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ABSTRACT



RESUMO

Neste trabaiho avaliamos a bioequivaléncia entre duas formulagdes de
comprimidos de maleato de enalapril (Eupressin® comprimidos, 10 mg, obtido
do laboratério Biosintética versus Renitec® comprimidos, 10 mg. obtido do
laboratorio Merck Sharp & Dhome, utilizado como formulacio referéncia).

Dezoito voluntarios aduitos sadios do sexo masculino receberam 20 mg
de maleato de enalapril (2 comprimidos de 10 mg cada) e a bicequivaiéncia
entre ambas as formulagdes foi mensurada comparando a concentracio no soro
de enalaprilato e enalapril total (enalaprilato mais enalapril) em funcéo do
tempo. A atividade da enzima conversora de angiotensina (ECA) foi
determinada no soro utilizando ensaio espectrofotométrico. Os seguintes
pardmetros farmacocinéticos foram obtidos para cada formulacdo: Area sob a
curva da concentragéo plasmatica em fungéo do tempo de 0 a 24 h (AUC .04,
méaxima concentragdo alcancada (Cna) € 0 tempo no qual a mesma ocorreu
{Trman)-

Quando a concentragdo no soro de enalaprilato em funcdo do tempo foi
empregada para mensurar a bioequivaléncia, ambas as formulagdes foram
hicequivalentes quanto a extenséo de absorcio (AUC 24, porém o mesmo ndo
ocorreu para a velocidade de absorgdo (Cuax). Contudo, nenhuma diferenca
quanto a extenso ou taxa de absorgéo foi observada quando a concentracdo
plasmatica de enalapril total em funcdo do tempo foi empregada para mensurar

a bioequivaléncia. A curva da atividade da enzima conversora de angiotensina



em fungéo de tempo foi similar para ambas as formulagées. Apds 3 a 5 horas de
administracdo do maleato de enalapril, observou-se uma inibigdo de 90% da
atividade enzimatica e esta inibigdo permaneceu em torno de 50% apos 24h da
administrac8o. Neste mesmo tempo os niveis plasmaticos de enalaprilato e
enalapril total foram cerca de 10 vezes menores do que o Crey. Estes resultados
mostram que 0 modeio farmacodinamico trata-se de modelo inadequado para
avaliar a bioequivaléncia de duas preparacbes comerciais de maleato de
enatapril.

Assim, o modelo farmacocinético, baseado na curva da concentragdo
plasmética do enalapril total versus tempo € mais adequado. Outras pré-drogas

devem ser analisadas individualmente.
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INTRODUGCAO GERAL

A busca de novos medicamentos envolve anos de pesquisa & grandes
investimentos das industrias farmacéuticas visando a fornecer novas
alternativas terapéuticas a classe médica e & populacdo. Quando uma inddstria
encontra novas drogas ou classes terapéuticas eficienies, seguras e de
importante emprego clinico, outras tendem a usa-las, respeitando ou ndo seu
patenteamento. Elas produzem equivalentes farmaceuticos que serdo lancados
no mercado, muitas vezes sem o0s respeclivos estudos gque comprovem as
mesmas propriedades farmacocinéticas e farmacodinamicas do produto original.

No Brasil, o controle sanitario do mercado de medicamentos fem deixado
a desejar, ao ponto de o proprio Ministerio da Saude néo saber com exatiddo o
numero de especialidades farmaceéuticas disponiveis no pais, nem sua
gualidade e seguranca. Assim os estudos de bioeguivaléncia, vém contribuir
decisivamente na melhoria da assisténcia farmacéutica exigida pelo decreto
793/93, principalmente em relacdo aos genericos, 130 necessarios a populagao
para tratamento de suas doencas, avaliando a qualidade de diferentes
especialidades farmacéuticas que possuem em suas formulagdes principios
ativos basicos iguais.

Um importante principio em farmacologia apregoa que a resposta
terapéutica da grande maioria dos farmacos depende fundamentalmente da
interacdo entre suas moléculas com receptores farmacologicos especificos.
Contudo, ¢ fato perfeitamente conhecido que a relacio existente dose e efeito
de farmacos é muito variave! entre os individuos. Tais variacdes dependem néo
sO da dose, da gravidade da doenca, das fungbes cardiaca-hepatica-renal, da
motilidade gastrinfestinal, da atividade hormonal e da farmacocinética do
farmaco.Assim, varias fases estdo envolvidas na resposta terapéutica do

farmaco:



|} - Fase Farmacéutica
ll - Fase Farmacocinética

Il - Fase Farmacodinamica

| - Fase Farmacéutica

Compreende a desintegracéo e a dissolugdo das formas farmacéuticas
de apresentacdo e a sua administracdo, por via diferente da intravenosa. Nesta
fase estdo envolvidas: a) liberacdo do principio ativo de sua formulacdo e b)
dissolugBo. E importante diferenciar a desintegracio da dissolucao.
Desintegracéo & simplesmente a fragmentacio das formas farmacauticas em
particulas de menor tamanho. Embora a desintegracdo seja um pré-requisito
para ocorrer a absorgdo do principio ativo presente nas formulagdes, esta
ocorrera ap6s a dissolucéo de suas particulas.

No caso especifico de capsulas gelatinosas, a dissolucdo ocorre em
maior velocidade no meio 4cido, resultande em rapida absorgdc quando

comparada a absor¢@o em forma de comprimidos e drageas.

i - Fase farmacocinética

Compreende a absorgao, distribuigdo, biotransformacio e excrecio dos
farmacos. Nesta fase convém destacar que a intensidade do efeito
farmacolégico geralmente correlaciona-se com a concentragéo do farmaco livre
no sangue, servindo de pardmetro para indicar o grau de ocupacdo dos

receptores envolvides no efeito do farmaco.



ill - Fase farmacodindmica

Compreende a interagdo de moléculas do farmaco livie com os
receptores farmacologicos especificos. Destaca-se, entretanto, que o efeito
farmacoldgico de um farmaco depende, entre outros fatores, de sua
concentracao na biofase dos receptores e no local de acdo propriamente dito.
Em alguns farmacos, como os antibidticos e antiinflamatorios por exempio, a
eficacia clinica esta relacionada com suas capacidades em atingir as dreas
afetadas, sendo que em regides pouco vascularizadas ocorrem respostas
terapéuticas inadequadas. Para esses casos, o farmaco de escotha, bem como
sua forma farmacéutica de apresentacao, deverdo ser aqueles que propiciem
nédo s6 o aparecimento de niveis sangliineos mais elevados mas,

principalmente, gue garantam maior concentracéo do farmaco no focal de acéo.

2) DEFINICOES

Biodisponibilidade & a velocidade e quantidade a qual o ingrediente
ativo de uma droga ou espécie terapéutica & absorvido a partir de um produto
farmacéutico para ser disponivel no sitic de agio da droga. A biodisponibilidade
usuaimente & determinada por medida: 1) da concentracao do ingrediente ativo
da droga, ou espécie terapéutica, ou dofs) seu(s) metabdlito(s}, em fluidos
bicldgicos, como uma fungdo do tempo; 2} da excrecdo urinaria da espécie
terapéutica ou do(s) seu{s) metabolito(s), como uma funcao da tempo, ou 3) de
um efeito farmacologico agudo apropriado. A aproximacdo mais sensivel, exata
e reproduzivel para determinar a biodisponibilidade de um produto € o teste in
vivo em humanos, por medida da concentragao do ingrediente ative da droga
ou espécie terapéutica ou do(s) seu(s) metabdlito(s), em sangue total, plasma,
soro ou outro fluido biolégico apropriado, em fungie do tempo. Esia
aproximagdo é particularmente aplicdvel a aquelas formas que fornecem o
ingrediente ativo da droga ou espécie terapéutica 4 corrente sanguinea para

distribuicao sistémica dentro do corpo, como por exemplo, drogas injetaveis, a
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maioria das formas orais, a maioria dos supositorios, certas drogas
administradas por inalagéo, e algumas drogas administradas por aplicacdo local
nas membranas mucosas.

Equivalentes farmacéuticos sdo produtos que contém quantidades
identicas do mesmo ingrediente ativo da droga, por exemplo o mesmo sal ou
ester da mesma espécie terapéutica, em idénticas formas farmacéuticas, mas
nao necessaniamente contendo os mesmos ingredientes inativos, e gque
apresentam a mesma qualidade, pureza, poténcia, uniformidade de contetdo e

velocidade de desintegragdo efou dissolugéo.

Produtos bicequivalentes s&o equivalentes farmacéuticos cuja
velocidade e grau de absorcdo ndo mostram diferengas significativas quando
séo administrados na mesma dose molar da espécie terapéutica sob condicdes

experimentais similares, seja como dose tnica ou maitipla.

3) PARAMETROS PARA AVALIACAO DA BIODISPONIBILIDADE

Existem metodos direfos e indiretos para determinar a biodisponibilidade
em humanos. A escolha de um método depende do estudo proposto, do método
analitico de determinacdo da droga e da natureza do produto da droga. Os
pardmetros que sao Uteis em determinar a biodisponibilidade de uma droga, a
partir de uma determinada formulagéo farmacéutica sdo:

| Tempo da concentrac@o plasmatica maxima atingida (Tmax}

[l Concentracdo maxima atingida no plasma (Cpax)

i Area sob curva da concentracdo-tempo plasmatica (AUC)
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Estudo de Bioequivaléncia
de
duas formulactes de Maleato de Enalapril



INTRODUGAO

0 controle da hipertenséo é um fator chave na reducéo do risco de morbidade
cardiovascular, incapacitacdo e morte prematura. A administrac8o de inibidores da
enzima conversora de angiotensina (FCA) é uma das mais novas abordagens no
tratamento farmacoldgico desta patoiogia (Vertes & Haynie, 1992). Os inibidores da
ECA foram mniciaimente desenvolvidos a partir de estudos racionais da relacéo
estrutura-atividade do sitio ative da enzima (Ondetti, 1988}, Estes estudos foram
conduzidos apds a descoberta do peptideo inibidor da cininase I, encontrada no
veneno da serpente brasileira Bothrops jararaca (Ferreira, 1965).

A caracterizagéo e sintese deste peptideo resultou no nonapeptideo, teprotide,
presente no “Fator Potencializador de Bradicining”. Este nonapeptideo ndo sofre
degradacéio pela aco da ECA, devido estar o aminodcido prolina na penuitima
posigao do grupo terminal carboxil. Qutro fator importante & a forte interagfio do
teprotide com a ECA, uma vez que os residuos dos aminodcidos deste composto
apresentam maior afinidade por esta enzima do que para 0s subsiratos endogenos
{Ang | ou Bradicinina),

Baseado na esftrutura quimica da carboxipeptidase, Cushman e Ondetti
sintetizaram varias substéncias com capacidade de inibir a ECA ¢ estabeleceram
alguns estudos de relagdo estrulura-atividade entre elas. Destes estudos originou-se o

captopril, o primeiro composto com atividade capaz de inibir 2 ECA, com agio por via



oral {Laragh, 1977: Cushman ef al, 1978; Ondetti & Cushman, 1982; Laragh, 1984;
Shapiro et al, 1984).

Q captopril, | 1—2(s)~(B-mercapto-&metiEprapicnif)-i_-proiina] aprasenta na sua
molécula um dipeptideo carboxi-terminal, semeihante ao encontrado no Teprotide,
um radical sulfidrilico (Kinoshita et al,1986). A presenca deste radical confere a
molécula maior poténcia inibitéria, contudo & um importante fator que contribui para o
aumento de reaces adversas (Patchett & Tristram, 1980). Baseado nestas
consideracies Patchett et af (1980} desenvolveram um segundo inibidor da ECA, o

Enalapril.

1} DEFINICAO E ESTRUTURA QUIMICA

O Enalapril (MK-421), (N—[{s}»‘i-(etoxicarbcnii}&fenii-propii]~L~alanil~proiina)
{Gomez et al, 1985; Kelly ot al 1 986, Edeki et al, 1993), é uma pro-droga que apés
sua absorg&o € hidrolisado no figado em sua forma ativa Enalaprilato {MK-422), um
potente inibidor da ECA (Lowewnthal, 1985, Frishman, 1990 e Gross, 1980).

O Enalapril & comercializado sob a forma de Maleato de Enalapril [N-{(1-8-1-
narbcxi»s-feniipmpii}S—aianii—S«proiina])(Fergusan et al, 1982), o que possibilita maior
absorcdo gastrointestinal da droga quando comparada com o Enalaprilato (Todd &
Go, 1992 e Macfadyen, 1993), A fig. 1 mostra as estruturas quimicas do Enaiapril

Enalapriiato e do Maleato de enalapril,
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Fig.1 - Estruturas quimicas do Enalapril, Maleato de enalapril e sua forma ativa
Enalaprilato.
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2} O SISTEMA RENINA-ANGIOTENSINA

O sistema renina-angiotensina-aldosterona exerce importante  papel na
homeostase cardiovascular. Este sistema tem sido relacicnade com grande numero de
desordens cardiovasculares e atualmente tem despertado grande interesse em
teraputica cardiovascular (Deav, 1988; Todd & Heel, 1986 ¢ Kelly & O'Malley, 1990)

A renina é sintetizada nas céiulas justaglomerulares que esto localizadas no
giomerulo renal. Esta estrutura é denominada Aparelho Justaglomerular
{Hollenberg, 1990).

A renina secretada na circulagio atua sobre o peptidec Angiotensinogéneo,

uma a,-globulina sintetizada no figado para produzir o decapeptideo Ang | (Kelly &

O'Malley, 1990 ¢ Dzau, 1990). Este decapeptideo sofre a agdo da ECA originando o

octapeplideo, angiotensina i (Ang i), um potente agente vasopressor.

3) FARMACODINAMICA

O Enalaprilato compete com o substrato fisiolégico (Ang |} pelo sitio ativo da
ECA, inibindo assim a conversdo do pré-hormbnic Ang | para o ativo hormﬁnip
vasopressor Ang Hl (Fig. 2) e, consequentemente, diminuindo a pressdo arterial em

parie por reducio da vasoconstricgo (Belz et al, 1988 e Todd, 1992).
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Fig.2 - Modelo hipotético do sitio ativo da ECA e a interacdo do Enalaprilato com o
ion zinco que apresenta um grupo positivamente carregado.

Estudos in vitro, em base molar, demonstram que a afinidade do Enalaprilato
pela ECA € 300 a 1000 vezes maior que a do Enalapril (Chen et al, 1984 e Unger et
al, 1982) e 2 vezes maior que a do Captopril (Patchett et al, 1980; Unger ot al, 1982 ¢
Nakashima et al, 1982), sendo o Enalaprilato potente inibidor reversivel da ECA
plasmatica e tecidual {Todd, 1992}
O maximo de inibicdo da ECA pela droga & observado 2 a 4 horas apés a
administraco, persistindo por mais de 24 horas. (Brunner et al, 1981).
A consequéncia biologica desta inibicdo ¢ a reduglo no plasma dos niveis de

Ang It e aldosterona com aumento simultaneo da atividade da renina plasmatica
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{Hodsman et al, 1984; Jackson,et al, 1982, Shoback et al, 1993 e Ferguson et a,
1982). O aumento da atividade da renina plasmatica estd possivelmente relacionado
com o resultado da perda do mecanismo de retro-alimentagéo (feed-back) negativa,
mediada por Ang I, na liberacdio de renina pelos rins (Clauser et al, 1983 McCaa &

Gillespe, 1984 ¢ Schiffrin et al, 1984),

Muitos estudos indicam que a reducdo da concentracio plasmética de
aldosterona é um efeito agudo da administrac8o do Enatapril, retornando a niveis
$€ricos normais durante tratamento profongade (Hodsman et al, 1983 Johnston et
a1,1984 e Sanchez et al, 1985).

Dados experimentais evidenciam que a inibico do Sistema Renina-
Angiotensina (SRA) plasmético exerce importante papel no inicic do tratamento.
Contudo, no tratamento cronico as agies anti-hipertensivas do Enalapril ndo sdo
acompanhadas somente de mudangas nos indices de inibigéo do SRA, ndo podendo
ser assim entendidas exclusivamente pela inibicSio da ECA plasmatica (Unger &
Gohlke, 1994; Todd & Goa, 1892; Crantz et al. 1980 @ Menio et al, 1987). Estudos
realizados em animais com hipertensdo e faléncia cardiaca apos tratamento cronico
com Enalapril demonstram que os niveis da ECA circulatério e teciduais apresentam-
se alterados por terapia crbnica, sendo os efeitos benéficos provavelmente um
resuitado da interagio de muitipios mecanismos de acfio da droga sobre 05 orgéos
alvos na faléncia cardiaca e outros estados patofisiolégicos. Alguns destes efeitos
podern ser atribuidos a habilidade do Enalapril de alterar a expressdo ou stividade do

SRA tecidual (Hirsch et al, 1992}
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3.1 Efeitos no sistema Calicreina-cining

Muitos estudos consideram o sistema Caiic:refna~cinina-pmstag£andina COMo
possivel mecanismo envolvido nas acoes do Enalapril (Yang et al, 1993; Vanhoutte et
al, 1993 e Todd & Goa, 1982},

Pelo fato de que a ECA também degrada a Bradicinina (BK), o Enalapril pode
teoricamente potencializar as actes da BK, estimulando assim a liberacdc de
mediadores vasodilatadores derivados do endotélio, incluindo dxido nitrico, fator
hiperpolarizante derivado do endotélic e prostacicling (Unger & Gohike, 1994;
Vanhoutte et al, 1993 e Todd & Goa, 1992). A figura 3 mostra a interrelacdo ertre os

sistemas renina-angiotensina, calicreina-cininas e prostaglandinas (PGlp e PGE9),

Angiotensinogénio

Crinogénio
Calicreina——w—m—p +*— Renin
racikcmm Angiotensina ]
Acido Aracdbnico
Cininase 1)} ECA + Sédio
Peptidios _ '
mativos Angiotensina I
i’mstagiandmas / \\"‘ Aldosteron
Pressﬁz)
Sangmna

Fig.3 - Interrelagdo entre os sistemnas renina-angiotensina, calicreinacininas e

prostaglandinas (PGl e PGE,)



14

Experimentos realizados por Yang et al (1993) demonstram que o Enalaprilato
aumenta acentuadamente a sensibilidade para BK nas veias safenas, porém isto ndo
Qcorre para as artérias mamadrias. Os novos aspectos deste estudo é que a ECA pode
afetar significantemente a rosposta vascular local para BK e Ang |, contudo este
mecanismo pode diferir ao longo da circulacgo. De particular interesse clinico neste
contexto é que este mecanismo foi efetivo em veias safenas humanas, sendo de
grande importancia para pacientes com faléncia cardiaca, nos quais o aumento da

atividade da BK pode contribuir para queda na resisténcia vascular (Yang et al, 1993).

Contudo, os poucos estudos sobre 0s niveis de BK plasmatica em pacientes
hipertensos apds tratamento com os inibidores da ECA apresentam dados
conflitantes. Assim, o exato mecanismo dos efeitos hipotensores vasodilatador
mediado por cinina ndo foi {otaimente esclarecido (limura et al, 1989 e Wiemer et
al, 1991). Acredita-se que a producho local de BK por céiulas da parede vascular
apresenta maior importancia no efeito vasodilatador dos inibidores da ECA do que os
niveis de BK circulante (Bénner et al, 1990; Miller VM, 1890: Vanhoutte et al, 198G
Gabriele et al, 1991).

Tem sido demonstrads que o aumento dos niveis plasmaéticos de BK e
Calicreina s@o capazes de aumentar a atividade da Fosfolipase A2, a principal enzima
envolvida na sintese de Prostaglandina (PG) (Levenson et al, 1982 e McGiff ot al,
1972). Deste modo tem sido sugerido que as PGs possam mediar os efeitos do

Enatapril, uma vez que ha evidéncias do seu aumento apos a administracéo da droga.
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Contudo o assunto mostra-se controverso entre diferentes autores. Given et al,
{1994) demonstraram que apés administracdo aguda de 2,5 a 10 my de Enalapril os
niveis plasmaticos de PGE, permanecem inalterados em voluntarios sadios. Kasai et

al, (1983}, também demonstraram que os niveis de PGEs permanecem inalterados em

pacientes hipertensos. Larochelle et al, (1985} relatam que uma pequena dose de

Enalapril em pacientes hipertensos ndo afeta as concentragbes plasmaticas de PGE4
ou PGEo. QOutros estudos também demonstram que apds longe periodo de
administrago em pacientes hipertensos né&o ocomreu alteraghes das concentractes

urindrias de PGF4, ou tromboxano Bs (Viasses et al, 1983) e PGEp ou PGFyp,, (Fitz

et al, 1982). Por outro lado estudo realizado por Oparil et al (1993) demonstrou gue a
administracio oral de Enalapril (40 mg/dia) por 4 semanas provocou auments na
excrecdo wrinaria de PGF4, em hipertensfo essencial com baixa renina. Mittman et
al, (1985) e Cald et al, (1991) também mencionam significante aumento na excrecdo

urindria de PGEp, PGF1a, e PGPy, apds tratamento com Enalapril (Cald et al, 19916

Mittman et al, 1985). Assim, devido os dados conflitantes, toma-se necessario maior
investigacdo para a determinagdo do real papel das PGs no mecanismo de acdo do

Enalapril (Todd & Heel, 1986 e Todd & Goa, 1992).

3.2) Efeitos hemodinamicos

O Enalapril reduz a presséo sanguinea tanto em pacientes hipertensos como

também em pacientes normotensos (Gavras et al, 1981 e Ferguscn et al, 1982). Em
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individuos sadios normotensos uma Unica dose do Enalaprit (5 a 40 mg) causa
reducio méxima na presséo arterial 6 a 8 horas apods a sua administracdo. Quando
doses maiores s&c administradas a sua acéo prolonga-se por cerca de 24 a 36 horas
{Brunner et al, 1881; Hodsman et al, 1984: Jackson et al, 1982; MacGregor et al, 1981
& Shoback et af, 1983),

O efeito anti-hipertensivo hemodinamico do Enalapril & caracterizado por
reducdo na resisténcia vascular sist®mica, sem modificar ou promovendo discreto
aumento na fregléncia cardiaca, no volume sistolico e no débito cardiaco {Riley et
al, 1985 e Velasco et al, 1983).

Pacientes com hipertenséo essencial ou renovascular, apos receberem dnica
dose de & a 40 mg do Enalapril apresentaram reducso na pressdo sanguinea sistdlica
e diastdlica. Aproximadamente 15 a 20 % desse efeito anti-hipertensivo ainda
permanece apds 6 a B horas da administrago da droga. Sendo a extensio da
duragdo do efeito hipotensor dose-dependents; ou seja uma unica dose de 10 mg
seria suficiente para proporcionar um efeito anti-hipertensivo méximo, e doses maiores
apenas prolongariam este efeito (Todd & Goa; Gavras et al, 1981 e Davies et al,

1984),

3.3) Efeitos Cardiovasculares

Estudos realizados em pacientes com faléncia cardiaca congestiva
demonstraram que os efeitos benéficos (Reducdo da resisténcia periférica total, da

pressao capilar pulmonar, e da pressdo arterial média) do Enalapril ccorreram 1 hora
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apos a administragdo de 10 mg por dia e persistiram por 10 a 12 horas {Giles T,

1990).

Muitos estudos tem confirmado regresséo da hipertrofia ventricular esquerda
am pacientes hipertensos aps longe periodo de fratamento com o Enalapril (Dunn et

al, 1984, Saffer et al, 1990 e Todd & Heel, 1986).

Pacientes com faléncia cardiaca congestiva apresentaram reduzida incidéncia
de arritimia ventricular, ap6s receberem 5 mg didrios de Enalaprit durante12 semanas

de tratamento (Giles, 1990).

4) FARMACOCINETICA

4.1) Maleato de Enalapril (MK-421)

O Maleato de Enalapril (MK-421), apbs a administracio oral, apresenta boa
absorgdo (60 a 70 %) pelo trato gastrointestinal (Todd & Goa, 1992 e Uim, 1983). O
pico da concentrago plasmatica méaxima (C,) é alcangado cerca de 1 hora apos &
administragio da droga (Todd & Goa, 1992; Todd & Heel, 1986 e Ulm, 1983).

O MK-421 ¢ rapidamente hidrolisado pela Carboxiesterase para sua forma
ativa Enalaprilato (Vertes & Haynie, 1992). Como resuitado as concentracdes
plasmaticas do Enalapril inalterado ndo sdo mensuradas apds 4 horas da admistracdo

da droga {(Uim, 1983 e Uim et al, 1882).
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Em humanos, a sua tiransformacdoc metabdlica ocorre quase que
exclusivamente no figado (Kubo & Cody, 1985). Estudos realizados por Larmour et al,
1985 examinaram in vitro a convers8c do MK-421 para Enalaprilato em tecidos
humanos autopsiados, e demonstraram que o tecido hepético € o maior sitio de
hidrolise. Uma moderada conversd@o também foi determinada no tecido pulmonar. Os
demais fecidos analisados, coragBo e bago apresentaram discreta conversdo
{Larmour et al, 1985).

Ulm et al (1983,1992) demonstraram que 94% da administracéo de uma dose
oral de Maleato de enalapril marcado radioativamente foram recuperados tanto como
MK-421 como Enalaprilato. Portanto, ao contrério do Captopril o Maleato de Enalapril

aprasenta um Unico metabdiito.

O Maleato de enalapril apresenta meia vida de eliminacio de 2 horas. Em
individuos sadios, cerca de 61 % da dose oral de 10 mg de Maleato de Enalapril s80
excretados na urina (18 % como Maleato de Enalapril e 43 % como Enalaprilato), e
aproximadamente 33 % nas feies {& % como Maleato de Enalapril e 27 % como
Enalaprilato), dentro de 24 a 48 horas apds a administracdo (Uim, 1983 e Uim et gl
1982).

A biodisponibilidade oral do Maleato de Enalapril € cerca de 53 a 74 %
{Baseado na recuperagio wrindria do MK-421 e Enalaprilato), enguanto que o©
Enataprilato apresenta biodisponibilidade de 36 a 44 %, apds administracdo
infravenosa de Maleato de Enalapril (Davies et al, 1984a, lrvin ef al, 1984 e Till et &,

1984),
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A alimentaco nd3c afsta a biodisponibifidade da droga, porém a fungdo
hepatica allera significantemente a sus absorgéo (Swanson et al, 1984). Varios
estudos t&ém confirmado a importancia da funcdo hepatica na farmacocinética do
enalapril. Estes experimentos demonstram que o enalaprii ¢ mais lentamente
metabolizade a sua forma ativa em pacientes com problemas hepaticos, do que em
individuos sadios. Deste modo os efeitos terapéuticos agudos apresentam-se
reduzidos nestes pacientes do que naqueles que possuem taxa normal de hidrélise
hepatica (Swanson et al, 1984; Larmour et al, 1985).

O Clearence apresenta-se reduzido somente nos estados avancados de
doenca hepatica (Ohnishi et al, 1989).

Um efeito cronofarmacolégico tem sido relatado, possivelmente devido a
diferentes taxas de absorgdo e fungéo hepatica. Weisser et al (1991) observaram
significante aumento no t, do enalapril (2.4 h vs 1.3 h; p<0.05) ap6s administragio
noturna. Nenhuma diferenca significants foi encontrada para €, AUC(0-24n) & Ke.

tm relacBo a pro-droga o mesmo néo pode ser observado, visto que ot  do
metabblito ative permaneceu inalterado, porém o sau Cre © AUC(p-24) apresentaram
um pequeno aumento. Sugerindo assim que o enalapril sofreu maior metabolismo de
primeira passagem a noite. Contudo, o aumento do C__ e AUC(p-24) do enalaprilato
néo foi estatisticamente significante. Assim, baseado nos parametros farmacocinéticos

obtidos a partir do metabolito ative, a administragéio do maleato de enalapril as 20:00

h ndo influenciou marcadamente a sua biodisponibilidade.
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4.2} Enalaprilato

Apos a biotransformacéo do Maleato de enalapril, o t .. Para o Enalaprilato &
aproximadamente 3 a3 4 horas.

O C,.. e doses acima da faixa terapéutica (2,5 a 40 mg) apresentam relacdo
linear direta (Davies et al, 1984a). Contude a Area sobre a Curva [AUC] para o
Enalaprilato no esta linearmente relacionada com a dose (Davies et al, 1984b).

O Enalaprilato estd 50 % ligado a proteina plasmatica, porém esta ligacéo é
dependenie da conceniracdo. Dois sitios ligantes foram identificados: Um
apresentando baixa afinidade e alta capacidade, e outro com aita afinidade e baixa

capacidade (Davies et al, 1984b),

A droga é extensamente distribuida através do corpo e ha importantes sitios de
hgacdo tecidual nas células do endotdlic vascular. Acredita-se que estes sitios
ligantes constituem a ECA tecidual (MacFadyen et al, 1993).

A eliminag&o do Enalaprifato € bifdsica, com uma fase inicial a qual reflete a
filtrac@o renal (Meia vida de eliminac@o de 2 a 6 horas) @ uma subsequente fase
prolongada (Meia vida de eliminag8o de 38 horas), que deve-se a afta afinidade do

Enalaprilato pela ECA plasmatica (Sweet & Ulm, 1984).
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OBJETIVOS

Avaliar a bicequivaléncia de duas formulacbes de maleato de enalapril
{Eupressin comprimidos, 10 mg, obtido do laboratorio biosintética versus Renitec
comprimidos, 10 mg, obtido do laboratéric Merck Sharp & Dhome, utifizado como

formutacio referéncia) baseado na comparagéo entre dois modelos:

+ Farmacodindmico {relacdo entre as concentragles de enalaprilato circulante e o

grau de inibig&o da enzima conversora de angiotensina).

s Farmacocinélice (medida das concentragBes de enalaprilato e enalapril total e

determinagdo dos principais parametros farmacocinéticos).
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MATERIAIS E METODOS

Dezoito voluntarios adultos sadios do sexo masculino, com idade de 20
a 36 anos (média  DP = 30 + 1 ano), peso corporal entre 49.7 a 96.8 Kg (média
+ DP = 70 £ 4 Kg) foram selecionados. A selecdo foi realizada através de
consulta meédica, incluindo anamnese e exame fisico, no ambulatério de
Farmacologia Clinica.

Na avaliagdo clinica os voluntdrios nfo apresentavam sinais ou
sintomas evidentes de doencga cardiaca, hepatica, renal, pulmonar, neurcldgica,
gastrointestinal, hematologica, ou psiquiatrica. Também apresentavam
normalidade para os exames |laboratoriais que corroboraram para a confirmagéo

do estado de higidez .

« Hemograma completo e velocidade de hemossedimentacao.
« Uréia e creatinina séricas.

e Transaminases, fosfatase alcalina, Gama GT e bilirrubina.

» Glicemia de dejejum.

» Proteinas totais & Albumina.

¢ Na, CleK

s Urinal

« Protoparasitolégicos

A seguir os voluntarios esclareceram duvidas pessocais e assinaram fermo de
consentimento para o estudo, sendo o protocolo clinico aprovado pelo Comité
de Etica do Hospital de Clinicas da Faculdade de Ciéncias Médicas da
UNICAMP.



PROTOCOLO CLINICO

A Realizagéo do estudo Clinico seguiu delineamento aleatério cruzado
de dois periodos, com intervalo de duas semanas entre as doses.

Os voluntarios foram hospitalizados na véspera do inicio do estudo,
quando receberam assisténcia e cuidados médicos e de enfermagem
especializados.

Receberam dieta geral até as 23 horas, quando iniciaram jejum visando
o inicio do ensaio clinico previsto para as 7:00 h do dia seguinte.

Apos 8 horas de jejum, os voluntarios receberam 20 mg de maleato de
Enalapril (2 comprimidos de 10 mg cada) com 200 mi de agua potavel. A
administragdo do medicamento em estudo seguiu rigorosamente o codigo de
randomizacdo apropriado (Tabela 1). Ap6s 3.0 horas da administragdo do
medicamento, cada voluntario tomou mais 200 mi de adgua. Porém
permaneceram em jejum para solidos por 6.0 horas apds a administragdo da
droga; a partir de entdo, receberam dieta gerai.

Nao foi permitida a ingestido de outros alimentos durante o periodo de
internag&o. Apods o almogo a ingestdo de liquidos foi permitida, mas bebidas

contendo xantinas (incluindo cha, café e coca-cola) foram evitadas.



TABELA I: Lista de Randomizacio

Vol. N°©

01
02
03
04
05
06
Q7
08
09
10
11
12
13
14
15
16
17
18

Seguéncia de Administracgo

FASE |

Eupressin
Eupressin
Eupressin
Renitec
Renitec
Eupressin
Renitec
Renitec
Eupressin
Renitec
Eupressin
Renitec
Eupressin
Eupressin
Eupressin
Renitec
Renitec

Renitec

FASE i

Renitec
Renitec
Renitec
Eupressin
Eupressin
Renitec
Eupressin
Eupressin
Renitec
Eupressin
Renitec
Eupressin
Renitec
Renitec
Renitec
Eupressin
Eupressin

Eupressin



DROGAS E REAGENTES

Foram obtidos comprimidos de 10 mg de maleato de Enalapril do laboratério
Biossintética (Eupressin comprimidos lot: 9303513, Val.: 03/96, Fab.; 03/93) e
do laboratério Merck Sharp & Dhome (Renitec comprimidos lot: 52041448, Val.:
(4/94, Fab.: 04/92).

O composto MK 351A (p-hidroxi-benzamidina derivado do lisinopril) e o
especifico anticorpo obtidos em coelhos contra o lisinoprii MK 521 foram
gentiimente cedidos pelo Dr. M. Hichens, Merck Sharp & Dhome Research
L aboratories, USA.

Fosfato de potassio dibasico foi obtido do laboratério Merck Sharp & Dhome ¢
os demais reagentes incluindo EDTA dissddico, azida sédica, soro albumina
bovina, dextran e carvdo ativado foram obtidos do laboratério Sigma Chem. Co.,
St Louis, MO, USA.

COLETA DE AMOSTRAS DE SANGUE

As amostras de sangue foram coletadas através de “butterfly”
heparinizado colocado em veia antecubital cateterizada antes da administracdo
do medicamento e 0.5, 1.0, 2.0, 3.0, 4.0, 6.0, 8.0, 10, 12, 18 e 24 horas ap6s
administraggo. Para cada coleta foram coletados 10 ml de sangue e
acondicionados em tubos de vidro devidamente identificados.

Apods a coleta, as amostras permaneceram 3 temperatura ambiente até
a coagulacao, quando foram centrifugadas a 2000 g por 10 minutos, & 0s soros

separados em tubos de vidro identificados e armazenados em freezer a -20°C,

até serem analisados.
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ANALISE DAS CONCENTRACOES PLASMATICAS

A concentragdc sérica de Enalaprilato (fig. 1) e Enalapril Total
(Enalaprilato mais maleato de Enalapril) foram determinadas por RIA
{(Radioimunoensaio) HITCHENS M., HANDEL., MULCAHYW.S. (1981). O
método desenvolvido & especifico para a determinagdo no soro do Enalaprillato,
mas o Enalapril Total foi mensurade através da hidrdlise do Enalapril inalterado
em Enalaprilato. O presente método empregou o "®l-composto 351A (351A, um
p-Hidroxi-benzamidina derivado do Lisinopril) como marcado e um antficorpo
especifico obtidos em coelhos contra MK-521 {N-(1-S-carboxi-fenii propil}-L-

lisina-L-prolinal.

a) lodinizacéc do composto 351A e purificacio do mono-'*[]-composte 351A.

O composte 351A (p-Hidroxi-benzamidina derivado do Lisinoprif), um
inibidor do sitio ativo da ECA, foi iodinizado pelo método da Cloranina T
apresentado por Swanson et al.(1981) para radioimunoensaio de Enalapril no
soro. A mistura iodinizada foi imediatamente purificada com uma coluna Sep-

" nao reativo. Posteriormente esse composto foi

Pak C18 para eliminar o
purificado por HPLC (Martins et al., 1894) usando coluna i Bondapak C18. A
coluna fol equilibrada com 90 % do scivente A (100 mM Na,PO, mais 0,2 %
HiP04) e 10 % do solvente B (90 % de Acetonitrila aguosa mais 0,1 % de
HsPO4) e eluida com gradiente linear de 10-50 % do solvente B em A durante 1
hora, com fluxo de 1,0 mi/min. O mono-['*I]-composto 351A apresentou tempo
de retencao de 34,3 min. e foi bem dissolvido para o di-iodo-composto, cujo
tempo de retenclo foi de 45 min.Ja o composto 351A apresentou tempo de
retencéo de 29.8 min. Assim 4 mi de mono-{'**-composto 351A foram obtidos
apresentando atividade total de 156,5 uCi e atividade especifica de 2000

Ci/mmol.



b} RIA {Radicimunoensaio)

20 yi de soro e curva padrdo (construida com soro normal contaminado
com concentragbes conhecidas de Enalaprilato de 0,34 a 85 ng/ml) foram
adicionados a 200 pi de tampéao para ensaio (Fosfato de potassio dibasico 0,05
M, EDTA dissédico 0,01 M, Azida sédica 0,1 %, e Soro Albumina Bovina
1mgimi, pH= 7,5), 100 ul de *1-351A foram diluidos em tampéo para ensaio
{equivalente 18000 cpm/tubo) e 500 i de uma diluicdo de 1:10.000 de anti-soro
MK 521 em tampdao para ensaio. Apds 18-24 horas de incubagéo a 4°C, 200 ul
de suspensao de dextran-carvado (0,5 g de carvéo e 0,1 g de dextran em 25 mi
de tamp&o para ensaio sem albumina) foram colocados em tubos de ensaio e
agitados em voriex,

Apés periodo de incubacgio em gélo-agua por 15 min., todos os tubos
foram centrifugados em 3500 rpm por 20 min. a 4°C. Em seguida o
sobrenadante resultante (800 ul) foi separado e a radicatividade mensurada em
espectrdmetro gamma (Beckman Gamma 5500, Beckman USA).

A concentracdo de Enalaprit total foi determinada pela mesma
metodologia (RIA) descrita acima, apds a desesterificacdo do maleato de
enalapril para Enalaprilato a partir de uma preparacio de esterase de figado de
rato. O figado de rato foi homogenizado em 10 volumes (peso/volume) de
solucao salina resfriada e centrifigado por 30 min. a 4800 g a 4°C, em seguida o
sobrenadante foi aliquotado e estocado a - 20°C.

Amostras de soro e ponfos da curva padréo (construidas com soro
“branco” contaminado com concentracfes conhecidas de Enalaprilato de 2,1 a
512 ng/ml) foram incubadas com 10 pl de homogenato de figado de rato (diluido
1:5 no mesmo tempo de uso) por 12 horas a temperatura ambiente.



¢} Atividade da ECA.

A alividade da Enzima Conversora de Angiotensina (ECA) foi
determinada no soro usando ensaio espectrofotométrico por determinacao da
quantidade de acido Hipurico formado a partir de substrato sintético Hipuril-
Histidil-Leucina (HHL) por agao da ECA.

Amostras de 10 pl de soro e curva padric (com concentracdes
conhecidas) foram adicionadas em 20 pl de tamp&o para incubagéo
(Tetraborato de sédio decahidratado 150 mM, pH 8,3), e pré-incubado por 5
min. a temperatura ambiente de 37°C. Apds este periodo de pré-incubacéo, a
reacao foi iniciada adicionando 10 gl de solucao do substrato sintético (aquecido
a 37°C), e seguiu-se periodo de incubagdo por 30 min. a 37°C. A reacao fol
interrompida apos adicao de 600 yl de solugdo inibidora (Hepes 100 mM, EDTA
2,5 mM, NaN3 0,1 %, pH 9,0). Em seguida 300 pi do reativo cromogénico
(cloreto de cianeto ({CN3)CI3), em Dioxano} foram adicionados e agitado
vigorosamente durante 30 seg. em vortex, e centrifugado a 3000 rpm por 10
min. para remover proteinas desnaturadas e excesso de cloreto de cianeto.

O ensaio para as amostras zero (branco) foi realizado da mesma
maneira, porém a adicdo da solucdo inibidora e neutralizante precederam a
adicao do substrato.

A curva de calibrago de Acido Hipurico e reagente branco foram
construidas pela substituicao da solugdo de substrato sintético por solucdes de
concentragdes conhecidas de Hipurato (curva padrdo) e &agua destilada
respectivamente. A absorbancia dos sobrenadanies foi mensurada em 382 nm

contra o reagente branco.
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CALCULO DE RESULTADOS

a} RIA (Radioimunoensaio),

As concentragbes de Enataprilato foram caiculadas por regresséo linear
entre o logit dos valores B/BO (Onde B é a atividade do marcade e BO a atividade
do soro branco) e as concentragdes de Enalaprilato log-transformadas da curva
padréo.

O limite de sensibilidade nas condigdes de estudo foi de 0,1 ng/ml para
¢ Enalaprilato. A variacdo do inter-ensaio e do intra-ensaio foram menores do
que 5 e 8 %, respectivamente, para concentragdes de Enalaprilato de 1 a 200
ngfmi.

No calculo da curva padrac empregamos método polinominal, embora a
transformacéo logit-log seja um método adequado. Desta forma obtemos por
processamento de dados y = a0 + alx + a2x’, onde y = log da concentracéo e x
= logit B/BC. Sendo assim, estes valores da curva padrao séo transformados por
funciio logaritimica e plotados novamente no logaritimo das concentracdes. Esta
transformacéo deu uma reta linear com coeficiente de regresséo (1) de 0,98 ou

mMaior.

by ATIVIDADE DA ECA.

Uma unidade de atividade da Enzima Conversora de Angiotensina
{ECA) é definida como a quantidade de enzima gue em 1 min. produz 1 umol de
Hipurato sobre condigbes definida. Assim a atividade da ECA no soro em U/L =
(AA x Vt x 1000)/(33.5 x 30 x Vs), onde AA é a absorbancia da amostra menos a
absorbancia do soro branco, Vi & o volume total do ensaio, 1000 converte U/mi
para U/L, 33,5 & a absortividade milimolar do reativo cromogénico, 30 min. é o

intervalo de incubacio, Vs e o volume de amostra analisada.
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ANALISE ESTATISTICA E FARMACOCINETICA

As curvas de concentragdes plasmaticas de enalaprilato (MK-422) e
Enalaprit total (Média + DP) em funcéo do tempo foram obtidas para cada uma

das formulagdes. A concentracdo maxima atingida (Cinax) € 0 tempo ao qual a

mesma ocorre (T ... ) foram encontradas,

As areas sob a curvas da concentracdo de Enalaprilato-tempo e

Enalapril total tempo desde 0 a 24 horas (AUCyq p4y) foram calculadas usando o

método da “regra trapezoidal”.

A constante de eliminagio terminal de primeira ordem (Kg) foi

determinada a partir da equacdo de regressdo linear entre o logaritmo da

concentragdo e o tempo. A meia vida (T,,) foi calculado empregando a
equagao T,,, = (Iny/K,) (Kinetics-Pharmkit Program-Version 2.0)
Os dados obtidos de Crnax © AUC{O-z 4 € 38 razbes individuais entre as

formulagbes foram analisadas estatisticamente (Bicequivalence Program for
two-Period Crossover Studies-Version 3.4, by Herman P Wijnand) empregando
testes paramétricos (testes de ANOVA) e nao-paramétricos {teste de Wilcoxon:
Steinijans e Diletti; 1985)

RESULTADOS

O ensaio Clinico transcorreu normalmente ndo sendo relatado efeitos
colaterais ou reagdes adversas. Nenhuma variagio na pressdo sanguinea ou
taxa cardiaca foram observados apos a administragéo de ambas as formulagdes
de maleato de enalapril, guando comparade com o valor basal. Os exames
laboratoriais antes e apds o ensaio clinico ndo apresentaram valores fora do
intervalo de referéncia.

As figuras IV e V mostram as medias das concentragbes plasmaticas

em fungcdo do tempo para Enalaprilato (MK-422) e Enalapril total
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respectivamente, apés a administracdo de 20 mg de cada formulacdo de
comprimidos de maleato de enalapril.

Os parametros farmacocinéticos obtidos para as duas preparagdes

N . ® ®
farmacéuticas de maleato de enalaprit (MK-422) (Eupressin e Renitec ) séo

mostrados na tabela V. A mesma tabela apresenta também a analise estatistica
requerida para os estudos de bioequivaléncia.

As medias geometricas das AUCig 541 e seu intervalo de confianga para
MK-422 foram comparadas em ambas as formulacBes e nenhuma diferenca
®

(

® . ,
significativa foi encontrada entre Eupressin € Renitec (Tabela IV). O intervalo

de confianca (90 %) da porcentagem das razdes individuais da AUC[{)Q% Tip ©

Ke foram inciuidos na faixa de bivequivaléncia (80 a 125%) exigida. No entanto ,
o Cmax apresentou intervalo de confianga de 90 % da porcentagem das razdes
individuais mais amplo do que a faixa (80 a 125%) de bioequivaléncia exigida
(Tabela V).

A figura VI representa a porcentagem de inibicdo da ECA plasmatica
(media + DPF) em fun¢éo do tempo, ja a figura VIl representa a porcentagem de
inibicdo da ECA plasmatica em fungdo da média das concentragbes plasmaticas
de Enalaprilato. A relac@o entre as concentracdes no soro de Enalaprilato e a
porcentagem de inibicdo da ECA foi desciita com base em um modelo
Michaelis-Menten. A equacéo & representada por Y = Yma [X]/ {50 + [X]). Onde
Y representa a % de inibicao da ECA, [X] a concentracdo de Enalapril (ng/ml),
lso @ concentracdo de Enalapril que causa 50% de inibicdo da ECA e Ymax a
maxima inibicdo da ECA correlacionada com os valores basais. Os valores
obtidos da curva por regressac linear sa0 Iz = 3.8 £ 0.2 ng/ml and Ypae 94.7 +
0.7% (r. 0.987, p<0.05).

As diferengas observadas entre os valores individuais de T, . obtidos

nao foram significativamente diferentes de O (tabela 1).
As médias geométricas das AUC (904, Cyax © 0s parametros

farmacocinéticos foram calculados para Enalprit total, assim como seu intervalo
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de confianca de 90 %. N&o houve diferenca entre as duas formulacdes,
segundo determinagao por estatistica paramétrica e ndo paramétrica (tabela V).
Também ndo foram observados diferencas significativas entre os valores de
Trnax Obtidos (Tabela V).



Dados da Meédia da Concentragdo vs Tempo (Figura) e Pardmetros

Farmacocinéticos Médios (Tabelas) para Enalaprilato e Enalapril total.

36
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CONCENTRAGAO MEDIA
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Figura V. Mé&dia das concentragcfes plasmaticas (média + DP) de MK-422 em
fungdo do tempo para duas formulagtes (20 mg) de maieato de enalapril
adminisiradas a 18 voluntarios normais. '



Tabela l: Média das concentragdes plasmaticas vs tempo e desvio padrio

(D.P.) para Enalaprilato

TEMPO

TEMPO

Biossintética

EUPRESSIN
MEDIA (ng/mi)

n.d.
23
14.1
37.3
56.4
71.8
80.0
73.9
67.8
42.8
29.9
198.3
10.4
57

Merck Sharp & Dhome

RENITEC
MEDIA {ng/ml)

n.d
2.9
18.3
41.5
63.1
66.6
73.6
66.7
53.8
38.7
27.5
18.6
7.5
3.2

D.P.

n.d.
2.5
11.0
29.3
34.0
36.0
47.5
44.2
31.9
18.7
17.7
10.7
8.1
5.2

D.P.

n.d.
4.5
17.6
39.8
40.3
40.3
41.4
38.6
19.8
23.0
19.7
12.0
5.7
2.3
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Figura V. Media das concentragdes plasmaticas {média + DP) do Enalapril total
em fungdo do tempo para duas formulacdes (20 mg) de maleato de enalapril
administradas a 18 voluntarios normais.



Tabela Il Média das concentragbes plasmaticas vs tempo e desvio padrao
(D.P.) para Enalapril Total.

Biossintética

EUPRESSIN
TEMPO MEDIA (ng/ml) D.P.
0 n.d. n.d.
0,5 83.1 70
1 192 81
1,5 208 76
2 214 91
3 193 63
4 186 66
5 157 51
6 133 33
8 91 32
10 61 21
12 45 21
18 21 16
24 12 10
Merck Sharp & Dhome
RENITEC
TEMPO MEDIA (ng/ml) D.P.
0 n.d n.d.
0,5 130 113
1 202 115
1,5 200 91
2 193 77
3 188 78
4 176 74
5 139 46
6 124 50
8 92 40
10 68 52
12 49 22
18 21 16

24 22 51
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Figura VI. Média da % de inibicdo plasmatica da ECA {média + DP) em fungao

do tempo para duas formulagdes (20 mg) de maleato de enalapril administrada
a 18 voluntarios normais sadios.
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Figura V. Relacdo entre os valores meédios da % de inibicdo da ECA
plasmatica e a concentrac@o média plasmatica de Enalaprilato no soro obtida
apés a administracao de duas formulaces (20 mg) de maleato de enalapril a 18

voluntarios normais
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TABELA IV: Analise estatistica de AUC(g.24), Cinax, Ke, T2 € valores de T, para
enalaprilato, obtido apds a administragdo de 20 mg de duas formulactes

comprimidos de maleato de enalapril em 18 voluntarios sadios.

Parémetro EUP REN EUP/REN %razoes

Paramétrico néo-
paramétrico®

AUC.24 (ng h mi™)

Méedia geométrica 631 583 110.9 112.4

80% Ci 516 - 771 443 - 891 99.6 - 123.6 99.8-125.0

Cmax {(ng/ml)

Media geométrica 80 71 112.3 114.8

90% €1 65 - 98 55-92 96.2-131.0 82.6 - 136.1

Ks ()

Média geométrica 0.17 0.18 114.2 93.5

0% C! 0.15-0.20 0.15-0.20 8421113 79.7-108.8

Taz (h)

Média geométrica 4.0 3.9 103.1 106.3

20% Ci 35-47 34-45 90.0 - 118.0 91.7-123.4

Tmax (R}

Mediana 4.0 4.0 017 0.0

Faixa 15-8.0 1.5-80 07-06 D5-05

*Seguindo Hauschke et al.”® e o FDA™ %', resuitados nao-paraméiricos sio

axprassos como ponto estimado e 80% IC das razbes individuais, exceto para

Tmax {€Xpresso como ponto estimado e 90% IC). " Média aritmética das

diferencas individuais *90% IC das diferencas individuais.
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TABELA V: Analise estatistica de AUCp24;, Crnaxs Ke, Tir2 & valores de Tmax para
Enalapril total, obtido apds a administraclo de 20 mg de duas formulagdes
comprimidos de maleato de enalapril em 18 voluntarios sadios.

Parametro EUP REN EUP/REN %razdes

Paramétrico Nao-
parameétrico”

AUCip241 (ng h mI”)

Média geométrica 1682 1736 96.9 105.2

80% CI 1501 - 1886 | 1544 - 1953 | 84.1-111.7 86.3-1137

Cmax (ng/ml)

Média geométrica 227 242 093.8 959

90% ClI 196 - 262 203-289 | 81.1-108.4 82.9 - 1091

Ke (h7)

Média geométrica 0.16 0.18 101.3 97.1

90% Ci 014-019 | 014-0.18 § 89.3-115.0 88.7 - 108.9

Tirz (h)

Média geométrica 4.4 4.4 98.5 104.0

90% CI 3.7-51 39-560 86.9-111.5 92.7-112.0

Trmax ()

Mediana 20 1.5 0.67 0.5

Faixa 1.0-6.0 05-60 03 1.4% -0.25-1.25

*Segundo Hauschke et al.® e o FDA™ ?' resuftados ndo-paramétricos sao
expressos como ponto estimado e 90% 1C das razdes individuais, exceto para
Trax (€Xpresso como ponto estimado e 90% IC). 'TMeédia aritmética das

diferencgas individuais *80% IC das diferencgas individuais.
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DISCUSSAO

A Food and Drug Administration dos Estados Unidos de América (US
FDA) estabelece que a biodisponibilidade in vivo de uma dada formulacio
farmacéutica pode ser determinada pela medida dos niveis plasmaticos da |
molécula da droga, do ingrediente ativo ou metabdlitos ativos em fungdo do
tempo, ou através da quantificacdo deo efeito tarmacolégico agudo
{Bicavailahility and Bioequivalence Requirements, 1985).

Neste trabalho, avaliamos a bicequivaléncia de duas formulacdes
empregando a medida das concentragGes de enalaprilato e enalapril total
baseada nas normas requeridas pelo FDA (higidez dos voluntarios,
administrag@oe dos farmacos em jejum e delineamento do protocolo clinico).

A andlise estatistica dos parametros farmacocinélicos € realizada
mediante 0 emprego de testes guase exclusivos deste tipo de estudos, ja que
apesar de levar em consideracao e cuidar de todos 0s detalhes, a variabilidade
inter-individuos, & também a variabilidade biolégica ndo controlavel de cada
individuo devem ser levados em consideracdo.

Basicamente, os testes estatisticos aplicados dividem-se em dois grupos:
s paraméfricos {levam em consideracao algum tipo de distribuicdo
populacional) e os ndo-paramétricos (independentes do tipo de distribuicéo).

O objetivo de todos esses métodos & 0 mesmo: oblidas as razdes
individuais entre a formulacéo teste / formulagac de referéncia para Cha , AUC
{ou outra variavel farmacocinética diferente de Tmay) calcular um valor médio

(aritmético ou geométrico) contido num intervalo de confianca de probabilidade
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variavel (80% € o atualmente aceito pela FDA), e analisar a inclusio ou
superposigéo deste com intervalos do tipo 0.80 - 1.25 (ou o atuaimente discutido
0.70 - 1.43 para Cpax).

Quando a curva da concentracdo plasmatica de enalaprilato versus
tempo (Fig V), fol empregada para mensurar bioeguivaléncia, ndo houve
diferenga significante quanto a extenséo da absorgdo observada entre as duas
formulacGes. As razdes individuais de AUCp o4 para ambas as formulacbes
estdo inclusas no intervalo de confianca de 90% requerido para bicequivaléncia
{faixa de 80 a 125%).

Quanto a taxa de absorcdo, a bioequivaléncia ndo pode ser concluida,
uma vez que as razbes individuais de Cnay $80 maiores do que a faixa de 80 a
125% requerida para bicequivaléncia.

Em relagdo ao Tmex as diferencas ndo foram significantemente diferentes
de zero {tabela 1). Quando a curva da concentragéo versus tempo para enalapril
total foi empregada para mensurar bicequivaléncia, ndo houve diferenca
estatisticamente significante entre as duas formulagdes quanto a extenséo
(AUC0.241) € taxa de absorgéo (Tra) do enalapril.

Ao empregarmos os parametros AUC0.24), Crmax . Tmax, Ke € Toz resuitantes
das curvas de conceniragdo sérica de enalapril total (enalaprilato + maleato de
enalaprit} e analisarmos mediante testes paramétricos e nac paramétricos, nac
foi observada qualquer diferenca estatisticamente significante enftre ambas as
formulacBes. Por esta razdo, nds concluimos gque a quantificacio da droga total
£ mais apropriada para avaliar a bioequivalencia de duas preparacbes de

maleato de enalapril.
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O Enalapril e uma pré-droga oral a qual é hidrolizada por esterases
hepaticas a sua forma ativa enalaprilato (Todd PA & Goal KL, 1892; Todd PA &
Heel RC, 1988). Deste modo, a atividade enzimatica enddgena representa via
cinética adicional a qual possui relevante importancia nos niveis plasmaticos do
Enalaprilato.

Estudos in vivo e in vitro demonstram diferencas na atividade de esterase
hepatica em pacienies cirrdticos e individuos sadios (Larmour et al, 1985; e
Ohnishi et al, 1988). Estes fatos podem confirmar a variabilidade existente inter-
sujeilos, levando assim a ndo inclusdo dos 90% do IC das razdes individuais de
Crmax na faixa de 80-125%.

A maioria das drogas sao metabolizadas por enzimas hepaticas, apesar
de que certa metabolizagdo pode acontecer fambém no frato gastrointestinal,
nos pulmdes e no sangue.

Durante o metabolismo hepético, as drogas sdo convertidas em
compostos mais hidrossoliveis, favorecendo assim a sua excreg@o, mediada
principalmente pelos rins.

Diversos fatores afetam a velocidade de metabolizacéo:

1. ldade. Por exemplo, os idosos apresentam diminuicdc do fluxo
sanglineo hepatico e esplénico, do volume do figado, assim como das
atividades enzimaticas das monoxidases de funcio mistas e NADPH reduiase
hepatica. Nos neonatos e criangas, a velocidade de metabolizacio da teofilina
estad aumentada, assim como a variabilidade dela com a dose,; estas diferencas
aparentemente desaparecem na puberdade;

2. Estado nutnicional e constifuicao da diela;
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3. Co-administragdo de drogas indutoras {(fenobarbital) ou inibidoras
{(etanol) das enzimas hepaticas microssomais;

4. Doengas, principalmente hepaticas e cardiovasculares;

5. Tabaco: o fumo aumenta a velocidade de eliminagio de vérias drogas,
tais como: antipirina, cafeina, imipramina, lidocaina, teofilina, propanolol,
oxazepam.

Dois importantes processos metabdlicos hepaticos sdo controlados
gene_ticamente: a acetilacao pela N-acetil transferase e a hidroxilacdo catalizada
pela monoxigenase. Tem sido reportadas altas percentagens de individuos com
diferengas genéticas em diversas sociedades e grupos étnicos, razéo pela qual
as dosificacbes de drogas que sofrem estes processos de metabolizacdo devem
ser cuidadosamente ajustadas segundo as caracteristicas proprias destes
grupos genéticos.

Baseado no enfogque farmacodindmico, também aceito pelo FDA,
nenhuma conclus@c pode ser obtida com base nos dados resultantes da
monitorizagdo da pressfo arterial, uma vez que a dose administrada néo
apresentou efeito hipotensor significante. Contudo os dados da inibicao da ECA
podem ser utilizados como apropriada medida farmacodindmica aguda. A fig. 2
mostra que as curvas de inibicdo plasmatica da ECA versus tempo foram
semethantes para ambas as formulagfies. A inibicdo maxima da ECA
(aproximadamente 90% em relacdo acs valores basais) foi observada 3 - 5
horas apds a administracio do Enalapril, permanecendo inibida em torno de

aproximadamente 50% ao longo das 24 hs seguintes a administragéo da droga.
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Com base na relagéo entre as concentracéies de Enalaprilato circulante e
0 grau de inibic&o da ECA sérica (fig. 7), observamos que o grau de inibicdo da
enzima nao e diretamente proporcional ds concentracdes de Enaiaprilatc
circulantes (salvo na regido das concentragbes de enalaprilato mais baixas:
poucas ng/mi). Deste modo, concentragbes maiores de Enalapriiato levariam a
inibicdo quase total da atividade da ECA, e assim. a medida da atividade da
ECA néo € modelo farmacodind@mico apropriado para avaliar biodisponibifidade,
guando empregamos doses terapéuticas normais.

Este estudo comprova, com base nos resultados expostos, que o modelo
farmacodinamico € inadequado para avaliar a bicequivaléncia de duas
preparagbes comerciais de maleato de enalapril. Assim, o modelo
farmacocinético, baseadc na curva da concentraglo plasmatica do Enalaprit
total versus tempo € o mais adequado. Qutras pré-drogas devem ser analisadas
individualmente,

Em termos gerais, as causas que motivam as diferentes respostas
individuais a um determinado medicamento incluem desde caracteristicas
genéticas, doengas e idade dos individuos, via de administrac&o da droga e até
diferencas na formulacdo farmacéutica.

Na atualidade, a substituicdo por genéricos tem sido utilizada com grande
frequencia por farmacéuticos. O nome genérico & aguele dado & droga,
independente do fabricante cu proprietario da marca, em fungdo do ingrediente
ativo, bsta substituigdo consiste em dispensar um produto farmacéutico de
marca diferente daquela prescrita pelo meédico, desde gue contenha o mesmo

ingrediente ativo, nas mesmas concentragbes e formas farmacéuticas. (por



31

exemplo, como demonstrado neste trabatho, a substituicdo do Renitec®
comprimidos pelo Eupressin® comprimidos). Estas substituicdes s6 podem ser
feitas apds a avaliagdo da equivaléncia na biodisponibilidade de produtos
farmaceuticos de fabricantes diferentes, sendo que a bioequivaléncia entre dois
ou mais produtos e éonciuida quando as velocidades e os graus de absorcéo
nac séo estatisticamente diferentes.

As variagbes na biodisponibilidade de determinados produtos
farmacéuticos sdo responsaveis por algumas falhas terapéuticas em pacientes
gue receberam produtos inequivalentes aoc longo de suas terapias. Estas
diferencas na biodisponibilidade entre produtos farmacéuticos de um mesmo
principio ativo podem ser devidas as diferencas na formulacéo de ingredientes
empregados, métodos de manufatura utilizados, rigor no procedimento de
controle de qualidade do produtc e mesmo os métodos de manipulacio,
embalagem e estocagem dos produtos, bem como fatores fisioldgicos e
caracteristicas do paciente.

Assim, os estudos de bioequivaiéncia sdo importantes para identificar
aqueles farmacos ou produtos para os quais resultaram falhas terapéuticas, na
prudéncia da selecao inicial do produto e no cuidado de alteragdes do produto.
Contribuindo desta forma para um melhor processo de manufatura da
preparagéo farmacéutica, diminuindo o grau de variabilidade nas caracteristicas

da liberagéo da droga in vivo.
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Dados da Concentracéo individual vs Tempo (Figura) e Parametros

Farmacocinéticos Médios (Tabelas) para Enalaprilato.
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ABSTRACT

Two different normal-release enalaprii maleate tablet formulations were
evaluated with respect to their relative bioavailability (Eupressin tablets, 10 mg,
from Biosintética as the test formulation vs. Renitec tablets, 10 mg, from Merck
Sharp & Dhome, as the reference formulation). A single 20 mg oral dose was
administered to eighteen healthy male adult volunteers and bioequivalence
between both formulation was assessed by comparing both serum enalaprilat
and total enalapril (enalaprilat plus enalapril maleate) concentration vs. time
curves. Angiotensin converting enzyme (ACE) activity was also quantified in
gach serum sample. The following pharmacokinetic parameters were obtained
for each formulation: area under the time-concentration curves from 0 to 24 h
(AUCip.047), maximum achieved concentration Cpax and the time at which they
occurred {Tmax). When serum enalaprilat concentration vs. time curves were
employed o assess bioequivalence, both formulations were bioequivalent for
the extent but not for the rate of absorption. However, no differences for either
the extent or the rate absorption were observed when total serum enalapril vs.
time curves were analyzed. ACE activity vs. time curves were similar for both
formulations and showed that ACE was inhibited by 90% at 3 - 5 h after enalapril
administration and remained stili inhibited by approximately 50% 24 h after. At
this time, circulating enalaprilat or total enalapril levels were more than ten-fold
reduced with respect to Cnax. These results show that complete bioequivalence
between both formulations can be concluded from total serum enalapril
concentration data, and that serum ACE activity is not a suitable

pharmacodynamic approach to assess bicequivalence.
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Abstract. Objective: Two different conventional release
enalapril maleate tablet formulations were evaluated
for their relative bioavailability (Eupressin tablets
10 mg, Biosintética as the test formulation vs Renitec
tablets 10 mg Merck Sharp & Dhome, as the reference
formulation). A single 20 mg oral dose of each prepa-
ration was administered to 18 healthy male adult voi-
unteers and their bioequivalence was assessed by
comparing the serum enalaprilat and total enalapnl
{enalaprilat plus enalapril maleate) concentration-time
curves, Angiotensin converting enzyme (ACE) activity
was also quantified in each serum sample.

Results: The pharmacokinetic parameters obtained for
cach formulation were the area under the time-
concentration curve from 0 to 24 h (AUCjg_34), max-
imum coacentration Crax and the time at which it
occurred {tmax). When seruim enalaprilat concentration-
time curves were employed to assess bicequivalence,
the formulations were biceguivalent In the extent but
not in the rate of absorption. However, no difference
in either the extent or the rate of absorption were
observed when serum total enalapril vs time curves
were analysed. ACE activity-time curves were similar
for both formulations and showed that ACE was 90%
inhibited 3.3 h after enalapril administration, and till
approximately 50% after 24 h(aftep At that time, cir-
culating enalaprilat and total enalapril levels were less
than the tenth of Cypax

Conclusion: The results show that complete bicequiv-
alence of the two formulations can be concluded from
serum total enalapril concentration data, and that
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serum ACE activity is not a suitable pharmacodynamic
variable for assessing bioequivalence.

Key words Bioavailability, Enalapri} formufaéions;
pharmacokinetics, ACE-activity, human

introduction

Enalaprilat (MK422, N-[(8)-1<carboxy-3-pheayl-
propyl]-L-alanyl-L-proline) is a potent angiotensin
converting enzyme (ACE) inhibitor, widely used in
essential and renovascular hypertension [1,2L It
reduces the plasma levels of angiotensin I and aldo-
sterone {3, 4, 5] and increases endogenouns hradykinin
concentrations {6, 7].

Enalaprilat is sold as the maleate ester (MK421,
enalgpril), which has enhanced gastrointestinal absorp-
tiorf About 60% of a dose of enalapril is absorbed
after oral administration. The compound itself is not
a potent ACE inhibitor but its subsequent in vivo
hydrolysis in the liver resalts in production of the active
diacid form, enalaprilat, which itself 1s poorly absorbed
{1, 8]. The peak plasma concentration of the pro-drug
is generally observed about 1 h after oral administra-
tion, whereas the Cuax of enalaprilat occurs after 2-4 h
(2,9, 10].

A significant proportion of enalaprilat (43%:} is elim-
inated i the urine {11, 12, 13}, Elimination is biphasic,
with an initial phase which reflects rena filtration (ehim-
nation half-life 2-6 h), and a subsequent prolonged
phase (elimination half-life of 36 b}, which represents
equilibration of the drug from tissue distribution sites
The prolonged phase does not contribute to drug accu-
mulation following repeated administration, but it is
thought to be of pharmacological significance in medi-
ating the effects of the drug [9, 10}

Various studies have shown a correlation bet-
ween the plasma enalaprilat concentration and the inhi-
bition of ACE sactivity [i1,12, 13}, as well as the
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distribution of ACE inhibition in tissues after the oral
administration of enalapril {14, 15],
~We have evaluated the bicequivalence of two
different conventional-release pharmaceutical formula-
tions of enalapril maleate (10 mg tablets). They wers
assessed by comparing the serum enalaprilat and total
enalapril concentration-time curves. The correlation
between the plasma concentration of enalaprilat and
- total enalapril and plasma ACE activity was also
examined.

Subjects and methods
Subjects

Eighteen healthy male adult volunteers. aged 20 to 36 y {mean
{SEM) 30 (1) years), body weight 49.7 to 96.6 kg (mean (SEM)
Hii4) kg) participated in the study. All subjects gave their written
informed consent and the clinical protocot was approved by the
Liniversity Hospital Ethics Comynittee. The voluateers were free
feom significant cardiae, hepatic, renal, pulmonary, neurologicat,
gastrointestinal, haematological ard psychiatric disorders, as dezer-
mined by the individuai history, physical examination, ECG ard
routine iabocatory tesis {blood gluceose, urea, creatinine, SGOT,
SGPT, alkaline phosphatase, y~GT, cholinesterase, totwal bilirubin,
total protein, albumsin, uric acid, sodium, potassium, chloride,
haemoglobin, haematocnt, total and differential white cell counts,
grythrocyte sedimentation rate, and routing urinalysis). The volun-
seers were hospitalised at 23:00 h on the night prior to the study
after eating their normal evening meal. Afier an overnight fast, the
subject received a single oral dose of 20 mg enalapril maleate (two
16 mg tablets) as either the test or the reference formulation, in a
randomised cross-over manner. The two test periods were separated
by a 2 week wash-out interval. Three hours after dosing, the sub-
jerts were mven 200 ml 12p warer, but were not given food for
& hours sfter drug administeation, after which time a standard lunch
was gvailable. Mo other food was allowed during the “in-house™
period. Liguid refreshment was permitted ad libitum after lunch,
but drinks containing x: athine compounds (inchuding tea, coflee
and colal were avoided,

Al zach blood sampling time, systolic and diastolic arterial pres-
sures fmeasured non<invasively with a sphygmomanometer) and
heart rate were recorded.

Edrugs and reagents

Commergially available 18 mg enalapril maleate tablets were
obtained from Biosintética (Eupressin®, lot N° 93020513; EUP) and
from Merck Sharp & Dhome (Renitec®, lot N° 92041446; REN),
§P, Brazil.

Compound MK331A (the p-hydrozy-benzamidine derivative of

tisinopri} and rabbit anti-Hsinopril antiserum were a gift from
Dr, M. Hichens, Merck, Sharp & Dhome Research Laboratories,
LSA. .
Dibasic potassium phosphate was obtained from Merck Ind.
Quim.. RJ. Other reagents, including disodium EDTA, sodium
azide, bovine serum albumin, dexiran (MW 162,000} and charcoal,
wers obtained from Sigma Chem. Co., St. Louis, MQ, USA.

Blood sampiling

HMood samples for serum drug quantification were taken from a
suitable forcarm vein before and 0.5,1,1.5,2,3,4,5,6,8, 10, 12, 18

and 24 h after-dosing. On each oceasion, one 10 ml sample way
collected 1 4 ciean wbe from an indwelling venous catheter
Blood samples were allowed 1o clot 3t room lemperilure and Lhé
sera were (hen separated by centrifugation (200G g, 0 min)
and stored at ~20° C until assayed. All samples from a .gnrcn ¥l
unteer were assayed in the same rupn in order o avoid inter-assay
vanation.

Sample analysis

Serum samples were analysed for their vontent of enalsprilat and
totat enalapril {enafaprifat plus enalaprii maleate by radiom-
muncassay {RIA)L The method was anginuslly developed for
the determination of serum enalaprilat using ' |-Jabelled MK15IA
as the tracer and a specific antibody raised against fisinoprih® {46

lodination of compound 351-A

MK331A, an active sitedir inhibitar of ACE, was iodinated
by the chloramine T method®® Unreacted '¥'] was eliminated by L
passing the jodination mixture through a Sep-Pak Oy cartridge.
T MK351A was further purified by HPLC using a Bondapak
Cig column equilibrated with 20% solvent A (100 mM Na;HPO,
plus 0.2% HyPO.} and 10% solvent B (90% aqueous acetonierils
plus 0.2% H:PO,) and eluted with a linear gradient (10-50%
B in 60 min) at 1.0 mi/min. 0.5 mi fractions were collected. Mono-
{"PILMK3351A (retention time 34.3min) was well resolved
from the di-icdo-compound (retention time 45 min} and from 331~
A {retention time 29.8 min). Fractions containing the mono {21}
compound were pooled {total volume 4 mi) and contained a
totad activity of 136.5 uCi and specific activity of about 2,000
Ci-mmol ™%,

Radiommmuncassay

30 ut serum and standard curve samples {construcied by spiking
blank serum with known amounts of enalaprilat ranging from
0.34 1 85 ng-mi™) were added to 200 i assay buffer (0.05 M diba-
sic potassium phosphate, 0.08 M disodium EDTA, 0.1% sodium
azide and 1 mg-mi™! bovine serum afbumin, pH adjusted to 7.5),
IS MKISIA 100l difuted in assay buffer {equivalent to
16,000 cpm per tube) and 500 i of a 1:10,000 dilution of rabbit
antilisinopril antiserum in assay buffer, After 18 h incubation at
4°C, a dextran-charcoal suspension {2% charcoal pius 0.4% dex-
tran in assay buffer without albumin) was added and the tubes were
vortex-mized, followed by a further incubation for 15 min on ice.
All the tubes were cenirifuged at 4° C (2,000 g, 20 min}, and a 800 !
afiquot of the supernatant was separated for counting radicactiv-
ity in a gamma spectrometer (Beckman Gamma 5500, Beckman,
LISA).

The total enalapril concentration was quantified by RIA, after
previous deesterification of enalapril maleate to enalapritic acid with
a crude rat Hver esterase preparation. Briefly, a rat liver was
nomogenised in 10 volumes (w/v) cold saline and was centrifuged
for 30 min a1 4,800 g and 4° C. The supernatant was aliquoted and
stored at —20°C. The serum samples and standard curve (con~
structed by spiking enalapril-free serum with known amounts of
enalapril maleate from 2.1 to 512 ng-mi '} were incubatad with
10 il supernatant from the rat liver homogenate (diluted 1:5 at the
time of usej for 12 b at room temperature. This mixture was then
assayed by RIA as described above.

Sample enalaprilat and total enalapril concentrations were cal-
culated using the Hnear regression plot resulting from the Jogit trans-
formation of the carrected B/Bqg values, and the log-transformed
enalaprilat and total enalapril standard concentration curves,

respectively.



Under these canditions, the RTA had sensitivity of 0} ng-m| =}
enslapeilal (the concentrutiun at which corrected B/ By value equals
0.90). Inter und intra-assay coefficients of variation were less thun
5% und &%, respectively, for enalaprilat concentrations ritiging
from 1 to 200 ng-mi . :

Serum ACE assay

Serum ACE sctivity was determined by meassuring the amount of
hippuric ucid relessed by the enzyme from the synthetic subsirate
hippuryl-L-histidyl-L-leucine at pH 8, and 17° ¢ {17). The reieased
hippuric acid was quantified spectrophotometrically at 383 nm after
reaction with cyanuric chioride {18}, The 4ssay IEOSiivily was
0.3 U-mi™". The observed inter and intra-assay coefficients of vari-
aion were 8 and Y%, respectively, for serum ACE activities rang-
ing from 1 (o 60 U-17". The degree of serum ACE inhibition {45
Vo) was calculated as 100 X {A,~Ag)/ &g where Aq represents the
serum ACE sctivity at time 7 after enatapril administration, and Aq
is the serum ACE activity before easlaprii administration.

Pharmacokinetic and statistical anaiyses

Serum enalaprifat and towf enalaprii concentrations were piotied
a5 & function of time and the following pharmacokinetic parame-
ters weve obtuined for each formulation from the curves: area under
the concentration-time curve from § to 24 h {AUCg. 245 calculated
by the trapezoidal rule), the maximum achieved concentration
{Coras) and the time of its acourrencs (Lo, ). From the terminal iog-
decay phase, a first order elimination constant {k,) was estimated
by hinear regression and the terminal half-life value (1,2} was esti-
mated using the equation ty2=In 2k, !

{ndividual test/reference ratios (EUP/REN) for AUCq. 2 and
o, aned individual test/reference differences (EUP-REN} far@;ﬂi‘%
were obtatned for assessment of bicequivalence. AH indiviama
ALICh g values for enalaprilat and total enalapril represented
more than 80% of the corresponding areas under the concentra.
Hon-time curves when extrapolated o infinity {average 90U, which
Justified the employment of AUCig.34 85 a true index of the extent

of drug absomtion. The
mietric {one-way ANQVA
rank test [19}) tests,

data were analysed statistivally by par
land nor-parametric {Wilcoxan's si g

Results

Enalapril was well tolerated in the administered dose,
and no adverse effect was reported. No significant vari-
ation in blood pressure or heart rate as observed at any
time after the administration of either of the enalapril
m?]eatc formulations when compared with the basal
value.

The time-courses of the enalaprilat (Panel a} and
total enalapril (Panel b) concentrations in 18 healthy
male volunteers are shown in Fig. 1, The pharmacoki-
netic parameters of enalaprilat obtained for both the
cnalapril maleate tablet formulations are shown in
Table 1, together with the statistical analysis for bio-
equivalence assessment. The 90% confidence intervals
for individual AUC0.243, 12 and k. ratios lay within
the bioequivalence range 80-125%. The 90% cop-
fidence interval for individual Crax ratios was wider
than the bioequivalence range of 80-125% and indi-
vidual tmax differences were not significantly different
from zero,

The complete pharmacokinetic parameters of
enalapril obtained for the two enalapril maleate tablet
formulations are shown in Table 2. together with the
statistical analysis for bioequivalence assessment. In
this case, no significant difference was observed in any
of the pharmacokinetic parameters analysed, The
serum ACE inhibition-time curves after both enalapril
maleate formulations are shown in Fig. 2. Serum ACE
activity before enalapril administration was 45.9 (2.9)

Tabie 1 AUCo-2y Coass Ker “pyamrer EUP REN EUP/REN % ratios
117 and ty,, values for _
enalaprilat after administration Parametric Non-parametric®
of 20 mg of each formulation
o 18 healthy male volunteers AUCi2¢ (ng-kml™"
(Bupressin, BUP and Renitce, oot 20l (08 " e 553 110.9 1124
RENj) Krrs CI 516-111 4435691 H.6-123.6 99‘8—125.6

C {ng'mi"'}

G::m‘ hean 80 71 1123 {146

¥ C1 65-98 3592 96.2-131.0 92.6-138.1

ke (h™%)

Geom, mean .17 0.18 - -

WHl 0.15.0,20 0.150.20

iz (h)

Geom. mean 490 39 - -

oL (R 3.5+47 34-45%

tax CH)

Median 4.0 4.0 ~0.1® 0.0

Range 1.5-8.0 1.5-8.0 - (7065 —0.5-0.5

* According to Hauschke st al,
point gstimate and 50%
€1 of individual differences

® Arithmetic mean of individual

*90% C! of individual differences

{19] and the FDA {20, 21}, non-parametric results are expressed as

Cl of individuat ratios, except for tua, {expressed as point estimate and 90%

differences
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Fig. T Serum enaluprilst (a)
wndd total enulapril (b)
voncenirations {mean with
SEM) versus time curves in 18
heaithy male volunteers after a
sangle dose {2 x 10 mg) of each
enalupril maleate tablet
formulation

ng/ml

ng/mi

o
0:00

and 44.2 (4.3) U-1! in the Eupressin and Renitec, tri-
als, respectively. No differences were observed in the
basal serum ACE values between the two periods,
showing no “carry-over” effect,

The mean values of the inhibition of serum ACE
activity plotted as a function of the mean serum
enalaprilat concentrations are shown in Fig. 3. A sin-
gle binding site Michaelis-Menten type relationship
described this relation of the form Y = Yy
[ XV (Isp+{X]), where Y is % ACE inhibition; [X] is
enalaprilat concentration {in ng~rni""), Isg 1s enalapri-
lat concentration causing 50% ACE inhibition, and
Y nax 18 the maximum attainable ACE inhibition with
respect to the basal value. The values obtained from
the curve by non-linear regression were [sp = 3.8 (0.2)

ng ! and Y 94.7 (0.0% (0: 0997, P <0.05).

The Lineweaver-Burke double reciprocal plot of the
experimental values confirmed the suitability of the

mathematical model (see insert in Fig. 3).

“Eupressin e Renites

< Eupreasin = Renitec

$2:00 15:00

Time {h}

4:00 500

Pscussion

The US Foed and Drug Adminisiration (US FDA) has
stated that the bioavailability of a given pharmaceuti-
cal formulation in vivo can be determined by mea-
surement of the active drug ingredient, therapeutic
moiety or metabolities in biological fiuids as a func-
tion of time, or by quantification of an appropriate
acute pharmacological effect {20).

When enalaprilat concentration-time curves (Fig. 1a)
were employed to assess bicequivalence, no sigmificant
difference in the extent of absorption was observed
between the two formulations (assessed by inclusion of
the %% confidence interval for individual AUCy 29
ratios in the bicequivalence range of 80-123%). As
the 90% confidence interval for individual Cpay ratios
was wider than the bicequivalence range, bioequiva-
lence could not be concluded for the rate of absorp-
tion, even though individual tmax differences were
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Fig. 2 Serum ACE inhibition
{refutive 10 basal activity;
mean with SEM) versus time
curves in 18 healthy male
votunteers after a single
administration {2 x 10 mg) of
each formulation

Fig. 3 Reistionship between
mean serum ACE inhibition
{refative to basal agtivity} and
mean serum enalaprilat
goneentrations in 18 healthy
male volunteers after single
doses {2 x 10 mg) of bisth
formulations. The insert shows

the Lineweaver-Burke double-

seciprocal plot
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not significantly different from zero (Table 1). When
total enalaprid concentration-time curves (Fig 1b) were
employed to assess biocequivalence, no statistically
significant differences were observed between the for-
mulations in either the extent or rate of enalapril
absorption {Table 2).

As shown above, these conclusions about the bio-
equivalence of the two formulations based either on
enalaprilat or total enalapril concentrations are based
on US FDA requirements {20.21} The conclusions
reached using the AUC, Cquyx, Ko tys2, and tyy, vai-
ues were identical when analysed by parametric or non-
parametric tests (Table 1).

Enalapril is an orally active pro-drug. which is
hydrolysed by hepatic esterases to the active moiety
enalaprifat {1, 2). As a consequence, the endogenous
enzymatic activity represents an additional kinetic
pathway that has an important ipfluence on the circu-
lating enalaprilat concentration. Both in vitro [22] and
in vivo [23} differences in hepatic esterase activity
towards enalapril have been reported in normal and
cirrhotic humans. This could explain the inter-subject
variability that led to non-inclusion of the 90%
confidence interval for individual enalaprilat C,
ratios in the 80—125% range. For this reason, we sug-
gest that quantification of the total drug is more appro-
priate for evaluating the bioequivalence of enalapril
maleate formulations.

Based on the pharmacodynamic approach also
accepted by the US FDA, no conclusion could be
drawn from the arterial blood pressure measurements,
since no significant hypotensive effect was observed at
any time at the dose administered {data not shown).
However, serum ACE inhibition a priori could be an
appropriate acute pharmacological effect; serum ACE
mhibition-time curves were similar after both formu-
lations (Fig 2). Maximum ACE inhibition (approxi-
mately 30% with respect to basal value) was observed
3--§ h after enalapril administration and remained high
for up to 24 h after dosing (approximately 50%;), when
circulating enalaprilat or total enalapril concentrations
were 1020 fold lower than the C., values.

From the relationship observed between the degree
of serum ACE inhibition and the circulating enalapri-
{at concentration {Fig 3), it can be concluded that ACE
ishibition is proportional to the cirgulating enalaprilat
concentration up to a few ng-mi™'. Higher enalapri-
jat concentrations would almost totally inhibit serum
ACE activity, Thus, the measurerment of serurn ACE
gerivity is not a sensitive pharmacodynamic assay for
assessing enalapril bicavailability after normal thera-
peutic doses.

In conclusion, our assessment of the bicequivalence
of two cormercially available formulations of enalapril
maleate has shown that the pharmacodynamic
approach is inadequate for this purposs, and that the
pharmacokinetic procedure based on the quantification
of serum total enalapril concentrations is 10 be pre-
ferred. Other pro-drugs must be individually evaluated,

as the US FDA proposals for the assessment of
bioavailability are general and nonspecific.
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Diclofenac

Influence of gastric acid secretion blockade énd

fqod intake on the bioavailability of a potassium
diclofenac suspension in healthy male volunteers

A. PoLt’, R.A. Morevo!, W. Rizio!, LB, Duas’, H. Morano ', M.N. Muscari' and G. De Nucet!

le'gae! Servet Clinical Pharmacology Unit, Deparmment of Pharmacology, Faculty of Medical
Sciences, UNICAMP, Campinas, Brazil and * Department of Pharmacology, Center of Bivlogical
Sciences, Federal University of Santa Catarina, Florigndpolis, Brazil

Abstract, The bioavailability of a single dose of a potassium diclofenac (KDIC) suspension (Flogan,
Merck, Tmi, 105 mg) was studied in 13 healthy male volunteers in the fasting state {placebo phase,
PLA), after gastric acid secretion blockade (subacute pretreatment with omeprazole, OME phase) and
after food intake (FOOD phase). A 14-day washout period between phases was adopted, Serum
samples were obtained over a 24 hour interval and the diclofenac concentrations were determined by
high pressure liquid chromatography with ultraviolet detection. From the serum diclofenac concen-
tration v§ time curves, the AUC{0-w {area under the concentration vs time curves from O to infinity),

Crnax {maximum achieved concentration), tmax (fime to achieve Croax), Ke (terminal first order

elimination constant), half-life values (t1/2) and AUC 0-)/t172 ratio as an index of diclofenac clearance,
were obtained, Al these variables were analyzed using both parametric and non-parametric statistics,
In the presence of food, KDIC absorption was delayed (as shown by lower Cmax and greater tmax
values} and decreased (as shown by lower AUC 0. values), and the serum diclofenac concentration
vs time curves showed a biphasic pattern. Omeprazole pretreatment did not change the absorption
parameters. Both of these treatments altered the diclofenac clearance, as assessed by the AUC 031112,
1172 and Ke values, although the changes were not considered 1o be clinically significant, because of
the wide therapeutic range for diclofenac. The delay in the rate of diclofenac absorption produced by
food intake was not due to an increase in the gastric pH, and could be of particular importance when

. rapid analgesia is desired.

Key words: potassium diclofenac suspension — human volunteer pharmaceckinetics — bioavailability

- - gastric acid blockade — omeprazole — food intake — drug interaction

The main problem associated with NSAID therapy is
the ability of these drugs to induce gastrointestinal injury,

({2-(2,6-dichloroanilino)phenyijacetic  most notably gastric ulceration, bleeding and perforation,

acid} is 2 poteat nonstercidal antiinflammatory drug
(NSAID) belonging to the pheny! acetic group, and is
widely used in its sodium salt form in cases of chronic and
acute inflammation [Altman 1986, Calabro 1986, Kantor
1986, Zuckner 1988). The potassium salt of diclofenac
(KDIC) has been marketed mainly in Latin America and
has been prescribed for acute conditions to provide fast
anaigesic and antiinflammatory effects [Bahamonde and
Saavedra 1990, Verstracten and Bakshi 1991).
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macology Unit, Department of Pharmscology, Faculty of Medical Sei-
ences, UNICAMP, 2Q Box 6111, 13084-100 Campinas, SP, Rrazil,

as well as an increased risk of bleeding from preexisting
peptic uicers [Solf et al. 1991} In an attempt to reduce
NSAlID-induced mucosal fesions and uicer formation or
exacerbation, several ciinical practices have been adopted
including the oral administration of the drug at mealtimes,
the use of special preparations such as enteric-coated tab-
iets or the concomitant administration of antacids [Brzo-
zowski etal, 19937, histamine Hz receptor antagonists [Van
Berge Henegouwen and Smout 19911, prostanoids [Miller
1892} or proton-pump inhibitors [Scheiman at al, 1994],

Drugs dissolved in biological fluids exist as predormi-
nantly weak ionizable species and are absorbed across the
plasma membrane in their nonpolar or unionized forms.
The ionized forms cannot cross the membrane due to the
hydrophobic nature of the latter. Consequently, the pH of
the microenvironment is critical in determining movement
across the membrane {Wilson et al. 19891
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The major physiological stimulus for acid secretion in
the stomach is the ingestion of food, especially if the meal
has a high protein content which possesses the greatest
buffering capacity. The buffering action of food usually
produces a temporary increase in gastric pH [Wilson et al.
1984]. Furthermore, the presence of food may influence the
absorption of several drugs and can either enbance, delay
or reduce their uptake thereby changing their blozwauial:lh~
ties [Toothaker and Welling 1980].

' Omeprazole is a proton-pump inhibitor and poten
blocker of basal gastric acid secretion, thus increasing the
gastric pH. This drug therefore represents a therapeutic
option for the treatment of certain peptic acid disorders
{Lampkin et al. {990].

Since KDIC can be clinically co-administered with
the proton-pump inhibitor omeprazole and/or with food

intake, pharmacokinetic interactions which could affect the

bieavailability of diclofenac may oceur,

In this study, we have compared the pharmacokinetics |

of a KDIC suspension in healthy male volanieers in the
fasting state (placebo phase, PLA), after gastric acid secre-
tion blockade (attained by subacute pretreaiment of the
volunteers with omeprazole, OME phase) and after food
intake (FOOD phase).

Subjects, material and methods
Clinical protwcol

_ Thirteen healthy male volunteers aged berween 21

and 47 years {mean £ SEM: 29.4 £ 6.3 yr} and weighing
53 t0 95 kg (mean & SEM: 77.5 £ 10,1 kg) were selected
for the study. The volunteers were free from significant
cardiac, hepatie, renal, pulmonary, gastrointestinal, neuro-
logical and hematological diseases as determined within 4
weeks before the start of the sudy, by medical history,
physical examination ard laboratory screenings: for fasting
biood glucose, urea, creatinine, AST, ALT, total bilirubin,
total protein, serum albumin, alkaline phosphatase, so-
dium, potassium, chioride, uric acid, urinalysis, hemoglo-
bin, hematocrit, total and differential white blood cell
counts. All the volunteers gave their written informed
consent to participate in the study, and the clinical protocol
was approved by the Ethics Committee of the university
hospital.

The study had a 3-stage design with a 14-day washout
period between treatments. During each stage, the volun-
teers were hospitalized at §39:00 p.m. having already had a
regular evening meal. After an overnight fast they received
105 mg of KDIC as a suspension (Flogan).

Gastric acid secretion blockade was achieved by ad-
ministering omeprazole (Losec, 20 mg/day, p.o, as a single
dose, for 5 days prior to hospitalization). Placebo was
administered in the same manner as described for omepra-
zole. The efficacy of the freatment was assessed by meas-
uring the pH of the gastric juice (collected via an intragas-

ric cannula) before the first administration of either pla-

-cebo or Loses and then before KDIC administration. This

part of the study (administration of placebo and Losec) was
carried out in a double-blind manner,

The influence of food intake on the pharmacokinetics
of KDIC was assessed by comparing the pharmacokinetic
profile after a standard breakfast with the placebo profile.
The standard breakfast was composed of one sandwich

‘consisting of 2 slices of bread (—40 g} and 2 slices of cheese

{~30g), 1 cup of whole milk (~230mi), and 2 pieces of
papaya {~250g).

Blood samples were collected at 0.5, 1, 1.5, 2, 3,4, 5,
6, 8, 10, 12, 18 and 24 howrs afrer KDIC administration,
and the serum diclofeaac concentrations werz determined
by reversed-phase HPLC with vliraviolet detection as pre-
viously described [Mendes et al. 1994].

Pharmacokinetic and statistical analysis

The maximum chserved seram concentration {(Cmax)
and the time required for this to be reached {tmax) were
obtained from the drug concentration vs time curves. The
terminal elimination rate constant (K¢} was estimated by
the least square regression of the points describing a termi-
nal log-linear decay phase. The half-life values (ti/) ware
derived from Ke where 112 = In 2/Ke. The areas under the
diclofensc concentration vs time curves from 0 to 24 b
(ATICro-247) were calculated asing the trapezoidal method,
and from O to infinity (AUC0-)) were calcuiated using the
trapezoidal method up to the time ar which the serum
diclofenac concentration was above the detection limit of
the method (10 ng/mi}, and posterior addition of the value
Cike (C: iast detectable diclofenac conceniration). An
estimate of diclofenac clearance was made using the
method of Schall et al, {1994], and consisted of the calcu-
lation of the ratio AUCi0pt1n.

The obtained pharmacokinetic parameters were ex-
pressed as geomefric means with their respective 0%
confidence intervals, except for tmax for which the arith-
metic mean was determined, Individual ratios wese statis-
tically analyred using both parametric {one-way ANOVA
for In-transformed data) and non-parametric methods
[Hauschke et al, 1999], with the exception of tmax, where
tdividual non-transformed differences were analyzed.

The assessment of bioequivalence as defined by Ste-
inijans et al. [1991] was also used o determine whether a
pharmacokinetic interaction had taken place, The bio-
equivalence range for the individual ratios of the In-trans-
formed variables was defined as §.8 ~ 1.25.

Pharmaceuticals

The commercial KDIC suspension Flogan {7 ml
equivalent to 105 mg XDIC) Is marketed by Merck S.A.
Ind. Quim., RJ, Brazil, and omeprazole (Losec, 20 mg
tablet) by Merrel Lepetit Farm. Ind. Ltda., SP, Brazil.
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Fig. 1 Serum diclofense concentration (mean 4 SEM) vermus time
curves obtained in 13 healthy maie volunteers following a single admini-
stration of 33 mg KDIC {7 mi of Flogan suspension} after placebo (PLA),
gastric acid secretion biockade (OME) and food intake (FOOD)

Results

Piclofenac and omeprazole were well-tolerated at the
administered doses and no adverse effects were reported.
After omeprazole treatmment, the gastric juice pH was sig-
nificantly increased from 1.67 (.11 {PLA phase) t0 .90
+0.13 (p « 0.0L, n = 13; Student’s paired {-test),

Figure 1 shows the mean serum diclofenac concentra~
fion ve tims curves for the PLA, OME and FOOD phases.
The major mean pharmacokinetic parameters derived from
the serum diclofenac conceatration vs time curves are
presented in Table 1.

Parametric and non-parametric analysis of individual
AUCH0-], Crnax percentual ratios and tmax differences be-
rwien OME and PLA phases did not show any statisticatly
significant differences, as shown by their inclusion in the
80 — 125% interval {Table 2} However, the diclofenac
clearance index AUC0.)/t1/2, a8 well as Ke and t12 were
altered by the subsacute treatment with omeprazole (Table
2a).

FOOD weatment altered the diclofenac pharmacoki-
netics, as shown by the non-inclusion of the individual
AUC020); Crnats AUC[0-0)/1172, Ke and tys percentual ra-
tios from the B0 — 125% interval, and the individual tmax
differences (Table 2b).

Discussion

Omeprazole, like diclofenac, is biotransformed in the
organism [Stierlin et al. 1979, Gugler and Jensen 1885].
Apart from its inhibitory activity on proton-pamp and
gastric acid secretion [Lampkia et al. 1990, Scheiman et al.

Table! Mean KDIC pharmacokinetic parameters abtained in 13 healthy
make voluntesrs after the ingestion of 105 mg KRIC (7 ml of Flogan
suspension) under different conditions. PLA, placeba: OME, omeprazole;
FOOD, foad intake; (T, confidence interval

Farameter PLA OME FOOD
AUCi0.24; (ng A mI™)

(Geom. mean 3452 3,564 3,114
0% C1 29874005 3.186.-3,9% 26173706
AUCH.00y {ng h mi™

Geom. mean 3,502 3644 3lig
30% (I 3007~ 4078 3246-4,092 26173707
AlCa.tin o :

Geom, mean 1,BS7 1,643 200
90% C1 1,378-2282  1331-2020 15282678
Comax {ng/mmt)

Geom. mean 1,330 1,276 1,052
0% 1 1,084 1631 1,136- 1,435 827-1,338
Ke (07%)

Geom. mean 0.37 032 0,45
G% 1 0.29 - 347 (.26 ~0.39 D47 0,55
12 ()

Geom, mean 1.95 221 1.54
0% 1 .53 -247 180-2.71 1.26 - .88
Ymax {1}

Median - 0.3 a5 30
Range 0540 03510 05~50

1994], omeprazole may also alter drug pharmacokinetics
since it inhibits hepatic microsomal enzyme activity {Ro-
gerson et al. 19771, Omeprazole prevents the metabolism
of diazepam and phenytoin by inhibiting this enzyme sys-
tem [Gugler and Jensen 1983] and this effect could sccount
for the decrease observed in diclofenac clearance, and the
consequent increase in t1/7 (Table Za).

Another mechanism by which omeprazole affects
drug pharmacokinetics is by altering drug absorption. For
instance, omeprazole increases the shsorption of bismuth
from tripotassium dicitrate bismuthate [Treiber et al
1994}, Diclofenac is a weak acid (pKa = 4.0} and very
liposolubie {partiton coefficient n-octanol/buffer, pH 7.4
= 13.4), and could be well absorbed in the Jow pH of the
stomach. Although omeprazole significantly increased the
gastric pH (from 1.67 to 6.90), it did not affect the di-

- clofenac AUC[wsl, Crmax 804 timax, indicating that gastric

pH does not alter diclofenac absorption.

The administration of the XDIC suspeasion in the
presence of food delayed the rats of diclofenac absorption
{as shown by the greater timax values). Thus, KDIC should
not be administered with food when rapid analgesia is
desired. Food administration also reduced the absorption
of diclofenac {as shown by the lower Cmax and AUCp)
values) ant changed the absorption pattern, However, be-
cause of the wide therapeultic range for diclofenac, the latter
finding probably has little or no clinical relevance. Al-
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Table 2q  Satistical analysis of the intergroup AUCwj, AUCt12,
Conaze Ko and i individual ratios and tmee individual differences for
KDIC, PLA, placebo; OME, omeprazote; FOOD, food intake, C1, confi-
dence fnterval. {*) According to Hauschke 2t al. [19901, £**) Arithmetic
mIBAR

OMEPLA Parsmetic Non-Parametric*
Geom. mean 90% (1 Point 0% Ct
estimate

AUCp.
% Ratio 1541 AWS5-1197 033 R04.1227
AU
% Rato 265 68.4 - 1007 859 A7T8-1002
Craax
% Hatio 56.0 8021150 968 7811158
K
% Ratio 854 57.0 - 1074 866 AH712-1121
LTS
FRatino 1135 ToB~ 1613 305 78316448
lmae .
Difference (?1) ~Gaz¥ 093 -~ 0.08 .25 .5 ~0.0
Fable 2b i
FOQOD/PLA Parametric MNaon-Parametric*

- Ceom. mean  509% O Point 50% 1

estimste

AU ) : :
% Ratio 88.9 73.6~104.6 885  T49-1067
AUCu-tin :
% Rako 106.6 76.3.- 1490 678 7691433
Cnax
% Ratio T9.1 5671104 804 5431110
Ke T '
% Rario 1200 882-163.6 1201 §72-1463.1
tin
% Ratin 73.3 572~ 1086 354 5611005
L
Difference (k) 1.8 6B3-2.8 1.8 0R-25

though food in the stomach elevates gastric pH, other
factors such as the viscosity of the stomach contents, gastric
emptying rate and the volume of gastric secretions {Wilson
et al. 198%9] may also explain this observation.

The diclofenac clearance was decreased 13.4% by
omeprazole and increased 6.6% by food intake. These
changes were statistically significant since the 90% CI for
individual AUCi0ws)/ti2 percentual ratics were not in-
cluded in the 80 — 125% range (Steinijans et al. 19%1),
Since an important overlap with the equivalence range was
detected, these changes may reflect intersubject variation
rather than true pharmacokinetic interaction. In any case,
we feel they are too discrete to be of potential clinical
significance.

l
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