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BiofarmacotécnicaBiofarmacotécnica

Planejamento de Estudos

de Biodisponibilidade Relativa e 

Bioequivalência de Medicamentos

IntroduçãoIntrodução

Resoluções:
�RDC 16/07: Regulamento Técnico para Medicamentos 

Genéricos
�RDC 17/07: Regulamento Técnico para Medicamento Similar
�RE 894/03: Guia para Elaboração de Protocolo de Estudo de 

Biodisponibilidade Relativa / Bioequivalência
�RE 895/03: Guia para Elaboração de Relatório Técnico de 

Estudo de Biodisponibilidade Relativa / Bioequivalência
�RE 898/03: Guia para Planejamento e Realização da Etapa 

Estatística de Estudos de Biodisponibilidade Relativa / 
Bioequivalência

�RE 899/03: Guia para Validação de Métodos Analíticos e 
Bioanalíticos

�RE 1170/06: Guia para Provas de Biodisponibilidade
Relativa / Bioequivalência de Medicamentos

IntroduçãoIntrodução

Considerações iniciais ao planejar ensaio de bioequivalência:
1. O que deve ser estudado, ou qual é o objetivo de ensaio?
2. Como os dados serão obtidos, ou qual será o desenho 

empregado?
3. Como os dados serão analisados, ou que métodos 

estatísticos serão utilizados?
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Objetivo do ensaioObjetivo do ensaio

No ensaio de bioequivalência pretende-se comparar a 
biodisponibilidade do produto Teste, administrado por via-
extravascular, à biodisponibilidade do produto Referência, 
também administrado por via extra-vascular, e determinar 
bioequivalência em termos de velocidade e extensão da 
absorção.

Deve-se garantir que qualquer diferença observada entre os produtos 
é realmente devida aos produtos e não a um ensaio mal 
planejado ou mal conduzido.

Assim, os fatores que podem afetar a biodisponibilidade devem ser 
identificados e controlados.

Desenho do ensaioDesenho do ensaio

É determinado por:
� questão a ser respondida
� natureza do produto Referência e da forma farmacêutica a 

ser avaliada
� disponibilidade de métodos analíticos

� análise risco-benefício para os voluntários

Desenho do ensaioDesenho do ensaio

Segundo FDA (1998), o ensaio deve ser conduzido utilizando-se o 
método mais exato, preciso e reprodutível:

� ensaio in vivo em seres humanos com determinação da 
concentração do fármaco em fluidos biológicos ou ensaio in 
vivo em animais com correlação

� ensaio in vivo em seres humanos com determinação da 
excreção urinária do fármaco

� ensaio in vivo em seres humanos com determinação de efeito 
farmacológico agudo

� ensaio clínico controlado
� ensaio in vitro
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Ensaio in vivo em seres humanosEnsaio in vivo em seres humanos

Ensaio in vivo em seres humanosEnsaio in vivo em seres humanos

� 24 voluntários, 12 homens e 12 mulheres
� Administração de dose única correspondente a uma  cápsula de 

500 mg de cefadroxil
� Coleta de amostras de sangue: 0; 0,5; 1; 1,5; 2; 2,5; 3; 3,5; 4; 6 e 

8 horas
� Obtenção de plasma por centrifugação

� Armazenamento do plasma a -20oC

Ensaio in vivo em seres humanosEnsaio in vivo em seres humanos
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Ensaio in vivo em animaisEnsaio in vivo em animais

Ensaio in vivo em animaisEnsaio in vivo em animais

Formulações:
� seres humanos: cápsulas contendo 300 mg de teofilina – A, 

B, C, Theo-24
� cachorros: cápsulas contendo 200 mg de teofilina – A, B, C, 

Theo-24

Ensaio in vivo em animaisEnsaio in vivo em animais
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Ensaio in vivo em animaisEnsaio in vivo em animais

Desenho do ensaioDesenho do ensaio

Segundo FDA (1998), o ensaio deve ser conduzido utilizando-se o 
método mais exato, preciso e reprodutível:

� ensaio in vivo em seres humanos com determinação da 
concentração do fármaco em fluidos biológicos ou ensaio in 
vivo em animais com correlação

� ensaio in vivo em seres humanos com determinação da 
excreção urinária do fármaco

� ensaio in vivo em seres humanos com determinação de efeito 
farmacológico agudo

� ensaio clínico controlado
� ensaio in vitro

Excreção urináriaExcreção urinária
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Excreção urináriaExcreção urinária

� Estudo piloto com 6 voluntários, homens
� Comprimidos T e R contendo 400 mg de lomefloxacino
� Coleta de urina: 0-1; 1-2; 2-3; 3-4; 4-5; 5-6; 6-8; 8-10; 10-12; 12-

24; 24-36; 36-48 horas
� Determinação do volume de urina e armazenamento de alíquotas 

de 10 ml a -20oC

Excreção urináriaExcreção urinária

Desenho do ensaioDesenho do ensaio

Segundo FDA (1998), o ensaio deve ser conduzido utilizando-se o 
método mais exato, preciso e reprodutível:

� ensaio in vivo em seres humanos com determinação da 
concentração do fármaco em fluidos biológicos ou ensaio in 
vivo em animais com correlação

� ensaio in vivo em seres humanos com determinação da 
excreção urinária do fármaco

� ensaio in vivo em seres humanos com determinação de efeito 
farmacológico agudo

� ensaio clínico controlado
� ensaio in vitro
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Efeito farmacológico agudoEfeito farmacológico agudo

Efeito farmacológico agudoEfeito farmacológico agudo

� 20 voluntários sadios, homens;
� Formulações T (comprimido) e R (cápsula) de liberação 

modificada, contendo 180 mg de diltiazem;
� ECG: 0; 0,5; 1; 2; 3; 4; 5; 6; 8; 10; 12; 14; 16; 24 e 30 horas, 

determinação do intervalo PQ e de ∆PQ (variação percentual em 
relação ao valor basal)

� Amostras de sangue (8 vols.): mesmos tempos que ECG, 
separação do plasma e armazenamento a -20oC.   

Efeito farmacológico agudoEfeito farmacológico agudo
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Desenho do ensaioDesenho do ensaio

Segundo FDA (1998), o ensaio deve ser conduzido utilizando-se o 
método mais exato, preciso e reprodutível:

� ensaio in vivo em seres humanos com determinação da 
concentração do fármaco em fluidos biológicos ou ensaio in 
vivo em animais com correlação

� ensaio in vivo em seres humanos com determinação da 
excreção urinária do fármaco

� ensaio in vivo em seres humanos com determinação de efeito 
farmacológico agudo

� ensaio clínico controlado
� ensaio in vitro

Ensaio clínicoEnsaio clínico

Ensaio clínicoEnsaio clínico

� 618 pacientes submetidos a cirurgia cardíaca:
� 313: cefuroxima referência
� 305: cefuroxima genérica

� Avaliação da incidência de infecções no período pós-operatório
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Ensaio clínicoEnsaio clínico

Desenho do ensaioDesenho do ensaio

Segundo FDA (1998), o ensaio deve ser conduzido utilizando-se o 
método mais exato, preciso e reprodutível:

� ensaio in vivo em seres humanos com determinação da 
concentração do fármaco em fluidos biológicos ou ensaio in 
vivo em animais com correlação

� ensaio in vivo em seres humanos com determinação da 
excreção urinária do fármaco

� ensaio in vivo em seres humanos com determinação de efeito 
farmacológico agudo

� ensaio clínico controlado
� ensaio in vitro

Desenho do ensaioDesenho do ensaio

A administração dos produtos, em geral, é feita em dose única, mas 
existem situações em que pode ser interessante a administração 
em doses múltiplas:

� método analítico pouco sensível

� formas farmacêuticas de liberação modificada
� farmacocinética dose-dependente

� grande variabilidade intra ou inter-individual
� impossibilidade de utilização de voluntários sadios
� impossibilidade de definir com exatidão o valor de kel

� produtos com mesma extensão, mas diferentes velocidades 
de absorção
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Doses múltiplasDoses múltiplas

Doses múltiplasDoses múltiplas

Desenho do ensaioDesenho do ensaio

Os ensaios de bioequivalência devem ser do tipo cruzado, a não ser 
nos casos em que o ensaio paralelo seja mais apropriado por 
razões científicas válidas.

� ensaio cruzado: cada voluntário recebe mais de uma 
formulação, em diferentes períodos

� ensaio paralelo: cada voluntário recebe apenas uma das 
formulações em estudo
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RandomizaçãoRandomização

Para que as inferências estatísticas sejam válidas, os erros nas 
observações devem estar distribuídos de forma independente, o 
que é garantido pela randomização.

� desenho paralelo: os voluntários são designados de forma 
aleatória para receber uma das formulações em estudo

� desenho cruzado: as formulações são randomizadas para 
cada voluntário

Desenho paraleloDesenho paralelo

Desenho totalmente aleatório em que cada indivíduo recebe apenas
uma das formulações em estudo.

Indivíduos

Grupo 1 Teste

Grupo 2 ReferênciaR
an

do
m

iz
aç

ão

Desenho paraleloDesenho paralelo

Neste tipo de desenho não é possível distinguir o que é variabilidade
inter-indivíduo e o que é variabilidade intra-indivíduo na
variabilidade das observações. A variabilidade intra-indivíduo é
importante na determinação da bioequivalência entre
formulações.

Conseqüentemente, para o mesmo número de voluntários, o desenho
paralelo fornece uma inferência estatística menos precisa que o
desenho cruzado.
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Desenho Desenho cruzadocruzado

Desenho aleatório em blocos, em que cada bloco recebe mais de uma
formulação em diferentes períodos de tempo. Um bloco pode ser
um indivíduo ou conjunto de indivíduos. Blocos diferentes
recebem seqüências diferentes de formulações.

O desenho cruzado é denominado cruzado completo quando todas as
seqüências contêm todas as formulações.

No desenho cruzado, não é necessário que o número de formulações
em cada seqüência seja igual ou maior que o número de
formulações a serem avaliadas.

Desenho cruzadoDesenho cruzado

O desenho cruzado apresenta as seguintes vantagens:
� cada indivíduo serve como seu próprio controle, o que 

permita uma comparação intra-indivíduo entre as 
formulações

� remove a variabilidade inter-indivíduo da comparação entre 
as formulações

� permite a obtenção de melhores estimativas para as 
diferenças entre formulações

“Washout”“Washout”

O período de “washout” é definido como o intervalo de tempo entre
dois períodos de tratamento, necessário para que o efeito da
formulação administrada em um período de tratamento não
exerça influência no tratamento seguinte (efeito residual).

O período de “washout” em ensaios de bioequivalência corresponde,
geralmente a 7 vezes a meia-vida de eliminação do fármaco .
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Desenho cruzado para duas formulaçõesDesenho cruzado para duas formulações

O desenho mais comum para ensaio de bioequivalência entre duas
formulações (Teste – T e Referência – R) é o desenho cruzado
de duas seqüências e dois períodos, ou desenho cruzado 2 x 2.
Os indivíduos são designados de forma aleatória para uma das
seqüências.

Indivíduos
Grupo 1  Referência Teste

Grupo 2  Teste Referência

R
an

do
m

iz
aç

ão

W
as

ho
ut

Período I Período II

Desenho cruzado para duas formulaçõesDesenho cruzado para duas formulações

O desenho cruzado 2 x 2 apresenta algumas limitações:
� não permite detecção de efeito residual, que aparece junto 

com o efeito período
� não permite estimativas de variabilidade intra-indivíduo

Desenho cruzado para duas formulaçõesDesenho cruzado para duas formulações

Para superar as limitações do desenho cruzado 2 x 2 podemos utilizar
desenhos cruzados com número de seqüências ou de períodos
superior ao número de formulações.
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Desenho cruzado para duas formulaçõesDesenho cruzado para duas formulações

Seqüência Período

I II

1 T T

2 R R

3 R T

4 T R

Seqüência Período

I II

1 T T

2 R R

3 R T

4 T R

� desenho de Balaam
� duas seqüências adicionais 

(1 e 2) em relação ao 
desenho cruzado 2 x 2

� permite estimativa do efeito 
residual usando as diferenças 
intra-indivíduo

� permite determinação da 
variabilidade intra-indivíduo

Desenho cruzado para duas formulaçõesDesenho cruzado para duas formulações

Seqüência Período

I II III

1 T R R

2 R T T

Seqüência Período

I II III

1 T R R

2 R T T

� período adicional (III) em 
relação ao desenho cruzado 
2 x 2

� permite determinação da 
variabilidade intra-indivíduo

� reduz a variância do efeito 
residual em 75% em 
comparação ao desenho de 
Balaam

Desenho cruzado para duas formulaçõesDesenho cruzado para duas formulações

Seqüência Período

I II III IV

1 T T R R

2 R R T T

3 T R R T

4 R T T R

Seqüência Período

I II III IV

1 T T R R

2 R R T T

3 T R R T

4 R T T R

� períodos I e II equivalem 
ao desenho de Balaam

� permite a maior redução 
na variância para o efeito 
residual entre os desenhos 
descritos
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Desenho cruzado para 3 ou + formulaçõesDesenho cruzado para 3 ou + formulações

Seqüência Período

I II III

1 R T1 T2

2 T1 T2 R

3 T2 R T1

4 R T2 T1

5 T1 R T2

6 T2 T1 R

Seqüência Período

I II III

1 R T1 T2

2 T1 T2 R

3 T2 R T1

4 R T2 T1

5 T1 R T2

6 T2 T1 R

Desenho cruzado para 3 ou + formulaçõesDesenho cruzado para 3 ou + formulações

Seqüência Período

1 R T1 T2 T3

2 T1 R T3 T2

3 T2 T3 R T1

4 T3 T2 T1 R

5 R T3 T1 T2

6 T1 T2 R T3

7 T2 T1 T3 R

8 T3 R T2 T1

9 R T2 T3 T1

10 T1 T3 T2 R

11 T2 R T1 T2

12 T3 T1 R T2

Desenho cruzado para 3 ou + formulaçõesDesenho cruzado para 3 ou + formulações

Seqüência Período

I II III IV

1 R T3 T1 T2

2 T1 R T2 T3

3 T2 T1 T3 R

4 T3 T2 R T1

Seqüência Período

I II III IV

1 R T3 T1 T2

2 T1 R T2 T3

3 T2 T1 T3 R

4 T3 T2 R T1
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Desenho cruzado para 3 ou + formulaçõesDesenho cruzado para 3 ou + formulações

Seqüência Período

I II III

1 T1 T2 T3

2 T2 T3 R

3 T3 R T1

4 R T1 T2

Seqüência Período

I II III

1 T1 T2 T3

2 T2 T3 R

3 T3 R T1

4 R T1 T2

Substância a ser quantificadaSubstância a ser quantificada

Na maioria dos ensaios, quantifica-se o fármaco.
Quantifica-se o metabólito nos casos a seguir:

� quando não é possível quantificar o fármaco (em função da 
farmacocinética ou de questões analíticas)

� quando o metabólito for melhor indicador de 
biodisponibilidade que o fármaco (fármacos que sofrem 
extenso metabolismo de primeira passagem originando 
metabólito ativo)

Tamanho da amostraTamanho da amostra

O número de voluntários no ensaio deve ser suficiente para garantir a
obtenção de resultados estatisticamente significativos, mas a
utilização de amostras excessivamente grandes não é eticamente
recomendável.

O tamanho da amostra depende basicamente da variabilidade dos
produtos a serem avaliados.

� EMEA: mínimo 12 voluntários
� FDA: mínimo 24 voluntários

� ANVISA: mínimo 12 voluntários
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Seleção dos voluntáriosSeleção dos voluntários

Critérios de inclusão:
� voluntários sadios
� 18 a 50 anos

� peso ideal ± 15 %

Critérios de exclusão:
� fumo
� bebidas alcoólicas

� condições patológicas
� medicamentos

� AIDS, hepatite
� drogas de abuso

Padronização do ensaioPadronização do ensaio

O ensaio deve ser realizado em condições padronizadas, visando à
minimização da variabilidade e à eliminação de quaisquer fatores
que possam gerar diferença artificial entre os produtos.

Estes fatores podem afetar de forma diferente fármacos pertencentes a
classes biofarmacêuticas diferentes.

Influência dos alimentos na biodisponibilidadeInfluência dos alimentos na biodisponibilidade

O efeito dos alimentos na biodisponibilidade oral é extremamente
complexo e pode variar para diferentes agentes.

Assim, por exemplo, conteúdo calórico, presença de alimentos,
alterações no pH do TGI, alterações na velocidade de
esvaziamento gástrico podem ou não exercer influência na
biodisponibilidade.
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Alteração de pHAlteração de pH

A presença de alimentos ocasiona elevação do pH gástrico:
� bases fracas pouco solúveis podem precipitar na presença de 

alimentos
� o grau de ionização de ácidos fracos pode aumentar na 

presença de alimentos, melhorando sua solubilidade e 
biodisponibilidade

Velocidade de esvaziamento gástricoVelocidade de esvaziamento gástrico

O tempo de residência gástrico aumenta com a presença de alimentos:
� fármacos instáveis em pH ácido podem sofrer degradação 

quando administrados com refeições
� fármacos que se dissolvem rapidamente podem ter sua 

absorção retardada quando administrados com refeições, 
pela demora em passar para o trato intestinal (classes I e III 
do SCB)

Velocidade de esvaziamento gástricoVelocidade de esvaziamento gástrico

O TGI apresenta atividade motora cíclica, observada em períodos de
jejum, com ciclos de 90 a 120 minutos cracterizados por três
fases:

� Fase I: repouso

� Fase II: contrações intermitentes e irregulares
� Fase III: breve período de intensas contrações

O aumento do volume de fluidos acelera o esvaziamento gástrico,
independente da fase em que o TGI se encontra.

O volume de fluidos assume importância maior para fármacos que se
dissolvem rapidamente e cuja passagem para o trato intestinal é
limitada pela velocidade de esvaziamento gástrico (classes I e III
do SCB).
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Influência de nutrientesInfluência de nutrientes

Formação de complexos:
� bases fracas podem apresentar diminuição da 

biodisponibilidade na presença de refeições com alto teor de 
gorduras devido à formação de complexos fármaco-ácido 
biliar

� complexação entre o fármaco e íons presentes nos alimentos

Influência de nutrientesInfluência de nutrientes

Arrasto de solvente (solvent drag):
� aumento da permeabilidade de compostos hidrofílicos e 

lipofílicos em função do fluxo de fluidos através das mucosas
� é provável que o aumento da absorção de água induzido por 

uma refeição ocasione aumento da permeabilidade intestinal 
para moléculas hidrofílicas pequenas (PM de 60 a 5500)

Influência dos alimentos e SCBInfluência dos alimentos e SCB

� Fármacos da classe I: a presença de alimentos não altera 
extensão da absorção, mas pode diminuir sua velocidade em 
função de aumento do tempo de esvaziamento gástrico

� Fármacos da classe II: fatores que aumentam a dissolução in vivo 
favorecem sua absorção (refeições com alto teor de gordura que 
estimulam secreção gástrica e biliar)

� Fármacos de classe III: fatores que alterem a permeabilidade 
afetarão sua absorção (viscosidade da refeição)
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Padronização do ensaioPadronização do ensaio

O ensaio deve ser realizado em condições padronizadas, visando à
minimização da variabilidade:

� administração em jejum ou com alimento
� volume padronizado de água
� refeições padronizadas

� abstenção de outros medicamentos
� abstenção de bebidas e alimentos que possam exercer 

influência nas funções renal, hepática, gastrintestinal e 
circulatória

� esforço físico

Coleta de amostras biológicasColeta de amostras biológicas

Os ensaios envolvem determinação das curvas de concentração
sangüínea:

� intervalos adequados para permitir estimativa da 
concentração sangüínea máxima

� período de, no mínimo, 3,5 vezes a meia-vida de eliminação
� intervalo entre coletas não deve ser superior à meia-vida de 

eliminação

Parâmetros farmacocinéticosParâmetros farmacocinéticos

Os parâmetros farmacocinéticos geralmente utilizados em ensaios de 
bioequivalência são:

� ASC ou ASCτ

� Cmax

� Tmax
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Análise estatísticaAnálise estatística

O objetivo da análise estatística em ensaios de bioequivalência é 
verificar se a biodisponibilidade do produto teste é suficientemente 
semelhante à do referência, de forma que estes possam ser 
considerados bioequivalentes.

Assim, atualmente, consideram-se como mais adequados, os 
procedimentos baseados na determinação de intervalos de 
confiança.

Análise estatísticaAnálise estatística

� análise multivariada (ANOVA) para Cmax, tmax e ASC0-t nas 
escalas original e logarítmica, para avaliação dos efeitos de 
seqüência, período e produto

� determinação do intervalo de confiança 90 % (I.C. 90 %) para as 
relações entre Cmax e ASC0-t dos produtos teste e referência, na 
escala logarítmica

Análise estatísticaAnálise estatística

Dois produtos são considerados bioequivalentes se os intervalos de 
confiança 90 % (ou 95 %) para as relações entre os valores de Cmax

e ASC0-t de ambos, calculados com base nas transformações 
logarítmicas, estiverem entre 80 e 125 %.

%125%80

%125%80

0

0

max

max

≤≤

≤≤

−

−

tR

tT

R

T

ASC

ASC

C

C
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Análise estatísticaAnálise estatística

Análise estatísticaAnálise estatística

Análise estatísticaAnálise estatística
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Análise estatísticaAnálise estatística

Análise estatísticaAnálise estatística

Análise estatísticaAnálise estatística


