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RESUMO

Os medicamentos genéricos trouxeram a polugdo nacional maior
possibilidade de acesso ao tratamento medicamentoso, estimulos a
concorréncia e insercao da intercambialidade de medicamentos, onde a
formulacao referéncia pode ser substituida pelo medicamento genérico, sem
prejuizos ao tratamento. A ANVISA (Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria) regulamenta este mercado nacional exigindo a comprovacao da
bioequivaléncia entre os medicamentos teste e referéncia. Assim no periodo
de seis anos, estudos foram realizados e varios medicamentos genéricos
foram liberados para a comercializacdo. Entretanto, a comprovacdo da
intercambialidade entre os varios medicamentos genéricos e medicamentos
referéncias ainda sao de dificeis observacées devido a complexidade dos
dados obtidos. A analise quimiométrica reduz o espaco amostral de dados
complexos possibilitando a observacdo da similaridade das amostras bem
como a classificacdo das mesmas em grupos distintos. Para tal utilizou
técnicas de Analise Componentes Principais (PCA) e a Andlise Hierarquica
de Agrupamentos (HCA). Com estas técnicas foram avaliados seis estudos
bioequivalentes de Amoxicilina nas formas de capsulas e suspensées, e
posteriormente, classificados em grupos de acordo com a similaridade dos
perfis farmacocinéticos destas formulacdes. A aplicacdo da quimiometria em
dados de farmacocinéticos diferenciou as formas farmacéuticas capsula e
suspensao, os parametros de absor¢cdo e eliminagdo possibilitando a
avaliagao da intercambialidade das formulagées demonstrando ser Uteis em
laboratérios de pesquisas ou por agéncias reguladoras para o
monitoramento da qualidade de medicamentos.



ABSTRACT

The generic medicines have brought to the national population a
higher possibility to access the treatment with medication, the competition
stimulation and the medicine exchange insertion, in which the reference
formulation can be substituted by the generic medicine, without any harm to
the treatment. ANVISA (National Agency of Sanitary Surveillance) regulates
this national market, demanding the bioequivalence confirmation between
test and reference medicines. Therefore, in a period of six years, those
studies have been performed and several generic medicines have been
liberated to commercialization. However, the exchange confirmation among
the several generic and reference medication are still difficult to observe due
to the complexity of the values obtained. The chemometrics analysis
decreases the sample space of the complex data which allows samples
similarity observation as well as their classification in distinct groups. For that,
Principal Components Analysis (PCA) and the Hierarchical Cluster Analysis
(HCA) have been used. With these techniques an n-dimension space
statistics have been evaluated for a bi-dimension of six amoxicillin
bioequivalence studies as capsules and suspensions and therefore,
classified them in groups in accordance with the similarity of the formulations
pharmacokinetic profiles, which has allowed the medicine exchange
observation. The chemometrics applications in pharmacokinetic data
differentiated the pharmaceuticals forms capsule and suspensions, of
absorption and elimination parameters allowing the exchange avaliations of
formulations showing been useful in research laboratories or by regulatories
agency for the quality monitoring of the medicine.



1 Introducao

Apesar da alta producdo de medicamentos no mundo e no Brasil, a populagdo
apresenta dificuldades para adquiri-los, pois representam um alto custo no or¢amento
doméstico e o Sistema Unico de Sadde (SUS) ndo consegue cobrir todos os
tratamentos. Apenas 15 % da populacido nacional era responsavel pelo consumo de
aproximadamente a metade da produgdo nacional em 2001 (BELLORIO, 2003).

Iniciou-se uma mudanca nesta situacdo com a Lei 9.787 de 10 de fevereiro de
1999, que instituiu o medicamento genérico no Brasil. De acordo com VALENTE
2002, define-se o genérico como aquele medicamento equivalente terapéutico de um
produto de referéncia (inovador), sendo com este intercambiavel, ou seja, apresenta a
mesma eficacia clinica e o mesmo potencial para originar efeitos adversos.

Para a regulamentacdo e aprovacdo do medicamento genérico no Brasil,
especialistas nacionais e internacionais elaboraram um regulamento técnico, o que
gerou a resolucdo RE 391, publicada em agosto de 1999. Apds algumas atualizacdes
e revogacdes, esta resolugdo foi substituida pela RDC n° 135 de 29 de maio de 2003.

Desde entdo, o mercado farmacéutico, segundo VALENTE em 2002, ficou
composto pelas seguintes categorias de medicamentos:

e Medicamento inovador: sendo aquele que tenha sido alvo de patente, mesmo
que extinta, por parte da empresa responsavel pelo seu desenvolvimento e
introdu¢do no mercado. Em geral, o medicamento inovador, é considerado
medicamento de referéncia para o genérico. A obtenc¢do de registro pelo
inovador € precedida de cerca de sete a dez anos de pesquisa e

desenvolvimento, com a realizacdo de ensaios pré-clinicos e clinicos e
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estabelecimento da relacdo entre a eficdcia terapéutica, a seguranga € a
biodisponibilidade.

¢ Medicamento similar: é aquele que contém o0 mesmo ou Os mesmos
principios ativos, a mesma apresentacao, concentracdo, via de administragao,
posologia e indicacdo terapéutica e é equivalente ao medicamento registrado
no orgdo federal responsavel pela vigilancia sanitaria, podendo diferir
somente em caracteristicas relativas ao tamanho e forma de produto, prazo de
validade, embalagem, rotulagem, excipientes e veiculos. Sdo copias dos
medicamentos inovadores (referéncias) ja existentes, sem obrigatoriedade de
ser intercambidvel, ndo sdo exigidos ensaios clinicos, pré-clinicos nem teste
de bioequivaléncia.

¢ Medicamento genérico: é aquele equivalente terapéutico de um produto de
referéncia (inovador), sendo com este intercambidvel, ou seja, apresenta a
mesma eficicia clinica e 0 mesmo potencial para originar efeitos adversos.
Como o genérico ndo € inovacdo, ou seja, corresponde a copia segurada do
medicamento de referéncia (inovador), para seu registro é necessario que se
repitam os ensaios pré-clinicos e clinicos pelos quais passou o inovador,

permitindo que sua equivaléncia terapéutica seja comprovada.

Os genéricos trouxeram beneficios para a populagdo brasileira, pois 0s mesmos
sdo, em média, 45 % mais baratos que os seus respectivos medicamentos de
referéncia, podendo chegar a 80 % beneficiando principalmente as pessoas com
doencas cronicas. Outro fato ocorrido com os medicamentos genéricos € que mesmo
os tratamentos com os medicamentos de marca ficaram mais baratos por causa da
concorréncia com os genéricos (VALENTE, 2002). As industrias nacionais também
ganharam com este novo segmento, pois receberam investimentos, o que modernizou
e melhorou sua linha de producdo, absorvendo novas tecnologias e conceitos
internacionais de préaticas fabris e de controle de qualidade.

No ano de 2000, por exemplo, o genérico do antibiético Amoxicilina somava
48 % do total de vendas no pais, enquanto o mesmo medicamento referéncia
apresentava somente 13 %. Apesar desta politica ndo ter resolvido o problema de
acesso aos medicamentos, a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA)

demonstrou que 50 % dos brasileiros tiveram maior oportunidade de aquisicdo de
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medicamentos além de ter estimulado a concorréncia no mercado farmacéutico
(ZORZETTO, 2001).

Em seis anos, a inddstria de genéricos investiu aproximadamente US$ 170
milhdes na constru¢cdo e modernizacio de plantas industriais no Brasil, servindo para
o fortalecimento da industria brasileira. As quatro principais industrias do setor sdo
de capital nacional. Cerca de 80 % das unidades de genéricos comercializadas no
Brasil sdo produzidas no pais (PRO-GENERICOS, 2006). Atualmente, os genéricos
respondem por aproximadamente 14 % das vendas em unidades no conjunto do

mercado farmacéutico nacional (NERDHOST, 2006).

1.1 Regulamentacio dos medicamentos genéricos

Para uma indistria produzir um medicamento genérico, ela deve obter o
registro junto a ANVISA, que por sua vez analisa um dossié, preparado pelo proprio
fabricante, onde devem constar todas as informag¢des pedidas na legislacdo vigente.

Neste grande processo, a parte essencial para que os medicamentos genéricos
apresentem a mesma qualidade, seguranca e eficicia que os medicamentos
inovadores (referéncia) sdo os teste de equivaléncia e bioequivaléncia farmacéutica
realizados por laboratdrios credenciados e fiscalizados pela ANVISA.

Assim o medicamento genérico comprova sua equivaléncia terapéutica quando
apresenta equivaléncia e bioequivaléncia semelhantes em relacio ao medicamento
referéncia, bem como a certificagdo em boas praticas de fabricacdo e controle para a
linha de produg¢do deste medicamento genérico.

Os estudos de equivaléncia farmacéutica tém como objetivo comprovar a
equivaléncia quimica entre o medicamento teste, possivel genérico, e 0 medicamento
referéncia, ou seja, comprova se as duas formulagdes apresentam o mesmo farmaco,
na mesma concentra¢do, na mesma apresentacdo, na mesma forma farmacéutica
podendo diferir somente nos excipientes.

No caso de estudos de bioequivaléncia farmacéutica é a comparacdo da fracao
absorvida (biodisponibilidade) entre dois medicamentos distintos, administrados por
via extramuscular (via oral, por exemplo). Um destes medicamentos é denominado

como teste e outro como referéncia (SHARGEL & YU, 1999).
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A biodisponibilidade pode ser definida como a taxa de uma molécula ativa
que é absorvida pelo organismo tornando-se disponivel para o seu sitio de acdo. O
termo biodisponibilidade €, na verdade, uma contragao de disponibilidade biolégica.
Considera-se biodisponibilidade como sendo a taxa e a extensdo na qual uma
molécula ativa € absorvida e torna-se disponivel no sitio de acdo da droga.
Considerando-se que a quantidade do farmaco contida no fluido bioldgico esta em
equilibrio com o sitio de a¢do, a biodisponibilidade € determinada através da medida
da concentracdo do principio ativo da droga em sangue total, soro ou outro fluido
bioldgico apropriado, em funcdo do tempo.

Os principais parametros utilizados para a avaliacdo da biodisponibilidade sdo
0 Cmax, o Tmax e ASCt. O Cmax € a concentracdo maxima do fairmaco encontrado
no fluido bioldgico, ou seja, € o pico de concentracao maxima do farmaco. O Tmax é
o tempo para ocorrer o pico de concentragdo maxima apdés a administragdo do
farmaco. A area sob a curva (ASCt) é medida da quantidade de farmaco que é
absorvida pelo organismo e disponivel no fluido biolégico. Este parametro pe
calculada por integracdo matematica e € expressa pelo produto da concentracdo pelo
tempo.

Assim a biodisponibilidade pode ser medida pela curva de concentracio
plasmatica do farmaco no sangue total, soro ou plasma em funcdo do tempo

(SHARGEL & YU, 1999) (Figura 1).

6 .
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Figura 1 - Curva de Concentracdo plasmatica em relacdo ao tempo de administragdo

do farmaco.
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Portanto, medicamentos bioequivalentes sdo aqueles que apresentam
equivaléncia farmacéutica, ou seja, possuem a mesma forma farmacéutica e
quantidade do mesmo principio ativo, que ao serem administrados na mesma dose
molar e nas mesmas condicdes, ndo apresentam diferencas estatisticas em relagdo as
suas biodisponibilidades (ANVISA, 2002b).

Estes testes sdo regulamentados por rigorosas legislacdes, publicadas e
revisadas pela equipe técnica da ANVISA. Assim o medicamento para ser registrado
como genérico necessita, obrigatoriamente, comprovar a sua biodisponibilidade
através dos testes acima preconizados (BELLORIO, 2003).

Com a curva de concentracdo plasmatica (Figura 1) do farmaco em relagdo ao
tempo de administracdo, alguns pardmetros farmacocinéticos sdo observados. Os
parametros mais importantes na avaliagdo da biodisponibilidade de um farmaco sdo a
Area Sob a Curva (ASC), o Tempo de Concentracdo Maxima (Tmax) e a
Concentragdo Maxima (Cmax) obtida no material bioldégico (SHARGEL & YU,
1999).

1.2 As etapas para realizacao de um estudo de bioequivaléncia

O teste de bioequivaléncia € realizado em trés etapas: clinica, analitica e
estatistica (ANVISA, 2002b). A etapa clinica é caracterizada pela a administracdo
dos medicamentos teste e referéncia no mesmo grupo de voluntarios previamente
selecionados (STORPIRTIS, 2002). No minimo, sdo selecionados 24 voluntarios
sadios, demonstrados por exames clinicos, do mesmo sexo ou em nimeros iguais de
homens e mulheres, apresentando entre 18 a 50 anos de idade assumindo
responsabilidade conforme termo de consentimento livre e esclarecido. Os mesmos
sao internados em leitos hospitalares onde sdo administrados os medicamentos de
forma aberta (de conhecimento geral), aleatoria e cruzada (em duas etapas) de
maneira que 12 voluntarios recebam o medicamento referéncia e os demais o
medicamento teste. Posteriormente, baseando no tempo de meia vida do farmaco,
amostras de material biologico sdo coletadas nos tempos previamente estabelecido

no protocolo clinico contemplando um periodo minimo de 3 a 5 vezes o tempo de

17



meia vida de eliminacdo. Apds esta etapa, os voluntarios sdo novamente internados
depois de um intervalo, que corresponde a sete meias vidas do principio ativo, para a
administracdo dos medicamentos de forma cruzada, ou seja, os voluntarios que
receberam os medicamentos referéncia na primeira etapa receberao posteriormente o
medicamento teste e vice-versa (ANVISA, 2002b).

A etapa analitica é a determinacdo quantitativa dos principios ativos ou
metabodlitos nas respectivas matrizes bioldgicas. O método utilizado deve ser
validado conforme a RE n° 899 de 29 de maio de 2003 e de acordo com as Boas
Priticas de Laboratério (BPL). Nesta etapa geralmente utiliza-se técnica de
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (HPLC") com detec¢do em Espectrometria
de Massa para a quantificacdo das substancias quimicas. Também sdo utilizadas
detecgdes em ultravioleta ou fluorescéncia.

A terceira e ultima etapa de um estudo de bioequivaléncia € a estatistica, onde
os parametros farmacocinéticos, obtidos do grafico de concentragdo plasmatica do
farmaco em relagdo ao tempo encontrados na etapa analitica, sdo analisados
conforme determinacdo da ANVISA pela RE n° 898 de 29 de maio de 2003.

Os parametros determinados sdo:

1. Maior concentragdo do farmaco alcancdvel na corrente sanguinea com a
formulacao em questdo, denominado Concentracdo Méixima (Cmax) (CRAIG

E STIZEL, 1996).

2. Tempo maximo (Tmax) que € o tempo necessario para atingir a concentracao

maxima (CRAIG E STIZEL, 1996).

3. Area sob a curva de concentracio sanguinea versus tempo, calculada pelo

método dos trapezoides, do tempo zero ao tempo t (ASCy) (FIUZA, 2002).

Esta area € proporcional a quantidade total absorvida da droga durante o

tempo de coleta de sangue, no qual foi realizado o estudo de bioequivaléncia.

4. Area sob a curva de concentracio sanguinea versus tempo, calculada do
tempo zero ao tempo infinito (ASCy.inr) (FIUZA, 2002). Esta area também ¢é

proporcional a quantidade total absorvida da droga, sendo que este valor é

uma projecdo de concentragdo total da droga se considerar o infinito ao invés

de um tempo final de observacao.

Do inglés ' Hight Performance Liquid Cromathography
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5. Tempo de meia vida do farmaco (T1/2), que é o tempo necessario para
reduzir a concentracdo plasmatica a metade na corrente sanguinea (CUNHA,
2005).

6. Volume Aparente de Distribuicao (VD) definido como volume hipotético de
fluido corporal necessario para dissolver o farmaco absorvido (CUNHA,
2005).

7. Constante de Eliminacao (Kel) que a velocidade de eliminac¢do do farmaco no
organismo (CRAIG E STIZEL, 1996).

8. Clearence (Cl) definida como volume tedrico de liquido da qual a droga é
completamente removida ao longo de um tempo (CRAIG E STIZEL, 1996).
A avaliagdo de bioequivaléncia é observada avaliando os parametros de

ASCp¢ e Cmax. Os medicamentos sdo considerados bioequivalentes quando o
intervalo de confianca (IC) calculado de 90 % para as razdes de ASCy. teste / ASCo
referéncia e Cmax teste / Cmax referéncia das médias dos pardmetros
farmacocinéticos do medicamento teste e medicamento referéncia estiverem

compreendidos entre 80 a 125 % (BELLORIO, 2003; ANVISA, 2003).

1.3 A intercambialidade dos medicamentos genéricos

A intercambialidade inclui a escolha de um medicamento entre dois ou mais
para os mesmos fins terapéuticos ou profilaticos. Como os medicamentos genéricos
sao copias de medicamentos referéncia, a sua confiabilidade € assegurada através da
defini¢do de critérios de qualidade adotados para andlise e concessao de registros. O
conhecimento  das  caracteristicas  destes medicamentos  possibilita a
intercambialidade entre produtos com equivaléncia terapéutica (medicamentos
genéricos e referéncia) (RUMEL, et al 2006).

A comprovagdo da eficicia terapéutica, seguranca e intercambialidade dos
genéricos, em relacdo ao medicamento de referéncia, através da realizacdo dos
ensaios de equivaléncia farmacéutica e bioequivaléncia, é fundamental para o
deferimento do registro, bem como a sua manuten¢do na comercializacdo (ANVISA,

2007).
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Nesse contexto, ¢ fundamental ressaltar que diferencas em relagdo a
caracteristicas fisicas e fisico-quimicas do farmaco e demais componentes da
formulacdo, bem como nos processos de fabricacdo, podem gerar diferencas na
biodisponibilidade que, no caso do genérico, podem comprometer a bioequivaléncia
e, consequentemente, a intercambialidade (STORPIRTIS et al., 2004).

Desta forma, a ANVISA possibilitou que centros de pesquisa e estudos de
bioequivaléncia se desenvolvessem no pais e assim varios estudos fossem
produzidos, sempre comparando um lote de medicamento teste (possivel genérico)
com um lote do medicamento referéncia. Como estes estudos estdo sendo realizados
desde 1999, varios estudos de uma mesma droga foram publicados, utilizando lotes
diferentes de medicamentos referéncia e medicamentos testes de diferentes empresas
nacionais e internacionais.

Depois da avaliacdo de cada estudo, diversos medicamentos genéricos de
diversas classes terapéuticas sdo produzidos e comercializados no pais. O aumento
de vendas de medicamentos genéricos no periodo de 2000 a 2006 (Figura 2) indica
que esta politica permitiu um maior acesso da populacdo brasileira ao tratamento
medicamentoso através da concorréncia e de precos menores (ANVISA, 2006).

Neste periodo, verificacdes dos dados farmacocinéticos dos medicamentos
referéncia e dos genéricos, demonstrando que os medicamentos referéncia mantém
um perfil constante ou se os varios medicamentos genéricos, de um mesmo ativo,
comercializados no pais apresentam o mesmo perfil farmacocinético, ndo foram

divulgadas.
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Figura 2 - Evolugdo da venda de genéricos de junho de 2000 a dezembro de 2006

Atualmente, no Brasil existem 17 empresas que fabricam o antibitico mais
vendido Amoxicilina genérico, sendo que a eficicia de cada um destes foram
verificadas em relacdo a lotes diferentes de medicamento referéncia, em estudos
diferentes conduzidos por diversos laboratérios do pais.

Assim, mecanismos que possibilitam a comparacdo do perfil farmacocinético
entre os varios medicamentos genéricos e entre os diversos medicamentos de
referéncia utilizados nos estudos de bioequivaléncia, tornam-se importantes para a
verificacdo da intercambialidade entre estas formulagdes, permitindo desta forma
garantir a confiabilidade deste grupo de medicamentos no pais e possibilitando a

utilizacdo por profissionais da satde e consumidores de medicamentos.

1.4 Quimiometria

O desenvolvimento das técnicas analiticas instrumentais apds a década de 60,

associado a crescente utilizagdo de computadores aumentou a rapidez e a quantidade
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de dados obtidos e armazenados. Assim estatistica univariada, até entdo empregada
no tratamento de dados quimicos, ao considerar a analise de cada varidvel do sistema
separadamente, impossibilitou a extracdo de uma maior quantidade de informagdes
(WOLD et al, 1983; RIBEIRO, 2005). Paralelamente, as técnicas multivariadas
passaram a ser introduzidas gradativamente na investigacdo quimica, o que abriu
caminho para a criacdo de uma area de estudo dentro da quimica designada ao estudo
de métodos de tratamento de dados multivariados, a quimiometria (MASSART et al,
1988; RIBEIRO, 2005).

Os métodos de analise multivariada permitem visualizar o efeito das variaveis
num sistema simultaneamente, com todas as suas correlacoes e tendéncias
(RIBEIRO, 2005). Assim a quimiometria possibilita que métodos matemaéticos
complexos sejam utilizados na rotina de laboratérios industriais ou de pesquisa.

Dentre os varios métodos desenvolvidos estdo as técnicas de Analise de
Componentes Principais (PCA?) e de Anélise Hierarquica de Agrupamentos (HCA®).

A aplicacdo da técnica de PCA condensa a informagdo contida em um
nimero de varidveis originais em um conjunto menor de varidveis estatisticas com
uma perda minima de informacdo (HAIR et al, 2005). Consistem em uma
transformacao linear de “m” varidveis originais em “m” novas variaveis, de tal modo
que a primeira nova varidvel computada seja responsavel pela maior variacdao
possivel existente no conjunto de dados, a segunda pela maior variacdo possivel
restante e assim por diante até que a variagdo do conjunto tenha sido explicada.

Portanto PCA ¢é uma técnica de transformacao de variaveis. Se cada variavel
medida for considerada como um eixo de variabilidade, esta analise transforma os
dados de tal modo a descrever a mesma variabilidade total existente. Graficamente
pode ser descrita como a rotacdo de pontos existentes num espaco multidimensional
originando eixos, ou componentes principais, que dispostos num espaco a duas
dimensdes representam variabilidade suficiente que possa indicar algum padrio a ser
interpretado. A figura 3 exemplifica esta rotacdo de pontos e a geracdo das

componentes principais.

Do ingles ? Principal Component Analysis
3 Hierarchical Cluster Analysis
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(X1, X5 e X3 — varidveis originais; CP; — primeira componente principal e CP, — segunda componente principal).
Figura 3 - Esquematizacdo da geracdo das componentes principais em um conjunto

de dados no espaco multidimensional durante a aplicag¢do da técnica de PCA.

Caracteristica importante dos componentes principais € que, como todas as
variaveis sdo altamente relacionadas entre si, 0S novos componentes principais sao
completamente ndo correlacionados, ou seja, sdo ortogonais. Como na matriz de
dados originais, cada amostra apresenta um valor para cada variavel, na nova matriz
de componentes principais, cada amostra tem um valor para cada componente
principal, que tomados juntos sd@o conhecidos como valores dos componentes. O
nucleo de qualquer PCA s@o autovetores e autovalores.

Autovetores sdo conjuntos de valores que representam o peso de cada
varidvel original sobre cada componente principal. Os autovetores sao valores
escalados como coeficientes de correlacdo e variam de +1,0 a -1,0 (passando pelo
zero). Para cada componente principal, todas as varidveis t€m um conjunto de
autovetores correspondentes, e quanto mais proéximo de +1,0 ou -1,0 esta o autovetor,
mais importante € a variavel para a componente principal.

Autovalores sdo valores que representam a contribuicdo relativa de cada
componente principal na explicacdo da variagao total dos dados. Existe um autovalor
para cada componente principal e o tamanho do autovalor para o componente € uma
indicacdo direta da importancia da componente principal na explicacdo da variacdo
total dentro do conjunto de dados. Ou seja, o autovalor explica a importancia do
componente principal sobre a variacao total dos dados.

Aplicacdo da PCA consiste no calculo dos autovalores correspondentes aos

autovetores de uma matriz de variancias-covariancias ou de uma matriz de
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coeficientes de correlacdo entre varidveis. Quando as variaveis, devido a escalas
diferentes de mensuragdes empregadas, ndo podem ser diretamente comparadas,
torna-se necessario uma padronizacdo preliminarmente, de modo que as variaveis
transformadas passem a ter média zero e variancia unitaria.

Anélise Hierarquica de Agrupamentos (HCA) é uma técnica analitica para
desenvolver subgrupos significativos de individuos ou objetos, com o objetivo de
classifica-los em pequenos nimeros de grupos com base nas similaridades entre as
entidades (HAIR et al, 2005). Essa técnica tem como objetivo agrupar objetos
semelhantes segundo suas caracteristicas. A andlise é realizada com base na
similaridade ou dissimilaridade entre as varidveis analisadas (JOHNSON &
WICHERN, 1992). HAIR et al., (2005) acrescenta que os agrupamentos resultantes
devem apresentar elevada homogeneidade interna (dentro dos agrupamentos) e
elevada heterogeneidade externa (entre os agrupamentos).

Antes de comegar o processo de agrupamento, € necessario avaliar se existe
necessidade de padronizacdo dos dados. A maioria das medidas de distancia s@o
bastante sensiveis a diferentes escalas ou magnitudes entre varidveis. A comparagao
de varidveis torna-se mais facil quando elas estdo na mesma escala (ZANELLA,
2006). A andlise de componentes principais pode ser aplicada antes do processo de
agrupamento possibilitando esta padronizacio de dados.

A similaridade pode ser medida de varias maneiras, trés métodos dominam as
aplicacdes de analise de agrupamentos: medidas correlacionais, medidas de distancia
e medidas de associacgdo.

As medidas correlacionais utilizam os padroes dos valores para medir a
similaridade entre os objetos, desconsiderando a magnitude dos objetos, por esse
motivo € uma medida pouco usada, pois a maior parte das aplicagdes de andlise de
agrupamento consideram a magnitude dos objetos e ndo o padrao.

As medidas de distancia representam a proximidade entre as observacdes ao
longo das varidveis. Os agrupamentos baseados em distancia possuem valores mais
similares no conjunto de varidveis, no entanto, os padrdoes podem ser bem diferentes.
A distancia euclidiana é a medida de distdncia mais freqiientemente empregada. E
utilizada para calcular medidas especificas, assim como a distancia euclidiana

simples e a distancia euclidiana quadrada ou absoluta. Quanto mais préximo de zero
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for a distancia euclidiana, mais similares sdo os objetos comparados (BUENO e
AGUIAR, 2004).

As medidas de similaridade por associa¢do s@o usadas para comparar objetos
pelos quais as caracteristicas sdo medidas somente em termos nao-métricos. Uma
medida de associacdo pode avaliar o grau de concordancia entre cada par de objetos
correspondentes (HAIR et al., 2005).

Na fase de particio deve-se escolher o procedimento que serd usado para
colocar objetos similares em agrupamentos. O critério fundamental usado consiste
em tentar maximizar as diferencas entre os agrupamentos relativamente a variacdo
dentro dos mesmos.

As duas técnicas de anélise da quimiometria mais conhecidas sdo as anélises
de agrupamento hierarquico (HCA) e a analise de componentes principais (PCA). A
PCA e a HCA sao metodologias exploratdrias que visam evidenciar similaridades ou
diferencas entre amostras em um determinado conjunto de dados.

As técnicas e PCA e HCA possibilitam encontrar e/ou prognosticar uma
propriedade de um conjunto de amostras que se relacionam com as medidas
analiticas que sdo obtidas (SOUSA et al, 2005). Desta forma a aplicacdo destas
técnicas em conjunto de dados farmacocinéticos podem cooperar na visualizagdo,

comparacao e classificagdo (agrupamentos) de medicamentos.

1.5 Amoxicilina

A Amoxicilina € um antibiético semi-sintético com largo espectro de
atividade bacteriana contra muitos microrganismos Gram-positivos e Gram-
negativos. Substancia quimica classificada na classe terapéutica dos beta-lactamicos
apresenta um massa molecular de 365,4 g e formula molecular C19H;9N3OsS. A

estrutura quimica da molécula € apresentada na figura 4.
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Figura 4 - Estrutura quimica da Amoxicilina.

A Amoxicilina € um inibidor seletivo da sintese da parede celular bacteriana,
que normalmente leva a inibi¢do da reacdo de transpeptidacdo, bloqueio da sintese
dos peptidioglicanos e autdlise da parede celular. A inibicio da enzima
transpeptidase ocorre pela similaridade estrutural das beta-lactamicos com o residuo
acil-D-alanil-D alanina, substrato da enzima em questdo. Todavia, este farmaco é
suscetivel a degradacdo por betalactamases e, portanto, o espectro de atividade ndo
inclui microrganismos produtores destas enzimas.

Amoxicilina € bactericida para uma larga faixa de bactérias, incluindo
Pneumococcus, Enterococcus sp., Listeria, Corynebacteria, Clostridia, Bacillus
anthracis, Erysipelothrix, Rhusiopathial e bactérias Gram-negativas: Meningococcus,
Gonococcus, Bordetella pertussis, Haemophilus influenzae e parainfluenzae,
Escherichia coli, Proteus mirabilis, Samonella e Shigella.

E utilizada em tratamentos de infeccdes otorrinolaringolégicas (amidalites,
faringites, laringites, otite média, sinusite); infec¢des das vias respiratérias (bronquite
aguda e cronica, pneumonia bacteriana, abcesso pulmonar), infec¢des das vias
urinarias (pielonefrite aguda e crdnica, cistite e uretrite), infeccdes gastrointestinais
(febre tif6ide, paratifo), infecgoes venéreas (gonorréia) e infeccdes da pele e tecidos
moles.

Contra-indicada aos pacientes com reacao de hipersensibilidade aos beta-
lactaimicos, pois podem causar reacOes exantemdticas em pacientes com
mononucleose infecciosa e desencadear reacOes de hipersensibilidade, inclusive
anafilaticas. A Amoxicilina deve ser utilizada com cautela em pacientes que estdo
sob tratamento com anticoagulantes, durante a gravidez e ainda pode reduzir a
eficicia dos contraceptivos orais contendo estrogeno.

Amoxicilina como todos os antibioticos, deve ser usado na dose e freqii€ncia

recomendadas para obtengcdo e manuten¢do de concentragdes séricas e teciduais
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eficazes. O medicamento deve ser administrado por um nimero de dias adequado a
infec¢do sob tratamento. As apresentacdes orais devem ser as preferidas, ficando a
via parenteral (injetavel) disponivel para infeccdes potencialmente graves e para as
situagdes em que a via oral estd prejudicada ou ndo disponivel. Apresentacdes mais
comuns sdao de 500 mg de Amoxicilina por capsula e 250 mg de Amoxicilina por 5
mL de suspensao.

O comportamento farmacocinético € caracterizado por uma absor¢ao rapida
no trato gastrointestinal, apresentando uma concentragdo méxima ligeiramente
superior a uma hora e um tempo de meia-vida de aproximadamente uma hora, apds
dose de Amoxicilina 500 mg. A Amoxicilina tém uma biodisponibilidade entre 70 e
90 %, sendo estavel no suco gastrico.

Ap6s absorcdo é amplamente distribuida nos liquidos e tecidos corporais e
aproximadamente 20 % estid ligada as proteinas plasmaticas. A Amoxicilina
atravessa a barreira placentaria, sendo encontrada no soro do cordao umbilical e no
fluido amnidtico na ordem de até 50 % da concentracdo plasmética materna sendo
também excretada no leite materno.

Metabolisada através da hidrélise do anel PB-lactimico, a Amoxicilina é
transformada em d4cido peniciléico e penalmédico, que sdo excretados na urina.
Cerca de 60 % de uma dose oral é excretada pela urina dentro de 6 a 8 horas. A
excre¢do urindria da Amoxicilina ocorre através da filtracdo glomerular e secrecao

tubular e ndo ha evidéncias de metabdlitos ativos da Amoxicilina na urina.
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2 Objetivos

7z

O objetivo deste trabalho é a aplicacdo de Métodos Quimiométricos para
comparacdo dos perfis farmacocinéticos de formulagdes da Amoxicilina em capsula
e em suspensdo, encontrados em estudos de bioequivaléncia realizados no Brasil.
Desta forma possibilitar a classificacdo destes medicamentos, avaliar a qualidade dos
medicamentos genéricos e de referéncia comercializados, criando assim uma

ferramenta para a observacgao da intercambialidade entre os medicamentos.
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3 Meétodos e Materiais

3.1 Estudos de bioequivaléncia de Amoxicilina

Foram considerados os dados de seis estudos de bioequivaléncia da

Amoxicilina, todos eles executados antes do inicio desta dissertacio e sob a

responsabilidade do Instituto de Ciéncias Farmacéuticas de Estudos e Pesquisas

(ICF) credenciado pela ANVISA para execugdo deste tipo de estudo e aprovados por

Comités de Etica em Pesquisa (CEP).

Tabela 1 - Estudos de bioequivaléncia de Amoxicilina cépsulas e suspensodes

utilizadas em cada estudo

o do Estud? Forma Farmacéutica Iden.tlflcagao Tipo de medicamento
(Ano execugdo) Medicamento
1 A* Referéncia
Cépsula
(2002) B Teste
2 C* Referéncia
Cépsula
(2004) D Teste
3 E* Referéncia
Cépsula
(2004) F Teste
4 G** Referéncia
Suspensdo
(2003) H Teste
5 I#* Referéncia
Suspensdo
(2005) J Teste
6 K** Referéncia
Suspensdo
(2006) L Teste

*Medicamento referéncia na forma de capsula do mesmo fabricante com diferentes lotes de fabricagdo.

**Medicamento referéncia na forma de suspensdo do mesmo fabricante com diferentes lotes de fabricacao.
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Os dados farmacocinéticos dos seis estudos, sendo trés de Amoxicilina
capsula (500 mg) e trés de Amoxicilina suspensdo (250 mg / 5 mL), demonstraram
sempre a bioequivaléncia entre os medicamentos teste e referéncia utilizado em cada
estudo. A Tabela 1 enumera os estudos utilizados, apresenta seu periodo de execugao
e a identificacdo de cada medicamento pesquisado.

Para cada um dos seis estudos foram selecionados 26 voluntérios
comprovadamente sadios que iniciaram a participacdo na primeira fase de internagao,
totalizando 156 voluntérios selecionados. Entretanto durante o periodo de execugao,
6 voluntérios desistiram por motivos pessoais, assim 150 voluntérios participaram

das internagdes contribuindo com amostras biologicas.

3.1.1 Amostras bioldgicas

No dia da internagdo, apdés jejum de aproximadamente 10 horas, os
voluntédrios de cada estudo foram acomodados em leito e submetidos a primeira
coleta de sangue (15 mL) correspondente ao tempo zero. Logo apds, os voluntarios
receberam uma dose equivalente a 500 mg de Amoxicilina (1 capsula ou 10 mL da
suspensdo) juntamente com 200 mL de dgua. O medicamento administrado poderia
ser o referéncia ou teste, conforme a lista de randomizacao estabelecida.

Ap6s a administragdo, foram coletadas amostras de 10 ml de sangue
correspondente aos tempos de 15; 30 e 45 min; 1; 1,5; 2; 3; 4; 6; 8; 12; 24; 36 e 48
horas apds a ingestdo do medicamento. O sangue coletado foi transferido para tubos
de ensaios com anticoagulante EDTA. Apds a cada coleta, todos os tubos de ensaios
foram imediatamente centrifugados a 4000 rpm durante 10 minutos e o plasma
removido pipetando o liquido sobrenadante superior.

Depois de transcorrido o periodo de “wash-out” (periodo necesséario para que
a concentragdo de um medicamento seja eliminada pelo organismo, depois da sua
administracdo — neste caso da Amoxicilina este periodo € de 7 dias), os voluntarios
voltaram para o hospital onde foi realizada a segunda fase do estudo. Os voluntarios
que haviam ingerido o medicamento teste na primeira fase ingeriram o medicamento

referéncia e vice-versa. Com este procedimento descrito foi possivel obter para cada
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voluntario 2 amostras bioldgicas (medicamento teste e referéncia) totalizando 300

amostras ao final dos 6 estudos.

3.1.2 Metodologia Analitica

As amostras bioldgicas foram analisadas por uma metodologia desenvolvida e
validada pelo ICF baseada em técnica analitica de HPLC com deteccdo em
Espectrometia de Massa onde as amostras bioldgicas passaram por um processo de
extracdo em fase solida (SPE4).

A extragdo consistia em adicionar 50 uL. de uma solugcdo de Cefalexina 3
ug/mL (Padrio Interno) e 400 uL de H3PO4 (Acido Fosférico) 3 % a uma aliquota de
250 pL de plasma sanguineo. Apds agitacdo, transferiu-se a mistura para um
cartucho de extracdo em fase solida a base de copolimeros de HBL (Hidrophilic-
Lipophilic Balance) previamente condicionados com metanol e 4gua. A mistura foi
centrifugada por 2 minutos para retencdo do ativo e do padrdo interno na base sdlida
com conseqiiente descarte do plasma. Os ativos retidos foram eluidos para um tubo
de ensaio adicionando 600 uL de CH3CN (Acetonitrila) ao cartucho de fase sdlida
(SPE) e novamente levado para centrifuga.

As amostras extraidas foram colocadas em um HPLC SHIMADZU ADVp com
coluna cromatografica analitica Chromolith C18 (50 mm x 4,6 mm d.i.) da Merck
operada a temperatura ambiente. O fluxo utilizado foi de 0,8 mL/min e com um
sistema divisor de fluxo 1:10, na qual foi obtido um fluxo de 80,0 uL/min para o
espectrometro de massas. Foram injetados 20 pL de cada amostra que foram
mantidas a uma temperatura ambiente no auto amostrador.

O espectrometro de massas Quatro LC da Micromass-Waters foi operado em
modo de ionizacdo eletrospray positiva (ESI+) sendo os ions monitorados pelo

MRM (Monitoramento Multiplo de Reacdo) com as condi¢des de descritas na Tabela

2.

Do ingles * Solid Phase Extraction
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Tabela 2 - Parametros de utilizacdo do Espectrometro de Massas

Analito Parent (Da) Daughter (Da) Dwell (s)  Cone (V) Coll Energy (eV)
Amoxicilina 366,00 349,10 0,5 15,00 10,00
Cefalexina 348,10 158,00 0,5 15,00 10,00

Exemplo de uma amostra de plasma sanguineo branco contaminado com
solucdo padrao de Amoxicilina, ap6s a extragdo por em fase sélida e analisada em
HPLC com coluna C18 50 x 4,6 mm e com deteccao em Espectrometria de Massas
sendo 366,0 e 349,10 as massas monitoradas dos ions parent e daughter

respectivamente, é apresentada na Figura 5.

LQ A 10000 gl Vid 15 13SpAR 18405
082SV 30 MAVIdf 2Crermels ES+
10 107:1010 BB>301
7288
Aed
1 %

L L L L I L L L B L B B B I
0B 008V 3Q) MAVIf 2Crerrels S+
10, #1>1H

3464
Aed
%5
O“““‘\““““\““““\““““\““““\““““\““““\““““\““““\““““\““““\““““\““\Tlne
020 040 [010) 080 1.0 120 140 18 18 200 22 240

Figura 5 - Cromatograma de Amoxicilina 100 ng/mL em plasma sanguineo.
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A Figura 6 demonstra um exemplo de uma amostra de plasma sanguineo
branco contaminado com solu¢@o do padrdo interno de Cefalexina, extraida por fase
solida e analisada em HPLC com coluna C18 50 x 4,6 mm e com deteccdo em
Espectrometria de Massas sendo 348,10 e 158,00 as massas monitoradas dos ions

parent e daughter respectivamente.

IS600.00 gyl Vid 17 13Sep 2R 18:58:42
008Respec-11 SV, 3G MRV 2Chermels ES+
100 366>3491

4,003
Aed

m %

CoReEsEEn 1 SV 3 NV 2CramesES:

1.0744%6 81>159
100, 1.74e4
Aed
Y5
‘““\““““\““““\““““\““““\““““\““““\““““\““““\““““\““““\““““\““\-ﬁrTE
020 040 080 080 1.00 120 140 180 180 200 20 240

Figura 6 - Cromatograma do padrao interno Cefalexina 600 ng/mL em plasma

sanguineo.

Para quantificacdo das amostras, curvas de calibracdo foram construidas com
oito concentracdes diferentes dentro da faixa de trabalho de 100 ng/mL a 15000
ng/mL. O método foi previamente validado nesta faixa comprovando sua
especificidade, linearidade (r > 0,99), precisdo (DPR < 15 %), exatidao (£ 15 %),
estabilidade (amostras congeladas por 90 dias a -20 °C e apds extracdo estaveis por

24 h), robustez e limites de detec¢dao/quantificagdo (100 ng/mL).
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Curva de calibracdo construida com amostras de plasma sanguineo branco
contaminada com solucdes padrdoes de Amoxicilina e Cefalexina, extraida por fase
solida e analisada em HPLC com coluna C18 50x4,6mm e com deteccdo em
Espectrometria de Massas € apresentada na Figura 7, exemplificando a linearidade

obtida pelo método analitico com um coeficiente de correlagdo linear (r) acima de

0,99.

(Compound 1 name: Amoxiclina ~ Method File: Vol01 e 02
Coefficient of Determination: 0.993417
(Calibration curve: 0.00198646 * x +-0.0179608
Response type: Internal Std ( Ref 2), Area * (IS Conc. / IS Area )
Curve type: Linear, Origin: Exclude, Weighting: 1/x, Axs trans: None
32.57 X
X
X
X
Response
€208 = ng/mL
0.0 2000.0 4000.0 6000.0 8000.0 10000.0 12000.0

Figura 7 - Curva de calibracdo (r = 0,993417) de Amoxicilina na faixa de 100 a

15000 ng/mL utilizando Cefalexina como padrao interno.
A precisdo e exatiddo do método analitico foram verificadas utilizando

valores obtidos de oito amostras de concentracdo conhecida, conforme demonstrado

nas Tabelas 3 a 5. Estas verificacdes foram realizadas por dois analistas diferentes
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em dias diferentes, podendo assim observar a precisdo intermediaria do método

analitico, como mostra a Tabela 6.

Tabela 3 - Precisdo e Exatiddo do método bioanalitico (1° dia, Analista I).

Amostra 100 ng/mL 150 ng/mL 6000 ng/mL 12000 ng/mL
1 106,6 138,0 5614,6 11584,1
2 105,6 148,0 59759 11488.8
3 107,7 162,8 6075,1 7363,8
4 108,0 66,2% 4560,0 11578.,9
5 83,9 154,7 6280,7 10248,6
6 111,3 165,4 6411,0 6995,1*
7 1144 155,1 5053,6 11723,6
8 100,5 170,8 6335,9 10773.,3
Média 104,8 156,4 5788.,4 10680,2
Precisao 8.93 % 7.12 % 11.55 % 14.59 %
Exatiddo 104.75 % 104.27 % 96.47 % 89.00 %

* Amostras ndo utilizadas nos célculos por terem apresentado problemas nos cartuchos de extragao.

Tabela 4 - Precisao e Exatidao do método bioanalitico (1° dia, Analista II).

Amostra 100 ng/mL 150 ng/mL 6000 ng/mL 12000 ng/mL
1 108,3 132,1 5508,1 11826,7
2 103,9 148,5 6013,7 119422
3 113,0 169,1 6166,7 7341,8*
4 108,1 73,5% 4618,9 11575,7
5 84,0 157,1 6371,2 10272,9
6 116,8 164.,4 6405,5 6883,8*
7 113,7 160,9 5267,1 11818,7
8 101,5 169,1 6450,0 10891,3
Média 106,2 157,3 5850,2 113879
Precisdo 9.71 % 8.43 % 11.26 % 5.84 %
Exatiddo 106.16 % 104.88 % 97.50 % 94.90 %

* Amostras ndo utilizadas nos cdlculos por terem apresentado problemas nos cartuchos de extragado.
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Tabela 5 - Precisao e Exatidao do método bioanalitico . (2° dia, Analista I).

Amostra 100 ng/mL 150 ng/mL 6000 ng/mL 12000 ng/mL
1 100,2 148,9 5886,5 12181.8
2 95,3 140,9 6082,7 11730,0
3 88,3 130,6 53223 10602,3
4 88,0 119,7 5648,4 12080,8
5 95,8 151,3 5749,9 10295,3
6 94,9 158,9 0,0%* 11359,0
7 96,2 113,2 5939,0 12553,9
8 87,7 128,7 5908,7 11605,1
Média 93,3 136,5 5791,1 11551,0
Precisao 5.02 % 11.79 % 4.30 % 6.73 %
Exatiddo 93.30 % 91.02 % 96.52 % 96.26 %

* Amostras ndo utilizadas nos célculos por terem apresentado problemas nos cartuchos de extragado.

Tabela 6 - Precisdo Intermediaria e Exatiddo do método bioanalitico de Amoxicilina

Amostra 100 ng/mL 150 ng/mL 6000 ng/mL 12000 ng/mL
1% dia
104,8 156,4 5788.,4 10680,2
Analista I
1% dia
106,2 157,3 5850,2 11387,9
Analista II
2% dia
93,3 136,5 5791,1 11551,0
Analista I
Média 1014 150,1 5809,9 11206,4
Precisao
6.98 % 7.83 % 0.60 % 4.13 %
Intermediaria
Exatidao 101.43 % 100.04 % 96.83 % 93.39 %
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3.1.3 Analise Estatistica

Ap6s a quantificagdo de todas as amostras de cada estudo de bioequivaléncia,
foi realizada uma avaliagdo estatistica onde foram construidas as curvas de
concentracdo plasmética versus tempo para cada voluntario e para a média dos
voluntarios de cada estudo. Para tal foi utilizado o programa de analise
farmacocinética WINOLIN, o qual determinou oito parametros farmacocinéticos:
Concentragdo Maximo (Cmax), Tempo Méaxima (Tmax), Area sob Curva de zero a
48h (ASCy.), Area sob Curva de zero a infinito (ASCy.inf), Tempo de Meia Vida
(T1/2), Clearence (CL), Volume de Distribuicdo (VD) e Constante de Eliminagao
(Kel) individualmente e a média dos voluntérios de cada estudo.

A avaliacdo da bioequivaléncia foi determinada pelo mesmo programa
baseado nos parametros de Cmax e ASCy, sendo considerados bioequivalentes
quando o intervalo de confianga (IC) calculado de 90 % para as razdes de ASCy
teste / ASCy. referéncia, ASCy.nr teste / ASCy.inr referéncia e Cmax teste / Cmax
referéncia entre as médias dos parametros farmacocinéticos do medicamento teste e

medicamento referéncia estiverem compreendidos entre 80 a 125 %.

3.2 Métodos Quimiométricos

A anélise quimiométrica foi realizada utilizando um programa francés em base
MS-DOS denominado SPADn fornecido pelo Instituto de Quimica da Universidade
Federal de Goias sendo aplicado ao conjunto de dados as Técnicas de Anélise de
Componentes Principais (PCA) e de Anélise Hierarquica de Agrupamentos (HCA).
Os graficos foram melhorados pelo programa ORIGIN, versao 5.0.

Componentes principais foram geradas a partir da combinacdo linear dos oito
parametros originais obtidas nos estudos de bioequivaléncia, construidas de forma
ortogonais entre si. Elas foram construidas em ordem decrescente da quantidade de
variancia que descreve, o que significa que a primeira componente principal (PC1)
descreve a direcdo da maior variacdo dos dados, a segunda componente principal
(PC2) ¢é ortogonal a primeira e descreve o maximo de varidncia restante, e assim

sucessivamente para as componentes seguintes.
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Com a determinacdo das componentes principais realizou-se a Analise
Hierarquica de Agrupamentos (HCA). A HCA exibiu os dados em um espaco
bidimensional, de maneira a enfatizar os seus agrupamentos e padrdes naturais
assumindo que a distdncia entre os pontos (objetos ou varidveis) reflete a
similaridade de suas propriedades, portanto, quanto mais préximos oS pontos no
espaco amostral maior a similaridade. Os resultados foram gerados na forma de
graficos, que agrupam objetos ou varidveis em funcdo das similaridades ou das
distancias em gréaficos.

Estas medidas de similaridade foram determinadas pelo célculo da distancia
euclidiana e do coeficiente de correlacdo, permitindo o agrupamento de classes

através das técnicas do vizinho mais préximo.
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4 Resultados e Discussoes

Foram utilizadas 300 amostras bioldgicas de onde foram obtidos os oito
parametros farmacocinéticos: Concentragdo Méaxima (Cmax), Area sob Curva de
zero a 48h (ASCy..), Area sob Curva de zero a infinito (ASCy.inf), Tempo Méximo
(Tmax), Tempo de Meia Vida (T1/2), Constante de Eliminagao (Kel), Volume de
Distribui¢dao (VD) e Clearence (CL). Os valores médios determinados dentro de cada

grupo de voluntarios que participaram do estudo sdo demonstrados na Tabela 7.

4.1 Avaliacdo da Bioequivaléncia pela etapa estatistica

Para a avaliagdo da bioequivaléncia entre medicamentos de um mesmo
estudo € utilizada uma estatistica, onde sdo observados se os valores de Concentracao
Maxima (Cmax) e Area Sob a Curva (ASCy1) apresentavam ou ndo, valores
semelhantes entre si para o0 medicamento teste e de referéncia. Os resultados finais de
cada estudo consideraram os medicamentos teste e referéncia bioequivalentes.

Entretanto, para realizar uma avaliacdo entre os medicamentos utilizados em
diferentes estudos de bioequivaléncia, segundo a legislacdo vigente, a razdo de
Concentracdo Maxima e de Area Sob a Curva de zero a 48 horas foi calculada e
observada se os valores estariam dentro da faixa especificada pela legislacdo (85 a
125 %). Os resultados destes calculos sdo apresentados nas Tabelas 8 e 9 para o

parametro Cmax e nas Tabelas 10 e 11 para o parametro ASCy; .
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Tabela 7 - Parametros farmacocinéticos obtidos nos estudos de bioequivalénica (valores médio dos voluntarios)

Cmax ASCy., ASCoins Tmax T1/2 Kel VD CL
Estudo Medicamento ng/mL hr*ng/mL hr*ng/mL hr hr 1/hr mL mL/hr
(DPR %) (DPR %) (DPR %) (DPR %) (DPR %) (DPR %) (DPR %) (DPR %)
A 4380,55 11562,61 11847,54 1,50 1,11 0,647 68706,96 4325772
1 (27,3) (23,9) (23,6) (45,6) (19,3) (19,7) (27,7) (22,6)
(2002) B 4120,77 10155,49 10510,21 1,50 1,06 0,670 74814,23 49074,00
(31,6) (28,3) (27,3) (46,7) (15,8) (15,6) (30,,0) (27,2)
C 8744,70 27072,89 27404,78 2,50 1,28 0,550 34325,79 18757,71
2 (29,0) (26,3) (26,0) (28,9) (12,4) (13,6) (23,6) (23,1)
(2004) D 8566,01 26215,29 26506,26 2,00 1,27 0,560 34915,18 19293,99
(29,7) (23,2) (23,9) (39,4) (13,5) (14,5) (19,0) (20,3)
E 4550,72 13545,35 13918,01 2,00 1,14 0,630 59840,16 36982,81
3 (29,4 (22,9) (22,9) (41,5) (18,1) (18,9) (23,0) (25,8)
(2004) F 4191,24 13424,70 13730,23 2,00 1,10 0,650 59383,31 37663,65
(42,8) (25,9) (25,5) (51,6) (18,3) (17,3) (29,4) (27,1)
G 7015,88 17070,48 17351,12 1,25 1,13 0,630 4744240 29235,35
4 (28,7) 14,7) (14,7) (28,6) (16,4) (18,5) (20,9) (16,3)
(2003) H 7548,34 17340,58 17627,59 1,00 1,14 0,634 46969,04 28800,41
(28,0) (17,3) a7.1) (33,7) (18.4) (22,5) (24,7 (20,0)
I 9823,09 26065,99 26449,00 1,25 1,21 0,590 34454,12 19638,19
5 (26,3) (29,6) (29,5) (50,9) (18,9) (18,2) (38,7) (27,4)
2005
( ) A 8888,73 22660,00 23062,04 1,25 1,22 0,580 39612,38 22669,51
(32,8) (34,1) (33.,8) (36,9) (16,3) (15,1) (34,1) (30,8)
K 9508,06 24440,27 24784,75 1,33 1,25 0,630 37517,25 20967,25
6 (29,1) (20,6) (20,3) (36,9) (53,6) (28,3) (53,1) (20,4)
(2006) L 9866,03 24008,76 243717,85 1,35 1,08 0,660 32719,39 21218,63
(22,0) 194 (19.5) (49,9) (17.,5) (18,0) (21,7 (18.5)

Legenda: A, C e E medicamentos referéncia de Amoxicilina 500 mg cépsulas do mesmo fabricante de diferentes lotes; B, D e F medicamentos teste de Amoxicilina 500 mg cépsulas de

diferentes fabricantes; G, I e K medicamentos referéncia de Amoxicilina 250 mg/ 5 mL suspensdo do mesmo fabricante de diferentes lotes; H, J e L medicamentos teste de Amoxicilina 250

mg/5 mL capsulas de diferentes fabricantes.
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Tabela 8 - Razdo em porcentagem entre a média das concentragdes maximas (Cmax)

entre dois medicamentos na forma de capsula

Medicamento Razao (%) Medicamento Razao (%) Medicamento Razao (%)
A/B 94,07 B/C 47,12 C/E 192,16
A/C 50,09 B/D 48,11 C/F 208,64
A/D 51,14 B/E 90,55 D/E 188,23
A/E 96,26 B/F 98,32 D/F 204,38
A/F 104,52 C/D 97,96 E/F 92,10

Tabela 9 - Razdo em porcentagem entre a média das concentragdes maximas (Cmax)

entre dois medicamentos na forma de suspensao

Medicamento Razao (%) Medicamento Razao (%) Medicamento Razao (%)
G/H 107,59 H/ 76,84 /K 107,58
G/1 71,42 H/J 84,92 /L 102,11
G/J 78,93 H/K 82,67 J/K 97,34
G/K 76,83 H/L 78,46 J/L 92,40
G/L 72,93 12 90,49 K/L 105,35

Considerando a varidvel Cmax observa-se que as comparagdes entre o0s
medicamentos A, B, E e F na forma de capsula (Tabela 8) seriam bioequivalentes
enquanto que a comparacdo destes com os medicamentos C e D observa-se a nao
bioequivaléncia. Entretanto a razdo entre os medicamentos C e D apresentam a
bioequivaléncia, devido a participar do mesmo estudo de bioequivaléncia.

Para os medicamentos na forma de suspensdo (Tabela 9) observa-se que das 15
comparacdes, 9 comparacdes foram aprovadas e 6 reprovadas. Entretanto as reprovagoes
apresentam valores proximos aos limites especificados (80 a 125 %), ou seja, as razdes

estariam maiores que 70 % entre os dois medicamentos observados.

41



Tabela 10 - Razdo em % entre a média das areas sob a curva (ASCy,) entre dois

medicamentos na forma de capsula.

Medicamento Razao (%) Medicamento Razao (%) Medicamento Razio (%)
A/B 87,83 B/C 37,51 C/E 199,87
A/C 42,71 B/D 38,74 C/F 201,66
A/D 44,10 B/E 74,97 D/E 193,54
A/E 85,36 B/F 75,65 D/F 195,28
A/F 86,13 C/D 96,83 E/F 99,11

Tabela 11 - Razdo em % entre a média das areas sob a curvas (ASCy,) entre dois

medicamentos na forma de suspensao.

Medicamento Razio (%) Medicamento Razio (%) Medicamento Razdo (%)
G/H 101,58 H/I 66,53 I/K 108,79
G/1 65,49 H/J 76,53 I/L 110,44
G/J 75,33 H/K 72,38 J/K 94,58
G/K 71,25 H/L 73,47 J/L 96,01
G/L 72,33 12 86,93 K/L 98,51

Observando o parametro de ASCy. as comparagdes entre os medicamentos A, B,
E e F na forma de cipsula (Tabela 10) apresentaram resultados bioequivalentes e ndo
bioequivalentes, sendo que os foram reprovados valores proximos as especificacdes.
Porém, para as comparagdes destes com os medicamentos C e D certamente seriam
reprovados (ndo bioequivalentes), pois os valores de razao encontram-se abaixo de 50 %
ou proximos a 200 %.

Para os medicamentos na forma de suspensdo (Tabela 11) observa-se uma
situacdo semelhante ao da varidvel Cmax, pois se verificou comparacdes bioequivalentes
e ndo bioequivalentes onde os resultados reprovados apresentaram valores de razdo
proximos aos limites da especificados (80 a 125 %).

A defini¢do da intercambialidade entre as formulagdes com estas comparacdes
demanda certo tempo, dificultando a observacdo, pois existe a necessidade de vérios
célculos e consequentemente muitas observacdes e comparagcdes com O mesmo

medicamento necessitam ser avaliadas.
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4.2 Avaliacao da intercambialidade através da Quimiometria

A aplicacdo da técnica de analise PCA permitiu a avaliacdo dos medicamentos
estudados, utilizando 8 pardmetros farmacocinéticos determinados nos estudos de
bioequivaléncia, ao contrario dos resultados apresentados no item 4.1, onde cada
avaliacdo foi realizada entre dois medicamentos sendo observado varidvel por variavel.

Para a determinacdo das PCA’s o programa SPADn executou uma normalizacao
dos dados através de um auto-escalonamento determinando os auto vetores (loadings) e
os auto valores (scores), ou seja, determinou os valores das variincia dos dados apds a
transformacdo para um espago descrito pelos eixos bidemensionais ou
multidimensionais, conforme apresentados na Tabela 12. O uso da PCA no conjunto de
dados farmacocinéticos permitiu que mais de 93 % das informacdes estivessem
presentes em um grafico bidimensional e mais de 98 % nas trés primeiras componentes

principais.

Tabela 12 - Resultados das componentes principais nos dados farmacocinéticos obtidos

através do programa SPADn.

N° componente Porcentagem de Porcentagem
L Auto vetores . ~
principal informacao Acumulada
1 6,0660 75,83 % 75,83 %
2 1,4051 17,56 % 93,39 %
3 0,3750 4,69 % 98,08 %
4 0,0965 1,21 % 99,28 %
5 0,0520 0,65 % 99,93 %
6 0,0051 0,06 % 100 %

Com as representagdes graficas (Figuras 7 e 8) das varidveis e dos medicamentos
(individuos) nestes eixos, foi possivel avalid-los. Os graficos foram obtidos pelo
programa SPADn e alguns adaptados ao programa ORIGIN.

Na Figura 8, observa-se que as vardveis praticamente formaram dois
agrupamentos onde aquelas que sdo mais relacionadas com absor¢do do firmaco (Cmax

e AUC) se encontram ao lado direito da primeira componente principal (CP1), enquanto
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as relacionadas com a eliminacdo do farmaco (Kel, CI_F e VD) se encontram no lado
esquerdo desta mesma componente, indicando a correlagdo dentro do mesmo
agrupamento e a nio correlacio entre os dois agrupamentos. Assim a técnica de PCA
podera ser aplicada aos dados farmacocinéticos em questdo, uma vez que a correlacao
dos valores apresentados por estas varidveis, realmente possui este comportamento na

biodisponibilidade de farmacos.

Segunda componente

—————————————————————————————— Tmx-————————"—""=""————————
| \ \
| \ \
| \ \
| \ \
0,6 + | |
| \ \
| \ \
| \ \
| \ T1/2 |
| \ \
| \ \
| VD \
CL_F |
| \ AUCt |
o +---——————--"—"-"--"——-—-——- - AUC1
| | \
| \ \
| \ \
| \ \
| | Cmax |
—————— Kel-"4——————————————
0,6 .0 0,6

Primeira Componente

(Tmax — Tempo Méximo; CL_F — Clearence; VD — Volume de Distribuicao; Kel — Constante de Eliminagdo; T1/2 — Tempo de Meia
Vida; AUCt — Area Sob a Curva de zero a 48H; AUCi - Area Sob a Curva de zero ao infinito; Cmax — Concentracdo Maxima)
Figura 8 - Representacdo grafica dos 8 parametros farmacocinéticos apresentados na

Tabela 7 para CP1 e CP2

A Figura 9 representa as coordenadas dos medicamentos nas CP1 e CP2,
observando uma distribui¢do em todos os quadrantes do grafico que apds a aplicacdo de
HCA apresentou o agrupamento destes medicamentos em grupos de acordo sua

similaridade, possibilitando a classificacdo destes medicamentos em classes distintas.
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Figura 9 - Representacdo grafica dos medicamentos ordenados nas CP1 e CP2 e

classificacdes da HCA.

A andlise de HCA classificou os medicamentos em trés classes (Figura 9), além de
indicar quais as varidveis de maior importancia para estas classificacdes. Na primeira
classe os medicamentos A, B, E e F em forma de capsulas foram considerados similares
devido ao fato que todos estes apresentaram Volume de Distribui¢do (VD) e Clearence
(CL) maior em relacdo aos demais medicamentos, conforme apresentados na Tabela 7.
Estes medicamentos também apresentam Area sob Curva de zero a 48h (ASCy.), Area
sob Curva de zero a infinito (ASCy.inr) € Concentracdo Maxima (Cmax) menores em

relacao a média de todos os demais medicamentos testados.
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A Figura 9 também representa uma similaridade dos medicamentos que
apresentaram um Tempo Méximo (Tmax) menor do que a média geral, assim foram
classificados em uma segunda classe, representada pelas formulacdes G, H, 1, J, K, L, ou
seja, todos os medicamentos da forma em suspensao.

A terceira classe da Figura 9 apresenta os medicamentos C e D (capsulas)
classificados por apresentarem um Tmax maior e uma Constante de Eliminacdo (Kel)
menor, ou seja, os valores de Tmax destas formulacdes estavam superiores em relacio
aos medicamentos classificados na segunda classe (suspensdes) e os valores de Kel
menores comparados aos da primeira e segunda classe, formando assim um
agrupamento distinto.

As correlagdes entre os agrupamentos formados e os parametros farmacocinéticos
de diferenciagdo destas classes podem ser observadas na Fligura 10. Os medicamentos
A, B, E e F estdo localizados no mesmo quadrante dos parametros VD e CL_F e
distantes dos parametros Cmax, AUCy; e AUCyiy quando comparados as demais
formulagdes. Entretanto as formulagdes em suspensao (G, H, 1, J, K e L) estdo bastante
proximas dos parametros Cmax, AUCy e AUCy.yy mas a maior caracteristica de sua
classe é a distancia em relacdo ao pardmetro Tmax confirmando os baixos valores
encontrados duarante os estudos de bioequivaléncia. Os medicamentos C e D na forma
de capsulas estdo proximos ao Tmax e distantes dos pardmetros de Kel caracterizando o
terceiro agrupamento.

As classificacOes realizadas pela anélise de HCA vém de encontro com resultados
farmacocinéticos esperados onde a primeira classe apresentou somente medicamentos da
forma farmacéutica cédpsula enquanto a segunda classe apresentou todos os
medicamentos da forma farmacéutica suspensao.

As varidveis que permitiram a classificacdo também descreveram o perfil
farmacocinético esperado para as formas farmacéuticas de Amoxicilina, uma vez que a
suspensdo permite a absorcdo do medicamento em um menor tempo em comparagio
com a capsula. Isto porque nesta forma o firmaco estd em uma fase liquida e sua
solubilizacdo € facilitada no trato gastrointestinal. Por outro lado, a solubiliza¢do do
ativo na forma de capsula ndo € facilitada disponibilizando uma menor quantidade do

mesmo para absor¢do e conseqiientemente uma menor concentragdo de farmaco seria
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observada na sua biodisponibilidade. A confirmagdo pela anélise de HCA € demonstrada
pelos menores valores de Cmax e AUC comparados aos medicamentos na forma de

capsula.

Segunda componente

—————————————————————————————————————————————————————— medC

2 + | |
| | |

| | |

| | |

| medE | medD |

| medF Tmx |

| | |

| | |

| VD | T1/2 |

| medA CL_F | AUCt |

0 medB—————--—"-—"-————— - AUCi—————————————
| | |

| Kel | CmaxmeddJ |

| | |

| medG | medKmedI |

| | |

| | |

| medH | |

| | |

| | |

-2 o +————— medL————-— -

-4 -2 0 2

Primeira Componente

[med (A; B; C; D; E; F) — Medicamento Capsula (A; B; C; D; E; F ); med(G; H; I; J; K; L) — Medicamento Suspensio (G; H; I; J; K;
L); Tmax — Tempo Maximo; CL_F — Clearence; VD — Volume de Distribuicdo; Kel — Constante de Eliminac@o; T1/2 — Tempo de

Meia Vida; AUCt — Area Sob a Curva de zero a 48H; AUCi - Area Sob a Curva de zero ao infinito; Cmax — Concentragdo Méaxima]

Figura 10 - Representagdo grafica dos medicamentos e das oito varidveis nas CP1 e CP2

No caso da terceira classe com os medicamentos C e D na forma de céapsulas do
mesmo estudo de bioequivaléncia (estudo 2) ndo foram classificados na primeira classe
como esperado inicialmente e, conseqiientemente foi realizada uma avaliacdo
aprofundada nos dados farmacocinéticos obtidos. Foi observado que os valores de todas
as variaveis estdo com diferencas significativas em relacdo aos valores das demais
capsulas.

Estes medicamentos também ndo foram classificados na segunda classe

(suspensdes) por apresentarem comportamentos farmacocinéticos diferentes pertecendo
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a uma terceira classe, onde em um primeiro momento, poder-se-ia concluir que os
medicamentos (C e D) ndo apresentam a mesma biodisponibilidade em relacdo as
demais cépsulas impedindo sua intercambialidade. Entretanto, como os medicamentos
sdo de um dunico estudo e a comparacdo entre as duas formulacdes demonstra a
bioequivaléncia, existe assim uma grande probabilidade deste estudo ter sido executado
com um procedimento diferente em relacdo aos demais estudos observados.

A Figura 11 demonstra os resultados das analises de PCA e HCA em um grafico
tridimensional (CP1, CP2 e CP3) com as trés classes citadas anteriormente. Esta forma
de avaliacio de estudos de bioequivaléncia permite uma observacdo abrangente e
detalhada onde verifica-se que os medicamentos na forma de céapsula A, B, E e F
apresentam uma similaridade entre os seus perfis farmacocinéticos. A mesma avaliagdo
podemos dizer para os medicamentos na forma de suspensdo (G, H, I, J, K e L)
indicando assim a intercambialidade entre os mesmo. Enquanto para os medicamentos C
e D a anélise de componente principais indica que o seu estudo de bioequivalénica pode
ter sido executado em uma rotina diferenciada.

A mesma anélise, foi realizada utilizando os dados farmacocinéticos individuais de
cada voluntario dos estudos de bioequivaléncia. A avaliacdo destes resultados conclui
que devido a propria variabilidade do medicamento impossibilitou o agrupamento em
classes. Entretanto, foi possivel observar que os dados individuais dos medicamentos em
forma de capsula ficaram mais dispersos nas componentes principais quando
comparados aos observados nos medicamentos na forma de suspensdo nas componentes
principais, sendo o agrupamento em classes pela HCA dificultada.

Trabalhos e pesquisas com a aplicacdo de técnicas quimiométricas ou estatisticas
multivaridas em dados farmacocinéticos ndo sdo encontrados, indicando que novas
técnicas de avaliagdo da qualidade de medicamentos podem ser estudas e aplicadas. O
envolvimento de profissionais de outras areas torna-se importante, pois possibilita que
pesquisadores e profissionais da area da satde extraiam o maximo de informagdes dos
dados levantados podendo assim melhorar seus resultados e obter conclusdes mais

precisa e completas.
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[ (A; B; C; D; E; F) — Medicamento Capsula (A; B; C; D; E; F); (G; H; I; J; K; L) — Medicamento Suspensdo (G; H; I; J; K; L)]

Figura 11 - Representagdo grafica dos medicamentos ordenados nas CP1, CP2, CP3 e

classificacdes da HCA.

49



5 Conclusoes

Baseados nos resultados apresentados, a analise quimiométrica confirma seu uso
como uma ferramenta poderosa para a classificacdo de medicamentos em estudos de
bioequivaléncia, pois foram avaliadas diferenciacOes entre as formas farmacéuticas
capsula e suspensdo, diferenciacdo entre os parametros de absor¢do e eliminagdo e o
agrupamento de medicamentos com dados similares indicando a intercambialidade entre
formulacGes genéricas e referéncias.

A utilizagdo das técnicas quimiométricas nos dados farmacocinéticos dos 6
estudos de bioequivaléncia da Amoxicilina na forma de capsulas e suspensdo
possibilitou a avaliacdo da intercambialidade de quatro formula¢des na forma cépsulas e
de seis formulag¢des na forma de suspensdo além de indicar uma possivel alteracdo nas
rotina de execucdo de um estudo de bioequivaléncia da forma de cépsulas. Desta forma
conclui-se que estas técnicas sdo passiveis de utilizacdo em laboratérios de pesquisa e
por agéncias reguladoras do governo, pois se verificou a qualidade dos estudos de
bioequivaléncia realizados em laboratérios e possibilitam o monitoramento dos

medicamentos genéricos e dos medicamentos referéncias comercializados no pais.
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