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RESUMO

AVALIACAO DA FARMACOCINETICA DA COMBINACAO
SULFAMETOXAZOL + TRIMETOPRIMA EM RATOS COMO
FERRAMENTA PREDITIVA DE ESTUDOS DE
BIOEQUIVALENCIA/BIODISPONIBILIDADE RELATIVA EM
SERES HUMANOS

Diferencas relacionadas as caracteristicas fisico-quimicas do
farmaco, componentes da formulagdo e processos de fabricagcdo podem
gerar problemas na biodisponibilidade de medicamentos. Partindo deste
principio, e da necessidade de realizacdo de testes mais especificos
prévios a execucdo de estudos de biodisponibilidade relativa /
bioequivaléncia farmacéutica em humanos foi desenvolvida uma
ferramenta em modelo animal para predizer o comportamento
farmacocinético de formulacdes desenvolvidas previamente a realizacao
dos testes em humanos. Foram avaliados os perfis farmacocinéticos de
formulagdes da associagdo sulfametoxazol + trimetoprima suspensao e
comprimido administrados a ratos Wistar. Os resultados foram
comparados com dados previamente obtidos em estudos de
biodisponibilidade relativa / bioequivaléncia com individuos sadios.
Observou-se que, no caso da suspensdo, os resultados se apresentaram
mais consistentes e foi possivel correlacionar o perfil dos farmacos em
ratos e humanos. Nos comprimidos também houve relagdo entre os
valores, entretanto, limitagbes do modelo animal ndo permitiram uma
relacdo completa com os resultados encontrados em humanos. Os
resultados encontrados no estudo permitem avaliagdes do
comportamento farmacocinético individual de cada formulagdo testada,
contribuindo para que problemas sejam identificados e corrigidos
anteriormente a submissdo dos medicamentos a testes oficiais de
biodisponibilidade relativa / bioequivaléncia em humanos.

PALAVRAS CHAVES: sulfametoxazol, trimetoprima,
biodisponibilidade relativa, bioequivaléncia.



ABSTRACT

Pharmacokinetic evaluation of sulfametoxazole + trimetoprim
combination in rats as a predictive tool to studies of
bioequivalence/bioavailability in human beings

Differences related to physico-chemical characteristics of the drug,
formulations components and manufacturing processes can lead to
problems in drug bioavailability. With this assumption, and the need for
more specific tests prior to implementation of relative bioavailability /
bioequivalence studies in human beings, an animal model was
developed to putatively predict, or not, the bioequivalence of
formulations developed before testing in human beings. We have
evaluated the pharmacokinetic profiles of sulfamethoxazole +
trimethoprim tablet and suspension formulations administered to Wistar
rats. The results were compared with previously obtained data in studies
of relative bioavailability / bioequivalence in healthy volunteers. It was
observed that the results were more consistent for the suspension
formulation, being possible to correlate the drugs profile in rats and
humans. For the tablets, there was some relationship between values,
however, limitations of the animal model due to size did not allow a
complete correlation with the results found in humans to the oral
administration of solid formulations such as tablets. The findings of the
present study allow assessments of individual pharmacokinetic behavior
for each formulation tested in rats, contributing to identify problems and
solve them prior to submission of official drug biocavailability /
bioequivalence studies in humans.

KEYWORDS: sulfamethoxazole, trimethoprim, relative bioavailability,
bioequivalence.
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1. INTRODUCAO
1.1 Pesquisa e desenvolvimento de medicamentos

O avanc¢o das pesquisas cientificas nas Gltimas décadas tem
evidenciado que a seguranca e eficacia clinica dos medicamentos nédo
podem ser atribuidas exclusivamente as propriedades farmacoldgicas
intrinsecas do farmaco. Fatores ligados as suas propriedades fisico-
guimicas, bem como aqueles relacionados aos excipientes empregados
na formulacdo, além do processo de fabricacdo, tém sido considerados
responsaveis por alteraces no efeito dos medicamentos, uma vez que
podem afetar a biodisponibilidade dos farmacos (CHEN et al., 2007;
PANCHAGNULA; THOMAS, 2000).

O processo de desenvolvimento de novos medicamentos requer
até 20 anos desde o estudo de moléculas promissoras até sua introducdo
no mercado. Muitas das moléculas estudadas apresentam problemas na
fase inicial de estudos pré-clinicos e clinicos. Ap0s estes estudos, 46%
dos compostos que passam para a fase de desenvolvimento clinico
apresentam problemas de eficacia e seguranca (ELIOPOULOS et al.,
2008; VARMA et al., 2004).

A absorcdo, distribuicdo, metabolismo e eliminagdo s&o
estagios importantes relacionados ao perfil farmacocinético de uma
molécula (VARMA et al., 2004). InformacGes relacionadas a estes
estagios, no desenvolvimento de um medicamento, fornecem maior
seguranca sobre o futuro perfil do farmaco.

Neste sentido, conhecer previamente a solubilidade e
permeabilidade fornece, em estégios iniciais do desenvolvimento de um
medicamento, informacfes relacionadas a forma de absorcéo,
distribuicdo e da resposta terapéutica, principalmente para aqueles
administrados por via oral (VARMA et al., 2004).

Segundo Venkatesh e colaboradores (2000), os principais
problemas no desenvolvimento de novos medicamentos sdo: baixa
biodisponibilidade (39%), auséncia de eficacia (29%), deteccdo de
efeitos toxicos (21%), razbes de mercado (alto custo, baixa aceitacdo
comercial, estratégias de marketing insuficientes) (6%).

Em 1991, 40% do total de falhas no desenvolvimento de novos
farmacos estavam relacionados a biodisponibilidade e farmacocinética,
j& em 2000 esse percentual diminuiu em 10% (KOLA, LANDIS, 2004;
PRENTIS, LIS E WALKER ,1988). Tal fato demonstra que cada vez
mais a industria investe em testes para compreender o perfil dos
medicamentos em estudo, principalmente porque quanto mais avangada
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estiver a fase de descontinuidade do projeto de Pesquisa e
Desenvolvimento (P&D), maiores serdo 0s prejuizos da empresa
(VENKATESH, LIPPER, 2000; PRENTIS, LIS E WALKER ,1988).

A relagdo entre o farmaco, a forma farmacéutica que o contéme a
via pela qual é administrado determina quanto e com que velocidade
esse farmaco entra na circulacdo sistémica. Para que ocorra efeito um
medicamento precisa chegar ao sitio de acdo e permanecer por tempo
suficiente para ser considerado eficaz (ASHFORD, 2005a).

A biodisponibilidade est4 diretamente relacionada com absor¢do
e é de grande importancia para administracdo de farmacos em vias
extravasculares (oral, intramuscular, subcutanea, transdérmica, retal,
vaginal, etc.). (ABDOU, 1989).

A absorcdo é a transferéncia do farmaco do local de
administragdo para a corrente sanguinea. Assim, por defini¢do, quando
um medicamento € administrado por via intravascular apresenta é 100%
de biodisponibilidade, ou seja, toda a dose é administrada diretamente
na corrente sanguinea e pode se ligar a receptores e desencadear o efeito
farmacoldgico (ASHFORD, 2005a).

Vaérios sdo os fatores que influenciam na biodisponibilidade de
um farmaco, que de maneira geral podem ser divididos em fatores
fisiolégicos relacionados ao trato gastrintestinal, caracteristicas fisico-
guimicas do farmaco e caracteristicas da forma farmacéutica e seus
excipientes (SHARGEL, et al., 2005).

De acordo com Ku (2008), diferengas em relagdo as
caracteristicas fisico-quimicas do farmaco, componentes da formulag&o
e processos de fabricacdo diferentes, podem gerar diferencas de
biodisponibilidade que, podem comprometer a bioequivaléncia e
intercambialidade de medicamentos genéricos. Quando existem
ferramentas adequadas de controle de qualidade durante o
desenvolvimento farmacotécnico tal situacdo pode ser evitada.

Formas farmacéuticas sélidas apresentam maiores fatores que
afetam a biodisponibilidade com maior frequiéncia do que outras formas.
Caracteristicas do farmaco, excipientes, diferencas na dissolucéo,
técnicas de compressdo e revestimento precisam de um controle
rigoroso durante seu desenvolvimento, pois potencialmente sdo as
formas que podem apresentar problemas em relacdo a
biodisponibilidade e bioequivaléncia (ABDOU, 1989; GIBALDI, 1991).

1.2 Formas farmacéuticas
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A velocidade de liberagdo do farmaco das formas farmacéuticas
administradas por via oral, geralmente diminui na seguinte ordem:
solucbes, suspensbes, pos, capsulas, comprimidos, comprimidos
revestidos efou drageas e comprimidos de liberacdo modificada
(AULTON, 2005).

A definigdo da forma farmacéutica oral estabelece a quantidade
de etapas que o medicamento vai realizar desde sua administracdo até
dissolucéo nos fluidos gastrintestinais. (ASHFORD, 2005a).

Quanto maior o nimero de etapas que intervém no processo de
absorcdo, maior serd o nimero de potenciais obstaculos para que a
absorcdo ocorra e maior serd a probabilidade que uma determinada
forma farmacéutica venha a reduzir a biodisponibilidade apresentada
pelo farmaco. (ASHFORD, 2005).

O emprego de suspensdes geralmente ocorre para incorporar
farmacos insolGveis ou pouco solGveis em meio aquoso. A
biodisponibilidade de medicamentos administrados na forma de
suspensdo pode estar relacionada com: tamanho da particula, forma
cristalina do farmaco, complexacdo do farmaco com excipientes,
agentes para favorecer a dissolucdo, substancias que aumentam a
viscosidade, etc. (ASHFORD, 2005, AULTON, 2005).

As formas soélidas de medicamentos podem ser obtidas por
compressdo de uma mistura de excipientes com o farmaco, sendo
comprimidos simples, revestidos, bucais, sublinguais, efervescentes,
mastigaveis. Os maiores problemas relacionados com a
biodisponibilidade de fa&rmacos ocorrem com comprimidos, em fungdo
de fatores relacionados a tecnologia de fabricacdo e aos adjuvantes
empregados. Para que o farmaco seja liberado desta forma farmacéutica
s80 necessérias as etapas de desagregacdo, desintegracdo e dissolucdo
(PRISTA; ALVES; MORGADO, 1981; FERRAZ, 1994).

Neste sentido, estudos biofarmacéuticos tornam-se importantes
e relevantes para avaliar formulagbes em suas caracteristicas fisico-
guimicas (estudos in vitro) e bioldgicas (estudos in vivo), principalmente
porque estes fatores influenciardo na biodisponibilidade das formulacdes
desenvolvidas (KARALIS et al., 2008).

1.2.1. Suspensao

As suspensdes sdo sistemas heterogéneos em que a fase externa
ou continua é liquida ou semi-sélida e a interna ou dispersa é formada
por particulas sélidas praticamente insollveis no veiculo (PRISTA,
ALVES, MORGADO, 1981).
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As suspensGes podem ser de wuso oral, intramuscular,
subcutaneo e tdpico, além das preparacbes oftalmicas. Para farmacos
insollveis, de sabor desagradavel ou para prolongar agdes
medicamentosas, a suspensdo oral é uma das formas farmacéuticas mais
utilizadas. Nesse tipo de formulacdo, o tamanho das particulas dispersas
pode condicionar a facilidade de absorcdo ou a predominancia de uma
acdo local no intestino, além disso, é possivel incorporar, com maior
facilidade, adjuvantes para mascarar o sabor desagradavel (PRISTA,
ALVES, MORGADO, 1981; MARTIN, 1993; FLORENCE,
ATTWOOD, 2003).

Alguns fatores e propriedades fisico-quimicas devem ser
considerados quando uma suspensdo € preparada, tais como,
viscosidade, densidade da fase dispersante, tamanho das particulas,
temperatura de armazenagem, inibicdo de crescimento de cristais e
mudangas polimdrficas sdo de especial significancia, pois modificacdes
nesses parametros, durante o tempo de armazenagem do produto, pode
afetar o desempenho da formulacdo (PRISTA, ALVES, MORGADO,
1981; LACHMANN, LIEBERMAN, KANING, 2001; MARTIN, 1993;
FLORENCE & ATTWOOD, 2003).

1.2.2. Comprimidos

Acredita-se que 90% de todos os medicamentos usados na
terapia por acéo sistémica sejam administrados por via oral, e destes, as
formas solidas sdo as preferidas. Comprimidos e capsulas constituem
formas farmacéuticas unitarias, permitem uma dosagem Unica e exata,
sdo formas compactas e com boa estabilidade (LACHMAN, 2001,
ANSEL, et al., 2000, REMINGTON, 2004).

Sastry e colaboradores (2000) afirmam que formas
farmacéuticas solidas, especialmente os comprimidos, sdo muito
utilizadas na terapia principalmente por apresentarem vantagens tais
como: facilidade para administracdo, estabilidade da composicéo,
seguranca para prescricao e maior adesdo do paciente ao tratamento.

Comprimidos obtidos por compressdo, com o auxilio de
adjuvantes apropriados, ou sem eles, apresentam diferencas relacionadas
ao tamanho, forma, peso, dureza, espessura, forma de desintegracéo e
liberacdo dependendo da indicacdo a qual ele se destina (ANSEL, et al.,
2000, REMINGTON 2004).

Existem varias formas de administracdo de comprimidos, a via
oral é a mais comum, os comprimidos sdo deglutidos e em algumas
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situacBes devem ser dissolvidos antes na agua, outros devem
permanecer na boca (a¢do local),outros sdo inseridos em cavidades do
organismo, aplicados sobre a pele, ou ainda, adaptados a preparacdo de
solugdes injetaveis (ANSEL, et al., 2000; HIR, 1997).

Podem-se citar como principais vantagens dos comprimidos em
relagdo a outras formas farmacéuticas (LACHMAN, 2001; HIR, 1997):

- Baixo custo quando comparado com outras formas
farmacéuticas orais;

- Boa estabilidade fisico-quimica e microbioldgica;

- Forma compacta que favorece a embalagem e o transporte;

- Menor percepgdo do sabor e odor desagradaveis de certos
principios ativos comparados com formas liquidas, além de estas
caracteristicas organolépticas estarem totalmente mascaradas quando
revestido;

- Apresenta forma unitaria de dosagem que oferece maior
capacidade, dentre todas as outras formas farmacéuticas, de precisdo de
dose e menor variabilidade no conteldo;

- Mais leves e compactos que todas as formas farmacéuticas
orais;

- Podem ser produzidos mais facilmente em grande escala do que
gualquer outra forma oral unitéaria.

- Facilmente administravel dispensando a necessidade de pessoal
técnico capacitado.

1.3 Biodisponibilidade relativa /Bioequivaléncia

No inicio da década de 60 as diferencas na biodisponibilidade
foram reconhecidas. A administracdo de formulagGes de liberacéo
imediata de digoxina com diferentes tamanhos de particulas
desencadeou eventos adversos sérios. Tais observacGes levaram a
fundamentacdo dos primeiros critérios para o estabelecimento de testes
de bioequivaléncia pelo FDA (Food and Drug Administration), agéncia
reguladora  norte-americana em 1977 (UNITED STATES
PHARMACOPEIA, 2005).

No mundo todo, a definicdo estabelecida pelo FDA é utilizada e
refere-se a quantidade absorvida de um farmaco, a partir de sua forma
farmacéutica, e a velocidade pela qual esse processo ocorre. De acordo
com Bueno (2005), a definicdo do FDA cita que biodisponibilidade é
uma propriedade que deriva da administracdo do medicamento ao
organismo e que, por citar a forma farmacéutica, deixa claro que a
mesma pode influencia-la.
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Os ensaios destinados a determinacdo de biodisponibilidade e/ou
bioequivaléncia de farmacos administrados em uma determinada
formulacdo farmacéutica visam garantir a eficacia e seguranca dos
mesmos. Segundo principios éticos, a FDA recomenda a utilizagdo de
modelo animal que possa ser correlacionado com aqueles obtidos em
humanos. Na auséncia desses modelos, os testes devem incluir seres
humanos sob condigbes normais e padronizadas (ARANCIBIA;
PEZOA, 1992; STORPIRTIS; CONSIGLIERI, 1995).

O conceito de biodisponibilidade é definido como a velocidade e
extensdo da absorcdo do farmaco a partir de uma determinada forma
farmacéutica, tornando-se disponivel no local de agcdo. Quando farmacos
de acdo sistémica sdo administrados por via extravascular, a absor¢do
passa a ser um pré-requisito para o efeito terapéutico dos mesmos € a
biodisponibilidade passa a ser associada diretamente a qualidade do
medicamento (SHARGEL; YU, 2005).

A Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA, 1999)
define biodisponibilidade como sendo a velocidade e a extensdo de
absorcéo de um principio ativo em uma forma de dosagem, a partir de
sua curva concentracdo/tempo na circulagdo sistémica ou sua excrecao
na urina.

A bioequivaléncia é a demonstragdo de equivaléncia farmacéutica
entre produtos apresentados sob a mesma forma farmacéutica, contendo
idéntica composicao qualitativa e quantitativa de principio (s) ativo (s) e
gue tenham comparavel biodisponibilidade quando estudados sob um
mesmo desenho experimental (BRASIL, 1999).

Os estudos de biodisponibilidade de medicamentos sdo
empregados com varias finalidades (STORPIRTIS; CONSIGLIERI,
1995):

- bioequivaléncia entre medicamentos;

-medicamentos que contém farmacos novos na terapéutica;

- novas formulag6es contendo farmacos j& conhecidos;

- formas farmacéuticas de liberagdo modificada;

- associacdo de farmacos;

- alteragdes na formulagdo de um medicamento;

- alteragBes de posologia/ esquema terapéutico.

Contudo, tais estudos estdo sujeitos a um grande ndmero de
fontes de variagdo, como por exemplo, as variabilidades individuais
(intra-individuos e inter-individuos), as diferencas entre as formulagdes
de um mesmo lote, ou mesmo o erro experimental na analise dos
parametros farmacocinéticos. Estudos de bioequivaléncia e revisdes que
abordam o tema tém dado grande atencao para a variabilidade individual
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(JACKSON, 1994). Algumas pesquisas apontam fatores genéticos como
fontes de variacdo intra-individuos, porém, esses dados ainda ndo estéo
completamente elucidados (PELKONEN; BOOBIS; REMY, 2001).

Para Steppe (1996), diferencas de biodisponibilidade de
medicamentos ocorrem, principalmente, em funcdo das diferencas
observadas em relagdo a eficiéncia e velocidade de absorcdo de
farmacos. Variagdes intra-individuais e os fatores relacionados a forma
de dosagem utilizada sdo os principais responsaveis por essas alteracdes.
Por esse motivo, formas farmacéuticas sélidas, administradas por via
oral, apresentam frequentemente problemas de biodisponibilidade em
relacdo a outras formas de dosagem.

1.4 Sistema de classificacao biofarmacéutico (SCB)

O Sistema de classificagdo biofarmacéutica (SCB) foi criado
por Amidon e colaboradores, em 1995 e representa um novo padrdo
baseado na classificacdo de farmacos de acordo com suas propriedades
biofarmacéuticas e engloba as propriedades fundamentais relacionadas a
absorcao de farmacos como permeabilidade e solubilidade (AMIDON et
al., 1995; TAKAGI et al., 2006).

Como fundamentalmente extensdo e velocidade de absorcéo de
um medicamento dependem basicamente da solubilidade e
permeabilidade do farmaco através de membranas bioldgicas o SCB
divide os farmacos em 4 classificagdes (MARTINEZ; AMIDON, 2002),
conforme Figura 1:
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Figura 1 - Sistema de classificagdo biofarmacéutica
(adaptado de Lonbenberg e Amidon, 2000)
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Com o SCB é possivel estimar o0 desempenho farmacocinético in
vivo de um medicamento através de dados de permeabilidade e
solubilidade (KARALIS et al., 2008, DAHAN, et al., 2009).

Desde a introdugdo do sistema em 1995, este vem sendo utilizado
para isentar do teste de bioequivaléncia farmacos altamente sollveis e
altamente permeaveis (classe 1) que sejam aprovados no teste de perfil
de dissolugcdo (COOK; ADDICKS; WU, 2008). A utilizacdo deste
sistema para bioisencdo de farmacos e foi adotado oficialmente nos
Gltimos anos por agéncias como 0 FDA (UNITES STATES, 2002).

A bioisenc¢do dos farmacos da classe 1 é possivel pois a absor¢do
oral de um medicamento, por exemplo, dependente basicamente da
solubilidade aquosa e permeabilidade gastrintestinal. A dissolu¢do do
medicamento somada ao SCB permite considerar solubilidade,
permeabilidade e dissolucdo: fatores que afetam a velocidade e extenséo
da absor¢do de formas farmacéuticas solidas de liberacdo imediata:
(DAHAN, et al., 2009).

O SCB permite a reducdo da exposi¢do de voluntarios sadios aos
farmacos candidatos aos testes de bioequivaléncia e identificar se a
biodisponibilidade de determinado produto farmacéutico é sensivel a
alteracBes do processo produtivo, dos constituintes da formulagcdo ou da
concentracdo do farmaco, desta forma reduz custos e tempo necessarios
para 0s processos de desenvolvimento de produtos farmacéuticos
(LENNERNAS; ABRAHAMSSON, 2005; SOUZA; FREITAS;
STORPIRTIS, 2007).

Entretanto, 0 SCB assume que nenhum outro componente da
formulagdo altere a permeabilidade de membrana ou o transito intestinal
(AMIDON, 1995) sendo assim, para complementar questdes que
surgiram a partir do SCB foram desenvolvidos inimeros modelos para
testar principalmente a permeabilidade e solubilidade de farmacos.

1.5 Estudos preditivos para biodisponibilidade relativa /
bioequivaléncia

A aplicacdo de conceitos farmacocinéticos e farmacodindmicos
pode aperfeigoar o processo de desenvolvimento de um novo
medicamento, ou ainda racionalizar a utilizacdo daqueles ja existentes
(MEIBOHM & DERENDORF, 2002).

Modelos animais s&o utilizados em estagios pré-clinicos para
avaliacdo preditiva de toxicidade, definicdo da dose etc.; modelos
farmacocinéticos ou farmacodindmicos in vivo fornecem informaces
sobre os efeitos de idade e sexo, interagdes e variabilidade do farmaco,
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enquanto as avaliagfes in vitro permitem avaliar parametros fisico-
guimicos de formas farmacéuticas.

1.5.1 Estudos de permeabilidade intestinal e cutanea com tecido animal

Determinar a permeabilidade dos farmacos através de
membranas do trato gastrintestinal (TGI) auxilia na previsdo da
biodisponibilidade e estudos utilizando tecido animal para avaliar a
permeabilidade intestinal sdo realizados desde 1950. No decorrer dos
anos foram desenvolvidos varios modelos, utilizando diferentes tecidos
e segmentos de intestino de diferentes espécies e foram sendo
observadas significAncias morfoldgicas significativas diferencas
morfoldgicas e funcionais entre os modelos animais e 0s enterécitos
humanos (SOUZA; FREITAS; STORPIRTIS, 2007).

Um modelo de permeabilidade intestinal, desenvolvido desde a
década de 50, utiliza porcbes invertidas do intestino e permite a
avaliacio da absorcdo por meio de segmentos de origem animal. E
utilizado para o estudo de mecanismos de transporte de farmacos, assim
como para absorcdo passiva, transporte ativo, além da cinética de
transporte na presenca e auséncia de glicoproteina-P (SOUZA,;
FREITAS; STORPIRTIS, 2007). Também existem na literatura modelos
utilizando células de difusdo para avaliacdo da permeagdo cutanea. O
modelo consiste em células compostas por 2 compartimentos (receptor e
fase doadora), separados por uma membrana sintética ou pele (SOUZA,;
FREITAS; STORPIRTIS, 2007).

O tecido de porco foi o que apresentou maior semelhanca
anatbmica e biol6gica ao intestino humano e tem sido frequentemente
utilizado para estudos de permeabilidade, mecanismo de transporte e
metabolismo de farmacos, entretanto, devido a dificuldade em obter
tecidos viaveis, ou que se mantenham adequados durante o0s
experimentos por necessitarem de oxigenacdo, o modelo apresenta
restricbes (PIETZONKA et al., 2002).

1.5.2 Estudos de permeabilidade: modelo células CaCo-2

HILGERS e colaboradores (1990) sugerem que células de
adenocarcinoma de c6lon humano (Caco-2) podem ser (teis para prever
0 potencial de absorcdo oral de farmacos. Essas células sdo cultivadas
em filtros permedveis e porosos e se diferenciam espontaneamente em
enterdcitos, formando uma membrana composta de células em
monocamada aderidas por juncGes e apresentam como vantagem a
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rapida multiplicacdo celular (BALIMANE; CHONG; MORRISON,
2000).

Muitos autores tém demonstrado que a permeabilidade de
medicamentos pelas células Caco-2 apresentou correlagdo positiva com
a porcentagem de farmacos absorvidos no organismo, tanto por difuséo
passiva quanto por transporte ativo (ARTURSSON; PALM;
LUTHMAN, 1996; USP, 2000).

Entre os modelos celulares existentes, a linhagem celular Caco-
2 é a mais amplamente utilizada e vem sendo investigada como sendo
um modelo in vitro para estudos de absor¢do de farmacos (JUNG et al.,
2006).

Muitos estudos in vitro, com Caco-2, sugerem que
transportadores podem facilitar ou limitar a absorcdo de muitos
farmacos, entretanto, estudos in vivo tém evidenciado que o0s
transportadores representam tanta influencia na absorcéo. As diferengas
entre os estudos in vitro e in vivo pode ser explicada pela diferenga
inerente de cada sistema.

A maioria dos estudos feitos com Caco-2 esta metodologia pode
ser usada para identificar farmacos com problemas potenciais de
absorcdo (ARTURSSON; PALM; LUTHMAN, 2001), mas, as
conclusdes de estudos in vitro devem ser cuidadosamente avaliadas
antes de serem extrapoladas para as condic¢@es in vivo e a influéncia dos
transportadores na absorcdo de farmacos deve ser minuciosamente
explicada quando se tratar de isen¢do de estudos de bioequivaléncia com
base no SCB (YU et al., 2002).

1.5.3 Dissolucéo

A dissolugdo de medicamentos pode ser definida como o
fendmeno em que um farmaco no estado sélido é liberado e solubiliza
ap6s a administracdo, sendo assim uma importante condicdo para
absorcao sistémica do farmaco, podendo afetar a biodisponibilidade do
mesmo. (ABDOU, 1989; STORPIRTIS (1999).

O teste de dissolucdo era utilizado para formas farmacéuticas
convencionais, como comprimidos e cépsulas, e formas farmacéuticas
de liberacdo modificada., mas nos ultimos anos se tornou importante
para verificacdo da liberacdo de farmacos a partir das mais diversas
formas farmacéuticas como pds, comprimidos mastigaveis,
comprimidos sublinguais, gomas mastigaveis, supositorios, adesivos
transdérmicos, aerossOis e  semi-sélidos (ARZAMI; ROA;
LOBENBERG, 2007).
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O teste de dissolucdo é um teste oficial utilizado pelas
farmacopéias para avaliacdo da liberacdo dos farmacos a partir das
formas farmacéuticas soélidas e semi-sdlidas (ARZAMI; ROA;
LOBENBERG, 2007).

Na dissolucéo in vitro podem ser obtidos dados importantes em
varios estagios do desenvolvimento de produtos. O teste também
permite a escolha de uma forma farmacéutica que apresente o melhor
desempenho na liberacdo do farmaco (DRESSMAN et al., 1998).

Muitos pesquisadores sugerem que o teste de dissolucdo possa
prever o desempenho in vivo do produto a partir do teste in vitro. Estas
metodologias permitiriam uma redugdo da carga de trabalho necesséria
para o desenvolvimento de um produto farmacéutico, e principalmente a
diminuicdo do nimero de estudos clinicos (DRESSMAN et al., 1998).

1.5.4 Estudos preditivos em animais

Embora os estudos farmacocinéticos em humanos sejam mais
minuciosos, detalhados e abrangentes, informagdes preliminares obtidas
a partir de ensaios em animais de pequeno porte, como ratos, podem ser
aplicaveis para nortear o delineamento de estudos clinicos (KAISER,
2009).

Os dados farmacocinéticos normalmente fornecidos de estudos
em ratos, cdes e/ou macacos sdo utilizados para ajudar a prever o
comportamento farmacocinético de moléculas em seres humanos.
(WARD, SMITH, 2004). Entretanto, a bioequivaléncia em animais ndo
necessariamente pode ser extrapolada para humanos e a correlagdo deve
ser validada. (SAHA, MALBACH, 1993).

1.5.5 Correlacdo in vitro/in vivo (CIVIV)

O conceito de correlagdo in vitro / in vivo (CIVIV) vem sendo
muito utilizado atualmente. O CIVIV consiste na relacdo entre a
propriedade bioldgica ou parametros derivados com as propriedades
fisico-quimicas da mesma dosagem (UNITED, 2005).

Este principio de correlagdo envolve trés niveis que sdo
apresentados por UPPOOR (2001):

- A: correlacdo ponto a ponto entre o perfil de dissolugdo in
vitro e a fracdo absorvida in vivo (Obtida a partir da curva de
concentracdo plasmatica do farmaco em funcéo do tempo);

- B: tempo médio de dissolugdo (TMD) in vitro versus tempo
médio de residéncia (TMR) ou ao TMD in vivo;
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- C: Unico ponto entre um pardmetro da dissolucdo e um
pardmetro farmacocinético;

O conhecimento das caracteristicas fisico-quimicas de um
farmaco como solubilidade e permeabilidade sdo imprescindiveis para
estabelecer CIVI. Testes de dissolugdo, SCB, estudos de permeabilidade
e farmacocinéticos sdo utilizados para possibilitar uma correlagéo
(POLLLI, et al., 1996).

1.6 Terapia com antimicrobianos

A terapéutica antimicrobiana tem como objetivo a erradicacdo
efetiva de microrganismos patogénicos, utilizando a menor dose
possivel em curto periodo de duracdo de tratamento, e com o menor
numero de efeitos adversos. Para que seja determinada a posologia, sdo
incorporados  fatores farmacocinéticos e farmacodindmicos do
antimicrobiano (EBERT & CRAIG, 1990).

Avaliagdes microbioldgicas in vitro permitem a obtencdo de
informacOes completas sobre a acdo do antimicrobiano, entretanto, in
vivo as concentragdes do farmaco séo alteradas durante o intervalo entre
as dosagens, evento que ndo é contemplado por estes estudos.
Diferencas na absorcéo, distribuicéo e elimina¢do de um antimicrobiano
podem resultar em conseqliéncias no tratamento. Sendo assim, €
necessario incorporar parametros farmacocinéticos aos dados obtidos in
vitro a fim de ampliar a compreensdo da atividade clinica de um
antimicrobiano (EBERT & CRAIG, 1990; VAN BAMBEKE &
TULKENS, 2001).

Embora a influéncia dos parametros farmacocinéticos sobre o
efeito dos antimicrobianos in vivo tem sido relatada na literatura
cientifica, entretanto, até 0 momento nédo ha definicdo do melhor método
preditivo de atividade antibacteriana. (TURNIDGE, 1998; LI, 2000;
AMSDEN, 2001; VAN BAMBEKE & TULKENS, 2001; FRIDT-
MOLLER, 2002).

1.7 Sulfametoxazol + Trimetoprima

A introducdo da trimetoprima (derivado da pirimidina)
associada ao sulfametoxazol (classe das sulfonamidas) contribuiu
significativamente para o desenvolvimento da quimioterapia. Essa
constituiu a primeira preparacdo antibacteriana desenvolvida por
investigacdo sistematica de uma série de compostos com mecanismo de
acdo conhecido, em oposic¢ao a situagdo usual em que o mecanismo de
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acdo de determinado agente antibacteriano é elucidado depois de
extensiva pesquisa e uso clinico (SILVA, 2006). Assim, foi constituida a
aplicacdo préatica de um principio tedrico, isto é, quando dois farmacos
atuam em etapas sequienciais na via de determinada reacdo enzimatica
obrigatdria das bactérias, o resultado de sua combinagao € sinérgico. Em
grande parte do mundo esta combinacéao é conhecida como cotrimoxazol
(GOODMAN & GILMAN, 2006).

A combinaco de trimetoprima (TMP) e sulfametoxazol (SMZ) é
um antibactericida de amplo espectro contra organismos gram-positivos
e gram-negativos (MORGAN, RAYMOND, 1980). Quando os dois
componentes sdo combinados, seu potencial matuo de atividade
antibactericida resulta em uma acdo mais rapida, com um espectro
amplo e um baixo potencial de indugdo a resisténcia (BUSHBY,
HITCHINGS, 1968; L1, 2000).

Essa associacdo tem demonstrado ser altamente efetiva para o
tratamento de uma variedade de doencas infecciosas e é uma das
ferramentas mais utilizadas para tratamento  antimicrobiano
(GOODMAN & GILMAN, 2006).

Em um estudo utilizando camundongos da linhagem Swiss que
receberam uma formulagéo oral contendo 800 mg de SMZ e 160 mg de
TMP, demonstrou-se que apds a absorcdo a relacdo inalterada de
SMZ/TMP foi de 20 para 50 e se manteve ap6s 10 h da administracéo.
Isso demonstra que um tratamento adequado com SMZ-TMP depende
da biodisponibilidade dos dois componentes nas formulagdes
farmacéuticas e na farmacocinética individual. O SMZ é metabolizado
pelo N4 acetil transferase e é sabido que a atividade desta enzima varia
nas diferentes popula¢des (SCHWARTZ, REIDER, 1970; MONTEIRO
etal., 1997; LI, 2000).

As vantagens apresentadas para o uso da combinagcdo TMP-SMZ
sdo: reducdo da concentracdo minima inibitéria (CIM), incremento da
atividade bactericida e reducdo do risco de resisténcia (BUSHBY,
1975).

1.7.1 Mecanismo de Agao

A associacdo de SMZ + TMP age sinergicamente, bloqueando
duas enzimas que catalisam estagios sucessivos na biossintese do &cido
folinico no microrganismo. S&o freqlientemente eficazes contra
bactérias que sdo resistentes a um deles isoladamente. Por causa de seu
mecanismo de acgdo, o risco de resisténcia bacteriana é minimizado
(RANG et al., 2003).
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O SMZ inibe a incorporacdo do &cido para-aminobenzdico
(PABA) no acido fdlico, mediada pela enzima diidropteroato-sintetase,
enquanto a TMP impede a redugdo do diidrofolato a tetraidrofolato,
inibindo a enzima diidrofolato-sintetase. O tetraidrofolato é essencial
para as reacdes de transferéncia de carbono na célula bacteriana
(SILVA, 2006).
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Figura 2 - Formulas estruturais do Sulfametoxazol (a) e da
Trimetoprima (b), respectivamente.

A interacdo sinérgica entre a sulfonamida e a TMP ¢
previsivel com base nos respectivos mecanismos. Existe uma relacdo
6tima entre as concentracdes dos dois agentes para obter o sinergismo
que é igual a relagdo entre as concentragBes inibitdrias minimas dos
farmacos quando atuam independentemente. Apesar de esta relacdo
variar para diferentes bactérias, a mais eficaz para o maior nimero de
microrganismos € de 20 partes de SMZ para 1 de TMP. (GOODMAN &
GILMAN, 2006)

1.7.2 Indicagbes

As formulagdes de SMZ e TMP sdo indicadas no tratamento
das infeccBes causadas por bactérias sensiveis a esta associacdo, tais
como: infeccBes do trato respiratério alto e baixo; infeccdes do trato
urinario e renais; infeccdes genitais em ambos 0s sexos; infeccdes
gastrintestinais e infecgdes da pele e tecidos moles (BRUMFITT, et al.,
1973; HITCHINGS, 1973).
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1.7.3 Farmacocinética

Apo6s uma dose oral Unica da combinagdo a TMP é absorvida
mais rapidamente do que o SMZ (SILVA, 2006), sendo que 96% da
dose é eliminada pela urina e somente 4% pelas fezes, significando uma
absorgéo quase total no intestino (MOFFAT, et al., 2004).

Em geral sdo obtidas concentragcfes maximas sanguineas de
TMP em 2h, na maioria dos pacientes, enquanto que as concentracfes
méaximas de SMZ sdo alcancadas em 4h apds dose Unica oral. As meias-
vidas da TMP e do SMZ sdo de cerca de 11 e 10 h respectivamente
(GOODMAN & GILMAN, 2006).

Aproximadamente 42 a 46% da TMP e 66% do SMZ estdo
ligados a proteinas do sangue. Uma pequena quantidade de SMZ
circulante fica sob a forma conjugada. A TMP é rapidamente distribuida
nos tecidos, atingindo o liquido cefalorraquidiano, rins, pulmdes e bago
(RANG, et al., 2003).

Segundo Kremers e colaboradores (1974), em estudo realizado
para obter a comparagdo entre doses multiplas e doses Unicas de SMZ
800 mg e TMP 160 mg foram obtidos o0s seguintes dados
farmacocinéticos:

Para TMP (dose Unica):
- concentracdo plasmatica maxima (Cpax): 1,57ug/mL;
- tempo para a concentracdo plasmatica maxima (Tmsx): 1 h;
- tempo para meia-vida (T%2): 10,3 h.

Para SMZ (dose Unica):

- concentracdo plasmatica maxima (Cpax): 48,7ug/mL;

- tempo para a concentracdo plasmatica maxima (Tsx): 3 h;
- tempo para meia-vida (T%2): 8,7 h.

Ja Kielhofner (1990), descreve a farmacocinética geral destes
farmacos citando como valores para o pico de concentracdo plasmatica
(Crmax) de TMP: 1,1 pg/mL e para SMZ: 20,3 pg/mL.

A necessidade de dados consistentes e atuais em modelos animais
gue investiguem a farmacocinética da associagdo TPM + SMZ,
comumente usada na clinica médica, levou a proposicdo do presente
trabalho.
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2. OBJETIVOS
2.1 Objetivo geral

O presente estudo teve como objetivo estabelecer uma
ferramenta de auxilio no desenvolvimento de medicamentos que serdo
submetidos a estudos de biodisponibilidade relativa / bioequivaléncia
farmacéuticos em seres humanos, avaliar a biodisponibilidade relativa
de produtos contendo a associacdo entre SMZ e TMP apos
administragdo oral em ratos da linhagem Wistar comparando com dados
ja obtidos em seres humanos.

2.2 Objetivos especificos

- Realizar a quantificacdo de SMZ e TMP presente no plasma através
de método bioanalitico validado em Cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia (CLAE).

- Avaliar a biodisponibilidade comparativa dos principios ativos,
SMZ e TMP, apds a administracdo oral em ratos, com base em
comparacdes estatisticas dos parametros farmacocinéticos relevantes,
através de dados da concentracdo dos farmacos na corrente sanguinea.

- Comparar os resultados farmacocinéticos obtidos no estudo em
animais com dados obtidos em estudos de biodisponibilidade relativa/
bioequivaléncia farmacéutica ja realizados em seres humanos a fim de
verificar correlagdo ou ndo dos dados encontrados.
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3. MATERIAL E METODOS
3.1 Consideracdes éticas

Todos os animais utilizados para a execugdo do experimento
foram provenientes do Biotério Central da Universidade Federal de
Santa Catarina, transportados até o Biotério da Universidade Paranaense
(UNIPAR, Toledo — PR) onde foram mantidos até a conclusdo dos
experimentos

O protocolo para realizacdo do experimento foi analisado e
aprovado pelo Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA) da
Universidade Federal de Santa Catarina, sob 0 numero
23080.023789/2010-80/CEUA/UFSC (Anexo 01).

O presente estudo foi realizado de acordo com o normatizado
pela legislagdo brasileira e todos os demais preceitos éticos nacionais e
internacionais para a utilizacdo de animais em pesquisas.

3.2 Medicamentos

Foram utilizadas formulages contendo a associagdo de SMZ +
TMP conforme descrito a seguir:

3.2.1 Medicamento teste

O medicamento teste 1 foi sulfametoxazol 40 mg/mL +
trimetoprima 8 mg/mL suspensdo oral, produzido por indistria
patrocinadora do estudo de bioequivaléncia farmacéutica.

O medicamento teste 2 foi sulfametoxazol 400 mg +
trimetoprima 80 mg comprimido simples, produzido por indUstria
patrocinadora do estudo de bioequivaléncia farmacéutica.

3.2.2 Medicamento referéncia

O medicamento referéncia 1 foi o Bactrim® (sulfametoxazol 40
mg/mL + trimetoprima 8 mg/mL) suspensdo oral, produzido por
Produtos Roche Quimicos e Farmacéuticos S.A.

O medicamento referéncia 2 foi o Bactrim® (sulfametoxazol
400 mg + trimetoprima 80 mg) comprimido simples, produzido por
Produtos Roche Quimicos e Farmacéuticos S.A..
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3.3. Estudo farmacocinético em ratos
3.3.1 Animais

Foram utilizados 48 (quarenta e oito) ratos da linhagem Wistar,
fémeas adultas, com peso entre 200 e 300 g e cerca de 12 semanas de
idade, que foram mantidos em condi¢Ges ambientais controladas: ciclo
claro/escuro de 12h, com luzes se acendendo as 6:00, e temperatura de
22 + 2 °C. Os animais ficaram alojados em gaiolas com dimensdo 41 x
34 x 16 cm com capacidade para até 6 ratos/caixa, com agua e alimento
livre, exceto durante a realizacdo dos experimentos.

O ndmero de animais foi calculado pela férmula:

['::En - EE]J):
n=|—m——

d= Erro maximo da estimativa
o= desvio-padrdo da populacdo
Z .= Valor critico que corresponde ao grau de confianca desejado

Zz= Valor critico que corresponde ao poder do teste desejado

aTh
Iﬁ )

(2.0
n= Il.. )
(1,96x19 "'.:
\ 15

2

)

n=

&= Erro maximo da estimativa

7= desvio-padrdo da populacdo
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Z,=Valor critico que corresponde ao grau de confianca desejado

O numero de 6 (seis) animais para cada sub-grupo também foi
estimado em funcéo da variabilidade dos dados para 0 SMZ e a TMP em
animais com base em pesquisa bibliogréfica.

As quantidades de alimento, assim como sua qualidade, foram
padronizadas para todos os animais. Os animais permaneceram em
jejum de racdo por um periodo de 8h antes e 4 h ap6s a administragédo
dos medicamentos. O jejum de liquidos iniciou ap6s a administracdo dos
medicamentos e permaneceu até 4 h apds.

3.3.2. Definicédo da dose administrada

A definicdo da dose a ser administrada foi calculada a partir de
extrapolacdes alométricas, seguindo a férmula apresentada a seguir:

TMB =K xM @™

TMB: taxa metabdlica basal ou custo minimo de energia por animal
K: constante que para mamiferos placentarios = 70
M: peso metabolico

Foi calculada a TMB para o animal modelo (no caso 0 homem)
e para o animal teste (rato), em seguida é realizado o calculo para
extrapolacdo da dose:

Calculo dose = (DOSB (animal modelo) /[TMB (animal modelo)) *TBM (animal
teste)

Com base nos célculos apresentados, segue a tabela com a
defini¢do das doses em ratos com média de 300 g:
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Tabela 1 — Célculo da dose a ser administrada

SULFAMETOXAZOL TRIMETOPRIMA
Animal Animal Teste Animal Animal
Conhecido Conhecido Teste
Rattus Rattus
Espécie Homo navergicus Homo navergicus
P sapiens 9 sapiens 9
albinus albinus
Nome . .
Homem Rato Wistar Homem Rato Wistar
Comum
Dosagem 400 6,70 80 1,34
(mg)
Dosagem
571 22,33 1,14 4,47
(mg/Kg)
Peso (Kg) 70 0,3 70 0,3
K 70 70 70 70
TMB 1694,03 28,38 1694,03 28,38

3.3.3 Esquema de administracéo

Os 48 animais foram divididos em dois grupos de 24 (vinte a
quatro) animais identificados pelo tipo de administragdo: Grupo 1 —
SMZ + TMP suspensdo; Grupo 2 — SMZ + TMP comprimido, de acordo

com esquema de alocacéo apresentado na Figura 3.

Cada subgupo recebeu em cada um dos periodos uma Unica
dose das formulagdes de SMZ + TMP por via oral, administrada através
de gavagem, em dose Unica, em concentracdo definida de acordo com
calculo alométrico, dissolvido em um volume de 2 mL de agua

destilada.
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Total

48 animais

Grupo 1-SMZ + TMP suspensdo Grupo 2 - SMZ + TMP comprimido

(24 animais) (24 animais)

Subgrupo 1 -Formulagdo | Subgrupo 2 - Formulacdo Subgrupo 3 -Formulagdo | Subgrupo 4 - Formulacio

teste 1 referéncial teste 2 referéncia 2

{12 animais) {12 animais) {12 animais) {12 animais}
Grupo A: GrupoB: Grupo A: GrupoB: Grupo A: GrupoB: Grupo A: GrupoB:
{6 animais) § (6animais) J| (6 animais) § (6 animais) {6 animais) § (6 animais) | (6 animais) § {6 animais)

Figura 3 — Esquema de administragéo das formulaces:
3.3.4 Coleta das amostras

Foram coletadas cinco amostras de 0,4 mL de sangue de cada
rato, totalizando aproximadamente 2 mL de sangue durante o
experimento. As coletas de sangue foram estipuladas contemplando de 3
a 5 meias-vidas dos farmacos estudados no organismo dos animais.

Tabela 2 - Cronograma de coleta de amostras sanguineas

Coletas grupo A Coletas grupo B

00:00; 00:30; 01:30; 02:30; 04:00; 00:15; 01:00; 02:00; 03:00;
24:00. 06:00.

As coletas das amostras foram realizadas através da veia caudal
dos animais, sendo esta dilatada através de fonte de calor. A dilatacao da
veia caudal ocorreu aproximando-se a cauda do animal uma lampada
comum 110 watts por aproximadamente 5 min antes das coletas.

Para a realizag8o das coletas foi utilizada uma caixa acrilica de
contencdo (Insight®) para imobilizagdo do animal. Por um periodo de 1
semana antes da realizacdo dos experimentos os animais foram
submetidos a familiarizagdo da caixa de contengdo. Este procedimento
foi realizado cinco vezes ao dia com duracgdo de 2 min e intervalo de 10
min cada coleta para cada animal.
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As amostras de sangue foram coletadas através de uma pequena
incisdo na ponta da cauda do animal, extraindo-se o volume necessario
para quantificacdo das amostras. O sangue coletado foi transferido para
tubos contendo 50 pL de heparina sédica (50 Ul de heparina para 200
uL de sangue) como anticoagulante.

Cada amostra foi centrifugada em refrigeracdo de 4° C, e
velocidade de rotagdo de 5000 rpm por 10 min. O plasma obtido apos a
centrifugacdo foi separado em tubos Eppendorf™ e armazenado em
freezer na temperatura de -20°C até o momento da analise.

3.3.5 Eutanasia dos animais

Ap6s a conclusdo dos experimentos a eutandsia foi realizada
por anestesia profunda com 2 mL de tiopental (150 mg/kg) administrado
na cavidade peritoneal de cada animal.

3.3.6 Andlise das amostras

O método bioanalitico foi desenvolvido para quantificacdo de
SMZ e TMP em diferentes concentragdes plasmaticas. Os analitos e o
padrdo interno foram extraidos do plasma dos animais e posteriormente
analisados por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE).

A quantificacdo das amostras foi realizada através da razdo da
area do analito e do padrdo interno, em funcdo de uma curva de
calibracéo contendo concentrages conhecidas.

O SMZ, a TMP e a guaifenesina (GUA) (padrdo interno)
foram extraidos do plasma dos animais por precipitagdo de proteinas
utilizando acido pérclorico 0,5 M como agente precipitante. Apds a
extracdo, as amostras foram analisadas por Cromatografia Liquida de
Alta Eficiéncia (CLAE) com deteccdo Ultravioleta.

A cromatografia foi realizada em uma coluna analitica Shim-
Pack C18 ®(150 x 4,6 mm) mantida a temperatura de 40°C. O
Cromatografo Liquido de Alta Eficiéncia (Shimadzu do Brasil, Séo
Paulo, Brasil) foi programado para operar com fluxo de 1 mL/min,
volume de inje¢do de 40 pL e o tempo total de corrida foi ajustado para
18 minutos. O comprimento de onda utilizado foi de 254 nm. A fase
movel trietilamina 0,1%: acetonitrila (85:15) garantiram a eficiéncia da
separacao cromatogréafica dos picos analisados (SMZ, TMP e GUA). A
Figura 04 mostra o cromatograma obtido para os farmacos SMZ, TMP e
GUA (padréo interno) em plasma de rato.



39

Sulfanetomazal

304

Gumiferesira

[T Trimetcprima

(5
=
&

T T T T T T T
3 3 g (1]
Frase:

Figura 4 - Cromatograma de SMZ, TMP e o padréo interno GUA.
3.3.7 Validacdo do método

A metodologia para analise de TMP e SMZ em CLAE foi
validada através dos parametros: especificidade, linearidade, limite
inferior de quantificacdo, recuperacdo, precisdo, exatiddo do método e
ainda estabilidade dos farmacos em matriz biolégica.

A validacdo do método de andlise foi baseada no guia para
validagdo de métodos analiticos e bioanaliticos RE n° 899, de 29 de
maio de 2003 (ANVISA, 2003).

Para a quantificacdo das amostras no plasma dos ratos, o
método, previamente validado em plasma humano foi parcialmente
testado com a matriz de rato para assegurar a ndo ocorréncia de efeito de
matriz e garantindo a confiabilidade dos resultados obtidos.

3.3.8. Andlise Farmacocinética

Para analise e calculo dos parametros farmacocinéticos foram
utilizados os seguintes softwares: WinNolin® verséo 5.0.1 e Microsoft
Excel® versdo 2000 Small Business, juntamente com o programa
Microsoft Word® versdo 2000 Small Business.

Foram analisados os seguintes parametros:

- ASC (Area Sob a Curva): calculada pelo método dos
trapezoides, do tempo zero ao tempo t (ASCO-t), onde t é o tempo
relativo a Udltima concentracdo do farmaco determinada
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experimentalmente (acima do limite de quantificacdo); A éarea sob a
curva de concentragdo sangiiinea versus tempo, calculada do tempo zero

C
ao tempo infinito (ASCy.;), onde ASCq.int = ASCo. +K_t ,onde Cté a

el
Gltima concentracdo do farmaco determinada experimentalmente (acima
do limite de quantificacdo) e Kel é a constante de eliminacdo da fase
terminal;
- tempo de meia vida (t%2): calculada pela formula:
y, — 1092
t'% K.

K¢ é a constante de velocidade de eliminacdo do farmaco,
calculada para cada voluntario como o coeficiente de inclinacdo da reta
de regressdo ajustada nos 4 a 6 ultimos valores de concentracdo
transformados em log10, multiplicado por -2,303.

A concentracdo maxima (Cnax) € 0 tempo que se leva para
atingir a concentracdo maxima (Tmax) foram determinados através da
andlise dos resultados das concentracfes quantificadas na etapa analitica
de todos os tempos coletados.

3.4 Estudos de Biodisponibilidade Relativa / Bioequivaléncia em
seres humanos

Foram utilizados resultados de dois estudos realizados pela
Biocinese — Centro de Estudos Biofarmacéuticos, Toledo/PR,
conduzidos em separado, do tipo aberto, randomizado e cruzado, com
dois periodos de internamentos cada, respeitando um intervalo (wash-
out) de 7 (sete) dias entre os periodos para garantir que ndo houvesse
nenhum efeito residual do primeiro farmaco administrado, que
aumentaria artificialmente os resultados do segundo periodo.

No estudo da formulagdo comprimido, foi administrado 1 (um)
comprimido de SMZ 400 mg + TMP 80 mg, para o estudo da suspenséao
foram administrados 10 mL (seringa) da suspensdo de SMZ 40 mg/mL
+ TMP 80 mg/mL.

As amostras de sangue para determinacdo do nivel plasmatico
do medicamento foram colhidas através de cateter heparinizado
introduzido em veia superficial do antebraco sendo que as coletas
ocorreram nos seguintes tempos: 00:00; 00:20; 00:40; 01:00; 01:20;
01:40; 02:00; 02:20; 02:40; 03:00; 03:20; 03:40; 04:00; 04:20; 04:40;
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05:00; 06:00; 08:00; 10:00; 12:00; 24:00; 48:00 h apds a administracdo
de cada formulacéo.

Apos a coleta de cada amostra, o cateter foi lavado com 1 mL
de solucdo de heparina sédica (50 Ul/mL). As amostras de sangue foram
imediatamente centrifugadas a 3.000 rpm por 10 min, e o plasma foi
removido e armazenado a uma temperatura de -20 °C até ser utilizado no
ensaio de doseamento. As  amostras  foram  analisadas  por
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) com detec¢do
Ultravioleta e posteriormente os resultados foram analisados
estatisticamente.

A fim de manter a padronizacdo dos grupos de tratamento, 0s
horéarios de alimentacdo e liberacdo de liquidos foram controlados
durante a execuc¢do do estudo.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 Estudo farmacocinético em ratos

Estdo descritos na literatura vérios trabalhos envolvendo
estudos farmacocinéticos de sulfametoxazol e trimetoprima, em
voluntarios sadios, pacientes e também em animais (HUTT et al 1993;
KEILHOFNER, 1990; KREMERS, et al., 1974; SHEIK-SALEM et al
1993).

Numerosas metodologias, incorporando tanto dados in vitro
como pré- clinicos, tém sido desenvolvidas nos ultimos anos, com o
objetivo de prever a farmacocinética humana. Esta é uma meta
importante na descoberta de um novo farmaco para minimizar risco para
0s participantes durante os primeiros estudos em humanos (HOSEA, et
al., 2009).

Estabelecer um modelo animal para predizer o perfil
farmacocinético de medicamentos pode fornecer informacoes
importantes antes da realizacdo de estudos de biodisponibilidade relativa
/ bioequivaléncia em humanos, reduzindo o tempo e o custo destes
Gltimos.

Os animais receberam 0s medicamentos via oral através de
gavagem, deste modo foi possivel avaliar um dos estagios primordiais
para a farmacocinética que é a absorcdo por via oral. Além disso,
utilizando esta via, a metodologia segue o mesmo procedimento
regulamentado em estudos de biodisponibilidade relativa /
bioequivaléncia em humanos.

A manutencdo do bem estar do animal é uma importante
consideragdo quando é realizada uma amostragem sanguinea préxima
dos limites e o impacto cientifico da resposta fisiolégica do animal
também deve ser considerado, podendo afetar a interpretacdo e a
validade dos resultados encontrados (DIEHL, et al., 2001).

A realizacdo de coletas seriadas de acordo com o tempo para
determinacdo das concentracGes plasmaticas permitiu uma adequada
caracterizacdo do perfil farmacocinético dos farmacos em estudo. O
volume das coletas para realizagdo do estudo ndo excedeu 40% do
volume sanguineo do animal. De acordo com Scipioni e colaboradores
(1997), este limite ndo causa quaisquer efeitos prejudiciais aos ratos.
4.1.1 Andlises das amostras

A validacdo garante, por meio de estudos experimentais, que o
método atenda as exigéncias das aplicaces analiticas a que se prop0e,
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assegurando assim a confiabilidade dos resultados. O método
bioanalitico foi validado através da avaliacdo dos pardmetros de
especificidade, recuperagdo, linearidade, precisdo, exatiddo, limite de
quantificacdo, fator de diluicdo e robustez.

O plasma humano foi extraido e analisado por CLAE para
determinar que 0s componentes endégenos do plasma ndo
apresentassem interferéncia para analito ou padrdo interno. As curvas de
calibracdo foram constituidas de sete concentracdes de TMP e SMZ,
variando de 5-400 ng/mL e de 50 a 1500 ng/mL, respectivamente. O
valor calculado para o coeficiente de determinacéo de SMZ foi de r? =
0,998754 e para TMP r? = 0,997136, indica respectivamente linearidade
do método.

O valor do coeficiente de correlagdo linear (r* = 0,998754 de
SMZ e r* = 0,997136 para TMP) indicou adequada linearidade dos
farmacos para o método. A faixa de linearidade avaliada para SMZ foi
de 500-40000 ng/mL e TMP de 50-1500ng/mL. Observou-se também,
gue 0 método apresentou-se preciso e exato, pois 0s valores do CV para
cada nivel de concentracdo estudado foram inferiores ao limite aceito de
15% e a exatiddo correspondente, na faixa de 85 a 115% do valor
nominal. As recuperacdes obtidas com o método de extracdo liquido-
liquido desenvolvido propiciaram significativa percentagem de
recuperagdo média para o SMZ (91,28%), TMP (80,89%) e PI
(97,19%). Os estudos de estabilidade foram planejados e executados
com base nas reais condigdes de manuseio e andlise das amostras.
Observou-se que as amostras de SMZ e TMP se mantiveram estaveis
guando armazenadas a -20 °C e analisadas ap6s trés ciclos de
congelamento e descongelamento, demonstrando que podem ser
congeladas e descongeladas sem comprometer sua integridade.
Comprovou-se também que as amostras sdo estaveis pelos periodos de 7
horas até a sua extracdo de 25 horas apds a colocacéo no auto-injetor do
equipamento.

Diante da andlise dos resultados, os parametros avaliados
encontram-se de acordo com os critérios de aceitacdo preconizados pela
legislagdo, definindo o método como validado, assegurando sua
aplicabilidade a estudos clinicos e de biodisponibilidade.

4.1.2. SMZ + TMP suspensdo oral
Para administracdo da suspensdo, a formulacdo foi diluida em

agua destilada e administrada aos animais, conforme dose pré-definida
através de extrapolacdo alométrica.
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Os parametros farmacocinéticos médios do SMZ na formulagéo
suspensao oral seguem apresentados nas tabelas 3 e 4:

Tabela 3 — Pardmetros farmacocinéticos (expressos como média dos
valores) do farmaco SMZ suspensdo oral — formulacao referéncia.

Medida Média Mediana Desvio-
Farmac. Padrao

Tmax 1,33 1,00 0,52 38,73 1,00 2,00
Cmax 57979,02 56174,18 15300,64 26,39 40692,49 75967,55
Kl 0,24 0,18 0,18 71,97 0,15 0,60
Ty 3,56 3,86 1,26 3533 1,15 4,65
ASCy. 331892,42229092,47 218872,53 65,95 155820,67 694890,15
ASCy.ins 412550,19404230,50 187565,75 45,46 194396,70 707634,23

CV(%) Minimo Maximo

Tabela 4 — Pardmetros farmacocinéticos (expressos como média dos
valores) do farmaco SMZ suspensao oral — formulagdo teste.

Medida

Farmac Média Mediana DESV'NO' CV( Minimo Maximo
Padrdao %)
T max 1,50 1,50 0,32 21,08 1,00 2,00
Cmax 46360,10 41028,40 12085,44 26,07 34553,14 62598,12
Kl 0,15 0,16 0,05 32,71 0,06 0,19
T 5,36 4,30 299 5573 361 11,35
210365,2
ASCo 4 156413,74 101861,09 48,42 140874,85 388912,51
399997,8

ASCo.iny 6 266628,50 301848,19 75,46 221579,77 1004066,49

A figura 5 apresenta a curva média das concentracBes
plasmaticas dos medicamentos referéncia e teste versus tempo para o
SMZ, ap6s a administracdo oral de cada uma das formulagdes
suspensao.
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Figura 5 - ConcentracOes plasméticas médias SMZ suspensédo oral
administrado em ratos.

Os parédmetros farmacocinéticos médios do TMP na formulagéo
suspensao oral seguem apresentados nas tabelas 5 e 6:

Tabela 5 — Parametros farmacocinéticos (expressos como média dos
valores) do farmaco TMP suspensdo oral — formulacdo referéncia.

Medida Média Mediana DeSV|~o-
Farmac. Padrao

T max 1,50 1,25 0,77 51,64 1,00 3,00
Cmax 999,57 547,66 42350 70,63 113,76 119851

Kol 0,26 0,28 0,16 61,13 0,07 0,51

T 4,19 2,48 3,51 83,81 1,35 10,55
ASC,.. 1480,82 1140,87 806,99 54,50 783,42 2613,71
ASC,.iry 2078,54 1966,61 1115,38 53,66 1009,04 4002,92

CV(%) Minimo Maximo
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Tabela 6 — Pardmetros farmacocinéticos (expressos como média dos
valores) do farmaco TMP suspensdo oral — formulacao teste.

Medida Média Mediana DeSVLO' CV(%) Minimo Méximo
Farmac. Padrao

T i 117 1,00 026 2213 100 1,50
Crax 483,39 24444 606,18 12540 166,93 1714,16
Ke 052 0,58 022 4199 012 071
Tus 194 1,20 1,83 9415 098 564
ASC,; 636,28 469,10 474,87 74,63 319,37 1574,26
ASCoim 699,34 50991 507,38 72,55 36522 1695,29

A figura 6 apresenta a curva média das concentracdes
plasméticas dos medicamentos referéncia e teste versus tempo para a

TMP, ap6s a administracdo oral de cada uma das formulagdes
suspensao.
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Figura 6 - ConcentracOes plasmaticas médias TMP suspensdo oral
administrado em ratos.
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4.1.2.1 Intervalos de confianca de bioequivaléncia - formulacao
suspensao

Na Tabela 7 e 8 sdo mostrados os valores dos intervalos de
confianca (IC 90%) para Cpax, ASCo.te ASCy.ins, para os farmacos SMZ
e TMP, respectivamente.

Tabela 7 - Parametros cinéticos dos farmacos SMZ — Teste e SMZ —
Referéncia (dados transformados em logaritmo natural (Ln).

CV( Poder

Razdo T/R MG IC (90%) 1B %) do Teste Conclusao
(61,17% -  (80% - . Nao

Ln(Cna) 80,18 105,11%)  125%) 6,69 38,23% Bloequelvalent

Ln(ASCo.) 68,81 (131%%010% (18205(’% 27,90 16,71% Bioe(l]\llE?/alent

Ln(ASCo. gy 99 (0222% - (80% - o7 o7 16 860y Bioeglua:?/alent
o 2L is5830) 1250) 2127 16 !

MG: Média geométrica; IC: Intervalo de confianca; IB: Intervalo de
bioequivaléncia; CV: Coeficiente de variacdo.

Quando aplicado o critério da bioequivaléncia entre as
formulagBes teste e referéncia de SMZ na formulacdo suspensédo,
(Tabela 7), os intervalos de confianca de 90% dos pardmetros
farmacocinéticos ndo estdo contidos nos intervalos de bioequivaléncia,
assim o farmaco SMZ - Teste é ndo ¢ bioequivalente ao farmaco SMZ —
Referéncia, para a formulagao suspenséo.

Um dos fatores que pode ter causado tal resultado foi pequeno
nimero de animais utilizados no estudo (n = 6). Isto pode ser
confirmado através da verificacdo do poder do teste encontrado na
analise, que deve ser proximo de 100% e no presente estudo resultou em
valores entre 16,71% (para Cpax) a 38,23% (para ASCo.ing).
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Tabela 8 - Parametros cinéticos dos farmacos TMP — Teste e TMP —
Referéncia (dados transformados em logaritmo natural (Ln).

Razédo Poder
TR MG IC(90%) IB CV(%) do Concluséo
Teste
, (28,30% - (80% - Né&o
Ln(Cma 70,75 176,82%) 125%) 76,58 12,40% Bioequivalente
Ln(ASC,. (22,80% - (80% - 0 N&o
t 4088 73,32%) 125%) 31,14 16,00% Bioequivalente
Ln(ASC,. (17,99% - (80% - 0 N&o
inf 32,20 57,62%) 125%) 30,91 16,04% Bioequivalente

MG: Média geométrica; IC: Intervalo de confianca; IB: Intervalo de
bioequivaléncia; CV: Coeficiente de variacao.

Como se pode observar na Tabela 8, os intervalos de confianga de
90% dos parametros farmacocinéticos ndo estdo contidos nos intervalos
de bioequivaléncia. Assim, o farmaco TMP - Teste ndo é bioequivalente
ao farmaco TMP - Referéncia, para a formulacéo suspenséo.

4.1.3 SMZ + TMP comprimido

As formulagGes comprimidos também foram administradas em
dosagens alométricas, entretanto, a formulagcdo passou por um processo
de maceragdo e posterior diluicdo em agua destilada para permitir a
administragdo via gavagem. Devido & macera¢do do comprimido, foi
perdida alguma forma farmacéutica da formulacdo, sendo assim, o
estagio da dissolugdo, que é importante para a caracterizacdo do perfil
farmacocinético foi modificado.

De modo geral, os farmacos devem estar em solucéo nos fluidos
antes de poderem ser absorvidos (ASHFORD, 2005), entretanto, neste
caso, como foi realizada uma solugdo do comprimido ocorreu uma
grande diferenca entre os valores farmacocinéticos encontrados para
seres humanos e ratos que se justifica devido a limitacdo da ferramenta
aplicada em ratos. Como ndo é possivel administrar um comprimido em
sua forma integra, optou-se pela macera¢do do mesmo.

Os parametros farmacocinéticos médios do SMZ na formulacdo
comprimido seguem apresentados nas tabelas 9 e 10:
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Tabela 9 — Pardmetros farmacocinéticos (expressos como média dos
valores) do farmaco SMZ comprimido — formulagdo referéncia.

Medida

Farmac Média Mediana

i0- 0)
Desvio- CV(% Minimo Maximo

Padrao )
Tmax 1,83 1,75 041 2227 150 2,50
111226,8
Cmax 125681,02 121980,99 15337,32 12,20 6 150452,83
Kol 0,11 0,13 0,04 37,70 0,03 0,15
T 8,48 5,48 7,69 90,70 4,77 24,15
260198,4 484535,6 1226263,3
ASC,.; 962316,79 989942,16 2 27,04 4 6
1507568,4 1133539,6 988941,9 955788,4 3507815,0
ASCo.int 1 0 3 65,60 5 5

Tabela 10 — Parametros farmacocinéticos (expressos como média dos
valores) do farmaco SMZ comprimido — formulaco teste.

'I\:/I;rdn'%a; Média Mediana E:Z\;g: (%A)V) Minimo Maximo
T max 1,83 1,75 0,68 37,26 1,00 3,00
Cmax 109536,20102363,56 30222,15 27,59 76841,21 162594,94
Kl 0,17 0,15 0,06 3597 0,12 0,28
T 4,33 4,77 126 29,06 245 5,77

ASC,. 723319,87646851,51431372,02 59,64 281746,031501436,48
ASCy.ins 787596,98679468,51 406598,7151,63% 391314,01 1550021,53

A figura 7 apresenta a curva média das concentragdes
plasmaticas dos medicamentos referéncia e teste versus tempo para a
SMZ, ap6s a administracdo oral de cada uma das formulagdes
comprimido
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Figura 7 - ConcentragOes plasméticas medias do farmaco SMZ em
comprimido administrado por via oral em ratos.

Os parédmetros farmacocinéticos médios do TMP na formulagéo
comprimido seguem apresentados nas tabelas 11 e 12:

Tabela 11 — Parametros farmacocinéticos (expressos como média dos
valores) do farmaco TMP comprimido — formulagao referéncia.

Medida —\,<4ia Mediana DESVIO- CV(%) Minimo Méximo
Farmac. Padréo
Tmax 1,25 1,25 0,27 21,91 1,00 1,50
Chax 658,10 568,98 260,10 39,52 417,55 1081,92
Kel 0,50 0,46 0,14 27,72 0,37 0,77
T 1,45 151 0,32 22,11 0,90 1,87

ASCot 1053,30 1055,39 258,32 24,52 690,09 1459,40
ASCy.ins  1209,44 1230,88 196,75 16,27 994,74 1534,70
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Tabela 12 — Parametros farmacocinéticos (expressos como média dos
valores) do farmaco TMP comprimido — formulagéo teste.

Medida =~ \1edia Mediana 2%V cv  Minimo Méaximo
Farmacocineética Padréao
T max 1,00 1,00 0,32 31,62% 0,50 1,50
Cax 404,29 291,00 304,12 75,22% 143,52 978,97
Ke 0,43 0,48 0,19 43,61% 0,06 0,57
T 2,96 1,46 3,81 128,74% 1,21 10,73

ASCo 793,61 703,64 458,82 57,81% 272,15 1343,26
ASCo.int 965,03 777,62 579,04 60,00% 391,06 1796,34

A figura 8 apresenta a curva média das concentracdes
plasmaticas dos medicamentos referéncia e teste versus tempo para a
TMP, ap6s a administracdo oral de cada uma das formulagdes
comprimido.
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100 -
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Figura 8 - ConcentragOes plasméticas médias do farmaco TMP em
comprimido administrado por via oral em ratos.
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4.1.3.1 Intervalos de confianca de bioequivaléncia - formulacao
comprimido

Nas Tabelas 13 e 14 sdo mostrados os valores dos intervalos de
confianca (IC 90%) para Cpax, ASCo.te ASCo.ins, para os farmacos SMZ
e TMP, respectivamente.

Tabela 13 - Parametros cinéticos dos farmacos SMZ — Teste e SMZ —
Referéncia (dados transformados em logaritmo natural (Ln)

cv( Poder
Razdo T/R MG IC (90%) IB do Concluséo
%)
Teste
04 - 04 - 3
Ln(Cray) 8515 (08:88% - (80% -1y 53 059y, Nao

105,25%) 125%)
(41,40% - (80% - 0 Né&o
Ln(ASCo1) 67.99 111 6506) 12506) 2240 1837%  pinequivalente
Ln(ASC,. (32,59% - (80% - 0 Né&o

inf 53,66 88,36%) 125%) 22,10 18,28% Bioequivalente
MG: Média geométrica; IC: Intervalo de confianca; IB: Intervalo de
bioequivaléncia; CV: Coeficiente de variacéo.

Bioequivalente

Como se pode observar na Tabela 13, os intervalos de confianca
de 90% dos parametros farmacocinéticos ndo estdo contidos nos
intervalos de bioequivaléncia. Assim, o farmaco SMZ - Teste ndo é
bioequivalente ao farmaco SMZ - Referéncia.

Tabela 14 - Pardmetros cinéticos dos Farmacos TMP — Teste e TMP —
Referéncia (dados transformados em logaritmo natural (Ln).

R CV( Poder x
0,

Razdo T/R MG I1C(90%) IB %) do Teste Conclusao
, (30,43% - (80% - 0 Na&o
Ln(Cms) 53,53 94,18%) 125%) 29,14 16:42% Bioequivalente

(39,26% - (80% - 0 Néo
Ln(ASCo.) 65,71 110,00%) 125%) 24,23 17,75% Bioequivalente
(42,90% - (80% - Nao

Ln(ASCo.inr) 68,91 20,51 19,18%

110,70%) 125%) Bioequivalente
MG: Média geométrica; IC: Intervalo de confianca; IB: Intervalo de
bioequivaléncia; CV: Coeficiente de variacéo.
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Como se pode observar na Tabela 14, os intervalos de confianca
de 90% dos parametros farmacocinéticos ndo estdo contidos nos
intervalos de bioequivaléncia, assim o farmaco TMP - Teste ndo é
bioequivalente ao farmaco TMP - Referéncia.

4.2 Estudo de biodisponibilidade relativa / Bioequivaléncia em seres
humanos

4.2.1. SMZ + TMP suspensdo oral
Nas tabelas 15 e 16, observou-se um mesmo padrdo das medidas
Tmaxe Cmaxe Ken, Tio, ASCoi € ASCoin para os farmacos teste e

referéncia.

Tabela 15 - Parametros farmacocinéticos (expressos como média dos
valores) do farmaco SMZ - Referéncia.

Medida - . Desvio- . .
Farmac. Média Mediana Padrio CV(%) Minimo Maéaximo
Tmnax 1,93 1,50 1,09 56,73 0,67 4,50
Cmax 39274,72 37939,31 7660,88 19,51 27913,51 59749,83
K 0,07 0,07 0,02 22,13 0,03 0,10

T 10,66 10,20 3,46 32,48 7,20 23,27
ASC,. 486379,01456372,12108071,94 22,22 300817,43 764464,37
ASCy.ins527782,07484345,55129459,14 24,53 333641,70 923476,01

Tabela 16 - Parametros farmacocinéticos (expressos como média dos
valores) do farmaco SMZ - Teste.

Medida \\.iia  Mediana DESVIO-
Farmac. Padrao

Tmax 1,89 1,50 0,76 40,16 0,67 3,50
Cmax 36387,89 36233,90 8259,98 22,70 24786,43 56672,93
Kl 0,07 0,07 001 14,72 0,06 0,09
Ty 10,21 10,38 1,37 1345 741 12,31
ASC,.. 450937,93 433752,05 107977,22 23,95 318201,58730210,66
ASCy.ins 479705,34 460322,50 108240,46 22,56 367658,84758516,95

CV Minimo Maximo
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A figura 9 apresenta a curva média das concentracdes
plasmaticas dos medicamentos referéncia e teste versus tempo para o
SMZ, ap6s a administracdo oral de cada uma das formulagdes suspensdo
em voluntérios sadios.
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30000 -

25000 -+

== SMZ formulag¢do
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15000 -

10000 -
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Figura 9 - Concentracéo plasmética média dos farmacos SMZ - Teste e
SMZ Referéncia na formulacéo suspensdo em 21 voluntarios.

Nas tabelas 17 e 18, observou-se um mesmo padrdo nas
medidas Tmax: Cmaxs Kel, T12, ASCo € ASCy.ins para 0os farmacos teste e
referéncia de TMP em voluntarios.

Tabela 17 - Parametros farmacocinéticos (expressos como média dos
valores) do farmaco TMP - Referéncia.

Medida Média Mediana Desvio-

CV(%) Minimo Maximo

Farmac. Padrao
T max 1,56 1,00 1,13 72,90 0,67 4,50
Cmax 768,29 774,41 231,17 30,09 291,13 1230,96
K 0,10 0,09 0,06 59,81 0,02 0,29
T 9,61 7,49 6,87 71,49 2,38 33,98

ASC,: 7681,45 7217,65 4092,79 53,28 1496,81 21043,88
ASCy.iny 10807,51 9535,03 9659,94 89,38 2212,04 50462,91
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Tabela 18 - Pardmetros farmacocinéticos (expressos como média dos
valores) do farmaco TMP - Teste.

Medida Média Mediana Desvio-

0 .~ -
Farmac. Padrio CV (%) Minimo Maximo

Tmax 1,48 1,00 1,01 68,33 0,67 4,00
Cmax 633,82 62510 188,98 29,82 276,14 1005,99
Kl 0,12 0,08 0,08 70,07 0,03 0,34
T 8,54 8,37 5,01 58,65 205 22,32
ASC,: 6339,82 5757,14 3002,58 47,36 1126,88 11272,03
ASCy.in¢ 7523,82 8168,41 3401,31 45,21 1374,66 12711,66

A figura 10 apresenta a curva média das concentracdes
plasméticas dos medicamentos referéncia e teste versus tempo para a
TMP, ap6s a administracdo oral de cada uma das formulacdes suspensdo
em voluntérios sadios.
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Figura 10 - Concentracdo plasméatica média dos farmacos TMP -
Teste e TMP - Referéncia na formulagéo suspensdo em 21
voluntarios.

4.2.1.1 Intervalos de confianga - formulacdo suspenséao
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Nas tabelas 19 e 20 sdo mostrados os valores dos intervalos de
confianca (IC 90%) para Cpax, ASCo.te ASCy.ins, para os farmacos SMZ
e TMP, respectivamente.

Tabela 19 - Pardmetros cinéticos dos farmacos SMZ — Teste e SMZ —
Referéncia (dados transformados em logaritmo natural (Ln).

cV( Poder
Razdo T/R MG IC (90%) IB o do Concluséo
0)
Teste
04 - 04 - i i
Ln(Crs) 91,96 (87,82% - (80% 856 100,00 Bioequivalent

96,30%) 125%) % e
(86,85% - (80% - Bioequivalent
07.99%)  125%) 11,22 99,99%

(86,59% - (80% - 100,00 Bioequivalent
95,93%) 125%) % e

MG: Média geométrica; IC: Intervalo de confianca; IB: Intervalo de
bioequivaléncia; CV: Coeficiente de variacao.

Ln(ASCo) 92,25

Ln(ASCo.inf) 91,14 9,52

Como se observa na Tabela 19, os intervalos de confianca de
90% dos parametros farmacocinéticos estdo contidos nos intervalos de
bioequivaléncia. Assim, o farmaco SMZ - Teste é bioequivalente ao
farmaco SMZ - Referéncia.

Apesar das diferencas possivelmente geradas devido ao
pequeno numero de animais utilizados, os valores de média geométrica,
quando aplicado o critério da bioequivaléncia, em ratos foram 80,18;
68,81 e 90,21 em ratos e 91,95; 92,25 e 91,14 em humanos,
respectivamente para Cméax, ASC 0- t e ASCO-inf. Esta semelhanca
permite a visualizacdo de que o modelo é aplicavel e possui poder
discriminativo na determinagdo da bioequivaléncia destas formulagdes.

Outro pardmetro que confirma esta afirmagéo é o coeficiente de
variagdo (CV), principalmente para o pardmetro Cmay 0S valores foram
préximos sendo 6,69% em ratos e 8,56% em humanos.
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Tabela 20 - Pardmetros cinéticos dos farmacos TMP — Teste e TMP —
Referéncia (dados transformados em logaritmo natural (Ln).

Poder
Razdo T/R MG IC 1B CV( do Concluséo
(90%0) %) Teste
(74,38% ( <
80% - Né&o
Ln(Cnax) 82,40 - 0 19,17 97,22% . .
91,29%) 125%) Bioequivalente
(74,77% <
Ln(ASC,. (80% - Né&o
83,90 - 0 21,61 93,91% . ;
t 94,14%) 125%) Bioequivalente
(65,68% <
Ln(ASC,. (80% - Né&o
77,32 - 0 30,96 73,41% .. ;
inf 91,02%) 125%) Bioequivalente

MG: Média geométrica; IC: Intervalo de confianca; IB: Intervalo de
bioequivaléncia; CV: Coeficiente de variacao.

Como se pode observar na Tabela 20, os intervalos de confianca
de 90% dos parametros farmacocinéticos ndo estdo contidos nos
intervalos de bioequivaléncia. Assim, o farmaco TMP - Teste ndo é
bioequivalente ao farmaco TMP — Referéncia.

Quando analisada a média geométrica e os intervalos de
confianga entre ratos e humanos, mesmo com as evidentes diferengas de
valores, verifica-se uma tendéncia a nao bioequivaléncia nas duas
situacdes.

4.2.2 SMZ + TMP formulac¢do comprimido

Nas Tabelas 21 e 22, observou-se um mesmo padrdo nas medidas
Crmax» Ket, T2, ASCo.r € ASCy.ins para 0s farmacos teste e referéncia.
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Tabela 21 - Pardmetros farmacocinéticos (expressos como média dos
valores) do farmaco SMZ- Referéncia na formula¢do comprimido.

Medida - . Desvio- CV
Farmac. Média Mediana Padrdao (%)

Tmax 3,63 3,75 1,04 28,80 1,50 5,00
Cmax 33661,45 33747,19 8211,41 24,39 15040,08 52385,59
Kl 0,07 0,07 0,01 15,56 0,04 0,09
Ty 10,20 9,78 1,93 18,96 7,55 17,54
ASC,.: 508122,61488000,60144357,14 28,41 214972,52 796400,71
ASC,.inf 535351,83496278,82149398,24 27,91 280445,10 838372,32

Minimo Maximo

Tabela 22 - Parametros farmacocinéticos (expressos como média dos
valores) do fa&rmaco SMZ- Teste na formulagdo comprimido.

Medida . . : Desvio- CV . -
Farmac. Média Mediana Padrio (%) Minimo Maximo

Tmax 2,58 2,50 1,17 4550 0,69 5,00
Cmax 38136,84 36759,06 8582,14 22,50 17897,06 56030,46
Kol 0,07 0,07 001 13,70 0,05 0,09
Ty 9,70 9,41 1,49 1535 7,55 14,37
ASCy+ 516717,90519703,34 110206,97 21,33 324084,84 731077,59
ASCy.ins 537402,03 540410,26 112767,88 20,98 340886,78 763547,73

A figura 11 apresenta a curva média das concentracdes
plasmaticas dos medicamentos referéncia e teste versus tempo para o
SMZ, ap6s a administracdo oral de cada uma das formulagdes
comprimido em voluntarios sadios.
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Figura 11 - Concentracéo plasméatica média dos farmacos SMZ - Teste
e SMZ Referéncia na formulagdo comprimido em 24 voluntarios.

Nas tabelas 23 e 24, observou-se um mesmo padrao das medidas
Tmaxe Keny, T12, ASCo.t € ASCy.ins para os farmacos teste e referéncia.

Tabela 23 - Parametros farmacocinéticos (expressos como média dos
valores) do farmaco TMP Referéncia na formulacdo comprimido.

Medida \redia  Mediana 2%V cv (%) Minimo Maximo
Farmac. Padréo
Tmax 2,68 2,00 2,17 80,94 0,69 8,00
Chax 612,22 556,49 242,40 39,59 225,47 1228,20
Kel 0,10 0,08 0,11 113,45 0,01 0,58
T 12,27 9,83 9,54 77,70 1,20 48,82
ASC,: 8298,74 6456,87 5329,22 64,22 556,02 19578,74
ASCy.ins 10355,76 7451,63  7572,28 73,12 669,67 31464,57
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Tabela 24 - Pardmetros farmacocinéticos (expressos como média dos
valores) do farmaco TMP Teste na formulagdo comprimido.

Medida Média Mediana Desvio-
Farmac. Padrao

Tmax 2,10 1,50 1,80 85,87 0,33 8,00
Crnax 702,92 699,08 246,61 3508 256,24 1116,26
Kl 0,10 0,08 0,07 73,59 0,02 0,27
Ty 11,24 9,29 8,28 73,64 2,54 40,01
ASCo: 7938,26 5995,59 5467,67 68,88 1422,11 23331,77
ASC,.irs 10193,61 7502,32 8303,88 81,46 1688,21 42140,84

CV (%) Minimo Maximo

A figura 12 apresenta a curva média das concentracdes
plasmaticas dos medicamentos referéncia e teste versus tempo para a
TMP, ap6s a administracdo oral de cada uma das formulagdes
comprimido em voluntarios sadios.

800 -

=—&—TMP formulagdo teste
700 -

600 —l—TMP formulacao

500 - referéncia
400 -
300

200 -+

Concentragdes Plasmaticas {ng/mL)

100

o -

— o~
—

N M o1 ST N N W o O o S o®
5 s < — = o~

0,33
0,67

Tempo {horas)

Figura 12 - Concentracao plasmética média dos farmacos TMP -
Teste e TMP - Referéncia na formulagdo comprimido em 24
voluntarios.

4.2.2.1 Intervalos de confianga - formulagdo comprimido
Nas tabelas 25 e 26 sdo mostrados os valores dos intervalos de

confianca (IC 90%) para Cpax, ASCo.t€ ASCo.inf, para os farmacos SMZ
e TMP, respectivamente.
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Tabela 25 - Pardmetros cinéticos dos farmacos SMZ — Teste e SMZ —
Referéncia (dados transformados em logaritmo natural (Ln).

Razio T/R MG IC (90%) IB CV(%) Pc#’:;fo Concluséo
(80%

LN(Cra) 87,85 (gggg(%’) Loy, 1004 100,00% Bioequivalente
6

Ln(ASCq.) 96,27 (1%02‘2%({2) 12'5% 12,63  99,99% Bioequivalente
(sc))%

'-”(QSCO- 97,86 (1%233751(@) Lowye 1174 100,00% Bioequivalente

)

MG: Média geométrica; IC: Intervalo de confianca; IB: Intervalo de
bioequivaléncia; CV: Coeficiente de variacao.

Como se pode observar na Tabela 25, os intervalos de confianca
de 90% dos parametros farmacocinéticos estdo contidos nos intervalos
de bioequivaléncia. Assim, o farmaco SMZ - Teste é bioequivalente ao
farmaco SMZ - Referéncia.

Quando analisados os intervalos de bioequivaléncia entre as
formulagBes comprimido teste e referéncia de SMZ em ratos, 0s
intervalos de 68,88% - 105,25% para 0 Cmax, 41,40% - 111,65% para a
ASCO-t e 32,59% - 88,36% para ASCO-inf ndo se enquadram no
intervalo de bioequivaléncia. Enquanto, em humanos os intervalos
demonstraram bioequivaléncia. O CV do SMZ manteve-se abaixo de
25% tanto em humanos como em ratos. Os intervalos obtidos em ratos
seguiram a mesma tendéncia, entretanto, devido ao baixo poder de teste
houve uma ampliacdo do intervalo em comparagdo com humanos.
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Tabela 26 - Pardmetros cinéticos dos farmacos TMP — Teste e TMP —
Referéncia (dados transformados em logaritmo natural (Ln).

Ic Poder
Razdo TR MG gp00 1B CV(%) do  Conclusdo
Teste
(77,02% ( 5
80% - 93,93 Na&o
Ln(Cms) 86,42 96 9'7%) 125%) 2354 o Bioequivalente
(88,84% oro
LN(ASCo. 10156 - 0% 5749 8880 minivalente
0 116,11%) 2°%) %
(85,50% oo,
Ln(ASC,. 98,51 - (182%3 29,17 8‘%}30 Bioequivalente
inf 113,51%) +2°%0) °

Como se pode observar na Tabela 26, o intervalo de confianga de
90% do parametro farmacocinético Cs Ndo esta contido no intervalo de
bioequivaléncia. Assim, o farmaco TMP - Teste ndo é bioequivalente ao
farmaco TMP - Referéncia.

Quando aplicado o critério da bioequivaléncia entre as
formulag6es teste e referéncia de TMP na formulagdo comprimido, foi
possivel identificar que os intervalos para 0 Cmax, ASCO-t e ASCO-inf
ndo se enquadram dentro do intervalo de bioequivaléncia

Quando avaliados os calculos cinéticos da TMP comprimido em
humanos, o intervalo de confianca de Cpax também ndo se enquadrou
nos limites da bioequivaléncia. J& ASC 0- t e ASCO-inf foram
bioequivalentes.

Um resultado que apresentou semelhanca foi o0 CV que em ratos
foi 29,14% para Cmax, 24,23% para ASCO-t e 20,51% para ASCO-inf e
em humanos foi 23,54% para Cméax, 27,49% para ASCO-t e 29,17%
para ASCO-inf.

O CV é uma informacéo importante para a definicdo to tamanho
do grupo a ser definido para garantir o poder do teste. Para a TMP os
valores foram préximos, permitindo uma correlagdo importante das
informagfes quando na necessidade de extrapolacdo de dados em
animais para delinear estudos em humanos.

4.3 Comparacao dos dados de ratos versus seres humanos
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As figuras 13, 14, 15 e 16 apresentam uma comparacao entre as
curvas de concentragdo plasmatica de SMZ e TMP quando
administrados em humanos e ratos para as formulag6es suspensdo oral e
comprimido.

—#—SMZ - teste humanos
== SMZ referéncia - humanos

60000 - SMZ teste - ratos

50000 - —SMZ referéncia - ratos
40000 -
30000 -
20000 -

10000 -

Concentragdes Plasméticas (ng/mL)

0 0,33 0,67 1 1,5 2 2,5 3 4 6 24

Tempo (horas)
Figura 13 — Cinética do farmaco SMZ suspenséo em ratos versus SMZ
suspensao em seres humanos.

Ap6s a administracdo da formulacdo suspensao em ratos, 0 pico
de concentracdo plasmatica maxima (Tns) de SMZ na formulagdo
referéncia foi atingido em 1,33 h e a para a formulagdo teste foi 1,50 h.
Em humanos os resultados foram semelhantes sendo 1,93 h para o
medicamento referéncia e 1,89 para o teste.

A concentragdo plasméatica maxima (Cméx) do SMZ em ratos
foi 57979,02 ng/mL para o medicamento referéncia e 46360,10 ng/mL
para o teste. Neste pardmetro a diferenca foi maior quando comparado
a0 Cax Obtido em humanos: 39274,72 ng/mL (referéncia) e 36387,89
ng/mL (teste), entretanto, a mesma tendéncia proporcional pode ser
observada.

O parametro de meia-vida (t%2) e a constante de eliminacdo
(Kel) para 0 SMZ na suspensdo também foram diferentes quando
comparados ratos e humanos. Sabe-se que 0s parametros t% e Kel
encontram-se diretamente relacionados conforme a férmula para
determinacéo da meia-vida (t%2 = 0.693/Kel) (JENKINS, et al., 1998).

Mesmo ocorrendo diferengas entre humanos e ratos, o perfil
farmacocinético apresentou correlacdo, e isto pode ser verificado através
da proporcionalidade do t% e Kel quando comparados com humanos.
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Uma Kel maior indica um t%2 menor, ou seja uma depuragcdo mais
rapida, o que ocorreu com os ratos, de acordo com o esperado face a sua
taxa metabolica mais elevada.

Através da comparacdo entre os dados animais e humanos, €
possivel verificar que mesmo com algumas diferencas evidentes nos
parametros farmacocinéticos, o perfil plasmatico do SMZ em ratos e
humanos foi semelhante e apresentou relagéo.

—4—TMP teste - humanos

700 1 —m—TMP referéncia -

humanos
600 - TMP teste - ratos

500 7 —==TMP referéncia - ratos
400 -
300 -

200

Concentracgdes Plasmaticas {ng/mL)

0 o] I

0 033067 1 15 2 25 3 4 6 24

Tempo {horas)
Figura 14 — Cinética do farmaco TMP suspensdo em ratos versus TMP
suspensdo em seres humanos.

A TMP na formulagdo suspensdo administrada em ratos
apresentou valores de (Tméax) atingido em 1,50 h e 1,17 h para
referéncia e teste, respectivamente. Em humanos os resultados foram
1,56 h para o composto referéncia e 1,48 h para o teste.

Através da comparacdo dos dados em animais e humanos, é
possivel identificar a similaridade dos resultados obtidos quanto a este
parametro.

O parametro de concentracdo plasmatica apesar de nao
apresentar valores proximos em animais e humanos, reproduziu a
proporcionalidade de menor concentracdo para a formulacdo teste. A
Kel e o t¥2 da TMP suspensdo entre formulacdo teste e referéncia nos
ratos foram divergentes, jA em humanos tal ocorréncia ndo foi tdo
evidente.
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A comparagdo dos dados mostrou que ha uma diferenca de
perfil apresentada quando comparadas as &reas das curvas entre ratos e
humanos.

De acordo com Tu e colaboradores (1989), a disposi¢cdo do
TMP em ratos foi descrita tanto por modelo de dois compartimentos
abertos, com a eliminagdo de um compartimento central, e por modelo
ndo-compartimental. A sua distribuicdo em tecidos ocorre por fendmeno
bifasico. Tal evidencia corrobora com o encontrado nos resultados, em
gue possivelmente as diferencas evidenciadas nos testes sejam resultado
de um metabolismo diferenciado para a TMP em ratos.

120000 -

=4=—SMZ teste - humanos
100000 -

80000 - ——5SMZ referéncia -
humanos
60000 SMZ teste ratos
40000 -
== SMZ referéncia -
20000 - A ratos

Concentrag¢des Plasmaticas (ng/mL)

0 - L
0033067 1 15 2 25 3 4 6 24

Tempo {horas)

Figura 15 — Cinética do farmaco SMZ comprimido em ratos versus
SMZ comprimido em seres humanos.

Quando analisados os resultados farmacocinéticos do SMZ
comprimido teste e referéncia administrado em ratos o pardmetro Tax
foi de 1,83 h tanto para o teste quanto para o referéncia. Entretanto, para
0s demais pardmetros as diferencas foram representativas como t% de
8,48 h para o medicamento referéncia e 4,33 h para o teste, Cpax de
125681,02 ng/mL para o composto referéncia e 109536,20 ng/mL para o
teste.

Podem ser verificados os perfis semelhantes das formulag6es
em ratos, e a diferenca na eliminagdo entre os medicamentos teste e
referéncia. Essa diferenca pode ser comprovada através da comparacédo
entre os resultados de ASCO-t e ASCO-inf.
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Quando comparadas as curvas entre humanos e ratos, as
diferencas geradas pela forma de administracdo do comprimido em ratos
sdo evidentes. Devido a maceracdo dos comprimidos, o perfil dos ratos
apresentou absor¢do mais rapida e em maior concentragdo plasmatica e,
consequentemente, maior ASC. Mesmo com estas limitagdes os perfis
plasmaticos seguiram um mesmo perfil e uma mesma proporcao.

600 ~ —#—TMP teste - humanos

—l—TMP referéncia -
humanos
TMP teste - ratos

500

400 -

===TMP referéncia - ratos

300 -

200 -

Concentragdes Plasmaticas (ng/mL)

100

0 4] —
0 033067 1 15 2 25 3 4 6 24
Tempo (horas)

Figura 16 — Cinética do farmaco TMP comprimido em ratos versus
TMP comprimido em seres humanos.

O pardmetro de meia-vida (t%2) e a constante de eliminacéo
(Kel) para o0 TMP comprimido foram diferentes quando comparados
ratos e humanos. Nos ratos o t%2 e a Kel do referéncia foram
respectivamente 31,45 h e 0,50 e para o teste foi 2,96 h e 0,43. Ja nos
humanos o t% para a formulagéo referéncia foi 12,27 h e a Kel 0,10, e
para o teste o t% foi 11,24 h e a Kel foi 0,10.

Existe uma diferenga na metabolizagdo da TMP em ratos, que
gerou as diferencas nos valores encontrados. Mesmo a formulagéo
comprimido sendo macerada, os valores de C.x foram semelhantes,
entretanto ha diferencas significativas nos parametros t% e Kel.

4.4 Comparacao formulagfes suspensdo versus comprimido em
ratos

As figuras 17 e 18 apresentam as formulagdes suspensdo e
comprimido administradas em ratos comparadas para os farmacos SMZ
e TMP.
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120000,00
‘g —+—SMZsuspensdo -
= 100000,00 + teste
=
§ 80000,00 | == SMZ suspensdo -
B referéncia
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'S 40000,00 -
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o
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Figura 17 — Cinética do farmaco SMZ em suspensao versus SMZ em
comprimido em ratos.

600,00

=—4=—TMP suspensao -

500,00 teste

== TMP suspensao -
referéncia

400,00

300,00 TMP Comprimido -
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== TMP comprimido -
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Figura 18 — Cinética do farmaco TMP em suspensédo versus TMP em
comprimido em ratos.

De maneira geral quando se avalia, isoladamente o intervalo de
confianga e seu respectivo resultado: bioequivalente ou néo
bioequivalente, os estudos em animais carecem de significancia, pois o
nimero de animais utilizado no presente estudo foi muito limitado. No
entanto, tal ferramenta foi capaz de reproduzir a tendéncia que pode ser
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verificada através da comparacdo entre as médias geométricas obtidas
em todas as situacOes avaliadas. A comparacdo entre os perfis de SMZ
suspensdo e comprimido em ratos mostra que é possivel avaliar que
principalmente Cn.x € ASC sdo parametros diferentes entre as formas
farmacéuticas. Ja no caso da TMP tal fato n&o ocorreu.

Quando suspensdo e comprimido sdo administradas em suas
formas fisicas intactas, espera-se que as suspensdes liberem mais
rapidamente o principio ativo, permitindo uma maior absor¢do
(AULTON, 2005). Entretanto, no caso no SMZ, diferentemente do
esperado, a maior ASC e os maiores valores de Cy,x OCOrreram para a
formulagdo comprimido. Como discutido anteriormente, como o
comprimido ndo foi administrado em sua forma integra, é muito
provavel que a absorcdo tenha sido afetada, chegando ao ponto de
superar o perfil da suspensdo. A TMP ndo representou diferenca em
maior amplitude devido ao metabolismo diferenciado do principio ativo
em ratos.

Nas formas farmacéuticas sdlidas, sdo realizados diversos
artificios para controlar a biodisponibilidade (FERRAZ, 1994). Diante
dos resultados encontrados, e da possibilidade de aplicacdo futura da
ferramenta (modelo experimental), sugere-se que para formas
farmacéuticas sélidas, seja utilizada outra espécie animal que permita a
administracdo da forma farmacéutica em sua forma integra. A este
respeito, estudos recentes sugerem a utilizacdo de minipigs, porcos, cées
OU macacos como espécies promissoras para pesquisas preditivas
(KATORI, et al., 1995). Estes animais apresentam caracteristicas como
trato gastrintestinal semelhante aos humanos, 0 que permite uma
avaliacdo mais precisa de todos 0s estagios farmacocinéticos.

Os investimentos voltados para a pesquisa e desenvolvimento
de medicamentos sdo muitos. Mesmo assim, muitas vezes estes
investimentos e anos de pesquisa sdo desperdicados devido ao insucesso
no resultado de um estudo de biodisponibilidade
relativa/bioequivaléncia, estudo este necessario para 0 registro de
medicamentos no Brasil, de acordo com a legislacéo vigente.

O modelo animal em estudo, mesmo ndo demonstrando uma
correlagdo completa entre os dados em humanos e ratos, se apresenta
como uma ferramenta (Gtil, pois permite avaliagdes do comportamento
farmacocinético individual de cada formulagdo testada, contribuindo
para que problemas sejam identificados e corrigidos anteriormente &
submissdo dos medicamentos a testes oficiais de biodisponibilidade
relativa / bioequivaléncia em humanos.



69

5. CONCLUSAO

O método analitico para quantificacdo das amostras sanguineas
coletadas dos animais foi validado para quantificacdo em CLAE,
seguindo os parametros especificados na legislacdo vigente. A
validacdo do método em matriz de rato assegurou a ndao ocorréncia de
efeito de matriz e garantiu a confiabilidade dos resultados obtidos.

O estudo dos parametros farmacocinéticos de SMZ e TMP,
administrados em ratos nas formulagdes comprimido e suspensdo, foi
facilmente caracterizado através da metodologia apresentada e seguiu 0s
mesmos principios utilizados em estudos de biodisponibilidade relativa /
bioequivaléncia em seres humanos. Deste modo foi possivel comparar a
biodisponibilidade dos animais com dados obtidos em estudos ja
realizados em seres humanos.

A correlagdo dos dados foi encontrada em diversos parametros,
principalmente para a formulagdo suspensdo. Uma limitacdo da
ferramenta estd relacionada provavelmente a forma como foi
administrado o comprimido (macera¢do) que ndo permitiu uma
caracterizacdo ideal e a correlagdo dos dados para esta forma
farmacéutica.

Entretanto, pode-se afirmar que, mesmo com as limitages que
0 presente modelo apresentou, a proposta de um modelo experimental
utilizando ratos demonstrou-se eficiente na predicdo de dados
farmacocinéticos em seres humanos. Em varios parametros avaliados a
correlagdo entre os dados humanos versus ratos foi obtida, 0 que permite
0 uso do modelo animal para certas classes de medicamentos, como as
aqui estudadas (classe IV — solubilidade e permeabilidades baixas), e
formulagdes (liquidas), pelo menos até que se encontre uma maneira de
administrar as formas so6lidas de modo a nédo interferir com sua
dissolugdo e consequente absorc¢éo.
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Anexo 1 — Parecer de aprovacao do Comité de Etica

Resultado de Solicitacio de Protocolo
Protocolo
PPO0423
Titulo
Avaliacdo dos pardmetros farmacocinéticos da associagdo de Sulfametoxazol + Trimetoprima em ratos..
Data de Entrada
21/07/2010
Resultado:
Aprovade
Data/Prazo
25/10/2010

Consideracbes

Oficio n° 209/CEUA/PRPE/2010
Do: Presidente da Comissdo de Etica no Uso de Animais-CEUA
Ao(a): Prof{a) Dr(a) Thereza Christina Monteiro de Lima, Departamento de Farmacologia — CCB

Prezado(a) Professor(a),
Em relagdo ao protocolo de pesquisa sob sua responsabilidade a CEUA deliberou o seguinte:

- APROVADO ad referendum, por um ano(s). para a utilizagio de noventa e seis ratos (Rattus Norvegicus).
- Procedéncia do animal: Biotério Central da UFSC.
- Processo cadastrado sob o nimero: 23080.023789/2010-18

Por ocasido do término desse protocolo, DEVERA SER APRESENTADO RELATORIO detalhado
relacionando o use de animais no Projeto desenvolvido aos resultados obtidos, conforme formulario ON
LINE CEUA.

AlfIlCiOSﬂlllflllﬁ N

Relatério Final previsto para (90 dias apés término da vigénda do protocolo ou no momento da apresentacio de um novo
protocolo)
Data 25/01/2012

Data 25/10/2010

g
( "N Quaan

Prof. Assoc. Carlos Rogério Tonussi, D.Sc.
COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS - PRPE - UFSC|
PRESIDENTE \
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Anexo 2 — Parametros farmacocinéticos individuais de SMZ e TMP
em ratos

Tabela 27 - Parametros farmacocinéticos individuais do farmaco SMZ
suspensao oral — formulacdo referéncia.

Animal KeI T1/2 Tmax Cmax ASCo—t ASCo—inf

1A 0,16 434 1,00 75967,55 501550,98 512101,01
2A 0,17 4,14 1,00 63120,07 694890,15 707634,23
3A 0,19 357 2,00 74280,48 274043,91 457337,74
4A 0,60 1,15 2,00 4922828 180907,77  194396,70
5A 0,20 354 1,00 4458523 155820,67 252708,22
6A 0,15 465 100 4069249 184141,04 35112325

Tabela 28 - Pardmetros farmacocinéticos individuais do farmaco SMZ
suspensdo oral — formulagdo teste.

Animal Kel Tz Thax Cmax ASCo_t ASCO_inf

1B 0,14 494 1,00 3827526 142150,67  271550,15
2B 0,19 3,69 150 4095393 14645190 221579,77
3B 0,14 4,79 150 34553,14 14087485 247809,52
4B 0,18 3,81 150 6067727 38891251  393274,36
5B 0,19 3,61 200 41102,86 16637559 261706,86
6B 0,06 11,35 1,50 62598,12 27742590 1004066,49

Tabela 29 - Parametros farmacocinéticos individuais do farmaco TMP
suspensao oral — formulacdo referéncia.

Animal KeI Tl/2 Tmax Cmax ASCo-t ASCo-inf

1A 0,11 6,05 100 309,57 939,60 2136,61
2A 031 224 100 292,25 846,60 1009,04
3A 030 230 150 78575 1342,13  1796,61
4A 026 266 3,00 89757 2613,71  4002,92
5A 051 135 1,00 119851 235945  2501,73
6A 0,07 1055 150 113,76 783,42 1024,34
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Tabela 30 - Parametros farmacocinéticos individuais do farmaco TMP
suspensdo oral — formulagdo teste.

Animal KeI T1/2 Tmax Cmax ASCo—t ASCo—inf
1B 0,71 098 150 342,61 644,20 740,14
2B 0,12 564 100 171416 157426  1695,29
3B 043 160 150 187,74 421,75 458,21
4B 054 129 100 266,01 516,44 561,60
5B 062 1,11 1,00 222,87 319,37 365,22
6B 0,68 102 100 166,93 341,65 375,57

Tabela 31 - Par@metros farmacocinéticos individuais do farmaco SMZ
comprimido — formulacdo referéncia.

Animal Kg  Tiz  Thax Crax ASC,¢ ASCo.int
1A 0,13 5,18 2,50 150452,83 974262,36 1011128,22
2A 0,12 579 1,50 135960,25 1226263,36 1303599,53
3A 0,12 587 2,00 112484,22 1155584,62 1225004,67
4A 0,08 24,15 1,50 126797,76 484535,64 3507815,05
5A 0,15 4,77 2,00 117164,22 927632,80  955788,45
6A 0,14 5,12 150 111226,86 1005621,97 1042074,53

Tabela 32 - Parametros farmacocinéticos individuais do farmaco SMZ
comprimido — formulagdo teste.

Animal Ko  Tip  Tmax Crnax ASC,¢ ASCint
1B 0,28 2,45 1,00 122954,22 408111,76  549960,24
2B 0,12 5,77 150 99048,00 618690,47  660416,03
3B 0,22 3,18 150 7684121  281746,03 39131401
4B 0,14 494 2,00 162594,94 1501436,48 1550021,53
oB 0,15 4,59 3,00 105679,12 85492194  875349,06
6B 0,14 5,07 2,00 90099,73 675012,55  698520,99
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Tabela 33 - Parametros farmacocinéticos individuais do farmaco TMP
comprimido — formulacéo referéncia.

Animal KeI T1/2 Tmax Cmax ASCo—t ASCo—inf

1A 052 134 1,00 108192 1459,40 1534,70
2A 045 155 1,50 537,68 1158,67 1241,30
3A 037 1,87 1,00 451,97 900,83 994,74
4A 0,77 090 1,50 859,19 1090,39 1220,46
5A 0,47 147 1,00 417,55 690,09 1012,83
6A 044 158 1,50 600,27 1020,39 1252,58

Tabela 34 - Parametros farmacocinéticos individuais do farmaco TMP
comprimido — formulagdo teste.

Animal KeI Tl/2 Tmax Cma\x ASCo-t ASCo-inf

1B 049 142 1,00 978,97 1343,26 1508,02
2B 046 150 1,00 143,52 272,15 391,06
3B 057 121 050 336,26 466,70 539,49
4B 042 164 100 484,34 940,59 1011,88
5B 055 126 150 245,74 458,08 543,36
6B 006 10,73 100 236,93 1280,92 1796,34




