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RESUMO

Este estudo teve por objetivo avaliar a bioequivaléncia entre dois produtos contendo
Clozapina 100 mg (produto teste: LifalClozapina® da Lifal — Laboratério Industrial
Farmacéutico de Alagoas S/A. O produto referéncia: Leponex® do Laboratério No-
vartis Biociéncias S/A.) em 40 voluntarios. O estudo foi aberto, randomizado, do tipo
cross-over, em estado de equilibrio, com dois periodos (duas sequéncias), nos quais
os voluntarios receberam, em cada periodo, a formulacgao teste ou a formulagao refe-
réncia. A biodisponibilidade relativa das formulagoes seguidas a administracao oral
foi avaliada com base em comparacoes estatisticas de parametros farmacocinéticos
relevantes obtidos de dados de amostra sanguinea dos voluntarios, sendo as amos-
tras coletadas em periodo de 24h. A concentracao de Clozapina foi medida a partir
de método analitico apropriado e valido. As medidas farmacocinéticas utilizadas
foram: Cmin, Cmax e ASCt. As diferencas médias (+ DP) entre referéncia e teste fo-
ram: 0,1615 + 0,3404 (ng/mL); -0,0969 + 0,4131 (ng/mL) e 0,9143 + 3,9941 (ng*h/mL). Os
intervalos de confiancga para biequivaléncia média atenderam aos limites determina-
dos pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) de 80 a 125%, sendo os
dois medicamentos considerados bioequivalentes. Assim, produtos teste e referéncia
sao considerados intercambiaveis.

Palavras-chave: Disponibilidade Biolégica; Equivaléncia Terapéutica; Clozapina; Far-
macocinética; Esquizofrenia.

ABSTRACT

This study aimed to evaluate the bioequivalence between two products containing
Clozapine 100 mg (testing product: LifalClozapina® from Lifal — Industrial Pharmaceuti-
cal Laboratory of Alagoas S/A and the reference product: Leponex® from the Novartis
Biociéncias S/A. Laboratories) in 40 volunteers. The study was open, randomized, cross-
over type, in a state of equilibrium, with two periods (two sequences) in which volunteers
were given, in each period, the testing formulation or the reference formulation. The rela-
tive bioavailability of the formulations following oral administration was evaluated based
on statistical comparisons of relevant pharmacokinetic parameters obtained from blood
samples in a 24 hours period. The concentration of Clozapine was measured using an
appropriate and valid analytical method. The pharmacokinetic measures used were:
Cmin and Cmax, and ASCt. The mean differences (+ SD) between reference and testing
were: 0.1615 = 0.3404 (ng/mL); -0.0969 + 0.4131 (ng/mL); and 0.9143 + 3.9941 (ng*h/
mL). The confidence intervals for medium bioequivalence met the limits determined by
the National Agency of Sanitary Surveillance (ANVISA) of 80 to 125%, and both medica-

! Aluno do Curso de Medicina da Faculdade de Medicina
da Universidade Federal de Minas Gerais-UFMG, Estagi-
ario do Centro de Pesquisa em Biotecnologia — CEBIO.
Belo Horizonte, MG — Brasil.

2 Médica Cardiologista. Doutora em Medicina Tropical.
Coordenadora da etapa clinica dos estudos de
bioequivaléncia da CEBIO. Belo Horizonte, MG — Brasil.
3 Farmaceéutica e bioquimica. Doutoranda em controle
de qualidade de medicamentos e cosméticos pela
Universidade Federal de Minas Gerais.

Belo Horizonte, MG — Brasil.

4 Farmaceéutica. Mestranda pela Universidade Federal
de Minas Gerais. Belo Horizonte, MG — Brasil.

° Estatistica. Doutora em Bioestatistica. Professora

do Departamento de Estatistica (DEST) da UFMG.

Belo Horizonte, MG — Brasil.

“Médico Clinico Geral. Mestre em Clinica Médica.

Belo Horizonte, MG — Brasil.

"Médico. Doutor em cirurgia. Investigador Principal

do CEBIO. Diretor Médico da Bibliomed - Biblioteca
Médica Virtual. Belo Horizonte, MG — Brasil.

Conflito de interesses - Este estudo recebeu financiamen-
to da Lifal - Laboratério Industrial Farmacéutico de Alagoas
S/A. Entretanto, os resultados nao foram influenciados.

Recebido em: 14/11/2012
Aprovado em: 20/01/2015

Institui¢ao:
Centro de Pesquisa em Biotecnologia
Belo Horizonte, MG — Brasil

Autor correspondente:
Marco Tilio Baccarini Pires
E-mail: mtbpires@cop.bibliomed.com.br

Rev Med Minas Gerais 2015;25(1):65-70 65



Estudo comparativo de biodisponibilidade relativa entre duas formula¢oes contendo Clozapina 100 mg em pacientes ...

66

tions were considered bioequivalent. Thus, the testing
and reference products are considered interchangeable.

Key words: Biological Availability; Therapeutic Equiva-
lency; Clozapine; Pharmacokinetics; Schizophrenia.

INTRODUGAD

A Clozapina é um antipsicético atipico usado no
tratamento de pacientes esquizofrénicos, agindo con-
tra os sintomas negativos e positivos da doenca. Os
agentes atipicos sao indicados como medicamentos
de primeira linha para pacientes resistentes ao tra-
tamento habitual, que possuem predominancia dos
sintomas negativos que estejam apresentando disto-
nia ou efeitos extrapiramidais ou com tendéncias sui-
cidas, sendo considerado mais eficaz que as demais
op¢oes terapéuticas nesses casos.

No Brasil, o uso da Clozapina s6 esta indicado
depois da falha terapéutica com dois antipsicéticos
tipicos, seguidas pela falha no uso da risperidona
(agente atipico de menor poténcia e preco que a Clo-
zapina), isso devido aos seus efeitos adversos hema-
tologicos. A dose desse medicamento administrado
deve ser individualizada, adotando-se sempre a mais
baixa para cada paciente, para melhor seguranca e
reduzida incidéncia de efeitos colaterais."®

As limitagoes ao uso da Clozapina sao os seus
efeitos colaterais (raros, mas graves), entre eles a
agranulocitose, que atinge menos de 1% dos usuéa-
rios. Acrescenta-se, no Brasil, que € um farmaco mui-
to caro, nao sendo acessivel a maioria da populagao.

O medicamento referéncia vendido no mercado
brasileiro é o Leponex®!'" Visando ao langamento
de novo medicamento (medicamento genérico) com
preco mais baixo e que possa competir com esse far-
maco, deve-se pesquisar a biodisponibilidade relativa
(extensao e a velocidade de absorc¢ao do farmaco) en-
tre esse e o medicamento de referéncia, comparando
o comportamento de ambos no organismo humano.

Este estudo teve por objetivo avaliar a bioequiva-
léncia de dois produtos contendo Clozapina. O pro-
duto teste foi a Clozapina comprimidos de 100 mg
(LifalClozapina®) da Lifal — Laboratério Industrial
Farmacéutico de Alagoas S/A. O produto referéncia
foi a Clozapina comprimidos 100 mg (Leponex®) do
Laboratério Novartis Biociéncias S/A. O estudo foi re-
alizado em individuos portadores de esquizofrenia e
ja usuarios do medicamento.

Como as pesquisas de bioequivaléncia envolvem
a manipulacdo de farmacos e pesquisa com seres
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humanos, foram seguidas as normas estipuladas pela
Ageéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA),
pela Resolucao RE n° 1.170 de 2006, para a condu-
cao do estudo. O estudo foi realizado pelo Centro
de Pesquisa em Biotecnologia (CEBIO), no centro de
internacao do Hospital Belo Horizonte, em Belo Hori-
zonte, Minas Gerais."

MATERIAL —

Foram adquiridos 2.400 comprimidos do medi-
camento referéncia (Leponex® do Laboratério No-
vartis Biociéncias S/A.- lote Z0108 e validade maio
de 2010) e 2.400 comprimidos do medicamento tes-
te (LifalClozapina® da Lifal — Laboratério Industrial
Farmacéutico de Alagoas S/A — lote 0809102 e vali-
dade setembro de 2010).

METODO

O estudo foi delineado de forma a permitir que se
obtivessem os parametros farmacocinéticos relevan-
tes para a comparacao estatistica, visando a averi-
guacao de bioequivaléncia/ biodisponibilidade. Nes-
te estudo, tais parametros foram obtidos diretamente
a partir da determinacao da concentragao plasmati-
ca do principio ativo do medicamento, baseado na
aplicacao de um modelo nao compartimental, pro-
prio para avaliacao dessas concentracoes apos a ad-
ministracao do medicamento por via oral.

De acordo com o guia para realizagao de estudos
de bioequivaléncia em comprimidos de Clozapina da
Food and Drug Administration (FDA) dos Estados Uni-
dos da América, de junho de 2005, e com orientacoes
da ANVISA, o estudo de bioequivaléncia do medica-
mento Clozapina nao deve ser realizado em voluntarios
sadios. Essa exigéncia se justifica pela ocorréncia de
inimeros efeitos adversos sérios em voluntarios sadios
que receberam Clozapina em outros estudos, como
agranulocitose, hipotensao ortostatica, bradicardia,
sincope e assistolia.’*® Os autores desse estudo rece-
beram aprovacao do Comité de Etica em Pesquisa para
realizacao de pesquisa com a populacao selecionada.

Relata-se que os efeitos cardiovasculares podem
ocorrer com mais frequéncia e gravidade em pesso-
as sadias que usaram a Clozapina, quando compa-
radas com portadores de esquizofrenia, ja usuarios
do medicamento."”
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O estudo foi aberto, aleatorizado, do tipo cross-o-
ver (cruzado), em estado de equilibrio (steady-state
- ponto em que a taxa de eliminagao do farmaco é
igual a taxa de biodisponibilidade, quando ha con-
centracao constante no sangue), sendo recrutados
como voluntarios pacientes portadores de esquizo-
frenia e j& em uso de Clozapina. Os voluntarios re-
ceberam doses multiplas dos medicamentos teste e
referéncia até atingir-se o estado de equilibrio.

A populacao selecionada para participar do estu-
do constituiu-se de 40 voluntarios, todos eles do sexo
masculino e ja usuarios de Clozapina. A idade dos vo-
luntarios variou de 18 a 55 anos. Na selecao, além de
rigorosa avaliacao clinica, cardiolégica e laborato-
rial, houve necessidade ainda de uma avaliagao psi-
quiéatrica. O estudo foi finalizado com 35 voluntarios,
pois cinco desistiram da participacao imediatamente
antes do inicio da administracao da medicacao.

Os pacientes receberam aleatoriamente 100 mg
(ou multiplo de 100 mg), de acordo com a dose usa-
da anteriormente pelo paciente, duas vezes ao dia
da formulacao referéncia/teste de Clozapina (Lifal-
Clozapina®, formulagdo teste/ Leponex®, formula-
cao referéncia). A administracao foi realizada em
jejum, por volta das sete horas da manha e antes do
jantar, as 19 horas, por 10 dias antes do primeiro pe-
riodo do estudo. Para assegurar que os voluntarios
usassem o medicamento corretamente no periodo
domiciliar, uma equipe de enfermagem comparecia
a casa de cada paciente nos horarios da administra-
cao. A administracao dos medicamentos seguiu um
esquema, como exemplificado a seguir:

Tabela 1 - Administracdo do farmaco e coletas das
amostras

Dias Procedimentos
1°a0T Medicamento Teste/referéncia

Medicamento Teste/referéncia

Taod (coleta para avaliar equilibrio e internagéo no 9°)
Medicamento Teste/referéncia
100 (Administragdo da medicagdo sob regime de internagao.
Amostras de sangue foram coletadas ap6s 0.25. 0.5. 1. 1.5. 2.
2.5.3.35.4.5.6.8.10. 12h da administragdo do medicamento)
110 Troca de medicagdo
(retomou administragdo da medicacdo em regime domiciliar)
12°-13° Medicamento Teste/ referéncia
o 1po Medicamento Teste/referéncia
14°-16 : I - )
(coleta para avaliar equilibrio e internagdo no dia 16)
Medicamento Referéncia/teste (Administragdo da
170 medicacdo sob regime de internagdo. Amostras de sangue

foram coletadas ap6s 0.25.0.5.1.1.5.2.2,5.3.3.5.4.5.6. 8.
10. 12h da administragdo do medicamento)

No 7°, 8° e no 9° dia do estudo, amostras de san-
gue foram coletadas a fim de determinar se o nivel
sanguineo de Clozapina havia atingido o estado de
equilibrio. No 9° dia os voluntarios foram admitidos
no Hospital Belo Horizonte por volta das 17h, para o
primeiro periodo de internacao dos voluntarios. No
10° dia, por volta de 6:30 horas da manha, foram cole-
tadas amostras pré-dose e os voluntarios receberam
1 comprimido de 100 mg (ou multiplo de 100 mg) de
Clozapina oral com 200 mL de agua por volta das
7h. Durante a internagao os voluntarios foram acom-
panhados por equipe multidisciplinar composta de
médicos, enfermeiros, farmaceéuticos e estagiarios do
curso de Enfermagem. O objetivo dessa equipe multi-
disciplinar foi garantir a correta execugao do estudo
e manejo adequado dos voluntarios, assegurando-
-lhes conforto e bem-estar.

No 11° dia houve a troca de medicamentos, assim
os voluntarios que estavam em uso do medicamento
de referéncia mudaram para o teste e os em uso do
medicamento teste passaram a usar o de referéncia.
Receberam alta e foram acompanhados em domici-
lio por enfermeiro, que faziam visitas sempre no mo-
mento da administracao do medicamento. Tudo isso
para garantir que o estado de equilibrio fosse alcan-
cado até o dia da coleta das amostras de sangue para
pesquisa de bioequivaléncia.

No 16° dia do estudo os voluntarios foram inter-
nados novamente por volta das 17h para o segundo
periodo do estudo. No 17° dia do estudo, por volta
de 06:30h, foram coletadas amostras pré-dose e os
voluntarios receberam 1 comprimido de 100 mg (ou
multiplo de 100 mg) de Clozapina oral com 200 mL
de agua por volta das 7h.

As amostras de sangue foram coletadas apos
0,25, 0,5, 1, 1,5, 2, 2,5, 3, 3,5, 4, 5, 6, 8, 10, 12h da
administracao do medicamento. A sequéncia atri-
buida a cada voluntario nos periodos de estudo foi
determinada por uma lista de aleatorizagcao gerada
automaticamente.

As amostras de sangue coletadas nos tempos de-
terminados foram imediatamente centrifugadas. O
plasma foi dividido em duas aliquotas e estas arma-
zenadas em freezer — 20°C, aguardando a analise. O
método analitico desenvolvido para a quantificagao
da Clozapina na amostra de plasma apresentou espe-
cificidade adequada, recuperagao, linearidade, limi-
te de quantificacao, precisao e exatidao.

Rev Med Minas Gerais 2015;25(1):65-70
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Tabela 2 - Dose usada por cada voluntario

Voluntéarios Dose
ID Iniciais Sexo 12 em 12h

1 FCM M 200 mg
2 CAT M 100 mg
3 WSD M 300mg
4 PES M 200 mg
5 ITC M 100 mg
6 OAL M 200 mg
7 FFP M 200 mg
8 PHR M 200 mg
9 EFP M 200 mg
10 RRO M 100 mg
" IMS M 200 mg
12 MLC M 200 mg
13 JV0 M 300 mg
14 MAF M 200 mg
15 RBJ M 300 mg
16 MPR M 200 mg
17 EJR M 200 mg
18 FSG M 300 mg
19 ABS M 100 mg
20 GFS M 300 mg
21 W-S M 200 mg
22 DMP M 300 mg
23 M-S M 100 mg
24 GAL M 300 mg
25 RPE M 100 mg
26 MVS M 300 mg
27 PID M 200 mg
28 WAS M 300 mg
29 GDC M 200 mg
30 JSM M 200 mg
31 INS M 200 mg
32 VSV M 100 mg
33 LMS M 100 mg
34 MSC M 200 mg
35 DRL M 100 mg

ANALISE ESTATISTICA

A metodologia estatistica consistiu nas seguintes
etapas:

Andlise descritiva das principais medidas farmaco-

cinéticas (ASCr: area sob a curva de concentragao

plasmatica do medicamento durante o intervalo

de estado de equilibrio, C : pico de concen-

max_ss’

tracdo maxima do farmaco e/ou metabdlito no es-
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tado de equilibrio, obtido diretamente, sem inter-
polacao dos dados, isto é, a maior concentracao
observada, Cmin . minimo de concentragao do
farmaco e/ou metabdlito no estado de equilibrio,
obtido diretamente, sem interpolacao dos dados,
isto €, a menor concentragao observada, C_: mé-
dia da concentragao no estado de equilibrio (AS-
Ct/t), grau de flutuacao no estado de equilibrio:
GF=(C,_,, .—C.., D/, x100),Swing: (C__ -
C.. Ss)/Cmi; o) tanto individuais como também_por
gruﬁo de voluntarios para cada medicamento em
cada periodo;

analise de variancia para avaliacao de efeitos de
periodo e de sequéncia;

avaliacao da bioequivaléncia média: (i) para
ASCr,C . eC_  _ apartir de intervalos de con-
fianca e testes unilateriais de Schuirmann para a
diferenca entre as médias. Foram empregados o
programa Equivtest® 3.0, Phoenix WinNonLin® e
a planilha Excel®.

RESULTADOS

Em estudos de bioequivaléncia em estado de
equilibrio, as variaveis de interesse (C___, ASCt) em
geral seguem a distribuicao log-normal, caso em que
a transformacao logaritmica das concentracoes deve
ser utilizada. O critério tipicamente utilizado para
declarar bioequivaléncia é que o intervalo de 90%
de confianca para a razao das médias esteja dentro
do intervalo (0,80; 1,25) ou, equivalentemente, que o
intervalo de 90% de confianca para a diferenca das
médias na escala logaritmica (base natural) esteja
dentro do intervalo (-0,2231; 0,2231).1'13

Portanto, as medidas farmacocinéticas utiliza-
das foram: minimo de concentracao do farmaco no
estado de equilibrio (C_ ), pico de concentragao
no estado de equilibrio (Cn:,dx ) e areasob a curva de
concentragao plasmatica do medicamento durante
o intervalo de estado de equilibrio (ASCr). As dife-
rencas médias (= DP) entre referéncia e teste foram:
0,1615 £ 0,3404 (ng/mL); -0,0969 + 0,4131 (ng/mL) e
0,9143 + 3,9941 (ng*h/mL). Os intervalos de confian-
ca para biequivaléncia média atenderam aos limites
determinados pela Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria (ANVISA) de 80 a 125%.

A Figura 1 apresenta os perfis das concentragoes
plasmaticas médias, ao longo do tempo, do medica-
mento referéncia e do medicamento teste. Pode-se
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notar que as curvas dos medicamentos teste (Lifal-
Clozapina®) e referéncia (Leponex®) estao pratica-
mente sobrepostas.

—+— Referéncia
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Figura 1 - Curvas de concentracao plasmatica (ng/mL)
média dos dois medicamentos (referéncia e teste) ba-
seadas em 35 voluntérios.

As medidas farmacocinéticas calculadas para a
formulacao teste e para a formulacao referéncia sao
apresentadas na Tabela 3.

Tabela 3 - Medidas farmacocinéticas dos medica-
mentos teste e referéncia (n = 35)

Medida Medicamento Medicamento
farmacocinética teste referéncia
ASCt (ng.h/mL) 36,70+ 19,53 35,79+ 15,54
Cmax_ss (ng/mL) 4,32+2,03 4,42 +1,62
Cmin_ss (ng/mL) 215+1,37 1,99+ 1,03
Tmax (h) 2,13+1,30 1,90+ 1,03
Cav 1,63+0,81 1,49+0,65
Flutuac&o (%) 0,016 + 0,007 0,018+ 0,007
Swing 1,30+£0,77 1,56 1,07

Média + desvio-padréo.

A verificacao de possiveis efeitos residuais e fixos
é feita com base na analise de variancia (ANOVA)
paraosdadosdeC__ ,ASCteC_ _ Foiadotado o
nivel de significancia de 10% para o efeito de sequén-
cia e 5% para os efeitos de formulacao e de periodo.
Os resultados encontrados para os dados na escala
logaritmica para as trés medidas farmacocinéticas
demonstraram nao haver diferenca estatisticamente
significativa para os efeitos de sequéncia, formulagao
e periodo. Porém, foi observada variacao interindivi-
dual dessas medidas.

O intervalo de 90% de confianca para ASCt foi de
0,9340 a 1,0640; para C___ foi de 0,8806 a 1,0238; e
paraC__foide0,9679a 1:1283. Com base nos resulta-
dos foi observado que os intervalos de confianga para
a razao das médias das trés medidas farmacocinéticas
estao completamente contidos no intervalo 0,80 a 1,25.

Em relacao aos eventos adversos, foram relatados
os seguintes: dos 35 voluntérios, 10 apresentaram al-
gum evento, sendo que alguns exibiram mais de um
episddio. Foram detectados: um voluntario com fe-
bre, dois com vomitos, dois com cefaleia, outros dois
com ansiedade. Ainda houve um episddio de ins6-
nia, um de lipotimia, sudorese e alucinagao visual.
Todos os eventos foram controlados ainda durante a
internagdo, nao havendo queixas posteriores. Além
disso, os episddios nao foram atribuidos ao farmaco
em estudo, sendo suas origens provenientes da doen-
ca prévia dos voluntarios e por causas externas.

DISCUSSAOD

Para atingir a variabilidade estatistica tao baixa
quanto possivel, foram selecionados voluntarios com
caracteristicas fisicas e clinicas que fossem as mais
semelhantes possiveis.

Com base nas coletas de sangue antes da interna-
¢ao de cada periodo, chegou-se a conclusao de que
o estado de equilibrio dos niveis séricos foi alcanca-
dos nos dois periodos.

Como os intervalos de confianca para a razao das
médias de Cmax_ss, de ASCt e de Cmm_SS estao comple-
tamente contidos no intervalo 80-125% conforme a
exigéncia da ANVISA, pode-se concluir pela bioequi-
valéncia média entre o medicamento teste (LifalClo-
zapina® 100 mg) e o medicamento referéncia (Lepo-
nex® 100 mg).

Verificou-se, ainda, que o planejamento cruzado
2x2 foi adequado ao tipo de medicamento, que nao
houve violagcao dos pressupostos dos métodos esta-
tisticos aplicados e que o nimero de voluntarios par-
ticipantes, além de atender a determinagao da AN-
VISA para estudos de bioequivaléncia, proporcionou
poder estatistico bastante elevado.

O planejamento amostral e a condugao foram re-
alizados correta e eficientemente. Nao houve diferen-
ca de efeitos adversos/colaterais devido a troca do
medicamento teste para o referéncia. As dificuldades
encontradas foram referentes a populacao do estudo,
que deveria ser composta de individuos com esqui-
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zofrenia. Além disso, esse grupo deveria se submeter
a logo periodo de estudo para garantir o estado de
equilibrio. Tudo isso foi eficazmente manejado pela
equipe multidisciplinar da CEBIO, o que conduziu a
estudo que atingiu o objetivo proposto, sem, contu-
do, ter efeitos negativos na populagao estudada.

Por fim, é importante ressaltar a importancia
deste estudo que, ao confirmar a bioequivaléncia
entre essas duas preparacoes, possibilitou a dispo-
nibilizacao no mercado de Clozapina mais barata e
acessivel. Dessa forma, garantiu-se que mais pessoas
pudessem usufruir desse tratamento, até entao limita-
do aos que tinham poder aquisitivo para o adquirir,
fornecendo acesso mais facil a esse farmaco tao im-
portante para o controle da esquizofrenia.
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