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RESUMO

As diferencas entre os processos de fabricagdo e as matérias
primas de formulagbes de uma determinada droga sdo algumas das
principais causas da variabilidade observada na resposta individual a
droga. A confirmagédo da biocequivaléncia entre diferentes formulagtes
¢/ou preparagoes farmacéuticas de uma determinada droga é de critica
importancia para o ajuste adequado de regimes de dosificagéo.

Neste  trabalho, s&o apresentados dois estudos de
biodisponibilidade comparativa em voluntirios normais. O primeiro deles
versa sobre quatro formulagoes de metronidazol em diferentes dosagens,
e o segundo sobre duas formulagbes de verapamil de liberagio retardada.

As concentragdes plasmaéaticas das drogas foram analisadas por
cromatografia liquida de alta presséao (com detecgdo por absorbancia UV
no caso do metronidazol e por emissdo de fluorescéncia para o
verapamil).

Foramn obtidos os dados farmacocinéticos, e a sua anilise
estatistica fol efetuada medlante a aplicagéo de diferentes testes.

Os resultados mostram biocequivaléncia no caso das preparagées
de metronidazol com o mesmo conteido de droga, e auséncia de
bioequivaléncia para aquelas formulagbes com quantidades diferentes.
As duas formulagdes de verapamil foram consideradas como nao-
bioequivalentes. Essas conclusées foram baseadas nos critérios
utilizados pela "Food and Drug Administration”.
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INTRODUCAO GERAL
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Existern varios fatores responsdveis pela grande diferenga
observada na resposta dos pacientes as drogas. Tals diferencas podem
estar relacionadas 4 variabilidade da formulagao da droga (variabilidade
farmacéutica) ou a diferengas inter-sujeitos (a administragdo da mesma
dose de uma mesma formulacdo pode produzir um efeito pequeno ou
nulo num paciente, o efeito terapéutico desejado num segundo paciente,
e um efeito t6xico num terceiro).

'O primeiro fator inter-sujeitos é a varlabilidade farmacocinética
entre os mesmos. Este termo refere-se a velocidade e grau de absorgio
da droga, & sua distribuigdo entre os varios compartimentos corporais, a
sua unldo a proteinas plasmaticas e a tecidos, e a velocidade de
metabolismo e excregdo da droga. O resultado desta variabilidade € tal
que, se a concentragdo plasmatica da droga fosse medida, grandes
diferengas seriam encontradas, apesar de todos eles estarem recebendo a
mesma dose.

O segundo fator é a variabilidade farmacodinimica entre
individuos, ou seja, a diferenca entre individuos em resposta a uma
determinada concentragéo de droga no sitio de acao.

A farmacocinética poderia ser definida de uma forma simples como
"0 que o corpo faz & droga”, e a farmacodinimica como "o que a droga faz
ao corpo”. Outro determinante importante da resposta € "0 que o
paciente faz com a droga"; este ultimo fator é chamado aderéncla ao
tratamento.

FATORES FARMACEUTICOS

Um aspecto que deve ser levado em consideracdo & o fato de que
toda vez que um médico prescreve uma "droga", o paciente recebe um
"remédio”. As substincias ativas s6 representam uma pequena proporgio
do peso total das medicagdes solidas orails, tais como comprimidos ou
cipsulas. Similarmente, as formas injetaveis requerem uma solugio ou
suspensao do principio ativo num veiculo liquido apropriado de’
complexidade varidvel. Diferencas nos componentes do exclpiente de
uma determinada forma farmacéutica (por exemplo diluentes, agentes
agregantes, lubrificantes, agentes desintegrantes, revestimentos), assim
como nos processos de fabricagdo (tamanho dos granulos, pressao de
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compressao dos comprimidos), Influenclam notavelmente as velocidades
de dissolugaoc e absorgéo.

FATORES FARMACOCINETICOS

Absor¢io

A maijoria das drogas sao administradas por via oral. Os
comprimidos € capsulas devem passar por uma série de processos antes
de alcangar a circulagéo sistémica e produzir o efeito farmacolégico. Uma
vez ingerido, um comprimido ou cdpsula deve se desintegrar, desagregar
e dissolver no fluido gastrolntestinal, antes de que a droga possa ser
absorvida. As variavels que determinam a velocidade e grau de
incorporagio da droga na corrente circulatéria sio:

. as propriedades fisicoquimicas da droga: solubllidade, peso
molecular, coeficiente de parti¢do, forma cristalina;

ii. a presencga de alimentos ou outras substincias: por exemplo, a
metoclopramida aumenta as velocidades de absorgdo do acetaminofeno
(Nimuno e col, 1973), levodopa (Morris e col., 19786}, litlo (Crammer e col.,
1974) e tetraciclina (Gothini e col., 1972), em quanto que a propantelina
as diminul (ibid.);

iil. o esvaziamento gastrico;

Iv. o tempo de transito intestinal;

v. o pH do trato gastrointestinal: por exemplo, a acloridria aumenta
a velocidade de absorgio da aspirina (Pottage e col., 1974);

vi. o fluxo biliar;

vil. as caracteristicas farmacéuticas da droga anteriormente
expostas.

Esta velocidade e grau de absor¢io de uma droga administrada por
via extravascular € conhecida como biodisponibilidade (F). A
bilodisponibllidade é determinada por comparagao da area sob a curva de
concentracdo plasmética em funcgdo do tempo (AUC) obtida apés a.
administracdo extravascular (ev) da droga, com aquela resultante de uma
administragio intravenosa (iv), corrigindo pelas doses administradas (D).
Ou seja:



F = (AUC,, /AUC, ) x (D, /D, )

Duas formulagdes ou prephragées farmacéuticas que exibem
blodisponibilidades comparaveis sdo chamadas de bioequivalentes.

Distribuigao

De modo geral, drogas que sao rapida e livremente absorvidas a
partir do trato gastrointestinal sdo também rapidamente distribuidas
através dos diferentes compartimentos corporais. Mulitas d_rogas.
entretanto, ligam-se fortemente a proteinas plasmaticas e tissulares, e o
grau de ligacéo afeta a cinética da droga em questio.

Para uma droga que néo apresenta ligagido significativa a
proteinas, os tecidos seriam um compartimento aquoso adicional, nos
quais a droga estaria dissolvida. Entretanto, uma ligagio acima do 95%
faria que a concentragao de droga livre farmacologicamente ativa a nivel
da blofase seja muito baixa.

Uma droga que se liga significativamente a tecldos tem um volume
de distribuigao aparente [Vd) grande. Isto € o volume teérico de fluido

necessario para conter a totalidade da droga presente no organismo a
uma concentragio igual a plasmatica. O Vg nao representa um volume
real, e deve ser interpretado como a totalidade de fluidos corporais
necessaria se a droga estivesse uniformemente distribuida em todas as
porgdes do corpo. Por exemplo, o V4 para a digoxina est4 em torno dos
70 litros /kg de peso (a 4gua corporal total é aproximadamente 60% do
PE€so, € a volemlia 8%).

A ligagao as proteinas é um fator determinante da velocidade de
eliminagdo e, portanto, da meia-vida (T, /2] através de mecanismos

metabolicos e de excregio, J4 que estes processos, assim como o efeito
farmacolégico, dependem da quantidade de droga livre. Certos estados
patolégicos mostram wuma concentracdo reduzida de proteinas
plasmaticas, seja por uma produgdo reduzida, por exemplo na cirrose
hepética (Blaschke, 1977), ou por uma perda aumentada, como no caso
da sindrome nefrética. A insuficiéncia renal pode também reduzir a
ligacdo de drogas as proteinas plasmaticas devido a uma reducgdo na
afinidade da albumina, seja por mudangas na estrutura, seja por
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actimulo de inibidores endégenos (Sjoholm e col., 1976)}. Portanto, nestas
patologias, a proporg¢ido de droga livre / droga ligada estd aumentada, e a
dose daqueles fArmacos com alta” afinidade por proteinas plasméaticas
(98-99% de ligagao) e indice terapéutico estreito deve ser diminuida.

Mectabolizacao
A mailoria das drogas administradas em humanos séo

metabolizadas por enzimas hepaticas, apesar de que certa metabolizagéo
pode acontecer também no trato gastrolntestinal, nos pulinées e no
sangue.

O metabolismo hepatico € particularmente importante naquclas
drogas com carateristicas lipossoliveis. Por reagbes de oxidacao,
dealquilagdo, redugdo, hidrélise (chamadas reacbes de fase 1), e
conjugagdo com Aacido glucurdnico, sulfiirico, aminoacidos (como
glutation) e acetil coenzima A (N-acetilagao; reacoes de fase II) as drogas
sao convertidas em metabdélitos mais hidrossolaveis, favorecendo assim a
sua excregao, mediada principalmente pelos rins.

Diversos fatores afetam a velocidade de metabolizagio:

1. idade: por exemplo, os idosos apresentam diminui¢io do fluxo
sanguineo hepatico e esplancnico, do volume do figado, assim como das
atividades enziméticas das monoxidases de fungao mistas e NADPH
redutase hepéticas (Schmuker, 1985). Nos neonatos e criangas, a
velocidade de metabolizagao da teofilina estd aumentada, assim como a
variabilildade dela com a dose (Ellis e col.,, 1976); estas diferencas
aparentemente desaparecem na puberdade;

it. estado nutricional e constituigido da dieta;

i. co-administragdo de drogas indutoras (fenobarbital) ou
inibidoras (etanol) das enzimas hepaticas microssomalis;

tv. doengas, principalmente hepéticas e cardiovasculares:

v. tabaco: 0 fumo aumenta a velocidade de eliminagao de varlas
drogas, tals como: antipirina, cafeina, Imipramina, lidocaina, teoﬂlina
propranolol, oxazepam (Jusko, 1984).

Os fatores anteriormente citados devem ser levados em

‘consideragio na hora da prescrigao.
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Dois importantes processos metabolicos hepaticos siao controlados
gencticamente: a acetilagdo pela N-acetil transferase e¢ a hidroxilagéao
catalizada pela monoxigenase. Tem sido reportadas altas percentagens
de individuos com diferencas genéticas em diversas sociedades € grupos
étnicos, razéio pela qual as dosificacdes de drogas que sofrem estes
processos de metabolizacao devem ser cuidadosamente ajustadas
segundo as caracteristicas préprias destes grupos genéticos.

~Por exemplo, acima de 95% dos esquimés canadenses sao
acetiladores rapidos da isonlazida, mas estes representam apenas 18%
da populagéo egipcla. Aproximadamente 10% da populacdo britanica tem
uma redug¢édo em uma monoxigenase hepatica especifica responsavel pela
hidroxilagdo da debrisoquina, perhexilina, nortriptilina e outras drogas.
Estes individuos tém um risco incrementado de desenvolvimento de
neuropatia periférica quando tratados com a droga anti anginosa
perhexilina (Turner e col., 1986).

Excrecao

A maioria das drogas sido excretadas na urina como metabdlitos,
mas algumas sdo excretadas In natura, dependendoe da sua
hidrossolubllidade.

Algumas drogas lipossoliiveis podem aparecer no filtrado
glomerular, devido a sua balxa afinidade pelas proteinas plasmaticas,
mas voltam rapidamente i corrente sanguinea por difusio passiva a
nivel do tibulo proximal; s6 sdo excretadas quando convertidas em
metabolitos mals polares que ja néo podem sofrer esse processo de
reabsorgdo. A administragao concomitante de substincias que alteran o
PH urinério tem também uma forte influéncia na €xcrecao de drogas com
caracteristicas Aacido-base (a excrecdo de drogas com carateristicas
basicas. como a anfetamina, ¢ favorecida por acidificagdo da urina, por
exemplo, com cloreto de aménio). A alteragdo da proporcéo de droga no
estado nao-ionizado no ultrafiltrado glomerular vai determinar o grau de
reabsorgdo passiva da mesma, e assim uma maior ou menoxl‘
concentragdo plasmaética do principio ativo.

A idade, através da diminuigao do fluxo sanguineo renal e da taxa
de filtrado glomerular a uma velocidade de aproximadamente 1-2% por
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" ano (Schmuker, 1985) bem como o estado de higidez afetam
acentuadamente os processos de excre¢do renal. A quantificacdo da
concentragao de creatinina e/ou uréia sérica, como indicadores da taxa
de filtragdo glomerular, pode ajudar o médico no ajuste adequado da
dosificacido do medicamento. |

Qutra via de excregao importante, principalmente mnaqueles
pacientes com capacidade de excre¢ao renal reduzida, é a biliar, quer a
droga {n natura ou sob a forma conjugada. Aquf reaparece o fendmeno de
reabsor¢do. Alguns conjugados sdo primeiramente metabolizados ao
composto ativo pelas bactérias intestinais e, posteriorinente, absorvidos.
Este processo resulta num prolongamento da meia-vida ¢ duragédo da
agéo da droga.

FATORES FARMACODINAMICOS

Segundo Turner € col. (1986), as vias pelas quais uma droga pode
produzir um efeito farmacolégico sao 4:

1. por Interagdo com receptores especificos (segundo o tipo de agdo
farmacoldgica sao classificados em agonistas ou antagonistas);

li. por Inibicdo de processos fisiolégicos enzimaticos, trata-se por
exemplo do caso dos intbidores da enzima conversora de angiotensina I;

Hi. por interagao com processos biossintéticos (por exemplo. os
analogos de purina exercem a sua acéo citotéxica por ligagao ao ADN e
inibem o processo de tradugédo na sintese protéica);

lv. por uma agao fisica direta, por exemplo o efeito dos sais
purgativos, baseado numa malor retengdo de 4gua por aumento da
osmolaridade no intestino, ou a difusdao dos ancstésicos voldteis na
membrana plasmatica, inibindo asslm a sua capacidade de
despolarizagio.

Existem drogas que atuam por outros mecanismos, por exemplo as
vitaminas, como cofatores nos processos enzimaticos, os quelantes (como
0 EDTA) no tratamento de intoxica¢do com metais pesados, ou o carvao
ativado, como adsorvente de substancias.

As principais causas de diferengas na resposta a uma droga sio
dadas pelos fatores genéticos que dao origem as indiossincrasias,
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manifestando-se como  hiporreatividade, supersensibilidade, ou
desenvolvendo o fendmeno de tolerAncia. A regulacido da quantidade
e/ou afinidade dos receptores alcénqa extremos patoldgicos, como no
caso da expressdo do oncogen erbA que codifica o receptor para o
horménio tiroldeo, mas sem o seu sitio de unido (Evans, 1988), ou
quando provocado por autoimunidade, como € o caso da miastenia gravis
(Almon e col., 1974), na qual observa-se uma deplecio dos receptores
nicotinicos a nivel da jung¢io neuromuscular.

ADERENCIA AO TRATAMENTO

A falta de aderéncia ao tratamento é uma das maiores causas que
afetam a resposta 4 uma droga. E particularmente problematico nas
pessoas muito jovens ou velhas, naqueles pacientes com doencas
psiquidtricas, e naqueles sob tratamento cronico, especialmente quando
a doenga provoca poucos sintomas, como por exemplo, a hipertenséo
arterial.

A falta de aderéncia pode ser suspeitada em Pacientes que nio
respondem a uma dose razodvel da droga, a qual pode ser confirmada
pela medida dos seus niveis plasmaticos ou urinarios.

O uso de drogas como instrumento para a reverséo de um quadro
patolégico, exerce um papel fundamental, ainda quando os
conhecimentos sobre os seus mecanismos de agao secjam limitados.
Entretanto, o constante desenvolvimento de drogas eficazes e seletivas,
mas potenclalmente perigosas, obriga ac estudo minucioso dos regimes
de dosificagéo.

Baseado nas premissas de que:

1. o efeito terapéutico de uma droga correlaciona-se melhor com a
concentragao plasmatica do que com a dose;

1i. existe uma faixa de valores de concentracao plasmaética na qual
a majoria dos pacientes experimenta um beneficio clinico méximo, com
efeitos téxicos e/ou colaterais minimos;

lii. por ajuste da dose e o tempo de administra¢do, com base nas
medidas de concentragio plasmética, o atinglmento e manutengao da
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" faixa terapéutica 6tima conduz a um beneficio para o paciente malor
daquele obtido s6 com a avaliacéio clinica;

surgiu a necessidade da monitorizagdo de drogas, cujo objetivo &
conseguir um controle individual sobre os aspectos jA expostos que
influenciam o efeito farmacoiégico de uma droga, atinginde no final um
regime 6timo de dosificagédo .

As técnicas analiticas utilizadas sao diversas e dependem,
principalmente, do tipo de composto, das suas carateristicas quimicas, ¢
do nivel de sensibilidade pretendido.

Entre elas encontram-se as seguintes: 1) testes colorimétricos, 2)
imunoensaios, 3} cromatografia em camada delgada, 4) cromatografia
gasosa, 5) cromatografia liquida de alta pressao, 6) espectrofotometria
(visivel, ultravioleta, fluorescéncia, infravermelho), 7) espectrometria de
massa, 8) espectrometria de ressonéncia magnética nuclear, 9) ensaios
biolégicos.

A maloria das drogas sdo monitorizadas pela concentragio atinglda
no plasma ou soro, mas isto nio deve ser tomado como regra geral, ja
que dependendo do tipo de droga, as vezes uma medida da concentragao
sanguinea, como por exemplo da ciclosporina, ¢ muito malis
representativa.

As concentragbes urindrias sdo ttels para avaliar a aderéncia ao
tratamento.

As concentracoes em saliva, apesar de ser um material abundante
e facil de colher, em poucos casos tem alguma correlagdo com a agédo
farmacol6gica. As concentracées sallvares de um fiormaco sio expressao
da porgao livre do mesmo. Mas os valores de concentragiao salivar
correlaclonam-se com os plasmaticos s6 na fase de eliminagéo, ou seja
quando a absorgdo ja fol completada e o equilibrio atingido entre os
diversos tecidos e flufdos (distribuigéo; Faglolino, 1990).

Comeo na malor parte dos casos os efeitos téxicos ou terapéuticos
de uma droga dependem da sua concentracao plasmatica, as diferencas
de blodisponibilidade entre formulagdes e/ou preparagées farmacéuticas
sao de relevancia clinica. Os problemas devidos a falta de bioequivaléncia
sao frequentemente encontrados nos pacientes submetidos a terapia a
longo prazo. Quando estes pacientes, estabilizados com um dadoe produto
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farmacéutico, recebem um substituto niao equivalente, nivels plasméticos

sub ou supraterapéuticos aparecem, resultando nas respectivas

auséncia de efeito terapéutico ou aparecimento de efeitos téxicos.

Para normatizar esta substituighio, a Food and Drug
Administration (FDA, EEUU; 1985} tem regulamentado os procedimentos
para a determinac¢io da biodisponibilidade de uma formulagdo ou
preparagao nova relativa a outra, tomada como referéncia.

Ao longo da presente tese sdo descritos dois estudos de avaliagédo
de bioequivaléncia entre formulagées do metronidazol (capitulo II) e do
verapamil (capitulo III}). Estes estudos foram realizados na Unidade de
Farmacologia Clinica "Miguel Servet" do Hospital das Clinicas (UNICAMP)
durante o periodo comprendido entre Julho de 1990 e Janeiro de 1991.



CAPITULO II:

BIOEQUIVALENCIA DE QUATRO
FORMULACOES DE METRONIDAZOL
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INTRODUGAOQ

O metronidazol [1 - (2-hidroxietil) - 2 - metil - 5 -nitroimidazol] é
um agente antibacteriano e antiprotozoario sintético amplamente usado
no tratamento de infec¢bes causadas por bactérias, amebas e tricomonas
(Brogden e col., 1978; Shank e Amerson, 1981). O metronidazol
encontra-se sob a forma néo-idnica em pH fisiolégico e € rapidamente
incorporado por organismos anaerdbicos e células (Muller e Lindmark,
1976: Brogden e col., 1978). Adiclonalmente, o metronidazol também
apresenta efeitos ant-inflamatérios tais como redugio do edema
inflamatério € alivio da dor em pacientes com tlcera de pele, e inibigdo
do edema de pata de rato induzido por formalina (Tanga e col., 1975). A
terapia tépica € efetiva para o tratamento da rosicea {Bleicher e col.,
1987; Gamborg Nielsen, 1988). O metronidazol parece ter alguma
atividade imunossupressora seletiva, com inibigédo de alguns, mas nao de
todos, parametros da imunidade celular, como por exemplo, a supressio
da formagdo de granuloma {Grove e col.,, 1977). Uma melhora na
migragao de neutréfllos in vitro foi reportada em pacientes com doenga de
Crohn, mas néo foi observado qualquer efeito nos leucéceitos de pacientes
normais (Gnarpe e col., 1981).

Em humanos, a droga ¢é completamente absorvida apés a
administragdo oral (pelo menos apés doses terapéuticas de até 2 g;
Anderson, 1981), e extensamente metabolizada pelo(s) citocromo(s) P-450
(alnda nao totalmente identificado(s); Loft e col., 1991). A oxidagio
mediada por P450 d4 origem a dois metabdlitos principais: o hidroxi-
metronidazol (tem aproximadamente 65% da attvidade farmacolégica do
metronidazol} € o derivado acético (inativo; Haller, 1982). A excregio
renal da droga in natura € a glucuronidagdo parecem ser vias de
eliminagao menos importantes (Ralph, 1983).

Como o metronidazol apresenta propriedades farmacocinéticas
atrativas como modelo de estudo do metabolismo xenobibtico, varios
estudos descrevendo diferentes métodos para a sua quantificagio tem
sido relatados: bioensalo (Ralph ¢ col, 1974), espectrofotometria,
cromatografia de camada delgada (TLC; Gattavecchia e col.,, 1981),
polarografia, cromatografia gasosa (GLC; Midha e col, 1973) e
cromatografia liquida de alta pressao (HPLC; Lanbeck ¢ Lindstrom, 1979;
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"~ Jensen e Qugler, 1983; Adamovics, 1984; Roux e col.,, 1984; Rona ¢
Gachalyi, 1987).

No presente estudo, os perfis farmacocinéticos de trés diferentes
doses de uma formulagdo de metronidazol ainda n&oc comercializada
(Trichomol) sdo comparados com o do comercialmente disponivel Flagylw
em voluntérios sadios, usando um método de HPLC de fase reversa.

MATERIAIS E METODOS
Seclegido dos voluntérios
" Quatorze voluntarios sadios do sexo masculing, tdade entre 19 e

30 anos (média = 24 = 3}, peso entre 55 ¢ 100 Kg (média = 73 + 3) e
dentro do 15% do peso corporal ideal, participaram do estudo. Todos os
voluntarios assinaram o termo de consentimento esclarecido (vide
APENDICE), e o protocolo clinico fol aprovado pelo Comité de Etica do
nosso Hospital Universitario (vide APENDICE).

Os voluntérios nao apresentavam sinais ou sintomas evidentes de
doengas  cardiaca, hepética, renal, pulmonar, neurolégica,
gastrointestinal, hematolégica ou psiquiatrica, com base na histéria
clinica, nos exames fisico e¢ psiquiatrico e nos seguintes exames
laboratoriais: glicemia, uréia, creatinina, SGOT, SCGPT, fosfatase alcalina,
gamma GT, colinesterase, bilirrubina total, proteinas totais , albumina,
acido urico, sédio, potéssio, cloreto, hemoglobina, hematéerito, contagem
total e diferencial de células brancas, velocidade de sedimentacio
eritrocitaria e exame de urina e protoparasitolégico.

Protocolo clinico

O estudo foi conduzide segundo um delineamento aleatério
cruzado de quatro periodos (vide sequéncia de administra¢io no
APENDICE), com um periodo de sete dias entre cada uma das doses
{"washout").

Ao longo de cada perfodo, os voluntérios foram hospitalizados as
23:00 h apdés um jantar padrao. Depois de uma noite de jejum,
receberam (as 8:00 h} uma dose tnica de metronidazol (comprimidos)
{200 mg (Tri200), 400 mg (Tri400), 500 mg (Tri500), ou Flagyl 400 mg



17
" {Fla400)] com 200 ml de 4gua potdvel. Quatro horas apés a
administragio, um almogo padriao fol servido, seguido de um jantar
padrao 10 h apdés a dose. Nio fol permitida a ingestdo de outros
alimentos durante o periodo de internacao. Apés o almogo, a
ingestdo de liquidos fol ad libitum, mas bebidas contendo xantinas
{incluindo cha, café e coca-cola) foram evitadas.

Anilise das concentragées plasmiticas de metronidazol

As amostras de sangue (3 ml} foram coletadas através de
"butterfly’ heparinizado colocado em veia antecubital cateterizada, e
colocadas em tubos contendo EDTA como anticoagulante 0, 0.5, 1, 1.5,
2,3, 6, 8 ¢ 12 h apés a administragao do metronidazol: . Os voluntarios
voltaram ao hospital na manhad seguinte para uma coleta de sangue
adicional de 24 h. As amostras de sangue foram centrifugadas a 2000 g
durante 5 min e os plasmas foram separados e guardados a -20 °C até
serem analisados. Todas as amostras pertencentes ao mesmo voluntario
foram analisadas num mesmo dia.

A curva padrao fol construida a partir de um plasma branco ao
qual foram adicionadas quantidades conhecidas de metronidazol.

As concentragdes plasmaAticas foram medidas por HPLC de fase
reversa com detecgdo por absor¢io no ultravioleta, segundo a descricéao
de Jensen e Gugler (1983).

50 ul do padrdo interno (tinidazol 25 ug/ml, dissolvido em etanol)
foram adicionados a 200 ul de plasma (pontos da curva padrio e
amostras dos voluntarios). ApGs a mistura, a desproteinizagido fol
realizada por adigdo de 50 ul de ZnSOy4 (solugdo aquosa 0.1 M). Os
tubos foram vigorosamente agitados em voértex durante 15 s e colocados
no freezer a4 -20 °C até congelamento. Posterlormente os tubos foram
centrifugados (2000 g durante 10 min), ¢ 20 ul da fase sobrenadante
foram injetados no cromatégrafo.

Os sistemas isocraticos de HPLC utilizados foram os seguintes:
bomba Waters M450 acoplada a um detector UV-visivel Dupont (série
8800) com sinal de saida registrado num registrador potenciométrico;
bomba Milton Roy (Constametric 3000) acoplada a detector UV-visivel
LDC Analytical (spectroMonitor 3100} e sinal de saida registrado num
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" integrador computadorizado Milton Roy CI4000. Um injetor automatico
de amostras Milton Roy autosampler foi utilizado com este tltimo
sistema. : .

A coluna utilizada foi de fase reversa, C1g, 250 x 4.6 mm, tamanho
meédio de particula 10 um, precedida por uma pré-coluna (fase reversa
C1g. 15 x 4.6 mm, 7 ym).

A fase movel [tampao KHoPO4 (5 mM, pH 4.5) / metanol /

tetrahtdrofurano (82.6 / 16.5 / 0.9})] fol bombeada a um fluxo de 1.4
ml/min, e os picos de metronidazol e tinidazol foram detectados a 324
nm (sensibilidade, 0.02 AUFS).

- As razdes das alturas dos picos de metronidazol / padrao interno
foram obtidas. As concentragdes plasmaticas das amostras foram
derivadas a partir da equagao de regressio da reta obtida com a curva
padréo (concentragdo de metronidazol em fun¢io das razdes de alturas).

Anailise Estatistica ¢ Farmacocinética

As curvas individuais de concentragio plasmatica de metronidazol
em fungio do tempo foram obtidas para cada uma das formulagdes. A
constante de eliminag¢do terminal de primeira ordem (K,) foi estimada a
partir da equagio de regressao linear entre o logaritmo da concentragéo

(foram selecionadas aquelas que descreviam uma fase terminal de
decaimento linear) e o tempo. A estimativa da mela-vida (T; /2) fol

derivada a partir desta constante de eliminagéo (In2 / Kp).

A concentragdo maxima atingida (C,,4) € o tempo ao qual a
mesma aparece (T,,5,) foram obtidas. As Aarecas sob as curvas de
concentragao de metronidazol-tempo desde O a 24 h (AUC(qg.o4) foram
calculadas aplicando a regra linear dos trapézios (vide APENDICE). A
extrapolagdo desta 4area a tempo infinito (AUCIO-inﬂ) fol realizada
somando o valor C94/Kg & AUC|_94) previamente calculada (onde Coy

corresponde a concentragio plasmatica 24 h apés a dose).
Os dados obtidos de C_, ., e AUC[0_2 4) (e as razdes individuals

entre formulagdes) foram analisados estatisticamente utilizando testes
paramétricos (teste de ANOVA de uma via para dados ndo-transformados
e transformados por logaritmo) e nao-paramétricos (teste de Wilcoxon;
Steinijans e Diletti, 1985), '
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Os segulntes softwares foram usados:

Bioequivalence Program For Two-Perlod Cross-Over Studles
Version 3.4., January 29, 1990 by .Herman P. Wijnan ,Holanda.

SIPHAR - An integrated computer system for pharmacokinetic data
analysis, by SIMED, Franga.

Todos os valores foram expressos como média + EP exceto quando
especificado de outra forma.

RESULTADOS

Todas as formulagdes de metronidazol foram bem toleradas, nao
tendo sido registradas gqualsquer intercorréncias. Os valores de
laboratério clinico apds o estudo permaneceram dentro do intervalo de
valores de referéncia.

A figura 1 mostra um exemplo dos cromatogramas obtidos. Os
tempos de retengao foram 4.6-4.9 min para o metronidazol e 6.0-6.4 min
para o padrao interno. O limite de sensibilidade sob as nossas condigoes
experimentais fot 0.05 ug/ml. A curva de calibragdo foi linear na falxa
0.05 a 25 ug/ml, os coeficientes de regressio foram iguais ou maiores
que 0.999 e os interceptos nao foram significativamente diferentes de
zero. A variagho Inter-ensaio (como coeficiente de variacido percentual,
%CV} variou entre 1.1 e 3.2% para concentragdes de metronidazol na
faixa de 0.7-18.5 ug/ml, e alcangou o 15% para as concentracées
menores que 0.4 ug/ml (n=9). Dez amostras de cada valor de
concentragao: baixo (0.4 ug/mil), médio (1.85 ug/ml) e alto (12.8 ug/mi)},
foram ensajadas durante a mesma corrida cromatografica, € os valores
de %CV intra-ensaio obtidos foram 1.6, 1.1 ¢ 3.0%, respetivamente .

As curvas individuais de concentragido plasmatica de metronidazol
em fungao do tempo sdo mostradas no APENDICE. A figura 2 mostra as
curvas das médias das concentragdes plasméaticas de metronidazol em

funcao do tempo para as quatro formula¢des (dados da tabela I). Nao
foram observadas diferengas significativas entre valores de T,,,. obtidos

(tabela III}. Como é mostrado nesta tabela, os valores médios de T, /2

situaram-se na faixa 10.1 a 12.6 h com superposi¢éo dos intervalos de
confianga do 95%.
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Os valores das médias arltméticas de C,,, para Tri200 , Tri400,

Fla400 e Trib00 foram 4.5 ,10.2, 9.5 e 12.2 ug/ml, respetivamente
(tabela III). As médias geométricas das razbes individuais de Cyy, 5 foram

calculadas, assim como seus intervalos de confilanga de 90 e 95%.
Nenhum intervalo de conflanga. das razbes percentuals de C max entre

quaisquer das formulagbes situou-se comprendido na faixa 80-120%,
segundo determinado por estatistica paramétrica e nao-paramétrica
(Tabela II).

As médias aritméticas das AUC[0_24] foram comparadas entre as
formulagbes, e diferengas estatisticamente significativas foram
encontradas entre Tri200 e Tri400 (49.5 x 3.6 vs 106.6 + 9.0; p<0.001),
Tri200 e Fla400 (96.4 + 4.6; p<0.001), Tri200 e Tri500 (134.7 * 7.8;
p<0.001), Tri400 e Tri500 (P<0.05) e entre Fla400 e Tri500 (p<0.001).
Nao houve diferencas significativas entre Tri400 e Fla400 (tabela II}. A
tabela Il mostra que os intervalos de conflanga das razdes percentuais de
AUC(g.94) para Tri400/Fla400 coincidiram com a faixa 80-120%. As
razées para Tri400/Tri200, Tri500/Tri200, Tri500/Tri400,
Tri500/Fla400 e Tri200/Fla400 ficaram excluidas da failxa considerada
de bioequivaléncia. A analise da variancia nao mostrou efeito significativo
devido ao periodo.

As figuras 3 e 4 mostram as correlagdes entre a dose ingerida e as
Cmax (r=0.69, df=54) e AUC|g.g4) (r=0.77, df=54) individuais,
respectivamente, sendo ambas inclinagées significativamente diferentes
de zero (p<0.C01).
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DISCUSSAQ
O uso do ZnSO4 para a precipitagio de proteinas seguido de
congelamento e centrifugagdo” resultou num  sobrenadante
suficientemente lmpo que pode ser injetado diretamente na pré-coluna
sem perda consideravel de eficiéncia ou aumento na presséo do sistema
cromatografico, mesmo ap6s mais de 500 analises. O uso de um injetor
automético foi possivel devido & auséncla de formacgéo de precipitados
tardios durante o periodo de um dia normal de trabalho. Estas
consideragbes permitiram evitar o empregoe de solventes organicos para a
extragao (Lanbeck e Linstrom, 1979; Roux e col., 1984), assim como
materiais tao custosos como colunas adsorventes de silica ou
membranas para ultrafiltraciao (Adamovics, 1984).

A correlagdo entre a dose ingerida e os valores individuais de
Cmax € AUC [0-24] € @ sobreposicio das faixas das médias de Ty /2 € as

medianas de Ty, indicam que nio existem quaisquer diferencas nos

perfls de absorgao €/ou eliminagao entre as formulagdes testadas.
As conclusoes sobre a bioequivaléncia das formulagdes foi baseada

nos requerimentos da FDA (1985), como por exemplo a anélise
farmacocinética dos valores de Cp ., e AUC(g.24]). Os tratamentos

estatisticos dos dados de Chax € AUC[O,24]. bem como as razoes

individuais, mostraram resultados semelhantes, seja quando testes
paramétricos ou nio paramétricos foram utilizados.

Em sintese, no presente estudo ndés usamos uma metodologia de
HPLC que ofereceu as vantagens de ser tdc precisa, reproduzivel e
sensivel quanto outras descritas na literatura que requerem, entretanto,
volumes de amostra tdo grandes quanto 1 ml (Adamovics, 1984; Roux e
col., 1984; Rona e Gachalyi, 1987). Este método simples e rapido permite
a analise de todas as amostras pertencentes ao mesmo voluntario no
mesmo dia, evitando assim as variagdes Inter-dias. Os nossos resultados
demostraram que a formulagio Tri400 € bioequivalente a formulagio
comercial Flagyl 400 mg, segundo os requerimentos da FDA.
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Figura 1 - Cromatogramas tipicos de HPLC mostrando: (a)
amostra de plasma previo 2 administragdo do metronidazol, (b} amostra
de plasma obtida 8 h apés uma dose de 500 mg de metronidazol
(concentragao , 7.8 ug/ml}. I, Hidroximetronidazol ; II, metronidazol ; III,

tinidazol {padrao interno).
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Figura 2 - Concentragdes plasmaticas médias de 4 formulagbes
de metronidazol em fun¢éo do tempo. Os dados correspondem a média
de 14 voluntarios. Tri200 = Trichomol (200 mg); Tri400 = Trichomol (400
mg}; TriS00 = Trichomol (500 mg); Fla400 = Flagyl (400 mg).
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Figura 3 - Dados individuais de Cpay em fungio da dose de
metronidazol ingerida. (r=0.69, p<0.001, df=54)
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Figura 4 - Dados Individuais de AUCig.94) em fung¢éo da dose de
metronidazol ingerida. (r=0.77, p<0.001, df=54)
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Tabela 1 - Concehtragf)es plasméﬁcas de metronidazol [média (DP);
#g/ml] de quatro formulagdes para quatorze voluntarios humanos.

Tempo| Tri200 n Tri400 n Tris00 n Fla400 n
(h)
0 0.0(0.0) |14 | 00(0.0) | 14 | 0.0(0.0) | 14 | 0.0(0.0) | 14
0.5 34(15) |14 ] 74(49) | 14| 82(4.8) | 14 | 5.2(4.5) | 13
1 4.6(39) | 141 6.8(1.9) | 14 110.0(3.0)| 13| 7.3(3.7) | 14
1.5 39(1.1) |13 | 7.6(2.4) {14 |10.1(3.3)| 14 | 7.4(2.9) | 14
2 3.7{09) ;12 | 7.5(1.8) | 14 | 10.5(3.3)| 13 | 7.1(2.2) | 14
3 28(08) |14} 7727 [ 14§ 95(26) |14 ] 7.1(2.7) | 14
6 2.8(06) | 14 | 6.1(2.2) | 14| 76(2.2) |14 | B.B(1.2) | 14
8 24(07) 114 | 5.4(2.3) | 14 | 6.8(1.1) | 14 | 4.9(1.0) | 14
12 1.7(06) | 14 | 3.9(1.5) | 14 § 5.1(1.1) | 14 | 3.5(0.8) | 14
24 0.9(06) | 14§ 20(14) |14 ) 2.2(1.1) | 14} 1.6(05) | 14
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Tabela Il - Andlise estatistica das razbes individuais de AUC[0,24] €
Cmax Para as quatro formulagdes de metronidazol.

RAZAO | Tri200/Flad00 | Trid00/Flad00 | Tri500/Fla400 | Trid00/Tri200 | Tri500/Tri200 | TriS00/Tri400

AUCro-24)

Média geom 50.6 106.9 139.3 211.3 2755 130.4
IC90% (np)| 45.9-55.6 | 9481183 | 126.3-152.8 | 194.2-234.8 | 254.2-305.2 | 116.8-143.7
IC90% (p) | 46.5-55.1 96.9-117.9 | 127.9-151.7 | 191.9-282.7 | 251.7-301.4 | 118.4-1435
IC95% (p) | 45.6-56.1 94.8-1205 | 125.5-154.6 | 187.8-237.7 | 246.8-307.4 | 115.9-146.6

CITIBX

Média geom 485 109.6 126.2 215.9 260.2 1205

IC 90% (np)| 43.8-54.1 92.0-136.6 | 110.2-146.7 | 185.7-2501 | 240.7-296.4 | 103.2-146.3
IC90%(p) | 43.953.6 | 91.8-130.7 | 108.4-146.8 | 196.2-247.8 | 229.5-294.9 | 102.5-141.6
IC95% (p) | 42.9-54.7 | 88.3-1359 | 104.9-151.8 | 182.5-255.4 | 223.3-303.2 | 99.0-146.7

np, Anélise nao-paramétrica segundo Steinijans e
andlise paramétrica ; IC, intervalo de conflanga

Diletti (1985): p.




Tabela I -

Principais parametros farmacocinéticos de quatro

formulagdes de metronidazol obtidos em 14 voluntarios normais sadios.

Tri200 Tri400 Tris500 Fla400
AUC(g.24) (ug h mt'1)
média aritmética 49.5 106.6 134.7 96.4
(EP) (3.6) (9.0} (7.8) (4.6)
AUC(q.inf) (ug h ml'l)
média aritmética 67.7 119.6 169.8 121.7
EP) (8.8) (10.9) (13.6) (6.7)
Cmax (rg/ml)
média aritmética 4.5 10.2 12.2 9.5
EP) (0.2) (1.0) (1.0) (0.6)
Ty/2 W _
média aritmética 10.8 12.6 10.1 10.2
IC 95%) (8.0-13.6) | {(6.8-18.4) { {8.5-11.7) | (8.5-12.9)
Tmax W
mediana 1.5 | 1.6 1.5 1.5
[faixa] {0.5-3) [0.5-8] [0.5-3] - [0.5-3)




CAPITULO HI:

BIOEQUIVALENCIA DE DUAS FORMULACOES
DE VERAPAMIL
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INTRODUCAO

O verapamil, 5-{(3,4-dimetoxifenetil) metllamino]- 2- (3,4-
dimetoxifenil)-2- isopropilvaleronitrila, ¢ um bloqueador dos canals
lentos de calcio (Fleckenstein, 1977) amplamente usado como agente
antiarritmico para controle das taquiarritmias supraventriculares
(Krikler e Spurrel, 18974; Singh e col.,, 1980). Devido aos seus potentes
efeitos vasodilatador e inotrépico negativo, ¢ também usado no
tratamento da hipertenséo ¢ doenga cardiaca isquémica (Anavekar e col.,
1981; Gould e col., 1982).

O verapamil existe como mistura racémica das formas
enantioméricas L € D, das quais a forma L é dez vezes mais potente que o
isomero D (Raschack, 1976).

Quando administrado por via oral (como clorhidrato), é quase
completamente absorvido a partir do trato gastrolntestinal
(aproximadamente 90%; Schomerus e col.,, 1976), mas apenas 20% da
dose alcanga a circulacdo sistémica (na qual se encontra 90% ligado as
proteinas plasmaéticas; Mc Gowan e col.,, 1983) devido ao rapido
metaboliso de primeira passagem (Schomerus e col.,, 1976; Mc Allister
e Kirsten, 1982). Quando sido administradas formulag¢bes de lberacédo
prolongada, consideraveis variagoes interindividuais sdo observadas nas
concentragdes plasmaticas (Woodcock e col., 1980).

A N- e O-desalquilagido d4 origem a, aproximadamente, doze
metabdlitos, dos quais o N-desmetilverapamil (norverapamil) ¢ ¢ tinico
que aparece no plasma em conceniragbes malores que tracos
(Neugebauer, 1978). Os metabélitos sdo excretados na urina (70%) e
fezes (15%), e menos de 5% do verapamil é excretado (n-natura durante
um periodo de 48 h apés uma dose (Schomerus e col., 1976; Eichelbaum
e col., 1979).

Varijos trabalhos t€m mostrado que as concentragdes plasmaticas
de verapamil correlacionam-se fortemente com as variacdes nos
intervalos P-R do ECG em humanos (Eichelbaum e col., 1980; Somogyi e
col., 1981), assim como com as varlagdes no fluxo coronarianc observado
em cies anestesiados (Neugebauer, 1978), motivos pelos quais, as
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 concentragbes plasmaticas de verapamil sdo de relevancia clinica para o
ajuste de dose.

Neste capitulo comparam-se as biodisponibilldades de duas
preparagétes de verapamil de liberagdo prolongada (uma formulagio teste
nao comerclal contra outra. formulagdo comercial tomada como
referéncia) em voluntarios adultos, utilizando um método de
cromatografia liquida de alta pressdo (HPLC) com detecgdo por
fluorescéncla para medir as concentragdes de verapamil nas amostras
plasmaticas.

MATERIAIS E METODOS

Selecio dos voluntérios

Participaram do estudo quatorze voluntarios sadios do sexo
masculino, com idade entre 21 e 45 anos (média = 27 + 6), peso entre 55
e 95 Kg (média = 79 + 13) e dentro do 15% do peso corporal ideal. Todos
os voluntarios assinaram um termo de consentimento esclarecido (vide
APENDICE), e tendo o Protocolo Clinico sido aprovado pelo Comité de
Etica do Hospltal das Clinicas da UNICAMP (vide APENDICE).

A higidez dos voluntarios fot avaliada segundo descrito no capitulo
II, sendo que os voluntarios foram submetidos a exame
electrocardiografico antes da administragdo de cada comprimido.

Protocolo clinico

O estudo foi realizado de acordo com um delineamento cruzado
aleatorio de dois periodos (vide sequéncia de administragdo no
APENDICE}, com sete dias de intervalo ("washout") entre as doses.

Durante cada periodo, os voluntarics foram hospitallzados as
23:00 h havendo ja recebido uma refeigédo padrao, e depois de uma noite
de jejum receberam, as 8:00 h, uma dose tnica de verapamil 240 mg
(comprimido) [Geangin retard 240 mg (Gea; formulagédo teste), ou
Dilacoron 240 mg retard (Dil; formulagdo de referéncia)] com 200 ml de
agua. Trés horas apdés a administragido, receberam 200 ml de 4gua, mas
abstiveram-se de alimento nas 4 h seguintes a4 administragdc do
farmaco, quando receberam uma refeicio padrao. Um jantar padriao fol
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" servido 10 h apoés a dose. Nao foram permitidos outros alimentos durante
o periodo de internacao. '

Alimentos liquidos foram permitidos ad lbitum apés o jantar, mas
bebidas contendo xantinas (Incluindo cha, café, coca cola) foram
evitadas. Ao longo das 6 primeiras horas apos a ingestdo do verapamil, a
fungao cardiaca foi continuamente monitorizada por ECG.

Anilise das concentragoes plasméticas de verapamil

As amostras de sangue (5 ml) foram colhidas 0, 0.5, 1, 1.5, 2, 3, 4,
6, 8, 10, 12, 16, 20 ¢ 24 h ap6s a administragac do verapamil, através de
"butterfly" heparinizado colocado em veia antecubital, e colocadas em
tubos contendo EDTA.

As amostras foram centrifugadas a 2000 g durante 5 min e o
plasma fol separado e mantido a -20 9C até serem processados para
analise do farmaco. Todas as amostras pertencentes a um mesmo
voluntério foram analisadas no mesmo dia, a fim de evitar as varlactes
inter-ensalo. A curva padréo foi construida por adigdo de quantidades
conhecidas de verapamil a um plasma branco.

As concentracbes plasmaticas de verapamil foram medidas por
HPLC com detecg¢ao por fluorescéncia.

A 1ml de plasma (curva de calibragdo e amostras de voluntarios),
foram adicionados 200 ul do padréao interno (flecainida, 3 ug/ml) e 50 ul
de NaOH 1 M. Apés breve agitagdo por vértex, foram agregados 3 ml de
n-heptano € a extracao realizada por agitacao com vértex durante 1 min.
Os tubos foram depois centrifugados (2000 g durante 5 min) ¢ a fase
organica transferida a outra bateria de tubos secos para serem re-
extraidos com 400 uxl de tampao NaH,PO4 0.05 M, pH 4.5 por agitagio
com vértex durante 1 min. Depois de uma breve centrifugagao (2000 g
durante 2 min), a fase organica foi descartada e 200 ul da fase aquosa
foram injetados no cromatdgrafo. A cromatografla fol realizada usando
uma coluna de fase reversa Cg, 250 x 4.6 mm (Lichrospher 100 RP-8),

tamanho médio de particula de 5 um, precedida por uma pré-coluna
(fase reversa Cjg. 15 x 4.6 mm, 7um. A fase mével [tampao NaHoPO4

(0.05 M, pH 4.5) / acetonitrila = 55 / 45] fol bombeada a um fluxo de 1
ml/min. Os picos de verapamil e flecainida foram detectados por
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" fluorimetria (filtro de comprimento de onda de excitagao = 214 nm;
comprimento de onda de emisséao = 326 nm).

As concentragoes de verapamil foram calculadas segundo o método
do padréao intermo descrito no capitulo II.

O sistema isocratico de HPLC utilizado consistia de uma bomba
(Constametric 3000) acoplada a um detetor fluorimétrico (fluoroMonitor
III} e o sinal de saida era registrado num integrador computadorizado
(CI4000), todos fabricados pela Milton Roy.

Andlises estatistica ¢ farmacocinética

A partir das curvas individuals de concentragido plasmatica de

verapamil em fung¢ao do tempo, foram obtidos os valores de Cmax' Tmax

e AUC[0_2 4] para cada formulagio segundo a descri¢éo felta no capitulo
11.

A anilise estatistica para a avallagdo da bicequivaléncia, assim
como os softwares empregados, ja foram detalhados no capitulo 11.

Todos os valores sao expressos como média aritmética + D.P.,
exceto quando especificados de outra forma.

RESULTADOS

Nenhum efeito adverso fol relatado com quaisquer das formulagdes
de verapamil. Os resultados dos exames laboratoriais realizados apés o
ensaio clinico permaneceram dentro da faixa dos valores de referéncia.
Nao houve alteracbes na monlitorizagdo por ECG durante o periodo
observado.

A figura 5 mostra um exemplo de cromatograma obtido. Os tempos
de retengéo foram 10.2-10.8 min para o padrao interno, 13.0-13.6 min
para o norverapamil € 14.2-14.9 min para o verapamil. O lmite de
sensibilidade sob as nossas condigoes fol de 5 ng/ml. A varlacéo inter-
ensaio (%CV) situou-se na faixa 1.7-8.7% para concentragdes de
verapamil variando de 5.0 até 300 ng/ml. Dez amostras de concentragao
baixa (10 ng/ml), média (100 ng/ml) e alta (300 ng/ml) foram analisadas
durante o mesmo ensaio, € os %CV intra-ensato obtidos variaram entre 2
e 4%. As curvas de calibragho apresentaram-se lineares na faixa de
concentragbes 10 - 300 ng/ml, e os coeficientes de regressiao obtidos
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* foram iguais ou majores que 0.998, com o intercepto mnao
significativamente diferente de zero.

A maioria dos voluntarios mostraram concentra¢coes plasmaticas
de verapamil ndo detectaveis até 1 h apés a administragéo, conforme
ilustrado pelos dados de concentragdes médias (tabela IV e figura 6) e
individuais (vide APENDICE). A tabela V mostra os principais parametros

farmacocinéticos para ambas formulag¢des. Nao foram observadas
diferengas entre as formulagbes em relagdo aos Ty 54 existindo

superposi¢ao entre as faixas de valores. As Cp, ... individuais, bem como

as suas razbes, apresentaram uma ampla faixa de valores, resultando
assim em diferengas estatisticamente nao-significativas entre
formulagdes, tanto quando analisadas como dados néo-transformados
bem como transformados por logaritmo (tabelas V e VI). Os dados
individuais de AUC[0_24] apresentaram também uma grande disperséo,
mas as razdes individuais entre as duas formulagdes (quando analisadas
apés transformagéo por logaritmo) foram suficientemente grandes para
mostrarem diferengas significativas quando analisadas tanto por testes
paramétricos como ndo-paramétricos (tabela VI). O efeito do periodo nao
fol significativo, segundo o resultado do ANOVA.

DISCUSSAO

A extragdo do verapamil do plasma por solventes organicos a pH
alcalino tem sido relatada em vérias publicacées (Harapat e Kates, 1979;
Cole e col., 1981; Piotrovskii e col., 1983; Kacprowicz e col., 1985; Kapur
€ col, 1985; Chu e¢ Wainer, 1989). Em algumas delas, relata-se a
evaporagao da fase organica e a posterior ressuspenséo do residuo com
fase mével (Chu e Wainer, 1989). Outros reportam um segundo passo de
extragio com uma solugdo aquosa 4cida (Harapat e Kates, 1979; Kapur ¢
col., 1985), e ainda um terceiro passo de extragdo com solvente organico
apés a alcalinizagdo da fase aquosa (Kacprowlicz e col., 1985). Cole e col.
(1981} Injetaram diretamente uma aliquota do primeiro extrato orglnico
no circuito cromatografico, mas este procedimento somente € possivel
quando a cromatografia € de fase normal. Sob as nossas condigdes, uma
dnica extracdo com posterior evaporagido do n-heptano, néo rendeu um
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* cromatograma livre de picos interferentes aos tempos de retengédo dos
compostos de Interesse, sendo portanto incapaz de detectar pequenos
valores de concentracdo como aqueles que aparecem nos primeiros
pontos da curva concentragcao-tempo.

Nos procedimentos reportados de dupla extragdo usam-se solugées
de Acidos fortes para re-extrair o verapamil do solvente orgénico, tais
como Aacldo sulfarico ou fosférico 0.1 M. Nés verificamos que estas
solugbes extraem nido somente o verapamil, mas também substincias
interferentes menos basicas que o verapamil. Apesar do fato que estes
procedimentos ddo uma recuperagdo maior do verapamil, o segundo
passo de extragdo com uma solugdo tamponada de pH 4.5 deveria deixar
menos que 0.1% do verapamil na forma nao-ionizada (e portanto na fase
organica), segundo calculos baseados em dados de pH de solugdes de
clorhidrato de verapamil. Qutra vantagem desta escolha ¢ o fato de que
tem a mesma composigdo da porgao aquosa da fase mével, resguardando
portanto a coluna de mudangas de pH.

A detecgao do verapamil por absorbancia UV tem sido reportada
por Rustum (1990). Este método apresenta a principal desvantagem de
ser escassamente sensivel quando se anallsam amostras de baixa
concentragdo, como aquelas encontradas nos primeiros momentos ap6s
a administragdo de uma dose tinica de verapamil de liberagao retardada.
Outro inconveniente é a necessidade de uma exaustiva purificagio dos
reagentes, assim como o cuidado especial na lavagem do material de
vidro, utilizados na desproteinizagdo das amostras. A vantagem da
fluorescéncia reside no bem estabelecido espectro de emisséo e absorgio
do verapamil, e a falta de substancias com este padrao nas amostras de
plasma apés a extragdao. Embora a maioria dos autores que utilizam este
método de detecgdo, usam um reagente quimicamente relactonado ao
verapamil como padrao interno (5-[(3,4-dimetoxifenetil) metilamino]- 2-
(3,4- dimetoxifenyl)-2- isopropilbutironitrila), a flecainida por nés
utllizada demonstrou ser um bom substituto. Apesar do seu tempo de
retengdo ser mas curto do que do verapamil e norverapamil, o perigo de
uma superposi¢gdo com algum metabolito foi superado com uma limpeza
adequada da amostra.
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Os C,ax Variaram amplamente entre os voluntarios, assim como

os tempos de ocorréncia (Tyyax): Tazéo pela qual néo foram encontradas
diferengas significativas. Contudo, valores de Ci ¢ € Tpax malores
foram a tendéncia para a formulagdo Gea.

Também as AUC|g.94) mostraram um alto grau de varlabilidade,
mas quando as razdes Iindividuals foram analisadas ap6s uma
transformagéo por logaritmo, os intervalos de conflanga de 90% das
médias nao incluiram significativamente o intervalo 80-120%, como é
condi¢do para concluir a bioequivaléncia entre formulagoes. Esta ultima
inferéncia € reforcada pelas probabilldades dadas pelo teste de t duplo
monocaudal (tabela VI).

Em resumo, no presente estudo desenvolveu-se uma metodologia
de HPLC suficlentemente sensivel, reproduzivel e facil para analisar
amostras de plasma provenientes de voluntarios apés a ingestio de uma
Unica dose de 240 mg de verapamil. As conclustes sobre a falta de
bioequivaléncia entre o Dilacoron 240 mg retard e o Geangin retard 240
mg foram baseadas nos requerimentos da Food and Drug Administration
(1985).
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Figura 5 - Cromatogramas tipicos de HPLC mostrando: {a) amostra
de plasma prévio & administr¢do do verapamil, (b) amostra de plasma
ap6s a ingestio de 240 mg de verapamil. I, Flecainida (padrio interno);
II, norverapamil; 1il, verapamil.
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Tabela IV - Concentragbes plasméticas de verapamil [média (DP)

em ng/ml] das duas formulagdes de liberacdo prolongada de verapamil
(240 mg) para quatorze voluntarios -

Tempo (h) Gea n Dil n
0 0 (0) 14 0(0) 14
0.5 5(10) 14 1(3) 14
1 23 (31) 14 9 (10) 14
1.5 43 (56) 14 18 {21) 14
2 §7(50) | 14 32 (41) 14
3 87 (80) 14 59 (59) 13
4 93 (62) 14 81 (86) 14
6 98 (86) 14 74 (58) 14
8 79 (41) 14 67 (68) 14
10 66 (37) 14 45 (30) 14
12 46 (23) 14 31(19) 14
16 28 (15) 14 25 (23) 14
20 18 (12) 14 15 (12) 14
24 15 (10) 14 13 (12) 14
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Tabela V - Principais parametros farmacocinéticos de duas
formulagdes de liberagdo prolongada de verapamil obtidos em 14

voluntarios normais sadios.

-

Gea Dil
AUC[g.24j (ng h mi-1)
média aritimética 1142 863
média geométrica 995 696
(%CV) 634 (55.5) 596 (69.0)
Cmax (ng/mi}
média aritmética 126 112
média geométrica 102 86
(%CV) 94 (74.4) 87 (78.2)
Tmax (h)
mediana 6 4
{faixa) (3-12) (3-6)
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Tabela VI - Analise estatlstica das razoes individuals de AUC[g.24)
e Crhax para as duas formulagdes de liberagdo prolongada de verapamil.

(IC: intervalo de conflanga; np: nao paramétrico)

1985)

Razodes Gea/Dil AUC[0.24] Cmax
Média aritmética 1.324 1.130
IC 90% (Westlake, 1976) 0.459-1.541 0.564-1.436
1C 90% (Mandallaz e Mau, 1981) 1.033-1.726 0.787-1.651
Teste de t duplo monocaudal
P{0.8<r<1.2} 0.226 0.550
P{r<0.8} 0.003 0.074
P{r>1.2} 0.771 0.375
P{0.75<r«<1.25} 0.326 0.656
P{r<0.75} 0.002 0.050
P{r>1.25} 0.672 0.293
Média geométrica 1.430 1.186
1IC 90%(Westlake, 1976) 0.226-1.774 0.435-1.565
1IC 90% (classico) 1.077-1.898 0.824-1.706
Teste de t duplo monocaudal
P{0.8<r<1.2} 0.145 0.484
P{r<0.8} 0.002 0.040
P{r>1.2} 0.853 0.477
P{0.75<r<1.25} 0.207 0.577
P{r<0.75} 0.001 0.022
P{r>1.25} 0.792 0.400
IC 90% (np} (Steinijans e Diletti, 1.060-1.675 0.797-1.685




CAPITULO IV:

DISCUSSAO GERAL
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Segundo a Food and Drug Administration (1985),
biodisponibilidade é a velocidade e quantidade a qual o ingrediente
ativo de uma droga ou espécle terapéutica é absorvido a partir de um
produto farmacéutico para ser disponfvel no sitio de ag¢do da droga. A
biodisponibilidade usualmente ¢ determinada por medida: 1) da
concentragdo do ingrediente ativo da droga, ou espécie terapéutica, ou
do(s) seu(s] metabdlito(s), em fluidos bioldgicos, como uma Jungdo do
tempo; 2) da excre¢do urindria da espécle terapéutica ou do(s} seu(s)
metabdlito(s), como uma fungdo do tempo, ou 3) de um efeito_farmacoldgico
agudo apropriado. A aproximagdo mas sensivel, exata e reproduzivel para
determinar a bilodisponibilidade de um produto é o teste in vivo em
humanos, por medida da concentragdo do ingredlente ativo da droga ou
espécle terapéutica ou do(s} seu(s) metabdlito(s), em sangue total, plasma,
soro, ou outro fluldo bioldgico apropriado, em fungGo do tempo. Esta
aproximagdo é particularmente aplicdvel a aquelas formas que fornecem o
ingrediente atlvo da droga ou espécie terapéutica & corrente sanguinea
para distribuicdo sistémica dentro do corpo, como por exemplo, drogas
injetdvels, a maloria das formas orals, a maloria dos supositérios, certas
drogas administradas por inalagdo, e algumas drogas administradas por
aplicagdo local nas membranas mucosas.

Equivalentes farmacéuticos sdo produtos que contem
quantidades idénticas do mesmo Ingrediente ativo da droga, por exemplo o
mesmo sal ou éster da mesma espécle terapéutica, em idénticas formas
Jarmacéuticas, mas ndo necessarlamente contendo 0s mesmos
ingredlentes inativos, e que apresentam a mesma qualidade, pureza,
poténcia, uniformidade de conteiido e velocidade de desintegrac¢do e/ou
dissolug¢do.

Produtos bioequivalentes sdo equivalentes farmacéuticos cuja
velocidade e grau de absor¢do ndo mostram diferengas significativas
quando sdo administrados na mesma dose molar da espécle terapéutica
Sob condi¢oes experimentats similares, seja como dose tinica ou muiltipla.
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Se o objetivo final ¢ decidir se duas formulagbes sao absorvidas de

maneira similar quando administradas em humanos, a priorl poderia-se
esperar que os dados de desintegragio e dissolugdo observados in vitro
estejam correlacionados com a absorgao que ocorre in vivo. Isto seria
atimo se levassemos em consideragéo o risco ndo desprezivel € custo
econdmico que envolve todo estudo clinico de bioequivaléncia. Nesse
contexto, varios trabalhos tem sido publicados (Langenbucher, 1982a,
1982b; Langenbucher e¢ Moller, 1983a, 1983b), mas a complexidade dos
algoritmos e o excesso de suposigdes feltas em relagio ao ildeal do modelo
biolégico suposto, fazem destas proposigbes teoremas de matematica
aplicada de reduzida aplicabilidade farmacolégica.

Por outro lado, a grande variabilidade individual na resposta a
uma dada droga (exposta no capitulo I), ¢ acompanhada de uma grande
variabllidade individual no comportamento farmacocinético. Portanto
dificulta-se a decisdo sobre a bioequivaléncia de diferentes formulagoes,
apesar do extremo cuidado nas condigdes experimentais.

A FDA (1985) admite uma diferenga de até 25% nas
biodisponibilidades de "batches" diferentes de um mesmo produto, para
serem considerados bioequivalentes. Ou seja, que 0 mesmo critério teria
aplicagio sobre produtos equivalentes de diferentes marcas.

A  Dblodisponiblitdade comparativa entre duas _formulagdes
administradas como doses tinicas, a partlr de dados de concentragdes
sangufneas, deve ser determinada a partir dos valores de concentragdo
mdxima atinglda pela espécie farmacologicamente ativa, e a drea sob a
curva. Em estudos que comparam formulagdes orals, os tempos de coleta
de amostras devem ser idénticos.

Estes requerimentos da FDA foram seguldos, assim como outros
referentes a voluntarios, que incluim higidez e administragdo dos
fArmacos em jejum, € ao delinearmento do protocolo clinico.

Mas apesar de levar em consideragio e cuidar de todos os detalhes
ja enunciados, a variabilidade inter-individuos, e também aquela
variabilidade biolégica ndo controlavel de cada individuo fazem que até
hoje discuta-se e proponha-se testes estatisticos quase exclusivos para
analise dos dados deste tipo de estudos.
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Basicamente, os testes estatisticos aplicados dividem-se em dois
grupos: os paramétricos (levam em consideragdo algum tipo de
distribuigao populacional), € os nao-paramétricos (Independentes do tipo
de distribuigao).

O objetivo de todos esses métodos é o mesmo: obtida uma razao
(formulagido teste / formulagdo de referéncia) para Cpax e/ou AUC,
expressa como um valor médio (transformado por logaritmo ou nao)
contido num intervalo de confiangca de prohabilidade variavel (90 ou
95%), analisar a inclusdo ou superposigido deste com intervalos do tipo
0.80-1.20 ou 0.75-1.25. Contudo, € muito arriscado decidir sobre a
biocequivaléncla a partir dos dados de Cpax obtidos, jA que o Chpax
verdadeiro pode aparecer no intervalo de tempo comprendido entre duas
coletas. Isto justifica a transformacdo por logaritmo desta variavel
previamente ao tratamento estatistico (Steinijans, 1990). Este autor
propbe a extensdo desta transformagdo a todas as varlavels
farmacocinéticas, com excegdo de Tyax.

Westlake (1976} assume a posigdo de tomar como hipétese nula a
existéncla de bloequivaléncia entre as formulagdes, pelo qual os
intervalos de confianga para as razdes s&o slmétricas e centradas no
valor 1.0. Esta metodologia resulta de dificll aplicagdo nos casos de
bicinequivaléncia entre as formula¢des e com grande variabilidade entre
os individuos, ja que os Intervalos resultantes séo grandes e, portanto, a
superposicao existente com o intervalo 0.8-1.2 leva a confusao.

A obtengéo' de intervalos de conflan¢a centrados na média das
razoes (método classico, assuminde uma distribuicao t de Student) €, ao
nosso entender, o método estatistico de escolha, j& que os intervalos
assim obtidos sao de amplitude menor, com a consequente facilidade na
interpretacac dos resultados.

Mandallaz e Mau (1981} e Fluehler e col. (1983) propdem os
métodos bayesianos para a obtencdo de probabilidades para qualquer
intervalo dado (probabilidades posteriores) baseados mnos dados
experimentals em vez de intervalos de confianga para as médias. As
decisoes tomadas segundo esta metodologia deverfam ser, ao nosso
.entender, complementadas e/ou confirmadas com outros testes ja
enunciados, jJa que, devido a grande variabilidade, ¢ multo dificil obter
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por este método intervalos com probabilidade de 95% que sejam
medianamente estreitos.

Outra aproximacdo, ¢ - aquela da consideragdo de
biodisponibilidades individuais (Anderson e Hauck, 1990), baseado na
propor¢ao de individuos com razdes de AUC e/ou Cygx comprendidas
ne intervalo 0.75-1.25, considerando as formulagbes como
bicequivalentes se esta proporgdo e igual ou maior que 75% dos
individuos (regra do 75/75 da FDA, 1988). Neste caso o grau de
dispersdo dos valores é o determinante do namero de individuos
participantes do protocolo clinico. Nés temos observado uma
concordancia deste método com os ja expostos num estudo de
bilodisponibilidade comparativa de diazepam levado a cabo em quatorze
voluntarios, onde a dispersiao das razdes fol muito baixa. Mas nao foi
possivel chegar a uma conclusdo num estudo de bioequivaléncia de
lincomicina onde as razdes teste/referéncia (tanto para Cmax quanto
para AUC) variaram entre 0.3 e 3.0. Neste caso, o nimero de individuos
ascenderia a mais de 300 para chegar a uma conclusiao definitiva;
nimero inviivel economicamente para as indastrias interessadas.

Em muitas ocasides, distribuigées multimodals sio observadas nas
biodisponibilidades comparativas de diferentes formulagtes. Steinijans e
Diletti (1985), tém proposto um método de analise dos resultados
independente do tipo de distribuicido, baseado no teste de Wilcoxon
("signed-ranks"). Este teste também proporciona um intervalo de
confianga para as razbes observadas, € € ao nosso parecer um teste
apropriado para confirmar os dados obtldos por algum dos testes
enunciados anteriormente.

Em conclusao, o fato da particularidade destes estudos, obriga a
uma incessante procura ¢ desenvolvimento de novos testes que sejam
capazes de definir a presenga od auséncia de biodisponibilidade na hora
do veredito. Uma malor interrela¢ao entre farmacéuticos, farmacologistas
¢ estatisticos € a base para uma defini¢do conclusiva. A industria
farmacéutica e os organismos reguladores internacionais nio podem
ficar alheios a esta problematica.



45

SUMMARY

Differences in manufacture processing and raw materials among
formulations of a given drug account for some of the main causes of
variability in individual response to a drug. The assessment of
bioequivalence between different pharmaceutical formulations and/or
preparations of a given drug is of critical importance for the proper
adjustment of dosing regimes.

In this work, two studies of compared bioavailability in normal
healthy male volunteers are presented. The first concerns four
metronidazol formulations at different dosages, and the second two slow-
release formulations of verapamil.

Plasma drug concentrations were analized by HPLC (with detection
by UV absorbance in the case of metronidazol and by fluorescence
emmission for verapamil).

Pharmacokinetic data were obtained, and the statistical analysis
performed by applying different methods.

The results show Dbicequivalence between metronidazole
formulations with the same drug content, and lack of bloequivalence
among those formulations containing different amounts of the drug. The
two verapamil formulations were found to be non-bloequivalent. These
conclusions were based on the Food and Drug Administration criteria.
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Regra dos trapézios

Este método € usado para o célculo da area sob curvas tragadas ponto a
ponto, Esta baseado na divisdo da area em porgdes obtidas tragando
linhas verticais dos pontos experimentals até o eixo X. Desta forma cada
porgao delimitada € umn trapézio, cuja area € calculada como segue:

A =¥ + Y1)l X [X(151) - Xyl / 2 onde:

A(j): drea da por¢doi (1 <i<n-1) [n=N° de pontos]
(Assim, a curva fica dividida em n- 1 porgoes)

¥Y(1) Y(141): valores da ordenada correspondentes aos valores X{j) € Xy, 1)

respectivamente.

A éarea sob a curva total € obtida aplicando a somatéria sobre todos os
valores Agy), desde A até Ag,_1).
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Sequéncia de administracdo de 4 formula¢des de metronidazol em 14
voluntarios normais. Tabela de randomizagdo elaborada através de
quadrados latinos (Cochran e Cox, 1957).

Voluntirio NO | PeriodoI | Periodo Il | Periodo III | Periodo IV
I Tri500 Fla400 Tri200 Tri400
II Flad00 Tri200 Tri500 Tri400

III Tri200 Tri400 Tri500 Fla400
v Tri400 Tri500 Tri200 Fla400
v Trid00 Tri200 Fla400 Tri500
VI Tri200 Flad00 Tri400 Tri500
VII Tri500 Tri400 Fla400 Tri200
VIIiL Tri400 Tri200 Flad00 Tri500
IX Tri400 Tri500 Tri200 Fla400
X Fla400 Tri500 Tri400 Tri200
X1 Flad00 Tri200 Tri500 Trid00
XII Tri500 Fla400 Tri200 Tri400
XIiI Tri500 Tri400 Fla400 Tri200
X1v Tri200 Flad00 Tri400 Tri500
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Sequéncia de administragdo de 2 formulagbes de verapamil em 14
voluntarios normais. Tabela de randomizagdo elaborada através de
quadrados latinos (Cochran e Cox, 1957).

Voluntirio N© Periodo I Periodo I1
| Gea Dil
Il Dil Gena

J 14| Dil Gea
IV Gea Dil
\4 Gea Dil
VI Gea Dil
VII Dil Gea
VIII Gea Dil
IX Dil Gea
X Gea Dil
XI Gea Dil
X11 Dil Gea
X111 Dil Cea
Xiv Dl Gea
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ESTUDO DE BIOEQUIVALENCIA DE 4 PHEP!-\FIAQ()ES COMERCIAIS DE
METRONIDAZOL EM VOLUNTARIOS SADIOS

Responsaveis: Drs. Marcos A. de Paolis e Gilberto de Nuccl

" Q abaixo-assinado (nome, idade, RG, enderego e HC) declara que é de livre e
espontdnea vontade que estad participando como voluntdrio do projeto de pesquisa
supra-citado, de responsabilidade dos médicos Marcos A. de Paclis e Gilberto de Nucci, da
Unidade de Farmacologia Clinica - HC UNICAMP. O abaixo-assinado esté ciente que:

i - O objetivo da pesquisa € verificar que o comprimido de metronidazol elaborado pelos
Laboratorios Abbott atinge niveis plasmaticos de metronidazol equivalentes ao comprimido
vendide comercialmente pelos Laboratdrios Rhodia.

ii - Durante o estudo, sera internado quatro vezes por 24 horas, com intervalo de 7 dias.
Em cada ocasiao the sera administrado 1 comprimido de metronidazol por via oral e coletado
10 amostras de sangus de 5 ml cada através de butterfly heparinizado em cada internagéo.

iii - A participagao neste estudo ndo lhe acarretarad nenhum beneficio terapéutico.

iv - A administragéo oral de metronidazol podera causar efeitos colaterais como
nauseas, vOmitos, cefaléia. Além dos efeitos citados, a administragdo de qualquer
medicamento pode causar reagdes idiossincréticas imprevisiveis.

v - Serd submetido antes da primeira internagéo e apds a segunda internagao aos
seguintes exames laboratoriais: hemograma, transaminases, fosfatase alcalina, bilirrubina
total, proteinas totais, uréia, creatinina, urina rotina e eletrocardiograma.

vi- Obteve todas as informagdes necessarias para poder decidir conscientemente sobre
a participagao do referido ensaio clinico.

vii - Esta livre para interromper a participagéo no ensaio clinico a qualquer momento, a
nao ser que esta interrupgéo seja contraindicada por motivo medico.

viii - A interrupgdo ndo causara prejuizo ao seu atendimento, cuidado e tratamento pela
equipe da Unidade de Farmaocologia Clinica.
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ix - Os resultados obtidos durante este ensaio serdo mantidos em sigilo, e a Unidade
de Farmacologia Clinica ndo identificard o voluntario por ocasido da exposigéo e/ou
publicagdc dos mesmos.

x - Durante o periodo de 30 dias a partir da data da assinatura do mesmo, a Unidade
de Farmacologia Clinica pagara uma indenizagdo no valor de ...... no caso de morte ou
invalidez permanente.

xi - A Unidade de Farmacologia Clinica oferecera tratamento médico no Hospital das
Clinicas da UNICAMP por um periodo de 6 meses a partir da data da assinatura deste termo,
independente do tratamento estar ou néo relacionado ao uso da medicagdo no ensaio clinico.

xii - Caso houver gastos adicionais para tratamento medico, e 0 motivo do tratamento
é decorrents do uso da medicagdo durante ¢ ensaio clinico, estes gastos serdo absorvidos
pela Unidade de Farmacologia Clinica.

xiii - A Unidade de Farmacologia Clinica lhe mantera informado em relacdo ao progresso
da pesquisa, caso julgue a informagao relevante para o voluntério.

xiv - Caso surja alguma intercorr8ncia, devera procurar o servigo de Pronto Socorro do
Hospital das Clinicas da UNICAMP e solicitar que o mesmo contacts os médicos
responsaveis pelo ensaio clinico.

xv - Podera contactar a Secretaria da Comiss&o de £tica (fone xxxx) para apresentar
recursos ou reclamagoes em relacéo ao ensaio clinico.

xvi - E condigao indispensavel para participagdc no ensaio clinico que esteja em boa
salide, s portanto, ndo esteja no momento sob tratamento médico ou fazendo uso de
quaisquer drogas ou medicagdes.

Campinas, de 1991.

Nome do Voluntério

Dr Marcos A de Paolis

L3

Dr Gilberto de Nucgi
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ESTUDO DE BIGEQUIVALENCIA DE 2 PREPARAGOES COMERCIAIS DE
VERAPAMIL EM VOLUNTARIOS SADIOS

Responsaveis: Drs. Marcos A. de Paolis e Gilberto de Nucci

'O abaixo-assinade (nome, idade, RG, endereco e HC) declara que & de livre e
espontanea vontade que estd participando como voluntario do projeto de pesquisa
supra-citado, de responsabilidade dos médicos Marcos A. de Paolis e Gilberto de Nucci, da
Unidade de Farmacologia Clinica - HC UNICAMP. O abaixo-assinado esta ciente que:

i - O objetivo da pesquisa é verificar que o comprimido de Verapamil elaborado pelos
Laboratérios Abbott atinge niveis plasmaticos de verapamil equivalentes ao comprimido
vendido comercialmente pelos Laboratdrios Knoll.

ii - Durante o estudo, sera internado duas vezes por 24 horas, com intervalo de 7 dias.
Em ambas as ocasiGes lhe serd administrado 1 comprimido de 240 mg de verapamil por via
oral e coletado 14 amostras de sangue de 5 mi cada através de butterfly heparinizado em
cada internagao.

iii - A participagéo neste estudo ndo lhe acarretara nenhum beneficio terapéutico.

iv - A administragao oral de verapamil podera causar efeitos colaterais como nauseas,
vOmitos, cefaléia. Além dos efeitos citados, a administragéao de qualquer medicamento pode
causar reagdes idiossincraticas imprevisiveis.

v - Serd submetido antes da primeira internagdo e apds a segunda internagdo aos
seguintes exames laboratoriais: hemograma, transaminases, fosfatase alcalina, bilirrubina
total, proteinas totais, uréia, creatinina, urina rotina e eletrocardiograma.

vi - Obteve todas as informagdes necessérias para poder decidir conscientemente sobre
a participacao do referido ensaio clinico.

vii - Esté livre para interromper a participagéo no ensaio clinico a qualquer momento, a
néo ser que esta interrupgéo seja contraindicada por motivo médico.

viii - A interrupg&o ndo causaréa prejuize ao seu atendimento, cuidado e tratamento pela
equipe da Unidade de Farmaocologia Clinica.
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ix - Os resultados obtidos durante este ensaio serdo mantidos em sigilo, e a Unidade
de Farmacoiogia Clinica ndo identificara o voluntério por ocasido da exposicdo e/ou
publicagdo dos mesmaos.

x - Durante o periodo de 30 dias a partir da data da assinatura do mesmo, a Unidade
de Farmacologia Clinica pagaréd uma indenizagdo no valor de ...... no caso de morte ou
invalidez permanents.

xi - A Unidade de Farmacologia Clinica oferecera tratamento médico no Hospital das
Clinicas da UNICAMP por um periodo de 6 meses a partir da data da assinatura deste termo,
independente do tratamento estar ou néo relacionado ao uso da medicagao no ensaio clinico.

xii - Caso houver gastos adicionais para tratamento médico, e o motivo do tratamento
é decorrente do uso da medicagédo durante o ensaio clinico, estes gastos serdo absorvidos
pela Unidade de Farmacologia Clinica.

xiii - A Unidade de Farmacologia Clinica lhe mantera informado em relagéo ao progresso
da pesquisa, caso julgue a informagao relevante para o voluntario.

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

xv - Podera contactar a Secretaria da Comissdo de Etica (fone xxxx) para apresentar
recursos ou reclamagdes em relagao ao ensaio clinico.

xvi - E condigdo indispensével para participagdo no ensaio clinico que esteja em boa
salide, e portanto, ndo esteja no momento sob tratamento médico ou fazendo uso de
quaisquer drogas ou medicagdes.

Campinas, de 1891.

Nome do Voluntario
Dr Marcos A de Paolis

Dr Gilberto de Nucci
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