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RESUMO

Estudo preditivo da bioequivaléncia de albendazol e
hidroclorotiazida em ratos

O estudo de bioequivaléncia garante a intercambiabilidade entre o
medicamento referéncia e o genérico. Varias metodologias tém sido
desenvolvidas para fornecer previsdes farmacocinéticas em humanos.
Entre elas, os ensaios em ratos podem ser uma ferramenta util para
predizer a bioequivaléncia de produtos farmacéuticos. Neste trabalho os
farmacos hidroclorotiazida e albendazol foram submetidos a testes de
bioequivaléncia farmacéutica em ratos e seus dados comparados a dados
clinicos, a fim de verificar o potencial preditivo do modelo animal. As
formulagbes foram administradas por via oral a ratos Wistar. Coletas
seriadas de sangue em periodos determinados foram realizadas na veia
caudal. A quantificacdo das amostras foi realizada por Cromatografia
Liquida de Ultra Performance acoplada a Espectrometria de Massas
(CLUP-EM/EM). Os resultados dos ensaios clinicos de bioequivaléncia
dos produtos foram cedidos pelo laboratério Biocinese e as analises
estatisticas foram realizadas comparando-se o0s resultados de humanos e
animais para os parametros farmacocinéticos ASCq.;, ASCo ., Crmax, Tmax
e Ty,. De maneira geral, os dados farmacocinéticos obtidos em ratos
seguiram 0 mesmo comportamento dos dados obtidos em seres
humanos, sendo que o desempenho do farmaco em animais foi capaz de
predizer os dados em humanos para albendazol, farmaco da classe IV
(baixa permeabilidade/ baixa solubilidade) na formulagdo suspensao.
Assim, o estabelecimento de um modelo animal para predicdo de
bioequivaléncia pode contribuir para melhorar a qualidade durante o
desenvolvimento de formulacGes, possibilitando, para os produtos que
apresentem a mesma biodisponibilidade do produto referéncia, um custo
menor e também um tempo menor no estudo de sua bioequivaléncia.

Palavras-chave: bioequivaléncia; predicdo; ratos, albendazol;
hidroclorotiazida.



ABSTRACT

Pharmacokinetic of albendazole and hidroclorotiazide in rats as a
predictor to human assays of bioequivalence

The study of bioequivalence ensures the interchangeability
between the generic and the reference drug. Several methods have been
used to provide pharmacokinetic predictions in humans, among them
animal tests can be a useful tool in predicting the bioequivalence of
pharmaceuticals. This study aimed to test the bioequivalence of
albendazole and hydrochlorothiazide in rats, after the oral administration
of the formulations. Serial blood collections were performed through the
tail vein during predetermined periods. The quantification of the
samples was performed by Ultra Performance Liquid Chromatography
coupled to Mass Spectrometry (UPLC-MS/MS). Results of
bioequivalence tests of the same products on clinical trials were
provided by the Biocinese Laboratory. Statistical analysis was
performed comparing the results of human and animal studies for the
pharmacokinetic parameters AUCyt, AUCq., Craxs Tmax and Ty, The
pharmacokinetic data obtained in rats followed the same pattern of the
data obtained in humans for albendazole, a class IV drug (low
solubility/low permeability), in suspension, showing that drug
performance in rats could be useful to predict the human data. The
establishment of an animal model for prediction of bioequivalence
contributes to improve the quality in the development of
pharmaceuticals formulations presenting the same bioavailability of the
reference product with lower cost and in a shorter time.

Keywords: bioequivalence;  prediction, rats;  albendazole;
hydrochlorothiazide.
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1 INTRODUCAO

Em 1999, foi promulgada a lei 9.787 que estabeleceu as bases
legais para a introducdo de medicamentos genéricos no pais. Esta lei
representa um avango na busca pela qualidade dos medicamentos e uma
politica de pregos mais condizentes com a realidade sécio-econémica no
Brasil. A regulamentacéo desta lei foi aprovada pela Agéncia Nacional
de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) ainda no ano de 1999 com a
publicacdo da resolucdo 391/99, na qual foram incluidos os conceitos de
equivaléncia, biodisponibilidade e bioequivaléncia farmacéutica. Apds a
implantagdo desta resolugdo, varias outras resolucbes foram publicadas
a fim de revisar, detalhar e atualizar os procedimentos relacionados aos
estudos de bioequivaléncia e biodisponibilidade (BUENO, 2005;
ANVISA, 1999a; ANVISA, 1999b; PITTA, 2004).

A implantacdo dos genéricos estimulou a concorréncia e
disponibilizou produtos intercambiaveis de diferentes precos aos
consumidores. A competicdo pelo menor preco proporcionou beneficio
a todos 0s segmentos envolvidos na cadeia de producdo, controle,
comercializacdo e consumo. O medicamento genérico no Brasil
despertou o interesse das inddstrias nacionais e internacionais. A
geragdo de empregos no setor farmacéutico aumentou assim como o
investimento na qualificagdo profissional para que as empresas sejam
capazes de atender as novas regulamentacdes (SOMMER, 2005).

No Brasil, 0 medicamento genérico é definido com equivalente
farmacéutico em relagdo ao medicamento referéncia ou inovador, que se
pretende ser intercambiavel, produzido apds a expiracdo, ou rendncia de
patente, ou de outros direitos de exclusividade, comprovada a sua
eficacia, seguranca e qualidade (ANVISA, 1999a).

Para garantir a intercambiabilidade entre medicamento de
referéncia e genérico se fazem necessarios os testes de bioequivaléncia
farmacéutica, pois € a partir destes que garantimos a biodisponibilidade,
isto é, a velocidade e a extensdo da absorcdo de um produto
farmacéutico que se torna disponivel no local de acdo (DIGHE, 1999).
Estes testes podem ser considerados como mais um teste de qualidade
do medicamento, através da comparacdo do seu perfil de concentracéo
plasmatica em funcdo do tempo, nas mesmas condigcdes experimentais
(FLACH & COSTA, 1999).

O estudo de biodisponibilidade permite avaliar a linearidade
farmacocinética, estudar a melhor forma farmacéutica para apresentacao
do farmaco, investigar as diversas varidveis envolvidas na administracdo
de um produto e comparar um medicamento genérico com seu inovador
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através de um estudo de bioequivaléncia. Segundo a ANVISA, a
biodisponibilidade indica a velocidade e a extensdo de absorcdo de um
farmaco em uma forma de dosagem, a partir de sua curva concentracao
versus tempo na circulagdo sistémica ou sua excre¢do nha urina
(ANVISA, 2007; ANVISA, 2002; METZLER, 1974).

O estudo de bioequivaléncia estima a biodisponibilidade relativa
entre dois produtos, portanto, seu foco estd na comparagdo do
desempenho de dois produtos. Essa comparacdo sO é possivel para
farmacos que apresentem uma relagdo definida da concentragdo do
farmaco na corrente circulatoria, efeito terapéutico e seguranca, pois nos
estudos de bioequivaléncia considera-se que curvas estatisticamente
semelhantes de decaimento sanguineo de fa&rmacos produzem o mesmo
resultado em termos de eficacia e seguranca (PEARCE et al., 2004;
NATION & SANSOM, 1994; HERCHUELZ, 1996; MEREDITH,
1996; GLEITER et al., 1998; PORTA, 1999).

Duas formas farmacéuticas séo ditas bioequivalentes quando, ao
serem administradas ao mesmo individuo, nas mesmas condigdes
experimentais € na mesma dose molar, ndo apresentem diferencas
estatisticamente  significativas em relagdo a biodisponibilidade
(ANVISA, 2007; ANVISA, 2003; CID, 1982; GIBALDI, 1991,
RITSCHEL, 1992, WAGNER, 1977; CONSIGLIERI & STORPIRTIS,
2000).

Os estudos de bioequivaléncia séo realizados em seres humanos,
através da administracdo dos medicamentos pela mesma via extra-
vascular, sob condi¢cBes experimentais padronizadas, seguida pela
quantificacdo das concentracdes plasmaticas, séricas ou sanguineas dos
farmacos e/ou metabolito ativo em funcéo do tempo. A determinacédo da
bioequivaléncia deve refletir especificamente os processos sofridos pelo
farmaco ap6s administracdo, de um modo linear e com sensibilidade. Os
parametros farmacocinéticos utilizados na avaliacdo da bioequivaléncia
sdo basicamente, a concentracdo méxima (Cnax) do farmaco e/ou
metabdlito ativo na corrente sanguinea e a area sob a curva (ASC) de
decaimento sanguineo (ENDRENYI et al., 1995; PORTA, 1999;
ANVISA, 2006).

Com o surgimento dos medicamentos genéricos no Brasil, os
estudos de biodisponibilidade e bioequivaléncia constituem hoje um dos
temas mais relevantes na area farmacéutica e médica, tendo originado,
nos Ultimos 25 anos, provavelmente o maior nimero de publicages e de
encontros cientificos que qualquer outro tépico da biofarmacotécnica
(ABDOU, 1989; GLEITER et al., 1998; PORTA, 1999).
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Com o aumento da capacidade de métodos bioanaliticos iniciado
em meados dos anos 50, o comportamento dos produtos pode ser mais
facilmente monitorado e quantificado. Estes dados reuniram esforgcos
nacionais e internacionais para definir a biodisponibilidade e a
bioequivaléncia e determinar os procedimentos adequados para sua
avaliacdo.

Os estudos de bioequivaléncia em humanos devem ser delineados
de forma a evitar exposicdo dos voluntarios sadios a riscos advindos da
utilizacdo do medicamento. Visando reduzir a necessidade de realiza¢do
dos mesmos, a ANVISA, baseada em pardmetros cientificos,
estabeleceu critérios de isencdo de bioequivaléncia para alguns
medicamentos, como é o caso de medicamento na forma liquida para
administracdo parenteral, topica ou oral, desde que os adjuvantes nado
interfiram na absor¢do do medicamento e que o medicamento apresente
equivaléncia farmacéutica com o produto referéncia (FLACH &
COSTA, 1999; FARINHA, 2001). O FDA (2009) recomenda que nédo
sejam realizados ensaios em seres humanos caso haja resultados in vitro
que apresentem correlagdo com dados de biodisponibilidade humana.

Para aperfeicoar o desenvolvimento de novos farmacos, tem
havido um crescente interesse em predizer o comportamento
farmacocinético de novas drogas. Tais simula¢cdes poderiam também
ajudar a selecionar o0s candidatos mais promissores para O
desenvolvimento e rejeitar aqueles com baixa probabilidade de sucesso
(HOSEA, 2009; VAN DE WATERBEEMD & GIFFORD, 2003).

O processo de desenvolvimento de novos farmacos poderia ser
mais bem delineado se os candidatos a farmaco passassem por um
método confiavel a fim de predizer a disposi¢do de drogas em humanos,
0 que diminuiria 0 nimero de desenvolvimentos perdidos devido a
caracteristicas farmacocinéticas inaceitveis. A melhor técnica descrita
para prever farmacocinética humana a partir de dados pré-clinicos é o
dimensionamento alométrico, o qual explica as relagbes observadas
entre o tamanho de 6rgdo e do peso corporal de animais (DEDRICK et
al., 1973.; MORDENTI, 1986).

O efeito biolégico em um modelo animal apropriado pode ser
qualitativamente associado ao comportamento do fa&rmaco no homem.
Ndo é necessario, no entanto, que o comportamento do farmaco
observado em animais seja 0 mesmo que em humanos, é necessario
apenas que um seja capaz de predizer o outro (WARD & SMITH, 2004;
MAHMOOD, 2000; ALARIE, 1981).

A farmacocinética humana pode ser prevista em animais de
diferentes espécies, porém o rato é rotineiramente utilizado nos testes de
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primeira linha de estudos farmacocinéticos (TANG, 2005; TANG,
2007).

Os estudos de biodisponibilidade relativa em humanos s&o
minuciosos, detalhados e abrangentes, podendo o modelo animal ser
uma alternativa a ser utilizada simultaneamente ao desenvolvimento de
farmacos para orientar o desenho de estudos clinicos e aumentar as
chances de uma bioequivaléncia em humanos.

Em estudos de farmacocinética basica a espécie animal, idade
(jovens, adultos, recém-nascido) e sexo devem ser muito bem definidos.
Os estudos devem ser realizados em animais representativos, em
numero suficiente e saudaveis, lembrando que a via de administragdo do
medicamento pode afetar a absor¢do e a disposicdo do farmaco no
organismo. A dose a ser administrada deve ser calculada com base no
peso corporal do animal, assim como o nimero de amostras de sangue
coletadas deve ser adequado para permitir uma determinago adequada
de absorgéo, distribuicdo e eliminacdo (EMEA, 2000).

A escala alométrica tem sido aplicada para prever uma variedade
de fatores, taxas biologicas, tempos e dimensdes entre as espécies de
varias ordens de magnitude no corpo peso. O metabolismo de drogas é
uma &rea onde 0s métodos das escalas alométricas se tornaram a base
para estudos pré-clinicos de farmacocinética, com modelos para prever
0 curso do tempo de concentragbes da droga no homem
(BOXENBAUM, 1982). A premissa para 0 cruzamento de
escalabilidade entre espécies é baseada em dois principios fundamental
pressupostos, que o modelo descreva um elemento essencial como parte
da fisiologia do sistema estudado e, tanto a interacdo farmaco-receptor e
o controle fisiolégico dos sistemas sdo similares entre as espécies
estudadas (GRONERT, 1995; ZUIDEVELD, 2006).

A comparacdo da biodisponibilidade de produtos veterinarios é
executada de maneira muita préxima a conducdo de estudos em seres
humanos, onde a bioequivaléncia é demonstrada pela comparacdo da
taxa e extensdo de absorcdo, sendo um produto veterinario dito
bioequivalente quando o ativo dos produtos difere dentro de limites
aceitaveis de 80% para ASC (EMEA, 2001).

Por outro lado, os modelos in vitro para predizer a
biodisponibilidade em humanos dependem da combinacéo de dois testes
gue fornecem dados separados sobre permeabilidade e da depuracédo
hepatica. Para reduzir os custos de estudos em animais, e diminuir a taxa
de reprovacao de ensaios clinicos, muitos estudos tém se concentrado na
predicéo in vitro da farmacocinética de humanos (LAU, 2004).
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Além disso, é bem sabido que a resposta bioldgica ou terapéutica
do produto farmacéutico pode estar relacionada com a quantidade e a
velocidade de passagem do farmaco para a corrente sangiiinea. Para
farmacos contidos em formas farmacéuticas sélidas é necessario que
ocorra a sua liberacdo da formulacdo, seguida da dissolucdo nos liquidos
corpéreos e posterior permeacdo através das membranas biologicas
(DUNNE et al., 1999). Sendo assim, modelos in vitro que permitam
simular estes processos sao Uteis para prever a absorcao in vivo.

O Sistema de Classificacdo Biofarmacéutica (SCB) pode auxiliar
na previsao da absorcdo in vivo e identificar se a biodisponibilidade de
determinado produto farmacéutico é sensivel a alteracGes do processo
produtivo, dos constituintes da formulacdo ou da concentracdo do
farmaco (DRESSMAN et al., 1998; KASSIN et al., 2003).

A avaliacdo do farmaco quanto a solubilidade e permeabilidade
estd baseada SCB dos farmacos, o qual foi estabelecido com o intuito de
auxiliar a industria farmacéutica na solicitacdo de isencdo dos ensaios de
bioequivaléncia para um determinado medicamento, baseando-se nos
testes de dissolucdo in vitro. Através desse sistema, os farmacos podem
ser classificados em quatro grupos de acordo com suas propriedades de
solubilidade e permeacdo na mucosa gastrintestinal (AMIDON, et al.,
1995; STAVCHANSKY & PADE, 1998):

Classe I: alta permeabilidade - alta solubilidade: Estes farmacos
sdo rapida e completamente absorvidos. A correlacdo esperada entre os
dados é baixa, devido a alta velocidade da dissolucdo e esvaziamento
gastrico (AMIDON et al., 1995).

Classe Il: alta permeabilidade — baixa solubilidade: A dissolucéo
no trato gastrintestinal é a etapa limitante para o processo de absorcéo.
A boa correlacdo desta classe é garantida devido a escolha adequada do
meio e do método de dissolucdo utilizado nos testes in vitro, deve
representar as condicdes fisioldgicas e refletir o comportamento in vivo
(AMIDON et al., 1995).

Classe 11: baixa permeabilidade — alta solubilidade: A permeacédo
do farmaco através da membrana intestinal é a etapa limitante no
processo de absor¢do. A correlacdo baixa deste grupo é devido a
velocidade e extensdo de absorcdo de fArmacos que podem ser altamente
variaveis devido as diferencas no transito gastrintestinal (AMIDON et
al., 1995).

Classe 1V: baixa permeabilidade — baixa solubilidade: A
correlacdo desta classe é limitada devido a possuirem alta variabilidade
na velocidade e extensdo de absor¢do. Possuem absorgdo ruim, sendo
problematicos para utilizagdo oral (AMIDON et al., 1995).
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A preocupacdo do Controle de Qualidade restringia-se as analises
fisico-quimicas a fim de atestar o teor da substdncia ativa e sua
uniformidade na formulacdo, ndo se questionando a capacidade desta
em liberar o farmaco para que fosse absorvido em quantidade e
velocidade adequadas para o alcance do efeito terapéutico desejado.
Mesmo fornecendo valiosas informacdes sobre a disponibilidade
bioldgica do farmaco, a dissolucdo ndo comprova sua eficiéncia
terapéutica (ABDOU, 1989; STORPIRTIS & CONSIGLIERI, 1995).

A previsdo de farmacocinética humana é um desafio importante
na descoberta da droga e o processo de desenvolvimento para minimizar
risco para os participantes durante os primeiros estudos em humanos.
Vérias metodologias tém sido desenvolvidas para fornecer previsdes
farmacocinéticas em humanos e estas metodologias tém sido cada vez
mais integradas em todas as fases da pesquisa do farmaco (HOSEA,
2009; DEDRICK, 1973; MORDENTI, 1986; HOUSTON, 1994;
IWATSUBO, 1997; LAVE, 1997; OBACH, 1997; LAVE, 1999;
WARD & SMITH, 2004; NAGILLA, 2004; JONES, 2006).

Acredita-se que a avaliagdo de resultados obtidos em ensaios de
biodisponibilidade em ratos pode predizer com seguranca a
bioequivaléncia de produtos farmacéuticos em estudos com seres
humanos. Neste contexto, foram submetidos a testes de bioequivaléncia
farmacéutica em ratos os farmacos Hidroclorotiazida, classificado como
grupo Il do Sistema de Classificacdo Biofarmacéutico: baixa
permeabilidade — alta solubilidade, e o fArmaco Albendazol classificado
como grupo IV: baixa permeabilidade — baixa solubilidade.

O albendazol (ABZ) é um derivado imidazolico com amplo
espectro de agéo, pois é eficaz no tratamento da ascaridiase, enterobiase,
tricocefaliase e ancilostomiase, entre os nematdides, sendo recentemente
utilizado como droga preferida no tratamento da cisticercose. E
absorvido irregularmente pelo tubo gastrointestinal apds administracdo
por via oral, sendo entdo metabolizado pelo figado, formando o
sulféxido de ABZ, que tem potente atividade anti-helmintica.

Estudos mostram que o albendazol é eficaz no tratamento de
infeccBes por Ascaris lumbricoides, Enterobius vermiculares; Necator
americanus; Ancylostoma duodenale; Trichuris trichiura; Strongyloides
stercoralis, Taenia sp. e Hymenolepis nana (SILVA, 2006).

Produz poucos efeitos colaterais quando utilizados para o
tratamento de helmintoses intestinais. Nos tratamentos prolongados,
como acontece na cisticercose, podem ser observadas elevacdo das
transaminases e ictericia por colestase, retornando a normalidade apés o
término do tratamento (GOODMAN & GILMAN, 2006; SILVA, 2006).
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Sua férmula quimica ([metil-5-(propil-tio)-1H-benzimidazol-2-il]
carbamato), (FIGURA 01), em estudos nos animais e no homem, exibe
propriedades ovicida, larvicida e helminticida, e atua inibindo a
captagdo de glicose associada a uma deplecdo de glicogénio e
diminuicdo do ATP, que é essencial para a sobrevida e a reproducédo dos
parasitas. Essa acdo bloqueadora é a responsavel pelo amplo espectro da
droga (GOODMAN & GILMAN, 2006; SILVA, 2006).

H O
/\/S N »—O
)—NH
N

Figura 1: Estrutura quimica do albendazol (ABZ).

O ABZ tem uma pequena absor¢ao (menos de 5%). A maior parte
de sua ac¢do antihelmintica é na luz intestinal. Com uma dose de ABZ de
6,6 mg/kg de peso, a concentracdo plasmatica atinge 0 maximo de 0,25
a 0,30 ug/mL apos aproximadamente 2,5 h. A vida média de eliminacdo
do seu metabdlito plasmatico é de 8,5 h (GOODMAN & GILMAN,
2006; SILVA, 2006).

Ja a hidroclorotiazida (HCTZ), que apresenta a seguinte férmula
guimica 6-cloro-3, 4-dihidro-2H-1, 2, 4-benzotiadiazina-7-sulfonamida
1,1-diéxido (FIGURA 02), pertence a classe dos diuréticos tiazidicos,
gue curiosamente foram sintetizados por acaso quando se tentava
aumentar a poténcia dos inibidores da anidrase carbénica. Constatou-se
gue a urina dos pacientes tratados possuia altos teores de ions cloro, o
gue naquela época era uma resposta um pouco diferente a dos diuréticos
convencionais e, portanto, estes novos compostos representaram uma
preciosa descoberta para a medicina (ERK, 2003)
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Figura 2: Estrutura quimica da hidroclorotiazida (HCTZ).

A HCTZ age diretamente sobre os rins, atuando sobre o
mecanismo de reabsorcdo de eletrlitos no tabulo contornado distal.
Aumenta a excre¢do de sodio e cloreto (em quantidades
aproximadamente equivalentes) e, consequentemente, de agua. A
excrecao renal aumentada destes ions é acompanhada pelo aumento do
débito urinario. Ocorre aumento da excrecdo de potassio e magnésio e
diminuicdo da excrec¢do de &cido urico (LI1U, 2007).

Além do efeito diurético, a HCTZ apresenta efeito anti-
hipertensivo. Sua acdo anti-hipertensiva parece estar relacionada com
excrecdo e redistribuicio de sédio, assim como pelo efeito
vasodilatador. A HCTZ é indicada no tratamento da hipertensédo arterial,
quer isoladamente ou em associacdo com outros farmacos anti-
hipertensivos nos casos mais graves de hipertensdo (ERK, 2003).

A HCTZ é bem absorvida pelo trato gastrintestinal, sendo a
absorcéo da ordem de 60% pela via oral. Distribui-se preferencialmente
ligada aos eritrocitos, seu volume de distribuicdo varia de 3,6 a 7,8 L/kg.
Sua excrecdo renal, é cerca de 95% sob forma inalterada e a mesma se
encontra relativamente ligada as proteinas plasmaticas. A diurese inicia-
se dentro de 2 h apés a administracdo oral e alcanca o nivel maximo em
cerca de 4 h. O tempo para atingir a concentracdo maxima plasmatica,
ap6s administracdo oral, é de aproximadamente 3 h. Sua meia vida
inicial é de 3 a 4 h, sendo que sua a¢8o persiste por aproximadamente 6
a 12 h. E excretada rapidamente pelos rins, apos a administracio de 25 a
100 mg, por via oral, cerca de 72 a 97% das doses sdo excretadas na
urina (GOODMAN & GILMAN, 2006; SILVA, 2006).

Assim, o desenvolvimento de técnicas pré-clinicas eficientes,
como 0 proposto no presente trabalho, para se obter um método de
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avaliagcdo que mais se aproxime do resultado que podera ser gerado em
humanos é de extrema importancia, pois podera contribuir para o
desenvolvimento de formulagbes que apresentem a mesma
biodisponibilidade que o produto de referéncia, predizendo estudos de
bioequivaléncia em humanos, preferencialmente com menor custo e,
quica, em menor tempo,
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2 OBJETIVOS

O presente trabalho teve por finalidade avaliar um modelo de
predicdo por comparacdo da farmacocinética e bioequivaléncia apés a
administracdo oral de hidroclorotiazida (HCTZ), classe Ill, e albendazol
(AB2), classe IV, em ratos Wistar.

2.1  Objetivos especificos

Quantificar os farmacos ABZ e HCTZ em plasma de ratos Wistar
através de método bioanalitico validado em Cromatografia
Liquida de Ultra Performance acoplada a Espectrometria de
Massa (CLUP-EM/EM).

Comparar a biodisponibilidade relativa através de parametros
farmacocinéticos relevantes obtidos da concentragdo dos
produtos na corrente sanguinea dos ratos.

Comparar os dados obtidos no modelo animal cruzando com o0s
resultados de dados ja existentes de estudos realizados em seres
humanos a fim de verificar correlagdo ou ndo dos dados
encontrados.

Estabelecer um modelo experimental em animais que seja
aplicavel como ferramenta no desenvolvimento de farmacos,
para avaliar o comportamento farmacocinético dos
medicamentos que serdo submetidos a Bioequivaléncia
Farmacéutica.
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3 MATERIAL E METODOS
3.1 Consideracdes éticas

Os experimentos em animais foram realizados conforme as
normas internacionais de bem-estar animal, sendo os protocolos
experimentais previamente aprovados pelo Comité de Etica no Uso de
Animais (CEUA) da Universidade Federal de Santa Catarina, sob o
nimero 23080.023787/2010-11/CEUA/UFSC (ANEXO I).

3.2  Produtos Farmacéuticos

Para a realizacdo dos experimentos foram utilizados dois
medicamentos diferentes de ABZ e HCTZ:

- Albendazol Referéncia suspensao 40 mg/mL

- Albendazol Teste suspensao 40 mg/mL

- Hidroclorotiazida Referéncia comprimido 50 mg

- Hidroclorotiazida Teste comprimido 50 mg

3.3 Quantificagcdo das amostras
3.3.1 Albendazol

As amostras de plasma contendo o farmaco ABZ foram
analisadas usando Tiabendazol como padrdo interno. Um total de 50 uL
de plasma foi transferido para tubo de 2 mL e adicionado 50 pL de
solucdo padréao interno (40 ng/mL em acetonitrila).

A extracdo foi realizada com 1,4 mL de terc-butil-metil-éter. As
amostras foram agitadas por 10 min e centrifugadas por 10 min a 10.000
rom sob temperatura de 4 °C. Apos centrifugacdo, a fase organica foi
separada e evaporada até secagem com nitrogénio em temperatura de 45
°C. O residuo foi dissolvido em 200 uL de Fase Moével. A fase mével
foi constituida de acetonitrila; metanol: acido férmico 1% (45:15:40
viviv). A andlise foi efetuada sob fluxo de 0,4 mL/min e o volume de
injecédo foi de 10 pL.

O sistema de andlise utilizado foi a Cromatografia Liquida de
Ultra Performance acoplada & Espectrometria de Massas (CLUP-
EM/EM) Waters, modelo Acquity Quattro Premier XE®. Foi utilizada
uma fonte de ionizacdo por electrospray no modo positivo com
monitoramento de reacBes mdltiplas (MRM), e as transi¢des
monitoradas foram de 266,3 > 234,0 m/z para ABZ e 202,3 > 174,9 m/z
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para Tiabendazol. O fluxo de gas de cone e de dessolvatagdo foram de
100 e 700 L/h, respectivamente. As voltagens do capilar, do extrator, do
hexapolo, temperatura da fonte e de dessolvatacdo foram de 4,0 kV, 4
V, 0,1V, 110 ° e 400 ° C, respectivamente. A voltagem do cone foi de
30 e 40 V, e a energia de colisdo 20 e 25 V para ABZ e Tiabendazol,
respectivamente. A aquisicdo de dados das analises foi realizadas
utilizando o software MassLynx 4.1°.

3.3.2 Hidroclorotiazida

As amostras contendo HCTZ foram analisadas usando a
clortalidona como padrdo interno. Um total de 50 puL de plasma foi
transferido para tubo de 2 mL e adicionado 50 pL de solucdo padrdo
interno (5000 ng/mL em acetonitrila).

Na extragdo 1,4 mL de acetato de etila foi utilizado. As amostras
foram agitadas por 15 min e centrifugadas por mais 5 min a 10.000 rpm,
sob temperatura de 4 °C. A fase organica foi separada, acondicionada
em banho-maria a temperatura de 45 °C e evaporada com nitrogénio. O
residuo foi reconstituido em 200 pL de fase movel. A fase mével foi
composta de acetonitrila: Acido Acético Glacial 0,1% (90:10 v/v). A
analise foi efetuada sob fluxo de 0,6 mL/min e o volume de inje¢do foi
de 10 pL.

O sistema de andlise utilizado foi a Cromatografia Liquida de
Ultra Performance acoplada a Espectrometria de Massas (CLUP-
EM/EM) Waters, modelo Acquity Quattro Premier XE®. Foi utilizada
uma fonte de ionizagdo por electrospray no modo positivo com
monitoramento de rea¢des multiplas (MRM), as transicdes monitoradas
foram de 296,0>269,0 m/z para HCTZ e 339,>192,2 m/z para a
clortalidona. O fluxo de gas de cone e de dessolvatacdo foram de 100 e
600 L/h respectivamente. As voltagens do capilar, do extrator, do
hexapolo, temperatura da fonte e de dessolvatacdo foram de 3,5 kV, 2
V, 0,2V, 110 ° e 400 ° C, respectivamente. A voltagem do cone foi de
45 e 35 V, e energia de colisdo 20 e 18 V para HCTZ e clortalidona,
respectivamente. A aquisicdo de dados das analises foi realizadas
utilizando o software MassLynx 4.1°.

3.3.3 Validagéo
Para a validacdo da metodologia de ABZ ¢ HCTZ em CLUP-

EM/EM foram realizados testes que comprovassem a especificidade, a
linearidade de resposta, o limite inferior de quantificaco, a recuperacéo,
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a precisao, a exatiddo do método e ainda a estabilidade dos farmacos em
matriz biologica. Os parametros para avaliacdo da metodologia de
andlise foram retirados do guia para validacdo de métodos analiticos e
bioanaliticos RE n° 899, de 29 de maio de 2003 (ANVISA, 2003). Os
métodos para avaliacdo de ABZ ¢ HCTZ em plasma humano foram
avaliados parcialmente com a matriz de plasma de rato para assegurar
gue ndo ocorresse efeito de matriz e garantir que o plasma animal ndo
interviesse na confiabilidade dos resultados obtidos.

3.4 EtapaClinica

Os ensaios clinicos de bioequivaléncia foram realizados pela
Biocinese — Centro de Estudos Biofarmacéuticos, de acordo com as
normas da ANVISA para estudos de bioequivaléncia em seres humanos
no Brasil.

Os estudos de ABZ e HCTZ foram realizados com 70 e 23
voluntarios, respectivamente, de ambos 0s sexos. Os estudos foram
abertos, randomizados, cruzados, com 2 administragdes, em 2 periodos,
e dose Unica por via oral. As amostras de sangue para determinagdo de
ABZ foram coletadas previamente a administracdo e até 72 h apos e
para a HCTZ até 12 h ap6s, em intervalos pré-estabelecidos. As
concentracBes plasmaticas de ABZ e HCTZ foram determinadas pela
Biocinese através de CLUP-EM/EM.

3.5 Etapa pré-clinica
3.5.1 Condicdes experimentais

Foram utilizados ratos Wistar fémeas adultas, com peso médio de
274 gramas e entre 60 a 90 dias de idade. Os animais foram fornecidos
pelo Biotério Central da Universidade Federal de Santa Catarina
(UFSC) e transportados em carro apropriado, com temperatura
controlada até o Biotério Central da Universidade Paranaense
(UNIPAR), onde os experimentos foram realizados, apds um periodo de
habituacdo de, pelo menos, 15 dias até o inicio dos experimentos. Os
animais foram alojados em grupos de 6 por caixa, com agua e ragéo ad
libitum, exceto durante as sessdes de experimento onde a alimentagao
era retirada 8 h antes da realizacdo do mesmo, sendo mantidos em um
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ambiente com temperatura controlada (22 = 2°C) e ciclo claro-escuro de
12 h.

3.5.2 Grupos experimentais

O numero de animais foi calculado pela formula:

Zalf £ bet
n= (Zata + a)x S x2
delta

n: ndmero de individuos na amostra

Z alfa: valor critico que corresponde ao grau de confianga desejado
Z beta: valor critico que corresponde ao poder do teste desejado

S: desvio-padrdo da populagédo

delta: erro maximo da estimativa

O numero estimado foi de 6 (seis) animais para cada sub-grupo e
foi estimado em funcéo da variabilidade dos dados para 0 ABZ e a
HCTZ em humano ja obtidos em estudo de bioequivaléncia.

Para cada produto foram selecionadas 24 ratas da linhagem
Wistar os quais foram divididos em 2 grupos de 12 animais para a
formulacdo teste e 12 animais para a formulacdo referéncia. Os 12
animais foram divididos em dois subgrupos A e B para execucdo da
coletas, dos animais A foram realizadas as 5 primeiras coletas e do
grupo B foram coletadas as 5 Gltimas coletas conforme mostrado na
figura 03.
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Total

24 animais

Grupo 1
12 animais

Grupo 2
12 animais

Referéncia Teste

Subgrupo A Subgrupo B Subgrupo A Subgrupo B
6 animais 6 animais 6 animais 6 animais
Coletas: Coletas: Coletas: Coletas:

1,2,3,4,5 6.7.8.9.10 1.2.3.4.5 6.7.8.9.10

Figura 3: Divisdo de grupos e subgrupos experimentais.
3.5.3 Administracdo da medicagdo

A definicdo das doses de ABZ e HCTZ a ser administrada foi
calculada a partir de extrapolacfes alométricas, seguindo a férmula:

™B=Kxm'®™

TMB: taxa metabolica 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 (homem) e para o
animal alvo (rato), em seguida é realizado o célculo para extrapolacéo
da dose:

Dose (homem) TMB (rato)

Calculo da Dose =( TMB (homem)

A administracdo foi feita em dose Unica, via oral através de
gavagem. O medicamento ABZ (suspensdo) foi administrado nos
animais em dose de 6,70 mg/kg, sendo que a quantidade administrada
variou proporcionalmente ao peso dos animais. O comprimido de HCTZ
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foi macerado e diluido em &gua destilada, a dose do medicamento foi de
1 mg/kg. Os animais do grupo 1 receberam a formulag&o referéncia e 0s
animais do grupo 2 receberam a formulacéo teste.

3.5.4 Coletas das amostras

Para os dois experimentos foi realizada uma coleta de sangue
previamente a administracdo da medica¢do do subgrupo A para controle
negativo da medicacdo e composi¢do de curva de calibracdo. Para cada
subgrupo foram coletadas 5 amostras de 0,2 mL de sangue de cada rato,
totalizando 1 mL de sangue por animal.

Para 0 medicamento ABZ foram coletadas dos animais do
subgrupo A as amostras nos tempos 00:20; 00:40; 01:00; 01:30 e 02:00
h. Dos animais do subgrupo B foram coletadas as amostras nos tempos
02:30; 03:00; 04:00; 06:00 e 08:00 h.

Para 0 medicamento HCTZ foram coletadas as amostras nos
tempos 00:15; 00:30; 00:45; 01:00 e 01:30 h do subgrupo A. Dos
animais do subgrupo B foram coletadas as amostras nos tempos 02:00;
03:00; 04:00; 06:00 e 08:00 h.

As coletas das amostras foram realizadas na veia caudal do
animal, sendo esta dilatada com a exposicdo a uma lampada
incandescente de 110 watts por aproximadamente 5 min antes das
coletas. Para a realizacdo das coletas foi utilizado um contensor de
acrilico (Insight®) para imobilizagdo do animal. Para o procedimento de
coleta foi realizada uma Unica e pequena incisdo na ponta da cauda do
animal, este procedimento se fez necessario pelo motivo de as coletas
serem seriadas 0 que torna inviavel o procedimento de pungao venosa

O sangue coletado foi transferido para tubos contendo 50 pL de
heparina sddica (50Ul de heparina por 200 pL de sangue) como
anticoagulante. As amostras foram centrifugadas a 5.000 rpm durante 10
min & temperatura de 4°C. Apds a centrifugacdo, as amostras de plasma
foram armazenadas em freezer a temperatura de -20°C.

3.5.5 Eutanésia dos animais
A eutandsia dos animais foi realizada pela administracdo

intraperitoneal de tiopental 150 mg/kg, o qual age rapidamente e é um
método seguro para anestesia animal (UBC, 2005).



31

3.6 Parametros farmacocinéticos

O pico de concentracdo maxima (Cnax) € 0 tempo para atingir esta
concentragcdo (Tns) foram obtidos diretamente dos dados de
concentracdo plasmética versus o tempo. A &rea sob a curva de
concentragao versus tempo, do tempo zero até o tempo da Ultima coleta
(ASCy.) e do tempo zero ao infinito (ASC,..), foi obtida pelo método
dos trapezoides.

A anélise destes pardmetros foi realizada com o emprego dos
seguintes softwares: Microsoft Excel 2000 Small Business® e
WinNonlin Versao 5.0.1°.
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4 RESULTADOS
4.1 Validacdo de método
4.1.1 Albendazol

A linearidade foi realizada por seis determinagdes de oito
concentracBes na faixa de 1 a 400 ng/mL, sendo o limite de
guantificacdo (LQ) de 1 ng/mL. O valor do coeficiente de determinacgdo
(** = 0,9938, y = 0,0272401x + 0,00679643) indicaram linearidade
significativa do curva de calibracdo para 0 método. A comparacgdo dos
cromatogramas da amostra branco com LQ indicou que o método nédo
apresentou interferéncias de substancias enddgenas, conforme
demonstrado nas figuras 4 e 5.

Albendazol
MRM of 2 channels ES+
100 \ 266.3> 24
— . . / 9.012e+002
ST T —_—
% i
0 T T T T T T T T Ranas T RERssnnaay: T e min
0.20 0.40 0.60 0.80 1.00 120 1.40 1.60 1.80 2.00
Tiabendazol
MRM of 2 channels ES+
100 202.3=1749

o T e 8.603e+002
e o ) /")_ -‘\\__/_\__7//"\=,___, —

I~ T T e e T T e Min
020 040 0.60 0.80 1.00 120 140 160 1.80 2.00

Figura 4: Cromatograma representativo de amostra plasmatica branca
ABZ analisados por CLUP-EM/EM.
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Albendazol
MRM of 2 channels, ES+
Albendazol 266.3> 234

100 A 3 1854006

/’J N
4 . .
0 |H|‘|H|‘|H|‘|H|‘||\||\l\\|\|H|\|H|\|H‘|\‘|H|\|H|H|\‘l\|T‘|\|\‘|\‘l\‘|\|\‘|\|\‘|\|\‘|\|\‘\|||| min

0.20 0.40 0.60 0.80 1.00 1.20 140 1.60 1.80 2.00

Tiabendazol

MRM of 2 channels ES+
Tiabendazol 20231749

100 A 31734005

Figura 5. Cromatograma de CLUP-EM/EM representativo de plasma
contendo os farmacos ABZ e tiabendazol.

O método de extracdo liquido-liquido, que foi desenvolvido com
terc-butil-metil-éter como solvente de extracdo, permitiu uma
recuperacdo média de 73% para ABZ e de 81% para padrdo interno na
concentracdo especificada niveis. A exatiddo do método ficou entre
88,51 e 98,04%, com precisdo de 1,62 a 6,27%. As amostras de plasma
foram estaveis por 43 dias a -20 ° C, e depois de cinco ciclos de
congelamento e descongelamento. O ABZ se apresentou estavel no
plasma por 6 h a temperatura ambiente, podendo ser extraidas e
mantidas em amostrador automatico por até 49 h.

4.1.2 Hidroclorotiazida

A linearidade do produto foi determinada por oito concentragdes
em sextuplicata na faixa de 1 a 600 ng/mL, sendo o LQ de 1 ng/mL. O
valor do coeficiente de determinacéo (r2 = 0,9982, y = 0,0390389x +
0,00482716) indicaram linearidade significativa para o método. A
comparacdo da amostra branco com LQ indicou que o método nédo
apresentou interferéncias de substancias enddgenas conforme
demonstrado nas figuras 6 e 7.
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Figura 6: Cromatograma representativo de amostra plasmatica branca de
HCTZ analisados por CLUP-EM/EM.

Hidroclorotiazida

. MRM of 2 channels,ES-
Hidroclorotiazida 208 > 269

1o 'y 388024005

| — |
0 ‘.u‘.u.w.w.u“.‘.|..‘.“‘.“..u|m./“..“.u.|u..|‘...“.‘“.".|u.w..u|.u.‘u.w..‘ min
0.20 040 0.60 0.80 1.00 120 1.40 1.60 1.80
Clortalidona
MRM of 2 channels,ES-
100 3391922
2.387e+005
%
\\.
| . | )
)T T T T e T T O O T T T T e e e e min
0.20 0.40 0.60 0.80 1.00 1.20 1.40 1.60 1.80

Figura 7: Cromatograma de CLUP-EM/EM representativo de plasma
contendo os farmacos HCTZ e clortalidona.

O método de extracdo utilizando acetato de etila como solvente
permitiu uma recuperagdo de 93% para a HCTZ e de 97% para o padrdo
interno na concentracdo especificada. A exatiddo do método ficou entre
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93,10 e 97,76%, com precisdo de 0,86 a 7,24%. As amostras de plasma
foram estiveis por 39 dias a -20 ° C, e depois de cinco ciclos de
congelamento e descongelamento. A HCTZ se apresentou estavel no
plasma por 5 h a temperatura ambiente e podem ser extraidas e mantidas
em amostrador automatico por até 32 h.

4.2 Dados clinicos

Os dados clinicos foram cedidos pelo laboratério Biocinese —
Centro de Estudos Biofarmacéuticos (Toledo — PR). Seguem
relacionados nos itens 4.2.1 e 4.2.2 os parametros farmacocinéticos
médios usados para avaliar a bioequivaléncia da formulag&o teste versus
referéncia.

4.2.1 Albendazol

A tabela 1 mostra os parametros farmacocinéticos médios para
ABZ.

Tabela 1: Medidas farmacocinéticas em seres humanos para o
medicamento albendazol (ABZ).

Parametros Medicamento .
L N Medicamento Teste
Farmacocinéticos Referéncia
Crmax (ng/mL) 111,05 83,90
tmax () 2,73 2,91
Tz (h) 9,38 6,93
ASCy. (hg/mL.h) 488,49 362,08
ASCy.., (ng/mL.h) 513,90 388,75

A figura 8 apresenta a curva média das concentracfes plasmaticas
do medicamento teste e referéncia versus tempo dos 70 voluntarios ap6s
administracdo de cada uma das formulaces.
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Figura 8: Curva média da concentracdo plasmatica de albendazol (ABZ)
versus tempo nos voluntarios dos medicamentos teste e referéncia.
Fonte: Biocinese (2011).

De acordo com o laboratério responsavel pelo estudo de
bioequivaléncia do ABZ, o qual seguiu as recomendacfes da ANVISA,
foi concluido que os medicamentos teste e referéncia ndo sdo
bioequivalentes em seres humanos.

4.2.2 Hidroclorotiazida

A tabela 2 mostra a média dos parametros farmacocinéticos para
aHCTZ.
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Tabela 2: Medidas farmacocinéticas em seres humanos para o
medicamento hidroclorotiazida (HCTZ).

Parémgtr,o§ Medicarne_nto Medicamento Teste
Farmacocinéticos Referéncia
Crmax (ng/mL) 273,25 268,25
tmax (h) 2,96 3,40
Tu2(h) 4,16 3,85
ASCy. (ng/mL.h) 1371,74 1358,48
ASCq... (ng/mL.h) 1633,37 1628,22

A figura 9 apresenta a curva média das concentra¢fes plasmaticas
dos medicamentos teste e referéncia versus tempo dos 23 voluntarios
ap6s a administra¢do de cada uma das formulagdes.
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Figura 9: Curva média da concentracdo plasmatica de hidroclorotiazida
(HCTZ) versus tempo nos voluntarios dos medicamentos teste e
referéncia. Fonte: Biocinese (2011).

De acordo com o laboratorio responsavel pelo estudo de
bioequivaléncia da HCTZ, o qual seguiu as recomendagBes da
ANVISA, foi concluido que os medicamentos teste e referéncia sao
bioequivalentes.

4.3  Dados pré-clinicos

A partir das concentracBes plasmaticas individuais dos animais
tratados com ABZ (ANEXO IlI) ou HCTZ (ANEXO IlI) foram
construidas as tabelas e graficos das medidas farmacocinéticas médias
(itens 4.3.1 e 4.3.2 para os farmacos ABZ e HCTZ, respectivamente).

Foram obtidas doze curvas de concentracdo plasmética dos
medicamentos, sendo seis do medicamento teste e seis do medicamento
referéncia.
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4.3.1 Albendazol

A tabela 3 mostra os parametros farmacocinéticos médios para o
ABZ em animais.

Tabela 3: Medidas farmacocinéticas obtidas em ratos para o
medicamento albendazol (ABZ).

Farmacosindticos  Reforencia Medicamento Teste
Cmax (Ng/mL) 126,66 100,05
tmax () 1,72 1,78
Ty (h) 2,94 2,50
ASCq. (ng/mL.h) 450,95 355,54
ASCq.. (ng/mL.h) 526,42 396,30

A figura 10 apresenta a curva média das concentracoes
plasmaticas dos medicamentos referéncia e teste versus tempo, apés
administracdo de cada uma das formulacdes.
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Figura 10: Curva média da concentracdo plasmatica de albendazol
(ABZ) versus tempo dos medicamentos teste e referéncia, em ratos.

De acordo com os calculos realizados para 0 medicamento ABZ,
0s quais seguiram as recomendacdes da ANVISA, foi concluido que os
medicamentos teste e referéncia ndo sdo bioequivalentes em animais.

4.3.2 Hidroclorotiazida

A Tabela 4 mostra a média dos parametros farmacinéticos
obtidos dos apdés a ingestdo de HCTZ.
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Tabela 4: Medidas farmacocinéticas obtidas em ratos para o
medicamento hidroclorotiazida (HCTZ).

Parametros Medicamento .
S A Medicamento Teste
Farmacocinéticos Referéncia
Crmax (ng/mL) 447,39 346,91
tmax (N) 2,00 1,66
T (h) 2,22 2,53
ASCy. (ng/mL.h) 1411,41 1388,95
ASCq., (ng/mL.h) 1620,86 1587,73

A média das concentracdes plasmaticas em relacdo ao tempo,
ap6s a ingestdo da dose Unica de HCTZ da formulacdo teste ou
referéncia é mostrada na figura 11.
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Figura 11: Curva média da concentragdo plasmatica de hidroclorotiazida
(HCTZ) versus tempo dos medicamentos teste e referéncia, em ratos.

De acordo com os calculos realizados para HCTZ, os quais
seguiram as recomendagdes da ANVISA, foi concluido que os
medicamentos teste e referéncia ndo sdo bioequivalentes em animais.

4.4 Dados clinicos versus pré-clinicos
Foram cruzados os dados oriundos dos resultados médios obtidos

em seres humanos e os obtidos em animais para 0 ABZ e a HCTZ, os
quais sdo mostrados nas figuras 12 e 13, respectivamente.
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Figura 12: Curva de concentracdo plasméatica média versus tempo dos
medicamentos teste e referéncia do medicamento albendazol (ABZ), em
seres humanos e ratos.
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Figura 13: Curva de concentracdo plasmatica média versus tempo dos
medicamentos teste e referéncia do medicamento hidroclorotiazida
(HCTZ), em seres humanos e ratos.
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5 DISCUSSAO

O desenvolvimento e validagdo de uma metodologia bioanalitica
para quantificacdo de farmacos em matriz bioldgica é uma ferramenta
determinante para gerar dados reprodutiveis e confidveis na execucéo de
estudos farmacocinéticos.

A validacdo garante, por meio de estudos experimentais, que o
método atenda as exigéncias das aplica¢fes analiticas a que se propde,
assegurando assim a confiabilidade dos resultados. Nesse sentido, o
método bioanalitico foi validado através da avaliagdo dos parametros de
especificidade, recuperacdo, linearidade, precisdo, exatiddo, limite de
quantificacdo e estabilidade do farmaco em matriz bioldgica. As
metodologias validadas foram aplicadas para determinacdo dos
parametros  farmacocinéticos do albendazol (ABZ) e da
hidroclorotiazida (HCTZ) em plasma humano e animal (rato).

A previsdo da farmacocinética humana ainda é uma meta
importante no desenvolvimento de farmacos para minimizar o risco para
0s participantes durante os primeiros estudos em humanos. Varias
abordagens tém sido levantadas para fornecer previsdes quantitativas de
farmacocinética humana e esta abordagem tem sido cada vez mais
integrada em todas as fases da pesquisa de medicamentos (HOSEAL et
al., 2009)

Ap6s administracio de ABZ em animais, o valor médio
observado para Cs;x do medicamento referéncia foi de 126,66 ng/mL e
do medicamento teste 100,05 ng/mL. Nos dados em seres humanos
foram obtidos os valores de 111,05 ng/mL para o medicamento
referéncia e 83,90 ng/mL para o medicamento teste. Para os dados de
Cmax de ABZ o medicamento referéncia se manteve mais alto do que o
medicamento teste, tanto para dados em humanos quanto para de
animais. Dayan (2003) relatou o estudo de ABZ e seus metabdlitos em
ratos, onde a Cps foi de 6,6 mg/L para uma dose de 10mg/kg,
diferentemente dos dados apresentados no nosso trabalho pelo fato de
utilizarmos uma dose menor de 6,70 mg/kg. A dosagem utilizada em
nosso estudo foi elaborada de acordo com célculos alométricos,
transpondo a dose de humanos para animais, levando em conta a taxa
metabdlica e a superficie corporal dos ratos em relacdo a dos seres
humanos. Quando comparamos os resultados das curvas de
concentracdo plasmatica de humanos e ratos, obtivemos valores de Cpx
bem aproximados entre as duas espécies a qual é demonstrado com
sucesso na figura 12.



46

Para o parametro tmix 0 medicamento ABZ apresentou o0s
seguintes dados para animais: 1,72 e 1,78 h para os medicamentos
referéncia e teste, respectivamente, e os dados de humanos foram: 2,73 e
2,91 h para os medicamentos referéncia e teste, respectivamente. Entao,
tanto no modelo humano quanto animal o parametro t;: Se apresentou
mais elevado na formulagéo teste.

O parametro ASCy para 0 ABZ apresentou os valores de 450,95
ng/mL.h para o medicamento referéncia e 355,54 ng/mL.h para o
medicamento teste nos testes realizados em ratos. Os dados obtidos em
humanos de ASCy. foram de 488,49 ng/mL.h para o medicamento
referéncia e 362,08 ng/mL.h para o medicamento teste. A diferenca
significativa entre os medicamentos referéncia e teste se manteve tanto
nos dados apresentados em animais, quanto nos dados apresentados em
humanos, porém a eliminagdo de ABZ em animais ocorreu cerca de 8 h
apos a administracdo da medicacéo, jA em humanos ocorreu apos 72 h, o
gue pode ser devido a diferente taxa metabolica com animais de
pequeno porte apresentando taxas metabdlicas mais altas e, portanto,
eliminac&o mais rapida que humanos (SCHMIDT-NIELSEN, 2002).

Dados da literatura relatam a diferenca entre o parametro ASC do
albendazol entre humanos e ratos. O ABZ forma dois metabdlitos sendo
um deles o ABZ sulfoxido, e este existe em duas formas de
enantibmeros, positiva (+) ou negativa (-), sendo que o homem
apresenta o enantiémero (+) como a forma mais abundante, enquanto o
rato possui abundancia do enantidmero (-). A formagdo de enantibmero
(+) é devida a oxidacdo do complexo FAD (flavina-adenina-
dinucleotideo) e a formacao do enantidmero (-) ocorre através da enzima
P450. Diferengas na quantidade ou na atividade dessas enzimas podem
também ser a origem das diferencas cinéticas entre as espécies
(DELATOUR, 1991).

Os parametros farmacocinéticos Cpax, ASCop. € ASCy.,, descritos
para o0 ABZ em humanos nédo estdo contidos nos intervalos de confianca
de 90% para as razles das médias geométricas. Assim como 0s
pardmetros avaliados em humanos, os dados encontrados em animais
também ndo se encontram nos intervalos de confianga, embora uma
limitacdo de nosso método possa ter sido 0 pequeno nimero de animais
utilizados, fator que pode ter influenciado para que o intervalo de
confianca ndo fosse alcangado nos animais.

Os féarmacos de classe IV - baixa solubilidade e baixa
permeabilidade - (Sistema de Classificacdo Biofarmacéutica), como o
albendazol, sdo farmacos que possuem alta variabilidade na velocidade
e extensdo de absorcdo. A probabilidade de correlagéo para essa classe é
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limitada (AMIDON et al., 1995). O ABZ apresenta 5% de
biodisponibilidade em humanos. Devido a estes fatos, acreditava-se que
seria dificil tentar visualizar os eventos farmacocinéticos (absorcéo e
eliminacdo) para este medicamento em animais, porém o delineamento
do estudo possibilitou que estes eventos fossem percebidos através dos
graficos de concentracdo plasmatica versus tempo.

Em relacdo a HCTZ, ap6s administracdo de 1 mg/kg v.0. em
ratos, o valor médio observado para C:x do medicamento referéncia foi
de 447,39 ng/mL e do medicamento teste 346,91 ng/mL. Nos dados em
seres humanos foram obtidos os valores de 273,25 ng/mL para o
medicamento referéncia e 268,25 ng/mL para 0 medicamento teste.
Tanto no modelo humano, quanto no animal, o pardmetro Csx Se
apresentou mais elevado na formulacdo referéncia. No estudo de
Takubo e colaboradores (2004), usando ratos, a HCTZ mostrou um Cpsx
médio de 514 ng/mL em uma dose de 3,75 mg/kg diluida em
metilcelulose. A HCTZ é um medicamento classe Il (baixa
permeabilidade, alta solubilidade), e, nos nossos estudos, devido a ser
um produto com facilidade de diluicdo, esta foi realizada em solvente
apropriado (dgua destilada) que provavelmente nado interferiu na
absorcao de HCTZ, ao contrario da solucdo de metilcelulose usada pelos
outros pesquisadores, que € capaz de causar interacdo com o farmaco
em estudo, podendo originar dados ndo confiaveis para a pesquisa.

O medicamento HCTZ apresentou para 0 parametro ts em ratos
os valores de 2,00 e 1,66 h para os medicamentos referéncia e teste,
respectivamente, e em humanos de 2,96 e 3,40 h para os medicamentos
referéncia e teste, respectivamente. Para os dados de tni de HCTZ o
medicamento referéncia se manteve levemente mais alto do que o
medicamento teste em animais, enquanto o medicamento teste se
manteve discretamente mais alto do que o medicamento referéncia nos
humanos.

O parametro ASCq para HCTZ apresentou os valores de 1411,41
ng/mL.h para o medicamento referéncia, e 1388,95 ng/mL.h para o
medicamento teste nos testes realizados em animais. Os dados obtidos
em seres humanos de ASC,: foram de 1371,74 ng/mL.h para o
medicamento referéncia, e 1358,48 ng/mL.h para o medicamento teste.
Takubo e colaboradores (2004) descrevem uma ASC de 1470 ng/mL.h
para o HCTZ em ratos, valor este muito proximo ao valor observado no
presente trabalho.

Os parametros farmacocinéticos de Cpux, ASCo: € ASCo.,
descritos para HCTZ, em humanos, estdo contidos nos intervalos de
confianca de 90% para as razdes das médias geométricas. No entanto, 0s
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parametros avaliados em ratos ndo se encontram dentro dos mesmos
intervalos de confian¢a, ndo mostrando, portanto, uma predi¢do perfeita
da bioequivaléncia no modelo animal para este fa&rmaco na formulagédo
usada. E possivel que o pequeno nimero de animais utilizados possa ter
influenciado para que o intervalo de confianca ndo fosse alcancado,
entre outros fatores, como discutido adiante. Além disso, as drogas de
classe Ill - baixa permeabilidade — alta solubilidade, como a HCTZ,
possuem baixa probabilidade de correlacdo, devido a variacdo de
velocidade e extensdo no transito intestinal (AMIDON et al., 1995).
Entretanto, os graficos de concentracdo plasmatica versus tempo em
ratos demonstram os eventos farmacocinéticos (absorcdo e eliminag&o)
foi adequado para este farmaco, o que corrobora que o delineamento do
estudo.

Os farmacos devem estar em solugdo nos fluidos antes de
poderem ser absorvidos, portanto, quanto maior o nimero de etapas na
absorcdo maior o tempo necessario para este fendmeno. Assim, o tipo de
forma farmacéutica também pode influenciar o nimero de etapas que
participam desde o momento da administracdo até o surgimento do
farmaco dissolvido nos fluidos gastrintestinais, ou seja, o tipo de forma
farmacéutica podera influenciar a dissolucdo do farmaco nos fluidos
gastrintestinais (AULTON, 2005). Nos testes realizados em animais, a
formulagdo usada foi a de comprimidos, em contraposi¢cdo ao ABZ onde
uma suspensdo foi usada, e os comprimidos de HCTZ necessitaram ser
macerados antes da administracdo oral por cénula intra-gastrica.
Entretanto, nos estudos realizados em humanos o medicamento foi
administrado de forma integra. Assim, a dissolucdo do comprimido
integro e do macerado, além do tempo de absorcéo do farmaco, pode ter
influenciado a velocidade de liberagdo do principio ativo.

Um modelo animal é um organismo vivo capaz de proporcionar o
estudo e entendimento de fendémenos de interesse. Os resultados de um
modelo animal podem servir para caracterizar um sistema, ou para
prever 0 comportamento de outra espécie, atuando como uma
representacdo de outro sistema em investigacdo (WALL, 2008). O efeito
biolégico do medicamento no homem pode ser associado ao
comportamento do animal. Porém ndo € necessario que o
comportamento do farmaco em animais seja 0 mesmo que em humanos,
mas sim que um seja capaz de predizer o outro (WARD &SMITH,
2004; MAHMOOD, 2000; ALARIE, 1981).

A partir de dados pré-clinicos, a melhor técnica descrita para
prever farmacocinética humana é o dimensionamento alométrico,
devido aos tamanhos de Orgdos e do peso corporal de animais
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(DEDRICK et al., 1973.; MORDENTI, 1986). A escala alométrica
utiliza dados in vivo obtidos apds a administracdo de compostos a um ou
mais espécies de animais. Os métodos de dimensionamento supdem que
0 processo metabdlico das espécies avaliadas estdo correlacionados com
0s observados em seres humanos. Na verdade, as enzimas do citocromo
P450 de rato ndo sdo as mesmas em seres humanos portanto, podem
apresentar alteracfes nas taxas de metabolismo dos compostos, ou até
mesmo produzir metabdlitos padrdo diferentes. Da mesma forma, a
absorcdo e os transportadores de efluxo nas espécies animais podem
diferir em substrato quanto a sua especificidade ou taxa, em relagdo aos
seres humanos e, portanto, podem interferir nas previsdes de
farmacocinética humana (ZUIDEVELD, 2006).

O estabelecimento de um modelo de predicdo de bioequivaléncia
em animais pode apresentar grande relevancia ética, pois reduz os testes
em voluntarios, podendo ser utilizada nos processos iniciais de
desenvolvimento de medicamentos. Assim, tém sido discutidas
recentemente por Mahmood (2005) as controvérsias sobre qual espécie
animal utilizar, quais os critérios para sua utilizacdo, avaliacdo do
desempenho de predicdo e as questdes de qualidade dos dados. Segundo
Tang (2005, 2007) a farmacocinética humana pode ser prevista em
animais de diferentes espécies, porém o rato é rotineiramente utilizado
nos testes de primeira linha de estudos farmacocinéticos. Entretanto,
apesar do rato ser um modelo rotineiramente utilizado, ele apresenta
restricbes pelo fato de ser animal de pequeno porte, onde os
medicamentos a serem administrados tém de sofrer adaptacdes que
podem influenciar os resultados do estudo, como é o caso da HCTZ que
teve de ser macerado para ser administrado, 0 que ndo aconteceria com
animais de grande porte como o coelho ou o cdo, espécies muito
utilizadas em estudos farmacocinéticos, ou até mesmo o porco, por
possuir caracteristicas e o6rgdos semelhantes aos do ser humanos
(ROFFEY et.al, 2003).

A predicdo dos parametros farmacocinéticos para humanos tem
sido amplamente estudada (INGS, 1990) e é um dos maiores objetivos
relacionados ao desenvolvimento de um medicamento. Os dados
farmacocinéticos normalmente fornecidos em ratos, cdes e/ou macacos
sdo utilizados para ajudar a prever o comportamento farmacocinético de
moléculas em seres humanos (WARD & SMITH, 2004). Embora os
estudos farmacocinéticos em humanos sejam mais minuciosos,
detalhados e abrangentes, informacgdes 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).
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Segundo Mordenti (1985), os estudos pré-clinicos, utilizando apenas o0s
dados de animais, sdo muito importantes para predizer a farmacocinética
em humanos no desenvolvimento de novas drogas.

O processo de desenvolvimento de medicamentos novos requer
até 20 anos desde o estudo de moléculas promissoras até a introducéo do
produto no mercado. Muitas moléculas estudadas apresentam problemas
nos estudos pré-clinicos e clinicos e, apo6s estes estudos, 46% dos
compostos que passam para a fase de desenvolvimento clinico
apresentam problemas de eficacia e seguranca. Os principais problemas
no desenvolvimento de novos medicamentos sdo, na verdade, baixa
biodisponibilidade; auséncia de eficacia, detec¢do de efeitos tdxicos e
razBes de mercado (ELIOPOULOS et al., 2008; VENKATESH, 2000).

Em 1991, do total de falhas no desenvolvimento de novos
farmacos 40% estava relacionado a biodisponibilidade e
farmacocinética, ja em 2000 esse percentual diminuiu para 30%
(KOLA, LANDIS, 2004). Tal fato demonstra que cada vez mais a
indUstria investe em testes para compreender o perfil dos medicamentos
em estudo, principalmente porque quanto mais avancada estiver a fase
de descontinuidade do projeto de Pesquisa e Desenvolvimento, maiores
serdo os prejuizos da empresa.

A previsdo de farmacocinética humana é um desafio importante
durante o desenvolvimento da droga, em termos de custo e tempo, além
da diminuicdo de risco para os participantes durante 0s primeiros
estudos em humanos. Os resultados de animais apresentados neste
trabalho podem fornecer previsdes farmacocinéticas em humanos para
os farmacos ABZ e HCTZ.

Mesmo assim, o desenvolvimento de técnicas pré-clinicas
eficientes, como o proposto no presente trabalho, para a se obter um
método de avaliacdo que mais se aproxime do resultado que podera ser
gerado em humanos é de extrema importancia, uma vez que ira
contribuir para o desenvolvimento de formulagbes que apresentem a
mesma  biodisponibilidade que o produto de referéncia,
preferencialmente com menor custo e, provavelmente, em menor tempo.
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6 CONCLUSOES

= As comparagOes estatisticas dos parametros farmacocinéticos
obtidos da concentragdo dos produtos na corrente sanguinea dos ratos
foram realizadas com sucesso.

=  Os dados obtidos no modelo animal para o albendazol (classe IV -
suspensdo), em maior extensdo, e para a hidroclorotiazida (classe 111 —
comprimidos), em menor extensdo, foram capazes de predizer o
comportamento farmacocinético de humanos, sendo o modelo animal
uma ferramenta importante da predigéo de estudos de biodisponibilidade
comparativa.

=  Perante 0os dados analisados, 0 modelo animal utilizado foi capaz
de correlacionar os resultados de dados ja existentes de estudos
realizados em seres humanos.

= O modelo experimental em ratos Wistar pode ser aplicavel como
ferramenta no desenvolvimento de farmacos para avaliar o
comportamento  farmacocinético dos medicamentos que serdo
submetidos a Bioequivaléncia Farmacéutica.

= A limitagdo do uso do modelo animal encontrada ndo parece ser
devida a espécie animal empregada, protocolo de estudo ou as diferentes
classes dos farmacos aqui estudados (Ill e IV), mas sim a sua
formulagdo (comprimido e suspensdo, respectivamente), pois a
formulagdo comprimido tem de ser macerada para poder ser
administrada por via oral em animais de pequeno porte como 0S
roedores. Este fato pode alterar sua dissolugdo e absorcéo, levando a ndo
predicdo de alguns parametros farmacocinéticos.
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Resultado de Solicitagdo de Protocolo
Protocolo
PPOO422
Titulo
Estude preditivo da bioequivaléncia de aciclovir, hidroclorotiazida, tetraciclina e fluconazol em ratos.
Data de Entrada
15/07/2010

Resultado:
Aprovado
Data/Prazo
03/09/2010

Consideracies

Oficio n° 165/CEUA/PRPE/2010

Do: Presidente da Comissio de Etica no Uso de Animais-CEUA

Ao(): Prof{a) Dr(a) Thereza Christina Monteiro de Lima, Departamento de Farmacologia - CCB

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

- APROVADO, por dois ano(s), para a utllizacio de noventa e seis ratos (Ratius Norvegicus).
Procedéncia do animal: Biotério Central da UFSC.
- Processo cadastrado sob o mimero: 23080.023787/2010-11

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

Atenciosamente,

Relatério Final previsto para (90 dias apés término da vigéncia do protocolo ou no momento da apresentacdo de um nove protocolo)
Data 10/12/2012

Data 10/09/2010

Parecer(es):

1
( 1’\.! OLU A

Prof. Assoc. Carlos Rogério Tonussi, D.Sc.

COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS - PRPE - UFSC
PRESIDENTE




ANEXO Il - Concentracéo Plasmaética Individuais dos Animais

para ABZ

61

Tabela 5: Concentracdo Plasmética (ng/mL) ao longo do tempo
(horas) do medicamento Referéncia ABZ

Tempo Animal
1 2 3 4 5 6
0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
0,33 36,83 19,32 30,62 23,93 51,44 41,97
0,67 55,00 64,54 74,02 37,46 76,49 82,32
1,00 61,21 | 103,78 | 64,16 | 128,65 | 72,55 89,48
1,50 46,77 97,79 56,62 | 118,24 | 70,60 75,57
2,00 33,75 77,29 43,46 | 107,76 | 98,53 84,48
2,50 33,95 61,59 40,30 | 135,93 | 113,76 | 95,59
3,00 25,87 53,41 26,47 | 151,95 | 98,67 63,35
4,00 37,11 40,37 37,52 70,27 38,30 16,46
6,00 15,33 25,44 10,88 56,15 20,63 12,54
8,00 10,06 11,28 2,80 22,55 9,02 10,07

Média Concentragdo Plasmatica (ng/mL)

70,00
60,00 )
~——O— Animal 01
50,00
40,00 -
30,00
20,00

10,00 1

0,00 O T T T T T T T d
000 033 067 100 150 200 250 300 400 6,00 800
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Figura 14:

Animal 1 — Medicamento Referéncia ABZ
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Média Concentracao Plasmatica (ng/mL)
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Figura 15

: Animal 2 — Medicamento Referéncia ABZ
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Figura 16:

Animal3 — Medicamento Referéncia ABZ
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Animal 4 — Medicamento Referéncia ABZ
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: Animal 5 — Medicamento Referéncia ABZ
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Figura 19: Animal 6 — Medicamento Referéncia ABZ

Tabela 6: Concentracdo Plasmatica (ng/mL) ao longo do tempo
(horas) do medicamento Teste ABZ
Animal

7 8 9 10 11 12
0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
0,33 82,36 | 69,26 | 32,35 | 4596 | 20,23 | 27,92
0,67 98,45 | 137,21 | 64,76 75,21 18,44 43,71
1,00 92,50 | 106,18 | 81,14 | 58,27 | 55,64 | 56,52
1,50 89,87 | 9342 | 98,68 | 61,90 | 37,18 | 93,12
2,00 61,24 | 70,40 | 59,82 | 5468 | 8141 | 88,43
2,50 49,06 | 73,34 | 63,28 | 143,19 | 46,55 | 145,48
3,00 57,50 | 68,05 | 4587 | 124,98 | 56,33 | 201,01
4,00 56,69 | 26,23 | 37,20 | 94,03 | 37,98 | 186,84
6,00 26,02 | 22,36 | 23,07 | 2584 | 40,53 | 59,29
8,00 6,41 18,09 9,37 19,07 | 14,92 | 37,67

Tempo
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Figura 20

: Animal 7 — Medicamento Teste ABZ
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: Animal 8 — Medicamento Teste ABZ
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Figura 22: Animal 9 — Medicamento Teste ABZ
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Figura 23: Animal 10 — Medicamento Teste ABZ
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Figura 24

: Animal 11 — Medicamento Teste ABZ
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: Animal 12 — Medicamento Teste ABZ
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ANEXO I11 - Concentracéo Plasmatica Individuais dos
Animais para HCTZ

Tabela 7: Concentracdo Plasmatica (ng/mL) ao longo do tempo
(horas) do medicamento Referéncia HCTZ
Animal

1 2 3 4 5 6
0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
0,25 56,16 | 34,10 | 75,31 | 113,23 | 65,15 | 151,47
0,50 | 277,94 | 207,03 | 165,10 | 109,85 | 179,15 | 195,54
0,45 | 266,18 | 223,51 | 315,58 | 226,78 | 227,31 | 419,31
1,00 | 266,70 | 307,41 | 198,42 | 174,34 | 260,74 | 428,29
1,50 | 278,19 | 249,05 | 166,83 | 199,54 | 372,93 | 448,25
2,00 | 236,41 | 208,66 | 202,33 | 258,11 | 264,02 | 402,92
3,00 | 131,30 | 186,03 | 199,31 | 241,68 | 269,82 | 149,62
4,00 | 186,49 | 205,73 | 91,20 | 359,11 | 217,54 | 143,86
6,00 61,30 | 158,32 | 102,98 | 239,13 | 97,19 | 103,21
8,00 4344 | 36,06 | 43,89 | 99,98 | 6578 | 48,66

Tempo
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Figura 26: Animal 01 — Medicamento Referéncia HCTZ
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Figura 27: Animal 2 — Medicamento Referéncia HCTZ
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Figura 28: Animal 3 — Medicamento Referéncia HCTZ
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Figura 29: Animal 4 — Medicamento Referéncia HCTZ
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Figura 30: Animal 5 — Medicamento Referéncia HCTZ
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Figura 31: Animal 6 — Medicamento Referéncia HCTZ
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Tabela 8: Concentracdo Plasmatica (ng/mL) ao longo do tempo
(horas) do medicamento Referéncia HCTZ

T Animal

empo 8 9 10 11 12
0,00 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000
025 | 11536 | 983 | 4265 | 149.65 | 127,61 | 10,70
050 | 162,57 | 4158 | 17837 | 140,05 | 206,86 | 163,20
045 | 14436 | 88,41 | 239,65 | 136,12 | 157,79 | 303,48
1,00 | 39341 | 98,77 | 560,49 | 309,02 | 172,93 | 262,02
1,50 | 250,15 | 528,85 | 518,77 | 593,10 | 184,43 | 255,34
2,00 | 215,14 | 253,80 | 32346 | 367,75 | 212,20 | 304,89
3,00 | 198,04 | 228.73 | 135,05 | 418,72 | 257,51 | 348,62
400 | 16341 | 15452 | 116,37 | 213.84 | 259,86 | 128.89
6,00 | 8511 | 4260 | 3873 | 180,69 | 17550 | 7852
800 | 7780 | 1257 | 1056 | 9418 | 89,96 | 3576
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Figura 32: Animal 7 — Medicamento Teste HCTZ
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Figura 33: Animal 8 — Medicamento Teste HCTZ
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Figura 34: Animal 9 — Medicamento Teste HCTZ
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Figura 35: Animal 10 — Medicamento Teste HCTZ
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Figura 36: Animal 11 — Medicamento Teste HCTZ
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Figura 37: Animal 12 — Medicamento Teste HCTZ




