, os autores chegaram a conclusdo de que etilistas crénicos
apresentaram clearance de imipramina significativamente maior do que os
voluntarios sadios (107).

Metabdlitos hidroxilados de imipramina podem possuir atividades anti-
depressivas e cardiotdxicas, mas a sua taxa de formagdo é limitada e as
concentragdes plasmaticas tendem a seguir o perfil da droga mae com pouco
acumulo. Os potentes efeitos cardiovasculares dos metabdlitos hidroxilados
podem ser particularmente relevantes para os idosos e em caso de sobredosagem
aguda (111).

O trabalho desenvolvido por Ullman et al. (2001) avaliou a bioequivaléncia
entre trés formulagbes de imipramina fornecidas pela Novartis: Tofranil 25mg,
Tofranil mite com 10 mg e pés branco contendo 25 mg de imipramina-HCI em
frasco de vidro para reconstituicdo com agua. As trés formulagdes apresentaram
biodisponibilidade relativas semelhantes (115).

Chambers et al. (2013) (142) descreve método utilizando a mesma técnica
de CLUE-EM/EM para quantificagdo simultanea de 5 antidepressivos (amitriptilina,
norptriptilina, imipramina, doxepina e desipramina) em urina humana.
Diferentemente do nosso método que utilizou extracao liquido-liquido, 0 método
descrito utilizou extracdo em fase solida. A Extracdo em fase soélida (SPE)

proposta utiliza cartuchos da marca Oasis® e devido a grande quantidade de
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amostras a serem analisadas (1.584 amostras) representam um custo maior que a
utilizacdo somente de solventes proposta em nossa extragéo liquido-liquido (LLE).
A linearidade validada de 0,02 — 250 ng/mL demostra superioridade com relacéao
ao nosso método (0,10 — 20 ng/mL), permitindo quantificar amostras de
imipramina em uma concentragdo mais baixa e mais ampla, entretanto nosso
método possui maior rapidez de analise com 2,0 minutos para cada corrida
cromatografica contra 3,5 minutos do método descrito.

Outro método para quantificacdo de imipramina e trimipramina em urina foi
descrito por Shamsipur et al. (2014) (143) utilizando microextragao liquido-liquido
dispersiva (DLLME) e CLAE-UV. Apesar da técnica de DLLME utilizar menores
quantidades de solventes para extracdo do analito, a técnica utiliza 1000 pL de
amostra, com corrida cromatografica de 3,5 minutos, demonstrando ter analise
mais lenta que o nosso método desenvolvido (2,0 minutos). Acrescenta-se que
LIQ de 5 ng/mL é bastante superior ao LIQ de 0,1 ng/mL validado em nosso
método.
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5.4 CONCLUSAO

Este trabalho descreve um método rapido, sensivel e robusto para
quantificar imipramina no plasma humano utilizando ciclobenzaprina como padrao
interno. As amostras extraidas foram analisadas por CLAE-EM/EM. Este método
esta de acordo com os requisitos propostos pela Food and Drug Administration
(EUA) de alta sensibilidade, especificidade e alto rendimento da amostra em
ensaios farmacocinéticos comparativos, tais como estudos de bioequivaléncia. A
menor concentragdo quantificada foi de 0,1 ng/mL com precisdo e exatidao
adequadas. O método descrito para a quantificagdo de imipramina no plasma
humano foi aplicada com éxito em um estudo de bioequivaléncia de duas
formulacdes de imipramina em comprimidos com 25 mg, utilizando um processo
aberto, aleatorizado, cruzado de dois periodos. Uma vez que o IC de 90% para as
razdes de Cmax e ASC ficaram dentro do intervalo de 80-125%, concluiu-se que a
formulacao de teste de imipramina é bioequivalente a formulagéao de referéncia no
que diz respeito tanto a taxa e extensdo como de absor¢ao.
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6. DISCUSSAO GERAL

A Anvisa permite ao profissional farmacéutico a substituicdo do
medicamento de referéncia prescrito pelo médico pelo genérico correspondente.
Caso o médico tenha restricbes quanto a substituicdo da sua indicacdo pelo
genérico, ele deve explicitar sua determinagdo na prescricdo. Nos casos de
prescricdo de medicamentos por seu nome genérico, ou seja, pela Denominacao
Comum Brasileira (DCB) ou pela Denominagcdo Comum Internacional (DCI), o
farmacéutico pode dispensar tanto o medicamento de referéncia quanto os
genéricos ou similares correspondentes (144).

No entanto, ndo esta estabelecido se um genérico pode ser trocado por
outro, e essa questao € importante ndo somente porque 0 nimero de genéricos
aprovados de um mesmo medicamento de referéncia pode ser muito grande,
como também porque esses medicamentos ndo séo idénticos em termos de
ingredientes inativos. Essa é uma area na bioequivaléncia normalmente ignorada,
mas que realmente carece de imediata atencao (11).

Tendo em vista o fato de os érgaos reguladores se basearem apenas no
critério da bioequivaléncia média e ndo exigirem os calculos da bioequivaléncia
individual e populacional que garantem a intercambiabilidade em diferentes
abordagens (prescribability e switchability), alguns autores sugerem que sejam
realizadas metanalises combinando dados de diferentes estudos de
bioequivaléncia, com o intuito de proporcionar uma revisdo sistematica da
bioequivaléncia entre produtos genéricos e de referéncia (119, 145).

A Anvisa tem em seu poder todos os dados relativos a estudos de
bioequivaléncia e de biodisponibilidade relativa ja realizados para o registro de
medicamentos no Brasil que permitem a aplicacdo da metanalise para avaliar a
intercambiabilidade entre genéricos. Pelo fato de os genéricos existirem no pais
h4d apenas 15 anos e a exigéncia para similares realizarem estudos de

bioequivaléncia ser ainda mais recente (2003), esse tipo de andlise se torna

103



bastante util no aperfeicoamento dos critérios para concessdao de registro ou
mesmo como uma ferramenta para o monitoramento de genéricos e similares pos-
registro. Isso se aplica especialmente ao caso de medicamentos que tratam
doencgas cronicas e sao de uso continuo, em que a substituicdo por uma nova
cépia pode nado proporcionar os niveis de absor¢cdo necessarios pelo organismo
para alcancar os resultados terapéuticos desejados.

Atualmente, todo medicamento genérico € intercambidvel com o produto de
referéncia. O mesmo ainda ndo ocorre com o similar. Para regularizar esta
situagdo, a Anvisa determinou, por meio da RDC 134 (146), que todos os similares
deverdo apresentar, até 2014, testes para garantir que os efeitos sdo os mesmos
dos medicamentos de referéncia. Os laboratorios ganharam prazo de dez anos
para realizar todos os testes exigidos. Algumas industrias farmacéuticas tém
alegado que alguns desses produtos tiveram de ser retirados do mercado,
baseando esta decisdo na alegagcdo de que a exigéncia dos testes de
bioequivaléncia aumenta os custos de forma consideravel. No dia 09/10/2014, a
Anvisa divulgou nota em seu site que aprovou a norma que estabelece os
procedimentos para a intercambialidade de medicamentos similares com o
medicamento de referéncia. Ou seja, 0os requisitos necessarios para que o similar
possa substituir o medicamento de referéncia. Pela nova regra, os similares que ja
tenham comprovado equivaléncia farmacéutica com o medicamento de referéncia
da categoria poderao declarar na bula que sao substitutos ao de marca. A medida
podera ser adotada pelos fabricantes a partir de 1° de janeiro de 2015 e terdo 12
meses para fazer a alteragdo nas bulas. A Anvisa também descreve na nota que
vai manter uma lista atualizada dos similares intercambiaveis para orientar
médicos, farmacéuticos e pacientes sobre quais produtos possuem equivaléncia ja
comprovada na Agéncia (147).

Como apresentado ao longo deste trabalho, estudos de biodisponibilidade e
bioequivaléncia tém papel fundamental no desenvolvimento de produtos
farmacéuticos e correspondem ao padrdo aceito para assegurar o desempenho
terapéutico de medicamentos que passaram por alteracbes em processos de

fabricacdo, modificacbes de formulacdo e também para a aprovagdo de
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medicamentos genéricos. Esses padroes estdo baseados em assegurar que tanto
o produto de referéncia, como o produto teste, apresentem o mesmo perfil de
concentracao plasmatica pelo tempo. Enquanto os testes de bioequivaléncia tém
sido amplamente utilizados nas ultimas trés décadas, recentemente, um novo
padrdo, aplicavel a um numero consideravel de medicamentos, foi desenvolvido
baseado na classificacdo de farmacos de acordo com suas propriedades
biofarmacéuticas (148). Este novo padrdo baseia-se no Sistema de Classificagcao
Biofarmacéutica (SCB), o qual esta baseado nas caracteristicas intrinsecas de
cada farmaco que interferem diretamente na sua absorgdo, principalmente
permeabilidade e solubilidade (149).

Tendo como base a solubilidade e a permeabilidade dos farmacos, o
seguinte SCB é recomendado na literatura:

Classe [: alta solubilidade e alta permeabilidade;

Classe IlI: baixa solubilidade e alta permeabilidade;

Classe lll: alta solubilidade e baixa permeabilidade;

Classe |V: baixa solubilidade e baixa permeabilidade.

O SCB pode auxiliar na previsédo da absorgdo in vivo e identificar se a
biodisponibilidade de determinado produto farmacéutico € sensivel a alteragdes do
processo produtivo, dos constituintes da formulagdo ou da concentragdo do
farmaco (150).

Um férmaco sera considerado altamente solivel se sua maior dose
administrada oralmente como uma formulagdo de liberacdo imediata (dose
maxima por administragao descrita em bula) solubiliza-se completamente em até
250 ml de cada uma das solucbes tampao utilizadas dentro da faixa de pH
fisiolégico (1,2 a 6,8), a 37 £ 1°C (151).

A determinacao da permeabilidade dos farmacos através de membranas do
trato gastrintestinal (TGI) contribui para prever sua biodisponibilidade. Existem
varios modelos in vitro que possibilitam determinar a permeabilidade efetiva (152,
153). Atualmente, estdo sendo estudadas metodologias empregando cultura de
células como Caco-2, TC-7; 2/4/A1; MDCK e MDCK-MDR1 (154-157).
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Entre os trés medicamentos avaliados neste trabalho, a clorpromazina é
classificada como classe Ill (158), a ondansetrona é classificada como classe |l
(159) e a imipramina faz parte da classe | (160, 161). Para ilustrar a importancia da
SCB, podemos lembrar que ha relatos na literatura de estudos de bioequivaléncia
entre trés formula¢des de imipramina: Tofranil 25mg, Tofranil mite com 10 mg e
pdés branco contendo 25 mg de imipramina-HClI em frasco de vidro para
reconstituicdo com agua (115). Podemos inferir que a facilidade de obtencéo de
bioequivaléncia para formulagbes distintas como essas se deve ao fato da
imipramina possuir alta solubilidade a alta permeabilidade. Desde que o SCB foi
introduzido em 1995 no ambito internacional, seu uso vem sendo adotado para
fundamentar que testes de dissolugcao in vitro sejam usados para estabelecer
bioequivaléncia no caso de farmacos da classe | (162) e algumas Agéncias
Regulatoérias, inclusive a ANVISA (151), tém adotado o critério das isengbes de
testes de bioequivaléncia (bioisengdes) para formas farmacéuticas sélidas de
liberacao imediata, cujos farmacos pertencem a Classe |.

Para ilustrar a importancia de novas medidas relacionadas com a
farmacovigilancia de medicamentos para garantir uma politica de
intercambiabilidade entre genéricos e similares, podemos exemplificar a questao
com a metandlise de estudos de bioequivaléncia realizada por Lopes et al (2010).
Neste estudo, os autores aplicaram uma revisao sistematica de varios estudos de
bioequivaléncia para avaliar a seguranga na intercambiabilidade entre diferentes
genéricos e similares que contenham Hidroclorotiazida e Maleato de Enalapril em
suas formulagdes. E importante ressaltar que estes medicamentos s&o
frequentemente utilizados por inimeros pacientes e fazem parte do programa
Farmacia Popular, do Ministério da Saude (MS). Os resultados obtidos permitiram
aos autores concluir que, entre 0os medicamentos genéricos e similares anti-
hipertensivos estudados e distribuidos pelo programa Farmécia Popular, a
intercambiabilidade pode ser feita com seguranca entre os produtos dos farmacos
Hidroclorotiazida. Ja na avaliagdo dos medicamentos do principio ativo Maleato de
Enalapril, os produtos estudados nao contemplaram os intervalos preconizados na

regulamentacao nacional. Portanto, a resposta farmacocinética e a efetividade do
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medicamento podem ser afetadas em alguns pacientes que utilizem diferentes
marcas de genéricos ou similares no tratamento da hipertensao arterial e de outras
doencas cardiovasculares (119).

Para garantir a mesma resposta clinica, ensaios comparando os efeitos
terapéuticos das diferentes apresentacdes sdo necessarios para avaliar melhor a
questao levantada por esta metanalise.

Este trabalho vem contribuir com informagbes sobre a bioequivaléncia de
trés formulacées genéricas de medicamentos com acado no sistema nervoso
central. Esses estudos, associados aos de outras industrias farmacéuticas vém
contribuir com o maior acesso da populacao a este tipo de medicamento. Segundo
a lista de medicamentos genéricos registrados na ANVISA até 14 de julho de 2014
haviam 3 genéricos do Amplicti comprimido revestido (Cloridrato de
Clorpromazina) langados nas dosagens de 10 e 25 mg, trés genéricos do Zofran
comprimido revestido (Cloridrato de Ondansetrona) langados nas dosagens de 4 e
8 mg. No entanto, ndo ha nenhum registro de medicamento genérico do cloridrato
de Imipramina nesta lista.

Na ultima década, a evolugcao dos aspectos técnicos da regulamentacao
brasileira na area de medicamentos, tendo como base principios cientificos, €
inquestionavel. A implantagdo das legislagdes contribuiu para o aprimoramento da
fabricacdo e garantia de qualidade dos medicamentos no pais, introduzindo
conceitos tais como equivaléncia farmacéutica, biodisponibilidade e
bioequivaléncia.

O teste de bioequivaléncia é fundamental para garantir que dois
medicamentos que provaram a equivaléncia farmacéutica apresentardo o mesmo
desempenho no organismo em relagdo a biodisponibilidade, expressa em termos
da quantidade absorvida do farmaco, a partir da forma farmacéutica ministrada, e
da velocidade do processo de absorgao.

Por meio da avaliacdo das resolucoes publicadas pela ANVISA até o
momento, verifica-se que houveram varias alteragdes, ao longo do tempo, no

sentido de otimizar a implementacdo da politica de medicamentos genéricos e
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viabilizar o processo de adequagdo dos medicamentos similares no Brasil, 0 que
representou grande avanco técnico-cientifico para o Pais.
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7. CONCLUSAO GERAL

Este trabalho cumpriu seu objetivo geral, realizando 3 estudos de
bioequivaléncia contendo farmacos de acdo central para avaliacdo da
biodisponibilidade relativa, utilizando-se os critérios de bioequivaléncia.

Cumpriu também o objetivo especifico de desenvolvimento e validacao de
métodos bioanaliticos, rapidos, sensiveis e robustos para quantificar os farmacos
de interesse presentes no plasma humano, respeitando os requisitos do FDA e
ANVISA de alta sensibilidade, especificidade e alto rendimento da amostra em
ensaios farmacocinéticos comparativos de bioequivaléncia para fins de registro
como medicamentos genéricos e/ou similar descritos no capitulo 1 para o farmaco
Clorpromazina, capitulo 2 para o farmaco Ondansetrona e capitulo 3 para

Imipramina.
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V- PARECER DO CEP

O Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Ciéncias Médicas da UNICAMP, apos
acalar o3 parccercs dos membros-relalores previamente designades para o presente caso e
atendendo todos o8 dispositivos das Resolughes 196/96 e complementares, resolve aprovar sem
restrigtes o Protocolo de Pesquisa, o Termo do Consentimente Livre ¢ Esclarecido, bem como
todoz 05 anexes incluidos na pesquisa supracitada.

O contesido e as conclusdes agui apresentados sfo de responsabilidade exclusiva do
CEPFOMAMNICAMP e niio representam a opinifio da Universidade Estadual de Campinas nem
& comprometen.

VI - INFORMACOES COMPLEMENTARES

O sujeite da pesquisa lem a liberdade de recusar-se o participar ou de retirar sen
consentimento em qualquer fase da pesquisa, sem penalizagio alpuma e sem prejuizo ao seu
cuidado (Res. CNS 196/96 — Item IV. 1.1} ¢ deve receber uma copia do Termo de Consentimento
Livre ¢ Esclarecido, na integra. por ¢le assinado (Ttem [V, 2.d),

Pesquisador deve desenvelver a pesquisa conforme delineada no protocolo aprovado e
descontinuar o estudo somente apos anilise das razoes da descontinuoidade pelo CEP que o
aprovow (Res. CNS Item [IL1.2), exceto quando perceber risco ou dano ndo previsto ao sujeilo
participante ou quando constatar a superioridade do regime oferecido a um dos grupos de
pesguisa (ftem V.3.).

) CEP deve ser informado de todos os efeitos adversas ou filos relevantes que allerem o
curse normal do estudo (Res, CNS Iem V.4 E papel do pesquisador assepuriar medidas
imediatas adequadas frente a evento adverso prave ocomido (mesmo gque tenha sido em outro
centro} e enviar notificagdo ao CEP e & Agéncia Nacional de Vigilincia Sanitiria — ANVISA -
junta com seu posicionamento.

Eventuais modificactes ou emendas ao protocolo devem ser apresentadas ao CEP de
forma clara ¢ sucinta, identificando a parte do protocole a ser modificada e suas justificativas,
Em caso de projeto do. Grupe [ ou II apresentados anteriormente a ANVISA, o pesquisador ou
patrocinador deve envii-las tambdm 4 mesma junto com o parecer aprovatdrio do CEP, para
serem juntadas ao protocolo inicial (Res. 25197, Item H1.2.e),

Relatdrios parciais e final devem ser apresentados ap CEP, de acordo com os prazos
estabelecidos na Resoluglio CNE-MS 196/96.

VII - DATA DA REUNIAQ

Homologado na VI Beunifio Ordingrna do CEP/FCM, em 22 de junho de 2010,

'/P‘rnf. Dr. C '%:Ii o Steiner ‘ﬁ’

PRES do CONIITE DE ETICA EM PES
FOMUNICAMP T&y" W

il
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CEF, 27/05/08.
(Cirupo 1)

PARECER CEP: N° 376/2008 (Este 0 deve ser citado nas corespondén cias referente a este projeto)
CAAE: 1435.0.000.146-08

[ - IDENTIFICACAD:

PROJET(: “ESTUDO DE B[OFQUIVALENCIA DE DUAS FORMULACOES DE
ONDANSETRONA EM VOLUNTARIOS SADIOS DE AMBOS 0S8 SEXOS:
ONDANSETRONA COMPRIMIDO REVESTIDO DE 8 MG (TESTE) PRODUZIDO
PELA CRISTALIA PRODUTOS QUIMICOS E FARMACEUTICOS LTDA E ZOFRAN®
COMPRIMIDO REVESTIDO DE 8 MG (REFERENCIA) PRODUZIDO PELO
GLAXOSMITHKLINE” (SPH 16/08).

PESQUISADOR RESPONSAVEL: Ney Carter do Carmo Borges

INSTITUIGAO: Synchrophar — Assessoria e Desenvolvimento de Projetos Clinicos
APRESENTACAO AO CEP: 10/04/2008

APRESENTAR RELATORIO EM: 27/05/09 (0 formulirio encontra-se no site acima)

I1- OBJETIVOS

Caracterizagio da taxa e extensfo de biodisponibilidade de teste e referéncia apés a
administragio de uma dose oral (nica em condigdes de jejum.

11 - SUMARIO

L um estudo piloto de bivequivaléncia, aberto, aleatorizado, cruzado. com 2 tratamentos.
onde 28 voluntirios de ambos os sexos, recebem, em cada periodo distinto, a formulagiio teste
ou a formulagiio referéncia. A seqiiéncia de tratamento awibuida a cada voluntirio nos periodos
de estudo € determinado por uma lista de aleatorizagio perada automaticamente pelo sistema
R2.2. As formulages sio administradas em dose (nica por via oral, seguidos de coletas de
sangue de pelo menos 3 meias-vidas. Os pedodos de tratamento devemn obedecer a um intervalo
de 7 meias-vidas entre eles. Um volume total de 330 ml serd coletado de cada voluntario.

IV - COMENTARIOS DOS RELATORES

O estudo estd bem estruturado. O Termo de Consentimento Livre e Esclarecido é
adequado e contém todas as informagies para que o voluntdrio decida se quer ou nflo participar
do estudo. Os critérios de inelusio e exclusio sio adeguados, bem como a forma de
recrutamento dos voluntdrios.

V=-PARECER DO CEP

O Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Ciéncias Médicas da UNICAMP, apos
acatar os parcceres dos membros-relatores previamente designados para o presente caso e

Comitd de Frica em Pesgpuben - LNIC AMP
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atendendo todos os dispositivos das Resolugdes 196/96 ¢ complementares, resolve aprovar sem
restrigiies o Protocolo de Pesquisa. bem como ter aprovade o Termo do Consentimento Livre e
Esclarecido, assim como todos os anexos incluidos na Pesquisa supracitada.

O conteudo ¢ as conclusdes aqui apresentados sio de responsabilidade exclusiva do
CEP/FCM/UNICAMP e ndio representam a opinidio da Universidade Estadual de Campinas nem
a comprometem,

VI - INFORMACOES COMPLEMENTARES

O sujeito da pesquisa tem a liberdade de recusar-se a participar ou de retirar seu
consentimento em qualquer fase da pesquisa, sem penalizagiio alguma ¢ sem prejuizo an seu
cuidado (Res. CNS 196/96 - Item 1V 1.[) e deve receber uma cdpia do Termo de Consentimento
Livre ¢ Esclarecido. na integra, por ele assinado (Item [V, 2.d).

Pesquisador deve desenvolver a pesquisa conforme delineada no protocolo aprovado e
descontinuar o estudo somente apds andlise das razdes da descontinuidade pelo CEP que o
aprovou {Res. CNS Ttem I11.1.z), exceto quando perceber risco ou dano ndo previsto ao sujeito
participante ou quando constatar a superioridade do regime oferecido a um dos grupos de
pesquisa (Item V.3, )

O CEP deve ser informado de todos os efeitos adversos nu fatos relevantes que alterem o
curso normal do estudo (Res. CNS Item V.4.). E papel do pesquisador assegurar medidas
imediatas adequadas frente a evento adverso grave ocorride (mesmo que tenha sido em outro
centro) ¢ enviar notificagdo ao CEP ¢ a Agéncia Nacional de Vigilinecia Sanitaria — ANVISA -
junto com seu posicionamento.

Eventuais modificagdes ou emendas ao protocolo devern ser apresentadas ao CEP de
forma clara e sucinta, identificando a parte do protocolo a ser modificada ¢ suas justificativas,
Em caso de projeto do Grupo | ou |l apresentados anteriormente 4 ANVISA, o pesquisador ou
patrocinador deve envid-las também 3 mesma junto com o parecer aprovatorio do CEP, para
serem juntadas ao protocolo inicial (Res. 251/97, liem 111.2.e)

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

VII - DATA DA REUNIAO

Homologado na V Reunifio Ordindria do CEP/FCM. em 27 de maio de 2008,

Profa. Dra, (’cﬁ@jﬁi{ﬁa Bertuzzo
PRESIDENTE DO COMITE I3E ETICA EM PESQUISA

FCM / UNICAMP
Comitt de Frica em Pesgiilsa - UNICAME
Wun: Tessilin Vieirs de Camargo, 116 FOME (19 353 1-8934
Caina Postal G111 FAX (019} 3521-T187
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CEP, 27/10/09.
(Grupo I1I)

PARECER CEP: N° 993/2009 (Este n® deve ser citado nas correspondéncias referente a este projeto)
CAAE: 4317.0.000.146-09

I- IDENTIFICACAO:

PROJETO: “ESTUDO DE BIOEQUIVALENCIA DE DUAS FORMULACOES DE
CLORIDRATO DE IMIPRAMINA EM VOLUNTARIOS SADIOS DE AMBOS OS
SEX0S: CLORIDRATO DE IMIPRAMINA COMPRIMIDO REVESTIDO DE 25 MG
(TESTE) PRODUZIDO PELA  CRISTALIA PRODUTOS  QUIMICOS
FARMACEUTICOS LTDA. E TOFRANIL® DRAGEA DE 25 MG (REFERENCIA)
PRODUZIDO PELA NOVARTIS BIOCIENCIAS” (SPH025/09).

PESQUISADOR RESPONSAVEL: Ney Carter do Carmo Borges

INSTITUIGAO: Synchrophar

APRESENTACAO AO CEP: 13/10/2009

APRESENTAR RELATORIO EM: 27/10/10 (O formulério encontra-se no site acima)

I1 - OBJETIVOS

Caracterizacfio da taxa e extensdio de biodisponibilidade de teste e referéncia apds a
administragio de uma dose oral tinica em condigoes de jejum.

111 - SUMARIO

E um estudo aberto, balanceado, aleatorizado, cruzado, com 2 tratamentos, onde 36
voluntarios de ambos os sexos, recebem. em cada periodo distinto, a formulagio teste ou a
formulagiio referéncia. A seqiiéncia de tratamento atribuida a cada voluntdrio nos periodos de
estudo € determinado por uma lista de aleatorizagdo gerada automaticamente pelo sistema R2.6.
As formulagdes sdo administradas em dose tinica por via oral seguidos de coletas de sangue de
pelo menos 3 meias -vidas. Os periodos de tratamento devem obedecer a um intervalo de 7
meias-vidas entre eles (14 dias). Um volume total de 390 ml seré coletado de cada voluntério.

IV - COMENTARIOS DOS RELATORES

O estudo estd bem estruturado. O Termo de Consentimento Livre e Esclarecido é
adequado e contém todas as informagdes para que o voluntario decida se quer ou ndo participar
do estudo. Os critérios de inclusdo e exclusio sfo adequados. bem como a forma de
recrutamento dos voluntérios. O volume de sangue a ser colhido € adequado.

V - PARECER DO CEP

O Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Ciéncias Médicas da UNICAMP, ap6s
acatar os pareceres dos membros-relatores previamente designados para o presente caso e

Comité de Etiea em Pesquisa - UNICAMP
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atendendo todos os dispositivos das Resolugdes 196/96 e complementares, resolve aprovar sem
restrigdes o Protocolo de Pesquisa, o Termo do Consentimento Livre e Esclarecido, bem como
todos os anexos incluidos na pesquisa supracitada.

O contedo e as conclusdes aqui apresentados s@o de responsabilidade exclusiva do
CEP/FCM/UNICAMP e ndo representam a opinido da Universidade Estadual de Campinas nem
a comprometem.

VI - INFORMACOES COMPLEMENTARES

O sujeito da pesquisa tem a liberdade de recusar-se a participar ou de retirar seu
consentimento em qualquer fase da pesquisa, sem penaliza¢do alguma e sem prejuizo ao seu
cuidado (Res. CNS 196/96 — Item IV.1.f) e deve receber uma cépia do Termo de Consentimento
Livre e Esclarecido, na integra, por ele assinado (Ttem IV.2.d).

Pesquisador deve desenvolver a pesquisa conforme delineada no protocolo aprovado e
descontinuar o estudo somente apos analise das razdes da descontinuidade pelo CEP que o
aprovou (Res. CNS Item II1.1.z). exceto quando perceber risco ou dano nao previsto ao sujeito
participante ou quando constatar a superioridade do regime oferecido a um dos grupos de
pesquisa (Item V.3.).

O CEP deve ser informado de todos os efeitos adversos ou fatos relevantes que alterem o
curso normal do estudo (Res. CNS Item V.4.). £ papel do pesquisador assegurar medidas
imediatas adequadas frente a evento adverso grave ocorrido (mesmo que tenha sido em outro
centro) e enviar notificagdo ao CEP e &4 Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitdria — ANVISA —
junto com seu posicionamento.

Eventuais modificagdes ou emendas ao protocolo devem ser apresentadas ao CEP de
forma clara e sucinta, identificando a parte do protocolo a ser modificada e suas justificativas,
Em caso de projeto do Grupo I ou II apresentados anteriormente 8 ANVISA, o pesquisador ou
patrocinador deve envid-las também 4 mesma junto com o parecer aprovatério do CEP, para
serem juntadas ao protocolo inicial (Res. 251/97. Ttem 111.2.¢).

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

VII - DATA DA REUNIAO

Homologado na X Reunido Ordiné.riia do CEP/FCM, em 27 de outubro de 2009.

b

Prof. Dr. C los Eduardo Steiner
PRESIDENTE do COMITE DE ETICA EM PESQUISA
FCM / UNICAMP
Comité de Etica em Pesquisa - UNICAMP
Run: Tessdlia Vieira de Camargo, 126 FONE (019) 3521-8936
Caixa Postal 6111 FAX  (019) 3521-7187
13083-887 Campinas — SP cepl@ fem.unicamp,br
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