1. Introducéo

A acdo ou efeito de medica-
mentos sobre os testes laborato-
riais pode ser feito por um des-
tes dois mecanismos:

— Analitico (In Vitro)

— Biolégico (In Vivo)

O conhecimento prévio da in-
terferéncia analitica deve ante-
ceder os estudos dos efeitos
biolégicos. A interferéncia devi-
do as concentracdes inusual-
mente altas de produtos natu-
rais, tal como a bilirrubina, néo
sera aqui considerada, muito
embora a metodologia que aqui
se descreve possa ser aplicada
a este tipo de interferéncia.

As substdncias adicionadas
aos espécimes (anticoagulantes,
antiglicoliticos) apresentam os
mesmos problemas e suas inter-
feréncias in vitro podem ser
testadas com o mesmo protoco-
lo.

Quando um medicamento é
introduzido em um organismo,
ele é usualmente transformado
em metabélitos. Contudo, a in-
terferéncia analitica de cada
metabdlito raramente pode ser
estudada. O estudo geralmente
é limitado ao medicamento e/ou
seus principais metabdlitos,
embora o protocolo possa ser
usado para cada metabélito.

O estudo da interferéncia
analitica de um medicamento
pode ser considerado:

— quando se estuda um
medicamento;
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— quando se estuda um
analitico (constituinte).

2. Estudo de um Medicamento

O estudo in vitro da interfe-
réncia analitica de um medica-
mento deve ser obrigatorio
realizd-lo antes das investiga-
¢6es em animais ou no homem,
a fim de assegurar a validade
dos resultados in vivo, permitir
o estudo das acgdes tdéxicas ou
farmacologicas com confianca e
evitar atribuir ao medicamento
em questdo um falso efeito bio-
légico.

2.1.1 Substincia(s) a ser estu-
dadal(s)

Esta é usualmente a matéria-
prima fornecida pelo fabricante
ou constante do Codex se a
substédncia esta listada em uma
Farmacopéia. Em certos casos
pode ser o metabélito principal.

2.1.2. Formulacdes farmacéuti-
cas

As formulacdes farmacéuticas
podem apresentar adjuvantes
que podem interferir analitica-
mente:

— lactose, amido, celulose
etc...;

— corantes, flavorizantes;

— compostos metalicos (6-
xido de zinco, 6xido de tita-
nio, etc.);

— preservativos: agentes
antioxidantes ou redutores
(acido ascorbico, sulfito de
sodio, acido nordihidroguaia-
rético, etc.);

— bactericidas ou fungici-
das (fenol, parabenos, etc.).

Tais substdncias devem ser
avaliadas separadamente para
as interferéncias analiticas.
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2.1.3. InformacSes sobre o pro-
duto: caracteristicas fisico-qui-
mica e farmacocinéticas

E necessario ter o arquivo
analitico do produtor e conhe-
cer a formula e as principais
propriedades fisico-quimicas do
produto:

— propriedades fisicas: for-
ma (cristalina, amorfa, mi-
cronizada), solubilidade, pH
da solucdo, etc.;

— propriedades quimicas:
o conhecimento dos grupa-
mentos quimicos e suas reati-
vidades na molécula pode ter
valor predizivel.

E importante a estabilidade
do produto no estado sélido e,
especialmente, em solugdo
(possivel presenca de produtos
de degradacio).

O conhecimento da farmacoci-
nética e metabolizagdo é neces-
sario quando.se adotam diferen-
tes vias de administracdo. Os
metabolitos podem apresentar
atividade quimica modificada e,
por isso o tipo e/ou intensidade
da possivel interferéncia pode
mudar.

E necessédrio, portanto, co-
nhecer:

— as vias de administra-
cdo do medicamento;

— os metabélitos
dos;

— 08 niveis sangiiineos
que o produto e/ou principal
metabdlito podem atingir em
caso de dose exagerada
(overdose);

— a percentagem das pro-
teinas séricas-ligadas e a na-
tureza das proteinas ligadas;

— as vias de eliminacdo e
as taxas de depuracdo
(clearance) do medicamento e
seus metabélitos.

forma-
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2.2. Selecdio dos métodos de la-
boratério

Estes sdo selecionados de
acordo com diferentes critérios:

— os testes laboratoriais
mais freqlientemente executa-
dos (incluindo as diferentes
técnicas);

— os testes que pretendem
mostrar possivel toxicidade;

— o0s testes usados para
monitorar a acdo farmacolé-
gica especifica do medica-
mento;

— os testes utilizados du-
rante as experiéncias téxico-
farmacolégicas;

— os testes cujos mecanis-
mos de reacdo podem a priori
ser modificados por causa da
estrutura e/ou propriedades
fisico-quimicas do medica-
mento e/ou seus metabdlitos
principais.

A interferéncia deve ser estu-
dada para as concentracdes dos
componentes  correspondente-
mente aos valores fisiolégicos.

Para os componentes com
concentracoes fisiologicas bai-
xas (ferro, bilirrubina, hormé-
nios, etc.), ou aqueles com va-
riacoes grandes (glicose urina-
ria) o estudo deve ser repetido a
niveis correspondentes aos limi-
tes de decisdo.

3. Estudo de um Método Anali-
tico

Este procedimento e o inver-
so do visto anteriormente para
o estudo de um medicamento. O
estudo in vitro de uma interfe-
réncia de uma série de medica-
mento deve ser feito para cada
novo método analitico.

3.1. Medicamentos a serem estu-
dados

A escolha dos medicamentos
a serem testados é baseada nas
seguintes consideracdes:

— o0s medicamentos mais fre-
glientemente usados;

— 0s medicamentos mais
treqiientemente prescritos pa-
ra as doencgas investigadas
por este teste laboratorial;

— o0s medicamentos que,
por sua natureza quimica,
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podem, por similaridade, in-
terferir com os testes em es-
tudo.

3.2. Métodos a serem testados
para um dado componente bio-
légico

A escolha dos métodos a se-
rem testados deve ser feita a
partir de:

— meétodos de referéncia,
selecionados ou recomenda-
dos;

— métodos usados em es-
tudos clinico ou téxico-
farmacologicos;

— métodos mais largamen-
te usados;

— e, finalmente, se houver
métodos baseados em
principios diferentes, wusar
pelo menos um de cada cate-
goria.

4. Protocolos para Estudo da
Interferéncia Analitica

Os estudos sdo feitos em duas
etapas usando protocolos com-
plementares. A primeira etapa é
a deteccdo de possivel interfe-
réncia analitica; a segunda eta-
pa é para medir e avaliar esta
interferéncia. Os dois protoco-
los tém certos pontos em co-
mum.

4.1. Metodologias
ambos protocolos

comuns a

4.1.1. Solubilizacio da droga
e/ ou dys seus metabdlitos
principais

Se o medicamento (e/ou seus
metabélitos principais) é solu-
vel em dgua, usar uma solucdo
de NaCl na concentracdo de
0,158 mol/l (9,2 g/1) em dgua
destilada. Em alguns casos, é
necessario usar uma solugido
protéica (albumina bovina ou
humana).

Se o produto e insolivel em
dgua, mas solivel em um sol-
vente miscivel com agua (eta-
nol, acetona, dimetil-sulféxido),
uma solucdo aquosa com um
minimo do solvente orgénico se-
ra usado. Um controle do sol-
vente deve ser testado a fim de
garantir que o solvente nido cau-
se desnaturacdo protéica ou
perturbacdo analitica.
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Se o produto é insolivel em
Aagua ou em solvente orgénico
miscivel com agua, o estudo se-
ra dificultado e solucdes modifi-
cadas devem ser estudadas (Ex:
ajuste de pH, adicdo de um
ténsio-ativo).

4.1.2. Espécimes biolégicos em-
pregados

Os espécimes devem ser obti-
dos de animais ou individuos
sadios, que ndo estdo sob medi-
cacéo.

41.2.1. Soro ou plasma animal
ou humano

E preparada uma solucdo de
medicamento dez vezes mais
concentrada. Adiciona-se 1 ml
desta solucdo a 9 ml de um pool
de plasma ou soro. E também
preparada uma amostra contro-
le: 1 ml do solvente mais 9 ml
do mesmo pool de plasma ou
S0ro.

Nota: O volume de 0,1 ml nédo
deve ser excedido, a fim
de que o ensaio ndo se
torne invalidado pela
baixa concentracdo dos
componentes enddgenos.

41.2.2. Soro ou plasma animal

. ou humano liofilizado

O procedimento é o mesmo
anterior (4.1.2.1), usando um
pool de plasma ou soro recons-
tituido de acordo com as instru-
¢oes do fabricante do medica-
mento.

Uma outra possibilidade, é
dissolver o medicamento e/ou
seus metabolitos principais no
solvente usado para reconsti-
tuir as amostras liofilizadas:
Neste caso, a solugdo é feita no
solvente recomendado pelo fa-
bricante, de modo a atingir a
concentracdo desejada do medi-
camento e/ou do metabdlito
principal. O teste em branco do
soro é reconstituido em solven-
te puro.

Nota: Os soros animais, em
certos casos, ndo podem
ser usados. Ex.: ensaios
de proteinas especificas,
medidas das atividades
enzimaticas, radioimu-
noensaios, etc.
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4.1.2.3. Sangue

Usa-se o0 mesmo procedimen-
to anterior (4.1.2.1). Entretanto,
a fim de minimizar a hemolise,
as solucées adicionadas devem
ser isotonicas.

41.2.4. Urina

Uma solucdo concentrada do
medicamento é preparada e adi-
cionada a um pool de urina, em
um volume méaximo de 0,1 ml.

Alternativamente, o medica-
mento e/ou metabdlito principal
podem ser diretamente dissolvi-
dos na urina.

Nota: Em cada caso, os pH das
solucoes devem ser con-
trolados e ajustados en-
tre 4.5 e 8.0, a fim de evi-
tar desnaturacdo protéi-
ca.

4.1.3. Métodos

Os métodos analiticos usados
devem ser cuidadosamente des-

critos. A citacdo dos nomes dos

autores nédo é o suficiente. E ne-
cessario descrever o protocolo
completo inclusive a preparacio
dos reagentes, o procedimento
de calibracdo, instrumento usa-
do, etc. A fim de permitir a
comparacdo de resultados de
outros laboratérios valida, de-
vem ser indicadas a repetibili-
dade, a reprodutibilidade, a
precisdo e a exatidéo.

O quanto possivel, o método
deve ser descrito de acordo com
as recomendacdes internacio-
nais.

4.2, Metodologia para deteccéio
de uma interferéncia analitica

4.2.1. Concentracio do medica-
mento

Uma simples concentracdo do
medicamento e/ou dos seus
principais metabdlitos é usada
como se segue.

Soro, plasma ou sangue, uma
concentracio do medicamento
dez vezes maior do que a dose
terapéutica é usada (nivel maxi-
mo ou seguro).

Urina: uma concentracdo do
medicamento dez vezes maior
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do que o maximo encontrado
nas coletas fracionadas. Se a
eliminacdo urindria é desconhe-
cida, é usada dez vezes a dose
terapéutica maxima diluida em
2 litros.

4.2.2. Ensaios e interpretacéo
dos resultados

As amostras contendo o me-
dicamento e/ou seus metabdli-
tos principais e os controles
correspondentes, sdo ensaiados
em séries de quinze analises.
As médias, os desvios padrdes,
as variacdes e os coeficientes de
variacdo sdo calculados para os
dois grupos.

Para comparar as variacées,
usar o teste F de Fisher e Sne-
decor. Se o valor de F ndo é
significante, o teste t de Stu-
dent para pequenas séries ndo
pareadas pode ser usado para
comparar as médias. Se o valor
de F é significante, o teste U
ndo paramétrico de Mann —
Whitney é usado para avaliar a
significAncia das diferencas en-
tre as séries de dados:

— se os valores de p obtidos
pelo teste t, de Student ou pelo
teste U de Mann — Whitney
ndo sdo significantes (<> 0,05),
o medicamento é considerado
como ndo perturbador e o estu-
do estd terminado;

— se as séries de dados dife-
rem significativamente, o estu-
do continua seguindo o protoco-
lo, que leva a quantificacdo da
magnitude da interferéncia.

4.3. Protocolo para medir a
magnitude da interferéncia ana-
litica

Este protocolo é usado so-
mente quando uma interferén-
cia analitica tenha sido detecta-
da durante a primeira parte do
estudo (4.2).

4.3.1. Selecdo da concentracfio

A mais alta concentracdo é
escolhida em conformidade com
o protocolo previamente descri-
to (4.2.1.).

Séries de solugées com con-
centracées decrescentes sdo
preparadas misturando-se o
pool concentrado e o pool con-
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trole em diferentes proporcgdes.
Pelo menos cinco diferentes
concentracdes sdo usadas, com
duas delas na faixa terapéutica.

4.3.2. Ensaios e interpretacéo
de resultados

Os ensaios sdo feitos nas
amostras controle e amostras
concentradas, cinco vezes con-
secutivas, de tal modo a mini-
mizar o transporte. Idealmente,
estas séries de ensaios devem
ser feitas pelo menos em dupli-
cata, preparando-se, para cada
ensaio diferente, amostras das
solugées dos medicamentos e
das amostras bioldgicas.

Em certos casos, serd neces-
sario repetir o estudo usando-se
um pool de amostras com valo-
res mais altos e mais baixos
dos componentes bioldgicos. Os
mesmos testes estatisticos des-
gritos anteriormente sdo aplica-

0S.

Uma curva dose - efeito é ob-
obtida e a inclinacdo calculada.
Se a inclinacdo é zero, o medi-
camento ndo interfere nas con-
centracdes testadas. Se a curva
ndo for zero, um fator 2 da ana-
lise de varianca pode diferen-
ciar a variacdo analitica da in-
terferéncia do medicamento.

O calculo da regressio em
conformidade com o método dos
quadrados minimos leva ao cal-
culo da interferéncia (a concen-
tracio do medicamento x cor-

responde a uma interferéncia
y).
5. Conclusses

O estudo da interferéncia

analitica de medicamentos é im-
portante para as medidas preci-
sas e exatas dos efeitos farma-
colégicos desejaveis e indeseja-
veis, bem como para os
possiveis efeitos téxicos de um
medicamento.

Embora a literatura seja
abundante, muitas vezes ¢é
dificil avaliar a contribuigcdo da
interferéncia analitica ao efeito
total reportado.

Os estudos devem, no entan-
to, ser empreendidos de acordo
com um protocolo bem definido
para estudar as interferéncias
analiticas dos medicamentos
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largamente usados e a confiabi-
lidade dos métodos correntes.

O conhecimento dos mecanis-
mos de interferéncia dos medi-
camentos tem valor predizivel.
Se novos medicamentos e novos
métodos sdo sistematicamente
estudados deste modo, um co-
nhecimento melhorado deste
problema estard garantido para
o futuro.

A preparacdo de novos méto-
dos deve ter a sua especificida-
de aumentada. Entretanto, no
interesse da economia, certos
métodos mais especificos po-
dem ser adequados, contanto
que os analistas clinicos e os
médicos clinicos estejam cientes
da vulnerabilidade para a inter-
feréncia dos medicamentos.

Como é totalmente impossivel
lembrar de todos os dados so-
bre interferéncia analitica de
cada medicamento sobre cada
meétodo analitico, a necessidade
de um banco de todos é eviden-
te. Tais bancos estdo sendo fei-
tos em diferentes paises.
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