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Resumo

Este estudo teve por objetive avaliar a bioequivaléncia entre duas formulagdes
farmacéuticas contendo a substancia ativa lisinopril, em termos de velocidade (Cmax) e
extens&o de absorgéo (ASCsy) do ativo no organismo. O medicamento teste foi o Lisinopril
comprimido de 20 mg da Medley S.A. Industria Farmacéutica (lote LIC 06/01-1; validade:
junho/03) e o medicamento de referéncia foi o Zestril® comprimido de 20 mg, produzido
pela Astra Zeneca (lote A03534; validade: outubro/04). O estudo de bicequivaléncia foi do
tipo aberto, aleatdrio, cruzado, dois periodos e duas seqiéncias, em 26 voluntérios sadios
de ambos 0s sexos (balanceado), dose Unica (20 mg) e em jejum. O intervalo entre as
internacgbes foi de 2 semanas. As amostras de sangue foram coletadas nos tempos 0, 1h,
2h, 3h, 3h30min, 4h, 4h30min, 5h, 5h30min, 6h, 6h30min, 7h, 7h30min, 8h, 8h30min, 9h,
10h, 12h, 24h e 48h. As amostras coletadas, foram imediatamente centrifugadas, e os
plasmas foram separados e armazenados a — 20 °C, para posterior quantificacdo. No
geral, as formula¢des foram bem toleradas e apenas cinco voluntarios se queixaram de
cefaléia. Nao houve desisténcia ou retirada de voluntarios. As concentracbes plasmaticas
totais de lisinopril foram determinadas por um método devidamente validado, utilizando
cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada ao espectrometro de massas
(HPLC/MS/MS). A fonte de ionizacéo foi electrospray operando no modo positivo (ES+)
com monitorizagdo de reac¢bes multiplas (MRM). O limite de quantificacdo do método foi
de 2 ng/mi, com precisdo de 8,9 % (n=8) e exatiddo de 98,9 %(n=8). O tempo total da
corrida cromatografica foi de 6,5 min. & os tempos de retencéo dos analitos foram
proximos de 4,0 min. A faixa de linearidade validada foi de 2,00 — 200 ng/ml. A
recuperacaoc média do método de extracio para o lisinopril foi de 79,2 + 5,9 %, 80,3 + 3,4
% e 82,5 £ 3,2 % (3,00; 30,0 e 150 ng/ml, respectivamente), e para o padrdo intemno
enalaprilato foi de 77,7 + 7,2 % (250 ng/ml). Apés transformacdo logaritmica das
concentragdes plasmaticas encontradas experimentalmente, foram obtidos os parémetros
farmacocinéticos utilizados no calculo de bioequivalénciaz Cmax (concentracido
plasmatica maxima) e ASC,,(area sob a curva de zero ao Gltimo tempo de coleta). Foi
feita a andlise de varidncia (ANOVA) para avaliar os efeitos de periodo, seqléncia,
tratamente e voluntaric dentro da seqiiéncia para os valores de Cp. @ ASCpy. Pela
ANOVA, somente o efeito do voluntario dentro da sequéncia foi significativo, para os dois
parametros avaliados, evidenciando a variabilidade inter individual. O intervaio de
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confianga com os limites extremos de aceitagBo da bioequivaléncia baseou-se em dois
testes ¢ unicaudais, com nivel de significAncia de 5 %, utilizando o quadrado médio
residual da ANOVA. Todos os voluntarios foram considerados no calculo. A meédia
geométrica e o intervalo de confianca de 80 % para as razfes das médias geomeétricas
entre 0 medicamento teste e medicamento referéncia, para os parametros ASC ¢+ € Crax,
foram de 95,5% (85,0 — 107,4 %) e 92,6 % (81,7 — 105,1 %), respectivamente. Uma vez
que os resultados obtidos no estudo estdo compreendidos no intervalo de confianca
aceito pela ANVISA (80 a 125 %), conclui-se que as duas formulagdes em estudo s&o
bioequivalentes, em termos de velocidade e extensao de absorgao do ativo no organismo.

- 00X -



Absfract

The aim of this study was to evaluate the bioequivalence between two formulations of
lisinopril 20 mg. The test formulation was Lisinopril tablet 20 mg, manufactured by Medley
S/A Indastria Farmacéutica (fot # LIC 06/01-1; expiry date: june/03) and the reference
formulation was Zestril® tablet 20 mg, manufactured by Astra Zeneca (lot # A03534;
expiry date: october/04). The bioequivalence study design was an open, randomized, two-
period crossover (2-sequence), with a 2-week washout interval, in 26 healthy volunteers,
both sexes (balanced), single dose (20 mg), in fasting conditions. The blood samples
collecting were 0, 1h, 2h, 3h, 3h30min, 4h, 4h30min, 5h, 5h30min,6h, 6h30min, 7h,
7h30min, 8h, 8h30min, Sh, 10h, 12h, 24h e 48h. The total plasma concentrations were
quantified by a validated method, using high-performance liquid chromatography coupled
to mass spectrometry (LC-MS-MS), with electrospray ionization running in positive mode
(ES+) and Multiple Reaction Monitoring (MRM). The limit of quantification (LOQ) was 2
ng/mi.The precision and accuracy, calculed from LOQ samples (n=8) were 8.9 % and 98.9
% respectivetely. The method had a chromatographic total run time of 6.5 min. and was
linear within the range 2.00 — 200 ng/ml. The mean recoveries observed (n=5) for lisinopril
were 79.2 + 5.9 %, 80.3 + 3.4 % and 82.5 + 3.9 % (3.00, 30.0 and 150 ng/ml, respectively).
The mean recoveries observed (n=5) for enalaprilat were 77.7 = 7.2 %. From the log-
transformation of the plasma concentrations values were obtained the pharmacokinetics
parameteres for the biocequivalence calculation: Cra (absorption rate) and AUC:
(absorption extension). It was evaluated by ANOVA the effects of period, sequence,
product and subject in the sequence for Craca@nd AUCo. Only the subject in the sequence
was considered statistically significant, showing the presence of significative interindividual
variability. The 90 % confidence interval was based on the residual variance of ANOVA.
The geometric mean and the 90 % ClI test/reference ratios were 95.5 % (85.0 - 107.4 %)
for AUC e @and 92.6 % (81.7 — 105.1 %) for Crax. Since the 90 % Cl for for AUC,s and
Coux Fatios are within the 80-125 % interval proposed by the ANVISA, it concludes that
Lisinopril 20 mg tablet (test formulation) is bicequivalent to Zestril® 20 mg tablet, in terms
of both rate and extent of absorption.
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1.1. Conceitos gerais sobre o tema

O estudo de bioeguivaiéncia consiste na comparagdo enire as
biodisponibilidades de formulagbes farmacéuticas. O termo biodisponibilidade é
considerado como sendo a velocidade e a extensé@o na qual uma molécuia ativa é
absorvida e torna-se disponivel no seu sitio de agé@o da droga. Considerando-se que a
quantidade do farmaco contida no fluido bioldégico esta em equilibrio com o sitio de agéo,
a biodisponibilidade é determinada através da medida da concentrac¢éo do principio ativo
do medicamento em sangue total, soro ou outro fluido biolégico apropriado, em funcéo do
tempo (METZLER, 1974).

A bioequivaléncia entre duas ou mais formulagbes também pode ser avaliada
através de parametros farmacodindmicos (STORPIRTIS, 1999).

Os parametros farmacocinéticos avaliados em estudos de bioequivaléncia séo
aqueles relacionados ao processo de absor¢éo do farmaco a partir da forma farmacéutica
administrada (STORPIRTIS, 1999).

Esses parametros relacionam-se & quantidade de farmaco absorvida, bem como
a velocidade pela qual este processo ocorre. A quantidade de farmaco absorvida (ou
exposicéo do farmaco no organismo) & obtida através do valor da area sob a curva do
tempo zero ao dltimo tempo de coleta (ASC ¢y). A velocidade de absorgéo é avaliada pela
medida pontual da maior concentragdo plasmatica do farmaco atingida
experimentalmente (Cra) 2pds a administracdo do medicamento. O pardmetro tna, € 0
tempo relacionado & C.a, também avaliado em estudos de bioequivaléncia, quando
clinicamente relevante (BRASIL, 2003).

Conforme definidc na Resolu¢gdo RDC n°® 135 de 2 de junho de 2003,
medicamentos bioequivalentes s&c equivalentes farmacéuticos que, ao serem
administrados na mesma dose molar, nas mesmas condigbes experimentais, ndo
apresentam diferencas estatisticamente significativas em relacgo a biodisponibilidade.

Equivalentes farmacéuticos sao medicamentos que contém o mesmo farmaco,
isto € mesmo sal ou éster da mesma molécula terapeuticamente ativa, na mesma
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quantidade e forma farmacéutica, podendo ou ndo conter excipientes idénticos (BRASIL,
2003).

O medicamento genérico, no Brasil, & definido com equivalente farmacéutico em
relagaoc ao medicamento de referéncia ou inovador, que se pretende ser com este
intercambiavel, geralmente produzido apds a expiragdo ou renulncia da protecdo
patentaria ou de outros direitos de exclusidade, comprovada a sua eficacia, seguranca e
qualidade, e designado pela DCB ou, na sua auséncia, pela DCI (BRASIL, 1999).

A eficacia e seguranca do medicamento genérico em relacéo ao medicamento de
referéncia, na maioria dos casos, s&o asseguradas através de estudos de
bioequivaléncia. Em alguns casos, a bioequivaléncia pode ser comprovada por estudos in
vitro, como € o caso dos produtos de uso topico sem absorcgéo sistémica.

O medicamento de referéncia é o medicamento inovador registrado no orgdo
federal responsavel pela vigilancia sanitaria e comercializado no Brasil, cuja eficacia,
seguranga e qualidade foram comprovadas cientificamente junto ao orgdo federal
competente, por ocasido do registro (BRASIL, 1899). O medicamento inovador é aquele
medicamento comercializado nacionalmente, composto por, pelo menos, um farmaco
ativo, sendo que esse farmaco deve ter sido objeto de patente, mesmo ja extinta, por
parte da empresa responsavel por seu desenvolvimento e introdugdo no mercado do pais
de origem. Em geral, 0 medicamento inovador € considerado medicamento de referéncia,
entretanto, na sua auséncia, a ANVISA indica o medicamento de referéncia (BRASIL,
1999).

1.2. Biodisponibilidade Relativa: inferéncia da equivaléncia terapéutica

Era assumido que equivalentes farmacéuticos eram necessariamente
equivalentes terapéuticos. Sao considerados equivalentes farmacéuticos os produtos que
possuem entre si & mesma concentracdo da substancia ativa, na mesma forma
farmacéutica, porém, n&o necessariamente os mesmos excipientes, processo de
fabricac@o, local de fabricacdo, etc, e ndo possuem estudo de biodisponibilidade ou
qualquer outro estudo clinico comparativo. Por outro lado, um produto farmacéutico é
terapeuticamente equivalente a outro se este contiver a mesma substancia ativa ou
mistura terapéutica e, clinicamente, demonstre que possui mesma eficacia e seguranga
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com este produto de eficacia e seguranga estabelecida através de ensaios ciinicos
(METZLER, 1974).

Porém, foi demonstrade que a hipétese de que equivalentes farmacéuticos eram
terapeuticamente semelhantes estava totalmente equivocada para inUmeros farmacos.
Assim, o interesse em estudos clinicos que garantissem a seguranca clinica e eficicia
dos medicamentos era cada vez maior. Entretanto, ensaios clinicos de eficacia sdo
dificeis e caros. Neste caso, o produto deve mostrar o mesmo efeito terapéutico na
situa¢éo clinica. Diante deste obstaculo, o estudo de biodisponibilidade comparativo foi
instituido na pratica médica como uma tentativa de inferir a equivaléncia terapéutica sem
a necessidade de estudos clinicos de eficacia e seguranga. Esta extrapolacdo
fundamenta-se no fato de que, uma vez que a substancia ativa, encontra-se na corrente
sanglinea, os mecanismos farmacocinéticos posteriores (distribuicdo, metabolismo e
excrecéo) ndo serdo influenciados pela formulagéo e o farmaco absorvido, a partir das
respectivas formas farmacéuticas, comporta-se indistintamente, exercendo ¢ mesmo
efeito terapéutico (METZILLER, 1974). Da mesma forma, uma vez que o medicamento de
referéncia, através de estudos de toxicidade pré clinicos e estudos clinicos, comprova a
eficacia e seguranca da substancia ativa liberada da sua forma farmacéutica final,
entende-se que, se o medicamento, candidato a genérico, apresentar a bicdisponibilidade
préxima (bioequivaléncia) a do medicamento de referéncia, ou seja, dentro da faixa
terapéutica, este também pode assumir que é um medicamento seguro e eficaz, e,
consequentemente, intercambiavel com o medicamento de referéncia (TOZER &
ROWLAND, 1985).

1.3. Importancia da realizacdo do estudo de bioequivaléncia

Muitos erros terapéuticos relacionados a diferengas na biodisponibilidade,
ocoridos no passado, justificam a necessidade de testes do desempenho da forma
farmacéutica em liberar a substancia ativa na circulacéo sistémica e, dessa forma, no sitio
de acdo. Alem disso, a biodisponibilidade da substancia ativa a partir de um produto
farmacéutico deve ser conhecida e reprodutivel (STORPIRTIS, 1999).

A biodisponibilidade de uma formulacdo farmacéutica pode ser influenciada por
dois fatores (SHARGEL & YU, 1993) (STORPIRTIS, 1999):
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1. Fatores relacionados ao individuo: idade, sexo, peso corporai e fatores
fisiolégicos associados.

2. Fatores relacionados a forma farmacéutica (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 preparagéo, tipo de granulagio, tempo de mistura ou agitaco,
condigbes de secagem, velocidade de compressio e instabilidade.

A importancia da realizacdo de ensaios de bicequivaléncia para verificacdo da
equivaiéncia terapéutica entre formulagdes farmacéuticas é facilmente elucidada por
alguns exemplos, mostrados através das figuras 1 e 2, a seguir, que comprovam a
influéncia dos fatores relacionados & forma farmacéutica na biodisponibilidade do
farmaco, 0 que pode resultar em diferengas clinicamente significativas de eficacia e
seguranga entre medicamentos com a mesma indicacéo terapéutica € mesmo regime de
dosagem, que n&o possuem testes clinicos comparativos (STORPIRTIS, 1999).

>
t
Figura 1: Niveis plasmaticos médios de fenacetina, em voluntarios sadios,
apés administracdo de comprimidos de doses idénticas fabricados com
lotes de fenacetina com diametros médios de particula distintos (1 - >250y;
2-165p; 3 - <75u; 4 - < 75u + 0,1% Toeen 80).
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Figura 2: Niveis plasmaticos médios de cloranfenicol, em voluntarios
sadios, apos administracdo de doses iguais de suspensdes que
continham diferentes proporgoes dos polimorfos a e B (1 — 0%B € 100%«q;
2 — 50%p e 50%aq; 3 — 100%p e 0%a).

Discute-se sobre a substituico do ensaio de bioequivaléncia por perfis de
dissolu¢ao comparativos.

O estudo da dissolucao de farmacos e utilizado para verificar a velocidade pela
qual ¢ farmaco € liberado e solubilizado, nas condicdes experimentais definidas (pH,
agitacao, temperatura), em intervalos de tempo pre — estabelecidos.

A absorcéo do farmaco n&o consiste apenas da etapa de dissolugao, depende
também da permeabilidade do mesmo na mucosa gastrointestinal. Esta Gltima
caracteristica n&o é avaliada em um estudo de dissolugie in vifro. A questio é ainda mais
critica para farmacos onde o fator limitante da absorgdo € a permeabilidade, como € o
caso do lisinopril. Alem disso, estudos de permeabilidade in vitro de farmacos ainda séo
limitados e a maioria deles baseia-se na sua biodisponibilidade in vivo.

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

-39 .



« o0s tampbes utilizados como meios de dissolucdo nos estudos de perfis de
dissolucdo n&@o séo fiéis em relagdo a reprodutibilidade das condicbes do
trato gastrointestinal (TGI) in vivo. Fatores relevantes a considerar séo: pH,
enzimas digestivas, variabilidade interindividual, presenca de alimentos, cada
local do TGI possui um pH diferente (impossivel de reproduzir in vitro) etc.

s n&o analisa a permeabilidade do farmaco na mucosa gastrointestinal.
s nao reproduz 0s movimentos peristalticos.

e N&o considera variabilidade intra e interindividual.

Existem, na pratica, varios exemplos de formulacbes com perfis de dissolucdo
semelhantes, que sdo bicinequivalentes.

1.4 Aspectos regulatdrios da vigilancia sanitaria dos medicamentos genéricos no
Brasil e seu impacto na sadde puablica

A lei “m&e” que rege a vigilancia sanitaria sobre os medicamentos, correlatos,
insumos farmacéuticos, entre outros, é a Lei n° 6.360, criada em 23 de setembro de 1978,
ja com alteragbes em alguns de seus artigos. No ano de 1993, foi publicado no Diario
Oficial da Unigo (D.O.U.) o Decreto n® 793, onde instituiu © nome genérico na embalagem:.
Este Decreto, embora n&o fosse um regulamento técnicd, foi © que primeiro levantou a
questéo de testes de biodisponibilidade e bioequivaléncia no Brasil, até ent&o ignorada.
Em 1996, através da Lei n° 9276, foi estabelecida protecdo patentaria para
medicamentos inovadores. Em 1999, com a Lei n® 9.787, foi instituido no Pais o
medicamento genérico, reguiamentado através da Resolugdo n® 391, de agosto de 1999.
Esta resolugéo ja sofreu trés atualizagbes. A primeira ocorreu em 2001, através da
publicaga@o da Resolugdo RDC n®10. A segunda atualizagdo foi em 2002, pela publicacio
da Resolugdo RDC n°® 84. E a terceira e Ultima atualizago ocorreu em 2 de junho de
2003, através da Resolugdo RDC n° 135.

Paralelamente a implantac&o da Lei dos Genéricos no Brasil, foi criada a Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), através da Lei n® 9.782, em 26 de janeiro de
1999, na época denominada ANVS. Trata-se de uma autarquia, sob regime especial, ou
seja, uma agéncia reguladora caracterizada pela independéncia administrativa,
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estabilidade de seus dirigentes durante o periodo de mandato e autonomia financeira. O
novo 6rgéo incorporou as competéncias da Secretaria de Vigilancia Sanitéria do Ministério
da Satde, adicionadas a novas missdes: coordenacio do Sistema Nacional de Vigiléncia
Sanitaria (SNVS), monitoramento de precos de medicamentos, controle de propaganda
de produtos sujeitos ao regime de vigilancia sanitaria, entre outros. Tem como missao
proteger e promover a saude da populagdo garantindo a seguranga sanitaria de produtos
e servicos e participando da construgcdo de seu acesso. A Agéncia esta vinculada ao
Ministério da Salde, fornecendo relatorios periddicos de desempenho.

Sendo assim, anteriormente ao medicamento genérico, o que se tinha no Brasil
eram medicamentos inovadores sem protecdo patentaria (anteriores a 19986},
medicamentos inovadores com protecdo patentaria (apés 1996) e medicamentos
comercializados por simples similaridade (com ou sem marca). Estes ultimos, em um
passado remoto, para terem a concessdo do registro junto ao Ministério da Satde e
serem comercializados, fazia-se necessario apenas a apresentacéo de relatorio técnico
relativamente simples, regido pelos requerimentos estabelecidos na Instrugdo Normativa
n® 1/97. Enquanio que, o dossié a ser apresentado ao Ministério da Saude para a
obtencdo do registro de medicamento genérico era e ainda é composto por rigorosos
testes de qualidade como os testes de equivaléncia farmacéutica e bioequivaléncia,
apresentacdo de certificado de boas préticas de fabricagfio e controle de qualidade da
empresa, entre outros. Dessa forma, até a publicacdo da Resolugdo RDC n°133, em 2 de
junho de 2003, os medicamentos genéricos apresentavam, sem duavida alguma, maior
controle sanitario por parte do Orgdo Regulador, quando comparados aos medicamentos
similares. Dessa forma, fazia-se necessdrio colaborar com a populagdo no sentido de
saber identificar o medicamento genérico na farmacia. Assim, através da Resolugdo n°
36/01, foi concedido um prazo de 6 meses para cessar a comercializacéo dos similares
comercializados com denominacdo genérica. Caso a empresa tivesse interesse em
manter estes medicamentos similares no mercado, era obrigatéria a inclusio de marca ou
nome comercial. Adicionalmente, outra estratégia utilizada pelo governo para distingédo na
farmacia entre medicamentos similares e genéricos foi a instituicdo da tarja amarela na
embalagem externa dos medicamentos genéricos. Esta medida foi oficializada através da
Resolugao n® 47/01. Inevitavelmente, em 2 de junho de 2003, foi publicada a nova
regulamentacao para os medicamentos similares, a Resolucdo n° 133/03. Esta,
estabelece, entre outros requerimentos semelhantes aos dos medicamentos genéricos,

- 41 -



estudos de equivaléncia farmacéutica e/ou biodisponibilidade relativa com ¢ medicamento
de referéncia aprovado pela ANVISA.

Em suma, o que pode-se observar nitidamente é o fato de que os medicamentos
genéricos, se nao trouxeram ao Brasil a obrigatoriedade de testes mais rigorosos de
qualidade para os medicamentos em geral, especiaimente similares, acelerou este
processo e a sociedade se beneficiou muito com este rigor sanitario. Aléem da qualidade,
cada vez mais exigida e fiscalizada, por parte do Orgédo Regulador Competente, sem
duvida alguma, outro beneficio importante para a sociedade foi a queda de pre¢o dos
medicamentos em geral. O medicamento genérico tem que ser, obrigatoriamente, mais
barato do que o medicamento referéncia, para a concessdo de seu registro. Os
medicamentos inovadores & mesmo os medicamentos similares, sob pressdo desta forte
concorréncia, de maneira geral, tiveram seus precos diminuidos.

Adicionalmente, a vinda dos medicamentos genéricos no Brasil, gerou
crescimento substancial das induastrias nacionais, bem como despertou interesse, por
parte da industrias internacionais, no mercado brasileiro e, com isto, a gera¢éo de
empregos neste setor. Deve-se considerar ainda, o grande investimento na qualificagéo
profissional, sendo necessarias hoje, pessoas cada vez mais especializadas e bem
preparadas, capazes de atender as novas regulamentacoes.

Em relagdo a legislagéo brasileira referente a estudos de biodisponibilidade e
biocequivaléncia, o que pode ser observado é que foi essenciaimente embasada nas
regulamentacdes internacionais, como FDA e EMEA. Paises onde a politica de genéricos
ja estd consolidada. O FDA iniciou a aprovagdo de medicamentos genéricos sem
evidéncias clinicas de seguranga ou eficacia, desde que o fédrmaco fosse bioequivalente
ao produto inovador em 1984 (ha quase 20 anos atras).

E inquestionavel, conforme relatado acima, os inimeros beneficios que os
genéricos trouxeram. Entretanto, a finalidade principal do governo ao institui-los era o
aumento do acesso de medicamentos a populacgdo, e, este, ndo foi plenamente atingido.
Hoje, apesar dos medicamentos estarem com seus pregos diminuidos e controlados pelo
Govemno, a reducdo ocorrida na pratica ndo foi suficiente para que a populacdo mais
carente, alvo principal desta politica, sem acesso a medicamentos, pudesse vir a adquirir
esta medicacdo, devido a manutengdo da baixa renda. Ou seja, a populacdo que se
beneficia é aquela que ja adquiria a medicacéo de marca, e hoje tem a opg¢éo de adquirir
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uma medicac@o de qualidade e seguranga comparéveis & anteriormente administrada, por
um custo menor. Assim, 0 genérico & apenas uma pequena ac¢do do Governo que deve
ser acompanhada por inameras outras, para alcancgar o impacto social desejado. Porém,
pode-se considerar que este processo ja fol iniciade.

1.5. Fator econdmico

Existem varios medicamentos genéricos de lisinoprii comprimidos de 20 mg
disponiveis no mercado, onde o prego varia de 33.24 a 43.01 reais. Ja o medicamento de
referéncia custa 73.61 reais. Estes valores foram exiraidos da revista ABCFarma de
00/2003 e correspondem & embalagem com 30 comprimidos.

As formulacbes de lisinopril tém a conveniéncia da dose unica diaria, sendo
assim, a substituicdo do medicamento referéncia pelo medicamento genérico permite ao
paciente uma economia de aproximadamente 30 a 40 reais mensais. Para alguns casos
onde sdo necessarias duas doses diarias, esta economia duplica. Geraimente o lisinopril
& administrado com outros farmacos, como por exemplo, os diuréticos, 0 que encarece

ainda mais o tratamento.

1.6. Dados gerais do Lisinopril

Lisinopril foi o terceiro farmaco inibidor da ECA (enzima conversora de
angiotensina) aprovado nos Estados Unidos, posteriormente ao captopril e enalapril
(JACKSON, 2002).

1.6.1. Farmacocinética:

O lisinopril & absorvido lentamente apds a administracdo oral e seu pico de
concentracéo plasmatica € atingido entre 6 a 8 horas apds dose uUnica, porém, em
pacientes com infarto agudo do miocardio este valor € mais tardio (LANCASTER & TODD,
1988; TILL et al, 1989; ULM et al, 1982). Em voluntarios sadios, o pico de concentragao
plasmatica maxima ocorreu cerca de 6 horas apds administracdo de 10 ou 20 mg e
concentragbes detectaveis ainda foram encontradas apos 72 a 96 horas (BEERMAN et al,
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1986; BIOLLAZ et al, 1982; LEES & REID, 1988; MILLAR et al, 1982; MOJAVERIAN et al,
1986; ULM et al, 1982). Valores médios das concentragbes plasmaticas maximas
encontradas foram aproximadamente 40 ng/ml, apés dose Unica oral de 10 mg (BIOLLAZ
et al, 1982; MILLAR et al, 1982, ULM et al, 1982) e cerca de 80 a 140 ng/mL apos dose
unica oral de 20mg (LEES & REID, 1988; MOJAVERIAN et al, 1986).

Baseado na recuperago urindria do farmaco inalterado, 29% da dose
administrada de 10 mg, foi disponivel sistemicamente em 12 voluntarios sadios (ULM et
al, 1982). Similarmente, a biodisponibilidade de uma dose oral de 10 mg de lisinopril foi
25% da mesma dose administrada intravenosamente, em 12 voluntdrios sadios
(BEERMAN et al, 1986). Entretanto, em um estudo com 12 voluntarios sadios que
receberam uma dose oral de 20 mg, a biodisponibilidade foi de 50 % (LEES & REID,
1988). A biodisponibilidade, apds dose oral unica de 20 mg, de lisinopril foi similar entre
voluntarios em jejum e aqueles que receberam alimentac&o, em um estudo cruzado com
18 voluntérios sadios (MOJAVERIAN et al, 1986).

Lisinopril n&o liga-se a proteinas plasmaticas (GOMEZ et al, 1987). Segundo
estudo realizado por AJAI et al (1985), apos dose Unica oral de 20 mg, em 19 voluntarios
sadios, o volume aparente de distribuicdo médic (Vd/F) foi de 124 L. Estudos em ratos
indicaram que lisinopril atravessa a barreira hematoencefalica em niveis baixos. Doses
multiplas administradas em ratos nao resultaram em acumulo nos tecidos. N3o h3
informag&o sobre a presenca de lisinopril no leite materno (USP Di, 1892).

Segundo estudo realizado em voluntarios sadios por ULM et al (1982), 97 % da
dose de 10 mg foram recuperadas na urina e fezes. A depuragio plasmética média do
lisinopril, apds administracdo de uma dose de 10 mg, em 12 voluntarios, foi de 6,36 L/h
(ULM et al, 1982).

A eliminag&o plasmatica de lisinopril é polifasica. A meia vida de eliminacéo do
lisinopril &€ de 12,6 h e atinge concentragdes de equilibric em trés dias apds dose Gnica
(BEERMAN et al, 1986). Pacientes idosos, em geral, apresenta picos plasmaéticos e a
ASC superiores em relacdo a pacientes jovens (CIRILLO et al, 1986; GAUTAM et al,
1987). Com um grande prejuizo da fun¢do renal, o pico e niveis plasmaticos do farmaco
aumentam, tempo para atingir este pico e o tempo para atingir o estado de equilibric é
prolongado (BEGG et al, 1989). Estudos em ratos indicaram que lisinopril atravessa a
barreira hematoencefalica em niveis baixos. Doses muitiplas administradas em ratos ndo

- 44 -



resultaram em astimulo nos tecidos. Nao ha informagéo sobre 2 presenca de lisinopril no
leite matemo (USP DI, 1982). N&o foi observada a interferéncia do sexo na
farmacocinética do farmaco (CAMPQOS, 1996).

1.6.2. Farmacodindmica:

O tisinopril € uma lisina, derivada do enalaprilato (metabélito ativo do enalapril),
porém, ao contrario do enalaprilato, ndo requer hidrélise para se tomar ativo (JACKSON,
2002). Segue abaixo a formula estrutural.
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Lisinopril, antagonista competitivo da ECA (enzima conversora de angiotensina),
atua no sistema renina-angiotensina. A renina € uma enzima que age no
angiotensinogénio (seu substrato) para catalisar a formagdo do decapeptideo
angiotensina 1. Esta, por sua vez, & clivada pela ECA, formando o octapeptideo
angiotensina 2, que & o agente vasoconstritor, grande responsavel pelo aumento da
pressdo arterial. A angiotensina 2 estimula também a secregdo de aldosterona pelo cortex
da adrenal. A inibicdo da ECA resulta em concentragbes diminuidas de angiotensina 2, as
quais resultam em diminuigio da atividade vasopressora e redugfo da secrecdo de
aldosterona. A diminuicio de aldosterona pode resultar em um aumento da concentragao
sérica de potassio. Acredita-se que o mecanismo pele qual o lisinopril diminui a pressao
arterial & principalmente através da supressdo do sistema renina-angiotensina-
aldosterona. Apesar disso, o lisinopril tem demonstrado ser antihipertensivo mesmo em
pacientes hipertensos com baixa concentragéo de renina. A ECA e idéntica a cininase 1,
enzima que degrada a bradicinina. Ainda n&o estd elucidado se niveis aumentados de
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bradicinina, um potente peptidec vasodiltador, exercem papel importante sobre os efeitos
terapéuticos do lisinopril. (JACKSON, 2002; DOUGLAS et al, 1985).

1.6.3. Indicagdo terapéutica

Indicado para o tratamento da hipertenséo essencial e renovascular (POLL et al,
1987; BOLZANO et al, 1987; MORLIN et al, 1987). Pode ser usado como monoterapia ou
associado a outras classes de agentes anthipertensivos. O medicamento contendo
lisinopril também ¢é indicado para o controle da insuficiéncia cardiaca congestiva, como
tratamento adjuvante com diuréticos e, onde apropriado, digitalicos (DICKSTEINS et al,
1987, GILES et al, 1989; POWERS et al, 1987). E indicado para o tratamento de
pacientes hemodinamicamente estdveis que sofreram infarto agudo do miocardio nas
ultimas 24 horas, para prevenir o desenvolvimento subsequente de disfuncéo do
ventriculo esquerdo ou insuficiéncia cardiaca, além de melhorar a sobrevida. Os
pacientes devem receber, apropriadamente, o tratamento padrdc recomendado:
tromboliticos, acido acetilsalicilico e betabloqueadores (MILLAR, 1986).

1.6.4. Relagédo dose-efeito:

A absorgio de lisinopril & lenta atingindo a concentracdo plasmatica maxima
entre 6-8 h apds sua administragdo oral, encontrando-se niveis plasmaticos detectaveis
mesmo apos 48 h. A atividade plasmatica da ECA esta associada com a concentragio de
lisinoprit (DICKSTEINS, K., 1987). Os niveis circulantes de renina e angiotensina 1
aumentam enquanto as concentragbes de angiotensina 2 caem rapidamente. A queda
inicial da pressao arterial em pacientes esta relacionada com os niveis de angiotensina 2
circulante, podendo ocorrer em 2h ou mais, dependendo da dose administrada. A duragéo
do efeito agudo do lisinoprii € dose-dependente até a concentragdo de 20 mg
(BELISSANT et al, 1996). As dosagens dos componentes do sistema renina-angiotensina
na circulagédo mostram que uma dose Unica de lisinopril (10 mg) pode suprir até 80 % da
atividade basal da ECA por 24 horas. A concentragdo sistémica retoma aos niveis
encontrados antes do tratamento 10 a 24 horas apds dose (nica, porém, permanece
suprida por maior periodo em tratamentos crénicos (CIRILLO et al, 1986). O declinio das
concentracbes sericas exibe uma fase terminal prolongada que n&o contribui para o
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acumule da droga. Essa fase terminal provavelmente representz ligacbes saturadas a
ECA e nédo é proporcional & dose. Isso € acompanhado por uma queda da resisténcia
vascular periférica total. O fluxo sanglineo renal permanece inaiterado ou discretamente
aumentado (GOMEZ, 1989).

1.6.5. Esquema terapéutico

Para a definicdo do melhor esquema posolégico individual, € importante gue se
considere o diagndstico e a fungdo renal. Uma dose inicial de 2.5 mg a 20 mg € utilizada
normalmente, com ¢ maximo nao devendo ultrapassar 40 mg diarios, para pacientes com
funcao renal normal (DICKSTEINS et al, 1887; GAUTAM et al, 1987). Parece haver uma
pequena vantagem no uso de duas administracdes didrias. A interrupcéo da medicacéo
nédo estd relacionada a qualquer efeito indesejavel, n3o ha tolerancia. Nao ha
necessidade de ajuste da dose em caso de insuficiéncia hepdtica, exceto quando
acompanhada de insuficiéncia renal (GAUTAM et al, 1987).

1.6.6. Sumario dos riscos potenciais para seres humanos

Lisinopril &€ bem tolerado para a maioria dos pacientes e efeitos adversos sérios
s&o raros (LANCASTER & TODD, 1988). No estudo realizado em 1.476 pacientes,
conduzido por RUSH & MERILL (1987), com a finalidade de verificar a seguranca e
tolerabilidade do lisinopril, as reacbes adversas mais comuns, encontradas apos longos
periodos de tratamento com lisinopril foram: cefaléia, tontura, tosse e diarréia.
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Objetivo n
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O objetivo do estudo é verificar se o medicamento Lisinopril comprimido de 20
mg, fabricado pelo laboratéric Mediey S.A. IndUstria Farmacéutica (lote LIC 06/01-1;
validade: junho/03) é bioequivalente ac medicamento de referéncia Zestril® comprimido de
20 mg, fabricado pelo laboratério Astra Zeneca (lote A03534; validade: outubro/04), em
termos de velocidade e extenséo de absorgdo do ativo no organismo.
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Materiais e Métodos n
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3.1.Casuistica:

A populagdo estudada englobou individuos oriundos da regido, sem nenhuma
restricdo quanto ao grupo étnico. Para participar do estudo, foram selecionados vinte e
seis voiuntarios sadios de ambos os sexos, com idade entre 18 e 50 anos e indice de
massa corpdrea entre 19 e 30,

A todos os voluntarios foi dado o termo de consentimento livre e esclarecido
(Anexo 1), para ser lido, entedido na integra e assinado.

Todos os voluntarios admitidos para participar do estudo ndo apresentaram
indicios de doenga cardiaca, hepética, renal, pulmonar, neurolégica, gastrointestinal,
hematolégica ou psiquiatrica, identificadas pela anamnese, exame fisico, neurolégico,
psiquiatrico, eletrocardiograma e exames laboratoriais como: glicemia de jejum, uréia,
creatinina, bilirubina total, proteina total, albumina, fosfatase alcalina, transaminase
glutamico oxalacética (TGO/AST), transaminase pirivica (TGP/ALT), colesterol total,
triglicérides, acido Jdrico, gama GT, hemograma completo, velocidade de
hemossedimentacgo, urina tipo |, protoparasitolégico de fezes e teste de gravidez para as
voluntérias (beta HCG) e sorologia negativa para hepatite B, hepatite C e sindrome de
imunodeficiéncia adquirida.

3.2. Etapa clinica

A etapa clinica foi realizada no Hospital das Clinicas da UNICAMP. O estudo
clinico foi conduzido segundo o protocolo clinico aprovado pelo Comité de Etica em
Pesquisa (CEP). Segue, no Anexo 2, codpia do Parecer de Aprovacao do CEP. O estudo
teve delineamento aleatdrio, cruzado, aberto, de dois periodos e duas segiéncias, dose
tnica (20 mg), 26 voluntarios sadios, de ambos os sexos (balanceado) e em jejum. O
intervalo entre as intemagdes foi de 2 semanas. A aptiddo fisica dos voluntarios para
participar do estudo foi verificada através da avaliaco da historia médica, exames fisicos
e exames laboratoriais. Em cada periodo, os voluntérios foram hospitalizados as 21 horas
da noite anterior ao inicio do estudo, j& tendo recebido dieta a que estavam habituados,
quando iniciaram o jejum de, no minimo, 8 horas antes da administra¢cio da medicagéio e
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permaneceram em jejum 2 horas apds a medicagdo. Apds cumprido o horario de jejum,
foram servidas refeigbes padronizadas 2h, 4h, 7-8h, 10-12h horas apés a administracéo.
A ingestao de liquidos foi permitida até 6 horas antes da administragdc da medicacéo e 2
horas apos administragdo. A dieta (alimentos e liquidos) obedeceu 0 mesmo padrio para
todos os voluntarios e foi isenta de substancias xantinicas. Outfras restricbes antes,
durante e ap6s o estudo, também foram estabelecidas no protocolo, como por exemplo
restricbes quanto ao uso de medicamentos em geral ou ingestdo de alcool.

A administracéo consistiu em uma dose de fisinopril (20 mg) com 200 ml de agua
sem gas, obedecendo a aleatorizacéo estabelecida previamente (Anexo 3). As coletas de
sangue ocorreram nos tempos 0, 1h, 2h, 3h, 3h30min, 4h, 4h30min, 5h, 5h30min, 6h,
6h30min, 7h, 7h30min, 8h, 8h30min, Sh, 10h, 12h, 24h e 48h. Os voluntarios
permaneceram intemados até a coleta de 12 horas, retornando ao hospital para as
coletas dos tempos 24 e 48 horas. Apés o término de todas as coletas, os voluntarios
realizaram os exames clinicos pos estudo (incluindo registro de ECG) e tiveram alta.

3.3. Etapa analitica

A etapa analitica consiste na fase de quantificagdo do farmaco no plasma. Foi
realizada na Unidade Analitica Cartesius, localizada no prédio do Instituto de Ciéncias
Biomédicas da Universidade de Sao Paulo (USP).

3.3.1. Materiais:

Pipetas de 100 ul, 200 uk e 1000 puL

Cartuchos de extracdo em fase sélida Qasis HLB 1 cc (30 mq)
Ponteiras descartaveis ( de 5~ 200 pl )

Tubos de vidro 120 x 11 mm

Tubos Eppendorf

Tubos de plastico de 50 mL.

Auto injetor
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3.3.2. Equipamentos:

Misturador Fisher Vortex Genie 2

Balanga Analitica

- Sistema cromatogréafico HPL.C Hewlet-Packard:
Cromatografo liquido
Degaseificador
Auto injetor
Coluna analitica Genesis C8 4.0 um (150 mm x 4.6 mm d.i.)
- Espectrometro de massas:

Micromass Quattro 1l com fonte de ionizag&o electrospray operando no modo
positivo.

- Sistema de andlise de dados:

Masslynx (versdo 3.2) em Windows NT (versdo 4.0) em Digital Celebris GL
6200 PC.

3.3.3. Substincias Padroes:

- Analito:
Lisinopril
Fabricante; LUPIN Lab. Lida,

Lote: 141037

- Padrao interno:
Enalaprilato (padréo de referéncia certificado pela USP)

Lote: |
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3.3.4. Reagentes:
Acetonitrila — grau HPLC
Acido acético glacial - grau analitico
Metanol — grau HPLC
Agua Purificada
Trietilamina — grau analitico

Acido cloridrico 12 M - grau analitico

3.3.5. Espécies biologicas:
Amostras de plasma coietadas de diferentes individuos, nas seguintes condigbes:
Plasma humano normal
Plasma humano hiperlipémico

Plasma humano hemolizado

3.3.6. Solugdes utilizadas no ensaio

- Solugdes méae:
solugdo padrao de lisinopril 1 mg/mL (diluente: agua/metanol 50/50 v/v)

solugao padrdo de enalaprilato 1 mg/mL. (diluente: agua)

- Solugdes de trabalho:
A partir de sucessivas diluigbes da solug@o mae de lisinopril, utilizando como
diluente &gua/metanol (50/50 v/v), obtiveram-se as concentragbes de 100
pg/mL, 2 pg/ml, 1 ug/mL, 0,5 ng/mL, 0,2 pg/mL, 0,1 ug/mL, 0,05 pg/mL, 0,02
ng/mL, 1,5 pg/mL, 0,3 pg/mL, 0,06 ng/mL.

A partir de uma diluicdo da solugdo mie de enalaprilato, utilizando como

diluente agua, obteve-se a concentracdo de 2 pg/mL.
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Fase mével: acetonitrila/agua (60/40 v/v) + 20 mM acido acético + 4,3 mM de
trietilamina

Solugéo A: acetonitrifa/agua (80/20 viv) + 10 mM &cido acético.

Solugao de lavagem: solugio aquosa de acido cloridrico (10 mM).

3.3.7. Quantificagao das amostras

A quantificagdo foi feita 4s cegas, no que tange a aleatorizagio, evitando-se
assim tendéncia na andlise de biocequivaléncia.

Para a determinacac de lisinopril nas amostras de plasma foi realizada uma
curva de calibragéo, cujo intervalo entre a concentrag@o minima e a concentrag&o maxima
foi elaborado de acordo com as caracteristicas do farmaco e da dose administrada no
estudo, a fim de englobar todas ou quase todas as concentracbes a serem obtidas nas
quantificagbes. Para garantir a reprodutibilidade do aparelho durante o ensaio, injetou-se
uma amostra de concentragao conhecida, denominada amostra de controle de qualidade.
Foram utilizados trés controles de qualidade (CQ), e cada um deles era injetado durante
as quantificagcbes das amostras na ordem da menor concentracdo a maior concentragio,
intercalados a cada 10 amosiras analisadas. As concentragbes dos CQ utilizadas no
estudo foram: 6 ng/mL (3 vezes o valor do LQ), 30 ng/mL (valor intermedidrio entre CQ
baixo e CQ alto) e 150 ng/mL (75 % da maior concentragdo da curva de calibragdo). Os
padrbes da curva de calibracdo e os controles de qualidade foram preparados na mesma
matriz biologica das amostras (plasma). O limite de quantificacdo (LQ) utilizado no estudo
foi de 2 ng/mL.

3.3.7.1. Preparagdo da curvas de calibragio

A curva de calibragéo consistiu de um branco {(matriz processada sem o padréo
interno), amostra zero (matriz processada com o padrao interno) e as amostras padrées a
serem quantificadas. As amostras padrdes foram preparadas adicionando aos plasmas
humanos controle as solugbes padrées de trabalho com o analito a ser quantificado,

conforme ilustrado no quadro 1.
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Quadro 1: Preparacéo das solugbes padrdo da curva de calibracéo

Curva de
araito | CA0RG30 | Congeniragao ca | plasma. | Volume | Fator de
no plasma) solugio de trabalho |adicionado
Lisinopril 200 ng/mL. 1,.0mbL 12000 ng/mL | 90mlL 10 mL 10
Lisinopril | 100ng/mL  |1,0mL [1000ngmL | 90mL | 10mL 10
Lisinopril 50 ng/mL 1.0ml. | 500 ng/mL 9.0mL 10 mL 10
Lisinopril 20 ng/mL. 1.0mL | 200 ng/mL. 8,0miL 10 mL 10
Lisinopril 10 ng/mL 1,0mL | 100 ng/mL 9,0mL 10 mL 10
Lisinopril 5 ng/mL 1,.0mbL | 50 ng/mL 9,0mL 10 mL 10
Lisinopril 2 ng/mi. 1,0mL | 20 ng/mL 9,0 mL 10 mL 10
Zero o 1,0mL - - - -
Branco 0 1,0mL - - - -

3.3.7.2. Preparagao dos controles de qualidade {CQ)

As amostras de controle de qualidade foram preparadas adicionando aos

plasmas humanos controle as solugbes padrées com o analito a ser quantificado,

conforme ilustrado no quadro 2 a seguir.

Quadro 2: Preparac¢ao das amostras de controle de qualidade de lisinopril

Controles de
Qualidade Vo!ume_e Volume de Volume | Fator de
ca (concentragao no Concentragao da plasma total Diluigido
plasma) solugao de trabalho | adicionado
CQA 6 ng/mL 1,0mL 80 ng/mL 9,0 mL 10 mL 10
caB 30 ng/ml 1,0mL | 300 ng/mL 9,0 mL 10 mL 10
cacC 150 ng/mL 1,0mL | 150 ng/mL 9,0 mL 10 mlL 10
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3.3.7.3. Criterios de aceitagédo ou rejei¢éio da corrida analitica (validagdo da corrida
analitica)

A corrida analitica consistiu na curva de calibragfio, controle de qualidade e
quantificagao do analito nas amostras coletadas. O coeficiente de variagio maximo
permitido para os CQs foi de 15 %, podendo haver 2 rejeicbes por corrida analitica, desde
de gue nao fosse da mesma concentragdo. Para o LQ, o coeficiente de variagio maximo
permitido foi de 20 %. Para a curva de calibragio, pelo menos 5 das 7 concentragbes
deveriam apresentar coeficiente de variagdo de, no maximo, 15 % (desde que ndo fosse a
menor e/ou a maior concentrac&o). Para a menor concentragdo da curva de calibragéo, o
coeficiente de variagdo nio pdde exceder 20 %. O coeficiente de linearidade da curva foi
de, no minimo, 0,95.

3.3.7.4. Extrac¢do das amostras

O processo de extragdo foi aplicado para as amostras dos voluntérios, amostras
da curva de calibrag&o e amostras dos controles de qualidade.

Processo de extracdo: foram colocados tubos de vidro teste (10 x 75 mm) em um

suporte, devidamente numerados de acordo com as amostras a serem quantificadas. Em
seguida, dispensou-se 400 pl de solugdo de lavagem nos tubos para ensaio e foram
adicionados 500 ul. de amostras de plasma humano. Agitou-se por 10 segundos. Com ¢
uso de uma pipeta, em cada tubo foi adicionado 50 ulL da solugéo de enalaprilato 2 ug/mL
(padréo interno) e agitou-se por 10 segundos e a mistura foi deixada por 5 minutos em
repouso a temperatura ambiente. Os cartuchos para exiragdo em fase sélida Oasis® HLB
da Waters foram pré-condicionados com 2 mlL. de metanol e em seguida com 1 mL da
solugdo A. Cada amostra de plasma a ser quantificada foi colocada nos cartuchos de
extracdo em fase sdlida individualmente. As amostras foram lentamente coletadas, sob
vacuo. Os cartuchos foram lavados 5 vezes com 1 mL solucéo de lavagem, sob vacuo
leve. Apds a eluicdo dos interferentes, os cartuchos foram colocados nos tubos de vidro
adequadamente identificados, e os analitos foram eluidos com 0,5 mL de metanol, sob
pressao positiva, usando fluxo de nitrogénio. O metanol foi evaporado sob fluxo de
nitrogénio a 37 ° C. Este processo foi conduzido em capela. Os residuos foram dissolvidos
com 0,2 mL da solucdo A. A solugdo resultante foi homogeneizada no Vorfex-mix por 15
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segundos para reconstituicdo dos residuos. Esta solugao foi transferida para os frascos

individuais usando pipetas automaticas com ponteiras descartaveis. Os frascos foram

tampados e colocados no suporte do auto injetor para a leitura no sistema HPLC acoplado

a0 espectrometro de massas.

3.3.7.5. HPLC/MS/MS

- Condi¢oes cromatogréficas, definidas durante a validagéo:

Coluna analitica: Genesis C8, 4 um (150 mm x 4,6 d.i.).
Fase movel: acetonitrila/agua (60/40 v/v) + 20 mM acido acético + 4,3 de

trietilamina.

Fluxo: 0,5 ml/min.

Pressao: 60 - 100 bar.

Temperatura da coluna: 40 °C

Temperatura do autoinjetor: 5°C

Volume de injecao; 30 ul.

Tempo total de corrida: 6,5 min.

Tempo de retengdo de lisinopril e enalaprilato: aproximadamente 4,0 min.

O efluente da coluna cromatografica foi dividido e 50 pl./min. foram dirigidos

para o espectrometro de massas.

- Condicoes do espectrometro de massas, definidas durante a validagcéao

O espectrébmetro de massas Quattro [ operou no modo de ionizacdo em
electrospray positivo (ES+). Os ions resultantes das moléculas lisinopril e enalaprilato
foram monitorados no modo MRM (Muitiple Reaction Monitoring).

i Intervalo de tempo
Analitos selecliz?lador fon “filho” monitgfar:;znto de \Itgtggee :{r‘t’;io c%:lllies;ig;a(ed\?)
cada transicdo {s)
Lisinopril 406 84 0.8 20 15
Enalaprilato 349 206 0.8 25 20
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Seguem, nas figuras 3 e 4, as rotas de fragmentacdo propostas para as
moléculas do lisinopril e enalaprilato, respectivamente.
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Figura 3: proposta de fragmentacdo da molécula lisinopril
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Figura 4: proposta de fragmentagdo da molécula de enalapril

Para aquisi¢do dos dados e quantificacgo foi utilizado o programa computacional
MassLinx.

3.3.8. Validagao do método analitico empregado

O método analitico descrito foi devidamente validado, para garantir a
confiabilidade dos resultados. Para validar a metodologia analitica, foram avaliados os
seguintes parametros: sensibilidade, especificidade/seletividade, linearidade, exatidao e
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preciséo intra e inter corrida analitica e recuperagio do método de extracéo, levando em
consideracéo a estabilidade dos analitos nas condicbes experimentais.

- Especificidade/seletividade: para a verificagdo da especificidade do método
foram utilizadas © amostras de plasma, das quais 4 foram colhidas em jejum, 1
hiperlipémica e 1 com hemdlise. As trés condi¢des do plasma séo as mesmas que podem
ser encontradas nas amosiras de sangue de voluntarios durante o estudo. A
especificidade ¢ comprovada pela determinagdo da inexisténcia de interferéncia
significativa no tempo de retencao do farmaco e do padréo interno. Esta andlise foi feita
através da comparacao visual dos cromatogramas obtidos das amostras acima descritas,
apos terem sido processadas (extraidas e analisadas), conforme descrito no método, com
0s cromatogramas obtidos de solugdes aquosas do analito numa concentracéo proxima
ao Limite de Quantificacdo (LQ).

- Sensibilidade: é definida como a menor concentracdo mensuravel do analito
em uma amostra que pode ser determinada, com precisdo e exatidao aceitaveis (L.Q).
Para o limite de quantificac@o ser aprovado, devem ser satisfeitos os seguintes critérios:

« Inexisténcia de interferéncia ou resposta 5 vezes maior que qualquer
interferéncia existente nos cromatogramas de plasmas brancos nos tempos
de retengio em uso;

e Pico de resposta do farmaco identificavel e reprodutivel, com preciséo de 20
% e exatidao entre 80 a 120 %, na analise de 8 aliquotas.

- Linearidade: a curva de calibragdo, cujos pontos sac quantificados em
duplicata, é aprovada se forem satisfeitos os seguintes critérios:

» 4 de 6 padrbes das diferentes concentragbes, incluinde o padrio
correspondente ac LQ e o padrao de maior concentracdo, com desvio menor
do que 15 % da respectiva concentragdo nominal (menor que 20 % para o
LQ) em pelc menos uma das duplicatas.

+ Coeficiente de correlacdo linear maior ou igual a2 0,95

- Precisdo e exatidio intra corrida analitica: é avaliada a partir da
quantificac@o de pelo menos 3 concenfragbes padrao distintas (controles de qualidade
CQA, CQB e CQC) determinadas em funcdo da faixa de concentragbes esperadas,
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tomando-se 8 aliquotas de cada concentragdo quantificadas durante uma unica corrida
analitica (preciséo e exatidéo intra-corrida analitica). Os critérios para aprovacio destes
quesitos seguem descritos abaixo:

Precisdo: para cada concentragdo, o coeficiente de variagdo (CV %) calcuiado
com 8 aliquotas ndo pbde exceder 15 % (tolerancia de 20 % para o LQ).

Exatiddo: para cada concentracdo, a média da concentragdo calculada partindo
de 8 aliquotas deveriam estar entre 85 e 115 % do valor nominal da concentracdo padréo
em questao.

- Precisdo e exatiddo inter corridas analiticas: € avaliada a partir da
determinagdo da precisdo e exatiddo entre corridas analiticas diferentes, através da
quantificagdo, para cada uma das corridas, de pelo menos 3 concentragbes padréo
distintas (controles de qualidade CQA, CQB e CQC), determinadas em funcdo da faixa de
concentragbes esperadas, tomando-se como base 8 aliquotas de cada concentragéo.

Os critérios para validacdo deste parametro seguem descritos abaixo:

Precisdo: para cada concentracdo, o coeficiente de variabilidade (CV %)
calculado com 8 aliquotas n&o pode exceder 15 % (tolerancia de 20 % para o LOQ).

Exatiddo: para cada concentracdo, a média da concentracgéo calculada partindo
de 8 aliquotas deve situar-se entre 85 e 115 % do valor nominal da concentracio padrio
em questao.

- Recuperagao:

A eficiéncia de extracdo do método analitico foi avaliada utilizando uma corrida
analitica especifica, contendo as seguintes amostras:
e 5 amostras de controles de qualidade para cada concentragdo (baixa, média

e alta), obtidas pelo processo usual de extragdo do método proposto.

A recuperacao foi calculada dividindo a area média da amostra extraida pela area
media da amostra ndo extraida, para cada concentracio correspondente.
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3.3.9. Testes de Estabilidade do farmaco nas condigbes experimentais

A estabilidade dos compostos foi determinada em funcdo do tempo necessario
para a preparacido de amostras e respectiva quantificagéo, bem como das temperaturas
de armazenamento usualmente empregadas, das propriedades quimicas do farmaco, da
matriz biolégica na qual o farmaco esta inserido e do recipiente onde as amostras foram
armazenadas. Para sua realizacdo foram utilizadas trés concentragdes distintas do analito
e do padrao intemo (quando for o caso) a serem dosados, uma concentracio baixa, uma
média e uma alta. As amostras que s&o utilizadas nos testes de estabilidade foram
preparadas na mesma matriz bioldégica e extraidas da mesma forma que as amostras
utilizadas na quantificagdo do farmaco no estudo propriamente dito, com a finalidade de
simular as condi¢bes experimentais do mesmo. A significancia dos resultados obtidos foi
analisada pelo teste f the Student onde p<0,05 foram considerados estatisticamente

significativos.

Estas amostras preparadas para a conduta dos estudos de estabilidade foram
submetidas aos seguintes testes, descritos abaixo:

. Estabilidade no autoinjetor: verificou-se a estabilidade do farmaco e padréo
interno em fase moével, na temperatura encontrada no autoinjetor, por periodo de tempo
igual ou superior a uma corrida analitica, que foi de 28 horas.

. Congelamento e descongelamento: verificou-se a estabilidade do farmaco em
plasma apds 3 ciclos de congelamento a uma temperatura de — 20 ° C por 24 horas e
descongelamento em temperatura ambiente.

10 ciclo: 24 horas de congelamento

2° ciclo: 12 horas de congelamento

3° ciclo: 12 horas de congelamento

. Estabilidade de curto periodo em temperatura ambiente: determinou a
estabilidade do farmaco em plasma em temperatura ambiente, por periodo de tempo de &

horas, tempo este superior ao tempo para o preparo das amostras para uma corrida
analitica.
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. Estabilidade de longo periodo: determina a estabilidade do farmaco em
plasma na temperatura de congelamento das amostras (- 20° C), por periodo de tempo
igual ou superior ao intervalo entre o primeiro dia de coleta das amostras e o dia da
analise da Ultima amostra, ou seja, por um periodo superior a 52 dias.

. Estabilidade das solugdes de trabalho: foi verificada a estabilidade do
farmaco e do padréo intemo a partir das solugdes de trabalho preparadas, na temperatura
em que foram armazenadas (em geladeira a 4 ° C), por periodo de tempo superior ao
tempo em que as solugdes permaneceram armazenadas durante o ensaio.

3.4. Etapa estatistica

As analises estatisticas dos dados foram conduzidas apds a transformacéo
logaritmica baseada em modelo aditivo para todos os vaiores de ASCoy e Crae O tmax foi
estatisticamente avaliado utilizando a diferenca individual, construindo um intervalo de
confianca de 90 %, através de teste ndo paramétrico. Os parmetros farmacocinéticos
ASC o4 last pareado), ASC oinr., ASC pss — inears t 2 € Ko foram calculados, porém, estes
parametros n&oc foram considerados no calculo de bioequivaléncia. Para decisdo de
bioequivaléncia, a analise considerara como variavel alvo ASCg:e Coax.

Foi empregada andlise de variancia (ANOVA) apropriada para o modelo de 2
periodos cruzados, sob os dados de INASCy: € INCra, levando em consideragio os
efeitos de seqUéncia, voluntario dentro da seqiéncia, tratamento e periodo. Foram
calculados os pontos parametricos e estimativas dos intervalos da razéo T/R (formulacio
testefformulagéo referéncia) para os valores ASCyse Crax. A biodisponibilidade relativa da
formulacéo teste versus a formulacéo referéncia foi avaliada pelas razbes das médias
geométricas (pontos estimados). O intervalo de confianca (IC) estipulado para a razéo das
medias geometricas entre R e T foi de 90 % e determinado por analises paramétricas
(dois testes t unicaudais — p=0.05). A construcdo do intervalo de confianca foi baseada no
quadrado medio residual da ANOVA. As formulagdes foram consideradas bioequivalentes
quando o IC acima mencionado (IC 90 %) para os parametros farmacocinéticos ASCgy, e
Crax estiverem dentro do intervaio de 80 a 125 %, aceito pela ANVISA e FDA.

O numero planejado da amostra foi de 26 voluntarios, conforme recomendagéo
da ANVISA (geramente 24 voluntarios), com adicdo de 2 voluntarios, em casos de
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possiveis desisténcias. A andlise farmacocinética foi realizada com o apoio dos seguintes
programas: Microsoft Excel Version 7.0 ou posterior, WinNonLin Professional Network
Edition, Versao 1.5; Bioequivalence Program for Two-Pericd Crossover Studies — versao
3.4, por Jerman P Wijnand, ou posterior e Graph Pad prism Versdo 3.02 ou posterior. A
entrada de dados e seu processamento inicial foi realizado através de arquivos MS Excel,
com base nos dados derivados dos equipamentos de anéiise.
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4.1. Validagdo do Método Analitico

Especificidade:
{BLANK 11-May-2002 14:51:36;
£6301VA5001 Sm (SG, 3x10) MRM of 2 Channels ES+
0.63 349.14 > 206.09
z 100- 1.84 .

-

0-——=prrrs R REEERmss s

] T T S L
6301VAS5001 Sm (SG, 3x10) MRM of 2 Channels ES+
406.28 > 84.29

100~ 1.11 2.61 484 :
I S .- - S 875

4
=

m %
. 0 ; S— S — Time
1.00 2.00 3.00 4.00 5.00 6.00 7.00
?Ll?EMiC BLANK PLASMA 02-May-2002 19:18:39:
6301TBLOO2 Sm (Mn, 4x3) MRWM of 2 Channels ES+
4. 406.28 > 84.29
1007 0% 3.53 1.22e3
0,’0_.
G T L L L | | LA T T
6301TBLO02 Sm (Mn, 4x3) MRM of 2 Channels ES+
: 484 34914 > 206,09
100, 161 3.42 1.50e3
m %- :
i g+ T L s M B e s e ey e e e e 1117
> 1.00 2.00 3.00 4.00 500
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HEMOLIZED BLANK PLASMA 02-May-2002

2 18:41104533:
#6301TBHO02Z 8m (Mn, 4x3) MRM of 2 Channels ES+ g
: 100- 406.28 > 8429,
-\/\N\/-,\N/\\‘I’t 41e3;
] Areag‘é
S S — - —— S——
:::53017%"3202 Sm (Mn, 4x3) MRM of 2 Channels ES+
1000 34914 > 206.09
. 487 1,993
w\ 1.78 3.38
b3 0,6".:
e“ e L L B S S L B R S L — Time
1.00 2.00 3.00 4 00 500

Figura 5: Cromatogramas de amostras de plasma normal, lipémico e hemolisado

. Sensibilidade:

Quadro 3: Validacdo do LOQ de 2ng/mi

Concentragdao nominal

Concentrac¢ao obtida (ng/mL)

2 ng/mL

2,08
2,09
1,86
1,76
1,77
2,22
2,14
1,90

Média (ng/mL)
Precisdo (CV %)
Exatiddo {%)

1,08
8,9
98,9
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4ISINOPRIL 2ng/mL + IS 11-May-2002 15:27:08
6301VA5005 Sm (8G, 3x10) MRM of 2 Channeis ES+ §
© 100~ 4.17,12037 349.14 > 206.09;
i N Z
;T N\ 1.86e4
/ \\ Area
4 /‘[ Y i
hé /
/
/ 0“"5"‘]“"%"‘3“" T R DAL B B
8301VAS005 8m (SG, 3x10) MRM of 2 Channels ES+
1 1.53e3:
Area
» %
% 0-' I R S L A A A T A A LI S S I T Time
z 1.00 2.00 3.00 4.00 5.00 6.00 7.00
Figura 6: cromatograma do LO
. Linearidade:
Quadro 4: dados de validagdo da curva de calibracio
Cor:;;nit:;:?ao Concentragao Desvio (%) Analito Concentragido
i 2
(ng/mL) obtida (ng/ml.) aprovado? aprovada?
2,04 2,00 Sim .
2 3 ¥
1,90 _5,00 Sim Sim
4,95 -1.00 Sim .
5 4,67 76,60 Sim Sim
10,12 1,20 Sim .
10 9,05 9,50 Sim Sim
20,63 3,15 Sim .
20 19,03 Z4.85 Sim Sim
57,55 15,10 Nao )
50 54.39 8,78 Sim Sim
101,78 1,78 Sim .
100 102,76 2,76 Sim Sim
198,14 - 0,83 Sim .
200 187,00 -6,50 Sim Sim
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Coeficiente de correlagao iinear: 0,998301.

“Compound 1 name: LISNOPRIL  Method File: £301VADS
Honefficient of Determination: £.8994372

ZCatibration curve: 0.9159411 *x+ -0 00596525

ZResponse type: internal Std ( Ref 2 ), Area * (1S Conc. /IS Area )
;@urve type: Linear, Origin: Exclude, Weighting: 1/x, Axis trans: None

: 3.22-

SRS N

RUIERET

o
N,

HResponse] P

B

-0.00587 r
6.0 20.0

50.0 80.0 100.0 120.0 140.0

1 ng/mL
200.0

1680.0 180.6

Figura 7: curva de calibracéo

. Precis3o intra lote:

Quadro 5: Precisao e Exatiddo intra corrida analitica.

Validacdo da corrida
Concentragoes obtidas das amostras individuais co n:i’:;:;,g:ig’o os
c:md:)gs::rga (ng/mL} parametros precisio e
exatidio
] GV | Exatidao
1 2 3 4 5 6 7 8 Media (%) (%)
LoQ
2ngmy | 171|101 | - (198 (171 |18e | - 180 ] 182 [50 | e12
CQA 6,05 | 554 | 632 | 594 |549 |652 |577 |624 | 508 |62 | 097
{30 ng/mL) ’ ’ ’ ’ ’ ’ : 1 , : )
cQB 270 1205 [ 264 | 282 |27.7 | 288 | 265 |34.0]| 285 |82 | es50
(eo ngl‘mL) 1 1 ¥ * ¥ E H £~ k] ¥ T
cQc 178 | 149 [ 153 | 159 | 157 | 176 {170 | 167 | 164 |72 | 1001
(150 ng/mi) ’ ’
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. Precisdo inter corrida anaiitica

Quadro 6: Precisao e Exatidio inter corrida analitica

Caodigo da Concentragao meédia individual de | Reprodutibilidade entre as 3 corridas
amostra cada corrida {(ng/mL.}) analiticas analisadas
N=5 Corrida Corrida Corrida Média CV (%) Exatidao
Analitica 1 | Analitica 2 | Analitica 3 | (ng/mL) ¢ {%)
LOQ
(2 ng/mL) 1,82 1,98 2,06 1,95 6,2 97.7
CQA
(30 ng/mL) 5,98 547 5,52 5,66 50 84,3
cQB
(60 ng/mL) 28,5 26,7 29,4 282 49 94 0
cQC
(150 ng/mL) 164 134 146 148 10,0 98,6

Na figura 10, a seguir, sdo mostrados os cromatogramas obtidos das amostras

zero, QCA, QCB e QCC nas condigbes cromatograficas descritas no método.

BLANK + IS 11-May-2002 15:09:22
6301VAS003 Sm (SG, 3x10) MRM of 2 Channeis ES+
100~ 41712511 349.14 > 206.09;
] 1.95e4
: // \\ Area
| / ‘
% /:
} // \
O R AL LA BRI N LSS A M
6301VAS5003 8m (SG, x10) MRM of 2 Channels ES+
100~ 0.72 2.30 411 406.28 > 8429,
- 970
i %-:
0" T I AL A A A T T T L S L B S R S T Time
1.00 2.00 3.0C 400 5.00 6.00 7.00
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FQCA - LISINOPRIL 6ng/tl + IS 11-May-2002 19:38:00;
6301VAS028 Sm (SG, 3x10) MRM of 2 Channels ES+
100~ 4.08,12371 349.14 > 206.09
! 2.07e4
) / Area
N j \\\\MW
O L D B L L B A S S L B L S M M E
6301VAS028 Sm (SG, 3x10) MRM of 2 Channels ES+
100 3.95,1013 406.28 > 84.28;
] / 2.85e3;
A Area
- % / =.
Gm' f " T T T T T e Time
1.00 2.00 3.00 400 5.00 6.00 7.00
QACH - LISINOPRIL 30ng/ml + IS 11-May-2002 20:48:59
6301VAS036 Sm (SG, 3x10) MRM of 2 Channels ES+ :
100~ 4.04,12140 349.14 > 206.09:
. 1.92e4:
Area;
%- /// \\\MNH
; O S A 2 A S L - LA S L S BB S B
8301VAS036 Sm (8G, 3x10) MRM of 2 Channels ES+
100+ 3.92;5694 406.28 > 84 29
] , 1.08e4:
/ Am%
; \
m %- / \
] // \\\‘
Z Gw T T LI L [ AL I B B AL M A T e TN §
Z 1.00 2.00 3.00 4.00 5.00 6.00 7.00
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%QCC - LISINOPRIL 150ng/ml. + IS 11-May-2002 22:09-08°
£6301VAS045 Sm (SG, 3x10) MRM of 2 Channels ES+
100 4.00:11481 349.14 > 206 .09
i 1.76e4
{,/ Area
o /
h /
jf
D""!""J"“é"“!"'l"“"“ LI IR I HECHLER R [ L I
6301VAS045 Sm (SG, 3x10) MRM of 2 Channels ES+
100~ 3.89 406.28 > 84.29
) /Kzssm 4.76e4
. \ Area
i \
W % “\‘
] / \
] /
) T T T ‘|"'/-:-'<‘\'-‘"<'iw-'w'"s"‘-;"'w"ﬂTime
£ 1.00 2.00 3.00 4.0 5.00 6.00 7.00

Figura 8: Cromatogramas de amostras zero (branco + padrao interno), amostras QCA (6
ng/mi + Padréo Interno), amostras de QCB (30 ng/mi + Padréo Interno) e de amosiras de
QCC (150 ng/ml + Padrao Interno).

. Recuperagéo

Quadro 7: resultados do teste de recuperacao

Resultados do teste de recuperacao
_— Amostras
Cédigo Amostras = .
Analitos da c:;r;:)e:;taram extraidas | x;;:;; as | Recupera- g:::%z
- el = (:/
aTrgs amostra (mZ?;::)e 5 (média de 5 gao (%) {n=5)
areas)
Baixo 3 ng/mlL. 1118 1412 79,2 59
Lisinopril Médio 30 ng/mt. 5528 6884 80.3 34
Alto 150 ng/mL 26857 - 32583 82,5 38
Enalaprilato - 250 ng/mL 10593 13633 77,7 72
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4.2. Testes de estabilidade

. Estabilidade no auto injetor

Quadro 8: Resultados analiticos dos testes de estabilidade no auto injetor

Resultados doTeste de estabifidade no autoinjetor a 5°C (em ng/mL)

Concentracgio

das amostras 6 ng/mL 30 ng/ml. 150 ng/mL
Tempo Apos Tempo . Tempo Apos

analisado | 16mPO O oy on |APOsSEh| Toy 56 h
Média (n=5)

(ng/mL) 5,52 5,70 294 2986 146 148
CV (%) 57 95 3.0 40 2.0 2,7

Variagado {%) 3.4 0,86 12

. Estabilidade de trés ciclos de congelamento/descongelamento

Quadro 9: Resuitados analiticos dos testes de estabilidade apés trés ciclos de
congelamento e descongelamento.

Resultados doTeste de estabilidade apés trés ciclos de congelamento de
descongelamento (em ng/ml.)

Concentragio
das amostras 3 ng/mL 30 ng/mL 150 ng/mL
Amostra <. a0 | Amostra <. 20 | Amostra s o
a;:ﬁrzggo recem- Ag;:::: recem- Ag;?: recem- Agic:::
preparada preparada preparada
Média (ng/mL
sdia(ngfmb)) o 3,02 34,2 312 163 160
(n=5)
CV (%) 7.7 48 25 1.8 57 5.1
Variacao (%) -7.0 -86 -1,9
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. Estabilidade de curta duragio

Quadro 10: Resultados dos testes de estabilidade de curta duracéo, apds 6 horas a
temperatura ambiente.

Resultados do Teste de Estabilidade de curto periodo em temperatura ambiente

(ng/mlL)
Concentragido
das amostras 3 ng/mi. 30 ng/mL 150 ng/mL
Tempo Argt;s:}r a Apds 6h | Amostra | Apos 6h | Amostra | Apés 6h
analisz do repara- | €M temp. | recém- | emtemp.| recém- | emtemp.
P c}i)a ambiente | preparada | ambiente | preparada | ambiente
Média (ng/mL)
3,25 2,97 34,2 36,3 163 169
(n=5)
CV (%) 7.7 18,0 2,5 1.9 57 16,8
Variagéo (%) -8,6 6,1 3.8

. Estabilidade de longa duragéo

Quadro 11: Resultados dos testes de estabilidade de longa duragdo

Resultados do Teste de Estabilidade de longa duragio (ng/mL)

Concentragao
das amostras 6 ng/mL 30 ng/mL 150 ng/mL
Amostra | Apos 148 . Amostra | Apos 148
Tempo recém- dias Arr:;s:_::a £::i;:a recém- dias
analisado prepara-| cong. a reparada| 3 20° cg‘ prepara- | cong.a
da 200c |PreP da 20°C
Média (ng/mL
mi 5? ) 6,22 5,48 30,9 29,1 153 135
CV (%) 8,7 8.8 12,8 3.6 5,0 54
Variagéo {%) -11,8 -58 -12,0
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. Estabilidade das solugdes padréao

Quadro 12: Resultados analiticos dos testes de estabilidade das solugbes padrao.

Area média A;g; :;e:aia
Concentracao obtida da solucio Variacs 2 i
Analitos da solucio solucac recém- estocg daa anagg};})me a
referéncia preparada —4°0 °
(n=5) (n=5)
Lisinopril
(23 dias) 1000 ng/ml. 101823 88696 -12,9
Enalaprilato
(11 dias) 1000 ng/ml. 4566 4370 -43

4.3. Etapa clinica

Na etapa clinica, todos os voluntarios aderiram aos procedimentos estabelecidos

nc protocolo. Na tabela 1 consta a andlise descritiva dos voluntarios. Nao houve

desisténcia efou retirada de voluntarios, todas as amostras previstas no protocolo foram

coletadas e ndo houve perdas. As formulagdes foram bem toleradas. A Unica reacao

adversa relatada durante o estudo foi cefaléia (Quadro 13).
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Tabela 1: analise descritiva dos voluntérios

Voluntario Sexo ldade (anos) Peso (Kg) Altura (cm) IMC (Kg/m2)
1 H 33 78,8 179 25
2 H 33 848 180 24
3 H 23 738 186 21
4 H 41 85,5 174 28
5 H 27 65,0 175 21
6 H 28 71,2 183 21
7 H 25 87,0 187 25
8 H 40 81,0 180 25
9 H 33 748 170 28
10 H 33 64,4 164 26
11 H 35 747 167 27
12 H 27 575 168 20
13 M 36 722 166 26
14 M 27 65,0 160 25
15 M 27 69,0 164 26
16 M 29 68,8 158 27,5
17 M 25 58,0 161 23
18 M 24 58,0 164 21
19 M 32 56,2 157 23
20 M 27 52,0 155 22
21 M 27 62,3 154 26
22 M 29 57.0 163 21,5
23 M 26 63,0 166 23
24 M 36 68,0 163 23
25 M 36 58,2 163 22
26 M 30 56,1 155 23
Média - 30 68,8 168,15 23,96
DP (%) . 49 10,0 10,5 2,4
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Quadro 13: Reagdes adversas ocorridas durante o estudo

Medicamento

Vountario Reagao Conduta Médica administrado no Periodo
Adversa de ocorréncia do Evento
11 Dor de cabeca Dipirona gotas 875 mg Referéncia
14 Dor de cabeca Dipirona gotas 750 mg Referéncia
17 Dor de cabega | Paracetamol gotas 300 mg Teste
19 Dor de cabeca | Paracetamol gotas 300 mg Teste
26 Dor de cabeca | Paracetamol gotas 200 mg Teste
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Curva de concentragdo plasmatica versus
tempo dos voluntarios, para as duas
formulacoes
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200+

Vol | - VR050370M

g e Zestril
% "-g ~0- Lisinopril
§ g 100
3
0_
0.0 25 5.0 7.5 100 12 30 48
Tempo (h)
Zestril® Lisinopril
T pareado (h) 48 48
ASCo. (pareadsy (NG * h}/mL) 1375 19086
ASCoin {([ng ™ h)/mL) 1394 2018
% AUCqy extrapolado 1.4 15
Tiast () 48 48
ASCq: ([ng * hY/mL) 1375 1986
ASC g.4sn ([ng * hYmL)- linear 1481 2123
Conax (ng/mL) 132 184
Tonax (1) 55 50
T2 (h) 6,7 6.9
Ke (1/0) 0,10 0,10

-85-



100+

-~
T

Vol Il - AN270170M

ug ~e— Zestril

g :é. . ~O~ |isinopril

32

S

8

25~
0~
0!0 2i5 755 1(;,0 ‘E|2 310 4|8
Tempo (h)
Zestril® Lisinopril

T pareado (h} 43 48
ASCot paready (NG * A}/ML) 1155 1246
ASCoin ([ng * n}mL) 1177 1280
% AUCq.ins extrapolado 1,8 2,7
Tas () 48 48
ASCo. (Ing * h)/mL) 1155 1246
ASC ousn ([Ng * hYmL)- linear 1251 1327
Coax (ng/mL}) 88 94
Tenax (1) 6,5 6,0
Tz (h) 7.5 8,1
Ke (1/h) 0,08 0,09
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Vol Il - AVO10880M

100+
—e— Zeostril

o 754 —O— Lisinopril

S_

S c

8

25-
0_
0.0 25 5.0 7.5 100 12 30 48
Tempo (h)
Zestril® Lisinopril

T pareado (M) 24 24
ASCo. (pareadsy ((Ng * hYmL) 1164 581
ASCoin (Ing * h}/mL) 1393 646
% AUCqi extrapolado 16,4 9,9
Tiast () 48 24
ASCs. (Ing * hYmL) 1358 581
ASC g4sn {[ng * hY/mL)- linear 1471 723
Crax (n@/mL) 93 49
Tmax () 6,5 6,5
Tz () 8,1 56
Ke (1/h) 0,09 0,12
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-~
<

Vol IV - DS020762M

8 —e— Zestril
s= ~0~ Lisinopril
£5 501
2L
3
25
g
0.0 25 5.0 7.5 100 12 30 48
Temnpo (h)
Zestril® Lisinopril
T pareado () 48 48
ASCou pareassy ([NG * hIYmL) 1059 1052
ASCo.nt ([ng * hYmL) 1096 1106
% AUCq extrapolado 3.4 4.9
Tt () 48 48
ASCyy ([ng * hYmL) 1059 1052
ASC gasn ([ng * hYmL)- linear 1138 1130
Crmax (ng/ml) 72 71
Tmax (R 7,0 6.5
Taz () 86 9.4
Ke (1/) 0,08 0,07
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Vol V - JS110576M

150+
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S __ 100- —e— Zostril
g E ~O— Lisinopril
82
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0..
OfD 2f5 550 7j5 16.0 1|2 3|0 4|8
Tempo {(h)
Zestril® Lisinoprii
T pareado (1) 48 48
ASCo. areadsy ([N * ML) 1468 1154
ASCo.in (Ing * hYmL) 1502 1176
% AUCqinr extrapotado 2.2 1,9
Tiast () 48 48
ASCo: (Ing * hY/mL) 1468 1154
ASC gusn ([ng * h¥YmL)- linear 1577 1254
Cumax (ng/mL.) 118 85
Trmax (N) 7,0 50
Tirz () 7.8 7.7
Ke (1/n) 0,09 0,09
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Vol VI - AR0O11274M
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—e— Zestril
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3 e
: S
o
&
10-
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O.lO 215 510 715 10|.0 112 3l0 418
Tempo (h)
Zestril® Lisinopril
T pareado (1) 24 24
ASCyy (pareado) ([ng * hymlL.) 456 381
% AUCq.ix extrapolado 12,9 23,5
Tast (h) 24 48
ASCyy ([ng * hYmL) 456 469
ASC pasn (Ing * hYmL)- linear 567 493
Crmax (N@/mL) 33 32
Tenax () 5,5 6,0
Tiz (R} 6,7 104
Ke (1/h) 0,10 0,07

-980 -



150+

Voi VIi - MS090778M

—o— Zestril
—O— Lisinopril
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Tempo (h)
Zestril® Lisinopril

T pareado (h) 48 48
ASCou pareadey (NG * hYmL) 1658 1365
ASCoin ([ng * hYmL) 1709 1434
% AUCo. extrapolado 3,0 4,8
Tlasl (h) 48 48
ASCo. (Ing * h)/mL) 1658 1365
ASC gz ((ng * hYmL)- linear 1774 1456
Crnax (ng/mL) 130 89
Tmax (h) 8,5 8,5
Tz (D) 8,9 06
Ke (1/h) 0,08 0,07
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Tempo (h)
Zestril® Lisinopril
T pareado (h) 24 24
ASCo (pareado) ([ﬂg * h}/mi_) 718 977
ASCoix ([ng * h)/mL) 782 1117
% AUCq.in extrapolado 8.1 12,6
Tst () 24 48
ASCo. ([ng * h}/mL) 718 1096
ASC g ([ng * hYmL)- linear 858 1192
Comax (ng/mL) 63 87
Tmax (h) 98,0 6,5
Taz (h) 55 7.4
Ke (1/h) 0,13 0,09
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% AUCqy extrapolado 2.1 1,1
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ASC g4gn ([ng * hYmL)- linear 2225 1865
Conax (ng/mL) 158 181
Trnax () 45 8,0
Ty (h) 7.6 8,8
Ke (1/h) 0,09 0,10

-93.-



150+
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% AUCqiy extrapolado 15 2.7
Thet (h) 48 48
ASCo. ([ng * hJ/mL) 1996 1791
ASC o {(Ing * hYymL)- linear 2171 1919
Crax (Ng/mL) 134 122
Trmax (h) 9,0 7.0
Tiz (h) 7,2 85
K. (1/h) 0,10 0,08
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% AUC,.y extrapolado 7.9 46
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Tz () 11,3 9,6
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Tz (h) 10,9 12,8
Ke (1/h) 0,06 0,05
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Zestril® Lisinopril
T pareado (M) 48 48
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4.5. Analise descritiva do paradmetro Cpa

A analise descritiva de C,x para o medicamento referéncia e teste constam nas
tabelas 10 e 12, do Apéndice |, respectivamente. A figura 9, a seguir, mostra graficamente
a tendéncia das medias de Crex dos 26 voluntarios, para as duas formulacdes. Na tabela
2, segue a ANOVA para In(Cpay).
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Cmax (ng/mi)
8

voluntarios

Figura 9: Cyax por voluntario nas formulagées Re T.

. Analise de ANOVA para o pardmetro Cpax

Tabela 2: ANOVA para In(Cmax) — tipo 3

GL SQ QM F Valor-p

Seqiiéncia - 1 0,0099578  0,0099578 0,14 0,7107

« ;‘3‘;’::2' 2 24 112080704  0,467003 6,61 0,0001

Formulago 1 00761809  0,0761809 1,08 0,3095

Periodo 1 0,0707985  0,0707985 1,00 0,3269
Residuo 24 16961354  0,0706723

. Poder do teste considerando a variabilidade apreseniada pelo parémetro Cmax foi de 83 %
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4.8. Andlise descritiva de ASC 4.

A analise descritiva de ASC . referente as formulagdes referéncia e teste foi
apresentada nas tabelas 10 e 12, respectivamente. A figura 10, a seguir, mostra
graficamente a tendéncia das médias de ASC o: dos 26 voluntarios, para as duas

formulagdes.
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Figura 10: ASC o.t por voluntario nas formulagées R e T.
. Analise de ANOVA para o parametro ASCo.¢

Tabela 3: ANOVA para In (ASCoy) —tipo 3

GL sQ QM F Valor-p

Segiiéncia 1 0,0285200  0,0285200 0,47 0,4999

(s ;‘ggggia) 24 89233879  0,37180 6,12 0,0001

Formulagdo 1 00274184  0,0274184 0,89 0,3544

Periodo 1 00541934  0,0541934 0,45 0,5082
Residuo 24 14584565  0,0607690

~Poder do teste considerando a variabilidade obtida no parametro ASC ¢foi de 88%.

- 113 -



4.7. Anélise de tmax

Foi feita a analise ndo paramétrica de tm. © 0 ponto estimado para as diferencgas
individuais (Lisinopril/Zestril®) foi 0,06 h (1.C. de 90 % de —0,4a 0,5 h).

A andlise descritiva de Tn. referente as formulagbes referéncia e teste foi
apresentada nas tabelas 10 e 12, dos valores de T dos 26 voluntarios, para as duas
formulagbes. Na figura 11 estéd demonstrado, graficamente, a diferenca pontual entre T e

R, quanto ao parametro tmax.

-
<

CIreferéncia
Eteste

i

valores de tmax (h)
O = N W RO N O ©

1 2 3 4 5 6 7 8 9 1011 1213 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26
individuos

Figura 11: Comparacéo grafica entre R e T, considerando o parametro Tpax.

4.8. Intervalo de confianga de 90 % pela Bioequivaléncia Média

Tabela 4: Intervalo de Confianca de 90 % para os parametros Cpa € ASCqy, pelo critério
de Bioequivaléncia Média

Parametros Farmacocinéticos IC3%0 %
Crmax (T/R) 92,6 (81,7-105,1)
ASC o+ (T/R) 95,5 (85,0 - 107,4)
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5.1. Metodoiogia analitica empregada

O lisinopril foi quantificado por varias técnicas, como por exemplo: bioensaio
atraveés da inibicdo da enzima conversora de angiotensina (SAENZ CAMPOS et al.,
1986), fluoroimunoensaio time-resolved (YUAN e GILBERT, 1996) e a grande maioria dos
estudos encontrados utiizaram a técnica de radioimunoensaic (WORLAND, 1986;
LANCASTER, S. G. & TODD, P. A, 1988; BELISSANT et al, 1996; JOHNSTON, D. et al.,
1987; VANDENBURG et al., 1988).

A determinagdo da atividade da ECA como indicadora da concentragéo
plasmatica de inibidores da ECA n&o é muito adequada uma vez que o grau de inibicéo
ndo & paralelo aos niveis do farmaco no sangue (RIBEIRO et al., 1996). Desta forma, esta
técnica n&o & adequada para estudos de biocequivaléncia pois poderia estimar a curva de
biodisponibilidade por concentragbes “irreais”. O radioimunoensaio € uma técnica muito
sensivel (0,2 -~ 0,4 ng/ml), enitretanto, os marcadores requeridos geralmente nfo estéo
disponiveis comercialmente, dificultando o seu uso pelos pesquisadores. A cromatografia
fiquida de alta eficiéncia para quantificacdo do lisinopril somente foi descrita para
mensurar este farmaco em amostras de matéria prima e formulagdes farmacéuticas, onde
as concentracdoes do ativo encontradas sdo bastante altas (EL-GINDY et afl., 2001,
BONAZZI, 1997). Um método de quantificacdo de lisinopril na urina por HPLC foi descrito
por WONG et al. (1995). Entretanto, o limite de quantificacdo (LQ) foi de 0,5 pg/mi, que &
uma concentragcdo bem superior as concentragdes plasmaticas encontradas apds
administracbes de doses terapéuticas de lisinopril (< 100 ng/mi). Dessa maneira, até o
momento, n&o se conhece metodo de determinagdo de niveis plasmaticos de lisinopril em
estudos de farmacocinética por HPLC.

Recentemente, foram descritas as técnicas de quantificacdo de lisinopril em soro
e plasma baseadas na cromatografia gasosa com ionizacdo quimica negativa acoplada a
espectrometria de massas (LEIS, et al, 1998; LEIS, et al., 1989) e na cromatografia
liquida de alta eficiéncia acoplada ao espectrometro de massas (HPLC/MS/MS)
(TSAKALOF et al, 2003). Ambos os métodos foram bem sucedidos na quantificacéo de
lisinopril nestas matrizes biolégicas.
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Neste presente trabalho o método utilizado foi rapido, sensivel e seletivo para
mensurar lisinopril nas amostras de plasma. Foi o primeiro a ser reportado usando
HPLC/MS/MS para a determinagdo de lisinopril no plasma. As vantagens deste método
sdo inerentes a alta seletividade da espectrometria de massas (KOSTIAINEN ef al., 2003)
e a alta sensibilidade observada (2,0 ng/m! quando comparado ao LQ de 6.0 ng/ml
anteriormente descrito por TSAKALOF et al, 2003). O menor tempo de retencdo, tanto
para 0 analito quanto para o padrdo intermno, também permitiu a quantificacdo de um
grande nimero de amostras em curto espaco de tempo, caracteristica importante em
estudos de bioequivaléncia, onde o nimero de amostras a serem quantificadas é bastante
alto.

Para o desenvolvimento da metodologia analitica empregada, foram levadas em
consideracao as caracteristicas fisico-quimicas do lisinopril. Primeiramente definiu-se qual
seria 0 padrao intemo a ser utilizado. Foi escolhido o enalaprilato como padr&o interno por
se tratar de uma substéncia com bastante similaridade quimica com o lisinopril, disponivel
comerciaimente e que atende as finalidades analiticas propostas. A técnica de obtencdo
do farmaco das amostras de plasma, considerada mais adequada, foi a extracio em fase
sblida. Apesar do custo relativamente alto, & a técnica recomendada para compostos
aitamente polares, como € o caso do lisinopril. A coluna de extragdo utilizada (QOasis
HLB®) possui grupos hidrofébicos e também hidrofilicos, especificos para a captura de
compostos polares. Esta técnica é capaz de fornecer resultados reprodutiveis, amostras
mais limpas e maior recupera¢do, gquando comparadas com outras técnicas como
extrago liquido-liquido e precipitacdo protéica. A extragdo liquido-liquido, que & uma
técnica muito utilizada em estudos de farmacocinética, principalmente pelo seu baixo
custo e sua eficiéncia, é extremamente complexa e inviavel para a extracio de compostos
polares, pois requer muitas etapas de extracido e, na maioria das vezes, nio fomece boa
recuperacéo. Nao foram encontradas metodologias utilizando extracdo liquido-liquido e
precipitagio protéica para extrair lisinopril presente em sangue ou plasma. Foi descrita
por Seki T. et al, em 1997, a extracéo inicial de lisinopril presente na urina por extragio
liquido-liquido, com acidificagdo da amostra. Porém, posteriormente, foi realizada a
extracao em fase solida. Nos demais estudos encontrados, todos os métodos analiticos
que descrevem a extracdo de lisinopril em liquidos biolégicos, a técnica de extragdo
utilizada foi a extracio em fase sélida.
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Apbs a extracdo dos ativos da matriz bioldgica, a separagio e quantificacéo
foram realizadas por cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada ao espectrémetro
de massas (HPLC/MS/MS), respectivamente. O sistema de HPLC/MS/MS, com
monitoramento de reagbes multipias, € uma técnica aitamente seletiva e sensivel para
mensurar quantidades infimas de substancias presentes em matriz complexa. Foi
utilizada fase reversa pela compatibilidade deste sistema a¢ espectrémetro de massas.
Para definir os ions que seriam monitorados, do analito e do padrdo interno, fez-se o
espectro total (*modo scan”) das moléculas de lisinopril e enalaprilato protonadas [M-H]+.
Atraveés da analise do espectro total, os ions mais abundantes foram selecionados e
fragmentados. Simultaneamente, todos os parametros do equipamento foram escolhidos
e ajustados. Dessa forma, os ions de maior abundancia e melhor definicio para as
finalidades analiticas foram: 406 > 84 para o lisinopril e 349 > 206 para o enalaprilato. As
figuras 3 e 4 demonstram as rotas propostas de fragmentacéo das moléculas. Todos os
parametros definidos e validados objetivaram a combinacdo de resultados confiaveis em
um menor tempo de analise. O tempo da corrida cromatografica foi relativamente curto
(6,5 minutos), quando comparado com outras técnicas disponiveis.

O método analitico foi devidamente validado pelos parametros de
seletividade/especificidade, sensibilidade, linearidade, precisdo e exatiddo, com uma
recuperagdo média para o lisinopril e enalapritato de 80,6 % e 77,7 %, respectivamente.

Nenhuma interferéncia significativa foi observada nos tempos de retencéo do
farmaco e do padréo intemno (4,06 min e 4,17 min respectivamente), nas condi¢bes
analisadas, conforme demonstrado nos cromatogramas apresentados na Figura 5.

O LQ validado foi de 2 ng/mL e foi suficiente para caracterizacdo do perfil
farmacocinético de todos os voluntarios, atendendo o critério da ASCgy,, ser de, no
minimo, 80 % da ASC,. No guadro 3 seguem os resultados da validacdo do LOQ. Na
figura 6 encontra-se o cromatograma do LQ.

A faixa de linearidade validada (2,0 — 200 ng/ml) abrangeu todas as
concentragbes obtidas nas amostras do estudo. O coeficiente de correlacdo linear foi
superior a 0,95 (0,998301). Segue, na figura 7, curva de calibracéo.
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O método mostrou-se preciso e exato, inira e inter corridas anaiiticas, sendo a
variacao inferior a 15 % para todos os valores obtidos. A maior variacdo encontrada foi de
9,1 % (quadros 5 e 6).

Pelos resultados de estabilidade obtidos (resultados com coeficiente de variacéo
inferiores a 15 %), comprovou-se a estabilidade do farmaco e do padrao intemo (quando
foi 0 caso) em todas as condigdes experimentais do estudo, nos recipientes e condigdes
de armazenagem empregados (quadros 8 a 12).

5.2. Etapa clinica e estatistica

Dos cinco voluntarios que se queixaram de cefaléia, 3 foram durante o periodo
de administracdo do medicamento teste e 2 no periodo de administragio do medicamento
de referéncia. Cefaléia € um dos eventos adversos de grande incidéncia resultante da
administracdoc de medicamentos contendo lisinopril, mesmo apds uma Unica dose
(LANCASTER e TODD, 1988, RUSH & MERRIL, 1987). Portanto, é possivel que este
evento tenha sido causado pelo farmaco lisinopril. Porém, nota-se que tal ocorréncia néo
tem relagédo especifica com as formulagdes, pois 0 evento ocorreu durante o periodo de
administracdo das duas medicagdes, em propor¢oes similares.

Como o objetivo do estudo era detectar diferengas entre formulagdes
farmacéuticas no que se refere aos parametros relacionados a absor¢ao do principio ativo
a partir de sua forma farmacéutica, o protocolo foi delineado com o intuito de obter um
estudo capaz de eliminar, ou pelo minimizar, todos os fatores que nao estavam
relacionados a este processo em particular, de forma a permitir que se obtenham os
parametros farmacocinéticos relevantes para a comparacdo estatistica, visando a

averiguagao de bioequivaiéncia.

Neste sentido, ¢ plano experimental considerado mais adequado e aplicado no
presente estudo foi do tipo aberto, aleatério, cruzado, de dois periodos, com intervalo
entre os periodos de, no minimo, sete meias vidas de eliminacdo do farmaco, dose unica,
2 tratamentos, com 26 voluntarios sadios (ambos os sexos), balanceado, em cendigbes

de jejum.
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O delineamento cruzado foi para eliminar, ou pelo menos minimizar, os fatores
relacionados ao individuo, uma vez que a formulagfo teste e formulacéo referéncia séo

comparadas no mesmo individuo.

Para a comparagéo de dois produtos, 2 periodos e 2 seqiéncias é um plano
adequado para o objetivo do estudo.

O intervalo entre as internacbes deve compreender um periodo no qual garanta
gue o farmaco tenha sido eliminado da corrente sangulinea, evitando assim, o efeito
residual. Na verdade, pelos conceitos basicos de farmacocinética, a eliminac&o total do
farmaco ocorre apds 10 meias vidas de eliminagdo. Porém, para estudos de
bioequivaléncia, na pratica 10 meias vidas é um tempo muito longo dependendo do
farmaco, o que pode aumentar a probabilidade de desisténcia de voluntarios do estudo,
entre outros fatores. Desta forma, 7 meias vidas de eliminacio ja sao suficientes para ndo
acarretar efeitos residuais, visto que serdo encontradas concentragbes infimas do
farmaco apods este tempo. No caso do lisinopril, o intervalo proposto foi de 2 semanas,
intervalo superior a 7 meias vidas de eliminagdo do farmaco.

A dose Unica (1 comprimido de 20 mg) é o esquema posoldgico de escolha para
estudos de bioequivaléncia, uma vez que favorece a sensibilidade do teste para detectar
diferencas do processo de absorcdo de formulagbes farmacéuticas, além de ser mais
seguro aos voluntarios, ter menor custo e requerer menor tempo de ensaio.

O numero de voluntarios escolhido foi préximo ac nimero recomendado pela

legislacao vigente da época, gue estabelecia, geralmente 24 voluntdrios.

A populacao estudada foi composta por voluntdrios sadios tanto pela questdo
ética quanto para a obtencdc de homogeneidade entre as pessoas avaliadas,
considerando a alta variabilidade interindividual intrinseca, além de estar estabelecido
pela ANVISA.

Mesmo que estudos ja realizados tenham demonstrado que a biodisponibilidade
do lisinopril ndo é afetada pela presenc¢a do alimento, o estudo foi realizado em jejum
como precaugao adicional para minimar varidveis n&o interessantes a anélise
(BEERMAN, 1988; MONJAVERIAN et al, 1986).
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A conduta adotada de todos os voluntérios ingeriram a mesma dieta (alimentos e
liquidos), nos mesmos horarios, teve a finalidade de minimizar a possivel interferéncia da
dieta na farmacocinética, entre os voluntarios, sendo mais uma ferramenta de
padronizacdo. Como as substéncias xantinicas alteram o metabolismo fisiolgico, a dieta
foi isenta destas substéncias.

Os tempos de coleta escolhidos no estudo foram baseados na meia vida de
eliminacdo do farmaco e no valor previsto de Cra € tmax. E extremamente importante a
escoiha correta dos tempos de coleta, pois sdo eles que irdo definir o formato da curva de
biodisponibilidade e estimar mais precisamente o valor de C..x € ASCy,, utilizados no
calculo de bicequivaléncia. Recomenda-se que o tempo de coleta seja feito durante trés a
cinco meias vidas de eliminagéo para compreender a absorgéo total do farmaco e parte
da eliminago no organismo. Como a meia vida de eliminacéo é de 12 horas, o tempo de
coleta estipulado no estudo foi de 48 horas. Para determinar o nimero de coletas e o
espacamento eritre elas, baseou-se no vaior previsto ty. (entre 6 e 8 horas) (ULM et al,
1982; LANCASTER, 1988). Desta forma, perto do t.. previsto, o intervalo entre uma
coleta e outra foi menor (a cada frinta minutos). Em termos éticos, ndo permite-se coletas
adicionais desnecessarias, sem justificativa, do ponto de vista cientifico.

O tratamento estatistico empregado para a analise foi 0 recomendado pela
ANVISA e mundialmente aceito (FDA, EMEA, Health Canada).

Os tempos de coleta de sangue utilizados foram adequados para caracterizar o
perfil farmacocinético do farmaco, a partir das formulagdes testadas. A ASC o, de todos os
voluntarios, para as duas formulacdes, foram superiores a 90 % da ASC i (tabelas 13 e
14). Os valores de tn encontrados no estudo estdo condizentes com a maioria dos
valores descritos de estudos jé publicados para este farmaco (de 6 a 8 horas), o que
favorece o aumento da credibilidade na precisdo da estimativa pontual de Cpe. Segundo
os relatos encontrados nas referéncias bibliograficas pesquisadas, o pico maximo de
concentrag@o plasmatica, para voluntarios sadios ocomre por voita das 6 h apés
administragdo de doses de 10 e 20 mg (BEERMAN et al, 1986; BIOLLAZ et al, 1982;
LANCASTER, 1988, LEES & REID, 1988; MILLAR et al, 1982; MOJAVERIAN et al, 19886;
ULM et al, 1982). O valor médio de t.. entre as duas formulagdes foi préximo entre si
(Zestril® foi de 5,5 h [4,0 — 9,0 h] e do medicamento teste Lisinopril foide 6,1 h[4,0~85
h]). O efeito minimo da droga € observado apés 6 horas da administra¢éo (coincide com
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tma). O valor de trmax mais prolongado pode comprometer o tratamento inicial, uma vez
que o inicio da acdo podera ser retardado.

O volume de sangue de cada amostra coletada foi de 8 mi. A quantidade
requerida no método analitico, por amostra, foi de 0,5 ml de plasma. Desta forma, podia-
se analisar a possibilidade de coleta de um volume de sangue menor, considerando ainda
as possiveis reanalises. Com o tempo de coleta de 48 horas, utilizado no estudo, todos os
voluntarios, para ambas as formulagdes, apresentaram ASCy, superiores a 80 %, ou seja,
no tempo de 48 horas, as quantidades do ativo s&o muito pequenas, proximas de 2 ng/ml.
Desta forma, como sugestdo para proximos estudos pode-se planejar a coleta de
volumes de sangue menores que 6 mi até o tempo de 36 horas. Estas condutas reduzira
o volume de sangue fotal coletado e o tempo de participac&o do voluntario no estudo, sem
interferir nos propésitos do estudo.

Néo foi detectado efeito residual, evidenciando que o intervalo utilizado entre as
intemagdes foi adequado.

Dentre os efeitos de periodo, produto, sequéncia e voluntario dentro da
seqliéncia, analisados pela ANOVA (tabelas 2 e 3), tanto para Cax quanto para ASC o4, ©
Unico efeito significativo encontrado foi resultante do voluntario dentro da seqliéncia (valor
p = 0,0001). Este resuitado indica a presenca da variabilidade entre individuos, muito
comum em estudos de farmacocinética. Embora o quadro de ANOVA mostre efeito ndo
significativo para o produto, indicando igualdade nas médias das biodisponibilidades
comparadas, este resultado ndo implica na bicequivaléncia entre elas, sendo necessario
calcular o intervalo de confianga proposto.

O tamanho da amostra utilizado (26 voluntarios) foi suficiente, uma vez que
garantiu um poder estatistico superior a 80 % para os parametros farmacocinéticos
ufilizados no calculo (Cuac 83 % € ASCoc 88 %). Conforme estudos clinicos publicados, a
absorc¢éo do lisinopril é altamente variavel (6 a 60 %) (BEERMAN, 1988; PDR 2003; ULM
et al, 1982). Esta variabiliade pode ser entendida pela prépria estrutura quimica do
farmaco. Como ja mencionado, o lisinopril possui 4 valores de pkas, 0 que indica que
trata-se de uma molécula que se fica, grande parte do tempo, ionizada. A propor¢do entre
forma ionizada e nao ionizada depende basicamente do pH do meio fisiolégico.
Considerandoc a faixa de pH no trato gastrointestinal de 1 a 8 e a variabilidade intrinseca
de pH fisiologico intra e inter individuos, a absor¢éo pode variar bastante de individuo
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para individuo, ou até no mesmo individuo. A faixa de dosagem disponivel hoje no
mercado (2,5; 5,0; 10; 20; 30 e 40 mg) também é outro indicativo da alta variabilidade
deste farmaco. Somado a fodos estes fatores, em estudos com ratos, realizados por
AMIDON, G.L. et al, em 1989, observou-se que a permeabilidade do lisinopril é
concentragdo-dependente e parece estar relacionada a um mecanismo ndo-passivo via
carreador peptidico. Esta caracteristica poderia também explicar a alta variabilidade de
absorgdo, uma vez que um componente endogeno (carreador) estd envolvido no
processo. Porém, contrariando todos estes fatores recém expostos, a variabilidade
encontrada no presente estudo foi relativamente pequena (quadrado médio residual da
ANQOVA foi de 0,07373, para paramefro mais varidvel Cmax), uma vez que, com 26
voluntarios ja foi suficiente para garantir um poder estatistico acima de 80 %.
Considerando dados adicionais médios obtidos posteriormente & este estudo, sobre a
variabilidade de lisinopril, atualmente recomenda-se a inciusdo de 32 voluntarios para
estudos de bicequivaléncia de formulacbes contendo lisinopril.

A maioria dos valores de concentragbes plasmaticas obtidas, para as duas
formulagdes, foi superior & concentracdo minima eficaz (8-10 ng/ml). Apés administracio
oral de comprimidos de 2,5 mg de lisinopril, que corresponde a dose minima, a média das
concentragfes piasmaticas maximas atingidas foi de aproximadamente 10 ng/ml
(JOHNSTON, D. & DUFFIN, D., 1992) Estudo demonstrou que a concentragio de 14
ng/mi formece 90 % de inibicdo da ECA (MOJAVARIAN, M. L. et al, 1986). A maioria das
concentracdes plasmaticas maximas {Cn..) estdo compreendidas no intervalo de valores
descrito nas referéncias bibliogréficas pesquisadas, de 80 a 140 ng/mi, apés dose Unica
de 20 mg (tabelas 5 e 7) (ULM et al, 1988; LANCASTER & TODD, 1988). Os valores de
Cmax, @p6s administragdo do medicamento teste, foram de 32 a 184 ng/ml. Para o
medicamento referéncia, os valores de C,,, foram de 23 a 182 ng/ml. Segundo estudos
de BIOLLAZ et al, 1982; MILLAR et al, 1982; ULM et al, 1982, a média das concentragdes
plasmaticas maximas, em voluntarios sadios, foi cerca de 40 ng/ml, em tomo de 6 a 8
horas, apoés administracio oral de comprimidos de 10 mg de lisinopril em voluntarios
sadios. Foi reportado que até a dose de 20 mg de lisinopril existe linearidade dose-
resposta, extrapolando este valor de 40 ng/mi para a dose de 20 mg, encontra-se a
concentragao de 80 ng/mi.
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Os valores médios dos parametros farmacocinéticos para o farmaco lisinopril,
encontrados no estudo, sdo préximos aos encontrados nas literaturas pesquisadas, apos
dose unica de 20 mg, via oral. (SIMON, 1988; SWEETMAN, 2002).

Quanto a seguranga do medicamento testado, comparade com o medicamento
de referéncia Zestril®, o primeiro apresentou niveis plasmaticos médios sutiimente
menores, evidenciando assim a improbabilidade de niveis plasmaticos téxicos pelo uso do
medicamento teste quando administrado adequadamente, segundo orientagdo medica,
para a maioria da populagéo. Adicionalmente, conforme ja mencionado, trata-se de um
farmaco de amplo indice terapéutico (USP DI, 1992).

Para a decis@o de bioequivaléncia, todos os voiuntarios foram considerados no
calculo, pois ndo foram observados voluntarios com caracteristicas discrepantes do grupo
e a andlise foi baseada na Bioequivaléncia Média, conforme estabelecido no protocolo.

O medicamento teste foi considerado bioequivalente ao medicamento de
referéncia, 0 que significa dizer que o mesmo é tdo seguro e eficaz gquanto o
medicamento de referéncia, e pode ser, com este, intercambiavel, na clinica médica.
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Conclusao n
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Pelc presente estudo, conclui-se que 0 medicamento Lisinoprii comprimido de 20
mg, fabricado pelo laboratério Medley S.A. industria Farmacéutica (lote LIC 06/01-1;
validade: junho/03), é bioequivalente ao medicamento de referéncia Zestril® comprimido
de 20 mg, fabricado pelo laboratério Astra Zeneca (lote A03534; validade: outubro/04), em
termos de velocidade e extenséo de absorgao do farmaco lisinopril no organismo.
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Anexo |

Estude de Biodisponibilidade de uma Formulac¢io de Lisinopril
comprimido de 20 mg da Medley S.A. Indistria Farmacéutica versus uma
Formulacio de Lisinopril comprimido de 20 mg do Produto de Referéncia

da Astra Zeneca (Zestril®) em Voluntarios Sadios de Ambos os Sexos
GDN 63/01

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Voce estd sendo convidado a participar de um projeto de pesquisa. Sua participagio €
importante, porém. voc€ ndo deve participar contra g sta vonlade. Leia ateniamente as
mformacdes abaixo e faga qualquer pergunta que desejar, para que todos os procedimentos
desta pesquisa sejam csclarecidos.

Responsaveis: Drs Gilberto de Nucci, Eduardo Abib Junior, Moisés L P Vanuncci e Ronilson
Agnaido Moreno.

O abaixo-assinado, .

anos, RG »° declara que ¢ de livre e espontinea vontade gue estd
participando como voluntirio do projeto de pesquisa supracitado, de responsahilidade dos
médicos/pesquisadores Clinicos Gilberto de Nucci, Eduardo Abib Jr, Moisés Luis Pirasol
Vanunci ¢ Ronilson Agnaldo Moreno. da Unidade Analitica Cartesius/Unidade Miguel
Servet.

NATUREZA E PROPOSITO DO ESTUDO

O objetivo da pesquisa ¢ verificar se compnmido de Lisinopril (20mg) produzido pela
Medley S.A Indistnas Farmac€uticas. - Formmlacde Teste - atingem niveis no sangue
equivalentes ao Zestril® da Astra Zeneca.- Formulacdo Referéncia. Vocé receberd as duas
medicages, cada uma em uma ocasidio diferente. A ordem que vocé tomaré cada medicagiio
obedecerd a um sorteio.

PROCEDIMENTOS A SEREM REALIZADOS E RESPONSABILIDADES

Antes de sua participagdo no estudo e apds a sua participacio vocé serd convidado a ir ao
Hospitai para avaliar a sua condicdo de satdde. Vocé serd examinado por um médico que the
fard um exame compicto, medindo o seu pulso, sua temperatura, sua pressdo arterial.
Também serd feito um exame do coraglio (eletrocardiograma). O médico the perguntara se
vocé teve ou tem alguma doenca e se vocé faz uso de algum medicamento. Durante a visita
serdio coletadas amostras de sangue, urina e fezes para exames laboratoriais. Os exames
laboratoriais incluem exame de sangue completo como hemograma completo ; bioguimica
sangitinea (glicose no sangue. proteinas totais., albumina, transaminases oxalacética ¢
pirivica, gamagiutamil transferase, creatimina, uréia, acido trico, colesterol ¢ triglicérides);
cxame sumario de urina (Urina I). Exames para a hepatite B ¢ C e para AIDS (HIV | ¢
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HIV2), no sangue, ¢ exame de fezes (protoparasitolégico), serdo feitos somente no pré
estudo.

Durante o estudo, vocé serd internado duas vezes por aproximadamente 24 horas cada
periodo, com intervalo minimo de 15 dias. Em cada internamento, a) serd administrado um
comprimido de Lisinopril, acompanhado de 200mL de dgua sem gés; b) serfo coletadas 40
amostras de sangue de 6 mL, cada, através de agulha introduzida em veia superficial para a
dosagem do medicamento ¢ mais uma amostra de 25 ml antes da administragio da
medicagao para o controle do método. ¢) em intervalos regulares, serd verificada sua pressdo,
pulso e temperatura; d) serfio também servidas refeicdes padronizadas (jantar, na noite da
internagdo; almogo, lanche da tarde ¢ jantar, ceia no dia de administragio do medicamento)
ou bebidas em horérios preestabelecidos. Um total de 350 mL de sangue serd colhido durante
todo o estudo.

A duragdo total de sua participagdo na pesquisa estd estimada em 30 dias, a contar da
primeira internagdo, apos o processe de selegao.

RESPONSABILIDADES

E condiggo indispensavel, para participacdo no ensaio clinico, que vocé esieja em boa satde
€, portanto, ndo esteja no momento sob tratamento médico ou fazendo uso de quaisquer
drogas ou medicacGes. Algumas regras deverfio ser seguidas para sua participagdo no estudo:
a) ndo pode ser dependente de drogas ou 4lcool e caso o investigador tenha alguma suspeita,
poderd solicitar exame de urina para detec¢fio 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 ¢ meio) no periodo de um ano antecedendo o estudo; ¢) ndo pode tomar bebidas
contendo cafeina e xantinas (café, chd, coca-cola, etc) nas 12 horas que antecedem as
internacdes até a Gltima coleta.

E ainda de sua responsabilidade em relagdo a sua participagdo no ensaio clinico: a)
comparecer as internagdes na data e hordrios informados; b) permanecer em jejum pelo
tempo previsto (pelo menos 8 horas) em cada internagéo; ¢) tomar toda a medicago prevista;
d) Ingerir toda a alimentagio e liquidos que tenham sido previstos; €) retornar & Unidade 2
vez em cada internagio para a coleta da amostra de sangue apds a alta de cada uma das
internagdes, no hordrio indicado pela equipe, relativo A coleta de 24 e 48 horas apds a
medicacao; f) retornar 2 Unidade na data, horério e local combinados, para realizagio da
consulta ¢ exames de alta, independentemente de haver sido interrompida sua participago no
estudo ou de sua desisténcia. '

Aos voluntdrios do sexo feminino € condigio indispensével para participagdo no ensaio
clinico que ndo estejam gravidas, comprovado por exame de gravidez {Beta-HCG). Nio é
permitida a participacgio se vier a ficar grivida ap6s o exame, se estiver amamentando, ou se
estiver pretendendo engravidar durante o prazo de duragio do estudo.

Caso, mesmo tendo considerado estas precaugdes, vier a suspeitar que engravidou durante a
participagdo no estudo, deverd comunicar imediatamente o fato & equipe e deverd
interromper sua participago.
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POSSIVEIS RISCOS E DESCONFORTOS

A administragdo por boca de Lisinopril de maneira continuada pode causar reagdes como
nauseas, dor de cabega,, lesBes de pele avermelhadas, fraqueza, diarréia, vomitos, tosse, falta
de ar, impoténcia, queda de pressdo, alterages do ritmo do corago, batedeira, zumbido no
ouvido.

Fntretanto o aparecimento de efeitos indesejaveis apds administragdo de dose unica de
Lisinopril tem menor probabilidade de aparecer.

Além dos efeitos citados, a administragio de qualquer medicamento pode causar reagOes
imprevisiveis.

A retirada de sangue é um procedimento seguro e pode causar um leve desconforto, além de
uma mancha roxa pequena no local da picada que fregiientemente resolve sem maiores

problemas.
BENEFICIOS OU COMPENSACOES

A participagio neste estudo, nio tem objetivo de submeté-io a um tratamento terapgutico.
Conseqiientemente, nio se espera que 2 participagdo no estudo traga qualquer beneficio em
fungio do tratamento. -

INTERCORRENCIAS (efeitos indesejaveis)

Se vocé sofrer algum maleficio em decorréncia direta de sua participacio no estudo, vocé
receberd tratamento nesta Instituigdo, sem qualquer custo. Nio haverd no entanto qualquer
compensagio de ordem financeira em funcéo do ocorrido, a ndo ser que a condigio faga jus
da indenizagdo prevista no Seguro de Vida em Grupo mencionado abaixo. Contudo, ao
assinar este termo, vocé ndo esté renunciande qualquer direito legal que vocé possui.

Durante o periodo de 180 dias a partir da data da assinatura deste termo, o voluntério estard
assegurado (Seguro de Vida em Grupo) pela empresa Executivos Seguros ( Sul America
Actna)

RESSARCIMENTO

De acordo com valores previamente estabelecidos (R$ 340.00), os voluntirios serdo
ressarcidos das despesas ¢ tempo despendidos na realizagdio do supracitado estudo clinico
apds a consulta de alta.

Caso desista ou seja dispensado antes do cstudo ser finalizado o voluntdrio receberd
proporcionalmente 2o tempo despendido, no final do estudo. Entende também que a
desisténcia ou dispensa antes do comparecimento para a primeira internacio néo da direito a
ressarcimento.

Estima-se¢ que durante o perfodo de sua participagio no Estudo vocés terdo como despesa
apenas os gastos de deslocamento da residéncia ou trabalho até o Hospital das Clinicas ~
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Unicamp para internag@io ou realizagio dos exames e consultas, bemn como coletas de
amostras ap6s a alta,. Ainda deve ser previsto eventuais visilas posteriores para
acompanhamento dos eventos adversos. O ressarcimento destas despesas j4 estd incluido no
valor estabelecido no item acima.

PARTICIPACAQ VOLUNTARIA

Sua participagdo ¢ voluntéria e vocé tem a liberdade de desistir ou interromper a participagio
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
explicagio e sem que isto venha interferir no seu atendimento médico deste Hospital.

Obteve todas as informagles e esclarecimentos necessdrios para poder decidir
conscientemente sobre a participagdo no referido ensaio clinico. Independente de seu desejo
€ consentimento, sua participagio no ensaio clinico poderd ser interrompida, em fungdo a) da
ocorréncia de eventos adversos; b) da ocorréncia de qualquer doenga que, a critério médico,
prejudique a continuagio de sua participagfio no estudo; ) do nio 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; ¢) da suspensdo do Estudo como um todo. A
Unidade Analitica Cartesius/Miguel Servet o manterd informado, em tempo oportuno,
sempre que houver alguma informagio adicional que possa influenciar seu desejo de
continuar participando no estudo e prestard qualquer tipo de esclarecimento em relagdo ao
progresso da pesquisa, conforme sua solicitagao.

A interrupgao ndo causard prejuizo ao seu atendimento, cuidado e tratamento pela equipe da
Unidade Analitica Cartesius/Miguel Servet.

DIVULGAGAO DE INFORMACOES QUANTO A PARTICIPACAO NO ESTUDO

Os registros que possam identificar sua identidade serdio mantidos em sigilo, a ndo ser que
haja obrigagio legal de divulgagio. A Unidade Analitica Cartesius/Migue! Servet nio
identificard o voluntirio por ocasifio da publica¢io dos resultados obtidos. Contudo, ofs)
monitor(es) do Estudo, auditor(es), membros do Comité de Etica e Pesquisa Clinica, ou
autoridades do(s) 6rgdo(s) governamentais envolvido(s) na fiscalizagio 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 regulamentagdes
aplicéveis, com o propdsito de verificar os procedimentos e dados do ensaio, sem no entanto
violar a condi¢80 de que tais informacdes sdo confidenciais.

Ao assinar este Termo de Consentimento Livre ¢ Esclarecido, vocé estd também autorizando
tal acesso, mesmo se vocé se retirar do Estudo.

CONTATOS E PERGUNTAS

Caso surja alguma intercorréncia, deverfio procurar a Unidade Analitica Cartesius (Fone
3818-7493) e solicitar que a mesma contacte os médicos responsaveis pelo ensaio clinico ou
entdo entrar em contato diretamente com os mesmos nos telefones indicados no final deste
Termo de Consentimento.
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Poderé contactar o Dr. Gilberto de Nucci para receber informagdes adicionais, relacionadas
Pesquisa ou quanto aos seus direitos como voluntirio.

Poders contactar a Secretaria do Comité de ética em Pesquisas da Unicamp pelo telefone
3788-8936 para apresentar recursos ou reclamacdes em relag3o ao ensaio clinico.

Eu declaro que li cuidadosamente todo este documento denominado Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido e que, ap6s, tive nova oportunidade de fazer perguntas
sobre o conteldo do mesmo o também sobre o Estudo e recebi explicagbes que responderam
por completo minhas ddvidas. e reafirmo estar livre e espontaneamente decidindo participar
do Estudo.

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

Ao assinar este Termo de Consentimento estou autorizando o acesso as minhas informagées,
conforme explicitado anteriormente.

Ao assinar este Termo de Consentimento eu nfo renunciei qualquer direito legal que eu
venha a ter ao participar deste Estudo. :

Campinas de

Assinatura do Volunidrio

Niamero do Voluntirio Nome do Voluntdrio Data
Telefones Data  Assinatura

Dr. Gilberto de Nucci  (19) 9792 4032; (19) 3251-6928

Dr. Eduardo Abib Jr  (19)9792-2913; (19) 3253-6164

Dr. Ronilson A.Moreno (19)9773-8489; (19) 3272-0026
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Anexo il

\") : FACULDASE DE CIENCIAS MEDIOAS
A2 COMITE DE ETICA EM PESQUISA
= & Calxa Postal 6111

N 13083-970 Campinas, SP
UNICAMP = (0__19) 3788-8936

fax (0__19) 3788-8925
M cep@head.fcm. unicamp.br
CEP, 11/12/01
(Grupo II)

PARECER PROJETO: N° 269/2001

I-IDENTIFICACAO:

PROJETO: “ESTUDO DE BIODISPONIBIDADE DE UMA FORMULACAO DE
LISINOPRIL. COMPRIMIDO DE 20MG DA MEDLEY S.A. INDUSTRIA
FARMACREUTICA, (FORMULACAO TESTE) VERSUS UMA FORMULACAO DE
LISINOPRIL COMPRIMIDO DE 20MG DO PRODUTO REFERENCIA DA
ASTRA ZENECA ZESTRIL EM VOLUNTARIOS SADIOS DE AMBOS OS
SEX0S”

PESQUISADOR RESPONSAVEL: Gilberto de Nucci

INSTITUICAO: Hospital das Clinicas/UNICAMP

APRESENTACAO AO CEP: 19/10/2001

I - OBJETIVOS

Avaliag@io de biodisponibilidade da droga teste Lisinopril, substincia derivada do
enaprilato (metabolito ativo do enalapril), antagonista competitivo da enzima conversora de
angiotensina (ECA) produzida pelo laboratério Medley contra formulagio da mesma droga
na mesma dosagem de 20 mg produzida pelo laboratorio Astra Zeneca, em voluntarios
sadios, seguindo protocolo de ensaio clinico aleatorizado cruzado usando dois periodos
seqiienciais de administracdio das drogas no mesmo individuo, sendo estudados parimetros

de farmacocinética

I - SUMARIO

Estudo prospectivo de tipo ensaio clinico terapéutico, aleatorizado, cruzado, no qual
o individuo, utilizando a droga teste ser4 seu proprio controle usando droga referéncia em
periodos subsequentes.
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IV - COMENTARIOS DOS RELATORES -

Protocolo bem estruturado ¢ detalhado contemplando aspectos essenciais de
desenvolvimento desse tipo de ensaio clinico.

Os riscos desse tipo de estudo usando drogas ja testadas em ensaios clinicos
randomizados em grandes amostras populacionais é bastante relativizado usando-se doses
minimas terapéuticas. Efeitos colaterais sdo conhecidos e previsiveis.

Nao hi possibilidade de retomo individual imediato a partir dos resultados obtidos

A metodologia descrita se adequa aos objetivos propostos

O autor apresenta orgamento detalhado dos estudo contemplando valor a ser
recebido pelos voluntdrios, referente a pagamento de despesas de transporte e tempo
despendido durante o estudo, no valor de 340 reais.

CONCLUSAO: APROVADO.

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 Resolugles 196/96 e 251/97, bem como ter
aprovado o Termo do Consentimento Livre e Esclarecido, assim como todos os anexos
incluidos na Pesquisa, resoive aprovar sem restricdes o Protocolo de Pesquisa supracitado.

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 penalizagiio alguma e sem prejuizo ao
seu cuidado (Res. CNS 196/96 — Item IV.1.) e deve receber uma copia do Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido, na integra, por ele assinado (ftem IV.2.d).

Pesquisador deve desenvolver a pesquisa conforme delineada no protocolo
aprovado ¢ descontinuar o estudo somente apds anilise das razSes da descontinuidade pelo
CEP que o aprovou {Res. CNS Hem H1.1.z), exceto quando perceber risco ou dano nio
previsto ao sujeito patticipante 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 advefsos 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) e enviar notificagdo ao CEP e a4 Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitdria - ANVISA - junto com seu posicionamento.

Eventuais modificagbes 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 1 ou I apresentados anteriormente 3 ANVISA,
o pesquisador ou patrocinador deve envid-las também i mesma junto com o parecer
aprovatério do CEP, para serem juntadas ao protocolo inicial (Res. 251/97, Item I11.2.¢)

Relatérios parciais e final devem ser apresentados ac CEP, de acordo com os prazos

estabelecidos na Resolugiio CNS-MS 196/96.
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Atenciio: Prejetos de Grupe I seriio encaminhados & CONEP e sé poderfio ser
iniciados apbs Parecer aprovatorio desta.

Vil - DATA DA REUNIAO

Homologado na XII ReuniZo Ordindria do CEP/FCM, em 11 de dezembro de 2001.

mﬁiﬁ M '
My tido Araij
PRESID! do COMITE DE ETICA EM PESQUISA

‘ FCM / UNICAMP

- 153 -



- 154 -



Anexo lil

LISTA DE RANDOMIZAGAO

Voluntario

Periodo

|
il
il
v
Vv
vi
Vil
Vill
IX
X
Xi
Xil
Xil
Xv

xvi
XVH
XVHi

XIX

XXI
XXH
XXl
XX

XXVI

DA—ADBADB—A—ATDADATDN A AT AN~ 0~ |-

A AV A A AV HDA 40D~~~ 000
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Tabela 13: Razéo das areas ASC . e ASC i para o medicamento referéncia

Voluntério ASCt ASCinf ASCHASCinf
1 1375 1394 98,64
2 1155 1177 98,13
3 1358 1393 97,49
4 1069 1096 96,62
5 1468 1502 97,74
6 456 524 87,02
7 1658 1709 97,02
8 718 782 91,82
9 2004 2048 97,85
10 1996 2028 98,42
11 566 615 92,03

12 517 565 81,60
13 2314 2348 98,64
14 305 360 84,72
15 1252 1304 96,01
16 1731 1766 98,02
17 1450 1470 98,64
18 1761 1791 98,32
19 1196 1231 97,16
20 1112 1148 96,86
21 724 749 96,66
22 2121 2151 98,61
23 1297 1330 97,52
24 1497 1530 97,84
25 1482 1643 90,20
26 1391 1423 97,75
Média 1306 1349 96,83
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Tabela 14: Raz&o das areas ASC ¢, e ASC i para 0 medicamento teste

Voluntario ASCt ASCinf ASCUASCinf

1 1986 2016 98,51
2 1248 1280 97,34
3 581 646 89,94
4 1052 1106 95,12
5 1154 1176 98,13
6 469 499 93,99
7 1365 1434 95,19
8 1096 1117 88,12
9 1756 1775 98,93
10 1791 1840 97,34
11 576 604 95,36
12 736 792 92,93
13 1804 1837 98,20
14 844 883 95,58
15 1109 1130 08,14
16 1098 1133 96,91
17 820 859 95,46
18 1485 1517 97,89
19 1160 1214 95,55
20 1188 1209 98,26
21 660 686 96,21
22 1953 1983 98,49
23 1085 1116 98,12
24 1788 1807 98,95
25 1395 1430 97,55
26 1156 1191 97,06
Média 1206 1242 97,16
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Abstract

An analytical method based on liquid chromatography with positive ion electrospray
ionization (ES!) coupled to tandem mass spectrometry detection was developed for the
determination of lisinopril in human plasma using enalaprilat as internal standard. The
analyte and intemal standard were extracted from the plasma samples by solid-phase
extraction using Waters HLB OQasis® SPE cartridges and chromatographed on a C;
analytical column. The mobile phase consisted of acetonitrile/water (60:40 viv) + 20 mM
acetic acid + 4.3 mM of triethylamine. The method had a chromatographic total run time of
6.5 min and was linear within the range 2.00 — 200 ng/ml. Detection was carried out on a
Micromass triple quadrupole tandem mass spectrometer by Multiple Reaction Monitoring
(MRM). The precision (CV %) and accuracy, calculated from limit of quantification (LOQ)
samples (n=8), were 8.9 % and 98.9 %, respectivetely. The method herein described was
employed in a bioequivalence study of two tablet formulations of lisinopril 20 mg.
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1. Infroduction

Lisinopril, (N-[1-carboxy-3-phenylpropyl-L-lysillproline), the third ACE inhibitor
approved for use in the United States, is the lysine analog of enalaprilat. Unlike enalapril,
lisinopril itself is active [1]. It has been demonstrated to be effetive in the treatment of heart
failure, hypertension and acute myocardial infarction [2].

Lisinopril has been measured by several techniques, such as bioassay (through
inhibition of ACE [3]), radicimmunoassay [4 - 8], fluoroimmunoassay [9).

Recently, an assay based on gas chromatography-negative ion chemical ionization
mass spectrometry (GC-MS) [10,11] and liquid chromatography coupled with mass
spectrometry (LC-MS) [12] were described. Both methods were successfully applied to the
measurements of lisinopril in human plasma/serum.

Here we present a fast, sensitive and selective method for measuring plasma
lisinopril using liquid chromatography coupled to tandem mass spectrometry (LC-MS-MS).
This method was applied to a bicequivalence study in healthy volunteers.

2. Experimental

2.1. Chemicals and reagents

Lisinopril was provided by EMS, Brazil, lot humber 00109987. Enalaprilat was
obtained from United States Pharmacopeia (USP), lot number |. Waters Qasis® HLB
cariridges (30 mg, 1 cc) for solid phase extraction was purchased from Waters Co.
(Milford, MA, USA). Acetonitrile and methanol (HPLC-grade), fuming hydrochioric acid
(37%) and glacial acetic acid (analysis grade) were purchased from Mallinckrodt (Paris,
ST, USA). Ultra pure water was obtained from an Elga UHQ system (Elga, UK). Blank
human blood was collected from healthy, drug-free volunteers. Plasma was obtained by
centrifugation of blood treated with the anticoagulant sodium heparin. Pooled plasma was
prepared and stored at approximately — 20 °C until needed.
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2.2. Calibration standards and quality control

Stock solutions of lisinopril and internal standard (enalaprilat) were prepared in
methanol-water (50:50 v/v) at concentrations of 1 mg/mL. Calibration curves of lisinopril
were prepared by spiking biank plasma at concentrations of 2.00, 5.00, 10.0, 20.0, 50.0,
100 and 200 ng/mL and the analysis was carried out in duplicate for each concentration.
The quality control samples were prepared in blank plasma at concentrations of 6.00, 30.0
and 150 ng/mL (QCA, QCB, and QCC, respectively). The spiked plasma samples
(standards and quality controls) were extracted on each analytical batch along with the
unknown sampies.

2.3. Sample preparation

All frozen human plasma samples were previously thawed at ambient temperature
and centrifuged at 2,550 g for 5 min at 4 °C to precipitate solids. Four hundred microliters
of aqueous hydrochloric acid solution (10 mM) were dispensed into appropriate glass
tubes and then five hundred microliters of sample human plasma was added. The fubes
were briefly vortex-mixed (10 s) and fifty microliters of 1.S. (2.0 pg/mL Enalaprilat in
aqueous solution) were dispensed into the tubes. The tubes were briefly vortex-mixed (10
s) and stood at room temperature for 5 minutes. Sufficient previously unused Waters HLB
Qasis® SPE cartridges for the assay were pre-conditioned by washing first with 2 mL
methanol and then 1 mL of acetonitrile/water (80:20 v/v) + 10 mM acetic acid solution.
Each wash solution was drawn through the columns under light vacuum. All of each
plasma samples were applied to the individual Waters Qasis® SPE cartridges. Using light
vacuum the samples were slowly drawn through the cartridges. The cartridges were
washed for 5 times with 1mL of aqueous hydrochloric acid solution (10 mM). The wash
was drawn through the columns under light vacuum. The Waters Qasis® SPE cartridges
were placed into 12 x 120 mm appropriately numbered glass tubes. Cartridges were then
eluted with 0.5 mL of methanol, which were drawn through the cartridge slowly and were
collected into the glass tubes by applying a light positive pressure using an nitrogen flow.
The soivent was evaporated by using a flow of nitrogen at 37 °C. This process should be
conducted in a fume cupboard.
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The dry residues were reconstituted with 200 microliters of acetonitrile-water
(80:20; v/v) + 10 mM acetic acid solution and vortex-mixed for 15 s. The solutions were
then transferred to the auto-injector microvials.

2.4. Chromatographic conditions

An aliquot (30pl) of each piasma extract was injected into a Genesis C; analytical
column, (150 mm x 4.6 mm 1.D.) operating at 40 °C. The compounds were eluted by
pumping the mobile phase (acetonitrile/water (60:40 v/v) containing 20 mM acetic acid and
4.3 mM of triethylamine) at a flow-rate of 0.5 mi/min. Under these conditions, typical
standard retention times were 4.08 min for lisinopril and 4.17 min for enalaprilat, and back-
pressure values of approximately 60-100 bar were observed.

A split of the column eluant of approximately 1:10 was included so that only 50
pl/min entered the mass spectrometer. The temperature of the auto-sampler was keptat 5
°C and the run-time was 6.5 min.

2.5. Mass-spectfrometric conditions

The mass spectrometer (Micromass model Quatiro 1) equipped with an
electrospray source using a crossflow counter electrode run in positive mode (ES+), was
set up in Multiple Reaction Monitoring (MRM), monitoring the transitions 406.3 > 84.3 and
349.1 > 206.1, for lisinopril and IS, respectively. Fig. 1 shows the full scan spectra (upper
trace) and the product ion spectra (lower trace) obtained for lisinopril (panel A) and
enalaprilat (painel B). in Figure 2, we proposed an unusual fragmentation mechanism for
the Lisinopril. Firstly, the protonated molecule (m/z 406) loss a proline residue generating
the fragment m/z 263. A cyclisation is proposed secondly in order to get the unsaturated
nitrogen-six-member ring (m/z 84). The proposed fragmentation route for enalaprilat is
also shown in Fig. 2.

In order to optimize all the MS parameters, a standard solution of the analyte and
[.S. was infused into the mass spectrometer. For both lisinopril and enalaprilat, the
following optimized parameters were obtained: for lisinopril the dwell time, the cone
voitage and the gas pressure (Helium) were 0.8 s, 25 V and 1.3x10°mBar. For enalaprilat
the dwell time, the cone voltage and the gas pressure (Helium) were 0.8 s, 20 V and
1.3x10°mBar. The collision energy was 20 eV for Lisinopril and 15 eV for enalaprilat. Data
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acquisition and analysis were performed using the software MassLynx (v 3.2) running
under Windows NT (v 4.0) on a Digital Celebris GL 6200 PC.

2.6. Stability

Stability quality control plasma samples (3.00, 30.0 and 150 ng/mL) were subjected
to short-term (Bh) room temperature, three freeze/thaw (- 20 to 25 °C) cycles and long-
term stability 148 days tests. For the 56h-autosampler stability (5 °C) the quality control
samples used were 6.00, 30.0 and 150 ng/ml. Subsequently, the lisinopril concentrations
were measured compared with freshly prepared samples. The significance of the results
obtained was analyzed by Student’s t-test (p<0.05).

2.7. Recovery

The recovery was evaluated by calculating the mean of the response of each
concentration and dividing the extracted sample mean by the unextracted (spiked bilank
plasma extract) sample mean of the corresponding concentration. Comparison with the
unextracted samples, spiked on plasma residues, was done in order to eliminate matrix
effects, giving a true recovery. The matrix effect experiments were carried out using the
ratio between spiked mobile phase solutions and unextracted samples, spiked on plasma

residues.
2.8. lonic supression

Suppression of the MS signal (“ion suppression”) can be caused by contaminants
(e.g. salts) in the LC eluant entering the MS. Thus, a non-specific extraction procedure
may produce ion suppression that could interfere with the analysis of the samples. The
effects of the sample preparation method (for the matrix that is being analyzed) on the
variability of the electrospray ionization response should be determined.

To assess the effect of ion suppression on the MS/MS signal of the analyte,
Lisinopril, and the intemal standard, Enalaprilat, the extraction procedure described in item
2.3 was evaiuated. The experimental set-up consisted of an infusion pump connected to
the system by a “zero volume tee” before the split and the HPLC system pumping the
mobile phase, which was the same as that used in the routine analysis of Lisinopril, i.e.
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acetonitrile/water (60:40 v/v) + 20 mM acetic acid + 4.3 mM of triethylamine at 0.5 miL/min.
The infusion pump was set to transfer (580 ul/min) of a mixture of analyte and intemal
standard in mobile phase (both 50 ug/mL). A sample of human pooled blank plasma was
extracted by the extraction procedure. The reconstituted exiract was injected into the
HPLC systern while the standard mixture was being infused. In this sysiem any ion

suppression would be observed as a depression of the MS signal.

2.9. Bioequivalence Study

The method was applied to evaluate the bioequivalence of two tablet formulations
of lisinopril 20 mg in healthy volunteers: Lisinopril (test formulation from Medley S/A
Indastria Farmacéutica, Brazil; lot N° LIC 06/01-1, expiry date June 2003) and Zestril®
(standard reference formulation from Astra Zeneca; lot N° A03534, expiry date October
2004).

Twenty-six healthy volunteers of both sexes were selected for the study. The study
was a single dose, two-way randomized crossover design with a 2-week washout period
between the doses. Blood samples were collected before and 1, 2, 3, 3.5, 4, 4.5, 5, 5.5, 6,
6.5,7,7.5,8,85,9, 10, 12, 24 and 48 h post-dosing.

The bioequivalence between the two formulations was assessed according to US-
FDA methodology [13].

3. Results

As show in Fig. 3, no endogenous peak was observed in the mass chromatogram
of blank plasma. The chromatogram for the standard LOQ sample is shown in Fig. 4, in
which the retention times for lisinopril and |.S. were 4.06 and 4.17 min., respectively.

Linearity, precision and accuracy were determined to assess the performance of
the method. A linear ieast-squares regression with a weighting index of 1/x was carried out
on the peak area ratios of lisinopril and 1.S. versus lisinopril concentrations of the 7 human
plasma standards (in duplicate) to generate a calibration curve. The calibration curves
showed good linearity within the range 2.0 — 200.0 ng/mi. Table 1 shows the between-run
calibration quality report for the Quality Control samples (QC).
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The recoveries observed (value + SD, n=5) were 79.2 + 5.9 %, 80.3 + 3.4 % and
82.5+ 3.9 % (3.0 ng/mL 30.0 ng/mL and 150.0 ng/mL, respectively) for lisinopril, and 77.7
£ 7.2 % for |.S. (250 ng/ml.). No significant matrix effect was observed.

The lower limit of quantification (LOQ), defined as the lowest concentration at which
both precision and accuracy were less than or equal to 20 %, was 2.0 ng/ml.

Stability analysis was carried out with plasma quality control. All samples showed
no significant degradation under the conditions previously described in the Experimental
section, item 2.6.

In the case of Lisinopril and its intermal standard, Enalaprilat, there was no
significant ion suppression in the region where the analyte and internal standard were
eluted as shown in Figure 5.

The geometric mean and respective 90 % confidence interval (CI) of
Lisinopril/Zetril® percent ratios were 95.5 % (85.0 — 107.4 %) for AUC nx, 94.6 % (85.0 —
105.4 %) for AUC o4 and 92.6 % (81.7 — 105.1 %) for Cruax. TmaxWas statistically analysed
and the point estimate for individual differences (Lisinoprii/Zestrii®) was 0.06 h (90%
confidence interval of — 0.4 to 0.5 h).

4. Discussion

Measurement of ACE activity as an indicator of serum concentration of ACE
inhibitor has a major drawback in that the degree of enzyme inhibition does not paraliel the
drug levels [14]. Radioimmunoassay is a very sensitive technique (0.2 — 0.4 ng/mi),
however, the antisera and/or tracers are generally not commercially available, making
difficult its use for researchers. High-performance liquid chromatography methods were
aiso described for the determination of lisinopril, but only in bulk drug analysis and for
analysis of solid dosages formulations [15,16], where the drug concentrations are rather
high. An assay using high-performance liquid chromatography was described and used for
the measurement of lisinopril in urine [17)]. However, the lower limit of quantification (LOQ)
was reported to be 0.5 ug/mi, a concentration far beyond the plasma concentration found
after therapeutic dosage (< 100 ng/ml). Therefore, up to now, HPLC does not meet the
requirements for pharmacokinetic plasma level determinations.

This is the first report on using LC-MS/MS to quantify lisinoprit in plasma. The
advantages of this method is the inherent higher selectivity of tandem mass spectrometry
[20] and the increased sensitivity observed (2.0 ng/ml as compared to the 6.0 ng/ml
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previously reported with LC-MS [12]). The shorter retention time for both the anaiyte and
the internal standard also allows a larger sample throughput.

After the oral administration of the lisinopril tablets to the volunteers, the observed
lisinopril peak plasma concentration (Ch.) values and the time values taken to be
achieved (l..) were similar to those reported in the literature [2,5,18] and equivalent
between the formulations (Fig. 8). In addition, the calculated 90 % Cl for mean Cqa,
AUCL« and AUCs Lisinopri/Zestril® individual ratios were within the 80-125% interval
defined by the US Food and Drug Administration [13].

5. Conclusion

A fast and sensitive LC-MS-MS method for the quantification of lisinopril in human
plasma was developed and validated. The method satisfied the requirements of high
sensitivity, specificity and rapid sample throughput required for pharmacokinetic studies.
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Figuras

Figure 1: Full scan mass spectra in upper trace and product ion spectra in lower trace of
(panel A) Lisinopril and (panel B) Enalaprilat.

Figure 2: Proposed fragmentation pathways for the Lisinopril (m/z 406) and Enalaprilat
(m/z 349).

Figure 3: MRM chromatograms of biank normal human plasma: enalaprilat and lisinopril.
Figure 4: MRM chromatogram of the LOQ (2.00 ng/ml).

Figure 5: MRM chromatogram of ionic supression test.

Figure 6: Mean plasma concentrations versus time curve for two lisinopril tablet
formuiations (n=26).

Tabela

Table 1: Data for quantified concentration (ng/mi) of individual QC samples for intra-
batch and inte-batch validation.
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Figure 7
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Fig. 1. Full scan mass spectra in upper trace and product ion spectra in
lower trace of (panel A) Lisinopril and (panel B) Enalaprilat
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Fig. 2. Proposed fragmentation pathways for the Lisinopril (m/z 406) and Enalaprilat
(m/z 349).

BLANK
MRM of 2 Channels ES+
100“: 0. 1, 261 481 349.14 » 206.08
9%
C N T T T T i LIS T H 19 T
MRM of 2 Channeis ES+
100+ 111 2461 484 534 40628>8429
l%;
Gn““;"!"'l"‘;""l' T e L M IR RS Sl
1.00 2.00 3.00 4.00 500 6.00 7.00

Fig. 3. MRM chromatograms of blank nommal human plasma:
enalaprilat and lisinopril.
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Figure 4
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Figure 6
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Fig. 6. Mean plasma concentrations versus time curve for two lisinopril tablet
formulations (n=26).

Table 1

Data for quantified concentration (ng/mi) of individual QC samples for intra-batch and inter-
batch validation

Nominal concentration (ng/mi)

6 ng/mi 30 ng/mi 150 ng/mi
intra-batch (n=8)
Accuracy (%) 99.7 95.0 108.1
Precision (%) 6.2 82 7.2
Inter-batch (n=3)
Accuracy (%) 943 940 9886
Precision (%) 5.0 4.9 10.0
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