NG

o

UNICAMP

UNIVERSIDADE ESTADUAL DE CAMPINAS
Faculdade de Ciéncias Médicas

DETEBMINA(}AO DO PERFIL FARMACOCINETICO
DE FARMACOS COM ACAO ANTI-HIPERTENSIVA
APLICADOS A CLINICA

Roberto Fernandes Moreira

Dissertacao de Mestrado apresentada a
Pés-Graduacdo da Faculdade de
Ciéncias Médicas da Universidade
Estadual de Campinas - UNICAMP para
obtencéo de titulo de Mestre em Clinica
Médica, éarea de concentragdo em
Ciéncias Basicas. Sob orientagdo do
Prof. Dr. Ney Carter do Carmo Borges.

Campinas, 2011



FICHA CATALOGRAFICA ELABORADA POR
ROSANA EVANGELISTA PODEROSO — CRB&/6652
BIBLIOTECA DA FACULDADE DE CIENCIAS MEDICAS
UNICAMP

IMoreira, Roberio Fernandes, 1979 -

M&13d Determinacéo do perfil farmacocinético de farmacos
com a agéo anti-hipertensiva aplicados a clinica. /
Roberto Fernandes Moreira. -- Campinas, SP : [s.n.],
2011.

Orientadar : Ney Carter do Carmo Borges
Dissertacéo (Mestrado) - Universidade Estadual de
Campinas, Faculdade de Ciéncias Médicas.

1. Losartan. 2. Hidroclorotiazida. 3.
Farmacocinética. 4. Espectrometria de massa. 5.
Bioequivaléncia. |. Borges, Ney Carter do Carmo. |l
Universidade Estadual de Campinas. Faculdade de
Ciéncias Medicas. Ill. Titulo.

Informacdes para Biblioteca Digital

Titulo em inglés: Determination of the pharmacokinetic profile of drugs with anti-
hypertensive action applied to clinical

Palavra-chave em inglés:

Losartan

Hydrochlorothiazide

Mass spectrometry

Bioequivalence

Area de concentracdo: Ciéncias Basicas
Titulagao: Mestre em Clinica Médica
Banca examinadora:

Ney Carter do Carmo Borges [Orientador]
Fabio Alessandro Proenga Barros
Eduardo Arantes Nogueira

Data da defesa: 12-08-2011

Programa de Pds-Graduagéo: Faculdade de Ciéncias Médicas



Banca examinadora da Dissertacao de Mestrado

Roberto Fernandes Moreira

Orientador: Prof. Dr. Ney Carter do Carmo Borges

Membros:

‘ &
1. Prof. Dr. Fabio Alessandro Proenca Barros “—’\VO_L)’\(O Jm

2. Prof. Dr. Eduardo Arantes Nogueira M é (’x(/_\

3. Prof. Dr. Ney Carter do Carmo Borges ﬁ%

<~

Curso de Po6s-Graduagdo em Clinica Médica da Faculdade de Ciéncias
Médicas da Universidade Estadual de Campinas.

Data: 12/08/2011




- v -



DEDICATORIA

Dedico essa dissertacao a minha familia.



- Vi -



AGRADECIMENTOS

A Deus, pelo dom da vida e salude para que eu pudesse realizar mais essa
gratificante experiéncia.

Ao Dr. Ney Carter Carmo Borges, meu orientador, pelo crédito,
oportunidade e orientagao.

Aos membros da Banca examinadora, Prof. Dr. Fabio Alessandro Proenca
Barros e Prof. Dr. Eduardo Arantes Nogueira, pela presenca e pelos ensinamentos
compartilhados na defesa.

Aos meus queridos e amados pais Roberto Moreira e Teresa Fernandes
Moreira, pelo apoio incondicional em todos os momentos da minha vida, pelo
carinho, amor, dedicagédo, compreensao e principalmente pela educagéo recebida.

As Minhas irmas Marcia Moreira Bergantin e Maira Moreira Araujo, por
acreditarem e apoiarem o irm&o cagula.

A minha esposa Daniela C. Z. Ferrari Moreira, pelo amor, paciéncia e ajuda
nos momentos de dificuldades.

Aos meus sobrinhos Laise, Hugo, Clara e Maria Luiza, por fazer um tio
muito feliz.

Aos meus familiares, pelo incentivo e suporte.

A Synchrophar, em especial ao Dr. Ney Carter do Carmo Borges, Dr.
Ronilson Agnaldo Moreno e Dr. Rogério Antonio de Oliveira e todos os demais
membros da equipe pela receptividade e apoio.

A Chromanalysis, em especial a Dra. Maristela Andraus, Dra. Myriam
Salvadori e Dra. Cristina Azevedo pelos conhecimentos compartilhados.

A todos os meus amigos, pelo companheirismo, forca nos momentos
dificeis e pelas risadas.

A todos aqueles que direta ou indiretamente contribuiram para a realizagao

deste trabalho.

- Vii -



- Viii -



EPIGRAFE

“A maior riqgueza que um homem pode ter € o conhecimento”.

Roberto F. Moreira







RESUMO

O presente trabalho avaliou o perfil farmacocinético de dois medicamentos
anti-hipertensivos, contendo associa¢do de losartana 100 mg + hidroclorotiazida
25 mg na forma farmacéutica de comprimidos revestidos. Foi utilizado um método
bioanalitico, apropriado e validado, de determinacdo simultdnea de ambos
farmacos para avaliacao da biodisponibilidade relativa, de acordo com os critérios
de bioequivaléncia. O estudo foi aberto, randomizado, cruzado, com dois
tratamentos, duas seqiéncias e dois periodos. Os voluntarios receberam, em
cada periodo, a formulagdo teste ou a formulacdo referéncia. Vinte e oito
voluntarios adultos, sadios, de ambos os sexos foram incluidos. Amostras de
sangue venoso foram coletadas em tempos pré-determinados. O plasma foi obtido
por centrifugagdo a 3000 rpm por 10 min, e armazenado a -20 € até a
determinagdo das concentragdes de losartana e hidroclorotiazida. O método
bioanalitico utilizou a extragéo liquido-liquido, seguido pela Cromatografia Liquida
de Alta Eficiéncia acoplada a Espectrometria de Massa (HPLC-MS-MS). Com
base no intervalo de confianga de 90% dos indices individuais para Cmax € ASCo-,
estabelecidos pela ANVISA e FDA, concluiu-se que a formulagdo teste é
bioequivalente a formulagdo referéncia Hyzaar® para extensdo e taxa de absor¢ao
de losartana e hidroclorotiazida.

Palavras-chave: Losartana, Hidroclorotiazida, Farmacocinética, HPLC-MS-

MS, Bioequivaléncia
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ABSTRACT

This study evaluated the pharmacokinetic profile of two antihypertensive
drugs containing a combination of 100mg losartan plus 25mg hydrochlorothiazide
formulated in coated tablets. Appropriate and validated bioanalytical methods for
simultaneous determination of both drugs were used to evaluate the relative
bioavailability, based on the bioequivalence criteria. This was an open-label,
randomized, crossover, two treatments, two sequences, two periods trial. The
volunteers received in each period, either the test or the reference formulation.
Twenty-eight healthy adults volunteers, of both sexes were enrolled. Venous blood
samples were collected at predeterminated times. The plasma was obtained by
centrifugation at 3000 rpm for 10 min and stored at -20°C until the determination of
concentrations of losartan and hydrochlorothiazide. The bioanalytical method used
the liquid-liquid extraction, followed by High Performance Liquid Chromatography
with tandem mass spectrometry (HPLC-MS-MS). Based on the confidence interval
of 90% of the individual indexes for Cnax and AUC,., established by ANVISA and
FDA, it was concluded that the test formulation is bioequivalent to the reference
formulation Hyzaar® for the extent and rate of absorption of losartan and
hydrochlorothiazide.

Keywords: Losartan, Hidrochlorotiazide, Pharmacokinetics, HPLC-MS-MS,
Bioequivalence
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O perfil farmacocinético de medicamentos, também chamado de estudo de
biodisponibilidade, € um estudo que avalia a quantidade de farmaco, contida em uma
formula farmacéutica, que chega a circulagcao sistémica e da velocidade na qual
ocorre esse processo. Na literatura, os primeiros estudos sobre absorcdo de
compostos exdgenos comegaram a ser publicados no inicio do século XX, em 1945
foram descritos dados importantes sobre a absor¢éo de vitaminas a partir de formas
farmacéuticas. Tais estudos deram origem aos termos disponibilidade fisiologica, ou
biodisponibilidade, referindo-se a quantidade de farmaco disponivel no organismo
para gerar efeito terapéutico (1).

Especialmente nas décadas de 1960 e 1970, foram constatados varios casos
de ineficacia clinica e intoxicagées com o uso de medicamentos em humanos, o que
deu origem a estudos envolvendo universidades e autoridades sanitarias para o
estabelecimento de novos critérios para o registro de medicamentos, incluindo-se
estudos de perfis farmacolégicos. Estes estudos sdo empregados principalmente
para determinacdo da biodisponibilidade absoluta de medicamentos inovadores,
avaliagdo de bioequivaléncia entre medicamentos, alteragcées nas formulagdes de
medicamentos e desenvolvimento de medicamentos com liberacdo modificada (2).

Para regulamentacdo dos estudos envolvendo seres humanos, o primeiro
documento internacional que trata de principios éticos a serem observados durante a
execugdo de uma pesquisa clinica é o Cédigo de Nuremberg, de 1947, segundo o
qual “O consentimento voluntario do ser humano é absolutamente essencial” (3).

Em 1964, a Associacdo Médica Mundial, aprovou em Helsinque, um
documento com principios para protecdo de individuos em pesquisa biomédica.
Foram introduzidos conceitos de responsabilidades do investigador, comités de ética
e consentimento livre e esclarecido. Com revisbes periédicas posteriores (1975,
1983, 1989, 1996, 2000 e 2008), a Declaragcao de Helsinque constitui-se, atualmente,
no documento universal que estabelece diretrizes para a realizacdo de estudos com
vistas ao desenvolvimento cientifico e tecnoldgico envolvendo seres humanos. No

centro da declaracao esta a afirmacao de que "o bem estar do ser humano deve ter
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prioridade sobre os interesses da ciéncia e da sociedade". Também fornece atengao
especial a importancia do consentimento livre e esclarecido por escrito (4).

Em 1996, a realizacdo da Conferéncia Internacional de Harmonizagao (ICH) e
posterior introducdo das alteragbes propostas serviram de alicerces para que 0s
estudos clinicos pudessem ser conduzidos de acordo com as normas e
regulamentos similares em diferentes paises e em conformidade com elevados
padrdes éticos e cientificos.

No Brasil, a implantagéo de normas definindo a pesquisa em seres humanos é
proveniente da Resolugdo n® 01/88. Em outubro de 1996, esta foi revogada pela
resolugdo n® 196/MS/CNS, sendo posteriormente concluida pela Resolugdo n°
251/97. Por meio destas Resolugbes, o Ministério da Saude define diretrizes e
normas objetivando promover a protecao de sujeito de pesquisas envolvendo seres
humanos. A Resolucdo 196/96 - Diretrizes e Normas Regulamentadoras de
Pesquisas Envolvendo Seres Humanos, € fundamentada nos quatro referenciais
basicos da bioética, autonomia, ndo maleficéncia, beneficéncia e justica, e traz a
comunidade cientifica, bem como a sociedade brasileira, reflexdes sobre os aspectos
éticos da pesquisa envolvendo seres humanos e estabelece as diretrizes para a
implantacdo de um sistema de revisdo ética em pesquisa, composto por Comités de
Etica em Pesquisa (CEP) e pela Comissao Nacional de Etica em Pesquisa (CONEP),
do Conselho Nacional de Saude. Assim, a Resolucdo 196/96, bem como as demais
que a complementam, traz ao pesquisador as orientagées para que 0 mesmo possa

desenvolver, de forma ética, pesquisas envolvendo seres humanos (5).
1.1 Biodisponibilidade

O termo biodisponibilidade refere-se a velocidade e a extensdo na qual uma
molécula ativa é absorvida e torna-se disponivel no seu sitio de agao da droga. A
determinagdo da biodisponibilidade é realizada, empregando-se estudos
farmacocinéticos, que compreendem a administragdo do medicamento ao sujeito de

pesquisa e a coleta de fluidos biol6gicos em tempos predeterminados, com posterior
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quantificacao do farmaco empregando método bioanalitico desenvolvido e validado
para esta finalidade (6, 7).

Na maioria dos casos, os estudos de biodisponibilidade, s&o utilizados
empregando-se a determinacao quantitativa do farmaco e/ou metabdlito em sangue
total, plasma, soro ou urina, em funcdo do tempo, modalidade considerada mais
adequada, precisa e exata (1, 8).

A biodisponibilidade é definida como a extensdo do farmaco absorvido e a
velocidade do processo de absorgdo. O célculo da biodisponibilidade é realizado
utilizando-se os seguintes parametros farmacocinéticos:

A darea sob a curva da concentracdo plasmatica versus tempo
(ASCo+) corresponde ao principal parametro relativo a biodisponibilidade, e
relaciona-se com a quantidade do farmaco absorvida do tempo zero ao tempo f,
onde t é a ultima coleta determinada experimentalmente. Esta € uma medida da
extensdo da absorcdo ou da exposicao do organismo ao farmaco apds a
administracdo da dose.

A concentracdo maxima atingida no plasma (Cmax) representa concentracao
mais elevada do farmaco, atingido na circulagdo sangilinea apds administracao de
um farmaco. Relaciona-se a intensidade da resposta farmacoldgica. O Cnax ideal
deve estar dentro da janela terapéutica (faixa plasmatica aceitavel na qual os
resultados terapéuticos sdo positivos). O tempo correspondente a concentragao
maxima atingida no plasma (Tmax): € tempo correspondente para que o farmaco atinja
a concentracdo maxima (Cnax). A meia vida de eliminacdo do farmaco (i)
representa o tempo em que a concentracdo do farmaco no plasma é reduzida a

metade.
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Figura 1: Curva farmacocinética de concentracao plasmatica versus tempo.

Por definicdo, a biodisponibilidade de um medicamento administrado sob a
forma de solugao injetavel intravenosa é total ou 100%, uma vez que toda a dose
administrada esta disponivel para exercer o efeito, enquanto a administragdo de um
medicamento por qualquer outra via implica em barreiras potenciais que podem
comprometer o aproveitamento total da dose. Dessa forma, medicamentos
inovadores desenvolvidos para administragdo extravascular, requerem a realizagcao
de um ensaio para determinacdo de sua biodisponibilidade absoluta, ou fracao
efetivamente absorvida, adotando-se como referéncia, quando possivel, o
medicamento na mesma dose, administrado pela via intravascular (9).

A biodisponibilidade relativa corresponde a comparacao da biodisponibilidade
dos medicamentos administrados por via extravascular. Durante a década de 1960, o
desenvolvimento de técnicas analiticas possibilitou a elaboracdo de métodos
sensiveis o suficiente para a quantificacao de drogas ou metabdlitos, inicialmente na
urina, e posteriormente no plasma, o que permitiu a avaliacdo e comparacado de
biodisponibilidade de diferentes formulagbes em voluntarios, bem como a
demonstracédo de que diferencas significativas entre estas podem ocorrer (2, 8).
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Ensaios de biodisponibilidade relativa sdo requeridos para o registro de
medicamentos genéricos, empregando-se o critério de aceitagdo de bioequivaléncia.
Além disso, podem ser solicitado pelo 6rgao sanitario, mediante significativa
alteracdo na férmula e ou processo de fabricagdo do produto registrado (10, 11, 12).

Entretanto, quando uma industria farmacéutica pretende, langar no mercado,
um medicamento genérico de um inovador j4 comercializado, apds o vencimento dos
direitos relativos a patente, deve-se realizar inicialmente o desenvolvimento
farmacotécnico, que possa comprovar sua equivaléncia farmacéutica (in vitro), antes
de submeter o medicamento ao teste de bioequivaléncia. (10, 13).

A biodisponibilidade de uma formulagdo farmacéutica pode ser influenciada
por fatores como (14, 15, 16):

- Relacionados ao individuo: idade, sexo, peso corporal e fatores fisiolégicos
associados.

- Relacionados ao medicamento (farmaco, excipientes e técnica de
fabricacdo): tamanho de particula, forma polimérfica, presenca de solvato ou hidrato,
natureza quimica, solubilidade, tipo e quantidade de excipientes, método de
preparacao, tipo de granulacdo, tempo de mistura ou agitacdo, condicées de
secagem, velocidade de compressao e instabilidade.

No caso dos fatores relacionados ao individuo, a maxima reducdo de sua
influéncia é obtida através do bom planejamento e execucdo do ensaio de
biodisponibilidade, ou seja, por meio de critérios de inclusdo e exclusdao bem
definidos, selecdo de um grupo homogéneo de voluntérios para o estudo e emprego
de um desenho experimental adequado.

Ja para os fatores relacionados ao medicamento, € indispensavel a realizagéo
de estudos de pré-formulacdo e aumento de escala para obtencdo de uma
formulacdo estavel, a ser administrada através de uma forma farmacéutica (ex:
comprimidos, capsulas, etc.) e uma via adequada ao objetivo terapéutico. Assim o
profissional envolvido no desenvolvimento farmacotécnico, deve conhecer

amplamente as caracteristicas fisico-quimicas, farmacocinéticas e farmacodinamicas
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do farmaco, selecionando os adjuvantes farmacotécnicos mais adequados, além das

melhores possibilidades para as operagdes unitarias envolvidas na fabricacao (17).
1.2 Bioequivaléncia e equivaléncia farmacéutica

Os centros de bioequivaléncia e equivaléncia farmacéutica sao laboratérios
analiticos voltados a realizacdo de estudos de determinacdo de biodisponibilidade,
bioequivaléncia e equivaléncia farmacéutica entre medicamentos de referéncia e
produtos candidatos ao registro na Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria, nas
categorias de medicamento genérico ou medicamento similar. (18).

A introducdo dessas categorias de medicamentos no arsenal nacional veio
acompanhada de uma lei que regulamenta o controle de qualidade desses
medicamentos, estabelecendo a comprovagdo da equivaléncia farmacéutica e
bioequivaléncia entre o0 medicamento teste e o0 medicamento referéncia, por meio de
um laudo técnico expedido por um laboratério habilitado pela ANVISA (19).

A equivaléncia farmacéutica — estudo in vifro — consiste na comparacao
empirica do medicamento teste com o medicamento referéncia avaliando
qualitativamente e quantitativamente a concentracdo, o principio ativo, a forma
farmacéutica, a indicacdo e a via de administracdo dos mesmos. Entretanto, a
equivaléncia farmacéutica ndo comprova, necessariamente, equivaléncia terapéutica,
tendo em vista que as diferengcas nos excipientes ou nos processos de fabricacao
podem conduzir as diferencas de desempenho do produto (18).

A biodisponibilidade esta relacionada a velocidade e a extenséo de absor¢éo
de um principio ativo administrado por via extravascular, a um individuo, envolvendo
também a eficacia clinica do medicamento (20).

A bioequivaléncia — estudo in vivo — consiste em comparag¢fes qualitativas e
quantitativas do desempenho de medicamentos teste e referéncia, quanto ao
principio ativo e biodisponibilidade, quando estudados sobre um mesmo desenho
experimental. Sao considerados bioequivalentes os medicamentos que ao serem

administrados na mesma concentracdo molar e condigdes experimentais, nao
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apresentarem  diferenca  estatisticamente  significativas em relacdo a
biodisponibilidade (20). Os ensaios clinicos seguem principios éticos e cientificos de
experimentagcdo, e sdo os responsaveis pela eficacia e seguranca dos farmacos e
medicamentos (21).

Para avaliacdo da bioequivaléncia, é necessario calcular as razbes dos
parametros relacionados a extensdo e a velocidade de absor¢do, representados
COMo se segue:

v Extensdo ou quantidade absorvida: ASCo.t (teste) / ASCo-t (referencia):
v Velocidade da absorcao: Cmax (teste) / Cmax (referencia).

Sobre essas razdes sao calculados os intervalos de confianga 90% (IC 90%).

Dois medicamentos sdo considerados bioequivalentes, quando os intervalos
de confianga 90% (IC 90%) das razdes log ASCo.-t (este) / 109 ASCo.t (referencia) € 109 Cmax
tteste) / 109 Cmax(referencia) €ncontram-se entre 80 e 125%.

Esse critério € adotado internacionalmente para aceitagcao da bioequivaléncia,
e evoluiu a partir de regras mais simplificadas, que nao incluiam a construcdo de um
intervalo de confianga a partir dos resultados obtidos (7, 11, 22).

Tanto no Brasil como nos Estados Unidos, tal critério € adotado para o registro
de genéricos de todas as classes terapéuticas, inclusive os medicamentos de estreita
faixa terapéutica. No Canadd, o critério para registro de genéricos de farmacos
criticos € mais exigente, uma vez que em certos casos adota o IC 95% ou faixa de
variagdo menos ampla (90 a 111%, por exemplo). Paises europeus também podem
adotar critérios diferenciados em alguns casos (7, 11, 23, 24).

Entretanto, a empresa inovadora também realiza estudos de
biodisponibilidade relativa com critérios de aceitacdo de bioequivaléncia, para definir
caracteristicas finais do medicamento durante o processo de desenvolvimento
farmacotécnico e avaliacdo da eficacia clinica e de seguranca. No inicio do
desenvolvimento, quando ndo ha evidéncias clinicas suficientes, normalmente utiliza-
se uma formulacdo e uma forma farmacéutica que serao posteriormente ajustadas.
Por exemplo, é possivel que uma empresa realize os estudos clinicos iniciais com

uma formulagdo em cépsula, mas que posteriormente produza a forma farmacéutica
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comprimido, por questdes de estabilidade fisico-quimica. Assim, sera necessario
realizar um teste de bioequivaléncia entre as duas formulagdes/formas farmacéuticas
(inicial e final) para estabelecer as especificagbes definitivas do produto. (8, 25)

A importancia da realizagao de ensaios de bioequivaléncia, para verificagcdo da
equivaléncia terapéutica entre formulagdes farmacéuticas, é facilmente elucidada por
alguns exemplos, mostrados através das Figuras 2 e 3 a seguir, que comprovam a
influéncia dos fatores relacionados a forma farmacéutica na biodisponibilidade do
farmaco, o que pode resultar em diferengas clinicamente significativas, de eficacia e
segurangca entre medicamentos com a mesma indicacdo terapéutica € mesmo

regime de dosagem, que nao possuem testes clinicos comparativos (14).

c A
4
3
2
1
t

Figura 2: Niveis plasmaticos médios de fenacetina, em voluntérios sadios, apds
administracao de comprimidos de doses idénticas fabricados com lotes de fenacetina
com didmetros médios de particula distintos (1 - >250y; 2 - 165u; 3 - <75u; 4 - < 75u

+ 0,1% Tween 80).
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Figura 3: Niveis plasmaticos médios de cloranfenicol, em voluntarios sadios, apos
administracao de doses iguais de suspensdes que continham diferentes proporgdes
dos polimorfos ace B (1 — 0%P e 100%0; 2 — 50%P € 50%0a; 3 — 100%P e 0%w).

O estudo da dissolugdo de farmacos, é utilizado para verificar a velocidade
pela qual o farmaco é liberado e solubilizado nas condigbes experimentais definidas
(pH, agitacdo, temperatura), em intervalos de tempo pré — estabelecidos.

A absorcdo do farmaco, nado consiste apenas da etapa de dissolucéo,
depende também da permeabilidade do mesmo na mucosa gastrointestinal. Esta
ultima caracteristica néo € avaliada em um estudo de dissolugao in vitro. A questao é
ainda mais critica para farmacos, onde o fator limitante da absor¢do é a
permeabilidade. Além disso, estudos de permeabilidade in vitro de farmacos, ainda
séo limitados e a maioria deles baseia-se na sua biodisponibilidade in vivo (26).

Segue abaixo, algumas das limitacdbes do perfil de dissolugdo como
ferramenta para predizer o desempenho do medicamento in vivo:

v' Os tampoes utilizados como meios de dissolucdo nos estudos de perfis de
dissolugao nao sao fiéis em relacao a reprodutibilidade das condicbées do trato
gastrointestinal (TGl) in vivo. Fatores relevantes a considerar sdo: pH,
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enzimas digestivas, variabilidade inter-individual, presenca de alimentos, cada
local do TGl possui um pH diferente (impossivel de reproduzir in vitro);

v" N&o analisa a permeabilidade do farmaco na mucosa gastrointestinal;

v Na&o reproduz os movimentos peristélticos;

v Nao considera variabilidade intra e inter-individual.
1.3 Genéricos

Os medicamentos genéricos surgiram, inicialmente, nos paises onde existiam
leis de patentes para medicamentos.

No Canada em 1970, o “Drugs Directorate” do “Canadian Federal Department
of Health and Welfare” comecou a utilizar bioequivaléncia como uma medida para
aprovar o registro de um medicamento genérico.

Nos Estados Unidos, em 1977, o Food and Drug Administration (FDA) foi o
primeiro érgao regulador a editar as primeiras diretrizes para a realizagdo de estudos
de bioequivaléncia. Em 1984, normas foram estabelecidas pelo “Drug Price
Competition and Patent Restoration Act’, conhecido com “Hatch-Waxman Act’, que
estabeleceu mecanismos mais simples de registro para versoes genéricas de todos
os medicamentos aprovados até 1962, com a imposicdo de que apresentassem
informacdes sobre sua bioequivaléncia e processo produtivo, entre outras. Esta
legislagao também permitiu que os fabricantes de medicamentos inovadores
ampliassem sua protecdo de patente, para um maximo de cinco anos para novos
produtos. Isto significava que estes fabricantes poderiam compensar o tempo
perdido, enquanto os produtos estavam sendo analisados para aprovacao pelo FDA
(27).

Nos Estados Unidos, Canada, Inglaterra e Alemanha, os genéricos hoje
representam mais de 60% do mercado de medicamentos. Na América Latina, esse
processo é mais recente devido, grande parte dos paises, néo ter incluido patentes

de medicamentos em suas legislagbes até 1994, quando foi aprovado o acordo
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Trade-Related Aspects of Intellectual Property Rights (TRIPS) na Organizagédo
Mundial do Comércio (OMC) (28).

A obrigatoriedade da utilizacdo da denominagao genérica do principio ativo,
nas embalagens de medicamentos, segundo a Denominacdo Comum Brasileira
(DCB), além da marca comercial (nome fantasia ou marca registrada) existe no Brasil
desde o inicio da década de 1980 (14).

Em 5 de abril de 1993, a publicagdo do decreto 793/93 estabeleceu a
obrigatoriedade da utilizacdo da denominacdao genérica, na embalagem do
medicamento, empregando letras com tamanho trés vezes superior ao das utilizadas
para a marca comercial. Esse decreto tinha como objetivo central o estimulo a
competicdo no mercado de medicamentos, com consequente reducao de precos. No
entanto, alguns pontos eram bastante polémicos, como a intercambialidade entre os
genéricos e os produtos de nome/marca, sem exigir a comparagao da equivaléncia
terapéutica, a autorizacdo das farmacias a fracionar medicamentos, desde que
garantida a qualidade e a eficacia terapéutica originais dos produtos, e autorizacao
de técnicos de farmacia a assumirem a responsabilidade técnica de
estabelecimentos de dispensacao de medicamentos. Devido a falta de embasamento
técnico e apoio politico, essa regulamentacdo ndo foi implementada efetivamente
(29).

Em 14 de maio de 1996, foi promulgada a lei 9.279, que regulamenta os
direitos e obrigacdes relativas a propriedade industrial, uma vez que, desde 1976 nao
havia protecdo patentaria para medicamentos no pais, o que permitia o registro de
medicamentos apenas por similaridade. Criou-se, assim, um ambiente favoravel para
o desenvolvimento de uma politica de medicamentos genéricos, baseada em
critérios internacionalmente aceitos (30).

A politica de medicamentos genéricos instituida no Brasil em 1999, logo apés
a criacao da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (Anvisa), esta inserida nas
diretrizes e prioridades da Politica Nacional de Medicamentos, sendo que o registro e
0 uso desses medicamentos deveriam ser progressivamente levados a efeito,

respaldados pelos seguintes itens: estabelecimento dos requisitos nacionais para a
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demonstragdo de equivaléncia terapéutica, principalmente em relacdo a
biodisponibilidade, levantamento e utilizagdo da infraestrutura e da capacidade do
pais para a realizacdo de estudos de bioequivaléncia disponivel na rede de
laboratorios, identificagdo de mecanismos de incentivo a producao de medicamentos
genéricos, estabelecimento de regulamentagdo referente a comercializacao,
prescricdo e dispensacdo de medicamentos genéricos em todo territério nacional
(31).

Em 10 de fevereiro de 1999, a lei 9.787, alterou a lei 6.360/76 sobre a
vigilancia sanitaria, estabeleceu o medicamento genérico e dispOs sobre a utilizagao
de nomes genéricos em produtos farmacéuticos. Estabeleceu 90 dias para que a
Anvisa regulamentasse os seguintes itens: os critérios e condigdes para o registro e
controle de qualidade dos medicamentos genéricos, os critérios para as provas de
biodisponibilidade de produtos farmacéuticos em geral, os critérios para a afericao da
equivaléncia terapéutica, mediante as provas de bioequivaléncia de medicamentos
genéricos, para a caracterizacdo de sua intercambialidade, os critérios para a
dispensacao de medicamentos genéricos nos  servicos farmacéuticos
governamentais e privados, respeitando a decisdo expressa de nao
intercambialidade do profissional prescritor.

Seguindo o disposto na lei 9.787/99, a Anvisa, por meio de uma portaria,
formou um grupo técnico de especialistas brasileiros nas areas de controle de
qualidade, farmacologia e farmacotécnica com o objetivo de elaborar a
regulamentacao técnica para o registro de medicamentos genéricos no Brasil, sendo
sua versao final avaliada por um consultor da Universidade do Texas, especialista
em bioequivaléncia de medicamentos (10).

Em 9 de agosto de 1999, foi publicada a primeira regulamentacao técnica para
o registro de medicamento genérico - Resolugdo RDC 391, trazendo seis anexos em
formato de Guias Técnicos (32).

Com o objetivo de acelerar a implementacao da politica de medicamentos
genéricos, em atendimento ao artigo 4° da Lei 9.787, de 10 de fevereiro de 1999, e a
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uma das prioridades da Politica Nacional de Medicamentos, foram tomadas varias

acoes, a saber:

1.

Extingdo do similar sem marca, ou similar com denominacao genérica. Com a
implementacao dos genéricos, muitas industrias produtoras de medicamentos
similares, incentivaram balconistas a confundir a populagdo dispensando
similares de denominagcédo genérica ao invés de medicamentos genéricos,
mesmo estes sendo identificados nas embalagens como medicamentos
genéricos de acordo com a lei 9.787/99.

Criagdo da tarja amarela com a letra G em azul e o termo “Medicamentos
Genéricos” nas embalagens de genéricos.

Campanha na televisdo para a populagao sobre a existéncia de genéricos de
varias classes terapéuticas, nas farmacias e drogarias, outdoors com a
divulgacdo da nova embalagem e distribuicao de cartilhas educativas na rede
publica de saude.

Informacgao a classe médica, buscando seu engajamento com a prescricao do
medicamento genérico.

Criagdo do programa nacional de monitoramento dos medicamentos
genéricos, coordenado pelo Instituto Nacional de Controle de Qualidade em
Saude.

Criacao de linha de financiamento especial para, empresas de genéricos, pelo
Banco Nacional de Desenvolvimento Econémico e Social.

Publicagdo do decreto 3.675 de 28/11/00 (publicado com nova redagdo como
decreto 3.841 de 11/05/01). Tal decreto estabeleceu condicbes especiais de
registro de medicamentos ja registrados, como genéricos nos Estados Unidos,
no Canada e em alguns paises da Europa com legislacdo semelhante a
brasileira. Esse registro tinha validade de um ano, e durante esse periodo, a
empresa deveria apresentar o estudo de bioequivaléncia de acordo com a
legislagao brasileira. Como forma de garantir a disponibilidade dos
medicamentos no mercado, em um prazo de 45 dias Uteis, o decreto de

concessao de registro especial definiu regras para as empresas importadoras
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comprovarem, na Anvisa, a distribuicao de seus produtos ao comércio. Apds

oito meses da concessao desse registro, o laboratério deveria comprovar que

foram tomadas as providéncias da producao.

A Anvisa também estimulou e financiou a criagdo de centros de equivaléncia
farmacéutica e de bioequivaléncia no pais, que passaram a ser habilitados e
certificados por equipe de técnicos especializados da Anvisa.

A reducdo minima do preco do genérico em relacdo ao medicamento
referéncia é de 35%, observando-se maior impacto no tratamento de doencas
cronicas.

Os primeiros registros de medicamentos genéricos foram publicados em
fevereiro de 2000. Correspondiam as formas farmacéuticas isentas de
bioequivaléncia (cremes, solucbes) e a outros produtos, cujos fabricantes
apresentaram estudos de bioequivaléncia realizados inicialmente, para efeitos de
marketing. Em setembro de 2000, ja totalizavam 642 registros de medicamentos
genéricos, sendo predominantes as formas farmacéuticas isentas do teste de
bioequivaléncia (28).

Atualmente, o registro de medicamentos genéricos no Brasil segue normas
internacionalmente aceitas e se baseia na comprovagdo da equivaléncia
farmacéutica, da bioequivaléncia e das boas praticas de fabricagdo e controle de
qualidade. A ANVISA concede o registro, ap6s analise do dossié submetido pela
empresa, que reune os resultados de estudos de estabilidade do medicamento, bem
como aspectos ligados a formulagcdo e ao processo de fabricagdo, além dos
relatérios técnicos sobre a comprovacdo da equivaléncia farmacéutica e

bioequivaléncia (33).
1.4 Hipertensao

A primeira mensuracao da pressao arterial, data da metade do século XVIII,
feita por Stephen Halles, na Inglaterra, que usou uma coluna de vidro conectada a

uma artéria de um cavalo, sendo observada a elevagédo da coluna de sangue no tubo
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e a oscilacao do pulso. A invencao do esfigmomandmetro de coluna de mercurio
data de 1896, pelo italiano Scipione Riva - Rocci, em Turim. Em seu trabalho, foi
descrita a pressao arterial sistélica, definida pelo desaparecimento da oscilacao de
pulso a insuflagdo de um manguito (34). Até a década de 40, a importancia clinica da
pressdo arterial elevada, gerava controvérsia, e muitos duvidavam inclusive da
necessidade do tratamento.

Em relagdo ao uso de farmacos anti-hipertensivos, existia uma defasagem
entre a descoberta das primeiras drogas com acao anti-hipertensiva, seu uso eficaz e
o estudo cientifico de seus efeitos. A falta de critérios rigidos em pesquisas naquela
época, associado ao fato da hipertensdao nao ter sua importancia valorizada, foram
contribuintes importantes para esse fenébmeno (35, 36).

Em 1964 foi publicado, o primeiro estudo com o propranolol e a classe se
desenvolveu rapidamente na década de 70. Nesta mesma década, foram
descobertas as propriedades de inibicdo da enzima conversora da angiotensina, a
partir de peptideos do veneno da jararaca. Essa pesquisa brasileira resultou no
desenvolvimento de uma nova classe de drogas, com a sintese do captopril. A acao
hipotensora dos bloqueadores dos canais de calcio ja era conhecida desde a década
de 60, mas apenas na década de 80 foi comercializada e utilizada como droga de
primeira linha para a hipertensdo. Os bloqueadores AT1 surgiram na década de 90.
Desde entdo, varias pesquisas com novas classes de drogas tem sido pesquisadas
no intuito de evoluir o tratamento da hipertensdo, mas até o momento nenhuma nova
droga surgiu com a capacidade de ocupar um lugar junto com as drogas ja
estabelecidas, como de primeira linha, daquela época (36).

A Hipertensao Arterial Sistémica (HAS) tem alta prevaléncia e baixas taxas de
controle. E considerado um dos principais fatores de risco modificaveis e um dos
mais importantes problemas de saude publica. A mortalidade por doenga
cardiovascular (DCV), aumenta progressivamente com a elevagcdo da pressao
arterial, a partir de 115/75 mmHg de forma linear, continua e independente. Em 2001,
cerca de 7,6 milhdes de mortes no mundo foram atribuidas a elevacao da pressao
arterial (54% por acidente vascular encefalico [AVE] e 47% por doenca isquémica do
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coracao [DIC]), sendo a maioria em paises de baixo e médio desenvolvimento
econdmico e mais da metade em individuos entre 45 e 69 anos. No Brasil, as DCV
tem sido a principal causa de morte. Em 2007, ocorreram 308.466 Obitos por
doencas do aparelho circulatério. Entre 1990 e 2006, observou-se uma tendéncia
lenta e constante de reducédo das taxas de mortalidade cardiovascular. As DCV sao
ainda responsaveis por alta freqiéncia de internagdes, ocasionando custos médicos
e socioeconémicos elevados. Como exemplo, em 2007 foram registradas 1.157.509
internacdes por DCV no Sistema Unico de Saude (SUS). Em relagdo aos custos, em
novembro de 2009 ocorreram 91.970 internag6es por DCV, resultando em um custo
de R$ 165.461.644,33 (DATASUS). A doenca renal terminal, outra condicao
frequentemente na HAS, ocasionou a inclusdo de 94.282 individuos em programa de
dialise no SUS e 9.486 o6bitos em 2007 (37).

31.1% 30.0%

1 Uoencas cardiovasculares (UGV)
B Outras causas

AVE OIC HAS Outras
C3Usas

Figura 4: Taxas de mortalidade por DCV e suas diferentes causas no Brasil, em
2007 (AVE = acidente vascular encefalico; DIC = doenca isquémica do coracao; HAS
= hipertensao arterial sistémica). Fonte: VI Diretrizes Brasileiras de Hipertensao

arterial.

Inquéritos populacionais em cidades brasileiras nos Uultimos 20 anos
apontaram uma prevaléncia de HAS acima de 30%. Considerando-se valores de PA
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>140/90 mmHg, 22 estudos encontraram prevaléncias entre 22,3% e 43,9% (media
de 32,5%), com mais de 50% entre 60 e 69 anos e 75% acima de 70 anos. Entre os
géneros, a prevaléncia foi de 35,8% nos homens e de 30% em mulheres, semelhante
a de outros paises. Revisdo sistematica quantitativa de 2003 a 2008, de 44 estudos
em 35 paises, revelou uma prevaléncia global de 37,8% em homens e 32,1% em
mulheres (37).

Os valores que permitem classificar os individuos adultos acima de 18 anos,

de acordo com os niveis de pressao arterial (Tabela 1).

Tabela 1: Classificagcdo da presséo arterial de acordo com a medida casual no

consultério.

Pressao sistolica Pressao diastolica
Classificacao

(mmHg) (mmHg)
Otima <120 <80
Normal <130 <85
Limitrofe 130-139 85-89
Hipertensao estagio 1 140-159 90-99
Hipertensao estagio 2 160-179 100-109
Hipertensao estagio 3 =180 2110
Hipertensao sistélica isolada 2140 <90

Fonte: VI Diretrizes Brasileiras de Hipertensao Arterial.

O aumento da pressao arterial da-se basicamente, por trés mecanismos:

aumento da resisténcia vascular periférica, aumento da contratilidade cardiaca e
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aumento do volume plasmatico. As estratégias para o tratamento da hipertensao
incluem tratamento ndo farmacologico (dieta, exercicio, abstinéncia de alcool e

nicotina, dentre outros) e tratamento farmacolégico.
1.4.1 Medicamentos anti-hipertensivos

Os atuais medicamentos para tratamento da hipertensao arterial (Tabela 2 e
3) sdo os diuréticos, betabloqueadores, inibidores da enzima conversora da
angiotensina (IECA), antagonistas dos canais de célcio (ACC), bloqueadores do
receptor AT1 da angiotensina Il (BRA II) (37). Qualquer medicamento dos grupos de
anti-hipertensivos comercialmente disponiveis, desde que resguardadas as
indicacdes e contra-indicagcdes especificas, pode ser utilizado para o tratamento da
hipertenséao arterial.
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Tabela 2: Anti-hipertensivos comercialmente disponiveis no Brasil.

Posologia (mg)

Medicamentos _— — Numero de tomadas/dia
Minima e Maxima
Diuréticos
Tiazidicos
Clortalidona 12,5 25 1
Hidroclorotiazida 12,5 25 1
Indapamida 2,5 5 1
Indapazgj: SR 15 5 1
Bumetanida 0,5 > 1-2
Furosemida 20 > 1-2
Piretanida 6 12 1
Poupadores de potassio
Amilorida* 2,5 10 1
Espironolactona 25 100 1-2
Triantereno* 50 100 1
Inibidores adrenérgicos
Acéo central
Alfametildopa 500 1500 2-3
Clonidina 0,2 0,6 2-3
Guanabenzo 4 12 2-3
Moxonidina 0,2 0,6 1
Rilmenidina 1 2 1
Reserpina* 1-2
Betabloqupeadores L2 22
Atenolol 25 100 1-2
Bisoprolol 2,5 10 1-2
Carvedilol+ 12,5 50 1-2
Metoprolol e Metoprolol 1-2
2zor<)*** P 50 200
Nadolol 40 120 1
Nebivolol++ 5 10 1
ProprarEEf)I:/*Propranolol 40/80 240/160 2-3/1-2
Pindolol 1-2
Alfabloqueadores 10 40
Doxazosina 1 16 1
Prazosina 1 20 2-3
Prazosina XL*** 4 8 1
Terazosina 1 20 1-2
Vasodilatadores diretos
Hidralazina 50 150 2-3
Minoxidil 2,5 80 2-3

* Medicamentos comercializados apenas em associagdes a outros anti-hipertensivos.

** Dose maxima variavel de acordo com a indicagdo médica.

*** Retard, SR, ZOK, Oros, XL, LA, AP, SR e CD: formas farmacéuticas de liberagéo prolongada ou controlada.

+ Alfa-1 e betabloqueador adrenérgico.
++ Betabloqueador e liberador de 6xido nitrico.
Fonte: VI Diretrizes Brasileiras de Hipertensao Arterial.
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Tabela 3: Anti-hipertensivos comercialmente disponiveis no Brasil.

. Posologia (mg) Numero de
Medicamentos — - ;
Minima Maxima tomadas/dia
Bloqueadores dos canais de calcio Fenilalquilaminas

convotazepinas. = 420 =

R
Anlodipino 2,5 10 1

Felodipino 5 20 1-2
Isradipino 2,5 20 2
Lacidipino 2 8 1
Lercanidipino 10 30 1
Manidipino 10 20 1
Nifedipino Oros*** 30 60 1

Nifedipino Retard*** 20 60 2-3

Nisoldipino 5 40 1-2

Nitrendipino 10 40 2-3

Inibidores da enzima conversora de angiotensina

Benazepril 5) 20 1

Captopril 25 150 2-3
Cilazapril 2,5 5 1

Delapril 15 30 1-2

Enalapril 5 40 1-2
Fosinopril 10 20 1
Lisinopril 5) 20 1
Perindopril 4 8 1
Quinapril 10 20 1
Ramipril 2,5 10 1
Trandolapril 2 4 1

Bloqueadores do receptor AT1

Candesartana 8 32 1
Irbesartana 150 300 1
Losartana 25 100 1
Olmesartana 20 40 1
Telmisartana 40 160 1
Valsartana 80 320 1

Inibidor direto da renina

Alisquireno 150 300 1

* Medicamentos comercializados apenas em associagdes a outros anti-hipertensivos.

** Dose maxima variavel de acordo com a indicagdo médica.

*** Retard, SR, ZOK, Oros, XL, LA, AP, SR e CD: formas farmacéuticas de liberagéo prolongada ou controlada.
+ Alfa-1 e betabloqueador adrenérgico.

++ Betabloqueador e liberador de 6xido nitrico.

Fonte: VI Diretrizes Brasileiras de Hipertensao Arterial.
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A adesao ao tratamento é definida como o grau de obediéncia do paciente a
prescricdo e as instrugdes meédicas, ou seja, como O paciente cumpre as
recomendac¢des médicas, toma as medicagdes prescritas, realiza mudangas no estilo
de vida, etc. Outro aspecto da adesdo € a persisténcia com foco o tratamento
continuado e de longo prazo (38, 39).

Os principais fatores que afetam a adesao estao relacionados a complexidade
do regime terapéutico, como numero de doses, comprimidos e horario das
administracdes, duracdo do tratamento, falha de tratamentos anteriores, mudancas
frequentes no tratamento e influéncia na qualidade de vida (40). A adesdo ao
tratamento € melhor em individuos que nunca mudaram de esquema terapéutico e
que tomam apenas um comprimido por dia (41). Mion et al.(42) verificaram em
estudo realizado com 353 hipertensos, que 56% tinham preferéncia por tratamento
farmacologico, por via oral (84%), em comprimidos (60%),uma vez ao dia (81%) e
pela manha (65%), aspectos esses que devem ser considerados na prescricdo do
tratamento. Dessa maneira a utilizacdo de farmacos associados, na forma de
comprimidos se torna uma excelente ferramenta para adesao ao tratamento da HAS.

O tratamento através de monoterapia, aumentando as doses até niveis
maximos antes de substituir ou associar outras medicacdes, foi o preconizado até
pouco tempo atras. O intuito era obter um regime terapéutico simples, que
possibilitasse uma melhor aderéncia do paciente ao tratamento farmacolégico. No
entanto, a maioria dos pacientes, principalmente os portadores de hipertensao de
grau 2, ndo conseguem uma estabilizacdo da pressao arterial PA com apenas uma
formulacdo. Assim, atualmente recomenda-se o uso da terapia combinada de
farmacos de forma precoce nessa populagao, de 2 ou até 3 substancias.

A justificativa para usar a terapia da combinagdo em dose fixa, é obter o
controle da presséao arterial aumentada empregando dois agentes anti-hipertensivos
com diferentes modos de acao e facilitar a adesao através de um Gnico comprimido
com administracdo uma ou duas vezes ao dia, usando baixas doses de dois tipos
diferentes de medicamentos (43). Estas vantagens potenciais s&o tais que alguns

pesquisadores tém recomendado usar a terapia da combinacao de anti-hipertensivos
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como terapia inicial, principalmente em pacientes com danos em 6érgaos-alvo ou em
casos iniciais com elevados niveis de hipertensao (44, 45).

O wuso criterioso de formulacbes existentes no mercado com essas
combinagdes pode facilitar o esquema posoldgico e a aderéncia do paciente ao
tratamento. Também ha evidéncias atuais que, o uso de acido acetilsalicilico, em
baixas doses nos pacientes com HAS controlada, diminui a ocorréncia de
complicagbes cardiovasculares na auséncia de contraindicagcdes a esta substancia
(46).

Uma das mais importantes evidéncias para o uso de associacdes de
medicamentos hipotensores € a revisao sistematica publicada recentemente por Law
et al. (47). Foram analisados 354 estudos clinicos aleatorizados e controlados por
placebo, envolvendo um total de 40 mil pacientes tratados com as cinco principais
classes de agentes anti-hipertensivos, ou seja, diuréticos tiazidicos,
betabloqueadores, antagonistas do calcio, inibidores da enzima conversora da
angiotensina (IECA) e antagonistas do receptor da angiotensina Il (ARA 11). Conclui-
se que a associacao de baixas doses pode concorrer para o dobro da acado anti-
hipertensiva das medicagdes empregadas isoladamente. Assim, em decorréncia
dessa avaliagdo pode-se chegar aos resultados abaixo apresentados com relacéo ao

uso isolado de monoterapia e da associagao fixa de substancias.
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Tabela 4: Eventos adversos dos medicamentos — porcentagem das pessoas com um
ou mais sintomas atribuidos ao tratamento*, de acordo com a classe e com a dose,

em estudos clinicos.

% (IC 95%) com sintomas (tratado vs. placebo)

Classe do Nede
. . . Dobro da
medicamento estudos 1, dose-padréo Dose-padrio )
dose-padrao
Tiazidicos 59 2,0 (-2,2 a 6,3) 9,9 (6,6 a 13,2) 17,8 (11,5 a 24,2)
Beta bloqueadores 62 5,5(0,3a10,7) 7,5(4,0a10,9) 9,4 (3,6 a15,2)
IECA 96 3,9 (-3,7a 11,6) 3,9 (-0,5a8,3) 3,9 (-0,2 a 8,0)
ARA I 44 -1,8 (-10,2 a 6,5) 0(-5,4a5,4) 1,9 (-5,6 2 9,3)
ACC 96 1,6 (-3,52a6,7) 8,3 (4,8a11,8) 14,9 (9,8 a 20,1)

IECA: inibidor da enzima conversora da angiotensina Il; ARA II: antagonista do receptor da angiotensina Il. Calculada como a
diferenca entre o grupo placebo e tratado como proporgao de pacientes que apresentavam sintomas, excluindo cefaléia, a qual
foi menos comum no grupo que recebeu tratamento. Sintomas mais comuns: tiazidico: tonturas, impoténcia sexual, nauseas,
caimbras; B-bloqueador: extremidades frias, fadiga, nauseas; IECA: tosse; antagonistas do célcio: edema de tornozelo, tontura
e rubor.

Fonte: (47).

Com monoterapia, ha uma reducao de 4% a 8% no valor da presséao:
PA de 160 x 95 mmHg
PAS = -7 a 13 mmHg
PAD = -4 a8 mmHg

Com associagao: 8% a 15% de redugao no valor da pressao:
PA de 160 x 95 mmHg
PAS = - 12 a 22 mmHg
PAD =-7 a 14 mmHg

De acordo com as orientagcdes mais recentes (37, 48), o inicio da terapéutica
anti-hipertensiva deve ser feito considerando-se a possibilidade de uso de baixas
doses de um Unico agente ou com a associagao fixa, também em baixas doses, de

dois agentes anti-hipertensivos. Iniciar o tratamento com uma associacao fixa de
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duas medicacbes em baixas doses pode resultar em beneficios e também
desvantagens. O racional para um possivel beneficio da associacdo fixa de
medicamentos anti-hipertensivos como, primeira escolha, estaria fundamentado no
fato de que boa parte dos pacientes, como j& anteriormente reportado, nao
responderia a uma unica medicacdo. Nesse contexto, com esses individuos, poder-
se-ia ter duas condutas: o aumento de dose da medicagéo inicialmente prescrita —
usualmente com maior probabilidade de efeitos adversos — ou a associagao de outra
medicacao de classe terapéutica diferente.

Se a terapéutica inicial ja foi feita com uma associacdo de principios
terapéuticos diferentes, € muito provavel que um melhor impacto na relacao médico -
paciente, ao se conseguir o adequado controle da pressdo arterial do que ter a
necessidade posterior de prescrever uma nova medicacao.

A vantagem do inicio do tratamento com monoterapia de baixa dose, é que,
caso 0 agente nao seja bem tolerado, pode-se substitui-lo com a identificacao clara
de que foi essa medicacao a causadora da intolerancia. Uma 6bvia desvantagem de
iniciar com duas drogas, mesmo em baixas doses, € que se pode submeter o
paciente a uma excessiva e desnecessaria utilizacao de medicamentos.

Por outro lado, outras vantagens seriam fundamentadas nos seguintes
aspectos, como:

v' Maximizacgao da eficacia

Ao combinar mecanismos anti-hipertensivos diferentes, procura-se aumentar a
probabilidade de obter um controle pressérico mais rapidamente e sair da faixa de
30% a 40% de normalizagdo com monoterapia para 70% a 80%. Na associacao,
deve-se escolher o medicamento que complementa a agcao anti-hipertensiva ao outro
medicamento. Exemplo classico estda na combinacdo de um diurético, que tem sua
acao anti-hipertensiva, limitada pela ativacdo do sistema renina-angiotensina, com
um inibidor da enzima conversora da angiotensina (IECA) ou um bloqueador dos

receptores da angiotensina Il (BRA II).
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v Minimizagdo ou anulagéo dos efeitos colaterais

Ao utilizar associacoes, pode-se obter melhor controle pressérico com doses
menores, provocando menos efeitos colaterais. Aléem disso, um dos componentes
pode minimizar os efeitos colaterais do outro: por exemplo, um betabloqueador, pode

diminuir a taquicardia de um antagonista de célcio.
v Facilitacdo da adesao ao tratamento

Com dois farmacos em um Unico comprimido, faciltamos a adesdo ao
tratamento. Conforme se sabe, o nimero de ingestdo é um grande limitante da
adesdo ao tratamento. Tendo em vista os mecanismos de agado sinérgicos e 0s
resultados favoraveis obtidos de varios estudos, as associacbes reconhecidamente

eficazes que trazem beneficio aos pacientes hipertensos sao (37):

Diuréticos com outros diuréticos de diferentes mecanismos de acao;
Diuréticos com simpatoliticos de acao central;

Diuréticos com betabloqueadores;

Diuréticos com inibidores da enzima conversora de angiotensina;
Diuréticos com bloqueadores do receptor AT1 da angiotensina |l;
Diuréticos com inibidor direto da renina;

Diuréticos com bloqueadores dos canais de célcio;

AR NN N N NN

Bloqueadores dos canais de calcio com betabloqueadores;
v Bloqueadores dos canais de célcio com inibidores da enzima
conversora da angiotensina;
4 Blogueadores dos canais de calcio com bloqueadores do receptor AT;
v Bloqueadores dos canais de calcio com inibidor direto da renina.
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1.5 Farmacos de interesse no presente trabalho
1.5.1 Losartana

A losartana (LOS) é um antagonista do receptor AT1 da angiotensina Il,
aprovado para uso humano como anti-hipertensivo, inicialmente nos Estados Unidos
em 1995 (49).

A losartana € um sal associado ao ion potassio, pertencente a uma série de
compostos imidazélicos com substituicdo pelo bifenil. Dois imidazdlicos simples, com
substituicdo pelo benzil foram identificados como fracos antagonistas da
angiotensina Il sem atividade agonista. Essas substéncias foram modificadas
sinteticamente para produzir um composto (EX6803) com afinidade de ligagéo e
poténcia dez vezes maiores do que as de seus predecessores. A eficacia por via oral
foi conseguida com o desenvolvimento de outro composto (EX7711) e, uma série de
progressos na atividade por via oral, através de estudos com animais, resultou na
losartana no ano de 1990 (50, 51).

Apresenta como férmula molecular CooH23CINgO € como nomenclatura 2-n-
butil-4-cloro-5-hidroximetil-1-[(2’-(1 H-tetrazol-5-il)-bifenil-4-il)metillimidazol.  Quando
associado ao potassio, sua formula & C2H22CIKNgO, com peso molecular de 461,01.
E uma molécula sintética, ativa por via oral, ndo-peptidica. Apresenta-se, na forma
de pé cristalino branco a praticamente branco. E muito solGvel em agua, solivel em
alcoois, e pouco soluvel em solventes organicos comuns, tais como acetona e
metiletilcetona (49, 52, 53).
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Figura 5: Estrutura molecular da Losartana.
1.5.1.1 Mecanismo de acao

O sistema renina - angiotensina (SRA) corresponde a um complexo sistema
hormonal, cujo papel fundamental est4d relacionado com a homeostasia
hidroeletrolitica do organismo e o controle da pressao arterial.

A angiotensina Il, um potente vasoconstritor, € o principal horménio ativo do
sistema renina-angiotensina e 0 maior determinante da fisiopatologia da hipertensao.
A angiotensina Il liga-se ao receptor AT1, encontrado em muitos tecidos (por
exemplo, musculo vascular liso, glandulas adrenais, rins e coracao) e desencadeia
varias acbes bioldgicas importantes, incluindo vasoconstricdo e liberagcdo de
aldosterona. A angiotensina Il também estimula a proliferacdo de células da
musculatura lisa (51, 54).

A losartana e seu principal metabdlito ativo bloqueiam os efeitos
vasoconstritores e secretores de aldosterona da angiotensina Il, através do bloqueio
seletivo da ligacdo da angiotensina Il para o receptor AT1. Tanto a losartana e o seu
principal metabdlito ativo, ndo apresenta qualquer atividade agonista parcial no
receptor AT1, e tem afinidade muito maior (cerca de 1000 vezes) para o receptor
AT1 do que para o receptor AT2. In vitro os estudos indicam que a ligacao losartana,

€ um inibidor reversivel competitivo do receptor AT1. Tanto a losartana, quanto o seu
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metabdlito ativo ndo inibe a ECA (cininase Il, a enzima que converte a angiotensina |
em angiotensina Il e degrada a bradicinina), além de n&o se ligarem nem bloquearem
outros receptores hormonais ou canais i6nicos reconhecidamente importantes na
regulagdo cardiovascular (Figura 6). O bloqueio farmacolégico dos componentes
dessa via reduzird a pressao arterial e produzira efeitos hipotensores. (49, 55, 56,
57).

Cl
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H3C\/“\/<.h‘/‘\/ i
| %
[ :L Angiotensinogénio
- X l +— Renina (Angiotensinogenase)
1 Angicotensina |
NA l-l— ACE Bradicinina
Angiotensina Il _‘—’l
l Fragmentos Inatives
Ativagio

Coragao: 4— ATIR —» | Sistema Mervoso Central:

Remodelagem / \ Liberacioc de Norepinefrina

Rins: Vasculatura:
Roabsorgio de Sodio Vasoconstrigido
Liberagho de Aldosterona

Figura 6: Componentes e os efeitos do sistema renina-angiotensina.

A losartana sofre metabolismo de primeira passagem pelas enzimas do
citocromo P450. Seus produtos de biotransformagdo originam o metabdlito ativo
EXP3174, que é de 10 a 40 vezes mais potente que a losartana. Este metabolito
acido é responsavel pela maior parte do antagonismo dos receptores da
angiotensina Il (49, 58).
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1.5.1.2 Farmacocinética

A losartana é um agente ativo por via oral, que sofre metabolismo de primeira
passagem importante pelas enzimas do citocromo P450. Ele é convertido, em parte,
a um metabdlito ativo do acido carboxilico (EXP3174) que apresenta potencia 10 a
40 vezes maior que a losartana, sendo responsavel pela maior parte do antagonismo
dos receptores da angiotensina Il (49, 52, 53, 58).

A meia vida de losartana € de cerca de 2 horas e de seu metabdlito ativo, € de
cerca de seis a nove horas. A farmacocinética da losartana e seu metabdlito ativo
sdo lineares com doses de losartana orais até 200 mg e nao mudam ao longo do
tempo (49, 53).

Ap6s a administracdo oral, a losartana é bem absorvida (com base na
absorcao de losartana radiolabeled) e sofre consideravel metabolismo de primeira
passagem, a biodisponibilidade sistémica de losartana é de aproximadamente 33%.
Cerca de 14% da dose administrada por via oral de losartana é convertido para o
metabdlito ativo. Concentracdes de losartana e seu metabdlito ativo sédo atingidas em
1 hora e em 3-4 horas, respectivamente (53, 57, 58).

O volume de distribuicdo de losartana e do metabdlito ativo, é de cerca de 34
L e 12 L, respectivamente. A depuragao plasmatica total de losartana e do metabdlito
ativo é de cerca de 600 ml / min e 50 ml / min, respectivamente, com a depuragao
renal de cerca de 75 ml / min e 25 ml / min, respectivamente. Apds doses Unicas de
losartana administrada por via oral, cerca de 4% da dose € excretada na urina e
cerca de 6% € excretada na urina como metabdlito ativo, excregdo biliar contribui
para a eliminagao de losartana e seus metabdlitos (52, 53).

Tanto losartana quanto seu metabdlito é, altamente ligado as proteinas
plasmaticas: 98,6-98,8% e 99,7%, respectivamente, no intervalo de concentracao de
0,5-5 mg / mL (59, 60).
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1.5.1.3 Indicacoes e contra-indicacoes

A losartana € indicada no tratamento da hipertensao arterial, especialmente
em populagbes de alto risco cardiovascular ou com morbidades, proporcionando
reducdo de morbidade e de mortalidade cardiovasculares. Estudos também
comprovam seu efeito benéfico em insuficiéncia cardiaca congestiva e s&o Uteis na
prevengao do acidente vascular cerebral (61, 62).

Para tratamento de hipertensao pode ser utilizado sozinho ou em combinacéo
com outros agentes anti-hipertensivos, inclusive diuréticos (53).

As contra-indicagdes sao a hipersensibilidade aos componentes do produto e
na gravidez, quando utilizado durante o segundo e terceiro trimestres, as drogas que
atuam diretamente no sistema renina-angiotensina podem causar danos e até morte
do feto em desenvolvimento. A perfusado renal fetal, que depende do sistema renina-
angiotensina, comeg¢a no segundo trimestre; assim o risco para o feto, aumenta se a
losartana for administrado durante esse periodo. Quando houver gravidez a

losartana deve ser descontinuado.
1.5.2 Hidroclorotiazida

A hidroclorotiazida (HCTZ) é um diurético tiazidico, aprovado para uso
humano nos Estados Unidos em 1963.

A hidroclorotiazida é um 3,4-diidro derivado da chlorothiazide, que apresenta o
nomenclatura de 6-cloro-3,4-diidro-2H-1,2,4-benzotiadiazina-7-sulfonamida 1,1-
dioxido. E uma molécula sintética, sua formula & C;HsCIN3O4S; e seu peso molecular
é de 297,75. E um diurético da classe dos benzotiazidicos, derivado sulfonamidico,
comumente conhecido como tiazidas. Foi descoberto quando da pesquisa de
potentes inibidores da anidrase carbbnica. Apresenta-se na forma de pd cristalino
branco, praticamente branco, ligeiramente sollvel em agua e soluvel em solucao de
hidréxido de sodio (51, 53).
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Figura 7: Estrutura molecular do Hidroclorotiazida.
1.5.2.1 Mecanismo de acao

Muitos tiazidicos apresentam atividade inibidora da anidrase carbbnica. A
HCTZ apresenta atividade diurética, devido a essa agao sobre a anidrase no tubulo
proximal resultando na diminuicdo da reabsorcao renal de sédio e de bicarbonato. No
entanto, sua principal agdo diurética € decorrente de uma inibicdo mais especifica da
reabsorcao de sodio e cloro na parte proximal do tabulo distal e sistema coletor. O
mecanismo de ac¢ao € ainda desconhecido, mas deve incluir: 1) inibicdo da enzima
fosfodiesterase; 2) diminuicdo do metabolismo celular renal; e 3) inibicdo de
prostaglandinas. Outro mecanismo de acao direta inibitéria sobre um transportador
eletroneuronal ligado ao sodio-cloro na membrana luminal do néfron distal tem sido
avaliada (63).
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Figura 8: Agao dos tiazidicos no tubulo distal.

A hidroclorotiazida deve reduzir a taxa de filtracao glomerular, mas somente é
relevante em pacientes com funcdo renal diminuida. A droga aumenta a
concentracdo plasmatica de urato, devido a um aumento da reabsor¢ao do urato no
tubulo proximal e a uma diminuicdo na secre¢cdo do mesmo pelas células tubulares.
A relacdo dose-resposta para HCTZ - tanto para seu efeito diurético como para o
efeito anti-hipertensivo, ainda n&o estd completamente estabelecido. A
hidroclorotiazida € efetiva em baixar os niveis pressoricos, mas o mecanismo de
atividade anti-hipertensiva ainda nao esta claro. Provavelmente envolve contragao do
volume extracelular, reducdo do trabalho cardiaco e/ou da resisténcia periférica
vascular (53).

1.5.2.2 Farmacocinética

Apd6s uma dose oral, a maioria da droga € absorvida no duodeno e no jejuno
(pouco é absorvido no estdmago), sendo em torno de 70% a sua absorgao total.
Quando administrada com alimentos, sua biodisponibilidade é reduzida em 10%. A
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absorcdo é aumentada com o uso de drogas anticolinérgicas, que diminuem o
transito intestinal e o esvaziamento gastrico. A efichcia da absor¢cdo ndo é
dependente da dose. Embora niveis plasmaticos e a excregcdo urinaria sejam
dependentes da dose administrada, o pico de excrecado da droga é independente da
dose quando estiver entre 25 a 200mg (dose administrada). O pico plasmatico ocorre
apds 2 a 4 horas da administracdo oral. A ligacao plasmatica da droga é de 40 a
64%. O volume de distribuicao varia de 0.83 e 3.0l/kg. Niveis muito baixos da droga
podem ser encontrados no leite materno. A hidroclorotiazida apresenta uma curva de
eliminacao bifasica, sendo o primeiro pico em 2.5 horas e o segundo em 8-12 horas.
A droga nao é metabolizada no ser humano e é excretada sem alteragdes através da
urina. Como é pouco fraca, aumentando o pH urinario ira aumentar a sua excregao.
Por ndo ser metabolizada e sendo a sua eliminagdo essencialmente renal, sua meia-
vida plasmatica estarda aumentada em pacientes com funcao renal diminuida, além
de pacientes com insuficiéncia cardiaca congestiva (51, 52, 53, 63, 64).

1.5.2.3 Indicacao e contra-indicacao

Hidroclorotiazida € indicado no tratamento da hipertensdo arterial, quer
isoladamente ou em associagdo a outros farmacos anti-hipertensivos, nos casos
mais graves de hipertensdo. Esta indicado também no tratamento de edema
associado a insuficiéncia cardiaca congestiva, cirrose hepatica e terapia com
corticosterdides ou estrégenos. Também ¢é eficaz no edema relacionado a varias
formas de disfungdo renal, como sindrome nefrética, glomerulonefrite aguda e
insuficiéncia renal crénica.

As contraindicagdes sdo andria, gestacao e alergia a sulfonamidicos. Casos
que necessitam precaucado na sua utilizacdo sao: funcao renal diminuida, doenca

hepatica, diabetes mellitus, gota e/ou hiperuricemia e hiperlipidemia.
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1.6 Extracao de farmacos de matriz biolégica

Para que haja a separagdao dos componentes de interesse presente da matriz
biol6gica, é necessario preparar a amostra isentando-a de compostos que poderao
interferir na determinacado analitica. A amostragem é considerada uma etapa de
suma importancia para o procedimento analitico, tendo em vista que a selegao
incorreta do material & ser analisado inviabiliza quaisquer correcdes posteriores (65).

No processo de andlise de farmacos em fluidos biolégicos a presenca de
proteinas, macromoléculas e substancias menores, podem interferir de maneiras
variaveis, devido ao fato de que essas matrizes contém diversos compostos
quimicos em concentragdes superiores a do farmaco, dificultando a sua
determinagao qualitativa e quantitativa (65).

A etapa de extragdo € o item mais complexo no preparo de amostras,
podendo ser associada a concentragcdo do analito, derivatizacdo, entre varias
técnicas, dependendo do estado fisico, quimico e da complexidade da amostra (65).

A precipitacdo de proteinas ou desproteinizacdo do plasma é um tipo de
extracdo que propicia a eliminagdo das proteinas plasmaticas por precipitacao,
ocasionada pela adicdo de um solvente organico (como acetonitrila ou metanol) ou
um acido (acido perclorico, tricloroacético). A adicdo do solvente organico promovera
a desproteinizacdo do plasma, ou seja, o farmaco que se encontra agregado as
proteinas do plasma é separado, deslocando-se para o solvente. Posteriormente
submete-se a amostra a centrifugacdo para a separagcdo do sobrenadante. O
solvente utilizado na desproteinizacao deve possuir afinidade com a droga e ser
injetado diretamente no equipamento sem causar maiores danos. Porém, no caso da
adicao de acidos é necessario promover etapas extras como, filtracao, evaporagao e
ressuspensao do produto, que sera utilizado na analise, pois o acido (dependendo de
sua concentracéo) pode danificar o equipamento de deteccéo.

A precipitacdo de proteinas € um procedimento simples, de baixo custo e

rapido, porém, pouco eficiente na eliminacao de interferentes (66, 67, 68).
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A extracao liquido-liquido (LLE, “liquid-liquid extraction”) segue a propriedade
da miscibilidade de liquidos, que ocorre basicamente entre duas fases imisciveis, no
qual a fase A contém o soluto de interesse B, e uma fase C é colocada em contato

com ela. Assim o soluto B sera distribuido entre as duas fases (Figura 9) (65).

-

A+B

Figura 9: Principio da extragéo liquido-liquido. No caso, A = farmaco, B = plasma, C

= reagente organico.

Genericamente, na extracdo liquido-liquido sédo adicionados solventes
organicos (diclorometano, éter dietilico, acetato de etila, hexano, entre outros), no
intuito de extrair a forma néo ionizada do farmaco de interesse. E crucial o ajuste do
pH da amostra conforme as caracteristicas do farmaco, pois desta forma garante-se
que o farmaco encontra-se predominantemente na forma nao ionizada.
Resumidamente, o procedimento para a extracao liquido-liquido compreende o ajuste
do pH da amostra e a adicdo de solvente organico, para posterior agitacao e
centrifugacao promovendo a separagao das fases orgéanica e aquosa. A fase aquosa
€ desprezada enquanto a fase organica € submetida a secagem e ressuspensao do
produto para andalise de quantificacdo do farmaco. Esse método apresenta certas
dificuldades, porém, estas sdo compensadas pelos excelentes resultados em termos
de purificagdo da amostra (69).

A extracdo por fase sélida emprega os principios da cromatografia para
remover interferentes de amostras biolégicas. Pequenas colunas descartaveis, ou
cartuchos, contendo particulas revestidas de fase estacionaria sdo usadas para eluir

e separar o farmaco de outras substancias presentes na amostra (70).
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Atualmente, diversos tipos de cartuchos para extracao por fase sélida estao
disponiveis no mercado, variando em seu tamanho, formato e tipo de fase

estacionaria.
1.7 Cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC)

A principal técnica de quantificacdo empregada na andlise de estudos de
biodisponibilidade e bioequivaléncia de medicamentos é a cromatografia liquida de
alta eficiéncia (71). Esta define se como um método fisico-quimico de separagao, no
qual os constituintes da amostra a serem isolados sdo particionados entre duas
fases, uma estacionaria, geralmente de grande area, e a outra um fluido insoltvel na
fase estacionaria, que percola através da primeira (72).

A cromatografia liquida de alta eficiéncia (High Performance liquid
crhomatograpy — HPLC) é uma técnica de ultra-microanalise capaz de quantificar
massa de componentes inferiores a 10 '® g, dependendo do detector empregado.
Essa técnica supre a necessidade de operagbes com particulas extremamente
pequenas de fase estacionaria, inferiores a 10 micra de diametro, porém, para a
realizacdo desse processo, algumas exigéncias basicas devem ser consideradas,
como o uso de solventes especiais e ultra puros, o uso de detectores adequados, ou
seja, detectores seletivos e super sensiveis com o tamanho de célula de detecgao
inferior a 10 microlitros, 0 emprego de bombas para liquidos de alta precisédo e
exatidao para operacdes a pressao de até 500 atm e baixas vazdes de 0,010 até 2-3
mililitros por minutos em operagdes analiticas (72).

A HPLC é uma técnica que utiliza uma pressao alta para fazer com que o
composto em andlise atravesse mais rapidamente pela coluna contendo particulas
muito finas que proporcionam separagdes muito eficientes (73).

Esta técnica consiste em um sistema de distribuicdo de solvente, uma valvula
de injecdo de amostra, uma coluna de alta pressdo, um detector e um computador

para monitorar o sistema e apresentar os resultados (73).
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A bomba permite a eluicdo adequada da fase mével, através de um sistema
de vazao continua sem pulsos e de alta reprodutibilidade, cujo fluxo é constante. No
entanto, existem dois tipos de bombas: a bomba pneumdtica, que produz fluxo
variavel, porém com uma pressdo constante e o segundo tipo que atua de forma
antagbnica, com fluxo constante a uma pressao variavel (74).

A eluicdo € o desenvolvimento da amostra no sistema cromatogréafico, que
pode manter a mesma proporcao da fase moével ao longo da analise (isocratico) ou
variar sua composicao durante a eluicao (gradiente), este ultimo é mais utilizado na
separacgao de substancias complexas com diferentes fungdes quimicas.

Em HPLC, a injecao da amostra € realizada com auxilio de valvulas especiais
que permitem a introducdo com precisdo e exatiddo de volumes que variam, em
geral, de 5 a 20 pul. A Figura 10 abaixo mostra um esquema de uma valvula tipica nas
posicdes de carga e injecao.

Alca de Injecdo
com Yolume
Fizo

Posigio de Carregamento Posigio de Injecio

Figura 10: Injetor de Véalvula de Amostragem (75).

As amostras sao injetadas no equipamento nas pressdes necessarias, com

grande eficiéncia e precisdo através de auto-injetores. Esse sistema de injecao é
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capaz de injetar um grande nimero de amostras sem a presenca do analista, além
de realizar operagdes como diluigao, derivatizagdo ou adi¢cdo de reagentes (76).

As colunas (fase estacionaria) sdo geralmente de acgo inoxidavel, com
didmetro interno caracteristico e com comprimento variavel. O sistema
cromatografico pode ser classificado de duas maneiras de acordo com a coluna
empregada. A cromatografia de fase normal consiste em um sistema cuja fase mével
€ apolar e a fase estacionaria e polar, e a cromatografia de fase reversa, é o sistema
em que a fase movel é polar e a fase estacionaria é apolar. A afinidade e a retencao
de uma amostra pela fase estaciondria sdo determinadas pela polaridade da fase
moével (74).

As colunas normalmente utilizadas em separacdes analiticas tém diametros
internos de 2 mm a 5 mm, podendo ser aquecidas com o intuito de otimizar a
separagao, embora raramente sejam utilizadas temperaturas superiores aos 60° C
devido a potencial degradacdo da fase estacionaria ou volatilidade da fase moével
(74).

A escolha do detector adequado depende do atendimento das caracteristicas
desejadas, ou seja, alta sensibilidade, alta seletividade, linearidade, baixo limite de
deteccao e estabilidade frente a mudangas na composicdo da fase movel e na

temperatura (76).

1.8 Cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a um detector de
espectrometria de massa (LC-MS/MS)

Uma das técnicas analiticas que ganhou extrema importancia no elenco
disponivel para a industria farmacéutica é a técnica de cromatografia liquida
acoplada a espectrometria de massa (77).

Um detector ideal para um sistema cromatografico (Figura 11) deve
apresentar peculiaridades como alta sensibilidade, alta seletividade, boa resposta a
um grande numero de classes de compostos e habilidade na detec¢do de misturas

complexas permitindo um elevado numero de andlise. Sendo também indispensavel
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a possibilidade de uso do detector em andlises quantitativas. Todas essas
caracteristicas sdo encontradas no sistema de deteccdo por espectrometria de

massa (77).

Figura 11: Sistema cromatografico utilizado para as analises, composto por um
cromatégrafo liquido de alta eficiéncia (HPLC) acoplado a um espectrémetro de
massa (MS/MS).

O desenvolvimento de técnicas como a ionizagdo quimica a pressao
atmosférica (APCl) e a ionizagdo por eletronebulizagdo (electrospray, ESI)
possibilitaram a unido viavel e efetiva de duas poderosas ferramentas analiticas, a
espectrometria de massa (MS) e a cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC),
gerando a cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a espectrometria de
massa — HPLC-MS, um método robusto e aplicavel a uma grande variedade de
matrizes (77).

Introdugao

-87-



Mais recentemente com o surgimento dos primeiros equipamentos comerciais
com sistema de fotoionizacdo, a técnica HPLC-MS tornou-se uma ferramenta
analitica universal capaz de analisar desde componentes de baixa massa molecular
como aminoacidos até proteinas (77).

A espectrometria de massa estd fortemente presente na industria
farmacéutica, desde a pesquisa de novos farmacos e formulagdes até o controle da
qualidade. No Brasil, um segmento que vem ganhando cada vez mais importancia
econdmica, inclusive trazendo divisas com a prestacdo de servicos na area de
quimica analitica, € a analise de farmacos em amostras de plasma utilizando a
cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a espectrometria de massa em série
HPLC-MS/MS, (Figura 12) para desenvolvimento de medicamentos genéricos. O
impacto e a velocidade de crescimento da HPLC-MS/MS sao tédo grandes que,
mesmo para moléculas tradicionalmente analisadas por cromatografia gasosa
acoplada a espectrometria de massa (CGAS-MS), como é o caso dos esterdides, a
HPLC-MS/MS apresenta enormes vantagens, principalmente em relacdo a
simplicidade da preparacdo da amostra (na maioria dos casos nao necessita a
execucao de uma etapa de derivatizacao) e tempo de analise, normalmente inferior a
5 minutos (77).
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Figura 12: Esquema da espectrometria de massa acoplado a espectrometria de

\lﬂ

massa (sinbnimos: espectrometria de massa em tandem EM-EM e EM2). llustra uma
das formas de realiza¢do da técnica, neste caso empregando sistema de

analisadores de massa em configuragao.
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O espectrometro de massa é um detector universal, de alta sensibilidade que
fornece a massa molecular dos solutos e permite a elucidacao estrutural desses.
Para a area de bioequivaléncia, a espectrometria de massa € a metodologia ideal,
pois a utilizagdo do MS-MS permite a fragmentacdo dos ions ja formados,
fornecendo informagdes estruturais de maior seletividade, permitindo a deteccéo
exata e precisa da molécula que constitui o principio ativo do medicamento-teste
mediante a comparagdo com o medicamento referéncia analisados (76). A
espectrometria de massa é uma técnica usada para o estudo das massa de atomos,
moléculas ou fragmentos de moléculas permitindo a obtengédo de informagdes tanto
qualitativas quanto quantitativas. Para se obter um espectro de massa, as moléculas
no estado gasoso ou as espécies dessorvidas a partir de fases condensadas séo
ionizadas. Os ions obtidos sdo acelerados por um campo elétrico e separados de
acordo com a razao entre sua massa e sua carga elétrica (m/z) (73).

A espectrometria de massa necessita de alto vacuo para evitar colisoes
moleculares durante a separagdo dos ions. Por sua vez a cromatografia é
intrinsecamente uma técnica de alta pressdo. O problema em acoplar as duas
técnicas é a remocao da enorme quantidade de matéria presente entre o
cromatégrafo e o espectrometro (78).

Em cromatografia a gds o uso de colunas capilares estreitas diretamente
conectadas a entrada do espectrometro de massa através de uma linha de
transferéncia aquecida, ndo sobrecarregaria o sistema de vacuo do espectrdmetro.
Mas na cromatografia liquida o problema & mais complexo, devido ao enorme
volume de gas formado pelo liquido proveniente da coluna na interface entre a
coluna e o espectrometro de massa. Para minimizar o problema o emprego de
aditivos nao volateis na fase mével (por exemplo, o tampao fosfato, freqiientemente
utilizado em cromatografia) é evitado (73).

O electrospray auxiliado por meio pneumético, também conhecido como
eletronebulizacdo € um método adotado para solucionar o problema, pois ele é
capaz de transferir as fases liquidas eluidas proveniente da cromatografia liquida
para o espectrometro de massa através de uma pequena fragmentacdo do analito e
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obtencéo de espectros de massa simples (73). Mas para isso requer que o solvente
cromatografico tenha uma forga iénica pequena, de modo que os ions do tampao
nao encubram os ions do analito no espectro de massa (73).

No processo descrito por Swaya (2006), a solugdo com o analito ionizado
proveniente do sistema de HPLC é inserida no espectrdmetro de massa, numa dada
vazao através de um capilar ao qual € aplicado um alto potencial positivo para
promover a separacdo de cargas, ou potencial negativo para promover a
desprotonacdo. O nitrogénio é geralmente usado como gas de nebulizacéo, e
através da divisdo e evaporacao das gotas contendo em excesso de carga (positivas
ou negativas dependendo do modo de aquisicao) os ions sao transferidos para fase
gasosa e atraidos para dentro do espectrdbmetro de massa por um gradiente de
potenciais. Uma contra corrente de nitrogénio € aplicada para evitar a formacéao de
agregados de ions (clusters) e entrada de moléculas neutras para o espectrémetro
de massa.

Submete-se uma solugcdo da amostra de pH &cido ou basico a um spray
eletrolitico sob pressao atmosférica, formando um fino spray (aerossol). Na presenca
de um alto campo elétrico, como por exemplo de +4500 V ou —4500 V. O contra-ion é
oxidado (ou reduzido) e formam-se gotas com excesso de carga positiva (ou
negativa). O solvente € evaporado reduzindo o volume das gotas, subdividindo-as
(79).

Devido a alta repulsédo entre os ions de mesma carga, ocorre a formagao de
gotas contendo apenas um ion (modelo CRM), ou os ions evaporam e sao “ejetados”
das gotas para a fase gasosa (modelo IEM de evaporacao). (80).

J& em estado gasoso os ions deslocam-se para dentro do espectrémetro de
massa onde se encontra um analisador de massa quadrupolar. Esses analisadores
sdo compostos de quatro barras paralelas e cilindricas de ago inox, onde as barras
opostas sdo conectadas eletricamente, e nas barras adjacentes aplicam-se uma
voltagem e uma radio freqiéncia (RF), que promovem a oscilacao ibnica dentro dos
quadrupolos. E de acordo com a voltagem e a radio freqiéncia aplicadas, apenas

Introdugao
-90 -



uma relacdo massa carga (m/z) apresenta trajetéria estavel dentro do quadrupolo,
atingindo o detector (79).

Essa relacdo m/z pode ser fixa permitindo a passagem de compostos que
apresentem a relacdo m/z de interesse, ou pode variar permitindo a varredura e

subsequente deteccao de todos os ions no quadrupolo (79).
1.9 lonizacao por electrospray (ESI)

A ionizacdo por electrospray (ESI) e a ionizagdo quimica a pressao
atmosférica (APCI) sdo as duas fontes bastante utilizadas para a ionizagao a pressao
atmosférica. Quando a amostra é ionizada a pressao atmosférica, a eficiéncia desta
ionizacdo é de 10° a 10* vezes maior que em pressao reduzida (79).

Por trabalhar com moléculas em solugdo e ser compativel com os solventes
frequentemente usados em HPLC por fase reversa (metanol, 4gua e acetonitrila), a
ESI pode ser usada como interface entre separacoes por HPLC e identificacdo dos
compostos por espectrometria de massa simples (MS) ou MS/MS. Para facilitar a
protonacao de sitios basicos ou a desprotonagao de sitios acidos, é comum adicionar
um modificador a solugdo. Para analisar moléculas com sitios béasicos é adicionado
geralmente &cido férmico na solugédo e para sitios acidos adiciona-se geralmente de
hidréxido de amédnio. Adiciona-se também o acetado de amoénio que atua como
tampao, ou seja, evita variagdes bruscas de pH durante o processo (79).
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Figura 13: lonizacao por electrospray (ESI).

1.10 Efeito Residual (Carry Over)

Os efeitos residuais podem causar grandes interferéncias estatisticas na
bioequivaléncia entre duas formulacbes, por esse motivo é de suma importancia
definir o periodo de eliminacao durante a realizacdo de um planejamento de estudo
(81).

Segundo Chang “o periodo de eliminacao é definido como o intervalo de
tempo suficiente entre dois periodos de administracdo para que o efeito residual de
uma formulagdo administrada em um periodo seja eliminado até o préximo.” Essa
definicdo se baseia no valor de meia-vida de eliminagdo do farmaco. Geralmente
considera-se um periodo de 5 meias-vidas tempo suficiente para a eliminacao de até
96,9% do farmaco do organismo (81).

Se um farmaco apresenta um tempo de meia-vida longo e o periodo de

eliminacdo nao for planejado adequadamente, o efeito residual do primeiro periodo
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de administracao vai interferir na analise do segundo periodo, de modo que os dados
estatisticos gerados no segundo periodo néo sera o dado da amostra independente,
e sim o da amostra somado ao residuo remanescente no organismo do individuo em
estudo (81, 82).

1.11 Efeito de matriz (supressao i6nica)

A presenca de compostos interferentes provenientes da matriz e/ou do
processo de extracdo resulta no efeito de matriz. Interferentes com menor
volatilidade podem danificar a eficiéncia do processo evaporativo do solvente,
resultando em uma alteracdo na quantidade de ions em estado gasoso na entrada
do detector, e consequentemente ocasionando o comprometimento de detec¢éo do
analito e a repetibilidade dos resultados devido ao aumento ou diminuig&o do sinal do
ion analisado (83).

Esta interferéncia pode ocorrer no momento de injecdo, ou ainda ser
resultante de um tempo de eluicdo maior do que tempo da corrida analitica,
interferindo nas injecées subsequlentes. Por exemplo, numa corrida de 4 minutos
com tempo de retencédo de 2,5 minutos para o analito, pode ocorrer um interferente
da matriz que diminua o sinal do ion analisado e que elua no mesmo tempo que o
analito. Caso este interferente elua em 15 minutos, entao s6 sera percebido apds a
terceira amostra (83, 84).

1.12 Validacao do método analitico

A validacdo metodologias analiticas € um processo de fundamental
importancia no que se refere a garantia da qualidade, pois através desta, busca-se
fornecer em toda sua amplitude, as evidéncias necessarias para se promover
confiabilidade, reprodutibilidade, e seguranca de ensaios analiticos (85). Validar uma
metodologia consiste em comprovar através de dados empiricos aliados a estudos
estatisticos e fornecer uma evidéncia documentada de que o método atenda as
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exigéncias limitantes pré-estabelecidas, permitindo assim sua reprodutibilidade, sem
desconsiderar a confiabilidade dos resultados analiticos (85).

No que tange medicamentos, é necessario que sejam estabelecidos padrdes
ou niveis de qualidade idealizados para cada produto, para tanto, os laboratérios que
validam metodologias analiticas relacionadas a farmacos devem seguir as normas
referentes as Boas Praticas de Laboratério, garantindo dessa forma que os
resultados analiticos obtidos consistam em informagdes confiaveis, em um patamar
minimo de variabilidade (86).

A realizacdo do processo de validagdo exige algumas etapas e aspectos
previamente definidas, como o envolvimento de pessoal qualificado, treinado e
motivado, as condi¢ées do ambiente laboratorial, 0 uso de equipamentos calibrados
ou qualificados e a utilizagdo de materiais, solucbes e reagentes analiticos de
procedéncia confiaveis, devidamente preparados, padrdes e substancias quimicas
de referéncia compativeis e rastreaveis (86).

Segundo Gil e Batista filho (2007) “a validacao do método analitico se inicia na
verdade pela qualificagdo dos equipamentos e dos operadores, calibracdo de
vidrarias e equipamentos de medi¢ao entre outros cuidados”.

Um método analitico deve ser validado sempre que seja necessario verificar a
adequacgao de seu desempenho e eficacia, seja na revisdo de método especifico,
para incorporar melhorias ou estendé-lo a novas aplicagdes, ou para comprovar a
equivaléncia entre duas metodologias analiticas, ou ainda objetivando, para um
método previamente estabelecido, um escopo de abrangéncia mais amplo
envolvendo diferentes laboratérios, além de analistas e instrumentos distintos (86).

No curso de uma analise, sdo raras as ocasioes em que se tem o analito livre
de uma matriz, da qual deva ser extraido. Seja em uma formulacao farmacéutica, em
um extrato vegetal ou em um fluido biolégico, sempre havera uma matriz
respeitando-se niveis distintos de complexidade. Esta podera interferir de forma
diferenciada nas etapas da analise. A validacdo do processo extrativo é intrinseca a
determinacgao da precisao e exatidao do método (86).
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Os critérios empregados na validacao de métodos analiticos sdo complexos e
dependem fundamentalmente do objetivo analitico do ensaio (85). Os ensaios
relacionados com a biodisponibilidade ou estabilidade fisica de medicamento séo
classificados como ensaios de qualidade, e para estes, sdo atributos necessarios, a
exatidao e a especificidade, como por exemplo, ensaios fisicos (dureza, friabilidade,
tempo de desintegracao) e fisico-quimicos (pH, intervalo de fuséo, solubilidade) (85).

Idealmente, um método analitico deve ser exato e preciso para fornecer valor
real em um namero pequeno de ensaios, deve ser seletivo para que a exatidao nao
desvie com interferentes potenciais, ser sensivel ou capaz de determinar as menores
concentracdes possiveis e, enfim, responder de forma proporcionalmente linear, ao
longo de uma ampla faixa de concentragao (85).

A definicao dos parametros inerentes a validagdo do processo analitico, bem
como os critérios de aceitacdo do método para cada um desses parametros e 0s
limites até quais os estudos serdo destinados, sao fixados antes do inicio do
processo (86). Dentre os principais parametros estdo, a exatidao, precisao,
recuperacao, seletividade (especificidade), linearidade, sensibilidade (limite de
deteccao e limite de quantificacéo), estabilidade e robustez (85).

Embora inexista uma sequéncia oficial obrigatéria para a execugdo da
validacdo, existe uma ordem que pode ser considerada logica, em vista da
complexidade crescente no que se refere as etapas. Os parametros da validagao de
metodologias analiticas encontram-se no diagrama descrito abaixo (Figura 14),

seguido pelas suas descrigdes.
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Seletividade

Estabilidade Limite de Deteccao

Robustez Limite de

Quantificagao

Recuperagdo Linearidade

Precisdo Exatidao

Figura 14: Pardmetros de validagcao para uma metodologia analitica.
1.12.1 Seletividade / especificidade

Especificidade é a capacidade do método em avaliar, inequivocamente, o
analito, na presenca de componentes que poderdo dificultar a analise, como
impurezas, produtos de degradacdo e componentes da matriz. Embora certas
diretrizes compreendam seletividade e especificidade como equivalentes,
orientagcdes IUPAC e AOAC aplicam seletividade, pois consideram que somente as
situagdes de métodos inerentemente seletivos podem permitir o emprego do termo
especificidade (86).

Este parametro diz respeito a verificacdo da habilidade do método em néo ser
afetado por substancias, que poderao interferir durante o curso da andlise, seja
advinda de excipientes ativos contaminados, degradado, residual de produtos de

limpeza ou aqueles detectaveis no estudo de estabilidade, natural ou sob estresse.
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No caso de fluido biolégico é possivel citar os componentes bioldgicos, proteinas,
lipideos, etc., metabolitos e produtos de degradagdo, reagentes utilizados na
preparagao da amostra (86).

Em um método quantitativo, no grau de seletividade devera ser comprovado
que o item sobre andlise é quantificado independente dos eventuais interferentes
presentes (86). Para sua determinagéo é feito teste de solugbes-padrdo e amostra,
ou ainda do respectivo padrdo de referéncia, na presenga de componentes que
poderiam interferir com a sua determinacao sendo essa expressa pela concordancia
entre resultados obtidos para a solugdo-padrdo e a amostra ou entre a solucéo-
padrao com e sem interferentes (85).

A seletividade pode ser expressa através da féormula:

C% = (T sol. padréo/T sol. amostra) x 100

Onde: C% = porcentagem de concordancia
T sol. padrao = Teor da solugdo-padrao

T sol. amostra = 1€0r da solugao-amostra

Para valores superiores a 100% admite-se que os interferentes contribuem ao
sinal analitico, enquanto para valores inferiores a 100% submete-se que o0s

interferentes suprimem sinal analitico (85).
1.12.2 Linearidade

E a extensdo estabelecida na curva de calibracdo de um determinado método
analitico que se responde de forma diretamente proporcional, ou seja, diz respeito a
capacidade do método em fornecer resultados diretamente proporcionais a
concentracao da substancia-teste dentro dos limites de variacédo (85).

Existem varios métodos para a verificacdo da linearidade, desde a
comparacao visual, até métodos estatisticos mais complexos. Para determinacao da
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linearidade de um método analitico é necessario que se obtenha a reta de calibracao
com, no minimo, cinco pontos. A partir desta, obtém-se a equagao da reta (Y=bx + a)
e demais parametros, tais como ponto de intersecgdo em Y (a), inclinagéo (b) e
coeficiente de correlacao (R). (85). Entretanto, apenas o coeficiente de correlacao
(R) pode nao se constituir em indicador adequado da linearidade, devendo-se
adicionalmente, proceder a verificagdo visual quanto ao ajuste da reta e o coeficiente
de correlacdo. Assim pode-se considerar satisfatorias as curvas com R? > 0,998,
desde que evidenciando também adequacao satisfatoria, e que a correlacdo nao
demonstre desvio significativo (86).

Uma vez que o método apresenta linearidade na faixa de trabalho escolhida, é
necessario que se avalie eventual interferéncia da matriz onde o analito se encontra
sobre a linearidade.

A matriz ndo pode influenciar sobre a linearidade, porém, pode produzir efeito
somatorio ou multiplicativo, ou ainda associacao destes efeitos. Em condicdes ideais
a matriz ndo deve promover influencias sobre a linearidade, porém no caso de
ocorréncia de efeito matriz € aconselhavel optar pelo desenvolvimento de uma nova
metodologia ou adaptar o método, incorporando o emprego de branco que contenha
a matriz sem a substancia analisada, o que nem sempre € aplicavel (86).

1.12.3 Sensibilidade

A sensibilidade de um método pode ser definida como a capacidade que ele
tem de avaliar baixas concentracées de um determinado analito.

Existem dois parametros para avaliar a sensibilidade de um método, o limite
de deteccao e o limite de quantificacdo, estes referem-se respectivamente, a menor
quantidade do item a ser analisado, capaz de ser detectada com satisfatério grau de
certeza e a menor quantidade deste item capaz de ser quantitativamente
determinada com graus de precisdo e exatidao aceitaveis (86). Para a determinacao
da sensibilidade de um método sao utilizadas concentracbes conhecidas e

decrescentes do farmaco até menor nivel (85).
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O que difere na determinacao do limite de deteccao e quantificacdo é o peso
dado a cada parametro. Para a determinacdo do LD e LQ empregam-se,

respectivamente, as férmulas
LD = (desvio padrao médio / inclinacao da reta) x 3
LQ = (desvio padrao médio / inclinacao da reta) x 10

Tais limites correspondem ao desvio padréao do intercepto com o eixo Y de
varias curvas de calibracdo construidas, contendo concentragcdes do farmaco
proximas aos limites de deteccao e quantificacao, respectivamente multiplicados por

3 e 10, e a seguir dividido pela inclinagdo da curva de calibracao (86).

Como se pode ver por essas equacgdes, os valores de LQ sao, naturalmente,
maiores que os valores de LD, ja que as concentragdes minimas para uma deteccao
segura seriam obviamente menores que as concentra¢gdes minimas necessarias a

sua quantificacao precisa e exata. (85).
1.12.4 Precisao

Precisdo é o grau de repetibilidade entre os valores obtidos em andlises
individuais ou nimero de dados significativos obtidos em uma analise que podem ser
utilizados na emissédo de um resultado. A precisao relaciona-se a repetibilidade dos
resultados obtidos em uma mesma analise, ou reprodutibilidade do método quando
executado em diferentes condicdes. Dados estatisticos, como repetibilidade,
reprodutibilidade, desvios e coeficiente de varidncia, bem como outros parametros
usuais de validacao e testes de rejeicdo, sdo fundamentais para a sua avaliagdo. O
célculo do desvio padrao relativo (DPR) € um bom indicador do grau de dispersao
dos resultados, e oferece valores absolutos que permitem andlises

independentemente das médias (85).
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Assim, a precisao pode ser expressa pela formula:
CV% = (Desvio Padrao / Média) x 100

O limite de dispersao aceitavel depende em grande parte, da concentragdo da
substancia analisada na amostra, da sensibilidade do método e do niumero de etapas
preparatdrias necessarias antes da analise, ou seja, para métodos que envolvam
pesagens e dissolugdo aceitam-se valores entre 1 e 2%. Porém, em situagdes mais
complexas, que exijam operagdes multiplas ou delicadas de extracao, derivacao, ou
andlise de tragos, esses valores podem chegar a 5 ou 10%. Esse fator justifica a
importancia de se trabalhar com placebo, de forma a simular todo o processo
farmacotécnico, na perda do principio ativo incorporado, no momento final (86).

Para a determinacdo desse parametro sdo necessarias varias medi¢des de
uma mesma amostra tratada de forma idéntica.

A precisdo estd associada, estatisticamente, a repetividade, maxima
diferencial aceitdvel em medi¢bes individuais quando se tem o conjunto: mesma
amostra, mesmo analista, mesmo equipamento, mesmo ajuste, mesma calibragdo
(85).

1.12.5 Exatidao

A adequada recuperagao da substancia analisada, em uma amostra simulada
ird definir a exatiddo do método. O parametro exatiddo diz respeito ao grau de
concordancia entre os resultados encontrados pelo método e um valor aceito como
referéncia (86).

Para validar um método quanto a esse parametro devem-se utilizar
concentragcées conhecidas de um padrdao de referéncia primario especifico e
comparar os valores medidos com valores verdadeiros. Na area farmacéutica
possibilidade de se obter uma matriz que represente fielmente a amostra a ser
analisada e totalmente palpavel, tendo em vista a disponibilidade de um placebo do
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produto (86). As concentracdes usuais cobrem em geral a faixa de 50% a 70% da
concentracao do produto para qual o método foi desenvolvido (85).

A definicdo da exatiddo deve, pelo menos, incluir um ponto de baixa
concentracdo (menor ou igual a 3 vezes o limite de quantificagdo), um ponto na
concentracdo média esperada e um ponto de alta concentragdo (de 75-90% da
maior concentracdo da curva de calibragéo), e a farmacopéia americana recomenda
que cada um desses pontos sejam analisados em triplicata (86).

A exatidao é expressa pela equacgao:

Exatidao = (CME / CT) x 100
Onde: CME = Concentragdao Média Experimental
CT = Concentracao Tedrica (85).

1.12.6 Recuperacao

Este parédmetro avalia a eficiéncia do método de tratamento da amostra,
através da comparacado de trés concentracdes conhecidas (baixa, média e alta) do
composto referéncia, com trés concentragbes (supostamente iguais a do composto
referéncia) da substancia-teste. As analises sao feitas em triplicata, e a recuperacao

pode ser expressa pela seguinte férmula:
Recuperacao % = (Valor obtido / Valor adicionado) x 100

Onde o valor obtido representa a amostra, e o valor adicionado representa o

composto, referéncia o qual sera feita a comparacao.
1.12.7 Robustez

E a capacidade de um método se manter inalterado quando submetido a
pequenas, mas deliberadas variacdes, esperadas como possiveis, durante o seu uso
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normal (86). A robustez se relaciona a precisao e vulnerabilidade que o método tem
de ser afetado por pequenas variagoes das condi¢cdes de ensaio.

Em outras palavras, é a capacidade do método de nao ser afetado por
irregularidades sutis e em geral de dificil controle, as quais sdo causas comuns de
erros indeterminados. Entre os fatores deliberadamente investigados, na avaliacao
da robustez de um método, destacam-se temperatura, pH, grau de pureza de
reagentes, composicao da fase movel, velocidade de fluxo, e até a iluminacdo do
ambiente.

E importante dizer que nenhum método pode ser robusto o suficiente para
tolerar grandes variacdes desses parametros. (85).

Devido a sua vulnerabilidade, as medidas analiticas devem ser controladas de
forma a nao invalidar os resultados obtidos. Variagdes tipicas que, portanto merecem
controle diario, inclui estabilidade de solucdes analiticas, emprego eventual de
equipamento distinto e analistas diferentes. No caso de cromatografia liquida, o
controle diario engloba pH de fase mével e composicao da mesma, diferentes lotes

de fornecimento de colunas, temperatura e velocidade do fluxo.
1.13 Etapa estatistica

Os estudos de bioequivaléncia sdo a comprovagao empirica para a avaliacao
da equivaléncia terapéutica entre medicamentos. Através da analise de
bioequivaléncia se obtém a garantia de intercambialidade segura entre equivalentes
farmacéuticos com qualidade e eficacia comprovadas (81).

Mede-se a biodisponibilidade a partir da concentracdo de farmaco no sangue,
supondo-se que haja uma relagao direta entre a concentracdo do farmaco no plasma
e sua concentragao no sitio de acdo. Essas medidas envolvem a variagao do pico de
concentracao plasmatica (Cmax) € 0 tempo em que se atinge o pico de concentracao
(Tmax) através da interpolagdo dos dados. A area sob a curva de concentragcédo
sanguinea versus tempo medido do instante zero ao instante t (ASCo.), no qual t

corresponde ao tempo relativo a dltima concentracdo  determinada
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experimentalmente. A area sob a curva de concentracdo sanguinea versus tempo
calculado do instante zero ao instante infinito (ASCy.inf), onde ASCo.int = ASCo.t + Ct/lz,
e Ct é a ultima concentragdo do farmaco determinada experimentalmente e Iz € a
constante de eliminacdo da fase terminal. A ASCy.; deve ser igual ou superior a 80%
da ASCo.inf (81).

1.13.1 Desenhos experimentais para estudos de biodisponibilidade relativa /
bioequivaléncia

Para estudos de bioequivaléncia / biodisponibilidade a legislacdo brasileira
recomenda que o desenho da pesquisa deve identificar questdes cientificas a serem
respondidas, os farmacos e formas de dosagens bem como os métodos analiticos
empregados (81)

O planejamento ideal de experimento deve minimizar a variabilidade
proveniente de varias fontes:

v" Variabilidade inter-individual;

v" Variabilidade intra-individual;

v' Tratamentos precedentes e o conseqliente efeito nos periodos que pode ser
causado por agao residual;

v Erro experimental;

v' Variabilidade associada a tratamentos diferenciados, como administracdo de
produtos ou dosagens diferentes.

v' Desta forma, um delineamento adequado possibilita identificar e isolar a
variabilidade inter-individual na analise de dados.

1.3.1.1 Delineamento cruzado (crossover)

Obtém-se um delineamento cruzado através da utilizacdo de desenhos
experimentais de blocos completamente randomizados, ou seja, os individuos de
estudo sdo alocados aleatoriamente em diferentes grupos, nos quais receberdo a
formulacao teste e referéncia em diferentes periodos de confinamento (81).
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Os individuos de cada grupo recebem uma seqtiéncia diferente da formulagao,
ou seja, no primeiro periodo de confinamento sera administrado tanto o medicamento
teste quanto o referéncia entre os voluntérios de forma que os mesmos nao estejam
cientes de qual formulagdo estdo ingerindo. Dessa forma, no segundo periodo de
confinamento sera administrada a formulacdo diferente da ingerida no primeiro
periodo, de modo que todos os voluntarios tenham ingerido as medicacdes teste e
referéncia (81).

As vantagens desse planejamento sao a consequiéncia de que cada individuo
do estudo € o seu préprio parametro de controle, pois permite a comparagado do
estudo em um organismo. Assim a variabilidade interindividual do estudo € removida,
ocasionando em estimativas nao viciadas para a diferenca (ou razdo) entre as

formulagdes (81).
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O presente trabalho teve como objetivo, a avaliagdo do perfil farmacocinético
de dois medicamentos anti-hipertensivos contendo associagdo de Losartana 100mg
+ Hidroclorotiazida 25mg, na forma farmacéutica de comprimidos revestidos,
utilizando um método bioanalitico apropriado e validado, de determinacao simultanea
de ambos farmacos, para avaliacdo da biodisponibilidade relativa, utilizando-se os

critérios de bioequivaléncia.
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3.1 Descricao do desenho do estudo

O estudo foi designado para avaliar a biodisponibilidade relativa de dois
produtos contendo losartana 100 mg + hidroclorotiazida 25 mg na forma de
comprimido revestido.

O estudo foi esquematizado, para que se obtenham os parametros
farmacocinéticos relevantes, para a comparacao estatistica, visando a averiguacao
de bioequivaléncia. Neste estudo, tais parametros, sdo obtidos diretamente a partir
da determinacdo da concentracdo plasmatica do principio ativo do medicamento,
baseado na aplicacdo de um modelo ndo compartimental, proprio para avaliacao
destas concentracdes apds a administracdo do medicamento por via oral.

O estudo foi aberto, randomizado, cruzado, com 2 tratamentos, 2 seqliéncias,
2 periodos, onde os voluntarios receberam, em cada periodo, a formulagéo teste ou
a formulacao referéncia. A seqiéncia de tratamento (Tabela 5) atribuida a cada
voluntario nos periodos de estudo foi determinada por uma lista de randomizagao,
gerada automaticamente pelo sistema SCPCM (Sistema de Controle de Pesquisas
Clinicas de Medicamentos). Vale ressaltar, que foi considerado previamente, o

balanceamento dos voluntarios em fungéo do sexo.
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Tabela 5: Definicdo da seqiiéncia de tratamento dos voluntarios.

Voluntério Periodo de Periodo de
(Sequéncia) Tratamento | Tratamento Il
Caddigo do Tratamento Cadigo do Tratamento
1 Teste Referéncia
2 Referéncia Teste
3 Teste Referéncia
4 Referéncia Teste
5 Teste Referéncia
6 Teste Referéncia
7 Referéncia Teste
8 Referéncia Teste
9 Referéncia Teste
10 Referéncia Teste
11 Teste Referéncia
12 Teste Referéncia
13 Teste Referéncia
14 Teste Referéncia
15 Referéncia Teste
16 Teste Referéncia
17 Teste Referéncia
18 Referéncia Teste
19 Referéncia Teste
20 Teste Referéncia
21 Referéncia Teste
22 Referéncia Teste
23 Teste Referéncia
24 Referéncia Teste
25 Referéncia Teste
26 Teste Referéncia
27 Referéncia Teste
28 Teste Referéncia
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As formulacdes foram administradas em dose Unica, por via oral seguidos de
coletas de sangue de pelo menos 3 meias vidas. Os periodos de tratamento
obedeceram um intervalo minimo de 7 meias-vidas entre eles (periodo de eliminacao

da droga pelo organismo).
3.2 Equivaléncia farmacéutica

Antes de passar por analises de bioequivaléncia € necesséario submeter os
medicamentos que serdo registrados a ensaios fisico-quimicos. As analises sao
realizadas no intuito de verificar a qualidade dos medicamentos testados. O ensaio
avalia os medicamentos teste e referéncia segundo a mesma metodologia, podendo
esta ser obtida de monografias oficiais (farmacopéias) ou na auséncia das mesmas,

por métodos validados fornecidos por industrias e posteriormente co-validados.

3.3 Etapa clinica

7

A finalidade da Etapa Clinica é a coleta de amostras de sangue dos
voluntarios para medir (na Etapa Analitica) niveis plasmaticos da droga apds sua
administracao oral.

Os voluntérios foram confinados na Clinica Sdo Lucas. O hospital possui uma
unidade para ensaios clinicos com 30 leitos e posto de enfermagem no qual dispbe
de carrinho de emergéncia com desfibrilador, monitor cardiaco, oximetro de pulso,
respirador, material para pequena cirurgia € com medicacdo de urgéncia para
qualquer eventualidade. Além disso, conta com uma Unidade de Terapia Intensiva
(UTI).

A biodisponibilidade comparativa das formulacbes seguida a administracao
oral foi avaliada com base em comparacbes estatisticas de parametros
farmacocinéticos relevantes, obtidos de dados de concentracdo sanguinea da droga.
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3.3.1 Populacao do estudo e dados clinicos para selecao e recrutamento

A amostra populacional foi de 28 voluntarios sadios, adultos, quatorze homens
e quatorze mulheres nao gravidas e nao lactantes, com idades entre 18 e 50 anos,
sem distincdo de raca, os quais foram recrutados entre aqueles que se apresentaram
ao Centro Clinico. Nao ocorreram desisténcias ou retirada de voluntarios.

Os voluntarios foram aceitos no estudo somente se considerados saudaveis, a
juizo médico, com base na histéria clinica (Tabela 6), exame fisico e os exames

laboratoriais pré-estudo e p6s-estudo que antecedem a admissao no estudo.

Tabela 6: Amostragem dos dados da histérica clinica pré-estudo.

. Freqiiéncia Abuso de
. Presséao . Temperatura . Doador de
Voluntario Cardiaca Alcool / Fumante
(mmHg) (eC) Sangue
(bpm) Drogas

Nunca

1 125/75 68 36,6 Nao Nao
Fumou
Nunca

2 134/68 69 35,7 Nao Nao
Fumou
Nunca

3 128/70 67 36,7 Nao Nao
Fumou

Ex-
4 116/70 77 35,8 Nao Nao
Fumante

Nunca

5 127/77 68 36,0 Nao Nao
Fumou

Desta forma, para fins de avaliacdo das condigcbes de saude, durante o
processo de selecdo os voluntérios, foram realizados os exames conforme

apresentado na Tabela 7.
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Tabela 7: Relagdao dos exames laboratoriais agregados ao processo de selecédo dos

voluntarios.

Categoria

Exames

ECG

Andlise hematolégica

Andlise Bioquimica

Urina

Fezes

Sorologia

ECG padrao com 12 derivacoes.

Hemoglobina, hematdcrito, contagem total e diferencial de leucdcitos,
contagem de glébulos vermelhos, contagem de plaquetas.

Uréia, creatinina, bilirrubina total, proteinas totais, albumina, glicose
em jejum, fosfatase alcalina, SGOT, SGTP, colesterol total,

triglicerideos, acido urico, yGT.

Sumaério de Urina (Urina ).

Proto-Parasitolégico.

Analise soroldgica para: hepatite B, hepatite C e HIV (I e Il)

B-HCG para mulheres

Observagao: Os resultados dos exames de laboratorio serdo considerados “normais’ quando dentro da faixa de

normalidade declarada pelo laboratério. Para resultados numéricos, os valores até 10% fora da faixa de

normalidade declarada serdo ainda considerados como “normais”. O eletrocardiograma (Anexo 3) foi avaliado por

um cardiologista da equipe de avaliagéo clinica, que informou se os achados especificos foram julgados como

normais, anormais clinicamente nao significativos (NCS) ou anormais.

3.3.2 Critérios de inclusao do voluntario

Os seguintes critérios foram satisfeitos para que o voluntario participasse do

estudo:

v" Homens e mulheres ndo gravidas e que nao estejam amamentando;

v' |dade entre 18 a 50 anos;
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v" O voluntario que teve seu indice de massa corp6rea maior ou igual a 19 e

menor ou igual a 28;

v' Boas condigbes de saude ou auséncia de doencas significativas, a juizo de
um profissional de enfermagem e médico legalmente habilitados, de acordo
com as regras definidas no Protocolo, e avaliagbes a que foi submetido:
histéria clinica, medidas de pressao que sera considerada como normal dentro
dos seguintes limites: 100-140 mmHg para a sistolica e 60-90 mmHg para a
diastélica, pulso, exame fisico e psicologico, ECG, e exames laboratoriais

complementares;

v' Capacidade de compreensao da natureza e objetivo do estudo, inclusive os
riscos e efeitos adversos e com intencdo de cooperar com o pesquisador e
agir de acordo com os requerimentos de todo o ensaio, 0 que veio a ser
confirmado mediante a assinatura do Termo de Consentimento Livre e

Esclarecido.
3.3.3 Critérios de exclusao do voluntario
3.3.3.1 Problemas relacionados com a droga

v" O voluntario que teve sabidamente uma hipersensibilidade a droga estudada
(losartana + hidroclorotiazida) ou a compostos quimicamente relacionados;

histéria de reacOes adversas sérias ou hipersensibilidade a qualquer droga;

v Uso de terapia de manutencdo com qualquer droga excetuando-se

anticoncepcionais por via oral.
3.3.3.2 Doencas ou problemas de saude

v Histéria ou presenca de doencas hepaticas ou gastrointestinais ou outra
condicao que interfira com absorcéo, distribuicao, excrecdo ou metabolismo
da droga;
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v Histéria de doenca hepética, renal, pulmonar, gastro-intestinal, epilética,
hematoldgica ou psiquiatrica, tem hipo ou hipertensdo de qualquer etiologia
qgue necessite de um tratamento farmacoldgico; tem histéria ou teve infarto do

miocardio, angina e/ou insuficiéncia cardiaca;

v Os resultados dos exames laboratoriais fora dos valores considerados
normais de acordo com as normas deste protocolo, a menos que sejam
considerados clinicamente irrelevantes pelo investigador.

3.3.3.3 Habitos e dependéncias
v Voluntério fumante;
v O voluntario com ingestdao maior que cinco xicaras de café ou cha por dia;
v' Hist6ria de abuso de alcool ou drogas.

3.3.3.4 Condico6es encontradas nos dias ou meses que antecedem o estudo:

v' Fez uso de medicagao regular dentro das 2 semanas que antecederam o
inicio do tratamento e a data de avaliagado, ou fez uso de qualquer medicagao

dentro de uma semana, excetuando-se anticoncepcionais por via oral;

v' Foi internado por qualquer motivo entre 8 semanas do inicio do primeiro

periodo de tratamento deste estudo e a data da avaliacéo;

v' Tratamento dentro dos 3 meses prévios ao estudo com qualquer droga

conhecida de ter um potencial téxico definido nos grandes 6rgaos;

v" O voluntario participou de qualquer estudo experimental ou ingeriu qualquer
droga experimental dentro dos trés meses que antecedem o inicio deste
estudo e a data da avaliacéo;
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v" O voluntario doou ou perdeu 450 mL ou mais de sangue dentre dos trés
meses que antecederam ao estudo ou que doou mais de 1500 mL dentro dos

12 meses entre o inicio do tratamento do estudo e a data de avaliacao.
3.3.3.5 Outras condicoes
v’ Histéria de reacoes adversas sérias ou hipersensibilidade a qualquer droga;
v Teste positivo de gravidez para as voluntarias mulheres;

v" O voluntario teve qualquer condicdo que o impedisse de participar do estudo
pelo julgamento do investigador.

3.3.4 Critérios de retirada do voluntario

Solicitacao por parte do voluntario para que seja retirado do estudo a qualquer

momento:

v Voluntario ndo desejou continuar no estudo por razées pessoais (ou mesmo

sem razao);

v Voluntario ndo desejou continuar no estudo devido aos eventos adversos da

droga (efeitos ndo desejaveis possivelmente relacionados a droga em estudo);

v Voluntario ndo desejou continuar por outras razées que ndo compreendem
eventos adversos, tais como: indisponibilidade, intolerancia aos

procedimentos do estudo ou mesmo vontade prépria.

O investigador do estudo poderia retirar o voluntario do estudo por uma das

seguintes razoes:

v" Resposta positiva a reavaliacao de qualquer um dos critérios de exclusao, no
momento da admissdo ao primeiro periodo do estudo ou em ocasido

subsequente;
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Nao aderéncia as exigéncias do protocolo;
Eventos adversos ou sintomas ou sinais de possivel toxicidade;
Doenca intercorrente requerendo medicacao;

Qualquer outra condicdo que, a juizo do investigador, foi do interesse para

manutencao da saude do voluntario.

A adesao as restricdes quanto ao uso de medicamentos, limitacdes dietéticas

e demais restricoes definidas no Protocolo foram investigadas inicialmente através

de questionamento ou observacao direta por parte do investigador e coordenador do

estudo no momento do confinamento, antes da administracdo do medicamento e por

observacao direta durante o periodo de confinamento.

Foi especificamente investigado, no primeiro e no segundo confinamento, se o

voluntario:

v

Fez uso de qualquer medicamento durante os 14 dias que precederam o

confinamento ou durante o intervalo entre os confinamentos;
Foi hospitalizado, ou por qualquer motivo, doou ou perdeu sangue;
Suspeita de gravidez ou amamentagao (sexo feminino);

Fez uso de cafeina ou produtos que contenham xantina (chocolate, cha, café,
colas, etc.) nas 48 horas antes do confinamento;

Fez uso de alcool ou drogas psicotropicas;

Fez algum exercicio fisico intenso nas 12 horas antecedentes ao horario

previsto para o inicio da medicacao;

Deixou de cumprir com as restricdes de jejum estabelecidas.
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Se houvesse qualquer duvida sobre o0 uso de alcool, poderia ser feito um teste
para deteccao de bebida alcodlica.

Se o voluntario admitisse ingestdo de droga, o Investigador Clinico e o
Investigador Principal iriam decidir se seria permitido que o voluntario permanecesse
no estudo, dependendo da droga usada, do tipo de droga e da dose. A hora em que
a droga foi ingerida seria anotada no CRF (Formulario de Relato de Caso).

Se o voluntario admitisse o ndo cumprimento das demais restricbes, o
Investigador Clinico e o Investigador Principal deveriam também decidir sobre sua

permanéncia no Estudo, documentando o fato (e a decisdo) no CRF.
3.3.5 Coleta de amostras

Apd6s um periodo minimo de 10 horas de jejum, o ensaio teve inicio com a
coleta de 8 mL de sangue de cada voluntario mantendo assim a padronizagdo da
metodologia. Vinte e oito voluntario foram selecionados para a realizagéo do estudo.

Os tempos de coleta para losartana e hidroclorotiazida, bem como a descri¢cao
dos horarios nos quais foram realizados o acompanhamento da pressao arterial,

pulso e temperatura de cada voluntario encontram-se descritos na Tabela 8.
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Tabela 8: Cronograma das coletas das amostras.

Tempo (h:min)

Losartana

Hidroclorotiazida

Atividades

00:00
00:15
00:20
00:30
00:40
00:45
01:00
01:20
01:40
02:00
02:20
02:30
02:40
03:00
03:30
04:00
05:00
06:00
08:00
10:00
14:00
24:00
48:00

Coleta de sangue

Coleta de sangue

Coleta de sangue

Coleta de sangue
Coleta de sangue
Coleta de sangue
Coleta de sangue

Coleta de sangue

Coleta de sangue

Coleta de sangue

Coleta de sangue
Coleta de sangue
Coleta de sangue
Coleta de sangue
Coleta de sangue
Coleta de sangue

Coleta de sangue

Coleta de sangue

Coleta de sangue

Coleta de sangue

Coleta de sangue
Coleta de sangue
Coleta de sangue
Coleta de sangue

Coleta de sangue

Coleta de sangue
Coleta de sangue
Coleta de sangue
Coleta de sangue
Coleta de sangue
Coleta de sangue
Coleta de sangue
Coleta de sangue
Coleta de sangue
Coleta de sangue

Coleta de sangue

PA, pulso, temperatura

PA, pulso, temperatura

PA, pulso, temperatura

PA, pulso, temperatura

PA, pulso, temperatura
PA, pulso, temperatura
PA, pulso, temperatura
PA, pulso, temperatura
PA, pulso, temperatura
PA, pulso, temperatura
PA, pulso, temperatura

PA, pulso, temperatura
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Apoés a realizacao de cada tempo de coleta, as amostras de sangue foram
transferidas para tubos de polipropileno contendo heparina, transportadas em
estantes dentro de caixas de isopor contendo gelo e centrifugadas a 3000 rpm por 10
minutos. Apds a centrifugagdo, uma aliquota de 2,5 mL de plasma, foi transferida
para o primeiro tubo criogénico e o plasma restante, para o segundo tubo, obtendo-
se assim a amostra em duplicata. Cada tubo foi devidamente identificado com
numero e codigo respectivo a cada voluntario, fase do estudo, data da administragéo
da droga, tempo de coleta, nome e nimero do estudo.

Em seguida foram colocados em sacos plasticos identificados, lacrados e
armazenados no freezer (-20 °C), onde foram armazenadas. A identificagao e
manipulacdo das amostras foram realizadas conforme as Boas Praticas de
Laboratério (BPL).

O projeto de pesquisa, com o protocolo experimental € o termo de
consentimento, foram submetidos ao Comité de Etica em Pesquisa da UNICAMP -
credenciado pelo CONEP - Conselho Nacional de Saude/MS.

O estudo foi conduzido de acordo com a Declaragao de Helsinque (1964) e as
revisbes de Toéquio (1975), Veneza (1983), Hong Kong (1989), Somerset Oeste
(1996) e Edinburgh (2000), assim como as regulamentacdes locais (Resolugdes
196/96 e 251/97 do CNS-MS, bem como Resolugado RDC 135/03 da ANVISA).

3.4 Etapa analitica

A Etapa Analitica define a fase de quantificagdo dos farmacos e conseqiente
obtencdo dos dados destinados a fase estatistica. Na realizacdo da metodologia
foram requeridos equipamentos especificos, reagentes especiais e padrdes de

referéncia.
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3.4.1 Equipamentos e acessorios

Tabela 9: Equipamentos utilizados no estudo analitico.

Equipamento

Fabricante

Espectrédmetro de massa API 2000; software Analyst, v. 14

Sciex/Applied
Biosystems, Brasil

HPLC 1100 com bomba quaternaria Agilent
Pipetas P20, P100, P200, P1000 e P5000 Gilson
Tubos de polipropileno de 12mL com tampa de pressao FCR
Ponteiras para pipetas Corning
Agitador vortex Ika
Mesa agitadora Nova Etica
Dispensador Génius
Repipetador Gilson
Balanga Analitica Sartorius
Microvials 250 pL OCP
Tampa de aluminio com sépto OCP
Banho-de-agua Nova Etica
Purificador de agua Gehaka

3.4.2 Padroes

Tabela 10: Padrdes utilizados para validacao e quantificacao do estudo.

Identificacao Lote Finalidade
Losartana 05044244 Analito 1
Hidroclorotiazida 1003 Analito 2
Valsartana CO336 Padrao Interno 1
Clortalidona 7E38F Padrao Interno 2
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3.4.3 Reagentes

Tabela 11: Reagentes utilizados para validacao e quantificagdo do estudo.

Reagente Abreviacao Marca
Metanol MeOH Tedia
Acetonitrila grau HPLC ACN Tedia
Acetato de Etila EtOAc Tedia
n-Hexano HEX Tedia
Eter dietilico DEE Tedia

Acido acético CH3COOH JTBaker
Acido Férmico HCOOH Tedia

3.4.4 Amostras biolégicas

As bolsas de plasma utilizadas no preparo da curva de calibragdo e controles
de qualidade foram fornecidas pelo Banco de Sangue do Hospital de Sao Paulo.

3.4.5 Preparo das solucoes
3.4.5.1 Solucoes-padrao estoque

Foram preparadas solucbes de 1mg/mL de concentracdo, diluidas em
metanol, com excecao da losartana que foi diluida em uma solucao de metanol/agua
(1:1).

3.4.5.2 Solucoes-padrao de uso

Foram preparadas solugdes nas concentracdes de 250 ng/uL e 25 ng/uL para
ambos padrbes, losartana e hidroclorotiazida, diluidas em metanol/agua (1:1).
Preparou-se uma solugcéo de padrao interno nas concentracées de 156,25 ng/mL +
125 ng/mL de valsartana e clortalidona, respectivamente.
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As solucdes de losartana e hidroclorotiazida (250 ng/uL e 25 ng/ulL) utilizadas
no preparo das solu¢des-padréo de diluicdo dos calibradores e dos controles de

qualidade.
3.4.5.3 Fase movel

Com o auxilio de uma proveta de 500 mL mediu-se aproximadamente 100 mL
de 4gua, adicionou-se uma aliquota de 0,150 mL de &cido acético e completou-se o
volume para 300mL com agua. Obtendo-se assim uma solucdo de &cido acético
0,05%.

Com o auxilio de uma proveta de 1000 mL mediu-se 700 mL de acetonitrila.
Acrescentou-se os 300 mL de solugédo de acido acético 0,05% e homogeneizou-se

obtendo-se uma solucao de acetonitrila/acido acético 0,05%.
3.4.6 Preparo dos calibradores em plasma

O processo de dopagem (preparo de “solugdes” do farmaco na matriz
biolégica) da curva de calibracdo e controles de qualidade foi realizado pela
metodologia de dopagem direta. A dopagem direta consiste em um processo no qual
dopa-se cada ponto utilizando uma solugcdo mae previamente preparada em
solvente, levando-se em consideracdo a porcentagem maxima permitida de solucao
em plasma.

Segundo a RE 899 a quantidade maxima de solu¢ao presente em plasma nao
deve ultrapassar 2% do volume total do baldo volumétrico que sera completado com
plasma.

Para losartana as concentragdes da curva de calibragcdo em ng/mL foram 4; 8;
15; 50; 100; 250 e 500, e dos controles de qualidade em ng/mL 4; 12; 400; 650.

Para hidroclorotiazida as concentragées da curva de calibragdo em ng/mL
foram 4; 8; 15; 50; 100; 400 e 800, e dos controles de qualidade em ng/mL 4; 12;
200; 400.
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Tabela 12: Preparacao dos calibradores em plasma (curva de calibragao).

5 Volume do .
. Solucéao de Volume e Volume Concentracao
Uso (ng/uL) (uL) (ul) Final (uL) Final (ng/pL)
40,00 30 1470 1500 800
20,00 30 1470 1500 400
5,00 30 1470 1500 100
Losartana 2,50 30 1470 1500 50
0,75 30 1470 1500 15
0,40 30 1470 1500 8
0,20 30 1470 1500 4
25,00 30 1470 1500 500
12,50 30 1470 1500 250
5,00 30 1470 1500 100
Hidroclorotiazida 2,50 30 1470 1500 50
0,75 30 1470 1500 15
0,40 30 1470 1500 8
0,20 30 1470 1500 4

3.4.7 Procedimento de extracao

v

D N N N N NN

Identificou-se adequadamente os tubos de polipropileno de 12 mL com tampa
de presséo;

Pipetou-se 0,2 mL de amostra de plasma e transferiu-se para o respectivo
tubo;

Adicionou-se 25 L do padréo interno;

Agitou-se no voértex por 5 minutos;

Adicionou-se 25 L de acido férmico 1,3%;

Agitou-se no voértex por 5 minutos;

Adicionou-se 4 mL de acetato de etila’hexano/éter dietilico (70:15:15);
Agitou-se em mesa agitadora a 200 rpm por 5 minutos;
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Centrifugou-se a 3500 rpm por 2 minutos;
Separou-se as fases usando gelo seco;
Transferiu-se a fase organica para um tubo de vidro;
Evaporou-se a 50° C sob fluxo de nitrogénio;
Retomou-se com 200 pL de fase mével;

Transferiu-se para os inserts;

N N N N N N

Fechou-se os inserts e colocou-se na bandeja seguindo a ordem da corrida
analitica.

3.4.8 Condicoes cromatograficas

Tabela 13: Condi¢cdes cromatograficas utilizadas na validacdo e quantificacdo do

estudo.
Parametro Condicao / Fabricante
Coluna cromatografica C 8, 150x4,6mm, 5um Agilent, mod. Zorbax Eclipse
Pré-coluna C-18, 4x3mm, 5um Phenomenex (mod. Germini)
Fase mével Acetonitrila/acido acético 0,05%
Fluxo 0,6 mL/min
Temperatura da coluna 25°C
Temperatura do amostrador -10°C
Split 1:2
Volume de injecéo 30 pL
Tempo de corrida 4,5 minutos

3.4.9 Condicoes de ionizacao

As condi¢Ges de aquisicdo sdo demonstradas em trés transicbes do analito e
do padréo interno, sendo que dois ions sao utilizados para a identificagéo e o terceiro
para a quantificagdo (Tabela 14). Os pares de ions em negrito foram utilizados na
quantificacao.
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Tabela 14: Condi¢6es de ionizagao utilizadas na metodologia analitica.

EARMACO . TEMPO DE DWELL TIME CE
RETENGCAO (msec) (eV)

> 127,0 -24

Losartana 421,0 >157,0 2,96 min 80 -28
> 179,1 -32

>179,1 -32

Valsartana 434,2 >178,5 3,44 min 80 -34
> 116,1 -22

> 205,1 -4

Hidroclorotiazida 295,9 > 269,0 2,46 min 80 -8
> 126,0 -20

> 145,9 -24

Clortalidona 337,0 >189,9 2,48 min 80 -32
> 129,0 -28

3.4.10 Critérios de aceitacao da corrida analitica

Os resultados das amostras de CQ servem de base para aceitagao ou rejeigcao
da corrida analitica. No minimo 67% (quatro de seis) das amostras de CQ devem
estar dentro de +15% dos seus respectivos valores nominais, exceto para o LQ, para
o qual se admite desvios < 20%; 33% (duas de seis) das amostras de CQ podem
estar fora destes limites, mas ndo para a mesma concentragao.

Todas as amostras de um mesmo voluntario devem ser analisadas em uma
mesma corrida analitica.
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3.4.11 Método bioanalitico

Tabela 15: Pardmetros da técnica bioanalitica definidos para metodologia

empregada.
Técnica Bioanalitica HPLC-MS/MS
Tipo de ionizagao: Electrospray negativo (ESI-)
Método de detecgao: Monitoragcao de Reagbes Mdltiplas (MRM)
Voltagem do capilar 4.500 (V)
Temperatura de dessolvatagao: 450 (°C)
Padrao interno
Para Losartana: Valsartana — 156,25 ng/ml
Para Hidroclorotiazida: Clortalidona — 125 ng/ml
Matriz biologica: Plasma
Anticoagulante: Heparina sodica
Tipo de extragéo: Extracao liquido-liquido (LLE)
Faixa de linearidade
Para Losartana: 4 — 800 ng/ml
Para Hidroclorotiazida: 4 — 500 ng/ml
Parametro de quantificagao: Area relativa (area do analito / area do padrao
Parametro de deteccgao Tempo de retengéo e ions caracteristicos
Para Losartana: TR = 2,96 min m/z = 421,1 > 127,0
Para Hidroclorotiazida: TR = 2,46 min m/z = 295,9 > 205,1
Para Valsartana: TR = 3,44 min m/z =434,2 > 179,1
Para Clortalidona: TR = 2,48 min m/z = 337,0 > 145,9

3.4.12 Validacao da Metodologia Analitica
3.4.12.1 Parametros a serem validados

Apdés o desenvolvimento do método analitico, o qual deve ter sensibilidade
suficiente para quantificar com confianga a menor concentragdo provavel de ser
encontrada nas amostras dos voluntérios, a validagdo deve contemplar os seguintes
parametros:

v' Especificidade;
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Comprovacao da auséncia de supressao de ions;

Comprovacao da auséncia de contaminagao entre amostras (carry over);
Limite de quantificacdo (LIQ e LSQ);

Curva de calibracao e linearidade;

Recuperacéo;

Precisao e exatidao intra e interensaio;

Estabilidade.

N N N N N N

3.4.12.2 Procedimentos da validacao analitica
3.4.12.2.1 Especificidade

Foram analisadas conforme o método proposto, amostras da matriz biolégica
devidamente identificadas obtidas de, pelo menos, seis individuos, sendo 4
amostras normais, uma lipémica e uma hemolisada para avaliar possiveis
interferentes no tempo de retencao do farmaco e do padrao interno.

As solucbes padrdao para comparacao foram preparadas na concentracao
adequada para o farmaco e o padrdo interno e processadas conforme o método
proposto.

Os resultados foram comparados com aqueles obtidos de solucdo aquosa do
analito na concentracdo do LIQ ou com matriz biolégica adicionada do analito na
concentracao do LIQ.

As respostas de picos interferentes no tempo de retencdo do analito e do
padrdo interno devem ser inferiores, respectivamente, a 20% e 5% da resposta na
concentracao do LIQ.

Qualquer plasma que apresentar interferéncia significativa no tempo de
retengdo do farmaco, do metabdlito ou do padrdo interno deve ser rejeitado e um
novo grupo de amostras deve ser testado. Se amostras desse novo grupo também
apresentarem interferéncia significativa no tempo de retencao do farmaco, o método

deve ser alterado visando elimina-la.
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3.4.12.2.2 Supressao lonica

Foram realizados ambos os procedimentos, sendo que primeiro foi realizada a
infusdo direta de solugédo-padrao (analito + Pl) em concentracdo prdéxima aquela
utiizada no teste de infusdo durante o desenvolvimento do método e
concomitantemente foram injetadas varias vezes (n = 10 a 30) o branco da matriz
biolégica para verificar se a linha de base permaneceria estavel.

Depois, foi realizada a infusdo direta de solucdo-padrao (analito + Pl) em
concentracdo proxima aquela utilizada no teste de infusdo durante o
desenvolvimento do método e injetar o branco da matriz biolégica, programando um
tempo de corrida aproximadamente 5 vezes superior ao tempo de corrida
estabelecido, visando verificar a eventual presenca de picos negativos ou positivos
que poderiam aparecer depois do tempo regular de corrida.

Foram verificados os possiveis resultados e respectivas acdes a serem
tomadas (Tabela 16).

Tabela 16: Possiveis resultados do teste de supressao de ions e agdes decorrentes.

POSSIBILIDADE

(supondo tempo de corrida de 5 min)

ACAO

Auséncia de picos Método de acordo.

Picos com Tr < 5 min e n&o coincidentes com o Tr .
Método de acordo.

dos analitos
Picos com Tr < 5 min e coincidentes com o Tr dos Mudar condi¢cbes cromatograficas ou de
analitos preparo da amostra.
Picos com Tr > 5 min, por exemplo, 8 min Aumentar o tempo de corrida para 9 min.
Calcular ap6s quantas amostras este pico
aparecera e avaliar se ele
interferird no tempo de retengéo do analito. Se os
Picos com Tr > 5 min, por exemplo, 20 min picos coeluirem,

mudar as condi¢des cromatograficas, de preparo da
amostra ou

limpar a coluna analitica.
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3.4.12.2.3 Contaminacéo entre amostras ou arraste (carry over)

Foi injetada uma amostra com concentracdo maior ou igual ao ponto mais alto
da curva de calibracéo (LSQ) seguida da injecao de um branco da matriz biologica. O
processo foi repetido e desta vez injetou-se fase mével apds o LSQ.

Se houver a presenga de pico do analito ou do padrdo interno nas amostras
de branco, implica que esta ocorrendo o efeito de arraste. Portanto, considera-se
carry over a presenga de picos nos TR do analito e do Pl com &reas superiores a
20% e 5%, respectivamente, em relacao a resposta do LIQ.

Para eliminar este efeito pode-se:

Diluir a amostra;

Aumentar o procedimento de lavagem da seringa apds a injecao;
Acrescentar alcool isopropilico (IPA) na fase movel;

X X

Mudar o método.
3.4.12.2.4 Linearidade

A curva de calibracao foi compreendida pelas andlises da amostra branco
(matriz biolégica isenta de padrao do analito e do padrao interno), da amostra zero
(matriz bioldgica acrescida do padrao interno) e de 7 (sete) diferentes concentracdes
dos calibradores em duplicata, contendo o padréo interno e contemplando a faixa de
concentracao definida, sendo 4, 8, 15, 50, 100, 400 e 800 ng/mL para losartana e 4,
8, 15, 50, 100, 250 e 500 ng/mL.

As amostras que compdem a curva de calibracdo foram submetidas ao
método proposto e os resultados foram tratados pelo método estatistico apropriado,
sendo que o modelo mais indicado e aplicado foi o do célculo de regressao linear
pelo método dos minimos quadrados.

A avaliagao da curva considera os seguintes critérios:

v' Desvio < 20% em relagcdo a concentragdo nominal para o calibrador de
concentracao no limite de quantificacao do método (LIQ);
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v’ Desvio < 15% em relagdo a concentragdo nominal para as outras
concentragoes;

v No minimo 5 de 7 concentragbes (pontos da curva de calibragdo) devem
cumprir os critérios acima, incluindo o LIQ e o LSQ;

v" Quando utilizadas replicatas das concentragées, no minimo 67% de todas as
réplicas devem apresentar desvio < 15% em relagdo a concentragdo nominal
(£ 20% para réplicas do LIQ);

v O coeficiente de correlagao linear deve ser = a 0,98.

3.4.12.2.5 Precisao e exatidao

Na determinagdo da precisdo e da exatiddao da metodologia analitica foram
analisadas 4 concentragbes de CQ (LIQ, CQB, CQM, CQA), preparadas
respectivamente nas concentra¢des de 4 ng/mL, 12 ng/mL, 400 ng/mL e 650 ng/mL.

Este procedimento foi repetido em 3 ensaios devido as determinacoes
interensaio. Nao foi necessario demonstrar a precisao e a exatidao interensaio para o
LIQ, o que significa que essa concentragdo serd avaliada apenas no primeiro ensaio,
para determinar da precisao e exatidao intraensaio.

No célculo de precisdo e exatidao foram necessarios pelo menos 5 resultados
validos, ou seja, valores com precisdo <20% para o LIQ e <15% para demais CQs
e exatidao entre 80-120% para LIQ e 85-115% para demais CQs;

A precisdo e a exatidao intraensaio foram avaliadas pelo valor médio das
replicatas para cada concentragdo num mesmo ensaio;

A precisao e a exatidao interensaio podem ser avaliadas pelo valor médio de
todas as replicatas de cada concentragdo nos 3 ensaios. Contudo, € também aceito
o calculo utilizando a média das médias obtidas em cada dia para cada concentragao
de CQ.

3.4.12.2.7 Limite de quantificacao

O LQ pode ser estabelecido por uma das trés formas descritas a seguir:
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v Limites inferior (LIQ) e superior (LSQ) de quantificacao: No caso de LIQ,
verificar na literatura qual a menor concentragdo provavel de ser encontrada
nas amostras dos voluntarios apds a administracao do farmaco em regime de
dose e de via de introducdo semelhantes as do estudo em questdo, ou
calcular de 5 a 7 t2 de eliminagdo em relacdo ao Cmax, também
definida na literatura, e adotar esse valor como base para a
determinagdo do LIQ. Em seguida, preparar amostras (n=5) nessa
concentragcao e verificar a precisdao e exatiddao. Se necessario, adicionar o
farmaco a matriz biol6gica em concentragdo proxima (maior ou menor) a esse
valor de concentracdo. O LIQ sera a menor concentracdo na qual o pico de
resposta do farmaco for identificavel e reprodutivel com precisdo de < 20% e
exatiddo compreendida entre 80 e 120%. Se for um estudo de cronograma de
coletas truncado, entdo o LIQ deve ser eficiente para permitir a quantificacao
de todas as amostras de coletas até, no minimo, 72 horas. No caso do LSQ,
verificar na literatura qual o Cmax do farmaco e adotar esse valor acrescido de
até aproximadamente 120% como LSQ. A validacdo do LSQ deve apresentar
precisao < 15% e exatidao compreendida entre 85 e 115%.

v Sinal / Ruido: O LIQ sera a concentragdo que produzir uma razao superior a
5:1 entre o sinal do analito e o ruido da linha de base.

v Intercepto: O LIQ é expresso através da equacgdo: LIQ = (DP * 10)/i.c., onde
DP é o desvio padrdao do intercepto com o eixo y de vérias curvas de
calibragdo contendo concentragdes do farmaco prdéximas ao suposto LQ e i.c.,
€ a inclinagao da curva de calibragao.

3.4.12.2.8 Recuperacao

Embora porcentagens de recuperacdo préoximas a 100% sejam desejaveis,
admitiu-se valores menores, desde que a recuperagao apresentasse precisao < 20%

entre as replicatas de cada conjunto.
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Além disso, considerou-se que a diferenca entre os valores de recuperacao
obtidos para os controles CQB, CQM e CQA sejam < 15%.

O ensaio foi realizado comparando-se os resultados analiticos de amostras
extraidas a partir de trés concentragoes (CQB, CQM e CQA) com aqueles obtidos de
amostras ndo extraidas (padrdo adicionado ap6s a extracdo) preparadas quer seja
em solugdo ou em matriz bioldgica, as quais representam 100% de recuperagéo. O
célculo da recuperagédo foi realizado em funcdo da relacdo de area do padrao
extraido e nao extraido, tanto para o analito quanto para o padrdao interno
separadamente.

3.4.12.3 Estabilidade

Na determinacdo da estabilidade foi utilizado um conjunto de cinco amostras
das concentragdes baixa e alta determinadas na validacao do método analitico (CQB
e CQA) preparadas a partir de uma solucao estoque recente do farmaco em estudo,
adicionado a uma matriz bioldgica isenta de interferéncia.

A estabilidade foi demonstrada nas condi¢des do estudo corrente (temperatura
de armazenamento, matriz biolégica e anticoagulante) e o foi concluido antes da
analise das amostras dos voluntarios, com exceg¢ao do ensaio de estabilidade de
longa duragao, que pode ser concluido ao final das corridas analiticas.

3.4.12.3.1 Preparo das amostras do teste de estabilidade e dos CQ’s controle
(CQ-Ctrl)

Foram preparadas as solu¢des padrao do analito, do padrao interno (Pl) e as
amostras de CQB e CQA sem padrao interno, em volume suficiente para todo o
estudo de estabilidade. Aliquotou-se os CQs de acordo com a tomada de ensaio e
procedeu-se adicionando Pl a 5 aliquotas de cada CQ e analisou-se conforme o
método proposto.

Esses resultados serviram de controle em todos os testes de estabilidade
(CQ-Ctrl).
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A avaliacao dos resultados foi feita através do calculo da percentagem de
desvio em relagao aos controles.

3.4.12.3.2 Estabilidade apds ciclos de congelamento e descongelamento (CQ-
CCD)

A estabilidade do farmaco (analito) foi avaliada ap6s 3 ciclos de congelamento
e descongelamento. O teste foi feito utilizando-se 5 amostras de concentrac¢des baixa

e alta, definidas na validacao do método analitico, nas seguintes condicoes:

Manteve-se uma amostra de cada CQ a - 20T por 2 4 horas;
Descongelou-se a temperatura ambiente (ciclo 1);
Congelou-se novamente por 12 a 24 horas;

Descongelou-se a temperatura ambiente (ciclo 2);
Congelou-se novamente por 12 a 24 horas;

o a0 k~ wh o~

Descongelou-se a temperatura ambiente (ciclo 3).

Apbs o terceiro ciclo de congelamento e descongelamento, cada amostra de
CQ (n=5) foi aliquotada com adicao de PI (padrao interno) e submetida a analise. Os
resultados foram comparados com os respectivos CQs-Cirl.

3.4.12.3.3 Estabilidade de curta duracao (CQ-CD)

Para verificagdo dessa estabilidade foram utilizadas 5 amostras das
concentracbes do CQB e CQA. Cada uma delas permaneceu a temperatura
ambiente de 4 (quatro) a 24 (vinte e quatro) horas (com base no tempo em que as
amostras do estudo serdo mantidas a temperatura ambiente) e analisadas. Os
resultados foram comparados com aqueles obtidos da andlise das amostras recém-
preparadas (CQs-Ctrl).
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3.4.12.3.4 Estabilidade de longa duracao (CQ-LD)

O tempo de armazenamento para o estudo de longa duragcdo deve exceder o
intervalo de tempo compreendido entre a coleta da primeira amostra e a analise da
ultima. A temperatura utilizada no ensaio deve reproduzir a recomendada para o
armazenamento das amostras (< 20C).

No ensaio de estabilidade de longa duragao foram utilizadas duas curvas de
calibracao, ou seja, os resultados foram reportados como a variagdo observada
numa mesma amostra antes e depois do periodo em teste. Nesse caso, os CQs
recém-preparados sao lidos na curva do dia e sdo armazenados pelo periodo em
teste. Ao término desse periodo, esses CQs foram descongelados e analisados em
uma nova curva recém-preparada.

O ensaio poderia ter sido realizado utilizando apenas uma curva de calibragao
e a comparacao seria feita entre os controles armazenados com controles recém-
preparados. Neste caso, os CQs recém-preparados sdo armazenados pelo periodo
em teste e ao término desse tempo sao descongelados e lidos em uma curva recém-

preparada juntamente com controles, também recém-preparados.
3.4.12.3.5 Estabilidade pés-processamento na bandeja do injetor (CQ-PP)

No caso da utilizagdo de equipamentos que empreguem sistemas automaticos
de injecdo com recurso de controle de temperatura deve-se verificar a estabilidade
do farmaco na condicdo de temperatura sob a qual as amostras do estudo serdo
analisadas. Foram utilizadas 5 amostras de concentracbes baixa e alta
determinadas na validacdo do método analitico e os resultados foram comparados
com aqueles obtidos da analise das amostras recém-preparadas (CQs-Cirl).

Na prética, apds a extragdo e transferéncia da aliquota para os frascos de
injecdo, a amostra processada foi mantida na bandeja do injetor automatico do
equipamento. Desta forma, foi calculado o intervalo de tempo entre a primeira e a
altima injecao considerando a bandeja totalmente preenchida e os frascos foram
deixados na bandeja do injetor por um intervalo de tempo = ao calculado. Decorrido
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esse tempo, as amostras foram injetadas e quantificadas na curva de calibracdo dos
outros ensaios de estabilidade.

3.4.12.3.6 Estabilidade das solucoes padrao do analito e do PI

A estabilidade das solugdes-padrao do farmaco e do Pl pode avaliada a
temperatura ambiente ou em condicbes de refrigeracdo ou congelamento,
dependendo do farmaco.

Os padroes foram pesados, a solu¢ao padrao do analito e do Pl foi preparada
e injetada (Pd-Ctrl). Uma aliquota dessa solugédo padrdo foi deixada a temperatura
ambiente por no minimo 6 horas (bancada) para injetar em seguida no equipamento
(Pd-CD) e foram armazenadas sob refrigeracdo ou congelamento (freezer),
contemplando a temperatura e o periodo de armazenamento das mesmas (Pd-LD).
Passado esse tempo, as solugbes foram novamente injetadas e os resultados

comparados com os obtidos anteriormente (Pd-Cirl).
3.4.12.3.7 Analise dos resultados

As amostras sao consideradas estaveis quando se observar desvio < 15% do
valor obtido em relagdo as amostras recém-preparadas.
A férmula abaixo, normalmente aplicada, foi utilizada para calcular a % de

desvio. Quaisquer procedimentos alternativos devem ser justificados.

Desvio (%) = [(conc. obtida — conc. controle) + conc. controle] x 100
3.4.12.4 Quantificacao das amostras

Todas as amostras de um mesmo voluntario devem ser analisadas em uma
mesma corrida analitica.

Os resultados devem ser avaliados e caso seja necessario reprocessar
amostras deve-se seguir os procedimentos segundo os critérios de reandlise das

amostras.
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3.4.12.5 Validagao das corridas analiticas

No método validado, sua precisdo e exatiddo foram monitoradas
continuamente, através de controles, para assegurar um desempenho satisfatorio ao
longo do estudo.

Os CQs foram incorporados em intervalos adequados, dependendo do
namero total de amostras da corrida, preferencialmente um CQ a cada 10 amostras,
sempre em igual numero de replicatas de cada concentracdo (CQB, CQM e CQA)
e nunca em quantidade inferior a 5% (cinco por cento) do nimero de amostras
desconhecidas.

Nas corridas analiticas constituidas de até 120 amostras, pelo menos 6 (seis)
CQs (uma duplicata de cada concentracao) devem estar presentes.

3.4.12.5.1 Critérios de aceitacao

Os resultados das amostras de CQ serviram de base para aceitagdo ou
rejeicdo da corrida analitica. No minimo, 67% (quatro de seis) das amostras de CQ
devem estar dentro de mais ou menos 15% dos seus respectivos valores nominais;
33% (duas de seis) das amostras de CQ podem estar fora destes limites, mas nao
para a mesma concentragao.

Na eventualidade de trés CQs seguidos apresentarem valores fora dos
critérios de aceitacdo, todas as amostras compreendidas nesse intervalo devem ser
reanalisadas, ou seja, da primeira amostra apds o ultimo CQ aceito até a amostra
imediatamente antes do préximo CQ aceito.

3.5 Etapa estatistica

A seguinte andlise estatistica foi conduzida baseada em médias de minimos
quadrados de cada componente do produto teste e referéncia. O modelo estatistico
utilizado para a andlise foi:
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Sequéncia + Voluntario (Sequéncia) + Periodo + Tratamento

Realizou-se uma andlise de variancia (ANOVA), com efeitos fixos para
sequéncia, periodo e tratamento e efeito aleatério para voluntario dentro da
sequéncia, usando transformacao logaritmica de ASCy.; € Cmax- Foram calculados os
intervalos de confianca de 90% para a razao das médias geométricas das medidas
farmacocinéticas ASCo.t € Crmax-

Os seguintes programas foram utilizados: WinNonlin™, versao 3.1; EquivTest
versao 2.0; GraphPad Prism, versao 2.0; Microsoft Excel, versao 97; Microsoft Word,
versdo 97.

Na etapa clinica da losartana e hidroclorotiazida houve atraso nos tempos de
coleta e os mesmos foram considerados no calculo dos parametros

farmacocinéticos.
3.5.1 Critérios de decisao de bioequivaléncia

Como critério de decisdo de bioequivaléncia das formulacbes R e T, é
necessario avaliar se o0s intervalos de confianca para a razdao das médias
geomeétricas de ASCy.: e Cmax €stdo dentro dos limites de bioequivaléncia de 80% a
125%.

3.5.2 Analise de variancia

O modelo de analise de variancia (ANOVA), com método de lineares
generalizados, foi aplicado para os parametros farmacocinéticos log-transformados
Cmax € ASCy.t para determinar as diferencas entre produto Teste e Referéncia. O
modelo incluiu os efeitos de sequéncia, tratamento, periodo como fatores fixos e
voluntario dentro da sequéncia como fator aleatério. O efeito de sequéncia foi testado
usando o termo voluntario dentro da sequéncia com a = 10%. E outros efeitos foram

testados usando o erro residual do modelo com a = 5%.
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3.5.3 Poder

O Poder de um teste estatistico para confirmar a bioequivaléncia entre duas
formulacdes (Referéncia e Teste) € aplicado e definido como a probabilidade de
rejeitar ndo bioequivaléncia entre referéncia e teste quando duas formulagdes sao
bioequivalentes.

3.5.4 Intervalo de Confianca de 90%

O intervalo de confianga (IC) de 90% é aplicado e definido como um intervalo
sobre o valor estimado que garante 90% de certeza que este intervalo contém o
verdadeiro valor.

Os parametros Cmax, ASCy.t € ASCy.ins foram analisados na escala logaritmica
para testar a bioequivaléncia do produto Teste e Referéncia. A bioequivaléncia é
confirmada quando IC 90% esta dentro do intervalo de 80%-125%. IC 90% para Cnax,
ASCy. € ASCo.int.
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4.1 Etapa clinica

Conforme Anexo 1, o estudo foi apresentado ao Comité de Etica da Unicamp
e 0 mesmo foi aprovado para realizacao do estudo de bioequivaléncia farmacéutica
proposto.

O numero de voluntarios necessarios para a realizacdo de um estudo de
bioequivaléncia pode influenciar significantemente na probabilidade de aceitacédo da
bioequivaléncia entre teste e referéncia. Durante a etapa de planejamento, 0 nimero
de voluntarios € uma das questdes mais importantes para obter um poder desejado
para o estudo (por exemplo, 80%) estabelecendo bioequivaléncia entre duas
formulacdes dentro dos limites clinicamente importantes. Assim para a determinacao
do numero de voluntérios (N) realiza-se o calculo da funcdo do poder do teste
fundamentado numa estimativa de coeficiente de variagcao intra-individual obtida em
literatura ou estudo piloto.

Os 28 voluntarios recrutados apresentaram o indice de Massa Corpérea (IMC)
maior ou igual a 19 e menor ou igual a 28, boas condi¢cdes de saude ou auséncia de
doencas significativas, e com pressao considerada normal (100-140 mm Hg para a

sistolica e 60-90 mm Hg para a diastdlica).

Tabela 17: Dados estatisticos descritivos da populagao.

Voluntarios Desvio
Variaveis Média . Minimo Maximo Mediana
(N) Padrao
Altura 28 1,64 0,08 1,50 1,82 1,64
Peso 28 63,29 7,97 51,00 76,3 62,20
IMC 28 23,53 2,38 19,43 27,99 22,76
Idade 28 31,85 7,59 19,00 45,00 29,00

IMC: Indice de massa corpoérea.

Para a selecdo dos voluntarios, os mesmos foram submetidos a

exames especificos. O resultado desses exames (pré-estudo) foram critérios
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imparciais para o aceite do individuo no estudo. A relacdo dos exames realizados
(pré e pos-estudo) com os resultados obtidos para uma amostragem de voluntarios
encontram-se descritos nas Tabelas 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25.
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Tabela 18: Resumo de exames laboratoriais pré-estudo (analise bioquimica).

Voluntarios Valor
Exames A .
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 Referéncia
Colesterol
126 157 106 155 159 187 230 121 172 197 0-239
Total (mg/dL)
Triglicérides
147 48 112 58 54 103 117 47 70 110 0-200
(mg/dL)
Uréia (mg/dL) 35 33 41 36 25 32 30 49 24 42 6 -50
Creatinina
0,81 0,82 057 120 082 1,03 113 0,89 1,10 1,10 0,6-—-1,1
(mg/dL)
Glicose jejum
90 86 95 78 79 77 74 71 87 94 60 - 99
(mg/dL)
Acido Urico
4,3 4,3 3,1 4.4 2,6 47 5,7 5,8 3,6 3,8 26-6
(mg/dL)
TGO (U/L) 23 33 21 33 33 13 20 20 21 31 13-35
TGP (U/L) 20 34 16 31 19 15 22 10 13 23 7-34
Bilirrubina
0,52 057 052 084 065 055 051 1,40 055 0,67 05-14
Total (mg/dL)
Bilirrubina
. 0,12 0,16 0,14 0,19 0,29 0,1 0,19 0,55 0,1 0,11 0,1-0,6
Direta (mg/dL)
Bilirrubina
Indireta 0,36 0,41 03 055 046 0,45 0,3 0,77 0,35 0,58 0,1-0,8
(mg/dL)
Fosfatase
. 175 172 140 149 168 138 274 190 162 211 70 - 290
Alcalina (U/L)
Gama GT (U/L) 14 16 16 17 22 13 29 29 14 25 7 - 32
Proteinas
. 6,0 7,3 6,4 6,1 6,0 7.5 7,1 7,6 6,5 7.1 6-8
Totais (g%)
Albumina (
4,6 4,3 4,9 4.4 4.3 45 49 4,5 47 4,7 3,5-5,5
g%))
Globulina (
1,4 3,0 1,5 1,7 1,7 3,0 2,2 3,0 1,8 2,4 1-3
g%))
Relacao A/G 3,3 1,4 3,3 ,2,6 2,5 1,5 2,2 1,4 2,6 2,0 1,2-5
Beta HCG (mUl/ .
mL)
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Tabela 19: Resumo de exames laboratoriais pré-estudo (Andlise Hematoldgica).

Voluntarios Valor
Exames A .
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10  Referéncia
Hemoglobina
155 16,1 14,4 159 154 16,2 16,0 154 14,8 14,8 11,3-16,3
(g/dL)
Eritrécito
540 5,10 5,04 5,39 539 531 527 5,34 522 535 40-54
(mm3)
Hematdcrito
(%) 46,5 47,9 429 479 47 47,7 47,5 46,1 451 441 36 —48
(o]
V.C.M. (fL) 854 86,1 851 888 80,0 89,7 86,4 86,2 79,7 824 77 - 92
H.b.C.M. (pg) 28,4 286 285 294 270 30,4 285 28,7 315 27,6 27-32
C.H.b.C.M
33,3 332 335 331 32,7 339 330 334 328 335 30-35
(g/dL)
RDW (%) 13,1 13,4 13,0 13,3 14,1 13,0 13,7 126 13,1 14,5 11,5—14,5
Leucocitos
o 54 41 5,1 11 69 65 65 48 70 7.8 4-11
(mm”)
Neutréfilo (%) 62 57 42 53 70 58 41 55 49 57 40-70
Mieldcitos
- - - - - - - - - - 0-0
(%)
Metamieldcitos
- - - - - - - - - - 0-0
(%)
Bastonetes (%) - 1 - - - - - - - - 0-4
Segmentados
62 56 42 53 65 58 41 55 49 57 36 - 66
(%)
Eosindfilo (%) 2 4 3 3 2 2 2 4 4 2 2-4
Basofilos (%) 0 1 1 1 0 1 1 1 1 1 0—1
Linfocitos (%) 28 30 31 27 27 31 43 30 35 28 25— 45
Mondcitos (%) 9 8 10 7 6 8 8 10 5 6 2-10
Plaquetas
(103) 194 270 186 264 299 291 265 177 307 295 150 - 400
X
Resultados

- 148 -



Tabela 20: Resumo de exames laboratoriais pré-estudo (analise parasitologica).

Voluntarios
Exames Valor Referéncia
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Protozoarios 0 O 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Helmintos 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

0 = Resultados negativos, 1 = Resultados positivos.

Tabela 21: Resumo de exames laboratoriais pré-estudo (analise soroldgica).

Voluntarios
Exames Valor Referéncia
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Hepatite B ~
0O 0 0 O 0 0 0 0 0 0 Nao reagente
(Anti-HBS)
Hepatite B
(Anti-HBc 0O 0 0 O 0 0 0 0 0 0 Nao reagente
IgG)
Hepatite B
(Anti-HBc 0O 0 0 O 0 0 0 0 0 0 Nao reagente
IgV)
Hepatite C _
. 0 0 0 O 0 0 0 0 0 0 Nao reagente
(Anti-VHC)
HIV 1-2 0O 0 O O 0 0 0 0 0 0 0
Hepatite B ~
0O 0 O 0 0 0 0 0 0 Nao reagente
(AgHBs)

0 = Resultados negativos, 1 = Resultados positivos.
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Tabela 22:

Resumo de exames laboratoriais pré-estudo (anélise de urina).

Voluntarios Valor
Exames A
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10  Referéncia
Depositos 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Densidade
1020 1010 1020 1020 1010 1020 1020 1020 1020 1010 1010 - 1020
(mg/L)
Proteinas
0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
(mg/dL)
Glicose
0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
(mg/dL)
Corpos
. 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Cetonicos
Pigmento
. 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Biliar
Nitrito 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Células
0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Epiteliais
Filamentos de
0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Muco
Leucocitos
Urina 250 250 250 500 500 2500 250 500 250 2500 0- 10000
(Células/mL)
Hemacias
i 250 250 250 500 500 4000 250 250 500 1250 0 - 8000
(Células/mL)
Cilindros 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
pH 6 5 6 6 7 6 6,5 5 5 5 50-7
Oxalato de
) 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Calcio
Acido Urico 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Fosfato Triplo 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Uratos
0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Amorfos
Fosfatos
0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Amorfos

0 = Resultados negativos, 1 = Resultados positivos.
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A Ultima fase da etapa clinica é a realizacdo de exames poés-Estudo. Nesta
fase os voluntarios sdo submetidos novamente a exames laboratoriais clinicos e
eletrocardiograma, para garantir o boa condicdo de saude geral dos individuos que
participaram da do estudo. Para tanto segue abaixo uma amostragem dos resultados

pds-estudo.

Tabela 23: Resumo de exames laboratoriais p6s-estudo (analise bioquimica).

Voluntarios Valor
Exames A
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 Referéncia
Colesterol
147 170 131 126 193 158 180 122 158 215 0-239
Total (mg/dL)
Triglicérides
50 69 42 60 131 104 177 42 54 275 0-200
(mg/dL)
Uréia (mg/dL) 22 31 43 48 50 40 28 47 30 26 6 - 50
Creatinina
1,1 0,8 0,7 0,7 0,6 0,7 0,6 1,1 1,1 0,9 0,6-1,1
(mg/dL)
Glicose
96 91 99 88 89 75 92 84 99 97 60 - 99
jejum(mg/dL)
Acido Urico
3,1 4,8 3,6 5,2 5,6 5,6 5,7 4.8 4,8 41 2,6-6
(mg/dL)
TGO (UL) 20 27 24 41 23 18 17 18 19 25 13-35
TGP (U/L) 17 30 13 27 25 18 25 11 9 25 7-34
Bilirrubina

0,60 0,57 0,74 0,85 1,22 0,53 0,51 1,40 0,85 0,96 05-14
Total (mg/dL)

Bilirrubina
0,17 0,1 0,18 0,14 0,17 0,17 0,16 0,4 0,17 0,11 0,1-0,6
Direta (mg/dL)
Bilirrubina

i 0,23 0,22 0,25 0,22 0,49 0,36 0,35 0,70 0,23 0,27 0,1-0,8
Indireta (mg/dL)

Fosfatase
160 176 155 164 168 209 234 173 157 180 70 - 290
Alcalina (U/L)
Gama GT (U/L) 9 18 18 10 21 15 27 31 17 28 7-32
Proteinas
71 71 7,3 7,2 7,2 6,5 6,8 6,3 71 7.8 6-8
Totais (g/dL)
Albumina (g/dL) 4,7 4,4 4,9 4,7 4,7 4.4 4,6 4.6 51 4,9 35-55
Globulina (g/dL) 2,4 2,7 2,5 2,5 2,5 2,1 2,2 1,7 2,0 2,8 1-3
Relagao A/G 1,9 1,6 1,9 1,9 1,9 2,1 2,1 2,7 2,5 1,8 12-5
Resultados

- 151 -



Tabela 24: Resumo de exames laboratoriais p6s-estudo (analise hematolégica).

Voluntarios Valor
Exames A .
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 Referéncia
Hemoglobina
45 16,0 13,9 141 139 152 152 135 142 146 11,3-16,3
(g/100mL)
Eritrécito
6 497 454 481 474 521 501 519 4,06 5,34 5,23 40-5,4
(x 10°/mms)
Hematdcrito
(%) 428 479 41,5 424 415 450 450 39,9 429 43,5 36 — 48
(o]

V.C.M. () 86,1 86,4 86,1 893 796 89,7 86,7 86,6 80,2 83,1 77 - 92
H.b.C.M. (pq) 29,1 288 288 296 27,6 30,2 29,2 293 285 27,8 27 - 32
C.H.b.C.M (%) 33,8 334 334 332 334 33,7 33,7 338 33,1 335 30-35

RDW (%) 124 132 13,1 12,8 14,2 13,3 134 125 129 141 115-145

Leucocitos

a . 54 44 59 74 11 46 78 43 74 95 4 -11
(x10°unidade/mL)
Neutrofilo (%) 63 47 46 50 57 54 56 52 49 64 40 - 70

Mielocitos

0 0 0 0 0 0 0 0 0 0-0
(%/mm3)
Metamieldcitos
0 0 0 0 0 0 0 0 0 0-0
(%)
Bastonetes(%) 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0-4
Segmentados
63 47 46 50 57 54 56 52 49 64 36 - 66
(%)

Eosinofilo 1 8 18 13 17 3 7 4 9 7 2-4
Basofilos (%) 1 1 0 1 1 1 1 1 1 1 0-1
Linfocitos (%) 27 35 26 28 20 33 29 33 37 24 25 —45
Mondcitos (%) 8 9 10 8 5 9 7 10 4 4 2-10

Plaquetas (x10°) 221 267 296 260 303 259 275 162 395 374 150 - 400

0 = Resultados negativos, 1 = Resultados positivos.
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Tabela 25: Resumo de exames laboratoriais p6s-estudo (analise de urina).

Voluntarios Valor
Exames A
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10  Referéncia
Depositos 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0
Densidade
1020 1010 1020 1020 1020 1010 1020 1020 1010 1010 1010 - 1020
(mg/L)
Proteinas
0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
(mg/dL)
Glicose
0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
(mg/dL)
Corpos
. 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Cetonicos
Pigmento
. 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Biliar
Nitrito 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Células
0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Epiteliais
Filamentos de
0 0 0 0 0 1 0 1 0 0 0
Muco
Leucocitos
Urina 1250 2000 2000 1000 1000 2000 1000 3000 500 250 0- 10000
(Células/mL)
Hemacias
i 750 1000 1500 250 500 250 250 1750 500 250 0 - 8000
(Células/mL)
Cilindros 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
pH 6 5 6 5 6 5 5 5 5 7 50-7
Oxalato de
i 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Calcio
Acido Urico 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Fosfato Triplo 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Uratos
0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Amorfos
Fosfatos
0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Amorfos

0 = Resultados negativos, 1 = Resultados positivos.
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Todos os voluntérios selecionados foram avaliados pelo eletrocardiograma e
considerados pelo Cardiologista aptos a participar do estudo, conforme amostragem
de resultados apresentados no Anexo 3.

Dos 28 voluntarios selecionados, 17 apresentaram ritmo cardiaco sinusal
normal e 11 com pequenas alteragdes consideradas clinicamente nao significativa,
sendo 8 com bradicardia, 1 com Intervalo PR curto, 1 com bloqueio incompleto do
ramo direito e 1 com bloqueio incompleto do ramo esquerdo.

A data e o horério de confinamento dos voluntarios encontram-se descritas na
Tabela 26. Os voluntérios se apresentaram as 18:00 horas na noite anterior de cada
periodo o qual foi feita uma reunido pré-confinamento, vistoria dos pertences dos

voluntarios e uma avaliacao médica. O tempo de confinamento foi de 26 horas.

Tabela 26: Histérico de confinamento dos voluntarios.

Inicio: 29/11/2005 — 20h00.
Periodo |
Término: 30/11/2005 — 22h00.

Inicio: 06/12/2005 — 20h00.
Periodo Il
Término: 07/12/2005 — 22h00.

Apdés um periodo de 10 horas de jejum foram coletadas as amostras
referentes ao tempo zero, e foi administrada a primeira dose do medicamento. Apés
a administragdo os voluntérios permaneceram em decubito dorsal elevado em 60°,

durante quatro horas e 30 minutos.
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Tabela 27: Administragdao da medicagéo.

. Losartana comprimido revestido de 100 mg +
Posologia: . o
hidroclorotiazida 25 mg

Forma de administracao: | 1 comprimido acompanhado por 200 mL de agua s/ gas

Periodo | Inicio: 30/11/2005 — 07h00
Administracao dos Término: 30/11/2005 — 07h28
medicamentos*: Inicio: 07/12/2005 — 07h00
Periodo Il

Término: 07/12/2005 — 07h28

Intervalo entre os ,
. 07 dias
periodos:

*O inicio e o término da administracdo se refere a data e horario da administragdo da medicagdo ao primeiro

voluntario e da administragao ao ultimo voluntario.

Durante o periodo de confinamento foram observados alguns eventos
adversos dos quais alguns encontra-se descritos na Tabela 28.
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Tabela 28: Eventos adversos.

Relacao
o . Evento .
Voluntario Medicacao Intensidade coma Conduta
Adverso
Droga
3 T Cefaléia M S 0
3 R Cefaléia M S 1
10 R Cefaléia L S 1
11 R Cefaléia L S 1
Hipotenséao
16 T . M S 1
e cefaléia
Tontura,
16 R palidez e M S 1
cefaléia
17 T Cefaléia M S 1
17 R Cefaléia M S 1
18 R Cefaléia M S 1
18 T Cefaléia M S 1
Cefaléia e
23 R ; L S 0
nausea
Nausea e
24 R _ L S 1
vomito
Medicacao Intensidade Relacao com a Conduta:
T: Teste L: Leve droga 0: Nenhuma
R: Referéncia M: Moderado N: N&o relacionado 1: Tratamento
S: Severo S: Suspeito farmacolégico

Os eventos descritos na Tabela 4.4 ocorreram em baixa intensidade, nauseas,
taquicardias, tonturas e cefaléia, sao implicagbes comuns consequientes da

administracdo do medicamento. Portanto, os eventos adversos anunciados nao se
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apresentaram significativos, pois se encontram dentro do quadro esperado para o

estudo.
4.1.1 Pressao sistolica e diastdlica

Visando compreender um dos objetivos secundarios do estudo em questéo,
valores presséricos foram obtidos no decorrer das internagdes como dado de
seguranca. Desta forma, através destes valores, foi possivel estabelecer um
comparativo (Figura 4.1) que demonstra as variagdes entre a pressao sistélica e

diastolica em fungao do tempo.
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—@—Pressdo Sistolica T == Press3o Sistdlica R =4 Pressdo Diastdlica T ==é=Press3do Diastdlica R

Figura 15: Grafico da pressao arterial em fungéo dos tempos de coleta.

4.2 Etapa analitica

A metodologia analitica de quantificacdo utilizada foi devidamente
desenvolvida e validada, para garantir a confiabilidade dos resultados. Neste
processo, foram avaliados os seguintes parametros: especificidade / seletividade,
linearidade, exatidao e precisao intra e inter corrida analitica, recuperacao do método

de extracao e a estabilidade dos analitos nas condigdes experimentais.
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Na Tabela 29, estdo apresentados os resultados obtidos para no método

analitico da associacéo losartana (antagonista dos receptores da angiotensina) +

hidroclorotiazida (diurético tiazidico).

Tabela 29: Principais resultados apresentados pela validagcdo da metodologia

analitica.

Parametros Validados

Losartana

Hidroclorotiazida

Especificidade / Seletividade

Supressao de lons

Carry Over

Linearidade

Faixa de Linearidade

Coeficiente de Correlagéo Linear

da Reta

Preciséo e Exatidao (LIQ)

Precisdo e Exatiddo dos CQs

(Controles de Qualidade)

Recuperacao

Especifico para a Losartana e

Valsartana (PI)

Auséncia de Pico na Regiéo de

Interesse

Auséncia de Pico na Regiao de

Interesse
Boa Resposta Linear

4-800 ng/mL
0,9957 — 0,9977

Concentragao: 4 ng/mL
Precisdo e Exatidao intra-ensaio:
CV6,6—11,0% € 91,3-109,3%
Precisdo e Exatidao inter-ensaio:

CV 9,0% e 100,7%
(Valores dentro da faixa de variagao de
20% em fungéo do valor nominal)

Concentracgdes: 12, 400 e 650 ng/mL
Precisdo e Exatidao intra-ensaio:
CV 2,6 —8,4% e 99,5 - 108,9%
Precisdo e Exatidao inter-ensaio:
CV 0,7-3,5% e 101,3-108,1%
(Valores dentro da faixa de variagao de
15% em fungao do valor nominal)

Eficiente e seletivo para o analito e o
padrao interno
Extragao Média: 73,9%
Nivel de CQB, CQM e CQA: 71,5%,
84,5% e 65,7%
Recuperagao do PI: 65,1%

Especifico para a Hidroclorotiazida e
Clortalidona (PI)

Auséncia de Pico na Regido de
Interesse

Auséncia de Pico na Regido de
Interesse

Boa Resposta Linear

4-500 ng/mL
0,9988 — 0,9995

Concentragdo: 4 ng/mL
Precisdo e Exatidao intra-ensaio:
CV 3,1 -9,4% e 89,4 — 105,8%
Precisdo e Exatidao inter-ensaio:

CV 8,6% e 96,7%
(Valores dentro da faixa de variacao de
20% em func¢éo do valor nominal)

Concentragbes: 12, 200 e 450 ng/mL
Precisdo e Exatidao intra-ensaio:
CV 1,4-5,0%e95,7—104,7%
Precisdo e Exatidao inter-ensaio:
CV25-3,7%¢€98,5-101,4%

(Valores dentro da faixa de variagao de
15% em fungéo do valor nominal)

Eficiente e seletivo para o analito e o
padrao interno
Extracao Média: 76,2
Nivel de CQB, CQM e CQA: 66,5%,
88,6% e 73,4%
Recuperagao do PI: 69,5%
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4.2.1 Validacao da Metodologia Analitica
4.2.1.1 Especificidade

Conforme ja mencionado, no teste de especificidade do método, foram
realizadas andlises de amostras de plasma branco de seis individuos, sendo quatro
amostras normais, uma lipémica e uma hemolisada.

Os resultados foram comparados com aqueles obtidos com uma solugéao
aquosa do analito, em concentragcao proxima ao LQ e do padrao interno, préxima a
sua concentracao final.

Nao foram detectados interferentes significativos nos tempos de retengcédo do
analito e do padrao interno, conforme exemplificado nos cromatogramas (Figura 16 e
17).
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Figura 16: Cromatogramas representativos para amostras de branco normais dos

analitos e o0s seus respectivos padrdes internos.
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padrdes internos.
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seus respectivos padrdes internos.
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Figura 19: Cromatogramas representativos do plasma branco que demonstra a
auséncia de coeluicao de interferentes para o analito (losartana) e o padrao interno

(valsartana).
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Figura 20: Cromatogramas representativos do plasma branco demonstra a auséncia
de coeluicao de interferentes para o analito (hidroclorotiazida) e o padrao interno

(clortalidona).
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4.2.1.1.2 Carry over
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Figura 21: Cromatogramas representativos para o teste de carry over, sendo o

primeiro referente a injecao da solugéo de losartana e seguido da injegao do branco.
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Figura 22: Cromatogramas representativos para o teste de carry over, sendo o
primeiro referente a injecao da solucao de hidroclorotiazida e seguido da injecao do
branco.

Resultados
- 165 -



4.2.1.2 Linearidade
4.2.1.2.1 Losartana

Na avaliacdo da curva de calibracao (linearidade 1, 2 e 3) para a losartana,
foram obtidos resultados em conformidade com os critérios de aceitagéo previamente
estabelecidos, onde no minimo 6 de 7 concentragdes (pontos da curva de calibracao)
apresentaram resultados com desvio < 20% em relagdo a concentracao nominal para
o calibrador de concentracao no limite de quantificagdo do método (LIQ) e desvio <
15% em relacao a concentragdao nominal para as outras concentracdes.

Para as replicatas das concentragcdes, no minimo 67% de todas as réplicas
apresentaram desvio dentro dos critérios acima descritos para o LIQ e as demais
concentragoes.

Na Figura 23 e na Tabela 30 estdo apresentados os dados referentes as trés
linearidades e as curvas de calibracdo respectivamente.

Linearidades 1, 2 e 3 para Losartana
1000,00 -
900,00 -
800,00 -
700,00 -
600,00 -
500,00 -+
400,00 -
300,00 -
200,00 -
100,00 - . &
0,00 = . . . . . . . . . .

0,0 100,0 200,0 300,0 4000 5000 6000 7000 800,0 900,0 1000,0

Concentragdo Encontrada (ng/mL)

Concentragdo Nominal (ng/mL)
¢ Linearidade 01

[JLlinearidade 02
Linearidade 03

Figura 23: Representagao grafica das linearidades para losartana.
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Tabela 30: Equacdes da curvas de calibracdo e do respectivo coeficiente de

correlagao linear (R).

Equacodes das Curvas de Calibracao para Losartana

Equacao da Curva de Calibracao 1: y = 0,00422x + 0,000337 (r = 0,9957) peso: 1/x°
Equacao da Curva de Calibracao 2: y = 0,00393x + 0,00127 (r = 0,9957) peso: 1/x?
Equacao da Curva de Calibracao 3: y = 0,00374x + 0,00181 (r = 0,9977) peso: 1/x°

A curva de calibragdo mostrou boa linearidade na faixa de 4 — 800 ng/mL de

losartana, onde o coeficiente de correlacao médio (r) foi maior que 0.9963.
4.2.1.2.2 Hidroclorotiazida

Na avaliacdo da curva de calibragcdo (linearidade 1, 2 e 3) para a
hidroclorotiazida, foram obtidos resultados em conformidade com os critérios de
aceitacao previamente estabelecidos, onde no minimo 6 de 7 concentragdes (pontos
da curva de calibragdo) apresentaram resultados com desvio < 20% em relagdo a
concentragcdo nominal para o calibrador de concentracao no limite de quantificacao
do método (LIQ) e desvio < 15% em relagdo a concentragdo nominal para as outras
concentragoes.

Para as replicatas das concentra¢des, no minimo 67% de todas as réplicas
apresentaram desvio dentro dos critérios acima descritos para o LIQ e as demais
concentragoes.

Na Figura 24 e na Tabela 31 estdo apresentados os dados referentes as trés

linearidades e as curvas de calibracdo respectivamente.
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Linearidades 1, 2 e 3 para Hidroclorotiazida
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Figura 24: Representacao gréfica das linearidades para hidroclorotiazida.

Tabela 31: Equagdes da curvas de calibracdo e do respectivo coeficiente de
correlagao linear (R).

Equacoes das Curvas de Calibracao para Losartana

Equacao da Curva de Calibracao 1: y = 0,0179x + 0,00377 (r = 0,9995) peso: 1/x
Equacao da Curva de Calibracao 2: y = 0,0185x + 0,00135 (r = 0,9988) peso: 1/x
Equacao da Curva de Calibracao 3: y = 0,0182x + 0,00694 (r = 0,9994) peso: 1/x

A curva de calibracdo mostrou boa linearidade na faixa de 4 — 500 ng/mL de

hidroclorotiazida, onde o coeficiente de correlagdo médio (r) foi maior que 0.9992.
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4.2.1.3 Precisao e Exatidao

4.2.1.3.1 Losartana

Na avaliacdo da precisdo e da exatiddo da metodologia analitica foram
analisadas 4 concentragbes de CQ (LIQ, CQB, CQM, CQA), preparadas
respectivamente nas concentracdes de 4 ng/mL, 12 ng/mL, 400 ng/mL e 650 ng/mL.

No célculo de precisédo e exatidao no minimo 6 de 7 resultados apresentaram
valores dentro do critérios de aceitacao previamente definidos.

A precisdo e a exatidao intraensaio foram avaliadas pelo valor médio das
replicatas para cada concentracdo num mesmo ensaio (Figura 25).

Precisao e Exatidao - Intraensaio

Exatidado (%)
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Figura 25: Resultados obtidos das analises intraensaio dos controles de qualidade e

do LQ para matriz biolégica (plasma).
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A precisao e a exatidao interensaio podem ser avaliadas pelo valor médio de
todas as replicatas de cada concentragdo nos 3 ensaios (Figura 26).

Precisao e Exatidao - Interensaio
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Figura 26: Resultados obtidos das analises interensaio dos controles de qualidade e

do LQ para matriz biolégica (plasma).

4.2.1.3.2 Hidroclorotiazida

Na avaliacdo da precisdao e da exatiddo da metodologia analitica foram
analisadas 4 concentragbes de CQ (LIQ, CQB, CQM, CQA), preparadas
respectivamente nas concentragdes de 4 ng/mL, 12 ng/mL, 200 ng/mL e 400 ng/mL.

No célculo de precisédo e exatidao no minimo 6 de 7 resultados apresentaram

valores dentro do critérios de aceitacao previamente definidos.

A precisdo e a exatidao intraensaio foram avaliadas pelo valor médio das
replicatas para cada concentracdo num mesmo ensaio (Figura 27).

Resultados

-170 -
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Figura 27: Resultados obtidos das analises intraensaio dos controles de qualidade e

do LQ para matriz biolégica (plasma).

A precisao e a exatidao interensaio podem ser avaliadas pelo valor médio de
todas as replicatas de cada concentragdo nos 3 ensaios (Figura 28).
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Precisao e Exatidao - Interensaio
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Figura 28: Resultados obtidos das analises interensaio dos controles de qualidade e

do LQ para matriz biolégica (plasma).
4.2.1.4 Recuperacao

4.2.1.4.1 Losartana

Ap6s comparacdo dos resultados analiticos de amostras extraidas para
losartana a partir de trés concentragcées (CQB, CQM e CQA) e para valsartana
(padréao interno) com aqueles obtidos de amostras ndo extraidas (padrao adicionado
apds a extracdo) preparadas em solugdo, os resultados apresentados foram
satisfatérios e em conformidade com os critérios definidos previamente (Figura 29).
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Figura 29: Resultados obtidos para a recuperagao do farmaco e do padrao interno.

4.2.1.4.2 Hidroclorotiazida

Ap6s comparacdo dos resultados analiticos de amostras extraidas para
hidroclorotiazida a partir de trés concentragcbes (CQB, CQM e CQA) e para
clortalidona (padrao interno) com aqueles obtidos de amostras nédo extraidas (padrao
adicionado apés a extracao) preparadas em solucdo, os resultados apresentados
foram satisfatérios e em conformidade com os critérios definidos previamente (Figura
30).
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Figura 30: Resultados obtidos para a recuperagao do farmaco e do padrao interno.

4.2.1.5 Estabilidades

Na determinacdo da estabilidade para losartana e hidroclorotiazida
foram encontrados resultados em conformidade com os critérios previamente
estabelecidos, sendo estes demonstrados pela Tabela 32.

Tabela 32: Estabilidade dos analitos em matriz biolégica.

Estabilidade da Amostra Losartana Hidroclorotiazida

Estabilidade Solugéo 21 dias 21 dias
Pés-Processamento (Auto-Injetor) 2 dias (48 horas) 2 dias (48 horas)
~ ) 6,5 horas em temperatura
Curta Duracéo (Bancada) 6,5 horas em temperatura ambiente )
ambiente
) 3 ciclos sem sofrer degradagao 3 ciclos sem sofrer degradagéo
Ciclos de Degelo o o
significativa significativa
Longa Duracéo 99 dias 99 dias
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4.2.2 Quantificacao das amostras

Todas as amostras respectivas a um voluntario foram analisadas no mesmo
dia.

Uma pequena amostragem das concentracdoes plasmaticas, parametros
farmacocinéticos e as razdes individuais, para losartana e hidroclorotiazida
respectivamente, entre teste e referéncia, estdo descritas nas Figuras 31, 32 e
Tabelas 33 e 34.

Voluntario 5
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£
E 1000
=y
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=
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Tempo (h)
Figura 31: Grafico de concentracao versus tempo.

Tabela 33: Parametros farmacocinéticos para o voluntario 05 da losartana.

Parametros o
Farmacocinéticos Teste Referencia
Tmax (h) 1,00 1,00
Crmax (Ng/mL) 992,00 752,00
ASCq. (ng.h/mL) 1562,57 1195,47
T12(h) 2,09 1,87
ASCq.in (ng.h/mL) 1575,85 1222,49
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Figura 32: Grafico de concentragao versus tempo.

Tabela 34: Parametros farmacocinéticos para o voluntario 02 da hidroclorotiazida.

Parametros n .
L Teste Referéncia
Farmacocinéticos
Tmax (h) 4,00 2,00
Cmax (ng/mL) 55,00 89,00
ASCy.; (ng.h/mL) 425,02 595,18
Ti2(h) 9,64 5,53
ASCo.inf (ng-h/mL) 497,91 652,75

As figuras 33 e 34, demonstram a média das concentracdes plasmaticas (teste
e referéncia) versus tempo para os 28 voluntarios de losartana e hidroclorotiazida,

respectivamente.
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Figura 33: Curva média da concentracao plasmatica de dois medicamentos (teste e

referéncia), baseada em 28 voluntarios para losartana.
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Figura 34: Curva média da concentracao plasmatica de dois medicamentos (teste e

referéncia), baseada em 28 voluntarios para hidroclorotiazida.
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E importante ressaltar que o fato das figuras 33 e 34 serem construidas a
partir das médias dos valores das concentragdes de cada tempo, as mesmas nao

avaliam a diferenga entre os parametros farmacocinéticos Cnax € ASCo.t.
4.3 Etapa estatistica

O estudo de bioequivaléncia entre teste e referéncia para losartana e
hidroclorotiazida foi realizado a partir do planejamento de blocos aleatorizados
modificados (crossover) na analise, ou seja, cada bloco recebeu mais de uma
formulacdo de um mesmo farmaco em diferentes periodos. A razdo das médias
geométricas e intervalos de confianca (IC 90%) que referem-se aos parametros de
Cmax e ASCo-+t, tanto para losartana quanto para hidroclorotiazida encontram-se

descritas nas Tabelas 35 e 36 abaixo.

Tabela 35: Média, IC (90%), e conclusao para a razao das medias de Cpax, € ASCo.t.

Dados transformados em logaritmo natural, losartana.

Razao Teste / Média Poder do . o
. _ IC (90%) Bioequivaléncia
Referéncia Geométrica Teste (%)
Crnax 100,42 (83,00 — 121,50) 49,73 sim
ASCoy 108,59 (98,27 — 119,98) 93,40 sim

Tabela 36: Média, IC (90%), e conclusao para a razao das medias de Cpax, € ASCo.t.

Dados transformados em logaritmo natural, hidroclorotiazida.

Razao Teste / Média Poder do . o
. _ IC (90%) Bioequivaléncia
Referéncia Geométrica Teste (%)
Crax 92,72 (82,41 — 104,32) 84,77 sim
ASCoy 98,74 (91,21 — 106,90) 98,69 sim
Resultados

- 178 -



Observa-se no parametro Cnax de losartana, o poder do teste encontrado é
menor que 80%, portanto é necessario apresentar o teste estatistico complementar,

para avaliacao da variabilidade.
4.3.1 Teste de variabilidade — Pitman-Morgan’s Adjusted F Test

Nos estudos de bioequivaléncia, o teste mais utilizado para testar a igualdade
das variabilidades entre dois medicamentos € Pitman-Morgan’s adjusted F test.

As hipéteses testadas sao:

HO;CT;ZCTZ VS. Haicy;¢cyz.

Pelo procedimento proposto por Pitman and Morgan, o teste estatistico pode
ser obtido baseado em correlagdes entre as diferencas e correlacado entre totais dos
medicamentos de cada sujeito definidas como  Vi=In(Yi)-In(Yigy) e
Uik=In(Yirk)+In(Yirk), onde Yirk € Yirk sao respostas observadas (In(Cpax) ou In(ASC))

no sujeito i da sequéncia k para formulacao teste e referéncia, respectivamente.
4.3.1.1 Teste para In(Cnax) de Losartana

Em virtude do resultado de In(Cnax) de Losartana apresentar resultado de
Poder de 49,73% foi realizado uma avaliag@o estatistica complementar para verificar
o impacto desse resultado na bioequivaléncia deste parametro.

Sob suposi¢cdo de normalidade em In(Cmax), condicdes de auséncia de efeito
de seqUéncia e de periodo, temos:

S2vv = 0.337, S2uu = 0,764 , S2vu = 0,550.

O coeficiente de correlagéo de Pearson entre Vi e Uy é dado por r,, = 0,119.

Portanto, tem Fy= 0,377, com um p-valor de 0,545. Baseado no p-valor, ndo
se rejeita a hipdtese nula de igualdade de variabilidade entre duas formulagdes ao

nivel de 5%, assegurando a bioequivaléncia para este parametro farmacocinético.
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4.3.2 Amostragem

No periodo de amostragem realizado na etapa clinica houve alguns atrasos no
momento da coleta, esses atrasos foram registrados e empregados no calculo dos
parametros farmacocinéticos. Na Tabela 37 constam alguns desses registros.

Tabela 37: Atrasos de pontos de coleta.

Voluntario Periodo Horario de coleta (h) Tempo de atraso (min)
02 1 24:00 3
05 1 06:00 1
05 1 24:00 57
23 1 14:00 1
8 2 0:20 3
17 2 10:00 1
18 2 24:00 42

4.3.3 Analise de variancia

A andlise de variancia é o estudo da variabilidade de seqiiéncia e de periodo
dos dados. As Tabelas 38 e 39, mostram uma analise de varidncia para losartana, e
as Tabelas 40 e 41 para hidroclorotiazida.

Tabela 38: ANOVA para In (Cnax) da losartana.

Fonte g.l. SQ QM F Valor-p
Inter-individual
Seqliéncia 1 0,4567 0,4567 1,2056 0,2822
Residuos (inter) 26 9,8504 0,3788 2,1681 0,0267
Intra-individual
Farmaco 1 0,0002 0,0002 0,0014 0,9702
Periodo 1 0,0028 0,0028 0.0160 0,9000
Residuos (intra) 26 4,5432 0,1747
Total 55 14,8536
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Tabela 39: ANOVA para In (ASCy.) da losartana.

Fonte g.l. SQ Qam F Valor-p
Inter-individual
Seqliéncia 1 0,1010 0,1010 0,4311 0,5172
Residuos (inter) 26 6,0960 0,2344 4,8951 6,485E-05
Intra-individual
Farmaco 1 0,0949 0,0949 1,9827 0,1709
Periodo 1 0,0603 0,0603 1.2594 0,2720
Residuos (intra) 26 1,2453 0,0478
Total 55 7,5977
Tabela 40: ANOVA para In (Cnax) da hidroclorotiazida.
Fonte g.l. SQ Qam F Valor-p
Inter-individual
Seqliéncia 1 0,1443 0,1443 0,8448 0,3664
Residuos (inter) 26 4,4432 0,1708 2,5548 0,0099
Intra-individual
Farmaco 1 0,0799 0,0799 1,1951 0,2843
Periodo 1 0,0179 0,0179 0.2688 0,6084
Residuos (intra) 26 1,7391 0,0668
Total 55 6,4247
Tabela 41: ANOVA para In (ASCy.) da hidroclorotiazida.
Fonte g.l. SQ Qam F Valor-p
Inter-individual
Seqliéncia 1 0,0003 0,0003 0,0023 0,9618
Residuos (inter) 26 4,1405 0,1592 5,2490 3,443E-05
Intra-individual
Farmaco 1 0,0022 0,0022 0,0739 0,7878
Periodo 1 0,0504 0,0504 1.6628 0,2085
Residuos (intra) 26 0,7888 0,0303
Total 55 4,9824
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4.3.4 Parametros Farmacocinéticos

Os parametros farmacocinéticos médios, baseados em um intervalo de
confianga de 90% obtidos da analise comparativa teste/referéncia dos 28 voluntarios,
encontram-se descritos nas Tabelas 42 para losartana e 43 para hidroclorotiazida.

Tabela 42: Médias e IC (90%) dos parametros farmacocinéticos para losartana.

Parametros .
L Referéncia Teste
farmacocinéticos
Tmax (h)
o 1,39 1,21
Média
(1,11 -1,68) (1,00 — 1,43)
(IC 90%)
Cmax (ng/mL)
o 531,96 532,54
Média
(447,06 — 616,87) (439,89 — 607,19)
(IC 90%)
ASCy. (ng.h/mL)
, g 747,76 808,26
Média
(666,16 — 829,37) (717,59 — 898,94)
(IC 90%)
t12 (h)
o 1,98 1,91
Média
(1,82 -2,14) (1,78 — 2,04)
(IC 90%)
ASCo.inf (ng.h/mL)
i g 766,54 826,17
Meédia
(684,32 — 848,77) (735,44 — 916,90)
(IC 90%)
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Tabela 43: Médias e (90%) dos parametros farmacocinéticos para
hidroclorotiazida.
Parametros .
: Referéncia Teste
farmacocinéticos
T h
il 2,33 2,64
Média
(2,01 —2,65) (2,17 = 2,90)
(IC 90%)
C ng/mL
max (ng/mL) 131,92 121,81
Média
(116,56 — 147,28) (108,91 — 134,71)
(IC 90%)
ASCy: (ng.h/mL
o+ (ng-h/ml) 729,19 724,84
Média
(662,98 — 795,41) (650,01 — 799,67)
(IC 90%)
ti2(h
2 8,52 8,11
Média
(7,83 -9,21) (7,40 — 8,82)
(IC 90%)
ASCoy.int (Ng.h/mL
oint (Ng-h/ml) 821,75 814,50
Média
(747,60 — 895,90) (719,81 — 890,38)
(IC 90%)
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5. DISCUSSAO
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No presente trabalho, para avaliacao do perfil farmacocinético comparativo,
foram escolhidos os farmacos Losartana e Hidrocortiazida, associados em unico
medicamento, na forma de comprimidos revestidos. O medicamento referéncia
estabelecido, é o Hyzaar, produzido pelo laboratério Merk Sharp Dome. A escolha foi
realizada devido o medicamento apresentar eficacia comprovada por via oral,
seguranca e boa tolerabilidade (95, 96, 97), além de permitir a redugdo na
quantidade de medicamentos administrados durante o tratamento, facilitando a
adesao ao tratamento da Hipertensao Arterial Sistémica (43).

A cada ano morrem 7,6 milhdes de pessoas em todo o mundo devido a
hipertensdo, segundo dados do Boletim Global de Doencas Relacionadas a
Hipertensdo. Cerca de 80% dessas mortes ocorrem em paises em desenvolvimento
como o Brasil, sendo que mais da metade das vitimas tém entre 45 e 69 anos. A
hipertensao arterial € responsavel, segundo o documento, por 54% de todos os
casos de acidente vascular cerebral (AVC) e 47% dos casos de infarto, fatais e ndo
fatais, em todo o mundo. Na ultima década, a hipertensao fez mais de 70 milhdes de
vitimas fatais. No Brasil, a hipertensao afeta mais de 30 milhdes de brasileiros (36%
dos homens adultos e 30% das mulheres) e é o mais importante fator de risco para o
desenvolvimento das doencgas cardiovasculares (DCV), com destaque para o AVC e
o infarto do miocardio, as duas maiores causas isoladas de mortes no pais. Mas a
percepcao da populagdo é outra. Dados da pesquisa Datafolha, de novembro de
2009, revelam a percepcao errbnea, na populacdo, de que o cancer é a principal
causa de Obitos no Brasil. Quanto a prevengdo de doengas, a mesma pesquisa
revela que, embora 90% identifiquem os fatores de risco (hipertenséo, tabagismo,
colesterol e estresse), apenas 3% temem sofrer uma DCV (92, 93, 94).

Nos cuidados com a hipertensdo, o abandono da terapéutica por efeitos
indesejados de drogas é avaliado de diversas maneiras. Varios estudos mostram que
o grau de adeséao varia com as diferentes classes de anti-hipertensivos. Antagonistas
de receptor de angiotensina tém as melhores taxas de adesdo, seguidos pelos
inibidores da enzima conversora de angiotensina, bloqueadores de canais de célcio,
betabloqueadores e diuréticos (98, 99).
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Atualmente, existem alguns medicamentos genéricos de Losartana 100mg +
Hidroclorotiazida 25mg comprimidos revestidos disponiveis no mercado brasileiro,
onde o preco, para a embalagem com 30 comprimidos, pode ser encontrado por até
R$ 36,36. J4 o medicamento de referéncia (Hyzaar — Merck Sharp Dome) custa R$
85,35 (108).

As formulagGes de Losartana + Hidroclorotiazida tém a conveniéncia da dose
Unica diaria, sendo assim, a substituicio do medicamento referéncia pelo
medicamento genérico permite ao paciente uma economia de aproximadamente 57%
ou R$ 49 mensais (108).

Diante disso, a realizacdo de estudos de farmacocinética comparada de
farmacos, para verificar se existe bioequivaléncia entre o medicamento teste e o
medicamento referéncia adotado como padrao pelo Ministério da Saude, é
fundamental para garantir a politica de medicamentos genéricos estabelecida,
favorecendo o acesso aos medicamentos para a populacao de baixa renda.

O planejamento de estudo utilizado para a quantificagdo da associagdo de
losartana e hidroclorotiazida foi do tipo aleatério, cruzado com um intervalo entre os
periodos de no minimo 7 meias-vidas para a completa eliminacdo do farmaco.
Justifica-se o delineamento cruzado com um fator eliminatério relacionado ao
individuo de estudo, pois este método permite a comparagdo do medicamento teste
e referéncia em um mesmo individuo. O intervalo de tempo entre os periodos é
realizado de forma a garantir que nédo haja residuos interferentes que possam
prejudicar o andamento do estudo.

No que diz respeito a Etapa Clinica, a andlise da Tabela 17 que descreve os
dados estatisticos descritivos da populagdo permite observar que todos os
voluntarios selecionados encontram-se de acordo com os parametros pré-definidos
no protocolo clinico, apresentando valores médios de 31.85 anos para a faixa etéria,
1,64 m para a altura, 63,29 Kg para o peso e 23,53 Kg/m? para o indice de massa
corpérea. O IMC calculado por género ndao apresenta diferencas consideraveis, os
2

valores para o sexo masculino e feminino foram de 22,87 Kg/m? e 24,17 Kg/m
respectivamente. O desvio padrao calculado por género mostra que esses valores se
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apresentam maiores para os voluntarios de sexo masculino (2,45) do que para os
voluntarios de sexo feminino (2,09291).

Todos os voluntarios receberam o Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido (Anexo 2), na integra, conforme as diretrizes da CNS 196/96 e
complementares.

Para cada voluntario a medicacao foi administrada aleatoriamente em uma
seqléncia de tratamento (Teste/Referéncia ou Referéncia/Teste). A lista de
randomizagdo estd descrita na Tabela 5. A randomizagcdao € uma ferramenta
estatistica essencial na validagdo de um estudo de bioequivaléncia. Inferéncias
estatisticas validas sdo normalmente baseadas na suposicdo de que os erros do
modelo estatistico empregado sao variaveis aleatorias independentemente
distribuidas, o que pode ser garantido pela correta aleatorizagcdo. Nao ocorreram
desisténcias nem retiradas de voluntérios.

Durante o periodo de confinamento a pressao arterial dos voluntarios foram
aferidas com uma freqiiéncia de 1 hora durante as primeira 6 horas, apds a sexta
hora a aferigdo passou a ocorrer em uma freqiéncia de 2 horas até a décima quarta
hora, posteriormente aferiu-se as 24 e 48 horas. Os dados gerados por essas
afericées descritos na Figura 15. demonstram claramente as variagées de pressao
alta (sistdlica) e baixa (diastdlica). Através desta comparacao, pdde-se constatar que
ndo houveram variacoes estatisticamente significativas entre as formulagdes
(teste/referéncia) quando aplicadas em voluntarios saudaveis, submetidos as
mesmas condigbes alimentares — que minimiza as possiveis interferéncias na
farmacocinética do estudo — e de confinamento.

A fase clinica do estudo conclui-se de forma satisfatéria, ndo houve perda de
amostras que pudessem ocasionar comprometimento das fases subseqientes. O
encerramento se deu com a alta de todos os 28 voluntarios, cujos exames de alta
foram realizados a contento e com resultados aceitaveis.

Em estudos de bioequivaléncia, o desenvolvimento e validagcdo de uma
metodologia bioanalitica para quantificacdo de farmacos em matrizes bioldgicas, é
uma ferramenta de grande importancia para o controle de qualidade dos
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medicamentos. E um fator determinante na geracdo de dados reprodutiveis e
confiaveis apds execugdo de estudos farmacocinéticos. O processamento de um
grande numero de matrizes biologicas, que geralmente € requerido em estudos
farmacocinéticos, que necessitam de procedimentos analiticos rapidos, sensiveis,
especificos e seletivos.

No desenvolvimento da metodologia analitica empregada, foram avaliadas as
caracteristicas fisico-quimicas da losartana e hidroclorotiazida. Foram escolhidos
como padrbes internos, respectivamente, a valsartana e a clortalidona, por se
tratarem de substancias com bastante similaridade quimica aos analitos, disponiveis
comercialmente com facil acesso e que atendem as finalidades analiticas propostas.

Os padrdes internos sdo essenciais em espectrometria de massa quantitativa,
para corrigir a possivel variabilidade no processo de extragdo e ionizagdo na fonte.
Uma quantidade fixa de padrao interno é adicionada na amostra no processo inicial
da extracdo. O analisador detecta tanto o analito quanto o padrédo interno e a
resposta é registrada como a relagdo entre ambos, de forma tal que qualquer
variacdo na extragcdo ou ionizagdo entre as amostras é compensada. E importante
que o analito e o padrao interno tenham uma estrutura quimica e propriedades
fisicas suficientemente similares para que se comportem de forma andloga e estejam
submetidas aos mesmos efeitos matriz. Podem ocorrer problemas quando em um
mesmo estudo, mais do que um analito sera analisado, o que pode dificultar a
escolha do padréo interno adequado, sendo que este deve apresentar uma ioniza¢ao
e extracdo semelhantes ao analito (103, 104, 105).

O procedimento de extracao selecionado para o processamento das amostras,
do tipo liquido-liquido, empregou como solventes de extragcdo uma composicao de:
acetato de etila’hexano/éter dietilico (70/15/15; v/v/v) que foi a que, com polaridade
mais adequada para carrear o farmaco da fase aquosa, mostrou melhor rendimento
com auséncia de efeito matriz, supressao i6nica e carry over. A adicdo do acido
formico 1,3% interagiu no deslocamento do equilibrio quimico que favoreceu o
processo extragdo, assim como no rompimento das ligagbes com as proteinas
plasmaticas.

Discussao
-190 -



Foi estabelecido um comparativo entre um método publicado na literatura
antes deste trabalho que descreve a quantificacdo simultdnea de hidroclorotiazida e
losartana em plasma humano, onde foi utilizado um procedimento totalmente
automatizado de extracdo em fase sélida (SPE), para isolar a losartana e seu
principal metabdlito EXP-3174, hidroclorotiazida e furosemida (padrdo interno) do
plasma humano (106). Contudo, neste trabalho, os autores descrevem um menor
limite de quantificacdo (LQ) tanto para losartana (1,0 ng/mL) quanto para
hidroclorotiazida (0,5 ng/mL) em relacao ao limite de quantificacdo (LQ) aqui descrito
para ambos (4,0 ng/mL). A desvantagem desta abordagem é o alto preco das
cartuchos SPE e os aparelhos automatizados necessarios para realizar as extragées,
tornando impossivel para todos os laboratorios oferecer este sistema de extragdo em
uma analise de rotina.

A combinacdo entre a cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) e a
espectrometria de massa seqlencial (MS-MS), conhecida por HPLC-MS-MS,
apresenta-se como uma técnica de analise que une a eficiéncia das colunas
cromatograficas na separacao de misturas complexas com a elevada capacidade de
identificacdo de substancias pela apresentacdo do espectro de massa. O
espectrometro de massa é um dispositivo analitico, que tem a capacidade de
determinar o peso molecular de compostos quimicos através da separagao dos ions
moleculares de acordo com sua relacdo massa/carga (m/z), sendo que esses ions
sdo gerados, pela perda ou ganho de uma carga (100), e que auxilia na
determinagéo da estrutura dos compostos em questao (101).

Um estudo farmacocinético, que relatou a quantificacdo de ambas as
moléculas em plasma humano por uma combinacdo de HPLC/Fluorescéncia para
deteccao de losartana e HPLC/MS/MS para deteccao de hidroclorotiazida foi
publicado recentemente (107). A principal desvantagem deste estudo é a aplicagéao
de dois métodos diferentes para a quantificacdo dos analitos. Todas as amostras
devem ser analisadas duas vezes, a aplicacdo de dois diferentes métodos de
extracdo, seguido por dois diferentes sistemas de deteccdo. Apesar de também
apresentar um menor limite de quantificacdo (LQ) para hidroclorotiazida (0,41
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ng/mL), o limite de quantificacdo (LQ) de losartana foi superior ao método descrito
neste trabalho (6,4 ng/mL).

O método analitico proposto foi devidamente validado pelos parametros de
seletividade / especificidade, sensibilidade, linearidade, precisdo e exatiddao, com
uma recuperacdo média para o losartana e hidroclorotiazida de 79,3 % € 76,5 %,
respectivamente.

Nenhuma interferéncia significativa foi observada nos tempos de retengédo dos
farmacos e dos padrées internos, nas condi¢des analisadas, conforme demonstrado
nos cromatogramas apresentados nas Figuras 16 e 17.

O LQ validado foi de 4 ng/mL e foi suficiente para caracterizagdo do perfil
farmacocinético de todos os voluntarios, atendendo o critério da ASCy.;, ser de, no
minimo, 80% da ASCiy.

A faixa de linearidade validada (4 — 800 ng/mL para Losartana e 4 — 500
ng/mL para Hidroclorotiazida) abrangeu todas as concentragdes obtidas nas
amostras do estudo. O coeficiente de correlacao linear foi superior a 0,98 (0.9963 e
0.9992) como pode ser observado nas Figuras 23 e 24.

O método mostrou-se preciso e exato, intra e intercorridas analiticas, sendo a
variacao inferior a 15% para todos os valores obtidos. A maior variagdo encontrada
foi de 9,0% (Figura 26).

Pelos resultados de estabilidade obtidos, comprovou-se a estabilidade dos
farmacos e dos padrdes internos (quando foi o caso) em todas as condigdes
experimentais do estudo, nos recipientes e nas condi¢coes de armazenagem (Tabela
32).

Os tempos de coleta sdo responsaveis pela definicdo do formato da curva de
calibragao, e pela consideracao mais precisa do valor de Cnax € ASCo.t. A escolha
dos tempos de coleta se baseia no tempo de meia vida do fa&rmaco, na concentracao
maxima que atinge no organismo e no tempo necessario para se alcancar a
concentragdo maxima. E recomendado que o periodo de coleta abranja uma faixa de
trés a cinco meias vidas de eliminacao no intuito de compreender a total absor¢ao do
farmaco em andlise.

Discussao
-192 -



Para estudos de bioequivaléncia, o calculo dos parametros farmacocinéticos é
obtido a partir da curva de concentracdo sanguinea do farmaco versus tempo, apés
administracao dos farmacos em estudo. Para isso, determina-se a area sob a curva,
a maxima concentragdo sanglinea obtida e o tempo necessario para que a
concentracdo seja atingida.

A variabilidade de seqiiéncia e do periodo dos dados expressa pela anélise da
variancia (Tabelas 38, 39, 40, 41) permite afirmar através dos resultados obtidos
(valor-p = 0,2822 para Cnax € valor-p = 0,5172 para ASCy., para losartana e valor-p =
0,3664 para Cmax € valor-p = 0,9618 para ASCo., para hidroclorotiazida), que para os
parametros farmacocinéticos Cnax € ASCo+ 0 efeito de seqliiéncia ndo é significante.
Além disso, para o efeito de periodo os resultados obtidos (valor-p = 0,9000 para
Cmax € valor-p = 0,2720 para ASCy., para losartana e valor-p = 0,6084 para Cnax €
valor-p = 0,2085 para ASCy., para hidroclorotiazida) permite concluir que para os
parametros farmacocinéticos o efeito de periodo também nao é significante. Mas
esse resultado de varidncia ndao implica na bioequivaléncia média entre duas
formulacdes, pois a bioequivaléncia é definida pelo intervalo de confianga (IC) com
90% de confianga.

Apesar do poder do teste para Cnax de losartana apresentar valor de 49,73%,
este foi avaliado de forma complementar pelo teste de variabilidade — Pitman-
Morgan’s Adjusted F Test, comprovando que ndo se rejeita hipotese nula de
igualdade de variabilidade entre as duas formulagbes ao nivel de 5%, assegurando o
resultado de bioequivaléncia neste parametro.

A anadlise comparativa entre teste e referéncia (Tabela 42 e 43) permite
observar que os valores tanto para a média quanto para o IC 90% entre as
formulacdes sao proximos. Nota-se também que a média de ASCoy.yi 1, (referéncia =
747,76, teste 808,26) é maior do que 80% da média de ASCy.int (referéncia 80% =
613,23, teste 80% = 660,94), para o medicamento referéncia e teste conforme
aconselhado pela legislagao vigente.

A razao entre as médias geométricas do Cnax entre as formulacdes teste e
referéncia para losartana foi de 100,42%. O intervalo de confianga de 90% foi de
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83,00% - 121,50%, e para hidroclorotiazida foi de 92,72%. O intervalo de confianga
de 90% foi de 82,41% - 104,32%.

A razao entre as médias geométricas do ASCy. entre as formulagbes teste e
referéncia para losartana foi de 108,59%. O intervalo de confianga de 90% foi de
98,27% - 119,98%, e para hidroclorotiazida foi de 98,74%. O intervalo de confianga
de 90% foi de 91,21% - 109,90%.
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6. CONCLUSAO
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Os resultados obtidos nas relagdes de T/R de C,... € ASC, observamos que os
mesmos estavam dentro do intervalo proposto por organismos regulatérios (80-
125%) para um intervalo de confianca de 90%, € com isso se conclui que a
formulacao teste contendo losartana 100 mg associado a 25 mg de hidroclorotiazida,
na forma de comprimidos revestidos é bioequivalente ao medicamento referéncia
(Hyzaar® fabricado pela Merck Sharp Dome®), tanto em relagdo ao alcance da
concentracdo maxima, quanto em relacdo a taxa de absorcdo de ambos os
farmacos.

O método bioanalitico escolhido, utilizando a cromatografia liquida acompada
a espectrometria de massa (HPLC-MS/MS) utilizada para quantificar
simultdneamente os farmacos losartana e hidroclorotiazida, demonstrou-se
satisfatério para os objetivos propostos, permitindo a analise de centenas de
amostras diariamente, utilizando uma quantidade relativamente pequena de plasma,
solvente e 0s outros consumiveis.

Nao foram evidenciadas variacbes de pressao (sistdlica e diastdlica)
significativas entre as formulacbes quando aplicadas em voluntarios saudaveis
durante o periodo de internagao e coleta ao que foram submetidos.

Os resultados farmacocinéticos demonstraram que o método é adequado para
a quantificacao destes farmacos em amostras de plasma obtidas durante um estudo
de bioequivaléncia farmacéutica.

E relevante ressaltar que 0o método bioanalitico validado para quantificacdo
das drogas simultineamente, estda em conformidade com o preconizado pelos
orgaos regulatérios, tanto pelo FDA (Food and Drug Administration) quanto pela
ANVISA (Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitéria), para estudos de bioequivaléncia

farmacéutica.
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ANEXO 1
PARECER COMITE DE ETICA EM PESQUISA

il

BE FuA TENCIASG R
COMITE DE ETICA EM PESQUISA
[~1 Caixa Postal 6111, 13083-970 Campinas, SP.
= (0_19) 3788-8936
FAX (0_19) 3788-7187
ctica/index html

® www.fem.unicamp.br/pes
CEP, 20/12/05.
(Grupo III)

PARECER PROJETO: N° 754/2005
CAAE: 1264.0.000.146-05

T-IDENTIFICACAO:

PROJETO: “ESTUDO DE BIOEQUIVALENCIA DE DUAS FORMULACOES DE
LOSATAN COMPRIMIDO REVESTIDO DE 100 MG, ASSOCIADO A
HIDROCLOROTIAZIDA 25 MG, EM VOLUNTARIOS SADIOS DE AMBOS OS
SEX0S, SENDO A FORMULACAO TESTE PRODUZIDA PELA EUROFARMA
LABORATORIOS LTDA E A FORMULACAO REFERENCIA (HYZAAR®) PELO
LABORATORIO MERCK SHARP & DOHME FARMACEUTICA LTDA” (SPH 53/05).
PESQUISADOR RESPONSAVEL: Ronilson Agnaldo Moreno

INSTITUICAQ: Synchrophar

APRESENTACAO AO CEP: 29/11/05

APRESENTAR RELATORIO EM: 20/12/06

II - OBJETIVOS

Avaliar se a formulacdo de Losartan comprimido revestido de 100 mg associado a
hidroclorotiazida 25 mg produzido pela Eurofarma atinge niveis plasmaticos equivalentes a
formulag@o referéncia.

1II - SUMARIO

O estudo sera aberto, randomizado, cruzado, com 2 tratamentos, 2 seqiiéncias, 2
periodos, nos quais 28 voluntarios de ambos os sexos, recebem, em cada periodo, a formulagdo
teste ou a formulagdo referéncia. As formulac¢des serdo administradas em dose Gnica por via oral,
seguidas de coletas de sangue de pelo menos 3 a 5 meias vidas. Os periodos de tratamento
devem obedecer a um intervalo minimo de 7 meias-vidas entre eles. O volume total de sangue
coletado por voluntario sera de 438 ml.

IV - COMENTARIOS DOS RELATORES

O estudo esta bem estruturado. O Termo de Consentimento Livre e Esclarecido &
adequado e contém todas as informagdes para que o voluntario decida se quer ou ndo participar
do estudo. Os critérios de inclusio e exclusio sdo adequados, bem como a forma de
recrutamento e de ressarcimento dos voluntarios.
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V - PARECER DO CEP

O Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Ciéncias Médicas da UNICAMP, apos
acatar os pareceres dos membros-relatores previamente designados para o presente caso €
atendendo todos os dispositivos das Resolugdes 196/96 e complementares, bem como ter
aprovado o Termo do Consentimento Livre e Esclarecido, assim como todos os anexos incluidos
na Pesquisa, resolve aprovar sem restri¢des o Protocolo de Pesquisa supracitado.

O contendo e as conclusdes aqui apresentados sfio de responsabilidade exclusiva do
CEP/FCM/UNICAMP e nio representam a opinido da Universidade Estadual de Campinas nem
a comprometemn.

VI - INFORMACOES COMPLEMENTARES

O sujeito da pesquisa tem a liberdade de recusar-se a participar ou de retirar seu
consentimento em qualquer fase da pesquisa, sem penalizacdo alguma e sem prejuizo ao seu
cuidado (Res. CNS 196/96 — Item IV.1.f) e deve receber uma copia do Termo de Consentimento
Livre e Esclarecido, na integra, por ele assinado (Item IV.2.4d).

Pesquisador deve desenvolver a pesquisa conforme delineada no protocolo aprovado &
descontinuar o estudo somente apos analise das razdes da descontinuidade pelo CEP que o
aprovou (Res. CNS Item IIL.1.z), exceto quando perceber risco ou dano ndo previsto ao sujeito
participante ou quando constatar a superioridade do regime oferecido a um dos grupos de
pesquisa (Item V.3.).

O CEP deve ser informado de todos os efeitos adversos ou fatos relevantes que alterem o
curso normal do estudo (Res. CNS Item V.4.). E papel do pesquisador assegurar medidas
imediatas adequadas frente a evento adverso grave ocorrido (mesmo que tenha sido em outro
centro) ¢ enviar notificagdo ao CEP e & Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria — ANVISA —
junto com seu posicionamento.

Eventuais modificagdes ou emendas ao protocolo devem ser apresentadas ao CEP de
forma clara e sucinta, identificando a parte do protocolo a ser modificada e suas justificativas.
Em caso de projeto do Grupo I ou II apresentados anteriormente & ANVISA, o pesquisador ou
patrocinador deve envia-las também a mesma junto com o parecer aprovatdrio do CEP, para
serem juntadas ao protocolo inicial (Res. 251/97, Item II1.2.¢)

Relatorios parciais e final devem ser apresentados ao CEP, de acordo com os prazos
estabelecidos na Resolugdo CNS-MS 196/96.

VII - DATA DA REUNIAO

Homologado na XII Reunifio Ordinaria do CEP/FCM, em 20 de dezembro de 2005.

Profg/ ra. Carmen Sllyla Bertuzzo
PRESIDENTE DO COMITE DE ETICA EM PESQUISA
FCM / UNICAMP
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ANEXO 2
TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

“Estudo de bioequivaléncia de duas formulacoes de losartana comprimido
revestido de 100 mg, associado a hidroclorotiazida 25 mg em voluntarios
sadios de ambos os sexos, sendo a formulacao teste produzida pela Eurofarma
Laboratérios Ltda e a formulacéo referéncia (Hyzaar®) pelo laboratério Merck
Sharp & Dohme Farmacéutica Ltda”

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Vocé estda sendo convidado a participar de um projeto de pesquisa. Sua
participagdo é importante, porém, vocé nao deve participar contra a sua vontade.
Leia atentamente as informacdes abaixo e faca qualquer pergunta que desejar, para

que todos os procedimentos desta pesquisa sejam esclarecidos.

NATUREZA E PROPOSITO DO ESTUDO

O objetivo da pesquisa é verificar se 1 comprimido revestido de losartana (100
mg) + hidroclorotiazida (25 mg) produzido pela Eurofarma Laboratérios Lida -
Formulacdo Teste - atinge niveis do medicamento no sangue equivalente a 1
comprimido revestido de (Hyzaar®) de losartan (100 mg) + hidroclorotiazida (25 mg)
produzido pela Merck Sharp & Dohme Farmacéutica Ltda - Formulacdo Referéncia.
Vocé recebera um comprimido revestido de cada uma das duas medicac¢des, cada
uma em um periodo de internacdo diferente. A ordem que vocé tomara cada
medicacao obedecera a um sorteio.

Este medicamento é indicado para tratamento de edema, controle da

hipertens&o arterial, auxiliar no tratamento do diabetes e osteoporose.

PROCEDIMENTOS A SEREM REALIZADOS E RESPONSABILIDADES
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Antes de sua participacao no estudo sera avaliada a sua condicao de saude.
Uma enfermeira fara seu histérico clinico (se vocé teve ou tem alguma doenca e se
vocé faz uso de algum medicamento, etc), medira o seu pulso, sua temperatura, sua
pressao arterial. Também serd feito um exame do coragao (eletrocardiograma). Um
médico lhe fard um exame fisico. Durante a visita serdo coletadas amostras de
sangue, urina e fezes para exames laboratoriais. Os exames laboratoriais incluem
exame de sangue completo como hemograma completo, bioquimica sangilinea
(glicose no sangue, proteinas totais, albumina, transaminases oxalacética e piravica,
gamaglutamil transferase, creatinina, uréia, acido urico, colesterol e triglicerideos);
exame sumario de urina (Urina l). Exames para a hepatite B e C e para AIDS (HIV1 e
HIV2), no sangue, e exame de fezes (protoparasitolégico), serdo feitos somente no
pré-estudo. O teste de gravidez (BHCG) sera feito no pré-estudo e na noite das
internacdes sera realizado o teste de HCG na urina.

Durante o estudo, vocé sera internado duas vezes por aproximadamente 26
horas cada periodo, com intervalo minimo de 7 dias.

Em cada periodo de internagao:

a) Vocé deverda permanecer em jejum por pelo menos 10 horas antes da
medicacao;
b) Sera retirada uma amostra de 20 mL antes da administracao da medicacéo;

c) Serd administrado um 1 comprimido revestido de losartana (100 mg) +
hidroclorotiazida (25 mg) acompanhado de 200 mL de 4gua sem gas;

d) Serdo coletadas 23 amostras de sangue de 8 mL cada, através de agulha
introduzida em veia superficial para a dosagem do medicamento em tempos

pré-determinados para o estudo;

e) Em intervalos regulares, sera verificada sua pressao, pulso e temperatura.
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Serao também servidas refeicées padronizadas (jantar na noite da internacao,
almoco, lanche da tarde, jantar e ceia no dia da administragdo da medicacao) e
bebidas em horarios preestabelecidos.

Apoés a coleta de 14 horas vocé recebera alta do hospital.

Um total de 438 mL de sangue serdo colhidos durante todo o estudo. A
duracgdo total de sua participagdo na pesquisa esta estimada em 30 dias, a contar da

primeira internagdo, apds o processo de selecao.

RESPONSABILIDADES DO VOLUNTARIO

E condicao indispensavel, para participacdo no ensaio clinico, que vocé esteja
em boas condi¢cdes de saude e, portanto, ndo esteja no momento sob tratamento
médico ou fazendo uso de quaisquer drogas ou medica¢des. Algumas regras
deverdo ser seguidas para sua participacdo no estudo: a) ndo pode ser dependente
de drogas ou alcool e caso o investigador tenha alguma suspeita, podera solicitar
exame de urina para deteccao do uso de drogas; b) ndo pode ter doado sangue ou
plasma dentro dos trés meses que antecedem o estudo ou ter doado 1500 mL (um
litro e meio) no periodo de um ano antecedendo ao estudo; c¢) ndo pode tomar
bebidas contendo cafeina e xantinas (café, cha, coca-cola, etc) nas 12 horas que
antecedem as internacdes até a ultima coleta.

E ainda de sua responsabilidade em relagcdo a sua participacdo no ensaio
clinico: a) comparecer as internagdes na data e horarios informados; b) retornar a
Synchrophar nas datas e horarios combinados; c) tomar toda a medicagao prevista;
d) ingerir toda a alimentacdo e liquidos que tenham sido previstos; e) retornar a
unidade na data e horario combinados para a realizacdo da consulta e exames de
alta, independentemente de haver sido interrompida sua participagdo no estudo ou
de sua desisténcia.

Aos voluntarios do sexo feminino € condigédo indispensavel para participacao
no ensaio clinico que nao estejam gravidas, isso sera comprovado por exame de

gravidez no sangue (BHCG). Sua participacdo ndo sera permitida caso vocé
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engravide apds a realizagdo dos exames clinico-laboratoriais, se vocé estiver
amamentando ou se estiver pretendendo engravidar durante o prazo de duracao do
estudo. Caso, mesmo tendo considerado estas precaucgdes, vier a suspeitar que
engravidou durante a participagao no estudo, devera comunicar imediatamente o fato

a equipe e devera interromper sua participagdo sem prejuizo dos seus direitos.

RESPONSABILIDADES DA SYNCHROPHAR

E de responsabilidade do investigador garantir que os voluntarios envolvidos
recebam um tratamento definitivo para qualquer evento adverso, se necessario. Os
eventos deverdao ser seguidos clinicamente e por andlises laboratoriais (quando
indicados) até que os parametros voltem ao normal. Estas atividades podem
permanecer mesmo apos o estudo ter sido completado.

A equipe da Unidade Clinica devera monitorar a seguranca dos voluntarios
desde a ocorréncia de um evento adverso até a recuperagao satisfatéria. Em casos
de emergéncia a unidade tem local préprio, equipado com desfibrilador, monitor,
oximetro, respirador, material para pequena cirurgia € com medicagdo de urgéncia
para qualquer eventualidade. Além disso, conta em anexo com uma Unidade de

Terapia Intensiva (UTI).
POSSIVEIS RISCOS E DESCONFORTOS

A administracdo oral de losartana + hidroclorotiazida pode causar efeitos
colaterais como: tontura, queda excessiva da pressao arterial quando ao se levantar,
erupcao na pele, aumento da concentracdo de potassio no sangue, diminuicdo da
concentracao de sédio no sangue, diminuicdo da concentracdo de magnésio no
sangue, inflamacdo do pancreas, fraqueza muscular, fraqueza e eventualmente
paralisia. Aumento de glicose no sangue pode ocorrer em alguns casos,
principalmente associada a infec¢des do trato urinario. Aumento de acido Urico no

sangue é comum e geralmente é assintomatico, mas pode aparecer como um ataque
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agudo de gota. Outro sintoma associado ao medicamento é a impoténcia,
principalmente em pacientes diabéticos.

Em casos de superdosagem, podem ocorrer disturbios do metabolismo,
podendo causar sonoléncia e até coma. Raramente € observado caso de anemia e
outras reacdes de hipersensibilidade.

Além dos efeitos citados, a administracdo de qualquer medicamento pode
causar reagdes imprevisiveis.

A retirada de sangue é um procedimento seguro e pode causar um leve
desconforto, e ocasionalmente, uma mancha roxa pequena no local da picada sem

maiores problemas.

BENEFiICIOS OU COMPENSACOES

A participagdo neste estudo, ndo tem o objetivo de submeté-lo a um
tratamento terapéutico. Conseqiientemente, ndo se espera que a participacdo no

estudo traga qualquer beneficio em funcao do tratamento.

INTERCORRENCIAS (efeitos indesejaveis)

Se vocé sofrer algum maleficio em decorréncia direta de sua participagdo no
estudo, vocé receberd tratamento, sem qualquer custo. Nao havera no entanto
qualquer compensacgao de ordem financeira em fungdo do ocorrido, a ndo ser que a
condicao faga jus da indenizagao prevista no Seguro de Vida em Grupo mencionado
abaixo. Contudo, ao assinar este termo, vocé nao esta renunciando qualquer direito
legal que vocé possui.

Durante o periodo de 180 dias a partir da data da assinatura deste termo, o
voluntario estara assegurado (Seguro de Vida em Grupo) pela empresa Executivos

Seguros (Sul América Aetna)

RESSARCIMENTO
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De acordo com valores previamente estabelecidos R$ 440,00 (quatrocentos e
quarenta reais), os voluntarios seréo ressarcidos das despesas e tempo despendido
na realizagdo do estudo clinico apds a consulta de alta. Caso desista, ou seja,
dispensado antes do estudo ser finalizado o voluntario recebera proporcionalmente
ao tempo despendido, no final do estudo. A desisténcia ou dispensa antes do

comparecimento para a primeira internagdo nao da direito a ressarcimento.

PARTICIPACAO VOLUNTARIA

Sua participacao € voluntaria e vocé tem a liberdade de desistir ou interromper
a participacao neste estudo no momento que desejar. Neste caso, vocé deve
informar imediatamente sua decisdo ao pesquisador ou a um membro de sua equipe,
sem necessidade de qualquer explicagdo e sem que isto venha interferir no seu
atendimento médico.

Independente de seu desejo e consentimento, sua participacdo no ensaio
clinico poderéa ser interrompida, em fungdo: a) da ocorréncia de eventos adversos; b)
da ocorréncia de qualquer doenca que, a critério médico, prejudique a continuacao
de sua participacao no estudo; ¢) do ndo cumprimento das normas estabelecidas; d)
de qualquer outro motivo que, a critério médico, seja do interesse de seu préprio bem
estar ou dos demais participantes; e) da suspenséo do Estudo como um todo.

A Synchrophar o mantera informado, em tempo oportuno, sempre que houver
alguma informagcdo adicional que possa influenciar seu desejo de continuar
participando no estudo e prestara qualquer tipo de esclarecimento em relagdo ao
progresso da pesquisa, conforme sua solicitagao.

A interrupcdo ndo causara prejuizo ao seu atendimento, cuidado e tratamento
pela equipe da Synchrophar.

DIVULGAGAO DE INFORMACOES QUANTO A PARTICIPACAO NO ESTUDO

Anexos

- 224 -



Os registros que possam identificar sua identidade serdo mantidos em sigilo. A
Synchrophar néo identificara o voluntario por ocasido da publicagéo dos resultados
obtidos.

Contudo, o(s) monitor(es) do Estudo, auditor(es), membros do Comité de Etica
e Pesquisa Clinica, ou autoridades dos 06rgaos governamentais envolvidos na
fiscalizacdo e acompanhamento do estudo terdo direito de ter acesso aos registros
originais de dados clinicos de sua pessoa, coletados durante a pesquisa, na
extensdo em que for permitido pela Lei e regulamentacbes aplicaveis, com o
propdsito de verificar os procedimentos e dados do ensaio, sem no entanto violar a
condicao de que tais informagbes sdo confidenciais. Ao assinar este Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido, vocé estd também autorizando tal acesso,

mesmo se vocé se retirar do Estudo.

CONTATOS E PERGUNTAS

Caso surja alguma intercorréncia vocé devera procurar a Synchrophar (Fone
XXXX-XXXX) e pedir que fagam contato com os médicos responsaveis pelo ensaio
clinico ou entdo entrar em contato diretamente com os médicos nos telefones
indicados no final deste Termo de Consentimento.

Podera contatar o Dr. Ney Carter do Carmo Borges para receber informagdes
adicionais, relacionadas a pesquisa ou quanto aos seus direitos como voluntario, e
também secretaria do Comité de Etica em Pesquisa da Unicamp fone 3788-8936
para apresentar recursos ou reclamagdes em relagdo ao ensaio clinico.

Ap6s uma reunido junto com a coordenadora do estudo, e apds ler este
documento, vocé obteve todas as informagdes e esclarecimentos necessarios para
poder decidir conscientemente sobre a participacao no referido ensaio clinico.

Se vocé concorda com as condicoes do estudo, leia e assine o documento
abaixo.

Eu, : anos, RG

, declaro que li cuidadosamente todo este documento denominado

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido e que tive oportunidade de fazer
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perguntas sobre o seu conteudo e também sobre o Estudo. Recebi explicacdes que
responderam por completo minhas duvidas e reafirmo estar livre e espontaneamente
decidindo participar do Estudo, sob responsabilidade do Dr. Ney Carter do Carmo
Borges, do Dr. Ronilson A. Moreno e das enfermeiras Angélica de Toledo e Lucelena
Vieira Dezorde da Synchrophar Assessoria e Desenvolvimento de Projetos Clinicos
S/S Ltda.

Ao assinar este Termo de Consentimento eu também estou certificando que
toda a informagao que eu prestei, incluindo minha histéria médica, é verdadeira e
correta até onde é de meu conhecimento, e declaro estar recebendo uma cépia
assinada deste documento.

Ao assinar este Termo de Consentimento estou autorizando o acesso as
minhas informacdes de saude aos membros da equipe e a monitores, auditores,
membros do Comité de Etica em Pesquisa e membros de 6rgdos regulamentares
envolvidos, nas condi¢des descritas acima.

Ao assinar este Termo de Consentimento eu nao renunciei qualquer direito

legal que eu venha a ter ao participar deste Estudo.

Nome do Voluntario Data Assinatura

Enf? Angélica de Toledo COREN: 036205

Responsavel pela obtengc&o do termo de consentimento Data Assinatura

Enfé Lucelena V. Dezorde COREN: 0107104

Responsavel pela obtengao do termo de consentimento Data Assinatura
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Testemunha Data Assinatura

(Necessario somente se o voluntario ndo souber ler)

CONTATOS:
Dr. Ney Carter do Carmo Borges Dr. Ronilson Agnaldo Moreno
(XX) XXXX-XXXX (XX) XXXX-XXXX
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ANEXO 3
ELETROCARDIOGRAMAS - NORMAL E ANORMAL
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SYNCHROPHAR ASSESSORIA E DESENVOLVIMENTO DE PESQUISA CLIINICA Ltda
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SYNCHROPHAR ASSESSORIA E DESENUOLUINENTO DE PESQUISA CLLINICA Ltda
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Simultaneous Determination of Losartan
and Hydrochlorothiazide in Human Plasma by
LC/MS/MS with Electrospray Ionization and
Its Application to Pharmacokinetics
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A method based on a simple liguid-liquid extraction (LLE) followed by high-
performance liguid chromatography with negative ion electrospray ionization tandem
mass spectrometry (HPLC-ESI-MS/MS) detection was developed for the simultaneous
determination of losartan (LOS) and hydrachlorothiazide (HCTZ) in Inonan plasma,
wusing vaisartan (VAL) and chiorthalidone (CHID) as an internal standard,
respectively. The acquisition was performed in multiple reactions meonitoring (MRM)
and the limit of quantification was 4 ng/mL for both LOS and HCTZ. The method was
finear in the studied range (4-800 ng/mL for LOS and 4—500 ng’nL for HCTZ). The
infra-assay precisions ranged from 2.6-11.9% for LOS and 1.4-8.2%; for HCTZ, while
the inter-assay precisions ranged from 1.0-8.0% for LOS and 2.5-7.7% for HCTZ.
The intra-assay accuracies ranged from 913 to 107.6% for LOS and 91.5 fo 105.8%
for HCTZ, while the inter-assay accuracies ranged from 99.9 to 106.4% for LOS and
97.4 to 101.4% for HCTZ The analvtical method was applied to a bisequivalence
studly, in which 28 healthy adult volunteers (14 men) received single oral doses (100
mg LOS + 25 mg HCTZ) of reference and fest formulations, in an open, two-period,
balanced randomized, crossover protocol. Based on the 90% confidence interval of the
individual ratios for Cmax and AUCO-ing, it was concluded that the test formulation is
bicequivalent to the reference Hyzaar® formulation with respect to the rate and extent
of absorption of both LOS and HCTZ.
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Introduction

Losartan (LOS), chemucally descnbed as  2-butyl-4-chloro-1-[p-(o-1Htetrazol-3-
ylphenyllbenzyl] mmidazole-5-methanol, 1s an effective, synthetic, orally active, nonpep-
tide angiotensin II receptor antagonist (1). Losartan and its principal active metabolite
block the vasoconstrictor and aldosterone-secreting effects of angiotensin II by selectively
blocking the binding of angiotensin II to the AT1 receptor (2.3). This molecule undergoes
first-pass metabolism by cytochrome P430 enzymes. Its biotransformation results, in part,
to an active carboxylic acid metabolite that 1s 1040 times more potent than losartan. This
acid metabolite 1s responsible for most of the angiotensin II receptor antagonism that fol-
lows losartan treatment (4).

Following oral admimstration, losartan 1s well absorbed with a reported systemic bio-
availability of 32.6% with a 30 mg tablet (geometric mean) (3). The mean peak plasma
concentrations of losartan and its metabolite are reached in 1 h and in 3—4 h. respectively
(5=T). Both losartan and 1ts metabolite are highly bound to plasma proteins: 98 698 8%
and 99.7%, respectively, in the concentration range of 0.5-3 pg/mL (8.9). Upon oral
administration, about 4% of the dose 15 excreted unchanged in the urine and about 6% 1s
excreted 1n urine as active metabolite. Biliary excretion contributes to the elimination of
losartan and its metabolites.

Hwdrochlorothiazide (HCTZ) 1s a thiazide diuretic and an anti-hypertensive that inter-
feres with the renal tubular mechanism of electrolyte reabsorption. The primary action of
the thiazides 1s to increase diuresis by blocking the reabsorption of sodium and chloride in
the distal tubule and therefore an accompanying amount of water. In the early distal
tubule, the thiazides compete at the sodium chloride co-transporter, which actively pumps
sodmm and chloride, against 1ts concentration gradient, out of the tubule. Following oral
administration, hyvdrochlorothiazide is rapidly absorbed at 60% to 80% of the dose (10).
The elimination half-life 1s 10 tol12 h. with a range of 2 to 13 h. The primary route of
elimination 1s renal excretion as unchanged drug, with 50% to 70% of an oral dose
excreted within 24 h (10,11). To achieve the target of low blood pressure, it is now com-
mon practice to apply a combination of anti-hypertensive agents. particularly two drugs
with different mechamsms of action (12.13). Nowadays. drug administration 1s tending to
become simpler (in terms of the number of administered formulations). and therefore two
or more drugs are often included in the same tablet. Hyzaar® 100-25 combines the action
of both drugs. containing 100 mg of losartan potassium and 23 mg of hvdrochlorothiazide.

The combination ligmd chromatography/mass spectrometry 1s currently accepted as
being the method of choice for the determination of organic molecules from complex bio-
logical matrices (14-17). The high selectivity and sensitivity of LC/MS/MS has allowed
the development of high throughput methods, which are an essential in pharmacokinetics
studies. Analytical methods consisting of separate quantitative determination of LOS and
HCTZ using UV (18-20), fluorescence (21,22}, or electrochemical detection (23) are not
convenient for clinical studies. A method was published describing the simultaneous
quantification of LOS and HCTZ in human plasma and using a fully automated solid-
phase extraction (SPE) protocel to 1solate LOS, 1ts major circulating metabolite EXP-
3174, HCTZ, and furosemude (internal standard [IS]) from human plasma (24). The
authors described a very low limit of quantification for both LOS (1.0 ng/mL) and HCTZ
(0.5 ng/mL).

The objective of this study was to develop a simple, rapid, sensitive, specific and
robust method combining a simple liquid-liquid extraction (LLE) protocol with high-
performance liquid chromatography (HPLC) and negative electrospray tandem mass
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spectrometry (ESLIMS/NS) for the simultaneous quantification of these drugs in hundreds
of plasma samples obtained from a bioequivalence study of a test LOS-HCTZ formulation
(100 mg losartan associated with 25 mg hydrochlorothiazide) against the reference
Hyvzaar® (Merck Sharp & Dohme Pharmaceutics Ltd., Campinas, SP, Brazil).

Experimental

Chemicals and Reagents

Losartan-LOS (lot number 05044244) and hyvdrochlorothiazide-HCTZ (lot number 1003)
were provided by Biosintetica Farmacéutica Ltda (Sdo Paulo, SP, Brazil) and INCQS/
Fiocruz (Fio de Janeiro, RJ, Brazil), respectively. while the internal standards valsartan-
VAL (lot number CO336) and chlorthalidone-CHTD (lot number TE38F) were provided
by Novartis International Pharmaceutical Litd. (Ringaskiddy Co.. Cork, Ireland). Hexane,
ethvl ether, methanol, and acetonitrile (HPLC-grade) and 96% formic acid (analyvtical-
grade) were purchased from Tedia Brasil (Rio de Janeiro, RJI. Brazil). while ethvlacetate
({HPLC-grade) and acetic acid (glacial, analvtical-grade) from J.T. Baker (Phullipsburg,
NI} Ultra-pure water was obtained from a Gehaka Master system (Sdo Paulo, SP, Brazil).
Human blank plasma samples for the development. validation, and control of the method
were obtamned from healthy, drug-free volunteer blood donors at the Banco de Sangue do
Hospital do Faim (S&c Paulo, Brazil). For the bicequivalence assessment of losartan and
hydrochlorothiazide formulations, plasma samples were collected from the wvolunteers
enrolled in the study.

Instrumenitation

An LCMS/MS system consisting of a liguid chromatograph (model 1100, Agilent, Santa
Clara, CA) coupled to an electrospray tandem triple quadmipole mass spectrometer (model
APT 2000, AB/MDS-5ciex, Concord, ON, Canada) was used for detection and mass anal-
ws1s operating with Analvst 1.4.1 software.

Calibration Standards and Quality Control Samples

Stock solutions of each compound (LOS and HCTZ) were mitially prepared by dissolving
each of the accurately weighed reference compounds in methanol (0.1 mg/mL). Working
solutions were prepared by diluting these solutions with methanol/water 30/30 (w/v), as
appropriate, to obtain final working solutions of 40.0, 20.0, 5.0, 2.5, 0.75. 0.4, and 0.2 pg/
mlL for LOS and 250, 125, 30,25, 075,04, and 0.2 pg/mL for HCTZ_ As internal stan-
dard, VAL and CHTD were used for LOS and HCTZ, respectively. Stock solutions of
VAL and CHTD (1 mg/ml) were also prepared in methanol and were subseguently
diluted with distilled water to a final concentration of 136.25 and 125 ng/ml of VAL and
CHTD, respectively. Calibration curves were prepared by spiking blank plasma with the
working solutions to provide calibration samples at concentrations of 300, 400, 100, 30,
15, 8, and 4 ng/ml for LOS and 500, 250, 100, 50, 15, 8, and 4 ng/ml. for HCTZ. In order
to prepare qualitv control (QC) samples, dilutions of stock solutions were made with
methanol/water 50/30 to obtain working solutions of 63.0, 40.0, 1.2, and 0.4 ng/uL for
LOS and 40.0, 200, 1.2 and 0.4 ng/pLl. for HCTZ. Quality control (QC) plasma samples
were prepared by spiking blank plasma with the above working solutions to provide four
different concentrations, namely, at the limit of quantification (QC-LQ: 4 ng/ml. for both,
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LOS and HCTZ). at low concentration (QCL: 12 ng/ml for both, LOS and HCTZ). at
medium concentration (QCN: 400 and 200 ng/mI for LOS and HCTZ, respectively). and
at high concentration (QCH: 650 and 400 ng/ml for LOS and HCTZ, respectively).

Assay Procedure

The frozen plasma samples were thawed at room temperature and aliquots of 0.2 ml of each
calibrator, QC. or volunteer sample were extracted with 4 mL of ethvlacetate - hexane - ethyl
ether (70:15:13, w/~v), after the addiion of 0023 ml of mternal standard solution
(VAT +CHTD, 156.25 and 125 ng/mL., respectively) and 0.025 mL of 1 3%% formic acid. After
agitation at 200 rpm/3 muin and centnifugation (3500 rpm/2 min). the agueous phase was frozen
in a dry 1ce bath (10 min) and the organic phase was transferred to a clean tube for evaporation
at 30°C under mitrogen flow. The residues were taken with 0.2 mL of mobile phase (acetomni-
trile — 0.053% acetic acid, 1.4:1 w'v), vortex-mixed for 10 seconds and taken to the auto sampler.

Chromatoegraphic Conditions

An aliguot of 0.03 ml was myyected into an Agilent Zorbax Eclipse® C8 (Agilent
Technologies Inc., Santa Clara, CA). 150 x 4.6 mum, 5 pim 1.d. analytical column, couplad
to a Phenomenex Gemim® C18 (Phenomex Inc. . Torrance, CA), 4 x 3 mm. 3 pm 1.d.
guard-column. operated at 25°C and split 1:2. The auto sampler rack temperature was kept
at —10°C_ The 1socratic elution mobile phase was composed of acetonitrile — 0.03% acetic
acid (70:30, v/v). A flow rate of 0.6 mL/min was used for sample analysis and the total
runtime was set to 4.5 min.

Mass Spectrometer Conditions

The mass spectrometer equipped with electrospray iomization (ESI) source was operated
1n the negative 1on mode (ES7) and multiple reactions monitoring (MEM) mode. The tun-
ing parameters were optimized for LOS, HCTZ, valsartan (VAL) and chlorathalidone
(CHTD) by infusing a 1 ng/uL standard solution of each compound into the stainless steel
sample capillary of the electrospray source at a constant flow-rate of 10 pL/min, using a
syringe pump. LThe electrospray capillary potential was set to 4300 eV and nitrogen was
used as drving gas for solvent evaporation. The ESI source and dryving gas temperatures
were kept at 100°C and 450°C. respectively. The dwell time was 80 msec for all drugs.
The collision energies were —24, —32. —4_ and —24 eV for LOS, HCTZ. VAL, and CHTD,
respectively. Based on the full scan MS/MS spectrum of each drug, the most abundant
ions were selected and the mass spectrometer was set to monitor the transitions of the pre-
cursors to the product 1ons, as follows: m/z 421.0 — 127.0 for LOS. m/z 4342 — 1791
for VAL, m/z 2959 — 205.1 for HCTZ, and m/z 337.0 — 145 9 for CHTD. Data acquisi-
tion and analysis were performed using the Analyvst 1.4.1 software.

Method Validation

For method validation. the tests were performed on replicates of QC samples in three
different assays. The analvtical muns included a blank plasma, a blank plasma spiked with
internal standard solution, blank plasma samples for the specificity test. seven concentra-
tion levels of calibration samples (n = 2) for the calibration curve, QC samples (QC-LQ,
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QCL. QCM. and QCH) in replicates (n = 7) for the determination of precision. accu-
racy, and recovery, and QCL and QCH (n = 3) for testing the stability of both LOS
and HCTZ.

For the specificity test. six blank human plasma samples (including one lipemic and
one with hemolysis) were obtained as described. Each blank sample was tested for inter-
ference using the proposed method.

The limit of quantification (LOQ) in plasma was defined as the lowest concentration
of the analyte in plasma measured with acceptable accuracy and precision (%0 bias and
RSD = 20%). The linearity of the calibration curves was determined by the least-squares
1% (LOS) and 1/x (HCTZ) weighted linear regression approach. The recovery (extraction
efficiency) of LOS and HCTZ from plasma after the extraction procedure was determined
by comparing the responses obtained from extracted QCL, QCM., and QCH samples (n = 3)
with extracted blank plasma samples to which the analytes were added after extraction
(corresponding to 100% of recovery). The results were expressed as recovery (%) = (area
of extracted analyte/area of nonextracted analyte) x 100.

The intra- and inter-assay precisions were determined as the % CV and the intra- and
inter-assay accuracies were expressed as percentages of the nominal concentration, 1.2, as
accuracy (%) = (found concentration/nominal concentration) x 100. Intra-assay precision
and accuracy were calculated using the average of the five measured concentrations in
each validation group obtained in the same assay; inter-assay precision and accuracy were
calculated using the average of all replicates obtained in three different assavs for each
validation group. The precision was also determined for 2 and 4 times the dilution of
samples with blank plasma, m order to contemplate those cases where the volunteer sam-
ple exceeds the concentration of the highest calibrator. The following criteria were used to
assess the suitability of precision and accuracy: the % CV determined at each concentra-
tion level should not exceed 15%, except at the limit of quantification where deviations
should not exceed 20%: the accuracy should be within 80—-120%.

The stability of LOS and HCTZ in plasma was assessed by analyzing replicates (n = 3)
of QCL and QCH exposed to different time and temperature conditions. The results were
compared with those for freshly prepared QUC samples, and the percentage of concentra-
tion deviation was calculated. The protocol for the stability study included: a) freeze-thaw
stability, which samples were stored at —20°C followed by thawing at room temperature
and analyzed after the third cycle on consecutive days: b) exposure of the samples at the
bench to room temperature (~23°C) for 6:30 h; ¢) exposure of the extracted samples to the
auto sampler rack temperature (—10°C) for 2 days; d) stability of LOS and HCTZ standard
solutions, kept at rack temperature (—10°C) for 21 days. The long-term stability was
assessed after storage of the test samples at —20°C for 99 days.

Pharmacokinetics and Statistical Analysis

The validated method was applied to evaluate the bicequivalence of two formulations of
LOSHCTZ (100 mg + 25 mg, respectively, as tablets), namely. the reference Hyzaar®
(Merck Sharp & Dohme Farmacéutica Ltd.. Brazil) and the genenic (test) formulation
containing the same dosage of both compounds. The study was conducted 1n accordance
with the revised Declaration of Helsinki, the rules of Good Clinical Practice (ICH-GCP)
and the Resolutions No. 196/96 and 251/97 of the National Health Council — Health
Ministry, Brazil. The clinical protocol was approved by the Research Ethics Commaittee of
University of Campinas - Uwnicanme, Sdo Paule, Brazil, and all participants provided
written, informed consent.

Anexos

- 239 -



420 M.C. Salvadori et al.

Twenty-eight (14 male) healthy volunteers were selected for this studv according to
medical history. physical examination, blood pressure, temperature. heart frequency.
electrocardiogram, and standard laboratory test results (blood cell count, biochemical
profile. *-HCG. hepantis B and C. HIV. uninalysis, and microscopic exanunation of stool
specimens). The demographic data of these volunteers were: age 1945 (mean 31 82 £ 7 44)
wvears, height 150-182 (mean 163.9 £ 8.20) cm. weight 51-76.3 (mean 60.87 £ 7.82) kg,
and Index of Corporal Mass 19 4327 99 l-cg.-"rnl2 (mean 22 84 + 2 33).

A standard crossover two-period randomized single-dose model, with a 7-day wash-
out interval between doses was used. Fourteen volunteers were randomly allocated for the
sequence reference/test and 14 for test/reference. The volunteers entered the Climical Phar-
macology Unit 10 h before drug administration and left the Unit 14 h after sampling. In
each period, after 8 h fast, a hepanmzed catheter was mtroduced 1n a superficial vemn and a
predosing blood sample was collected. After time 0 sampling, each volunteer was then
orally admanistered one LOS+HCTZ tablet (100+235 mg) of the reference or the test for-
mulations with 200 ml of water. The volunteers continued to fast for 4 h after drug
admmistration. Venous blood samples (8 ml) were collected at 00:15, 00:20, 00:30,
00:40, 00:45, 01:00, 01:20. 01:40, 02:00, 02:20, 02:30, 02:40. 03:00, 03:30, 04:00, 05:00,
06:00, 08:00, 10:00, 14:00, 24:00, and 48:00 h post-dosing. The plasma was then sepa-
rated by centrifugation at 3000 rpm for 10 min, and was stored at —20°C until assayed for
the LOS and HCTZ content.

The value of C

‘max (peak plasma concentration) and its corresponding time (T _ )

were determuned from the individual plasma concentration data. The pharmacoki-
netic parameter AUC,, (area under the plasma drug concentration—time curve
between time 0 and time of the last observed concentration higher than LOQ) was
calculated by the trapezoid method. The extrapelated parameter AUC ;. (AUC from
0 to infinity) was calculated by adding the value of (C, / K.) to the caleulated AUC, ..
where C, 1s the last determined concentration higher than LOQ and K, 1s the first-
order termunal elimination rate constant. determined by the least-square linear
regression approach, using the four last points, which describe the elimination phase
on a log-linear plot.

The termunal half-life parameter (tl.-"z) was dennved from this rate constant (tl.-"z =In(2)
KL A two-ways ANOVA test was used to verify the effects of formulations. periods.
sequence, and subjects within the sequence on the log-transformed parameters Cmax.
AUC, .. and AUC , r obtained from a crossover model. The average bioequivalence was
assessed whether the 90% CI of the ratios for the parameters Cmax, AUC . and AUC, ; -
was within the 80—125% interval indicating bioequivalence as proposed by the U5 Food
and Drug Admumistration. EquivTest v.2.0 (Statistical Solution Lid., Saugus, MA) and
WinNonlin™ v 3 1 softwares were used for calculation of the studied pharmacokinetic
parameters (Pharsight Corp., Mountam View, CA).

Results

Sample Analysis

The application of this simple LLE protocol allowed a rapid and reproducible method for
the simultaneous extraction of LOS, HCTZ. and both internal standards VAL and CHTD
to be further quantified. After extraction, samples showed to be cleaned enough to be ana-
lvzed m a LO/MS/MS syvstem. A large number of samples can be determined daily using
this approach.
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Figure 1. MEM chromatogram of extracted losartan and hydrochlorothiazide. Plasma samples
spiked at the LOQ concentration (4 ng'ml) of LOS or HCTZ were extracted and analyzed as
described in the experimental procedure. The internal standards chromatograms are also included.
(A) losartan, (B) valsartan. (C) hydrochlorotluazide, and (D) chlorthalidone.

No sigmificant co-elution of plasma elements were observed m the MEM using a C8,
150 x 4.6 mm column and a runtime of 4.5 min. Chromatograms obtained using hemolyzed
and lipemic blank plasma did not exhibit any real differences from those for normal blank
plasma. Representative MEM LC/MS/MS chromatograms are shown i Figure 1. The reten-
tion times of LOS, HCTZ, VAL, and CHTD were 2.96, 2.46. 3 44, and 2 48 min. respec-
tively. The retention times of all compounds and the column backpressure remamed
practically constant by the end of study validation and quantification of all the samples.
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Standard Curves

A full validation was performed according to the U S. Food and Dimug Admimstration (FDA)
guidance on bioanalytical method validation. During the method validation, the regression
coefficients (Rz) for the three runs were greater than 09957 and 0.9994 for LOS and HCTZ,
respectively. The standard curves obtained for the three molecules are presented in Table 1.

The recoveries observed (n = 3) for QCL. QCM, and QCH were 71.5, 84.5, and
65.7% for LOS, and 65.1% for VAL, respectively. Furthermore, the recoveries observed
were 732, 82 8. and 64 9% for HCTZ, and 78 5% for CHTD, respectively.

The LOQ defined as the lowest concentration of the analvte in plasma measured with
acceptable accuracy and precision was 4 ng/mL for both LOS and HCTZ.

Accuracy and Precision

During method validation, the precision and accuracy were also assessed by analvzing QC
samples over three runs. Data for both tvpes of accuracy and precision (expressed as
CWV%) are presented 1n Table 2 for both LOS and HCTZ. These results, as well as the
respective values for the percentage accuracy, were within the acceptance criteria for pre-
cision and accuracy.

Stability Studies

The stability of the analytes in both plasma and stock solutions were examined as part of
the method validation to ensure that LOS and HCTZ were stable at distinet timing and
temperature conditions. The protocol for stability 1n plasma samples mcluded: a) three
cycles of freeze-thawing; b) exposure of the samples at the bench to room temperature
for 6:30 h; c) exposure of the extracted samples to the autosampler rack temperature for
2 days. Losartan and HCTZ stock solution stability was estimated by comparing fresh
and old dilutions kept at rack temperature for 21 days. Under all these conditions both
molecules were stable (= 13% variation).

The long-term stability showed that both molecules were stable after 99 days at
—20°C, showing a variation of only —8.7%.

Bioequivalence Study

The results of this study confirm that both formulations of LOS/HCTZ were well tolerated
at the admumistered doses and there were not significant adverse reactions. None of the

Tahble 1
Calibration equation parameters obtained dunng the validation of the method used for
the simultaneous quantification of LOS and HCTZ 1n human plasma

LOS HCTZ
Validation Run Regression Equations r Regression Equations 1—j
1 v=0.00422x + 0.000337 09957 v=0.0179x+0.00377 0.9995
2 v=0.00393x + 000127 09957 v=00185x+000135 09988
3 v=0.00374x + 000181 09977 v=00182x+ 000694 09994
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Table 2
Summary of % mtra- and inter-batch precision and accuracy results for the gquantification
of quality control (QC) samples of both LOS and HCTZ in human plasma

Intra-Run Inter-Run Intra-Run Inter-Run
Accuracy™® Accurac:}-'+ Precision” (% CV) Precision’ (% CV)

LOS QC Samples

QC-LQ 913 999 11.9 8.0
QCL 105.8 106.4 6.9 1.0
QCM 106.4 104.5 26 30
QCH 102.4 101.3 3.7 1.6
HCTZ QC Samples
QC-LQ 91.5 07.4 7.7 7.9
QCL 95.7 085 31 25
QCM 973 101.4 14 37
QCH 97.4 006 5 28

*(n=7), expressed as (found concentration/'nominal concentration) = 100.
T‘n.-"aluea obtained from all 3 mons (n=21).
m=7.

biochemical parameters presented any clinically relevant alterations. A total of 28 volun-
teers fimished the study. Mean pharmacokinetic parameters of LOS and HCTZ from all the
28 wvolunteers after administration of each LOS/HCTZ formulation (100 mg + 25 mg,
respectivelv, as tablets) are presented i Figure 2. The plasma concentration of LOS as
well as for HCTZ did not differ significantly after administration of both formulations,
1.e.. LOS/HCTZ test tablet and the reference one.

The pharmacokinetic parameters of LOS and HCTZ after oral administration of both
formulations are summanzed 11 Tables 3—5. The geometric mean and respective 90% CI
of LOS testreference percent ratios were 100.42% (83.00-121.50%) for C_. and
108.59% (98.27-119.98%) for AUC,,.,. Furthermore. the 90% confidence intervals for
HCTZ were 92.72% (82.41-104.32%) for C_ . and 98.74% (91.21-106.90%) for
AUC]a:t'

X

Discussion

The objective of this work was to develop a simple. rapid, and specific method for simul-
taneously quantifying LOS and HCTZ in a large number of human plasma samples deriv-
ing from a pharmacokinetic study. These studies require highly selective and sensitive
analytical methods that provide high accuracy and precision for the determination of drag
concentrations. The combination ligquid chromatography/mass spectrometry 1s currently
accepted as bemng a powerful means of determining organic molecules from complex
biclogical matrices (14—17). The selectivity and sensitivity of LC/MS/MS allowed analy-
s1s times to be reduced, such that sample preparation time often exceeds the analysis tune
of samples. LC/MS/MS was the method of choice because it offers high specificity and
sensitivity, good precision and accuracy. and a wide dynamic range. 1n addition to high
throughput, which 15 an essential characteristic 1n biocequivalence studies. Several
analytical methods for the separate quantitative determination of LOS and HCTZ using
UV (1820, fluorescence (21.22), or electrochemical detection (23) have been reported.
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Figure 2. (A) Mean LOS and (B) HCTZ plasma concentrations vs. time curve after oral adnimstration
of LOS/HCTZ (test product) or Hyzaar® (reference product) tablet formulations (n = 28).

A pharmacokinetics study reporting the detection of both molecules in human
plasma by a combination of HPLC-fluorescence for losartan and LC/MS/MS for
hydrochlorothiazide detection was recently published (21). The main disadvantage of
this study 1s to apply two different methods for the quantification of LOS and HCTZ.
All samples need to be analyzed twice, applying two different extraction methods
followed by two different detection systems. Despite showing a lower LOQ for
hyvdrochlorothiazide (0.41 ng/mL). the LOQ for losartan was higher than our method
(6.4 ng/mL).

A method published in the literature before our research describing the simultaneous
quantification of LOS and HCTZ 1n human plasma, makes use of a fully automated solid-
phase extraction (SPE) protocol, based on a 96-well apparatus. to isolate LOS, its major
circulating metabolite EXP-3174, HCTZ, and furosemide (internal standard [IS]) from
human plasma (24). In that work, the authors described a lower limit of quantification for
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Tahle 3
Arthmetic mean and 90% CI of the pharmacokinetics parameters of LOS obtamned from
28 volunteers after administration of each 100 mg losartan tablet formulation

LOS 100 mg Hyzaar®
Pharmacokinetics parameters Mean sD Mean sD
Toae () 1.21 0.67 1.39 0.88
C . (ng/ml) 32354 25987 531.96 263.77
AUC,.. ([ng x h]l/mL) 808.26 281.69 74776 25352
Ty (h) 191 0.40 1.98 0.51
AUC ) o 4s ([ng x h]'mL) 821.02 284 64 75997 256.69
AUC, ¢ ([ng x h]/mL) 826.17 281 .86 766.54 25543
Tahble 4

Arithmetic mean and 90% CI of the pharmacokinetics parameters of HCTZ obtained from
28 volunteers after administration of each 25 mg HCTZ tablet formulation

HCTZ 25 mg Hyzaar®

Pharmacokinetics parameters Mean sD Mean sD

T s (h) 254 1.14 233 0.99
C.. (ng/ml) 121.81 40.07 13192 4772
AUC,_ ., ([ng x h]/mL) 724 84 232 46 72919 20571
Ty (h) 8.11 221 8.52 2.14
AUC,}; (gssy) ([ng x h]/mL) 80936 268.54 818.33 228.47
AUC, - ([ng x h])/'mL) 814.50 29462 821.75 23035

both LOS (1.0 ng/mL) and HCTZ (0.5 ng/mlL) compared to the LOQ descnibed 1n this
work (4.0 ng/mL). The disadvantage of this approach 1s the high price of SPE columns
and the automatic apparatus needed to perform the extractions, making 1t impossible for
all laboratories to afford this extraction system in a routine analysis. However, our method
is very simple, it eliminates the need of any sophisticated apparatus, and can be performed
in any analytical laboratory. The pharmacokinetic results demonstrated that our method 1s
suitable for sunultaneous measuring of these drugs 1n plasma samples obtaned during a
pharmacokinetic or bicequivalence study.

Conclusion

A very simple and fast method mvolving the LLE protocol and LC/MS/MS analvsis was
developed for the simultaneous quantification of LOS and HCTZ 1 human plasma Losa-
rtan and HCTZ are formulated together and both are detected 1n the blood after 1t has been
administered. Using the protocol developed in this work, hundreds of samples can be ana-
lyzed daily, while only small quantities of plasma and solvent are consumed. The method
developed here was validated over the concentration ranges of 4-800 ng/mL for LOS and
4-500 ng/mL for HCTZ. These ranges are suitable for measuring these drugs 1n plasma
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Table 5
LOS and HCTZ geometric mean of the individual
AUC, .. AUC,, -and C__ ratios (test/reference formulation)
and the respective 90% confidence mntervals (CI)

Geometric ANOVA
Mean 90% CI CWV (%)
LOS/ Hyzaar®
sz % ratio 100 42% 83 00-121.50 43 69
AUC, ., o4 1atio 108 59 98 27-11998 2213
HCTZ/ Hyzaar®
C o %6 ratio 92.72 82.41-104.32 26.28
AUC ., 04 1asio 98 .74 91.21-106.90 17 54

samples obtained for a pharmacokinetic or bioequivalence study. The method possessed
excellent precision and accuracy and proved to be reliable.

Based on the calculated 90% CI for C,, and AUC,_, LOS-HCTZ/Hyzaar®. individ-
ual ratios for both LOS and HCTZ are within 80—-125% interval defined by the U.S. Food
and Drug Administration. it can be concluded that tested LOS-HCTZ formulation (100 mg
losartan associated with 23 mg hydrochlorothiazide) 1s bioequivalent to Hyvzaar® (Merck
Sharp & Dohme Farmaceutics Ltd.). in regard to both extent and rate of absorption of both
LOS and HCTZ.
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