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RESUMO

Passados quase 16 anos apds o surgimento dos medicamentos genéricos no Brasil
em 1999, sua aceitacao por parte dos prescritores e da populagcéo ainda ndo chegou
a niveis alcancados por paises que adotaram a politica ha mais tempo. A principal
desconfianca da populacdo é em relacdo a qualidade dos produtos devido ao baixo
custo e, associagbes que a palavra “genérico” tem conotagdo em determinadas
frases como sendo algo de pouca qualidade ou incompleto, que nao atingiu o
esperado, carregando assim uma forma pejorativa de se referir a um produto.
Apesar da qualidade destes produtos ser garantida pela resolugdo RDC n°17/2010
gue regulamenta as boas praticas para fabricacdo de medicamentos, o controle de
qualidade pos-mercado ainda deixa a desejar. A analise laboratorial do produto,
salvo por motivos de renovacdo de registro, s6 € atualmente feita quando ha
denuncias devido a ocorréncia de muitos casos de efeitos adversos ou ineficicia a
cerca de um medicamento. Nestes casos, 0s testes realizados s&o relativos ao teor,
caracteristicas organolépticas, microbiol6gicas e poténcia. Porém, nenhuma dessas
verificacbes gera resultados capazes de comprovar o real comportamento dos
farmacos no organismo humano. Com isso, faz-se necessaria a realizacdo de
estudos que comprovem a seguranca e eficacia dos medicamentos genéricos
disponiveis no mercado brasileiro para que haja uma maior adeséo a este programa
de governo. O objetivo deste trabalho foi de desenvolver um modelo animal para
testar a biodisponibilidade/ bioequivaléncia dos medicamentos, uma vez que esses
testes sdo feitos em humanos e possuem alto custo de realizacdo além das
implicacdes éticas. Os resultados obtidos confirmam que o fato dos antibioticos néo
apresentarem alteracdes na poténcia ndo pode ser associada a eficacia do
tratamento. O teste de poténcia ndo reprovou nenhuma das formulacdes testadas,
enquanto que a avaliacdo da bioequivaléncia in vivo foi negativa para um dos
medicamentos. Nossos resultados comprovam a necessidade de revisdo dos
modelos de controle de qualidade utilizados atualmente. E, disponibiliza uma nova e
importante opcao para utilizagdo no controle de qualidade de medicamentos e, que
também pode ser utilizada no desenvolvimento de novos farmacos e medicamentos.

Palavras-chave: Medicamento genérico. Controle de qualidade. Amoxicilina. Modelo
animal. Ensaio in vivo.



ABSTRACT

After almost 16 years since the beginning of the Brazilian generic medicines politics
in 1999, the acceptance from physicians and the general population is unlike that in
other countries that have adopted them for a longer time. The main distrust of
consumers regarding the quality of the product lies on its lower cost and the
association the word “generic” has with some expressions that infer something of
poor quality or inefficient, which gives the product pejorative character. Even though
the quality of the products is guaranteed by Resolution RDC No. 17/2010, which
regulates good practice for the manufacturing of drugs, post-market quality control is
still poor. The verification of the product, except for registration and renewal
purposes, is currently only performed when there are reports or many cases of
adverse events regarding a drug. In these cases, the tests made are content,
organoleptic characteristics, microbiological and potency related. However, none of
these tests yields results that prove the bioavailability of the drug. Thus, it is
necessary to carry out studies to prove the safety and efficacy of generic drugs
available in Brazilian market to promote a greater adherence to the program. The
goal of this study was to develop an animal model to test the bioavailability /
bioequivalence of drugs, once these tests are made in humans and have high costs
to execution and ethical questions. The results confirm the fact that antibiotics that
don’t present changes in potency can’t be associated with efficacy of treatment. The
in vitro test didn’t reprove any of the tested compositions, whereas the in vivo
bioequivalence assessment was negative for one the drugs. Our results show the
need to review quality control models currently being used. And gives another and
important option for the quality control of medicines and also can be used in new
drugs development and medicines.

Key words: Generic medicines. Quality control. Amoxicilin. Animal model. In vivo
studies.
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1. INTRODUCAO

A Constituicdo Federal de 1988 diz que a saude € direito de todos e dever do
Estado, garantidos mediante politicas sociais e econémicas, acesso universal e
igualitario as agdes e servicos de saude (BRASIL, 1988). Contudo, os direitos dos
cidaddos nao estavam sendo devidamente assegurados com a politica adotada pelo
governo federal com as atribuicbes definidas pela Central de Medicamentos
(CEME), que tinha como objetivo inicial proporcionar 0 acesso a populacdo de
menor poder aquisitivo aos medicamentos e, regular a producéo e distribuicdo aos
estados. Desta forma, no inicio dos anos 90 o Ministério da Saude j& identificava
diversos problemas na gestdo da CEME, como a falta de preocupacdo com 0 uso
racional de medicamentos e na assisténcia farmacéutica, sendo somente um local
de compra e distribuicdo de medicamentos. O fim da CEME em 1997 abriu a
discusséo a cerca do acesso aos medicamentos entre os diversos segmentos e, em
30 de outubro de 1998 através da Portaria n°3.916, foi criada a Politica Nacional de
Medicamentos (PNM) (PORTELA et al, 2010; BRASIL, 1998).

1.1 POLITICA NACIONAL DE MEDICAMENTOS

A criacdo da PNM teve como objetivo garantir seguranca, eficacia e qualidade
dos medicamentos, promocdo do uso racional e 0 acesso da populacdo aqueles
medicamentos considerados essenciais®. Suas principais diretrizes foram: adogéo e
atualizagéo continua da Relag&o Nacional de Medicamentos Essenciais (RENAME)
como forma de orientar a padronizacdo da prescricdo e abastecimento de
medicamentos, principalmente no ambito do SUS, sendo um mecanismo para
reducdo dos custos dos produtos; regulamentacdo sanitaria de medicamentos,
incluindo restricbes e suspensdo de produtos inadequados ao uso. E ainda,

promocdo do uso racional de medicamentos; incentivo a producéo, principalmente

! Segundo a portaria n° 3.916 de 30 de outubro de 1998, medicamentos essenciais sdo aqueles
considerados basicos e indispensaveis para atender a maioria dos problemas de saude da
populacdo. Estes devem estar continuamente disponiveis aos segmentos que deles necessitem. As
listas devem ser atualizadas continuamente e sé@o elaboradas em dmbito estadual e municipal,
segundo situacdo epidemioldgica de cada regido.



18

aqueles que fazem parte do RENAME e; garantia da seguranca, eficicia e qualidade
dos medicamentos. (BRASIL, 1998).

Ainda como parte da PNM, em 1999 o Ministério da Saude cria a Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) através da Lei n° 9.782 de 26 de janeiro
de 1999 que, tem como missdo, “Proteger e promover a saude da populagao
garantindo a seguranca sanitaria de produtos, servicos e participando da construcao
de seu acesso" (BRASIL, 1999). Segundo a Politica Nacional de Medicamentos, a
criacdo da ANVISA representa o inicio da implementacdo desta politica, buscando
garantir condicdes para a seguranca e qualidade dos medicamentos consumidos no
pais (SANT, 2008).

As acbes visando a promocdo de melhores condicbes de saude para a
populacao tiveram inicio com a PNM, porém nos ultimos anos, a maior estratégia
para diminuir os custos com mercado de saude brasileiro foi, sem duavida, a
introducéo dos medicamentos genéricos. Além disso, essa estratégia proporcionou a

populacdo maior acesso ao tratamento medicamentoso (ANVISA, 1999).

1.2 POLITICA DOS MEDICAMENTOS GENERICOS NO BRASIL E NO MUNDO

Iniciativa do governo Norte-americano na década de 60, a industria de
medicamentos genéricos foi criada com o objetivo de reduzir os custos dos
tratamentos de saude e ampliar 0 acesso da populacdo aos medicamentos. Estima-
se que a introducao destes nos Estados Unidos, tenha acarretado em uma reducéo
de gastos de aproximadamente nove bilhGes de délares entre os anos de 1997 e
2000 (WARD, 2011).

Segundo Carvalho e colaboradores, o aumento da concorréncia ocorre com a
entrada de medicamentos genéricos no mercado, além de diminuir o poder das
multinacionais com consequente diminuicdo do preco dos medicamentos. Nos
Estados Unidos, que implementaram a mais tempo essa politica, os genéricos
geram uma economia de até 40% para os consumidores. E, em 10 anos do
estabelecimento desses produtos, o preco médio dos medicamentos diminuiu cerca
de 30% (Carvalho et al; 2006Db).

No Brasil, um relatério do Instituto Brasileiro de Defesa do Consumidor (IDEC)

constatou que 32% dos 65% dos produtos farmacéuticos analisados em relagcéo ao
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custo (referéncia, genérico e similar) em 2009, tiveram aumento acima da inflagdo
(IDEC, 2013). Esse dado contribui para mostrar, um dos motivos, que leva 0s
consumidores de baixa renda a descontinuarem o tratamento medicamentoso de
diversas doencas. Outro fato importante que a pesquisa constatou foi que alguns
precos de medicamentos geneéricos estdo mais caros que os de referéncia, o que
contraria uma resolugdo da Camara de Regulacdo do Mercado de Medicamentos
(CMED) que determina que o preco do genérico deve ser no minimo 35% menor do
que o produto de referéncia (IDEC, 2013). A explicacdo técnica para a reducéo de
preco desses produtos é devido a auséncia de gastos com pesquisa e
desenvolvimento, estudos clinicos necessarios ao produto inovador, propaganda e
publicidade do novo farmaco (BRASIL, 1998). Contudo, a associacdo do preco a
qualidade dos produtos aliado a falta de esclarecimento da populacdo sobre a
produgdo dos mesmos, dificulta o aumento substancial do consumo de
medicamentos genéricos (KAPLAN et al, 2012; SIMOENS, COSTER, 2006;
BERTOLDI et al, 2005).

Na Africa do Sul, um estudo feito em trés cidades diferentes entre 2006 e 2008,
avaliou a percepcédo de um grupo de pessoas a cerca da qualidade e aceitacéo do
medicamento genérico e, além disso, realizou alguns testes como dissolucdo e
identificagdo de principios ativos. Os autores concluiram que a politica de
implementacdo de medicamentos genéricos nesse pais, nao foi capaz de informar
corretamente a populacédo a cerca dos produtos e, a aparente falta de informacdes
em resposta as reclamacdes sobre a qualidade dos medicamentos. E, apesar de
contrastar com alguns dados da literatura mencionados, o estudo n&o identificou
diferencas significativas nos testes realizados, concluindo que os medicamentos
atendiam aos padrdes de qualidade exigidos laboratorialmente. (PATEL et al, 2012).
Ja na Europa, estudos mostram que mercados de genéricos ja consolidados
apresentam vendas acima de 40% e, que o consumo dos genéricos aumenta,
guando a troca do medicamento de marca pelo medicamento genérico é incentivada
pelo farmacéutico e, quando ha um posicionamento favoravel ao uso e a prescri¢cao
destes. Outro fator que contribui para 0 aumento do consumo desses produtos, é o
tempo de implementacdo da politica, contudo as a¢des de promocdo dos genéricos
devem ser continuas (SIMOENS, COSTER, 2006). Uma revisao de literatura sobre

as politicas de promocao dos medicamentos genéricos nos paises de baixa e média
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renda destaca que uma das principais barreiras para o aumento do consumo desses
medicamentos € o desconhecimento sobre 0 genérico e a percep¢do de que eles

apresentariam qualidade inferior (KAPLAN et al, 2012).

1.2.1 Uso e aceitacdo de medicamentos genéricos no Brasil

Apesar de todos os esforcos para a popularizacdo do medicamento genérico,
segundo pesquisa de 2004 da Pro-Genéricos, mesmo com pre¢o reduzido as
vendas ndo se mostravam expressivas representando apenas 9% do mercado
nacional em unidades vendidas. Parece haver implicacbes sociais causadas na
populacdo, principalmente em relacdo a confiabilidade e aceitabilidade desses
produtos. Segundo Carvalho e colaboradores, a propria nomenclatura para designar
o produto, “genérico” tem conotacdo em determinadas frases como sendo algo de
pouca qualidade ou incompleto, que nédo atingiu o esperado, carregando assim uma
forma pejorativa de se referir a um produto (Carvalho et al, 2006a).

A qualidade pode ser definida como o julgamento que o consumidor faz acerca
da superioridade ou exceléncia de um produto. Ou seja, um produto tem qualidade
guando estd de acordo com as especificidades de um determinado padrdo pré-
estabelecido. Segundo pesquisa feita com consumidores residentes em Natal, Rio
Grande do Norte, Brasil, a relacdo preco versus qualidade sdo elementos
fundamentais na percepcao da qualidade apresentada pelo medicamento genérico.
As nocdes de que o aumento da qualidade esta diretamente relacionado ao aumento
do preco do produto estd clara para a sociedade e pode ser exemplificada até
mesmo por ditos populares como: “o barato sai caro” e “o que é bom custa caro”
(Carvalho et al, 2006b). Embora a questdo do menor preco para esses
medicamentos ja ter sido explicado anteriormente, essa ideia pré-concebida dificulta
0 estabelecimento da confian¢a dos genéricos para com os consumidores.

Em estudo de Ganther e Kreling, foi mostrado que 70% das pessoas consideram
a qualidade do genérico comparavel ao do medicamento de referéncia, sugerindo
gue a politica do governo esta bem implementada nesse ponto. Entretanto, de 14%
a 53% dos pacientes acreditam que 0s geneéricos apresentam maior risco do que 0s
de marca, variando de acordo com a doenga a ser tratada (GANTHER, KRELING,

2000). Embora uma parcela dos consumidores néo confie plenamente nos genéricos
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como sendo medicamentos iguais aos produtos de referéncias, estudos mostram
que grande parte da populacdo tem informacdes basicas sobre o que é o
medicamento genérico e sua intercambialidade com produtos de referéncia
(CARVALHO et al, 2006b; ROCHA et al, 2007). Bertoldi e colaboradores destacam a
possibilidade de confusdo entre os medicamentos similares e 0s genéricos ja que
para os consumidores a associagao da palavra “genérico” com “preco baixo” pode
induzir a compra de medicamentos similares? jA que este é frequentemente mais
barato e ainda, pelo fato de metade dos consumidores entrevistados durante essa
pesquisa terem sido incapazes de diferenciar um medicamento genérico de um
similar (BERTOLDI et al, 2005).

1.3 CONTROLE DE QUALIDADE DE MEDICAMENTOS NO BRASIL

Em 2002 foi criado pela ANVISA o projeto Rede Sentinela com intuito de
estabelecer parceria entre os servicos de saude brasileiros e 6rgaos de Vigilancia
Sanitaria Estaduais e Vigilancias Municipais. Segundo informacdes disponiveis no
site da ANVISA, o objetivo é construir uma rede de servicos capaz de notificar a
ocorréncia de efeitos adversos e queixas técnicas de produtos de saude; insumos,
materiais e medicamentos, saneantes, kits para provas laboratoriais e equipamentos
médico-hospitalares em uso no Brasil, para ampliar e sistematizar a vigilancia de
produtos utilizados em servicos de saude (ANVISA, 2012a). Essas informacfes
integrardo o Sistema Nacional de Vigilancia Sanitaria Pds-Comercializagcéo
auxiliando a agéncia reguladora nas acdes de regulacdo desses produtos no
mercado. Contudo, apesar destas iniciativas o controle de medicamentos pés-
mercado ainda € muito incipiente, sendo necessaria a busca de novas e eficientes
alternativas de monitoramento da qualidade destes produtos.

Para obtencdo de registro o medicamento genérico deve comprovar a sua
intercambialidade com o medicamento de referéncia através de testes
regulamentados pelo Ministério da Saude. Estes ensaios s6 podem ser realizados

por centros de pesquisa devidamente habilitados pela Agéncia Nacional de

2 Medicamento similar contém o mesmo ou mesmos principios ativos, mesma concentracado, forma
farmacéutica, via de administracdo, posologia e indicacéo terapéutica. E equivalente ao medicamento
de referéncia podendo diferir em tamanho e forma do produto, prazo de validade, embalagem,
rotulagem, excipientes e veiculos, devendo sempre ser identificado por nome comercial ou marca
(BRASIL, 2014).
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Vigilancia Sanitéria - Ministério da Satude (ANVISA/MS). Um dos principais testes € o
estudo de biodisponibilidade relativa / bioequivaléncia (BD/BE), onde sao
comparados dois medicamentos de mesma forma farmacéutica e composicéo
qguimica, sendo um destes o medicamento de referéncia, utilizado como padrdo e o
outro medicamento chamado de teste, que correspondera aquele medicamento que

pretende ser com este intercambiavel.

1.4 BIODISPONIBILIDADE / BIOEQUIVALENCIA DE MEDICAMENTOS

Segundo a ANVISA, biodisponibilidade é definida como a velocidade e a
extensdo de absorcdo de um farmaco em uma forma de dosagem, a partir de sua
curva concentracdo/tempo na circulacdo sistémica ou sua excre¢do na urina. E, a
bioequivaléncia é definida como sendo a demonstracdo de equivaléncia
farmacéutica entre produtos apresentados sob a mesma forma farmacéutica,
contendo idéntica composi¢do qualitativa e quantitativa de principios ativos, e que
tenham comparavel biodisponibilidade, quando estudados sob um mesmo desenho
experimental (ANVISA,1999).

O estudo de bioequivaléncia tem por objetivo comparar as biodisponibilidades de
duas ou mais formulacbes de um mesmo farmaco, considerados equivalentes
farmacéuticos e que tenham sido administrados na mesma dose molar de maneira
gue as formulacBes possam ser consideradas intercambiaveis. Em farmacologia o
termo intercambialidade indica a possibilidade de substituicho de um medicamento
por outro equivalente terapéutico receitado pelo prescritor (BRAGA, 2008).

Baseado na missao institucional da Anvisa de assegurar que 0S
medicamentos apresentem garantia da eficacia, seguranca e qualidade, em 2003,
duas importantes resolucdes foram publicadas, a RDC n® 133 e a RDC n° 135,
ambas de 29 de maio. A primeira dispde sobre o registro do medicamento similar e,
€ o primeiro documento a exigir a realizacdo de estudos de bioequivaléncia relativa
para medicamento similar das classes dos antibiéticos, anti-retrovirais e antifungicos,
além de informar que todos os medicamentos devem apresentar os resultados dos
testes de equivaléncia farmacéutica (ANVISA, 2003b). Contudo, somente em 2008,
cinco anos apdés a medida, tempo necessario para que todos os medicamentos

tenham renovado os registros, os medicamentos passariam a seguir 0s critérios
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estabelecidos nessas resolucdes. A RDC n° 135/03 que revoga a RDC n° 84 de 19
de marco de 2002 e aprova regulamento técnico para medicamentos genéricos além
de determinar as regras a serem seguidas pelas empresas a fim de registrar esse
tipo de produto farmacéutico (ANVISA, 2003a).

Contudo, em 02 de marco de 2007, foi publicada a RDC n°® 17 revoga a RDC
n® 133/03 e determina que todos os medicamentos de tarja vermelha devam
apresentar os estudos de bioequivaléncia enquanto que a equivaléncia farmacéutica
continua a ser exigida para todos os medicamentos (ANVISA, 2007). Até o inicio de
2015, somente o0s medicamentos genéricos eram por lei considerados
intercambiaveis, ou seja, poderiam ser dispensados ao consumidor em substituicéo
ao medicamento de referéncia por serem 0s Unicos a ter obrigatoriedade em
apresentar os testes de bioequivaléncia/ biodisponibilidade. Mas, em decorréncia de
todas as medidas citadas anteriormente, em 10 de outubro de 2014 a RDC n° 58
ditou as medidas a serem adotadas para a intercambialidade entre medicamentos
similares e medicamento de referéncia. E, apesar de publicada em 2014, a
resolugéo entrou em vigor dia 1 de janeiro de 2015 e, os fabricantes tem o prazo de
um ano para adequarem as bulas com os dizeres: “medicamento similar equivalente

ao medicamento de referéncia” (ANVISA, 2014).

A exigéncia dos testes de bioequivaléncia para os medicamentos similares foi
um grande passo na busca da eficacia, seguranca e qualidade desses produtos com
destacada importancia. Determinada pela constituicdo de 1988, regulamentada pela
Lei Federal n° 8.666 de 21 de junho de 1993, atualizadas pelas leis n° 8.883/1994 e
10.520/ 2002, a administracdo publica tem o dever de licitar (BRASIL, 2006), ou
seja, a compra dos medicamentos para o setor publico é designada pelo preco e nédo
pela qualidade do mesmo. Portanto, a melhora da triade citada acima, favorece

ainda mais a populacdo de baixa renda e sem acesso a outros medicamentos.

1.4.1 Modelos experimentais para estudos de biodisponibilidade / bioequivaléncia

Os estudos de BD/BE séo realizados em seres humanos e devem assegurar a
identidade dos produtos (teste e referéncia) em relacdo a velocidade da absorcao e
quantidade do farmaco absorvido (PRO-GENERICO, 2007). Contudo, os custos da
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realizagdo destes testes em humanos sdo extremamente elevados, restringindo a
realizacdo dos mesmos apenas a fase de registro, com 0s custos cobertos pela
prépria industria, impossibilitando uma acao fiscal para avaliacdo da BE/BD do
produto ja disponivel no mercado, uma vez que a implantacdo de uma politica desta
natureza seria proibitiva do ponto de vista financeiro.

Foi demonstrado em um estudo comparativo utilizando 64 medicamentos que
modelos experimentais de biodisponibilidade in vivo utilizando ratos podem ser
usados como um meétodo alternativo eficiente na predicdo da taxa de absorcéo
gastrintestinal em humanos (CHIOU, BARVE, 1998).

Por outro lado, um estudo efetuado através de extensa revisao bibliografica de
estudos clinicos e pré-clinicos de diversas substancias administradas por via
intravenosa, sugere que apenas primatas ndo humanos podem ser utilizados como
ferramentas eficientes na predicdo do comportamento farmacocinético de drogas
intravenosas em humanos (WARD, SMITH, 2004).

Ramsey e Andersen demonstraram que modelos farmacocinéticos usando
substancias administradas por via inalatéria em ratos podem ser seguramente
utilizados como base de extrapolacdo de modelos farmacocinéticos em humanos,
principalmente se a substancia testada for potencialmente toxica.

Apesar de a literatura divergir em relacdo a estudos farmacocinéticos usando
roedores, h4 uma tendéncia em apontar uma baixa capacidade de predicdo do
comportamento farmacocinético de diferentes farmacos em modelos utilizando ratos.
Contudo ainda néo esta claro se isso € um fendmeno restrito a algumas classes
farmacolégicas ou vias de administracdo especificas. Além disso, é fato que o
estudo farmacocinético deve ser aplicado ao maximo possivel em modelos animais
antes de encaminha-los a estudos em humanos (SINGH, 2006).

O principal objetivo deste trabalho é esclarecer se os modelos de estudos
farmacocinético em ratos podem ser eficientes em detectar medicamentos com
desvios de qualidade por si. Observando diferencas na cinética de medicamentos de
referéncia quando comparados a medicamentos disponiveis no mercado, o modelo
de estudos farmacocinéticos em ratos poderdo ser aplicados no controle de
qualidade de medicamentos genéricos, sendo a comparacdo dos modelos entre
espécies pouco relevante neste caso. Além disso, a comparagcdo com estudos

clinicos de BE/BD ja desenvolvidos em humanos poderdo ser Uteis na avaliacdo
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destes modelos para sua possivel utilizagcdo como plataforma de desenvolvimento

tecnologico aplicavel a pesquisa e desenvolvimento de novos farmacos.
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2. OBJETIVOS

Desenvolver e estudar um modelo farmacologico aplicado a estudos de
biodisponibilidade / bioequivaléncia em ratos, seguro e confiavel, para aplicacdo ao

controle de qualidade p6s-mercado de medicamentos.

2.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Levantar junto ao banco de dados do SEFAR/Fiocruz estudos realizados com
finalidade de registro de medicamentos genéricos na forma de suspensdo ou
solucéo oral, para selecionar o medicamento objeto deste estudo.

- Realizar teste de poténcia farmacolégica com o farmaco selecionado.

- Estabelecer o modelo de estudo com o medicamento selecionado por coleta de
sangue da cauda.

- Desenvolver e validar a metodologia analitica para quantificagdo do
medicamento selecionado no plasma de ratos através de CLAE-EM.

- Efetuar um estudo piloto de BD/BE em ratos com diferentes marcas do
medicamento genérico selecionado para este estudo com vistas a avaliar a
aplicabilidade deste modelo ao controle de qualidade pds-comercializacdo destes

medicamentos.
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3. METODOLOGIA

3.1 ESCOLHA DO MEDICAMENTO

Foi feita uma pesquisa nos arquivos do laboratorio de servico de farmacocinética
(LAB-SEFAR) com objetivo de escolher o medicamento a ser utilizado no estudo.
Para isso, 0s seguintes critérios foram utilizados: (1) amplo consumo, (2) importancia
do medicamento no tratamento da doenca e potencial risco ao paciente, (3) forma
farmacéutica, (4) via de administracdo e (5) algum resultado negativo para
bioequivaléncia. Ap0s isso, os medicamentos foram adquiridos em farmacias do Rio

de Janeiro, o medicamento de referéncia e mais trés marcas de genéricos.

3.2 ENSAIO DE POTENCIA IN VITRO

Todas as etapas do ensaio foram realizadas no setor de medicamento
(antibioticos) do departamento de microbiologia do INCQS/ FIOCRUZ.

3.2.1 Preparo da suspensao bacteriana padronizada:

3.2.1.1 Semeadura

O processo teve inicio com a abertura do suab Kwik-Stik™ da Microbiologics com
microrganismo liofilizado Kocuria rhizophila ATCC 9341. Fez-se o repique em quatro
tubos inclinados de meio 1 (peptona seca, caseina de digestdo pancreatica, extrato
de levedura, dextrose, agar e agua purificada, pH final 6,6) e incubou-se por + 22 h
em estufa a 32-35 °C. O microrganismo vem na terceira geracado e, segundo a

Farmacopeia Brasileira, pode-se trabalhar até a quinta geracéo.
3.2.1.2 Preparo da suspensao bacteriana
Verificado o bom crescimento overnight sinalizado por bisel amarelo, fez-se a

lavagem dos tubos com aproximadamente 5 ml de salina estéril. A suspensao de

lavagem de todos os tubos foi transferida para um anico tubo e centrifugada por 30
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minutos. O sobrenadante foi descartado e a bactéria resuspensa com 20 ml de
salina 0,85%.

3.2.1.3 Padronizacao do Microrganismo de Trabalho (MOT)

A solugcdo de microrganismo de trabalho tem validade de 15 dias, a temperatura
de 7 °C a 10 °C porém, procurou-se utilizar por no maximo sete dias devido a
diminuicdo consideravel do crescimento bacteriano apos esse periodo, o que
poderia ocasionar em confluéncia dos halos.

Para a padronizacdo, adicionou-se 0,5 ml de solugdo aquosa de formaldeido
12% para inativar a bactéria e, completaram-se os 4,5 ml restantes com solugéo
bruta e salina. A quantidade desses dois ultimos é arbitraria, foi testada até que se
obtivesse a transmitancia de 25% no comprimento de onda de 580 nm, empregando
espectrofotometro UV-visivel SHIMADZU modelo UV-1601. A suspensado foi

preparada de acordo com a proporc¢ao verificada na padronizacao.

3.2.2 Preparos das diluicbes

As solucgbes padréo (SP) com durabilidade de uma semana foram feitas a partir
da substancia quimica de referéncia (SQR, lote: 2022, INCQS/ FIOCRUZ) e das
amostras a serem testadas: medicamento de referéncia (R), genérico 1 (T1),
genérico 2 (T2) e genérico 3 (T3), todas adquiridas em farmacias do Rio de Janeiro.
As diluicdes para obtencdo da solugdo padrdo foram feitas com agua destilada
esterilizada e, as etapas seguintes, utilizaram solucdo fosfato de potassio 0,1 M,
estéril, pH 8,0. Para cada ensaio realizado, novas diluicbes eram feitas a partir da
SP (Figura 1).
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Amostra

Solugdo Padrao
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Figura 1 - Esquema de diluicdo das amostras e do padrédo (SQR).
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SQR

Solugdo Padrao
200 ug/ml

i

10:100=20 pg/ml
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l

10:100=0,4 pg/ml

10:100=0,4 pg/ml

20:100=4 pg/ml

5:100=0,2 pg/ml

5:100=0,2 pg/ml

2,5:100=0,1 pg/ml

2,5:100=0,1 pg/ml

Para obtencao da solugéo padréo utilizou-se agua destilada e, posteriormente, tampao fosfato 0,1 M.
Todas as quatro amostras seguiram o esquema A e o B representa o fluxograma de diluicdo da
substancia quimica de referéncia. Fonte: Proprio autor.

3.2.3 Preparo e leitura das placas

O meio utilizado para o teste € composto por peptona seca, caseina de
digestdo pancreatica, extrato de levedura, dextrose, agar e agua purificada, pH
final 8,0 e foi previamente fundido com auxilio do micro-ondas até que néo
houvesse mais partes sélidas e, todo o processo de preparo foi realizado em
area estéril a fim de evitar a contaminacdo. Foi separado entdo quantidade
suficiente para a camada base, cada placa recebeu 20 ml, e para camada
semeada, 4 ml em cada. Os dois frascos foram colocados em banho-maria a
temperatura de 50 £ 5 °C para estabilizacdo da temperatura e apos, foi feita a
transferéncia da camada base e a placa deixada em repouso por
aproximadamente 10 minutos para a solidificacdo do meio.

Ao frasco contendo a camada semeada foi adicionado 0,5% do MOT e

homogeneizado de forma a dispersar todo o0 microrganismo no meio. Entéo, foi
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colocado 4 ml em cada placa de modo a obter superficie lisa e sem a formagéo
de grumos.

Apos a solidificacdo do meio, seis cilindros estéreis (8 mm) foram
distribuidos equidistante ao redor da placa. Em cada cilindro foram aliquotados
200 pl de solucao das trés concentracdes do padrao e da amostra, como mostra
a figura 2.

As placas foram incubadas por 16 h a 35 £ 5 °C. A leitura foi realizada apés
o periodo de incubacao, utilizando-se um aparelho leitor de halos Fisher-Lilly. Os
ensaios foram realizados em triplicata, calculando-se as médias dos halos de

inibicdo obtidos nas respectivas concentracoes.

Figura 2 - Placa microbioldgica com cilindros.

Placa microbiol6gica com cilindros e marcacgdes feitas para identificacdo das doses testadas. Um
traco sinaliza a menor dose do padréo e, o cilindro oposto, a menor dose da amostra, dois e trés
tracos dose intermediaria e maior, respectivamente. Fonte: Préprio autor.

3.2.4 Andlises de dados e tratamento estatistico

Os dados foram avaliados com auxilio do programa GraphPad Prism, one-way
ANOVA seguido do teste de comparagbes multiplas de Newman-Keuls com

significancia P valor < 0,05.
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3.3 DESENVOLVIMENTO DO METODO BIOANALITICO

Todo o processo analitico foi desenvolvido e realizado no Laboratério de
Farmacocinética (LAB-SEFAR), FIOCRUZ. O estudo recebeu no LAB-SEFAR a
codificacdo interna 63-AMX05-14PQ75. O método bioanalitico foi desenvolvido para
extracdo da Amoxicilina e do padrdo interno (Cefalexina) do plasma de rato.
Baseado em estudo anteriormente realizado no laboratorio tendo como matriz
biologica o plasma humano. O método foi testado e otimizado de modo utilizar a
menor quantidade possivel de plasma de ratos, com auxilio da cromatografia liquida
acoplada a espectrometria de massas e ionizagao por electrospray.

3.3.1 Preparo das solucdes

As substancias quimicas de referéncia (SQR) utilizadas para preparo das
solucdes de trabalho (STB) e padrao interno (Pl) foram Amoxicilina, lote 2022 e
Cefalexina, lote 2015 originarios do INCQS/ FIOCRUZ. Os padrbes foram pesados
em balanca analitica (Gehaka AG200) e diluidos em agua ultrapurificada até as
concentragdes das STBs (Quadro 1). A curva de calibragdo 10 ng/ml a 2500 ng/ml,
tem os controles de qualidade nas concentragcdes de 10 ng/ml limite de quantificacéo
(LIQ), 25 ng/ml controle de qualidade de baixa concentracdo (CQB), 1000 ng/ml
controle de qualidade de média concentracdo (CQM) e 2000 ng/ml controle de
qualidade de alta concentracdo (CQA). E, ainda o controle de qualidade de
concentracéo intermediaria (CQC) de 500 ng/ml usado de acordo com necessidade

durante a corrida analitica.
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Quadro 1 - Concentracao das solucdes mestre e de trabalho para o analito

Concentracao das solucdes mestre e de trabalho (ng/ml) para o analito.
Solucéo de (éoncentragéo Volume Volume Volume de S.T.B aser
trabalho — STB as ?TBS em preparNado de pipetado | Diluente (ml) utilizada na

solucéo (ng/ml) | solucéo (ml) preparacéo
SME 1000000,00 10 XXXXX 10,000 Padréo
STB11 100000,00 10 1,000 9,000 SME
STB10 10000,00 10 1,000 9,000 STB11
STB09 1000,00 10 1,000 9,000 STB10
STB08 (CQD) 4000,00 10 0,400 9,600 STB11
STBO7 2500,00 10 0,250 9,750 STB11
STB06 2000,00 10 0,200 9,800 STB11
STB05 1000,00 10 0,100 9,900 STB11
STB04 500,00 10 0,500 9,500 STB10
STB03 100,00 10 0,100 9,900 STB10
STB02 25,00 10 0,250 9,750 STB09
STBO1 10,00 10 0,100 9,900 STB09

Lista de preparo das solugdes de trabalho utilizadas para o estudo e detalhes da preparagéo de cada
concentracdo. Fonte: Préprio autor.

3.3.2 Condigbes cromatogréficas

A separacao cromatografica foi feita em coluna analitica Agilent, modelo Pursuit
C18 5.0 p 3.0 X 150.0 mm; espectrometro de massas Absciex, modelo QTRAP 5500
LC/MS/MS; software Analyst 1.6.1; bombas de CLAE Eksigent, modelo ekspert™
ultraLC 100; injetores automaticos Eksigent, modelo ekspert™ ultraLC 100-XL;
degaseificador Eksigent acoplado a bomba de CLAE; mdédulo de comunicacgéo
Shimadzu, modelo Prominence CBM-20?%; forno de coluna Eksigent, modelo
ekspert™ ultraLC 100 (quadro 2). A fase mével A (FMA) utilizada em 0,1% de &cido
férmico em agua e a fase movel B (FMB) acetonitrila a 100% utilizados na proporcéo
de 90 FMA/ 10 FMB, a um fluxo de 0,8 ml/min com divisor. A pressao do sistema a
111-135 Kgf/cm?, temperatura do forno a 40 °C e autosampler a 10 °C. O tempo de
corrida foi de 7 minutos com volume de injecao de 10 pl. O equipamento foi operado

no modo de ionizag&o positiva.
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Quadro 2 - EspecificacBes dos equipamentos

Componente Marca Modelo
Pursuit C18 5.0 p 3.0 X 150.0
Coluna Analitica Agilent mm
Espectrdmetros de Massas | ABSCIEX QTRAP 5500 LC/MS/MS
Software Analyst 1.6.1
Bombas de CLAE Eksigent ekspert™ ultraLC 100
Injetores automaticos Eksigent ekspert™ ultralLC 100-XL
Degaseificador Eksigent Acoplado a bomba de CLAE.
Médulo de comunicagcdo | Shimadzu Prominence CBM-202
Fornos de coluna Eksigent ekspert™ ultraLC 100

Resumo dos equipamentos utilizados para analise dos plasmas. Fonte: Proprio autor.

3.3.3 Meétodo de extracao

Em um eppendorf de 2 ml foram adicionados 25 pl de plasma e 25 ul de padrao
interno (PI), agitou-se em vortex por aproximadamente 20 segundos. Apos isso, a
adicdo 500 pl de acetonitrila e agitacdo em vortex por 10 minutos seguido de 5
minutos de centrifugacdo promoveu a precipitacdo de proteinas. Entdo, 100 ul do
sobrenadante foram transferidos para outro eppendorf com adicdo de 600 pul de
solucdo de diluicdo (H20: AFO 0,1%) e levado ao vortex por aproximadamente 30

segundos. Uma aliquota de 400 pl foi transferida para vial e levado ao cromatdgrafo.

3.4 VALIDACAO DO METODO

A validacdo do método seguiu todas as diretrizes da Resolu¢cdo RDC n°27, de
17 de maio de 2012 da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) do
Ministério da Saude (BRASIL, 2012).

3.4.1 Curvas de calibracao

As curvas de calibracdo foram preparadas sempre em duplicata e de acordo
com o método de extracdo descrito anteriormente. As amostras de plasma foram
adicionados 10, 25, 100, 500, 1000, 2000, 2500 ng/ml de Amoxicilina, esse processo

€ chamado de fortificac@o e, ap0s essa etapa, o0 método de extracdo foi empregado.
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Para cada curva sédo preparados controles de alta e baixa concentracbes (A e B,
respectivamente) e controles brancos, plasma + padréo interno (Z) e somente

plasma (N).

3.4.2 Teste de quantificacédo inicial (TQI)

Com objetivo de qualificar a amostra antes de avaliar a estabilidade, foi feita uma
curva de calibracdo, mais oito CQB’s e oito CQA’s. Aprovados os controles,
separam-se no minimo mais oito tubos de cada e armazena a temperatura de -70 °C

para posterior ensaio de estabilidade de longa duragéo.

3.4.3 Teste de seletividade (TES)

Para avaliar a seletividade, foram utilizadas quatro amostras normais, uma
lipémica e uma hemolisada. Estas foram processadas junto com uma amostra
referente ao limite inferior de quantificacdo. O teste compara o LIQ com branco dos

diferentes plasmas e a contaminacéo deve ser menor que 20% da area do LIQ.

3.4.4 Linearidade

A linearidade do método foi avaliada pela analise, realizada trés vezes, de
amostras padréo de calibragcdo contendo amoxicilina em sete diferentes
concentragdes: 10, 25, 100, 500, 1000, 2000, 2500 ng/ml.

3.4.5 Precisao e exatidao

Para andlise da precisdo e exatiddo, foi determinada a precisdo intracorrida,
caracterizada por oito controles de cada (limite inferior de quantificacdo (LIQ),
controle de qualidade de baixa concentragédo (CQB), controle de qualidade de média
concentracdo (CQM), controle de qualidade de alta concentracdo (CQA) e controle
de qualidade de diluicdo (CQD)) e resultado das médias entre 85 e 115% e, para o

LIQ, 80 a 120%. Ja a precisdo intercorridas, demonstra repetibilidade em trés
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corridas feitas em dias diferentes. A cada corrida, foram feitas cinco replicatas nas

cinco concentragcdes controles.

3.4.6 Teste de efeito matriz (TEM)

Com objetivo de garantir que a matriz utilizada no estudo nao suprime o sinal do
analito (efeito matriz), testou-se 4 amostras normais, 2 lipémicas e 2 hemolisadas
para cada concentracdo (CQA e CQB) e, 8 controles de CQA e oito de CQB em

solugéo.

3.4.7 Limite inferior de quantificacédo (LIQ)

O LIQ foi definido como a menor concentracdo da curva de calibracdo e foi
estabelecido a partir da analise de oito replicatas de amostras de plasma fortificadas
com amoxicilina nas concentragcbes de 10 e 2500 ng/ml. Estes trés ultimos
parametros sdo avaliados em conjunto no Teste de Precisédo e Exatidao (TPE), feitos
por trés dias consecutivos (TPE1, TPE2 e TPE3).

3.4.8 Teste de efeito residual (TER)

Foi feito um N (somente plasma), um LIQ e um limite superior de quantificacédo
(LSQ, concentragao de 2500 ng/ml). A injecdo no equipamento seguiu a ordem: N,
LIQ, LSQ, N, N.

3.4.9 Estabilidade

Os ensaios de estabilidade foram feitos com amostras de matriz biol6gica do
animal com adicdo do analito e padrao interno (Pl) e, controles de qualidade em
duas concentracdes (CQA e CQB) e oito replicatas, alem da curva de calibragdo em
duplicata. Para o teste de estabilidade de curta duracdo das solucdes de trabalho
(TEBCSTB) foram feitas solucfes teste e deixadas em temperatura ambiente por
aproximadamente 29 horas para que fossem comparadas com solucbes recém-

preparadas. No teste de estabilidade de curta duragcdo a temperatura ambiente
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(TEBCDTA) as amostras permaneceram em temperatura ambiente por cerca de 5
horas. O teste de estabilidade em pds-processamento (TEBPP) compreendeu o
intervalo de tempo entre o tempo do fim do preparo das amostras e o fim da corrida
analitica mais longa e, o tempo e temperatura de armazenamento foram de 24 h e
35 min a 10 °C. A estabilidade em temperatura de armazenamento das solugcdes de
trabalho (TEBTSTB) foi verificada ap6s 1049 horas de armazenamento das solu¢des
a temperatura de -70 °C. Outro teste feito foi de estabilidade em ciclos de
congelamento e descongelamento (TEBCD), ou seja, uma quantidade de amostras
foi armazenada a temperatura -70 °C e, a cada ciclo, todas as amostras foram
descongeladas a temperatura ambiente e recongeladas posteriormente. A cada ciclo
foram retiradas amostras para o teste e o restante foi guardado, totalizando nove
ciclos e quase 546 horas de armazenamento das amostras. O ultimo foi o teste de
estabilidade de longa duracdo (TEBLD) em que as amostras foram armazenadas a
temperatura de -70 °C no inicio da validacdo e analisadas somente ao final do

experimento, ficando guardada por 4793 h e 45 min.

3.5 ENSAIO FARMACOCINETICO

3.5.1 Animais

Foram utilizados Ratos Wistar machos, pesando entre 150 a 300 g, fornecidos
pelo centro de criacdo de animais de laboratério da Fundacdo Oswaldo Cruz
(CECAL). Os animais tiveram livre acesso a dgua e comida, e foram mantidos em
ambiente com temperatura controlada de aproximadamente 25 °C e ciclo alternado
de claro e escuro de 12 horas. Todos os experimentos que incluem manipulacéo
animal neste projeto foram realizados de acordo com os principios éticos da
Comisséo de Etica no Uso de Animais da FIOCRUZ (protocolo N°- P-49/13-3).

Os animais foram manipulados somente apods a aclimatacdo durante 3 dias nas
instalacdes do biotério do INCQS. Antes da administracdo dos medicamentos, 0s
animais foram submetidos a jejum de 12 h com livre acesso a agua, permanecendo

assim durante todo o periodo de coleta das amostras de sangue.
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3.5.2 Preparo das diluigdes

Os medicamentos foram pesados em balanca analitica (Gehaka, AG200) e
diluidos em agua destilada para preparo da suspensdo mae (SM) na concentracao
de 500 mg/ 5ml, com validade de 14 dias. A partir deste, uma solucao de trabalho de
3 mg/kg foi também diluida em agua destilada e com mesma validade para que cada
animal de 250 g recebesse 1 ml da suspenséo, sendo o volume corrigido de acordo

com o peso do animal no momento da administracao.

3.5.3 Coleta e preparo das amostras

Os animais foram mantidos em jejum por 12 horas antecedentes ao experimento.
Na manha do teste, foram pesados para ajuste de dose e a primeira coleta se deu
antes da administragdo do medicamento via oral. Apos isso, as coletas foram feitas
nos tempos 0 min. (antes da administracdo do medicamento), 10 min, 20 min, 40
min, 50 min, 1 h, 2 h, 3 h, 5 h, 7 h e 9 h ap6s a administracdo. Para realizacdo da
coleta, foi projetado e desenvolvido pelo setor responsavel no INCQS, um contensor
de acrilico os animais foram acondicionados em contensor de acrilico capaz de
deixar a cauda livre para a coleta. Uma pequena fracdo final da cauda do animal foi
cortada com tesoura cirargica e 150 uL de sangue foram coletados utilizando pipeta
automatica com ponteira heparinizada e, foram utilizados tubos eppendorf de 0,2 ml.
Apbs as coletas, as amostras de sangue foram centrifugadas a 15000 g a 4 °C por
15 minutos para obtencdo da amostra de plasma (~ 50 uL), transferido para outro
tubo de 0,2 ml e, acondicionado em freezer -70 °C.

Cada animal recebeu as quatro amostras testes com intervalo de uma semana
apos cada administracdo para completo washout do medicamento e plena
recuperacado do roedor. De acordo com a Resolucdo RE n2 1170/ 06 (Brasil, 2006), a
randomizacdo do experimento foi baseada no delineamento de Williams (quadro 3)
e, foram utilizados 24 animais para o ensaio de bioequivaléncia e 4 para o estudo

controle.



Quadro 3: Randomizacado baseada no delineamento de Williams.
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Delineamento de Williams
Sequéncia Sen:nana 1 Sen:nana 2 Sen"nana 3 Senjana 4
(Periodo 1) (Periodo 2) (Periodo 3) (Periodo 4)
1 R T3 T1 T2
2 T1 R T2 T3
3 T2 T1 T3 R
4 T3 T2 R T1

Esquema para randomizacéo dos medicamentos. Cada semana o animal recebe uma formulagéo
diferente. Fonte: Préprio autor.

3.5.4 Estudo controle

Com objetivo de verificar a completa recuperacéo fisiologica do animal no periodo
de intervalo de uma semana entre a administracdo dos medicamentos teste e
estabelecer se o protocolo de coleta poderia interferir de alguma forma na cinética
do medicamento, foi feito ensaio com seis animais seguindo o mesmo desenho
experimental citado anteriormente, utilizando sempre o medicamento de referéncia
durante as quatro semanas. Os procedimentos de coleta, processamento e
armazenamento de amostras foram realizados de acordo com o descrito no item
3.5.3.

3.5.5 Recebhimento das amostras no LAB-SEFAR

Apos a verificacdo de conformidade das amostras, foram, novamente,
armazenadas no freezer -70 °C. A distribuicdo das amostras, para o preparo foi
realizado por meio de formulario interno e a entrada e saida do freezer controlada
pelos livros de registro especificos. O conjunto de amostras de um animal é
chamado de lote e, consiste em 44 amostras referentes as quatro semanas de

experimento (fase I, Il, Il e IV).
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3.5.6 Preparo dos lotes

Para andlise das amostras, um lote inteiro foi descongelado a temperatura
ambiente e as amostras foram aliquotadas em microtubos de polipropileno,
devidamente ordenados e codificados, seguidos da adicdo de Pl e, método de
extracdo anteriormente validado. Para cada lote, foram feitos duas curvas de
calibracédo e dez controle de cada (N, Z, CQB, CQM, CQC e CQA).

3.5.7 Parametros estatisticos

Os parametros farmacocinéticos determinados foram:
- Cmax (concentragdo maxima) e Tmax (momento em que Cmax ocorre) pela analise da
curva de concentracdo x tempo;
- ASCot (area sobre a curva de zero até a ultima concentragdo quantificavel)
calculada pelo método dos trapezoides;
- ASCo-~ (4rea sobre a curva de zero ao tempo infinito), ASCo-- = ASCo-t + Ct/ Ke,
onde Ct é ultima concentracdo determinada experimentalmente;
- Ke (constante de eliminacdo) calculada pela regressao linear das trés ultimas
concentracfes mensuraveis da curva

- T1/26 (tempo de meia vida de eliminac&o) T12p = 0,623 /Ke

3.5.8 Analise de dados e tratamento estatistico

Tanto a aquisicdo como a analise dos dados para obtencdo dos parametros
farmacocinéticos (Cmax; Tmax; T1/2; AUC) foram realizados através do programa
da estacdo de trabalho Varian MS (Versao 6.6, Walnut Creek, USA). Os intervalos
de confianca de 80% foram calculados com base no teorema de Fieller. A relacéo do
comportamento farmacocinético nos diferentes ensaios foi realizada através do

ensaio de retas paralelas (Ito, K. et al, 2009).
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4. RESULTADOS

Baseado nos levantamentos feitos, levando em conta, forma farmacéutica,
dosagem, popularidade do medicamento e resultado negativo para bioequivaléncia
nos arquivos de testes realizados pelo LAB-SEFAR, o medicamento selecionado
para avaliacdo da farmacocinética em ratos foi a Amoxicilina de 500 mg/5ml,
suspensdo oral que tem como referéncia o medicamento Amoxil® da empresa Glaxo
Smith Kline (GSK). O fato de ensaios de bioequivaléncia terem sido negativos e, 0
alto consumo foram considerados para escolha devido ao risco para o tratamento da

enfermidade e possivel agravo do quadro clinico do paciente.

4.1 POTENCIA MICROBIOLOGICA

O primeiro ensaio testou as concentracdoes de 0,05; 0,1 e 0,2 pg/ml padréo x
amostra, com 17 h e 30 min de incubacdo em estufa. Contudo, o halo referente a
menor concentracdo apresentou raio muito pequeno e, por isso, foi necessario
repetir o teste aumentando as concentragdes, testar a necessidade de pré-difuséo e
diminuir o tempo de incubacéo para 16 h. Foram entdo utilizadas diluicdes de 0,1;
0,2 e 0,4 pg/ml padrdo x padréo e duas placas permaneceram em cima da bancada
por 30 minutos antes de serem levadas a estufa (pré-difusdo). Com o periodo de
incubacédo de 16 h, foi verificado bom crescimento bacteriano e, portanto,
considerado tempo ideal de estufa para o teste. As novas concentracoes
apresentaram bom halo e as placas com pré-difusdo ndo apresentaram diferencas
(dados ndo mostrados).

Apés a determinacdo das concentracdes e tempo de incubacao, foram feitos trés
ensaios para cada amostra de medicamento. O medicamento T1 apresentou, na
dose de 0,1 ng/ml, um percentual de inibicdo de 98,6%; na dose média 100,7% e na
maior 97,7%. O resultado mostrado no teste da formulagéo T2 foi: 95,1%; 96,2% e
96,3% na menor, média e maior concentracdo, respectivamente. A amostra T3
apresentou os valores 98,5% para 0,1 ng/ml; 97,9% para 0,2 ng/ml e 97,7% para 0,4
ng/ml. No medicamento R, o resultado foi 97,5% 95,8% e 97,8%, em ordem da

menor para a maior diluicao (figura 3).



41

Figura 3 — Gréficos da poténcia microbioldgica das amostras teste.
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A — Percentual de inibicdo na concentracéo 01 ng/ml, B — concentracdo de 0,2 ng/mle C —
concentracdo de 0,4 ng/ml. Percentual de inibicdo = (Ax100)/ R, em que A = amostra testada e R=
referéncia (SQR).

4.2 VALIDACAO DO METODO BIOANALITICO

4.2.1 Teste de Quantificacao Inicial
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A curva de calibracdo do teste de quantificagao inicial teve dois pontos fora da
curva (gréfico 1), mas, foi aprovada dentro dos critérios de avaliacdo. Além disso,
todos os oito controles de qualidade foram aprovados. O controle de baixa
concentracdo apresentou média de 25,67 ng/ml; coeficiente de variacdo de 4,45%;
exatiddo de 102,67% e desvio de 2,67%. O controle de qualidade de alta
concentracdo teve média de 2028,35 ng/ml; cv de 2,71%; exatiddo de 101,42% e
desvio de 1,42%; dados resumidos no quadro 4.

Grafico 1 - Curva de calibracéo do teste de quantificacéo inicial.
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Conc. Analito/ conc. PI

Curva de calibragédo feita em duplicata no teste de quantificag&o inicial. Regresséo linear (“1/ (x * x)”
ponderado): y= 0.739 x + -3,98e-005 (r=0.9996).

Quadro 4 - Resultados dos oito controles do teste de quantificagéo inicial.

conc. Média
CQ nominal _ CV (%) | Exatidao (%) | Desvio (%)
(ng/mL) (ng/ml) n=8
CQB 25.00 25.67 4.45 102.67 2.67
CQA 2000.00 2028.35 2.71 101.42 1.42

Foram feitos oito controles do CQB e oito do CQA.

4.2.2 Teste de Seletividade
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O teste de seletividade ndo apresentou contaminagcdo para nenhuma das
amostras brancas testadas e todos os cromatogramas seguiram o mesmo padréo. O
pico da amoxicilina, na amostra contendo LIQ, saiu no tempo de retencdo de 1.57
min, e area 1101,97 contagens. Ja a cefalexina teve tempo de retencéo de 5.32 min.
e area de 134073,10 contagens (figura 4).

Figura 4: Cromatogramas do teste de seletividade
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Cromatogramas A e B referentes a amostra branca, A mostra a massa da amoxicilina (366,036)

sem no tempo de retengdo da substancia. B apresenta muitos ruidos sem pico definido na

massa 347,800 (cefalexina). As figuras C e D séo relativas ao LIQ, sendo C o pico da AMX e D

CFX.

4.2.3 Teste de Precisao e Exatidao
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O teste de precisao e exatidao foi realizado em trés dias diferentes e, em cada
um, foram feitos oitos controles de cada CQ. No primeiro dia, o LIQ teve média
10,63 ng/ml; CQB 25,18 ng/ml; 973,89 ng/ml para CQM; 1960,81 ng/ml para o CQA
e 1947,55 ng/ml para o CQD. O segundo dia gerou os seguintes resultados: LIQ
11,94 ng/ml; CQB 28,53 ng/ml; CQM 1045,57 ng/ml; CQA 2000,00 ng/ml e CQD
1904,78 ng/ml. E, os dados do terceiro dia foram: LIQ 10,92 ng/ml; CQB 26,31
ng/ml; CQM 953,19 ng/ml; CQA 2043,57 ng/ml; 2093,21 ng/ml. As médias obtidas
apos os trés dias de testes foram: 11,17 ng/ml para o LIQ; 26,68 ng/ml para o CQB;
990,88 ng/ml no CQM; 2001,46 ng/ml para o CQA e 1981,85 ng/ml no CQD. Com
isso, a precisao do limite inferior de quantificacéo foi de 6,17%; 6,39% no controle de
baixa concentracdo; 4,89% no controle de média concentracdo; para o controle de
alta obteve-se 2,07% e para o controle de diluicdo, 4,98%. A exatiddo e o desvio
foram, respectivamente, 111,66% e 11,66% para o LIQ, 106,70% e 6,39% para o
CQB, 99,09% e 0,91% para o CQM, 100,07% e 0,07% para o CQA e 99,09% e

0,91% para o CQD. Os dados estdo organizados no quadro 5.

Quadro 5 — Preciséo e exatiddo obtidos a partir de testes feitos em trés dias distintos.

Data da LIQ CQB cQMm CQA CQD
analise

Concentragdo experimental (ng/mL)

02/07/2014 10.63 25.18 973.89 | 1960.81 | 1947.55
18/07/2014 11.94 28.53 | 1045.57 | 2000.00 | 1904.78
22/07/2014 10.92 26.31 953.19 | 2043.57 | 2093.21

Média 11.17 26.68 990.88 | 2001.46 | 1981.85
Precisao
(CV %) 6.17 6.39 4.89 2.07 4.98
Exatiddo % 111.66 106.70 99.09 100.07 99.09
Desvio % 11.66 6.70 -0.91 0.07 -0.91

4.2.4 Teste de Efeito Matriz



46

O teste de efeito matriz gerou média do fator matriz normalizado de 0,99 e CV
de 4,36%.

Quadro 6 - Célculo do fator matriz normalizado

co ng?nri]gél [IECli iy G
FMN FMN
(ng/mL)
2 25.00 0.99 4.36
A 2000.00

FMN= (raz&o analito/ padréo interno (matriz))/ (razdo analito/ padrdo interno (solucéo)).
Aprovacgéo para CV menor 15%.

4.2.5 Teste de Efeito Residual

O teste de efeito residual realizado com amostras seguindo ordem de inje¢do no
equipamento, N, LIQ, LSQ, N e N, gerou bons resultados, em que as amostras N
nao apresentaram picos residuais nem para amoxicilina e nem para cefalexina. A
amostra do limite inferior de quantificagdo, no tempo de 1.56 min apresentou pico de
amoxicilina com éarea de 1176,95 contagens e, pico de cefalexina no tempo de
retencdo de 5.43 min e area de 145766,2 contagens. Os resultados do limite
superior de quantificacdo apresentaram 0s seguintes valores, para amoxicilina:
tempo de retencdo em 1.55 min e area de 279399,33 contagens e, para cefalexina:
retencdo em 5.49 min. e area de 143346,56 contagens (figura 5).

Figura 5 - Cromatogramas do teste de efeito residual.
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A amostra N ndo apresentou picos nem para AMX e nem para CFX (A e B). A figura C
representa a amoxicilina do LIQ e a D mostra a cefalexina. As figuras E e F sdo referentes ao
limite superior de quantificacdo, amoxicilina e cefalexina, respectivamente.

4.2 .6 Testes de estabilidade
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4.2.6.1 Teste de estabilidade de curta duracao das solucdes de trabalho

O teste de estabilidade de curta duracédo das solucdes de trabalho comparou as
médias das areas das amostras recém-preparadas e das amostras teste, deixadas
em temperatura ambiente por 29 h e 05 min. O resultado da média das areas das
oito replicatas da solucdo de trabalho 01, na concentracao de 10 ng/ml das amostras
recém-preparadas foi de 1202.86 contagens com coeficiente de variacdo (CV) de
5,39%. A média das amostras teste foi de 1222,36 ng/ml e 4,90% de CV e, a
comparacao entre as médias resultou em desvio de 1,62%. A solugdo mestre (SME)
de 1000000 ng/ml foi diluida para 2000 ng/ml (CQA) e a média das areas das
amostras recém e poés foram de 253183,11 ng/ml e 2,18% CV e 262685,67
contagens e 2,78% CV, respectivamente, com desvio de 3,75%. A solucdo de
trabalho do padrao interno foi testada na concentracao de 1000 ng/ml e, as médias
foram 168613,75 ng/ml e coeficiente de variacdo de 1,91% e, 164141.36 ng/ml e
3,04% CV para as amostras recentes e testes, respectivamente e, desvio entre elas
foi de 2,65%. A solugdo mestre do padréo interno de 1000000 ng/ml foi diluida para
1000 ng/ml e a média das &reas das amostras recém-preparadas foi de 168981,26
ng/ml com CV de 1,91% e das amostras apés 29 h foi de 165381,07 ng/ml e CV de

3,76% com desvio de 2,13% na comparacédo entre as médias (quadro 7).

Quadro 7 - Teste de estabilidade de curta duragédo das solu¢des de trabalho

Amostras recém- AMOstras apos
Cédlgo da preparadas 29h:05min Desvio
amostra (TEBCSTB) (%)
Média Média
(ng/ml) C.V. (%) (ng/ml) C.V. (%)
STBO1 1202.86 5.39 1222.36 4.90 1.62
SME 253183.11 2.18 262685.67 2.73 3.75
STB-PI 168613.75 7.85 164141.36 3.04 2.65
SME-PI 168981.26 191 165381.07 3.76 2.13

STBO1 - Solugéo de trabalho 01 (10 ng/ml), SME — Solugao mestre (1000000,0 ng/ml) diluida para
200 ng/ml. STB-PI — solucéo de trabalho do padréo interno (1000 ng/ml). SME-PI — Solug&o mestre
do padréo interno (1000000 ng/ml) diluida para 1000 ng/ml.
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4.2.6.2 Teste de estabilidade em temperatura de armazenamento das solucdes de
trabalho

A estabilidade em temperatura de armazenamento das solucdes de trabalho
também testou oito replicatas de cada solucdo recém-preparada e oito apés 1049 h
a -70 °C. As concentracdes das solucGes de trabalho e mestre foram as mesmas
utilizadas no teste anterior. A média da STBO1 recente foi de 8142,28 ng/ml com
coeficiente de variacdo de 3,89% e apds o tempo de exposi¢cdo, a média obtida foi
de 7687,15 ng/ml e CV de 3,49%. O desvio percentual para essa solucao foi 5,59. A
solucdo mestre teve média 1501001,53 ng/ml e CV 3,12% e, a média das amostras
teste foi 1496266,09 ng/ml, CV de 4,97% e, desvio das médias de 0,32%. A solucéo
de trabalho do padrdo interno apresentou média das amostras recentes de
971101,94 ng/ml e CV 4,07% e, das amostras pos 935242,40 ng/ml e CV 2,50%
resultando em desvio de 3,69%. E, a solugcdo mestre do padrédo interno teve como
meédia das amostras recém-preparadas 920159,66 ng/ml e CV 2,60%; amostras pés
909146,79 ng/ml e CV 7,43% e; desvio de 1,20%.

Quadro 8 - Teste de estabilidade em temperatura de armazenamento das solugfes de trabalho.

Amostras recém- Amostras ap6s
CédlgO da preparadas 1049h:00min Desvio
amostra (TEBTSTB) (%)
Média Média
(ng/ml) C.V. (%) (ng/ml) C.V. (%)
STBO1 8142.48 3.89 7687.15 3.49 -5.59
SME 1501001.53 | 3.12 | 1496266.09 | 4.97 -0.32
STB-PI 971101.94 4.07 935242.40 2.50 -3.69
SME-PI 920159.66 2.60 909146.79 7.43 -1.20

STBO1 - Solugéo de trabalho 01 (10 ng/ml), SME — Solugao mestre (1000000,0 ng/ml) diluida
para 200 ng/ml. STB-PI — solu¢éo de trabalho do padréo interno (1000 ng/ml). SME-PI — Solu¢éo
mestre do padréo interno (1000000 ng/ml) diluida para 1000 ng/ml.

4.2.6.3 Teste de estabilidade de pds-processamento

O teste de estabilidade de poés-processamento apresentou bom resultado da
curva de calibracdo feita em duplicata, sendo o maior desvio de 4,81% e menor de
0,29% (grafico 2). E, as concentracdes meédias obtidas com as oito replicatas de

cada controle apds 24h35min foram aprovadas. O controle de qualidade de baixa
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concentracdo teve média 25,67 ng/ml; coeficiente de variacdo 2,82%; exatidao
102,70% e desvio de 2,70%. Ja os valores para o controle de alta concentracédo
foram: média 2101,30 ng/ml; CV 2,20%; 105,06% de exatiddo e 5,06% de desvio.

Os dados estdo resumidos no quadro 9.

Graéfico 2 - Curva de calibracdo do teste de estabilidade de pds-processamento.

Area. Analito/ area P|

Conc. Analito/ conc. Pl

Curva de calibracéo feita em duplicata. Regresséo linear (“1/ (x * x)” ponderado): y= 0.723 x +
0.00019 (r=0.9995).

Quadro 9 - Resultados da concentragcdo obtida das amostras teste do teste de estabilidade de pés-
processamento.

Conc. | Média
CQ nominal | (ng/ml)
(ng/mL) n=8

CV |Exatidao | Desvio
(%) (%) (%)

cQB
Amostras

apos
24h:35min

25.00 25.67 | 2.82 | 102.70 2.70

CQA
Amostras
apos
24h:35min

2000.00 {2101.30| 2.20 | 105.06 5.06
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4.2.6.4 Teste de estabilidade em ciclos de congelamento e descongelamento

A curva de calibracdo em duplicata do teste de estabilidade em ciclos de
congelamento e descongelamento apresentou resultados dentro dos parametros
determinados e, o maior desvio foi de 14,24% e o menor de 0,55% (gréfico 3). A
média do controle de qualidade de baixa concentracdo foi de 27,17 ng/ml,
coeficiente de variacdo 4,61%; exatiddo 108,70% e desvio de 8,70%. Ja os valores
para o controle de alta concentracdo foram: média 1967,66 ng/ml; CV 3,03%;

98,38% de exatidao e 1,62% de desvio. Dados resumidos no quadro 10.

Gréfico 3 - Curva de calibragéo do teste de estabilidade em ciclos de congelamento e
descongelamento.
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Curva de calibracéo feita em duplicata. Regresséo linear (“1/ (x * x)” ponderado): y= 0.813 x +
0.000583 (r=0.9973).

Quadro 10 - Resultado do teste de estabilidade em ciclos de congelamento e descongelamento.

cQ’s Conc. nominal Média (@4 Exatidao Desvio
(ng/mL) (n=8) (%) (%) (%)

CcQB
Amostras
apos
545h:48min
CQA
Amostras
apoés
545h:48min

25.00 27.17 4.61 108.70 8.70

2000.00 1967.66 | 3.03 98.38 1.62




52

4.2.6.5 Teste de estabilidade de curta duracdo em temperatura ambiente

Obteve-se bom resultado no teste de estabilidade de curta duracdo em
temperatura ambiente no qual, a curva de calibracdo em duplicata (grafico 4)
apresentou como maior e menor desvio, respectivamente, 12,50% e 0,25%. Na
avaliacdo das amostras que permaneceram por 6 h e 05 min a temperatura
ambiente, a média do CQB foi de 21,46 ng/ml; o CV 4,03%; exatiddo de 85,85% e
desvio de 14,15%. E, no CQA a média foi de 1759,60 ng/ml; CV 2,59%; exatidado
87,98% e desvio de 12,02% (Quadro 11).

Gréfico 4 - Curva de calibragéo do teste de estabilidade de curta duragdo em temperatura ambiente
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Curva de calibracéo feita em duplicata. Regresséo linear (“1/ (x * x)” ponderado): y= 0.761 x +
0.000331 (r=0.9977).

Quadro 11 — Resultados das concentragcfes experimentais obtidos no teste de estabilidade de curta
duracéo em temperatura ambiente.

cQ’s Conc. nominal Média CcVv Exatidao Desvio
(ng/mL) (ng/ml) n=8 | (%) (%) (%)

CcQB
Amostras
apoés
06h:05min
CQA
Amostras
apoés
06h:05min

25.00 21.46 4.03 85.85 14.15

2000.00 1759.60 2.59 87.98 12.02
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4.2.6.6 Teste de estabilidade de longa duracéo

A estabilidade de longa duracdo avaliou 16 amostras teste, sendo 8 na
concentracdo de 25 ng/ml (CQB) e 8 de 2000 ng/ml (CQA), que estavam
armazenadas a -70 °C por aproximadamente 4794 horas. Foi feita também a curva
de calibracdo em duplicata (gréfico 5), dois controles N e dois Z. O controle de
qualidade de baixa concentracédo teve média 26,84 ng/ml; coeficiente de variacao
5,52%; exatiddo 107,34% e desvio de 7,34%. Ja os valores para o controle de alta
concentracdo foram: média 1999,80 ng/ml; CV 3,37%; 99,99% de exatiddo e 0,01%
de desvio. Os dados estao resumidos no quadro 12.

Gréfico 5 - Curva de calibragéo do teste de estabilidade de longa duracéo
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Curva de calibragéo feita em duplicata. Regresséo linear (“1/ (x * x)” ponderado): y= 1,03 x +
0.000625 (r=0.9945).
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Quadro 12: Resultado das concentracdes do teste de estabilidade de longa duracéo.

Conc. Média e .
cos nominal | (ng/ml) CV | Exatidao | Desvio
. % % %
(ng/mL) | n=8
COB
Amostras | 5000 | 2684 |552| 107,34 | 7,34
apos
4793h:45min
CQA
Amostras
apos 2000,00 |1999,80 | 3,37 99,99 0,01
4793:45min

CQB — Controle de qualidade de baixa concentracdo, CQA - controle de qualidade de alta
concentracao.

4.3 ESTABELECIMENTO DOS TEMPOS DE COLETA

O primeiro ensaio realizado utilizou um animal, que recebeu a dose de 10 mg/kg
do medicamento de referéncia e, os tempos de coleta determinados foram: 0,15 min,
30 min, 45 min, 1 h, 2 h, 3 h e 4 h. Os resultados obtidos foram sequencialmente 0;
1495,23; 4010,39; 4585,21; 4537,48; 1448,36; 523,37 e 188,82 ng/ml,
respectivamente. Nao houve contamina¢édo no ponto 0 porém, o alto valor no ultimo
tempo de coleta e concentracdes excedendo o ponto mais alto da curva de
calibracdo (2500 ng/ml) sugerem que além do ajuste dos tempos de coleta, a
concentracdo administrada deve ser diminuida.

Baseado nos resultados do primeiro teste, o segundo ensaio utilizou dois
animais, dose de 5 mg/kg e, tempos de coleta de: 0, 10 min, 20 min, 30 min, 40 min,
50 min, 1 h, 1 h e 20 min, 2 h, 4 h, 6 h, 8 h e 10 h. O animal 1 apresentou os
seguintes resultados, em ordem com os tempos de coleta: 0; 154,51; 1119,35;
2097,2; 1933,03; 2131,63; 2636,17; 2514,79; 1392,42; 201,56; 60,7; 16,58 e 16,49
ng/ml. O animal 2 apresentou as concentracdes de: 19,95; 418,05; 889,66; 1641,87,
1033,16; 2195,97; 2402,52; 2000,57; 1372,26; 258; 65,01; 21,05; 12,81 ng/ml. O
animal 1, nos tempos 50 min, 1 h, 1 h e 20 min excedeu 2500 ng/ml, diferente do
animal 2 que obteve todos os pontos dentro da curva, apesar de ter apresentado
contaminacdo no tempo zero (figura 6, gréfico B). Portanto, decidiu-se testar mais

um animal com dose de 3 mg/kg para que ndo houvesse risco de algum ponto ficar
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fora da curva e os tempos de coleta foram alterados para 0, 10 min, 20 min, 40 min,
50 min, 1he30min,2h,4h,6h,8he 10 h.

Os resultados do terceiro experimento foram: 0; 124,15; 308,65; 1201,56;
1264,02; 969,91; 760,4; 136,96; 27,74; 12,37; 6,19 ng/ml. Este teste exibiu bom
resultado com todos os pontos dentro da curva de calibragédo e, para o ensaio foram
otimizados os tempos de coleta para 0, 10 min, 20 min, 40 min, 50 min, 1 h, 2 h, 3 h,
5h,7he9hedose de 3 mg/kg.

Figura 6: Resultados dos testes para estabelecimento dos tempos de coleta.
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Grafico A, primeiro teste para estabelecimento dos tempos de coleta com trés pontos acima do limite
da curva; B, trés pontos do animal 1 acima da linha de corte, C, todos os pontos dentro da curva. Os
pontos acima da curva ndo sao seguramente quantificados. *Pontos que ultrapassaram a maior
concentracdo da curva de calibracdo (2500 ng/ml).
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4.4 BIOEQUIVALENCIA

O ensaio controle foi feito com quatro animais somente e, apresentou curvas das
semanas I, Il, lll e IV bem préoximas. O grafico 6 representa as médias dos animais
por semana e, 0 Cmax da primeira semana foi 1012,71 ng/ml e Tmax 40 min;
concentragcdo maxima 1037,51 ng/ml no tempo de 40 min na semana IlI; Cmax
1110,54 ng/ml e Tmax40 min na terceira semana e; na ultima semana obteve-se Cmax

1204,23 ng/ml também no tempo de 40 min apds a administracdo do medicamento.

Gréfico 6 — Curva do teste dos animais controle
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O grafico representa curva das médias por semana dos quatro animais em concentracédo (ng/ml)
por tempo (min). A linha azul representa a primeira semana de testes, a vermelha a segunda semana,
a verde terceira e a quarta semana é representada pela linha roxa. Todas apresentaram o mesmo
Tmax € Cmax. Cada ponto marcado na curva representa a média aritmética dos 4 animais em cada
ponto e coleta.

A bioequivaléncia dos medicamentos foi feita utilizando a formulacdo R como
padrdo de referéncia. A formulacdo T1 ndo foi considerada bioequivalente e, os
valores absolutos da formulagdo T1 foram; a média aritmética da area sob a curva
do zero ao infinito (ASCo--) foi de 94573,42 + 8205,29 min*ng/ml e a area sob a
curva de zero a ultima concentracdo mensuravel (ASCo+) foi 90265,14 + 7984,09
min*ng/ml; a concentracdo méxima (Cmax) foi 906,16 + 87,41 ng/ml e 0 momento em

que isso aconteceu (Tmax) foi 45,91 £ 2,04 min; a constante de eliminacdo (Ke) foi
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0,009987 + 0,000593 min e, tempo de meia vida de eliminagéo (T1/2g) 77,84 = 7,30
min; dados resumidos na figura 7. Os dados do quadro 13 apresentam a
comparacdo do medicamento T1 x R, Cmax 94,54%, intervalo de confianca de 86,23
— 103,66 e poder de 0,9883; ASCo-183,47%, intervalo de 75,50 — 95,27 e poder de
0,9762; ASCo-~ 85,69% e intervalo de 77,56 — 94,66 e poder de 0,9775.

Figura 7 — Curva do teste de bioequivaléncia do medicamento T1 e parametros farmacocinéticos.

RxT1
1000 —
.l PARAMETRO REFERENCIA TESTE
{ FARMACOCINETICO (N=22) (N=22)
800 — ASCo-® (ng/ml.min-l) 107621,68 + 6982,55  94573,42 + 8205,29
ASCit (ng/mlmin-) 105864,33 + 6980,22  90265,14 + 7984,09
= Crnéx (ng/ml) 940,78 + 82,71 906,16 + 87,41
T1/28 (min) 66,26 + 5,14 77,84 + 7,30
600 Ke (min-1) 0,011294 +0,000572  0,009987 + 0,000593
T (min) 53,64 4 3,52 45,91 & 2,04
E A
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A curva representa a concentracao (ng/ml) por tempo em minutos e, a linha amarela com circulos
mostra os dados do medicamento de referéncia e a linha roxa com triangulos representa o
medicamento genérico testado. Cada ponto marcado na curva representa a média geométrica dos 22
animais em cada ponto e coleta. Ao lado sédo apresentados os parametros farmacocinéticos do
medicamento de referéncia e do medicamento teste, ambos testados na dose de 3 mg/kg. Valores
referentes & média aritmética + erro padrédo. Erro padrao = desvio padréo/ \n.
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Quadro 13 — Andlise da bioequivaléncia do medicamento T1

Resultado da Analise de Bioequivaléncia (R x T1)

Parametro Farmacocinético | Razao* (%) |Intervalo de Confianca de 90%| Poder
E Cax {ng/mL} 94,54 [86.23 - 103.66] 0,9883
*ASCot {min}*{ng/mL} 83,47 [75.50 - 95.27] 0,9762
ASGy... {min}*{ng/mL} 85,69 [77.56 - 94.66] 0,9775

O quadro representa as raz6es da comparacao do medicamento de referéncia e do genérico teste. A
marcacao * representa o parametro farmacocinético avaliado para determinar a bioequivaléncia entre
os medicamentos e o intervalo de confianga deve estar entre 90 e 125. Razao = (média geométrica
T/R)*100. R= medicamento de referéncia; T= medicamento teste.

Ja os resultados da andlise do medicamento T2, foram positivos para
bioequivaléncia. Os valores absolutos dessa formulacéo foram; média aritmética da
ASCo-- foi de 106353,48 + 6452,37 min*ng/ml e a ASCo-t foi 104556,72 + 6452,91
min*ng/ml; a Cmax foi 920,87 = 77,35 ng/ml e o momento em que iSSO aconteceu
(Tmax) foi 52,92 £ 3,27 min; o Ke foi 0,010940 £+ 0,000587 min e, a meia vida de
eliminacao foi 69,48 + 5,44 min; dados resumidos na figura 8. Na comparagcao do
medicamento T2 x R; Cmax 100,70%, intervalo de confianca de 87,38 — 116,04 e
poder de 0,8323; ASCo-t 94,39%, intervalo de 83,05 — 107,28 e poder de 0,8923;
ASCo-- 94,75% e intervalo de 83,55 — 107,46 e poder de 0,9012 (quadro 14).
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Figura 8 — Curva do teste de bioequivaléncia do medicamento T2 e parametros farmacocinéticos
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Cmax (ng/ml) 920,87 + 77,35 918,94 + 67,00
600 T1/2p (min) 69,48 + 5,44 92,71 + 14,33
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A curva representa a concentra¢do (ng/ml) por tempo em minutos e, a linha amarela com circulos
mostra os dados do medicamento de referéncia e a linha roxa com triangulos representa o
medicamento genérico testado. Cada ponto marcado na curva representa a média geométrica dos 24
animais em cada ponto e coleta. Ao lado sédo apresentados os parametros farmacocinéticos do
medicamento de referéncia e do medicamento teste, ambos testados na dose de 3 mg/kg. Valores
referentes & média aritmética + erro padréo. Erro padrdo = desvio padrao/ Vn.

Quadro 14 — Analise de bioequivaléncia do medicamento T2.

Resultado da Analise de Bioequivaléncia (R x T2)

Parametro Farmacocinético | Razao* (%) | Intervalo de Confianca de 90% Poder
Chax {ng/mL} 100,70 [87.38 - 116.04] 0,8323
ASGCo+ {min}*{ng/mL} 94,39 [83.05 - 107.28] 0,8923
ASG, .. {min}*{ng/mL} 94,75 [83.55 - 107.46] 0,9012

O quadro representa as razdes da comparagdo do medicamento de referéncia e do genérico teste.
De acordo com os dados, o medicamento genérico T2 é bioequivalente ao de referéncia. Razdo =
(média geométrica T/R)*100. R= medicamento de referéncia; T= medicamento teste.

A formulagédo T3 também foi bioequivalente ao medicamento R e, a média da area
sobre a curva de zero ao infinito foi 108026,42 + 7723,57 min*ng/ml e ASCo-+
105736,47 + 7548,43 min*ng/ml; concentracdo maxima de 974,29 + 59,71 ng/mi;
tempo de meia vida de eliminacdo de 76,85 + 5,97 min; constante de eliminagéo
0,010081 + 0,000677 min e Tmax51,74 £ 1,62 min (figura 9). Os valores encontrados
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quando comparados ao R foram, Cmax 106,58%, intervalo de confianga de 95,01 —
119,56 e poder de 0,9400; ASCo-t100,77%, intervalo de 87,64 — 115,87 e poder de
0,8426; ASCo-- 101,13% e intervalo de 88,12 — 116,06 e poder de 0,8511 (quadro
15).

Figura 9 — Curva do teste de bioequivaléncia do medicamento T3 e parametros farmacocinéticos.
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A curva representa a concentrac¢do (ng/ml) por tempo em minutos e, a linha amarela com circulos
mostra os dados do medicamento de referéncia e a linha roxa com tridngulos representa o
medicamento genérico testado. Cada ponto marcado na curva representa a média geométrica dos 23
animais em cada ponto e coleta. Ao lado sédo apresentados os parametros farmacocinéticos do
medicamento de referéncia e do medicamento teste, ambos testados na dose de 3 mg/kg. Valores
referentes & média aritmética + erro padréo. Erro padrdo = desvio padrao/ Vn.

Quadro 15 — Analise da bioequivaléncia do medicamento T3

Resultado da Analise de Bioequivaléncia (R x T3)
Parametro Farmacocinético | Razdo* (%) Intervalo de Confianca de 90% Poder
Chax {ng/mL} 106,58 [95.01 - 119.56] 0,9400
ASGCy.+ {min}*{ng/mL} 100,77 [87.64 - 115.87] 0,8426
ASG, .. {min}*{ng/mL} 101,13 [88.12 - 116.06] 0,8511

O quadro representa as razdes da comparagdo do medicamento de referéncia e do genérico teste.
De acordo com os dados, o medicamento genérico T3 é bioequivalente ao de referéncia. Razado =
(média geométrica T/R)*100. R= medicamento de referéncia; T= medicamento teste. Razdo = (média
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5. DISCUSSAO

A desconfianga a cerca da qualidade dos produtos genéricos nos dias de hoje,
quase 16 anos apoOs a criacdo da lei n°® 9.787/99 demonstra a necessidade de
campanhas de esclarecimentos para a populacdo e comprovacdes da qualidade
pés-mercado a fim de assegurar aos prescritores confiangca para adotar esses
medicamentos como alternativa terapéutica ao pacientes (ANVISA, 1999a). Como ja
dito anteriormente, o baixo preco dos genéricos esta associada a auséncia de
gastos com pesquisa e desenvolvimento e, em marketing e propagandas. Mas, os
custos com o controle e garantia da qualidade s&o mantidos e devem seguir 0 guia
de boas praticas de fabricagdo da Anvisa. Baseado nisso, pode-se dizer que a

qualidade do medicamento esta garantida.

Entretanto, algumas classes de medicamentos necessitam de um olhar mais
atento em relacéo a qualidade e eficacia do produto, seja ela por motivos de estreita
janela terapéutica, como os antiparkinsonianos e antiepiléticos ou, como no caso
dos antibidticos, risco de desenvolvimento de resisténcia bacteriana. Contudo, o
controle de qualidade realizado, em casos de suspeita de ineficiéncia do produto ou
reacoes adversas € relativo ao teor, caracteristicas organolépticas, microbioldgicas e

poténcia farmacoldgica.

De acordo com a problemética apresentada, nosso trabalho teve como objetivo
principal desenvolver e estudar um modelo farmacolégico que pudesse ser aplicado
a estudos de bioequivaléncia em ratos e sua possivel aplicacdo ao controle de
qualidade pos-mercado de medicamentos. O teste de poténcia néo reprovou
nenhum dos medicamentos testados, mas a analise farmacocinética foi capaz de

reprovar um dos trés medicamentos genéricos testados.

A escolha do medicamento seguiu os critérios: (1) amplo consumo, (2)
importancia do medicamento no tratamento da doenca e potencial risco ao paciente,
(3) forma farmacéutica, (4) via de administracao e (5) algum resultado negativo para
bioequivaléncia. A eleicdo de um medicamento ja testado anteriormente pelo
laboratério SEFAR foi feita também, para que ndo houvesse necessidade de
desenvolvimento de metodologia de extracdo, apensa uma adequacéo a capacidade

volémica do animal. Com isso, apds a revisdo dos arquivos, ficou evidente a escolha
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da Amoxicilina (AMX), uma vez que a mesma ja possuia estudo com finalidade de
registro e que nao foi aprovado no teste de bioequivaléncia e, por ser um importante
medicamento no tratamento de infec¢cbes bacterianas. A Amoxicilina € um [-
lactamico do grupo das penicilinas e, seu mecanismo de ag¢do atua impedindo a
sintese da parede celular bacteriana (GOODMAN, 2006). E um antibiético de amplo
espectro e, principalmente por esse motivo, muito prescrito para tratamento de
infeccbes causadas por bactérias de adultos e criancas (LIMA, 2008; SCARCELA,
2011).

Um dos ensaios utilizados para controle da qualidade pds-mercado de
antimicrobianos é a poténcia microbioldgica e, foi esse o primeiro teste realizado
com as quatro amostras adquiridas no mercado. O resultado obtido néo reprovou
nenhum dos medicamentos, na menor e na maior dose, ndo houve diferencas
significativas entre as formulacdes. Somente no produto T1, na dose de 0,2 ng/ml
uma diferenca de 5% foi observada, mas além de estar dentro da variacdo aceita
pela farmacopeia, a possivel alteragcdo ndo ocorreu em todas as diluicbes o que
pode significar um erro pontual. Portanto, o resultado foi aceito e todas as amostras
foram consideradas com grau de poténcia aceitdvel de acordo com os padrdes
estabelecidos pela literatura especifica. Nossos resultados estdo de acordo com o
estudo de Farago, P. V. e colaboradores, que testou a poténcia da Amoxicilina em
suspensdes orais pelo mesmo método de cilindros em placa, de um medicamento
genérico, um similar e o0 medicamento de referéncia, comercializados no Brasil e,
concluiram que todas as amostras testadas estdo dentro dos limites estabelecidos
(FARAGO, 2006).

Apesar do teste nao ter indicado nenhuma alteragdo no desempenho do
medicamento quando se refere a poténcia, este ndo assegura o real efeito do
medicamento. E permitido que o medicamento genérico apresentasse contetido do
excipiente diferente do medicamento de referéncia, mas essas mudancas podem
resultar em alteracdo na absorcdo, interacdo com o principio ativo, entre outros
processos de distribuicdo do medicamento entre os diferentes compartimentos
organicos e com isso afetar a chegado do medicamento ao seu sitio de acdo. Os
excipientes podem ser usados, por exemplo, para melhorar o sabor ou aparéncia,

auxiliar no processo de fabricagdo (agentes deslizantes, lubrificantes), promover a
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estabilidade (antioxidantes). Alguns desempenham papel mais importante, como no
caso de farmaco com baixa solubilidade, adiciona-se um surfactante ou agente
molhante para facilitar a liberacéo e dissolucdo (ARIETA, 2014). Por isso, mudanca
no conteudo do excipiente pode acarretar em variacdo da absorcao e influenciar na
biodisponibilidade do medicamento (SHIBATA et al, 2012). Foram observadas nas
amostras, além da presenca de corante e flavorizante, a dificuldade de resuspensao
do medicamento R, além da quantidade maior do p6 das formulagbes T1, T2 e T3

para mesma concentracéo de R.

A eficacia do tratamento contra determinada infeccdo depende principalmente
da concentracéo do antibiético no local de acdo, que deve ser suficiente para inibir o
crescimento do patégeno, mas ndo deve ser toxica as células humanas. Se o
tratamento néo for capaz de manter um nivel suficiente do medicamento no local de
acdo, aumenta-se a chance de desenvolvimento de resisténcia bacteriana, uma vez
gue nem todos 0s micro-organismos serdo inativados e, o risco de disseminacéo da
infeccdo para outros sitios, podendo culminar em uma infec¢éo sistémica e & morte
(GOODMAN, 2006).

O teste capaz de avaliar a quantidade de medicamento disponivel no sangue é o
de biodisponibilidade relativa/ bioequivaléncia, realizado somente para fins de
registro e renovac¢éo, quando exigido (RDC n° 135/2003), é realizado em voluntarios
sadios humanos e possui elevados custos de realizacdo devido a necessidade de
contratacdo de um centro clinico credenciado, bem como o0s custos com o0s
voluntarios e os profissionais de salude que fazem o acompanhamento dos mesmos.
Com isso, o desenvolvimento de um modelo animal capaz de comprovar a
bioequivaléncia tanto dos medicamentos genéricos quanto dos similares,
asseguraria a eficacia, qualidade e seguranca e, permitiria a realizacdo de um

controle pos-mercado desses farmacos (ANVISA, 2003b).

Para desenvolvimento do modelo experimental citado acima, inicialmente seria
utilizada a técnica de canulacdo da veia jugular do animal através de processo
cirdrgico, com anestesia e, com o objetivo de diminuir o estresse e melhorar o bem
estar do animal, as coletas seriam realizadas sem contato com o roedor através de

um sistema preso a caixa (NOLAN et al, 2008). Porém, a busca pela alta

sensibilidade da analise resultou na melhora do desempenho do método e, a
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quantidade de plasma necesséria para quantificagcdo passou de 200 pl para 25 pl, o
refinamento do método diminuiu 0 nimero de animais necessarios para realizacédo
do estudo e, mais importante, reduziu consideravelmente o desconforto e melhorou
a recuperacdo pos-coleta dos animais. A diminuicdo de 87,5% da quantidade
necessaria de material possibilitou que um novo desenho experimental fosse
adotado, possibilitando o desenvolvimento do trabalho no desenho apresentado.

A otimizacdo do método de analise merece destaque, pois além da dificuldade da
técnica cirdrgica, havia alta probabilidade de morte durante e ap0s a cirurgia o que
aumentaria muito o numero de animais utilizados. E ainda, chance de entupimento
do sistema da canula, que resultaria na exclusdo do roedor do estudo. A
impossibilidade de utilizar o mesmo animal para diferentes formulagdes impediria a
randomizacdo adequada para o numero de amostras, aumentaria a quantidade de
ratos necessarios para gerar um resultado significativo e, acrescentaria aos calculos
de incerteza estudo, a variabilidade individual (PETERNEL et al, 2010). Outras
possiveis interferéncias nos resultados poderiam ser devido a utilizacdo da salina
para repor a volemia apdés a retirada de grande volume sanguineo e, uso de
anestésico/ analgésico antes e ap6s a cirurgia e, 0 estresse cirlrgico a que 0S
roedores estariam submetidos. Os animais utilizados seriam eutanasiados apés o
fim do estudo mas, no novo desenho experimental apés o final dos testes, os
roedores ndo foram imediatamente sacrificados porque poderiam ser U(teis
novamente para outros fins, contribuindo dessa forma, para a efetiva reducao e
refinamentos exigidos pelos conselhos de ética para uso de animais em todo o

mundo.

Y

Anterior & etapa farmacocinética, foi feita a validacdo do método analitico
utilizado no estudo. Segundo a Anvisa, ela deve garantir que o método atenda as
exigéncias das aplicacdes analiticas, assegurando a confiabilidade dos resultados.
Ou seja, fornece evidéncias de que o método empregado para andlise é adequado,
rastreavel e que os resultados séo confiaveis (RIBANI et al, 2004). Todo o processo
seguiu as diretrizes da RDC n°27/ 2012 que estabelece os requisitos para a
validagcdo de métodos bioanaliticos empregados em estudos para registro e poés-
registro de medicamentos no Brasil (ANVISA, 2012). O fato de ser credenciado junto
a Anvisa e habilitado a realizar testes de bioequivaléncia, sendo o Unico presente no

Rio de Janeiro e, a expertise do laboratdrio, em realizar rotineiramente estudos
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farmacocinéticos possibilitou o rapido processo de validacdo e alta confiabilidade
dos resultados obtidos.

A técnica de andlise utilizada para deteccdo da Amoxicilina no plasma de ratos
foi a cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) acoplada ao espectro de massas
e, uma vez que esta técnica é descrita na literatura como extremamente eficiente na
determinacéo e quantificacdo da AMX em fluidos biolégicos (KERC, OPARA, 2007,
HOFFMAN et al, 1998; REYNS et al, 2008). A validacdo comprovou, através de
diversos testes, as escolhas corretas para as substancias utilizadas no estudo, como
o padréo interno, fases moéveis e colunas cromatograficas. Alguns dos parametros
avaliados nesse processo permitiram que a etapa de coleta tivesse uma boa
logistica com a garantia de bom resultado. Um exemplo disso é o teste de
seletividade que verificou a presenca de possiveis interferentes, componentes da
matriz e impurezas que possam coeluir com o analito de interesse. Este teste
comparou amostras normais, lipémicas e hemolisadas e conclui que a variacdo do
plasma né&o interfere na quantificagdo da Amoxicilina. Outro parametro analisado
com esses mesmos trés tipos de amostras foi o teste de efeito matriz que garantiu,
juntamente com o teste anterior, que o plasma foi uma boa escolha quanto matriz e
gue suas caracteristicas quimicas nao interferiram na analise. Quanto ao tempo de
permanéncia das amostras em freezer aguardando o momento da analise ou em
cima da bancada durante o processamento, foram feitos os testes de estabilidade
em diferentes tempos e condi¢cdes que comprovou que a exposicdo do material a
diversas variacbes de temperatura ndo influenciou no resultado, comprovando a
estabilidade do material em condi¢cdes de ensaio. Ao fim da validagdo, o conjunto de
testes assegurou as condi¢des do protocolo de coleta e armazenamento e garantiu a

confianca dos resultados obtidos.

A utilizacdo de animais para predicdo da farmacocinética de substancia ja é
bastante utilizada na literatura como, um estudo que avalia a farmacocinética e
farmacodinamica de um novo composto em macacos (ITO et al, 2009), a avaliagéo
da farmacocinética de um extrato vegetal em ratos (NAIR et al, 2014), artigo que
buscam alguma correlacdo entre o estudos experimentais em ratos e humanos a
respeito da absorcdo por administracéo via oral (BARVE, CHIOU, 1998) ou ainda a

ligacédo entre perfis de concentracdo de trés diferentes espécies animais e a humana
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(CHEN, MAGER, KAGAN, 2013). Apesar de muitas outras publica¢gbes envolvendo a
farmacocinética de ratos, a abordagem do presente trabalho em muito se diferencia.

Um estudo de Baracho e colaboradores compara a bioequivaléncia do maleato
de enalapril de dois medicamentos similares, um genérico e 0 medicamento de
referéncia. Contudo, o trabalho ndo apresenta dados de biodisponibilidade relativa
nao podendo, portanto, afirmar a bioequivaléncia dos medicamentos, de acordo com
a RDC n°l1l7/ 2007 (BARACHO et al, 2008). Outro estudo com ratos para
determinacdo da farmacocinética utiliza quatro grupos, recebendo a mesma
dosagem, mas as coletas foram feitas em tempos diferentes. Esse desenho
experimental foi necessario devido a quantidade de sangue coletado (0,5 ml) em 12
tempos de coleta diferentes o que totalizaria um volume de 6 ml, invidvel para a
coleta em um Unico animal e que vai contra as normas estabelecidas pelo conselho
nacional de controle de experimentacdo animal (CONCEA) (NAIR et al, 2014). Além
disso, esse protocolo de estudo aumenta o desvio e adiciona a variabilidade
individual nos resultados obtidos, o que diminui a robustez do ensaio. Sem a
mudanca de volume a ser coletado, permitido pela otimizacdo do método analitico,
nosso estudo também seria afetado pela variabilidade individual jA que cada animal
receberia apenas um medicamento, além da interferéncia da reposi¢cdo volémica.
Com essa melhora na andlise, o trabalho aumentou a confiabilidade dos resultados
e seguiu todas as recomendacdes da Anvisa para estudos de bioequivaléncia, do
CONCEA e, consequentemente, do CEUA Fiocruz para realizacdo de ensaios com
animais. O fato de cada animal ter sido analisado individualmente se diferencia de
alguns artigos que utilizam o pool de plasma para analisar os pontos coletados o que
gera também um impacto importante sobre o resultado, uma vez que desse modo
ndo ha como determinar a variacdo de resposta dos animais individualmente
(SCHEIBLE et al, 2013).

O teste de quatro formulagBes diferentes exigiu a utilizacdo do delineamento de
Williams, mais usado na comparacdo de duas ou mais amostras, composto de
quatro sequéncias e quatro periodos e, deste modo, elimina a variabilidade
individual. O nimero de roedores utilizados em nosso estudo seguiu o recomendado
para o numero de formulacdes em estudo crossover 4 x 4, que exclui a ocorréncia

de possivel efeito matriz, totalizando 24 animais, a fim de gerar poder de teste acima
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de 80%, que significa que o n foi aceitavel e o estudo bem conduzido, quanto maior
a variabilidade, menor o poder do teste (BRAGA, 2008). Em nenhum dos artigos
consultados, ha preocupacdo com a correta randomizacao do grupo experimental e,
no caso de ocorréncia de efeitos de sequencia (residuais), a randomizacao
adequada valida o estudo (ANVISA, 2006). Além disso, o presente trabalho
procurou minimizar os interferentes que pudessem diminuir a confiabilidade dos
resultados e, quanto mais parecido for o delineamento experimental em animais com
os estudos feitos em humanos, mais inferéncias poderdo ser feitas futuramente

guando houver mais dados concordantes com estes apresentados.

Embora o estudo dos animais controle, que receberam durante as quatro
semanas 0 mesmo medicamento, ndo tenha no momento 0s parametros
farmacocinéticos para comparacao, parece haver similaridade nas curvas. O fato de
termos poucos animais para comparacdo, aumenta o coeficiente de variacao e, pode
ser por esse motivo que elas ndo se sobrepuseram. E, em conjunto com os dados
obtido no teste de bioequivaléncia, podemos afirmar que o periodo de uma semana
de intervalo (washout) entre o as administracdes foi suficiente para a recuperacao do
roedor e, eliminacdo completa do farmaco, que pode ser evidenciado pelos

resultados do tempo zero da coleta, feito antes da administracdo do medicamento.

Os resultados do teste de bioequivaléncia confirmam que a discusséo a cerca do
controle de qualidade dos medicamentos feito atualmente e, a real importancia dos
resultados desses testes. A aprovacgao de todos os medicamentos quanto a poténcia
microbiolégica, afastaria a desconfianca quanto a eficAcia do medicamento e
aprovaria para o mercado, contudo, essa afirmacdo ndo é verdadeira e nossos
resultados sugerem fortemente isso, uma vez que a aprovagao de um ensaio
validado para o controle de qualidade de medicamentos foi incapaz de determinar
desvios na qualidade que sé seriam detectados na fase de registro do medicamento,
colocando com isso a saude da populacdo em risco. Para que o medicamento seja
eficaz, ele deve estar disponivel em concentracdo adequado no sitio de acéo por
tempo suficiente para combater a enfermidade, como ja discutido anteriormente. O
teste de biodisponibilidade mostrou que uma das formulagdes ndo € bioequivalente
ao medicamento de referéncia e, quando analisado os dados da poténcia, o

medicamento T1 ndo apresentou diferenca no potencial de inibicdo no teste in vitro
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que pudesse comprometer o uso do produto. Ou seja, o principio ativo presente na
suspensao oral funciona e, provavelmente, estd na concentracdo indicada pelo
fabricante, um teste de teor poderia confirmar a quantidade correta. Contudo, a
presenca do farmaco e sua efetividade in vitro ndo séo suficientes para assegurar a

eficacia in vivo do medicamento.

O fato das outras duas formula¢gbes serem bioequivalentes ao medicamento de
referéncia garante que o resultado obtido para a formulagcdo T1 ndo é falso-negativo,
pois confirma a boa execucdo de todas as etapas e que o0 delineamento
experimental foi confiavel. Além disso, o poder do teste é outro indicativo da
confiabilidade do ensaio e, para serem aprovados, todos devem estar acima de
80%. Os medicamentos T2 e T3 apresentaram perfil muito préximo ao do
medicamento de referéncia com ASCo-» 94,53% e 100,62%, respectivamente.

Fica claro com isso, que ha uma importante lacuna nas respostas obtidas pelos
testes exigidos para fins de registro e para controle de qualidade p6s-mercado, uma
vez que, como discutido anteriormente, ha forte sugestdo da incapacidade dos
testes de poténcia farmacoldgica, teor e dissolucdo de preverem com eficiéncia a
eficacia do medicamento. E importante destacar que os testes pds registro nio
levam em conta a participacdo do organismo complexo como dos mamiferos, feito
apenas in vitro, sendo dificil mimetizar a resposta obtida com a real farmacocinética

do medicamento.
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6. CONCLUSAO

Os resultados obtidos nesse estudo mostram que somente a realizacdo de
testes de poténcia ndo é suficiente para prever outras possiveis alteracdes no
medicamento. Apesar de nenhuma alteracdo ter sido identificada no ensaio de
poténcia microbiolégica, o teste de bioequivaléncia em ratos reprovou uma das

amostras.

Apesar das amostras ndo terem sido em quantidades significativas para que
fosse representativa de um lote, ja que foi testado apenas um frasco de cada marca,
os resultados foram satisfatorios para um primeiro estudo de estabelecimento do
modelo animal. E, mais testes serdo necessarios para diversificar a classe
medicamentosa e realizar possiveis testes de comparacdo dos resultados obtidos
em animais com aqueles feitos em humanos a fim de tragar uma correlagdo no perfil

farmacocinético.

Conclui-se, por fim, que os nossos dados sugerem que o controle de qualidade
pés-mercado realizado nos dias de hoje, quando feito, ndo é plenamente capaz de
inferir que a eficacia estd de acordo com o esperado. A fiscalizacdo deve ser feita
nao apenas nos medicamentos genéricos ou similares, mas também nos de

referéncia para que o padréo de qualidade e seguranca seja 0 mesmo para todos.
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