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O presente estudo tem por objetivo avaliar a biodisponibilidade relativa,
baseado nos respectivos perfis farmacocinéticos apresentados apés
administracao oral, do farmaco anlodipino, na forma de comprimido de 10 mg, em
duas formulagbes comparativas: medicamento de referéncia (Norvasc®) da
industria Pfizer Ltda e medicamento teste Besilato de Anlodipino da indistria
Arrow Farmacéutica S.A.

O estudo realizado foi aberto, randomizado, cruzado, sendo 2 tratamentos,
2 periodos nos quais os voluntarios receberam, em cada periodo, a formulagéo
teste ou a formulagéo referéncia. Houve a participacéo de 26 voluntarios sadios de
ambos 0s sexos, com idades entre 18 e 50 anos, previamente selecionados.
Foram coletadas amostras de sangue no inicio do estudo e apés administracio
dos medicamentos (teste e referéncia) em tempos pré-determinados. Ao término
de cada tempo de coleta, as amostras de sangue foram centrifugadas (10 minutos,
2.000 x g}, transferidas para tubos criogénicos, levados ao congelador e mantidos
congeladas até o término do estudo para posterior analise.

As amostras foram analisadas por métodos analiticos de cromatografia
liquida de alta eficiéncia, acoplada a um sistema de espectrometria de massas
(LC-MS-MS).

Foram calculadas para cada formulacio, na ordem, a concentragido maxima
atingida Crax, @ area sob a curva a partir da hora da administragcdo do
medicamento até a Gltima amostra coletada ASC., € a drea sob a curva, a partir
da administragao do medicamento e extrapolada ao infinito ASCiging-

A razdo entre as médias geométricas do Cuax ASCwpy, ASCpip da
formulacéo de anlodipino comprimido 10 mg foram respectivamente de 100.55%,
103.86%, 103.61% da formulagio Norvasc® comprimido 10 mg. Os intervalos de
confianca de 90% foram, respectivamente, de 95.98 a 105.33%, 99.56 a 108.35%,
98.87 a 108.57%.
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Considerando que os intervalos de confianca de 90% para a razbes entre
as medias geométricas de Cunax, ASCpy, ASCing, relativos a formulagao de
Anlodipino comprimido 10 mg estao dentro dos intervaios de 80 a 125% da média
geomeétrica da formulagao referéncia estabelecidos pela RDC 135 (maio de
2003/ANVISA), conciui-se que a formulacido de Besilato de Anlodipino comprimido
10 mg (Arrow Farmacéutica S.A) é bioequivalente a formulacdo Norvasc®

comprimido 10 mg (Pfizer Ltda) quanto a taxa de absorgao.



Abstract
The present study has for objective to evaluate the established relative
bioavailability in the respective pharmacokinetics profiles presented after oral
administration, of the anlodipine tablet 10 mg in two comparative formulations:
reference medicine (Norvasc®) of the Pfizer industry and medicine it has tested
Besilate Amlodipine of the industry Pharmaceutical Arrow.

The accomplished study was open, randomized, crossing, being two
treatments, two periods in which the volunteers had received, in each period, the
formulation tested or the formularization reference. There was the 26 healthy
volunteers of both the sexes participation, with age between 18 and 50 years
selected previously. Samples of blood were colleted in the beginning of the study
and after administration of medicines (test and reference) in pre-certain times. At
the end of each time of collection, the samples of blood were centrifuged (10
minutes, 2000 x g), transferred to cryogenic tubes and taken to the freezer and

maintained frozen until the end of the study for subsequent analysis.

The samples were analyzed by analytical methods of liquid chromatography
of high coupled efficiency the a system of spectrometry of masses (LC-MS-MS).

They were calculated for each formulation, in the order, the reached
maximum concentration Cnax, the area under the curve starting from the hour of
the administration of the medicine to the last coliected sample ASC @y, and the
area under the curve starting from the administration of the medicine and
extrapolated to the infinite ASCgin.

The reason among the geometric averages of the Cpax, ASC gy, ASCioing Of
the formularization of tablet anlodipine 10 mg there were respectively of 100.55%,
103.86% 103.61% of the Norvasc® formularization; tablet 10 mg. The intervals of
trust of 90% were respectively of 95.98%-105.33%; 99.56%-108.35%; 98.87-
108.57%.




Considering that the intervals of trusts of 90% for the reasons among the
geometric averages of Cpayx, ASC oy, ASCiny relative to the formulation of
tablet anlodipine 10 mg are inside of the intervals from 80 to 125% of the geomedric
average of the reference formulation established by RDC 135 (May of
2003/ANVISA), it is ended that the formularization of tablet Besilate Anlodipine 10
mg (Pharmaceutical Arrow) is bioequivalence to the Norvasc® formulation; tablet
10 mg (Pfizer L tda)as for the absormption tax.

xiv
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2.1- Caracteristicas fisiolégicas da contragido muscular cardiaca

Os tubulos transversos (Tubulos T) sdo extensdes internas da nﬁembrana
celular que atravessam toda a espessura da fibra muscular (GUYTON, 1982).
Esses tUbulos sdo os responsdveis pela propagacdo dos potenciais de agdo,
disseminando, assim, as correntes elétricas para todas as miofibrilas existentes.
Esses potenciais de acdo estimulam o reticulo sarcoplasmatico a liberar os ions
de célcio, induzindo a contracio. Para potencializar o efeito da contragdo do
misculo cardiaco também s3do liberadas quantidades de calcio extra existentes
nos tubulos.

Os ijons calcio sdo liberados por meio de aberturas de canais que
permanecem poucos milissegundos acionados e, ac serem liberados, difundem-se
até as miofibrilas adjacentes e catalisam reagbes que promovem o deslizamento
dos filamentos de actina e miosina, que também atuam na contragao muscular
cardiaca. Com isso, a contracio muscular permanecera enquanto estiver elevada
a taxa de calcio no liquido sarcoplasmatico. Por outro lado, a bomba de calcio
existente nas paredes do reticulo sarcoplasmdtico bombeia os ions calcio
presentes no liquido sarcoplasmatico para o interior dos tlibulos e do reticulo,
ocasionando o estado de repouso; onde o complexo troponina-tropomiosina
mantém os filamentos de actina inertes, relaxando o muasculo até que ocorra novo

impulso de ac¢ao.
2.2- Caracteristicas fisiologicas da contragdo muscular lisa

O reticulo sarcoplasmatico presente nas células muscuiares lisa € menos
desenvolvido em comparacao as células musculares esqueléticas. Apresenia-se
com diversos tubulos sarcoplasmaticos, com pequenas invaginagcbes da
membrana, denominadas cavéolos, as quais entram em contato com esses
tobulos. Os cavéolos representam uma analogia rudimentar dos tibulos T das
céluias do musculo esquelético (GUYTON, 1992).
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A fonte de ions calcio ndo provém totalmente do reticulo sarcoplasmatico, o
qual é rudimentar no musculo liso. Na maioria dos tipos de misculo liso, grande
parte dos ions calcio responsdveis pela contrag@o muscular migram para o interior
da célula muscular, provinientes do liquido extracelular, durante o potencial de
acao.

No musculo liso, a contragdo ocorre por meio da combinacgéo de ions calcio
com a calmodulina, ocasionando a ativagdo da miosina quinase e fosfeorilagdo da
cabeca da miosina. Dessa forma a contracdo muscular permanecera ativa até que
a concentragdo de calcio diminua seu nivel critico & também a enzima miosina
fosfatase exerca seu papel de remogao do fostato da cadeia regulatoria. Assim, o
ciclo € interrompido e cessa a contracao. Portanio, o tempo para o relaxamento da
contracdo muscular lisa €, em grande parte, determinado pela quantidade de
miosina fosfatase ativa na célula.

2.3~ Anlodipino — caracteristicas e descri¢ao

O Anlodipino {CogH2sCIN2Os CsHes03S) é um blogueador seletivo do canal
lento de calcio utilizado no tratamento da angina do peito, hipertensdo arterial e
insuficiéncia cardiaca congestiva, age por meio da inibicdo do fluxo de calcio

extracelular para o meio intracelular dos miusculos cardiaco e liso.
E um composto que apresenta-se fisicamente como um po branco, pouco

soltvel em agua e alcool isopropilico, soltivel em alcool metilico. Seu peso
molecular é 567,1.
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2.3.1- Estrutura quimica:

Pertence ao grupo dos diidropiridinicos. Essa denominagéc deve-se &
presenca na sua estrutura de um anel diidropiridinico substituido ligado a um anel
fenila com um ou dois atomos ou grupos. Esses compostos séo diésteres do acido
3,5 ~piridinodicarboxilico. S0 comercializados no Brasil como antianginosos e
anti-hipertensivos os seguintes farmacos: anlodipino, felodipino, isradipino,
nifedipino e nisoldipino. (KOROLKOVAS,2000/2001).

Outros farmacos bloqueadores dos canais de calcio que pertencem a

grupos diversos s&o diltiazem, fendilina e verapamil.

Grupo dos diidopiridinicos

Figura 1: estrutura grupo dos diidropiridinicos

Legenda:
1- E necesséaria sua presenca
2- Podem ser grupos volumosos
3- A funcao éster & Stima como antagonista: -COOR > COMe > CN > H; e NO; como ativador
4- Centro estersogénico (estereosseletividade)
5- a) Angulo de torgao determinado do anel aromatico.

b) Substituintes t 0= mz p

doadores de eietrons < acepiores de eletrons

8- Pode apresentar grupos volumosos
7- Otimo corn grupos alquilicos pequenos

18

|



O farmaco em estudo contém duas cadeias laterais longas no anel
diidropiridinico, sendo uma delas, a 2-aminoetoximetila, situada na proximidade do
nitrogénio do anel diidropirindinico (KOROLKOVAS, 2000/2001).

Amlodipina

i
C\g /CHZ CH3

CH gD‘CHzCH; NH2

Figura 2: Estrutura da Amiodipina

2.4- Farmacologia

O calcio age como ativador da contragdo muscular e da atividade especifica
das células dos nos sinusal e atrio-ventricular. No coracdo, o calcio se associa a
troponina e desfaz a inibicio do complexo troponina-tropomiosina sobre os
flamentos de actina, que representa o inicic da contragdo muscuiar. Nos
musculos lisos, esse efeito se observa quando o calcio se liga a calmodulina e
também ao nd sinusal e ao atrioventricular; a despolarizagdo ocorre por meio da
corrente lenta de calcio. Assim, os antagonistas de calcio atuam nos locais de
depésito de caicio, localizados na membrana de células miocardicas & de células
de musculo liso, impedindo, por competicio, seu transporte para o interior destas
células, ocasionado redugao da contratibilidade, dilatagdo das artérias periféricas
e coronarias e efeito antiarritmico.

O Anlodipinc como anti-hipertensivo atua no relaxamento direto da

musculatura vascular lisa, reduzindo a resisténcia vascuiar periférica total, e
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assim, ocasionando a vasodilatacdo. Atua também, na depressdo do noé sinoatrial

e atrioventricular.

Na angina do peito, seu mecanismo de agdo ndo esta totaimente definido,
mas sua agao baseia-se na redugdo do grau de isquemia, dilatando, assim,
arteriolas periféricas e, como consequéncia disto, reduz a resisténcia periférica
total contra o trabalho cardiaco. Por meio deste efeito, a freqgiiéncia cardiaca se
normaliza e permanece estdvel, reduzindo a carga de tensdo da parede do
coracéo e consumo de energia miocardica e também o consumo de oxigénio.

O mecanismo de acdo também envolve a dilatagdo de arteriolas coronarias
periféricas e coronarias principais em regides normais e isquémicas, aumentando
a quantidade de oxigénio no miocardio e methorando o fluxo sangiiineo. Esta acao
também se assemelha na insuficiéncia cardiaca congestiva, ou seja,

vasodilatacao, aumentando aporte de oxigénio e normalizacéo do débito.

2.5- Farmacologia Clinica

Os antagonistas de calcio, diidropiridinicos, tém sido muito utilizados no
tratamento da insuficiéncia cardiaca congestiva do tipo sistélica e outras doengas
cardiovasculares. Seu elevado uso nessas enfermidades deve-se a sua agdo
vasodilatadora e por representarem a classe de farmacos com menor acio
depressora da contratibilidade miocardica e também devido a sua eficacia e os

poucos efeitos colaterais demonstrados.

2.5.1- Insuficiéncia cardiaca congestiva

A insuficiéncia cardiaca congestiva caracteriza-se como uma sindrome, em
que o coragao debilitado se mostra incapaz de bombear o sangue para atender as
necessidades dos 6rgdos e tecidos periféricos (SILVA, 1988). Com isso, ©
miocardio doente nao tolera variagbes de resisténcia periférica brusca como um

coracdo normal aceita, e ocasiona diminuigdo do débito cardiaco, aumentando o
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volume sangiliineo nas camaras e elevando a pressdo pericardica e, como
resultado, dilatacdo do coragao.

Os sintomas da insuficiéncia cardiaca congestiva baseiam-se em dispnéia
progressiva, tosse e congestao pulmonar, quando o comprometimento da leséo
ocorre devido a faléncia ventricular esquerda. Na faléncia veniricular direita,
observa-se o edema em membros inferiores, éxtase de jugulares e congestao

hepatica. Ocorrem, também, em ambos os acometimentos a sensacao de fadiga.

2.5.2- Hipertensao arterial

Em pacientes com hipertensdc arterial, a dose Unica diaria (5,0 mg) de
Anlodipino proporciona diminuicdo da pressdo sangilinea durante 24 horas.
Dependendo do individuo, a dose podera ser aumentada para 10 mg.

Seu efeito de acao é lento, e por isso, a hipotensdo aguda nao constitui um
efeito significativo com sua administracdo.

2.5.3- Angina pectoris

A angina pecforis caracteriza-se pela dor toracica intensa, ocasionada
quando o fluxo sangilineo coronariano é insuficiente para fornecer a quantidade
de oxigénio aoc coragdo e, como conseqiléncia, aumenta a freqiiéncia cardiaca e a
pressdo arterial. A dor € caracterizada devido ao acumulo de metabdlitos no
musculo estriado. (KATZUNG,1995)

A angina ocorre quando ha obstrucio ateramatosa dos vasos coronarios,
designada de angina classica ou aterosclerdtica. E caracterizada pelo aumento da
demanda de oxigénio pelo coragao, durante um esforco fisico ou emogao, gerando
assim, isquemia no local afetado e, por sua vez, a dor, em alguns pacientes, pode
originar uma isquemia silenciosa.

21



Pode ocorrer fambém a chamada angina varianfe ou vasoespastica, ou
angina de Prinzmetal, caracterizada devido ao vasoepasmos coronarianos

reversiveis e isquemia nestes locais.

Em pacientes com espasmo coronaﬁano arterial (angina variante), o efeito
do farmaco Anlodipino é a dilatagdo das arieriolas coronarias periféricas e
principal, com isso, aumenta a disponibilidade de oxigénio no coragéo e ameniza a
vasoconstricdo, reduzindo o trabalho cardiaco. Na angina classica, o objetivo
clinico é aumentar o aporte e diminuir a demanda de oxigénio pelo cora¢ao, com o
uso de vasodilatores, como ¢ anlodipino, porém, quando ha placas ateramatosas
fixas que impedem essa terapia com essa classe de medicamentos, € necessario
método invasivo designado angioplastia (KATZUNG,1995).

A dose tnica diaria (10mg) diminui a intensidade e freqiiéncia das crises
anginosas. E usado na profilaxia desta enfermidade, sendo outros farmacos, como

nitroglicerina, utilizados como terapia aguda.

2.6- Farmacocinética

O Anlodipino é bem absorvido apds administragdo terapéutica via oral e
apresenta picos maximos de niveis plasmaticos entre 6-12 horas apos a dosagem.
Une-se a aproximadamente 97,5% as proteinas plasmaticas (SWEETMAN, 2002).
Sua biodisponibilidade é 60-65%; sua absorgdo nao € afetada pela ingestao de
alimentos.

E metabolizado amplamente no figado em metabdlitos inativos com 10% da
droga inalterada, sendo 60% excretado pela urina, e o restante, nas fezes. A meia-
vida de eliminagdo terminal plasmatica € de 35-50 horas em uma dose Unica
diaria. Os indices no estado de equilibrio plasmatico ocorrem apds 7-8 dias, em

doses consecutivas.

Pacientes jovens e idosos apresentam o mesmo tempo para alcangar o pico

de concentracao plasmaética. Em idosos, a depuragéo tende a estar diminuida,
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com isso, aumenta a eliminagfo plasmatica do famrmaco e também a area sob a
curva (AUC), necessitando, neste caso, de um reajuste na dosagem.

2.7- Forma farmaceéutica

O Anlodipino é comercializado na forma de comprimidos de 5 mg e 10 mg
como Besilato de Anlodipino, sendo que cada 6,9 mg de Besilato de Anlodipino
equivale aproximadamente a 5,0 mg de Anlodipino (SWEETMAN, 2002).

O medicamento deve ser armazenado em temperatura ambiente, entre 15°
e 30° C, protegido da luz e umidade. Os comprimidos sdo acondicionados em
blister, contendo 20 ou 30 unidades, e seu prazo de validade ¢ de 24 meses, a
partir da data de fabricagao.

2.8- Indicagao terapéutica

E indicado como droga de primeira linha no tratamento da hipertensao
arterial como tnico agente no controle da presséo sangilinea ou em pacientes que
necessitem de outras drogas combinadas com o Anlodipino, como diuréticos
tiazidicos, alfablogqueadores, agentes betabloqueadores adrenérgicos ou inibidores
da enzima conversora da angiotensina.

Também esta indicado na isquemia miocardica, tanto na obstrugdo fixa

(angina estavel), como no vasoespasmo {angina de Prinzmetal ou angina variante)

da vasculatura coronariana.

2.9- Contra-indicacoes

E contra-indicado a pacientes que possuem hipersensibilidade as
diidropiridinas (farmaco Anlodipino).
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O uso durante a gravidez e a lactacdo ndo esta estabelecido, porém, é
recomendado apenas quando nao ha outra fonte alternativa mais segura e quando
a doenca sozinha acarreta riscos para a mée e para o feto. Seu uso deve ser
proibido em casos de insuficiéncia hepatica, renal ou cardiaca grave, & em

pacientes com bloqueio atrioventricular muito grave.

2.10- Interagdes Medicamentosas

O Anlodipino n@o apresenta alteracées no seu efeito terapéutico, quando
administrado  juntamente com  diuréticos tiazidicos, alfablogueadores,
betabloqueadores, inibidores da enzima conversora da angiotensina, nitratos de
longa acao, nitroglicerina sublingual, antiinflamatérios nao esterdides, antibioticos

e hipoglicemiantes orais.

Farmacos como Cimetidina, Aluminio {Magnésio), Sildenafil, Atorvastatina,
Digoxina em co-administracdo com Amiodipinoc ndo alteram os seus parametros
farmacocineticos.

Em co-administracao com Warfarina, o Amilodipino nao demonstra
nenhuma alteraczo no tempo de protrombina da Warfarina.

Com etanol e Ciclosporina, separadamente, n3c demosirou efeito

significante na farmacocinética destes farmacos.

2.11- Reagbes adversas

O farmaco em estudo € bem tolerado, mas podem ocorrer reagbes
adversas, como cefaléia, rubor, eritema, prurido, hiperpigmentacao das pernas e
pés, fadiga, edema, tontura, nausea, desconforto abdominal, anorexia, diarréia,

constipacao, palpitagbes e sonoléncia.



Nenhum caso de superdosagem foi relatado, uma vez que a absorcéo do
anlodipino é lenta, em alguns casos, a lavagem gastrica pode ser necessaria. O
gquadro clinico em uma superdosagem inclui hipotensdo, bradiarritmias e

insuficiéncia cardiaca congestiva.

O tratamento em superdosagem constitui-se de uso temporaric de marca-
passc para manutengdo da freqiéncia cardiaca, efou débito cardiaco, atropina
para bradicarritmia e expansores de volume e de vasopressores no caso de
hipotensao. A dialise ndo € favoravel ao paciente, pois 0 anlodipino € altamente
ligado as proteinas plasmaticas






3.1- Globalizagac Mundial dos genéricos

A comercializacdo mundial dos medicamentos genéricos teve origem na
década de 1960, destacando-se os Estados Unidos como o principal contribuinte
para a fabricagdc destes medicamentos, foi 0 primeiro pais a adotar uma politica
de medicamentos racional, com ¢ objetivo de inovar a industria farmacéutica com
novas tecnologias visando um mercado competitivo, com produtos de qualidade e
menor custo a populagao.

O mercado norte-americano de medicamentos genéricos se expandiu
consideravelmente, e atualmente, em tomo de 70% das prescricoes meédicas, os
medicamentos sdo indicados por seus termos genéricos. Também, esses
medicamentos sdo prioridades para as industrias farmacéuticas, e sao,
geralmente, comercializados trés meses ap6s o término da patente.

Em paises como Franga, Espanha e Italia, os medicamentos em geral
possuem um custo acessivel e também ha o acesso gratuitc nos postos de
distribuicdo. Com isso, os genéricos ndo obtiveram tanto éxito como em outros
paises.

Na Alemanha, Inglaterra, Holanda e Estados Unidos, a economia industrial
farmacéutica se desenvolveu e revolucionou o mercado em varias classes desses
medicamentos, destacando-se os Estados Unidos, onde 30% dos valores
movimentados representam terapias com medicamentos genéricos. Os médicos
americanos possuem uma lista de orientacdo dos medicamentos de referéncia e o
respectivo genérico correspondente, e também ha limites monetarios para gastos
com tratamento de cada tipo de enfermidade. No Canada, os valores dos gastos

com satide representam 13%.
No Brasil, os medicamentos genéricos tiveram origem em 1999, com a Lei

9787/99, e hoje, para uma grande parte dos medicamentos de uso continuo esta

sendo comercializado o genérico correspondente.
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A divulgacio, aceitagao dos consumidores e comercializagio dos genéricos
deve-se a profissionais de satide, como médicos, odontdiogos e farmacéuticos,
que sao, respectivamente, os principais agentes de prescricdo, dispensagdo e
conscientizacdo do consumidor, mediante uma terapia de qualidade, eficacia,
seguranca comprovada pelos estudos de bicequivaléncia e menores custos,
possibilitando melhorias nos tratamentos terapéuticos e intercambialidade entre o
medicamento de referéncia e 0 genérico.

3.2- Genéricos no Brasil

No Brasil, os medicamentos similares surgiram em meados de 1971,
quando o pais decidiu ndo reconhecer as patentes dos medicamentos. Com isso,
o mercado externo para réplicas destes medicamentos patenteados se mostrou
disposto a investir em laboratorios nacionais. Isso se prosseguiu até o ano de
1976, quando se instaurou a Lei 6380/76, que estabeleceu o controle dos
medicamentos similares pela Vigilancia Sanitaria. A partir desse ano, as indastrias
farmacéuticas obtiveram autorizagdo de registro e, posteriormente, o livre
comércio para os medicamentos similares baseado no medicamento de referéncia
ou inovador.

Para os medicamentos similares ndo eram exigidos os testes de
equivaléncia ac medicamento de referéncia. Na época, eram comercializados dois
tipos de medicamentos similares: similares com nome fanfasia e similares
designados pelo nome genérico. A partir de outubro de 2001, apenas vigorou a
denominacéo pelo nome faniasia ou marca regisirada. Além do nome fantasia ou
nome comercial, também foi obrigatério em 1983 a Denominagdo Comum

Brasileira (DCB) da substancia ativa nas embalagens destes medicamentos.
A OMS, Organizacio Mundial de Saude (1990), no glossaric de Termos

Especializados para Avaliagdo de Medicamentos, estabeleceu a autorizacao do

medicamento generico somente apds a confirmacac de eficacia, seguranga e
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qualidade devidamente registradas em comparagdo ao medicamento de

referéncia.

Com a Lei das Patentes, em 1996, os medicamentos patenteados estavam
protegidos por um periodo estimado de 20 anos, tempo pelo qual ndo poderiam
ser coplados e comercializados, garantindo, assim, a indastria inovadora, o retorno

dos investimentos gastos em pesquisa, desenvolvimento e marketing do produto.

Em 1999, como prioridade & Politica Racional de Medicamentos, o
presidente da Republica Femando Henrique Cardoso sancionou a Lei 9787/99,
que aitera a Lei 6360/76, estabelece 0 medicamento genérico e fornece outras
providéncias.

Com a Resolucdo de 391/99, da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria,
surge ¢ Regulamento Técnico para os Medicamentos Genéricos. Este
regulamento rege as provas de biodisponibilidade, bioequivaléncia e afericao de
equivaléncia terapéutica, o registro, a intercambialidade, a estabilidade e a
dispensacgéo dos medicamentos genéricos no pais.

Com o incentivo do governo ao desenvolvimento e comercializagdo dos
medicamentos geneéricos, promogaoc de campanhas de conscientizagcdo a
populacdo e sobre os efeitos ierapéuficos semelhantes em relacdo a um
medicamento inovador, o pais possui, atuaimente, uma ampia variedade de
classes de medicamentos genericos para as mais diversas enfermidades agudas
€ cronicas.

3.3- Lei 9787/98 - “Estabelece o medicamento genérico”

Definicoes estabelecidas nesta iei vigente:

Medicamento Similar — aquele que contém o mesmo ou os mesmos principios

ativos, apresenta a mesma concentracdo, forma farmacéutica, via de
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administracdo, posologia e indicacio terapéutica, preventiva ou diagnostica, do
medicamento de referéncia registrado no orgéo federal responsavel pela vigilancia
sanitaria, podendo diferir somente em caracteristicas relativas ao tamanho e forma
do produto, prazo de validade, embalagem, rotulagem, excipientes e veiculos,

devendo sempre ser identificados por nome comercial ou marca.

Medicamento Genérico — medicamento similar 2 um produto de referéncia ou
inovador, que se pretende ser com ele intercambiavel, geraimente produzido apos
a expiracdo ou renincia da protecdo patentaria ou de outros direitos de
exclusividade, comprovada a sua eficacia, seguranca e qualidade, e designado
pela denominagio comum brasileira (DCB), ou na sua auséncia pela denominagao
comum internacional (DCI).

Medicamento de Referéncia — produto inovador registrado no érgéo federal

responsavel pela vigilancia sanitaria e comercializado no pais, cuja eficacia,
seguranga e qualidade foram comprovadas cientificamente junto ac orgéo federal
competente, por ocasido do registro.

Bioequivaléncia — consiste na demonstragio de equivaléncia farmacéutica entre
os produtos apresentados sob a mesma forma farmacéutica, contendo idéntica
composicio qualitativa e quantitativa de principio(s) ativo(s), e que tenham
comparave! biodisponibilidade, quando estudados sob um mesmo desenho

experimental.

Biodisponiblidde ~ indica a velocidade e a extenséo de absorgéo de um principio
ativo em uma forma de dosagem, a partir de sua curva concentragao/tempo na

circulagao sistémica ou sua excrega@o na urina.

3.4- Curva concentragdo x tempo

Apds a administragio oral de uma droga, ocorre um aumento progressivo

de sua concentracdo sangiiinea, ao mesmo tempo em que se inicia a sua
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eliminagao (Zanini & Oga, 1994). Isto pode ser demonstrado coletando-se sangue
de individuos voluntarios em diferentes intervalos de tempo pré-determinados,
apos a administragao oral e preparando-se as amostras de plasma, as quais serao
quantificadas por metodos analiticos. Os resultados obtidos servirdo para tracar a
curva de concentracdo sanglinea da droga em estudo em fungao do tempo.

Essa disponibilidade da droga guantificada no sangue depende de fatores
- como absorcdo, distribuicdo, biotransformagdo e excrecdo. Assim, no inicio, a
curva projeta-se em ascensao, representando a absorg¢ao da droga. Com o tempo,
a curva atinge um pico maximo (Cnax), 0 qual indica a concentragéo mais elevada
da droga dentro do compartimento intravascular no 6rgac-alvo, e apos, ocorre
declinio da curva, representando a diminuigdo do teor da droga, predominando

nesta fase a distribuigéo, biotransformacao e excrecao da droga.

Na curva de nivel sérico, ha trés parametros importantes para o estudo
comparativo de bioequivaléncia de duas formulagbes diferentes que contenham o
mesmo principio ativo: pico de concentragio maxima; tempo em que ocorre o pico
da concentracao sanguinea (Tmax) © area sob a curva de nivel sanguineo (ASC)

A area sob a curva do nivel sangiiineo é caiculada matematicamente pela
area trapezoidal dos valores tracados pela curva, usando-se como unidade a
quantidade/volume x horas. Este calculo € importante para representar a
quantidade do farmaco ativo presente no organismo durante um intervalo de
tempo (Zanini & Oga, 1994).

3.5- Parametros farmacocinéticos

ASCpy: area sob a curva de concentragdo da droga versus tempo do

tempo zero ao tempo da uitima concentracao acima do Limite de Quantificacéo
(LQ), calculada pelo método dos trapézios;



ASC (). drea sob a curva de concentragdo da droga versus tempo do

tempo zero extrapolada ao infinito, calculada pelo método linear-log trapezoidal;

AUC o = AUC gusy + Ct/Ke, em que Ct € a Ultima concentracao
quantificavel;

Ke: constante de eliminacdo de Primeira Ordem, estimada pela inclinagéo
da regressao linear pelo método dos minimos quadrados do tempo x logaritmo da
concentracao;

T1z: meia-vida, tempo em que a concentragdo plasmatica ou a quantidade
do farmaco no organismo diminui em 50%.

3.6 — Influéncia na biodisponibilidade da droga

3.6.1 — Aspectos farmacotécnicos

Atualmente, as industrias farmacéuticas estdo investindo em tecnologia,
pesquisa e equipamentos apropriados para desenvolvimento e producdo de
formulacbes farmacéuticas genéricas com controle da liberagao da substéncia
ativa.

Os laboratérios sao rigidos nos testes realizados e possuem reparticbes
distintas, nas quais ha o desenvolvimento, pesquisa e manipulacdo de testes-
piloto, controle de qualidade, validacido e desenvolvimento analitico de métodos
dos medicamentos que serdo lancados no mercado.

Um produto em teste, apés levantamento bibliografico e pesquisa das
caracteristicas da substancia ativa e excipientes, é formulado experimentalmente
diversas vezes em pequenas quantidades (lote piloto) com variadas quantidades

de matérias-primas estabelecidas, as quais influenciam na biodisponibilidade do

32



principio ativo como diluentes, adsorventes, desintegrantes, agentes de
suspensao, agiutinantes, lubrificantes, estabilizantes e flavorizantes.

Também sao consideradas as propriedades fisico-quimicas, como tamanho
da particula, forma cristalina ou amorfa, sais do farmaco, hidratago, pH, pKa,
solubilidade em oleo/dagua e processo de fabricacdo. Com isso, originam-se
formulagbes pré-determinadas com caracteristicas fisicas mais provaveis em

relacdo ao medicamento de referéncia correspondente a formula em estudo.

Na forma farmacéutica sélida de uso oral, como os comprimidos, com
caracteristicas fisicas como friabilidade, dureza, desintegragéo e dissolugdo, e na
forma farmacéutica suspensdo, caracteristicas como ressuspensabilidade s&o
importantes para definicdo do produto testado e finalizacdo da formulacdo a
posterior realizacao dos testes fisico-quimicos, os quais s0 baseados no teor do
principio ative liberado “in vitro” (dissolugdo) durante um intervalo de tempo e
analisado perfil de dissolugao do farmaco {medicamento teste) em relacdo ao
medicamento de referéncia. Caso este perfil apresente caracteristicas
equivalentes dos valores da curva, é, entdo, definida a formulagio e serdo
produzidos lotes-piloto em escalas maiores, segundo legislacdo da ANVISA, RE
560 de abril de 2002, e realizados testes de estabilidade acelerada e longa
duracdo. Em seqléncia, apds aprovagdo nesses testes, as amostras dos
medicamentos serdo encaminhadas para a realizacdo de estudos de

bioequivaléncia em voluntarios sadios em centros especializados e credenciados.

Ao contrario disso, se a formulacdo ndo demonstrar perfis de dissolugéo
compativeis, sera descartada e novos testes se iniciam desde a etapa da pré-
formulagéo com alteragdes nas quantidades de matérias-primas, levando-se em
conta as caracteristicas dos perfis analiticos apresentados, e tendo-se como

objetivo uma formulagio piloto equivalente ao medicamento inovador.
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3.6.2 ~ Presenca de alimentos e restricdes

Alguns farmacos sofrem influéncia na absorgdo, alterande a
biodisponibilidade, devido & presenca ou até mesmo auséncia dos alimentos no
trato-gastrointestinal.

Alimentos ricos em fibra e pectina podem diminuir a absorgio, por
formarem complexos insollveis; alimentos com residuos de combustiio acida,
como enlatados, queijos, ovos, frutos do mar, frutas citricas, pao, bolo, macarrao,
cereais e maionese podem aumentar a reabsorgao tubular de alguns antibidticos,
devido ao aumento da atividade antimicrobiana e alimentos com residuos de
combustdo alcalina, como leite, cremes, coco, azeitona, diminuem o efeito
terapéutico de algumas classes de medicamentos, como os Antibidticos { Zanini &
Oga, 1994).

Com isso, & imporiante seguir critérics de jejum e restrigbes alimentares
durante a realizacao dos estudos de bioequivaléncia para que ndo ocorram
alteracao e equivoco na obtengdo dos dados quantificados nos niveis plasmaticos.

3.6.3- Outros fatores (Zanini & Oga, 1994)

a) Variabilidade individual - efeitos variados em individuos de uma mesma

espécie, apos uma mesma dosagem terapéutica.

b) Fatores genéticos — variaghes genéticas entre os individuos podem aumentar
ou diminuir os efeitos terapéuticos, devido a diferenga nas quantidades de
enzimas responsaveis pela biotransformacao, mostrando sensibilidade ou até
mesmo insensibilidade a determinados farmacos.

c) Espécie animal e raga — podem ocorrer variagdes na velocidade de
degradacao, alterando a intensidade do efeito ou alteragdes nas respostas
qualitativas em diferentes especies e raga de individuos. Esse fator ocorre
devido as diferencas na biotransformacéo dos medicamentos.
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d)

g)

h)

idade - os recém-nascidos apresenfam capacidade de excrecao renal e
fenbmenos enzimaticos responsaveis pela Dbiotransformacdo pouco
desenvolvidas, e em idosos, alterados, ocasionando uma biodisponibilidade
diferente em relacéo a um individuo adulto sadio.

Peso e composicOes corporeas - em individuos obesos ou muito magros, a
dosagem deve ser reajustada devido a proporgoes desiguais entre agua e

gordura.

Sexo — no homem, né@o ha grandes diferencas na resposta dos farmacos entre

0s sexos, exceto na gravidez, lactacéo e diferengas hormonais.

Estado patoldgico ou fisiologico especiais — em estados patolégicos, como
insuficiéncia renal ou hepalica, a eliminacdo da droga pode ser alterada,
ocasionando efeitos toxicos em dosagens normais. Em casos de diarréia, a
taxa de absorgdo pode sofrer grandes alteragées ou perda total do
medicamento.

Estado psicolégico — fatores emocionais, como ansiedade e medo, podem

alterar ou inverter efeitos das drogas.
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4.1- Objetivo do estudo

Este estudo teve como objetivo a avaliagdo da biodisponibilidade relativa de
dois produtos contendo o farmaco Anlodipino. O produto teste utilizado foi Besilato
de Anlodipino comprimido 10 mg da industria Arrow farmacéutica S.A e o produto

referéncia foi Norvasc® comprimido, de 10 mg da indUstria Pfizer Ltda.

A biodisponilidade comparativa das formulages apos a administragdo oral
foi avaliada com base em comparagfes estatisticas de pardmetros
farmacocinéticos relevantes, obtidos de dados de concentragdo sangiiinea para a
droga, por amostras de sangue coletadas dos voluntarios. A concentragio de

Aniodipino foi medida por meio de um método analitico apropriado e validado.

4.2 — Metas e descrigao do tipo do estudo

O estudo realizado foi aberto, randomizado, cruzado, com 2 tratamentos e 2
periodos, nos quais os voluntarios receberam, em cada periodo distinto, a
formulagéo teste ou a formulagdo referéncia. Foi delineado de forma a permitir
dados dos parametros farmacocinéticos para a compara¢ao estatistica, visando a
averiguacao de bioequivaléncia. Nesse estudo, tais parametros foram obtidos
diretamente a partir da determinacao plasmatica do principio ativo (Besilato de

Anlodipino) do medicamento, apos administracio do medicamento por via oral.

4.3 — Populacgao do estudo

A populagdo estudada constlituiu-se de voluntarios sadios, adultos de
ambos 0s sexos com idade entre 18 e 50 anos, com indice de massa corpdrea
dentro de uma variacdo de 10% , de acordo com aliura e estrutura ossea. Néao
houve restrigbes quanto ao grupo etnico. Os voluntarios foram recrutados entre
aqueles que se apresentarem & Unidade de Pesquisa e Desenvolvimento de

Estudos Clinicos (Synchrophar) para selecao
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5.1- Etica em pesquisa

O presente estudo foi conduzido de acordo com as Boas Praticas Clinicas
(GCP) e demais recomendactes estabelecidas pela ICH (Harmonized Tripatite
Guideline For Good Clinical Pratice), bem como de conformidade com as
Resolugbes 196/96 e 251/97 do Conselho Nacional de Saude — Ministério da
Satde e Resolugdo 10/01 da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria.

O projeto de pesquisa, com o protocolo experimental e o termo de
consentimento, foram submetidos ao Comité de Etica em Pesquisa com Seres
Humanos da Unicamp, credenciado pelo CONEP ~ Conseiho Nacional de
Saude/MS, antes do inicic do estudo, e © mesmo s6 se inicializou apés a
aprovacao desse Comité.

Os voluntarios selecionados foram orientados sobre o objetive do estudo,
incluindo normas e regras, possiveis reagbes adversas da droga em analise e, ao
concordarem, os mesmos assinaram o Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido. Foi enfatizado que o objetivo do estudo era a pesquisa, sem efeito
terapéutico. Também o voluntario foi livre para se refirar a quaiquer momento do
estudo e, mesmo se retirando, seria atendido junto a Synchrophar para avaliagéo
e liberacéao.

5.2 - Selegao dos voluntarios

A selegdo dos voluntarios foi realizada por meio da unidade responsavel
pela Etapa Clinica (Syncrophar). Foram selecionados diretamente da populacao
da regido 26 voluntarios sadios, com idade entre 18 e 50 anos, sendo 13 do sexo
masculino e 13 do sexo feminino.

Os voluntarios aceitos no estudo foram considerados saudaveis, a juizo

médico, com base na historia clinica, exame fisico e laboratoriais. Apos avaliagao

39



da higidez, os voluntarios foram submetidos a uma entrevista livre para avaliacéo
da satide mental, bem como das condi¢tes emocionais.

5.2.1- Exames fisicos e histéria clinica

Os exames clinicos foram realizados em um periodo nio superior aos 30
dias que antecederam a primeira medicacao.

Na histéria medica, foram analisados alguns aspectos, como: alergias —~
olhos, nariz e garganta, sistema respiratorio, cardiovascular, gastorintestinal,
genito  urinario, nervoso central, hematopoiético-linfatico, endécrino,
dermatolégico, musculoesquelético, estabilidade emocional, histéria familiar,
cirargica.

No exame fisico, foram observados os olhos, nariz, garganta, pescoco
(incluindo tiredide), coracao, pulmdes, abddmen (incluindo figado e baco), pele,
linfénodos, urogenital, sistema nervoso, esqueleto e musculos. A pressio arterial
foi aferida ap6s 5 minutos em repouso, na posicio sentada, assim como o pulso, o
peso, indice de massa corpérea e temperatura em °C. Foi realizado também um

eletrocardiograma.

Dados: foi considerada pressdo arterial normal aquela representado valores

dentro de 100-140 mm Hg para a sitdlica e 60-90 mm Mg para a diastélica.

Os resultados avaliados de cada voluntario foram anotados nos formularios
de relato de caso (CRF) para acompanhamenio dos dados até a etapa final do
estudo.

5.2.2- Exames laboratoriais

Para fins de avaliagdo das condigbes de satide, durante o processoc de

selegao, os voluntarios realizaram os seguintes testes:
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- Eletrocardiograma (ECG): padrao com 12 derivagdes

- Analise hematologica: hemoglobina, hematocrito, contagem total e diferencial
de leucécitos, contagem de gidbulos vermeihos, contagem de plaquetas

- Andlise bioquimica: uréia, creatinina bilirrubina total, proteinas totais,
albuminha, glicose em jejum, fosfatase alcalina, SGOT, SGTP, colesterol total,
triglicerides, acido urico, gamaGT

- Urina: Sumario de Urina |

- Paraéitoiégico

- Sorologia: analise soroldgica para hepatite B, hepatite C e HIV (somente antes
do estudo).

Os exames laboratoriais foram realizados até 60 dias, com excegdo do
BHCG em mulheres, que sdo 30 dias, antes da participacdo do voluntario no

estudo, por ocasifio da consuita médica, duranie o processo de selegéo.

Dados: Os resulfados dos exames de laboratério foram considerados “normais”
quando dentro da faixa de nommalidade estabelecida pelo laboratorio. Para
resultados numéricos, os valores até 10% fora da faixa de normalidade declarada

foram considerados “normais”.

Os exames fisico geral (presséao arterial), laboratoriais (exce¢ao sorologico)
e eletrocardiograma foram realizados nas etapas do pré-estudo (selecao) e estudo
(alta do estudo).

5.2.3 — Critérios de inclusao

Os voluntarios deveriam satisfazer alguns critérios, como:
- Homens ou mulheres, com idade entre 18 e 50 anos;
- Mulheres nao gravidas e que nao estejam amamentando;
- Massa corpérea dentro de uma variagio de 10%, de acordo com altura e
estrutura ossea;

- Boas condi¢bes de satde ou sem doengas significativas;
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- Exames fisicos, clinicos e psicolégicos normais;

- Capacidade de compreender a natureza e objetivo do estudo, inclusive riscos

e efeitos adversos.

Apés a constatacao de que o voluntario atendia esses critérios, foi

confirmada sua presenca no estudo, pela assinatura no Termo de Consentimento

Livre e Esclarecido.

5.2.4.- Critérios de Exclusao

O voluntaric poderia ser excluido do estudo se manifestasse alguns dos

seguintes critérios:

Hipersensibilidade conhecida da droga estudada ou a compostos
relacionados;

Mulheres com teste positivo de gravidez;

Historia de reacoes adversas sérias;

Doencas hepaticas ou gastrointestinais que pudessem interferir na
absorcao, distribuicdo, excrecao ou metabolismo da droga;

Uso conitinuo de manutengdo de qualquer droga, excelo
anticoncepcionais orais;

Voluntario fumante;

ingestao diaria de mais do que 5 xicaras de café ou cha;

Histéria de abuso de alcool ou droga ou se ingeriu bebidas alcéolicas
nas 48 horas que antecedem o periodo de internagdo para iniciar o
estudo;

Exames clinicos e laboratoriais fora da normalidade;

Uso de qualquer medicacio regular dentro de 2 semanas que
antecedem o estudo e a data de avaliagdo, ou fez uso de qualquer
medicacdo dentro de uma semana, exceto anticoncepcionais orais;

Internacdo por qualquer motivo entre 8 semanas anteriores ao estudo e

avaliagéao;

Tratamento nos uGitimos 3 meses anteriores ao inicio do estudo e

avaliacdo, com qualquer droga da qual se conheca o potencial toxico;
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- Voluntéario que participou de qualquer estudo experimental ou ingeriu
qualquer droga experimental nos dltimos 3 meses;

- Voluntario que doou ou perdeu 450 mL ou mais de sangue nos 3 meses
anteriores ao estudo ou que tenha doado mais de 1500 mbL dentro do

(iitimos 12 meses anteriores a avaliagao e inicio do estudo;

5.2.5 — Critérios da retirada

a) Solicitacdo por parte do voluntario de retirar-se do estudo por qualguer um

dos motivos:

Nao desejasse continuar o estudo por razées pessoais;
Efeitos adversos da droga do estudo;

Indisponibilidade, infolerédncia aos procedimentos do estudo, ou mesmo por

vontade propria;

b) O investigador responsavel pelo estudo poderia retirar o voluntario por uma

das seguintes razbes:

Resposta positiva a reavaliagdo de qualquer critério de excluséo;
N&o aderéncia as exigéncias do protocolo;

Eventos adversos e sintomas ou sinais de possivel toxicidade;
Doenca intercorrente requerendo medicagio;

Qualquer condigdo notificada pelo investigador para manutencéo da sadde

do voluntario;

5.3 — Local da internagao

Apos a selecdo, e observado um periodo de pelo menos duas semanas

sem fazer uso de qualquer medicagio, os voluntarios considerados qualificados

para participar do estudo foram convidados a apresentarem-se a sede da

Syncrophar, em Campinas/SP, até as 18 horas na noite anterior de cada periodo
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do estudo para uma reunido pré-internacdo, seguida de avaliacdo meédica. O
grupo foi conduzido para a internacéo a Clinica S&o Lucas, em Americana/SP.

Os voluntarios foram internados na Clinica Sao Lucas, por volta das 20:00
horas da noite anterior de cada tratamento, e permaneceram na unidade até 14
horas, ap6s a adminisiracdo da medicacdo. A clinica possui uma unidade para
ensaios clinicos, com 26 leitos e posio de enfermagem. A enfermaria possui
carrinho de emergéncia com desfibrilador, monitor, oximetro, respirador, material
para pequena cirurgia e com medicagdo de emergéncia para qualquer
eventualidade. Ha na clinica em anexo uma Unidade de Terapia Intensiva (UTI).
Sua estrutura laboratorial possui egquipamento para processamento e
armazenamento de amostras biologicas.

Os voluntarios tiveram assisténcia e cuidados especializados durante todos
os periodos de tratamento, o que incluiu uma averiguacao sumaria das condicOes
na internagao e no momento da alta.

5.4- Periodo de jejum e alimentagao

Apéos a entrada no hospital, os voluntarios fizeram sua ultima refeigdo do dia
(iantar padronizado), comecando o jejum a partir das 21:00 horas (pelo menos 10
horas de jejum) da noite do internamento aité 4 horas apos a ingestdo da
medicacio, quando um almoco padronizado foi oferecido, entre 7 e 8 horas, apos
a administracao foi oferecido um lanche da tarde padronizado, apos 10 a 12 horas
da administracdo, foi servido um jantar padronizado e ceia, apdés 13 horas da

medicacao, todos os voluntarios receberam a mesma dieta.
5.4.1 — Administragao de liquidos
Os voluntarios ficaram livres para a ingestao de liquidos, isentos de xantina

desde o inicic da internagédo até 6 horas antes da administracdo da medicagéo,
quando ficaram em jejum completo, inclusive de liguidos.



No momento da adminisiracdo da medicagéo, foram ingeridos 200 mL de
agua, 2 horas apos foram ingeridos mais 200 mL de agua, e 4 horas apés a
administracio da medicagao os voluntarios ficaram livres para a ingestdo de
liquidos, isentos de xantina.

5.5-Dosagem e posologia no tratamento do estudo

A identificacdo dos medicamentos foi feita da seguinte forma:

- Formulacdo Teste: Besilato de Anlodipino comprimido de 10 mg produzido
pela Arrow Farmacéutica S.A

- Formulacdo Referéncia: Norvasc ®(Besilato de Amlodipina) comprimido de
10 mg produzido pela Pfizer Lida.

Os voluntarios receberam, em cada periodo de internamento, obedecendo
uma lista de randomizacéo (vide tabela 1), um comprimido contendo 10 mg de
umas das formulagbes acima discriminadas por via oral em dose Gnica, com um
copo de agua mineral (200 ml). Apos, foram coletadas amostras de sangue de,
pelo menos, 3 meias-vidas. Os periodos de tratamento obedeceram a um intervalo
minimo de 7 meias-vidas entre eles (“wash-out”). Os voluntarios retornaram a
Syncrophar para a coleta correspondente aos tempos de 24, 48, 96, 120, 144
horas apoés a administracdo do medicamento, em cada etapa do estudo.
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5.6 — Tabela de randomizacgéo

Voluntario
Niimero iniciais | Periodo | Periodo
1 2

] AF091082M

i CF150169M |

i CC210762M |

Y DJ231177M ¢

Vv GAZ70782M |

Vi L.C 020781M |

Vil MF141180M |-
Vi MS170185M ¢

IX MS101182 M |

X PFO70678M |

Xl RS8111274M 1

Xil RF0O61161M ¢

XIH WS060582M +

XV AO131070F §
XV AP190976F |
XVI AS 070368F |
XVl CR291275F |
XVill ES281166F ¢
XIX EP 201181F |
XX KS040968F |
XXI KS 080483F |
XXH LA100287F |
XX PP240480F |
XXIV - RG240678F |
XXV VS 230379F
XXVI VS120557F | F
Tabeila 1: Lista randomizagao

5.7- Coleta das amostras

O tempo de coleta de sangue foi registrado usando um relégio de 24 horas.

Em cada periodo, apés pelo menos 8 horas de jejum, o ensaio teve inicio
com uma coleta de 25 mL de sangue para controle individua! e curvas padrdes.
Apods 10 horas de jejum, foi feita a coleta de 6 mL dentro de 30 minutos, que
antecederam a administracdo da medicacéo teste ou referéncia. Foram coletadas
amostras de sangue em tempos pré-determinados.

Um total de 28 amostras de 6 mL foram coletadas, sendo 14 amostras em
cada pericdo, somando 250 mL de sangue nos dois periodos, incluindo o volume
coletado para os exames pré e pos estudo (vide tabela 2).
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A coleta das amostras foi realizada por um catéter heparinizado introduzido
na veia superficial do antebrago do voluntario. Apos a coleta de cada amostra, o

catéter foi lavado com 2 mlL de solucdo de heparina sédica. As mesmas foram

identificadas com o cddigo do voluntario, periodo e data horario da coleta.

5.7.1- Cronogramas das coletas de amostras (Periodos 1 e ll}

Tempo
(hh:mm)

Atividade

Qutras atividades

Coleta de sangue

PA’, pulso, Temperatura

Coleta de sangue

PA', pulso, Temperatura

Coleta de sangue

PA’, pulso, Temperatura

Coleta de sangue

PA', pulso, Temperatura

Coleta de sangue

PA’, pulso, Temperatura

Coleta de sangue

PA’, pulse, Temperatura

Coleta de sangue

PA’, pulso, Temperatura

Coleta de sangue

PA’, pulso Temperatura

Coleta de sangue

PA', pulso, Temperatura

Coleta de sangue

PA’, pulso, Temperatura

Coleta de sangue

PA’, pulso, Temperatura

Coleta de sangue

PA’, pulso, Temperatura

Coleta de sangue

PA’, pulso, Temperatura

Coleta de sangue

PA', pulso, Temperatura

Dados: * denfro de 30 minutos que antecede a administragdo, P.A — pressio arterial
Tabela 2: Coleta das amostras dos voluntarios

5.7.2- Atrasos na coleta das amostras

Alguns voluntarios sofreram atrasos na coleta (vide tabela 3). A
identificacao desses voluntarios, o produto administrado, o tempo de coleta e o
atraso em minutos s30 apresentados na tabela abaixo. Esses atrasos foram
tomados em conta nos calculos dos parametros farmacocinéticos, sendo que os

mesmos ndo alteraram a confiabilidade dos resultados do estudo.



Voluntarios | Fase | Tempo Atraso

XH 1 96h00 08 minutos

X 1 96h00 33 minutos

XV 1 48h00 17 minutos

V 2 96h00 06 minutos

XIX 2 144h00 | 08 minutos

XX 2 120h00 | 086 minutos

XV 2 96h00 14 minutos
XXV 2 144h00 15 minuios

Tabela 3: Atrasos nas coletas dos voluntarios

5.7.3- Processamento e armazenamento das amostras

Logo apds a coleta (maximo 20 minutos), as amostras de sangue foram
centrifugadas em torno de 2000 g por 10 minutos a temperatura ambiente.
Imediatamente apos a centrifugacao, o plasma foi retirado (cerca de 2.5 mL) e
armazenado em frasco criogénicos, identificado com o nome do estudo, iniciais e
numero do voluntario, data e hora da coleta, a temperatura de {(-20 °C) em freezer
especifico para armazenagem de amostras bioldgicas localizado na propria
Unidade, Synchrophar.

Ao término da realizagdo das duas etapas do estudo, as amostras foram
retiradas do freezer e acondicicnadas em caixa térmica, mantidas em baixa
temperatura, com adicdo de gelo em quantidade suficiente para manté-las
congeladas. Essa caixa foi devidamente transportada a Unidade Analitica, em
Braganga Paulista (UNIFAG - Unidade Iintegrada de Farmacologia e
Gastroenterologia), onde as amostras foram novamente armazenadas em freezer
para posterior quantificagdo por meio de métodos analiticos de cromatografia
liquida de alta eficiéncia acoplados a espectrometria de massa.

A temperatura maxima e minima durante o transporte foi registrada e nao

houve descongelamento das amostras, motivo pelo qual seriam descartadas.
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5.8. Amostras de Retenc¢ao — Inventario

Foram mantidas em local apropriado amostras de retencdo, tanto da
formulacdo-teste quanto da formulagdo-referéncia. Estas amostras ficaram
armazenadas até vencimento do prazo de validade estabelecido na embalagem
do produto.

5.9- Relato de reacbes adversas
Dos voluntarios participantes, 15 apresentaram eventos adversos, mas
nenhuma das queixas clinicas foi relacionada a droga. A maioria dos voluntarios

com esses evenios apresentaram cefaléia leve e também moderada, foram todos

devidamente medicados com dipirona gotas e paracetamol gotas.
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- Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE ou HPLC) acoplada a
spectrometria de massa

O HPLC representa um método de elevada eficiéncia, alta resolucao e
sensibilidade para separagdo dos componentes de uma mistura, realizada em
duas fases, sendo uma estacionaria e a outra, movel, a qual é eluida sob altas
pressdes.

As separagbes das diferentes substincias presentes no fluido biolégico
analisado na fase moével processa-se por interacdo com a fase estacionaria, por
processos de participacao, absorcdo ou troca idnica. Os dados obtidos
apresentam-se como alturas ou areas de picos da substdncia eluida, em
diferentes tempos, saindo primeiramente da coluna aguela com menor interagao e,
por fim, aquela com maior interagdo com a fase estacionaria. A concentragao de
cada substéncia € obtida pela relaczo entre o analito e ¢ padrio interno.

Hoffmann (1996), descreveu a técnica do HPLC acoplado a espectrometria
de massa, sendo de elevada especificidade e sensibilidade, 0 que o torna muito
adequado na andlise de farmacos e seus metabdlitos, substancias polares e
macromoléculas. O HPLC acoplado & espectrometria de massa € um método de
separagdo quimica utilizado em testes de bioequivaiéncia para analise de
farmacos em fluidos biologicos, com a finalidade de purificar o fluido biolégico
avaliado para posteriormente introduzir as diferentes substancias separadas no

dispositivo de analise, que € o espectrémetro de massas.

As amostras sdo necessariamente fratadas anies de serem injetadas no
HPLC, sendo utilizadas como pré-tratamento a precipitacio de proteinas do soro
ou plasma, a extracdo liquido-liquido e liquido-solido. Esses tratamentos sao
necessarios para impedir que muitas amostras biologicas originem uma grande
quantidade de picos interpretaveis devido a multiplicidade de substancias
presentes.
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Um padrac interno € adicionado a amostra no inicio do processo para
compensar perdas por transferéncia e variagdes de volume nas diferentes etapas,
uma vez que o metodo extrativo do analisado possa vir a interferir na exatidéo,
precisdo e seletividade do processo. A recuperacéo do analisado ndo precisa ser
necessariamente de 100%, mas a extens@o da recuperagdo do analisado e

padrao internc deve ser consistente, precisa e reprodutiva (FDA, 2001).

No especirémetro de massa, a substdncia € convertida em forma volatil,
introduzida em uma camara de vacuo e ionizada. Os ions resultantes sao
acelerados em um campo elétrico como um feixe, o qual é defletido pela aplicagao
de um campo magnético transverso. No final do equipamento, encontra-se uma
estreita fenda, pela qual uma parte do feixe de ions se projeta a um detector, que
mede sua intensidade em um instante qualquer. De acordo com a poténcia do
campo magnético e do feixe de ions, passa pela fenda do detector em seqiéncia,
originando-se um espectro. O esquema desta operagao estd demonstrado na
figura 3, o qual representa um analisador quadrupolares, conforme descrito por
Hoffmann (18986).

Figura 3: Esquema do especiromeiro de massas

CAMARA DE COLISAD Fgf;m’ zegsmmss.ao} ELETRON
FILTRO DE MaSSa  {QUADRUPOLO)
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6.2 - Método Analitico

Determinagdo de Besilatc de Anlodipino em plasma humano, por
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia no modo MS/MS, utilizando Nimodipino
como padrio interno.

6.2.1- Principios do método

Besilato de Anlodipino e o padrdo interno Nimodipino foram extraidos do
plasma humano por meio de extragido liquido-liquido utilizando Acetato de etila:
Hexano 8:2 vi/v. Apés a extracdo, as amostras foram secas sob fluxo de ar
comprimido, ressuspendidas em acetonitrila e analisadas por Cromatografia
Liguida de Alta Eficiéncia (CLAE) com deteccdo por Espectrometria de Massas.

6.3- Materiais e equipamentos

Tabela 4: Materiais e equipamentos com os fabricantes



Componentes do CLAE
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6.4- Padroes
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6.6- Material biolégico

Quantidades necessarias de plasma humano foram coletadas de individuos
diferentes, para preparacdo dos padroes da curva de calibragdo e das amosiras
de controle de qualidade, nas seguintes condigoes:

Tabela 8: Amostras de materiéfbiélégico

6.7- Preparo das Solugdes

Todas as solugdes padréo preparadas foram transferidas para frascos de
plastico rotulados, com batogque e tampa de rosca, armazenadas na geladeira a
+4°C e substituidas de acordo com os prazos de validade pré-determinados.

6.7.1- Solucao Padrao de Besilato de Anlodipino

Uma massa correspondente a 0,00522 g de Besilato de Anlodipino foi
pesada, colocada em um baldao volumétrico (50,0 mL) e preparada em acetonitrila

para a obteng@o de uma solugao de concentragdo 100,0 pg/mL.

6.7.2- Solugdo Padrdo de Nimodipino

Uma massa correspondente a 0,00545 g de Nimodipino foi pesada,
colocada em um baldo volumétrico (50,0 mL) e preparada em acetonitrila para a
obtencdo de uma solugdo de concentragido 100,0 pg/mi. A partir desta solugéo,
preparou-se soiugdes de Nimodipino nas concentragées de 30,0 ng/mL.
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6.7.3- Solugdo de Besilato de Anlodipino

Diluente: Acetonitrila (grau HPLC) com 100,0 uyg/mL de Besilato de
Anlodipino

6.7.4- Solugdo de Nimodipino

Diluente: Acetonitrila {grau HPLC) com:

- 1000,0 ng/mL de Nimodipino em solugao

- 30,0 ng/mL de Nimodipino em solugdo, com volume pipetado{mL) de
3,0/1000,0(ng/mL), com volume final de 100,0 mL e fator de diluicio 1:33.33

6.8 —Preparo da Fase mével

Foi preparada um solucao de Acetonitrila-Agua (80:20 v/v), contendo 0,1%
de acido formico. Para isto, utilizou-se uma proveta de 500mL e adicionou-se 400
mL de acetonitrila e 100 mL de agua. Transferiu-se a solugdo para um erlenmeyer
e adicionou-se 500 pl. de acido formico. Apos homogeneizagido, a solugdo foi
filtrada e, antes do uso, desgaseificada.

Essa solucéo foi preparada de acordo com a necessidade e substituida a
cada corrida anailitica.

6.9 — Preparo dos padroes da curva de calibragao

A curva de calibragdo foi construida pela analise de uma amostra branco
(matriz bioldgica isenta de padrdo do farmaco e do padréo intemno), uma amostra
zero (matriz biolégica com adicdo de padrdo interno) e de amostras contendo
padrao do farmaco e padrio interno. Os padrées da curva de calibragao foram

preparados adicionando-se o analito a ser analisado ao plasma humano.

56



mencionados na tabela 9.

Tabela 9: Preparo da Curva de Calibragéo para o Besilato de Anlodipino

Os dados referentes ac preparo dessa curva de calibracdo estao

Nivel Amostra Concentragao Volume pipetado (uL)/ Volume | Fator de
no plasma Concentragao da Solugio de Final Diluigdo
{ng/mi.) Besilato de Aniodipino {mb
preparada em plasma (ng/mL)
B Branco - - -
Z Zero - - -
L Besilato de 02 200 (20,0 ng/mL) 200 | 1100
Anlodipino
2 Besilato de 05 500 (20,0 ng/mL)} 20,0 1:40
Anlodipino
3 Besilato de 1,0 200 (100,0 ng/mL) 200 | 1:100
Anlodipino
4 Besilato de 5,0 1000 (100,0 ng/mt) 20,0 1:20
Anlodipino
5 Besilato de 10,0 2000 (100,0 ng/ml.) 20,0 1:10
Anlodipino
6 Besilato de 20,0 4000 (100,0 ng/mlL) 20,0 1:5
Anlodipino

Para o prepare do padric de Besiato de Aniodipine 100,0 ng/mb {em plasma), uma aliquota de 40 pi, da solugdo de Besilato de Aniodipine
100,0 ug/mi {preparada em acetonitrila) foi transferida para um tubo de vidro, o solvente foi sece sob fluxo de ar comprimido e 0 residuc fol

ressuspendido em 40,0 mL de pool de plasma branco. A partir dessa solugdo, foram feilas diluigbes, com pool de plasma branco, para o

preparo dos padrdes da curva de calibragao.

6.9.1- Preparo das amostras dos confroles de qualidade

Os controles de qualidade{CQ) foram utilizados para determinar o Limite de

Quantificacdo (L.Q) do método analitico, sendo para isso realizadas analises da

matriz bioldgica, contendo concentragbes decrescentes do farmaco até o menor

nivel quantificavel com precisdo e exatidao aceitaveis e também para determinar

os controles de gualidade baixos (CQB), controles de qualidade médios (CQM) e
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os controles de qualidade altos (CQA). Esses controles foram utilizados para
monitorar a precisao e exatiddo do metodo de gquantificacéo durante os ensaios.
Todas as amostras do controle de qualidade foram preparadas

adicionando-se o analito a ser analisado ao plasma humano.

Os dados referenies a esse preparo estdo demonstrados na tabela 10.

Tabela 10: Preparo dos controles de qualidade

cQ Analito Concentracdo Volume pipetado {pl.Y Volume Fator de
no plasma Concentragido da Solugao de Final Diluigdo
{(ng/mL) Besilato de Anlodipino (mL)
preparada em plasma (pg/ml}
LQ Besilato de 0,2 200 (20,0 ng/mL) 20,0 1100
Anlodipino
cQB Besilato de 0,6 180(100,0 ng/mL) 30,0 1:166,6
Aniodipino
COM Besilato de 8,0 2400 (100,0 ng/mL) 30,0 1125
Anlodipino
CQA Besilato de 16,0 4800 {(100,0 ng/mL) 30,0 1:625
Anlodipino

Para o preparo dos controles de gualidade LQ, CQB, CQM e CQA, aliquotas de 200, 180, 2400 e 4800 pL(da solugdo
de Besilato de Anlodipino de 20,0 ngimL e 100,0 ng/mb preparada em plasma), respectivamente, foram colocados tubos
de vidro e os volumes completados com pool de plasma branco.

6.10- Validacao intra-lote
A precisdo e exatiddo intra-lote foram determinadas ufilizando-se um lote com
as seguintes amostras:
1} Uma curva de calibracao contendo os padrbes (farmaco e nimodipino)
2) Cinco amostras de cada controle de qualidade {(CQB, CQM, CQA).

Os seguintes critérios foram seguidos para que a precisao e exatidao fossem
aprovadas:
- Preciséo: para os controles CQB, CQM, CQA o coeficiente de variagéo {(CV)
ndo deveria exceder 15% e para LQ, admitiu-se valores menores ou iguais a
20%.
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- Exatiddo: o valor da exatidao para as amostras CQB, CQM, CQA dentro do
desvio de 15% do valor nominal e para o LQ, admitiu-se desvios menores ou
iguais a 20%.

Os dados da validagéo intra-lote estdo demonstrados nas tabelas 11 e 12.

Tabela 11; Analise Intra-Lote do Controle de Qualidade LQ

Replicas LQ (lote 1) LQ (lote 2) LQ( lote3)

1 0,20 0,20 0,17

2 0,18 0,18 0,18

3 0,21 0,18 0,17

4 0,20 0,17 0,18

5 0,19 0,19 0,19
Média 0,20 0,19 0,18
DP 0,01 0,01 0,01

CV (%) 423 5,83 4,70
Exatidao(%) 998,00 94,00 89,00

Concentracdo nominal: LQ=30,0 ng/mL, DP=Desvio Padrao e CV= coefidente de variagio

Tabela 12: Analise Intra-Lote dos Controles de Qualidade CQB, CQM, CQA

Replicas cQB cam CQA
1 0,64 845 15,81

2 0,61 8,14 16,47

3 0,59 8,15 16,07

4 0,63 8,14 15,96

5 0,63 8,32 15,62
Média 0,82 8,24 15,99
DP 0,02 0,14 0,32

CV (%) 3,23 1,70 2,00
Exatidao(%) 103,33 103,00 99,91

Concenfracic nominal CQB=08ng/mL, COM=8,0ng/mi e CQA=156,0ng/mlL
DP=Desvic Padrio & CV= coeficienie de variacio
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6.11- Validagao inter-lote

Os seguintes critérios foram seguidos para que a preciséo e exatiddao fossem
aprovadas:

- Precisdo: para os controles CQB, CQM, CQA o coeficiente de variagdo (CV) nao
deveria exceder 15% e para LQ, admitiu-se valores menores ou iguais a 20%.

- Exatiddo: o valor da exatiddo para as amostras CQB, CQM, CQA dentro do
desvio de 15% do valor nominal e para o 1.Q, admifiu-se desvios menores ou
iguais a 20%.

Os dados da validacdo inter-lotes estdo demonstrados nas tabelas 13 e 14.

Tabela 13: Andlise Inter-Lotes do Controle de Qualidade LQ

LQ(ng/mL)
Média 0,19
DP 0,01
CV (%) 6,42
Exatidao(%) 94,00

Concentracdio nominal: LG=0,2 ng/ml, DP=Desvio Padrao e CV= coeficiente de vadacio

60



Tabela 14: Andlise Inter-Lotes dos Controles de Qualidade CQB, CBM e CQA

CQB | CQB | COB | CQM | CQM | COM | CQA | CQA | CQA

Réplicas (lote 1) | (ote2) | (lote3) | (lote 1) | (lote 2) | (lote 3) | (lote 1) | (fote 2} | (lote3)

i 0,57 0,62 0,64 7.56 7,74 8.45 17,08 | 15,53 | 15,81

2 0,56 0,60 0,61 7,64 7,74 814 | 16,37 | 15,04 | 16,47

3 0,58 0,61 0,59 7,54 7,64 8,15 17,31 | 15,16 | 16,07

4 0,55 0,62 0,63 7,36 7,66 8,14 | 17,53 | 15,18 | 15,96

5 0,57 0,62 0,63 7,89 7,46 8,32 17,00 | 1523 | 15,62

Meédia 0.57 0,61 0,62 7,60 7,65 824 | 17,06 | 15,23 | 15,99

br 0,01 0,01 6,02 0,19 0,11 0.14 0.44 0,18 0,32

CV(%) 2,01 1,46 3,23 2,54 1,50 1,70 2,56 1.20 2,00

Exatidao(%) | 9433 | 102,33 | 103,33 | 9498 | 9560 | 103,00 | 106,61 | 95,18 | 99,91
COB coM CcoA
Meédia 0,60 7.83 16,09
bp 0,03 0,33 0,83
CV(%) 4,71 4,26 5,19
Exatidio(%) 100,00 97.86 100,57

6.12- Preparo das analises

Montagem da seqiiéncia de determinac6es das amostras

Cada lote contém as seguintes amostras:

1) Uma curva de calibragdo composta por uma amostra branca (matriz biol6gica
isenta de padrdo do farmaco e do padrao interno), uma amostra zero (matriz
biolégica com adi¢do do padrao interno) e amostras contendo padrio do farmaco
e padrao interno.

Cada amostra, desde a amostra branco até o (ltimo padrio de calibracdo, foi
incluida sem réplica. As concentracdes dos padrbes da curva de calibracdo foram

checadas pelo calculo de volta (back-calculation) e, caso esses valores
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estivessem dentro das especificacbes da curva, a mesma serviria de base para
determinar a concentragdo do farmaco nas amostras. Caso contrario, outra curva
deveria ser construida. Os dados da curva de calibragéo ficaram armazenados no

software.
2) As amostras para analise, sem réplicas.

3) Controles de qualidade (CQB, CQM, CQA) intercalados em intervalos

adequados, dependendo do nimero total de amostras a serem determinadas.

Nota: Foram realizadas as analises com uma Unica amostra, sem réplica, pois a
metodologia estava validada e os parametros sensibilidade, precisdo e exatiddo

foram determinados e qualificados dentro dos limites aceitaveis.

6.12.1 — Extragdao das amostras

Os procedimentos de extragdo das amostras foram aplicados para as
amostras analisadas dos voluntarios, para os padrées das curvas de calibracéo e
para as amostras do controle de qualidade.

A extracdo do analito (Besilalo de Anlodipino} e do padrio internc
(Nimodipino) das amostras biologicas foram realizadas conforme os passos a
seguir: |
1) Em tubos de microcentrifuga, colocou-se 300 pL de plasma, 25 ulL da solucéo
padrdo interno (Nimodipino 30,0 ng/mL), 10 uL de hidroxide de sodio 0,5 mol.L",
1000 pl de Acetato de Etila: Hexano 8:2 (v/v) e agitou-se por 5 minutos na mesa
agitadora (posicéo 9).

2) Centrifugou-se as amostras a 14000 rpm, durante 5 minutos, a 4°C.
3) Transferiu-se 800 pL do sobrenadante para tubos de microcentrifuga, evaporou-
se o solvente sob fluxo de ar comprimido, ressuspendeu-se o residuo em 150 pl

de acetonitrila e agitou-se por 1 minuto na mesa agitadora (posicéo 9).



4) Transferiu-se 150uL das amostras para inserts de vidro descartaveis e injetou-
se aliquotas de 15ut. no sistema cromatografico.

6.13- Condigoes Cromatograficas

As analises cromatograficas foram realizadas usando uma coluna analitica
ALLTECH - NOVOSEP A-1 ANION (500 x 46 mm) e uma pré-coluna
SECURITYGUARD ™ Cis (4,0 x 3,0 mm), mantidas a temperatua ambiente
(~20°C).

O Cromatografo Liquido de Alta Eficiéncia com detecgdo por
Espectrometria de Massas modo MS/MS foi programado para operar com fluxo de
0,15 mL/min, volume de inje¢do de 15 ulL e o tempo total de corrida foi ajustado
para 4,5 minutos.

Os tempos de retengéo caracteristicos do Besilato de Anlodipino (analito)

foram de 1,9 minutos e do Nimodipino (padrao interno) foi de 3,0 minutos.

6.14- Condicbes de detecgdo no espectrometro de massas no modo MS/MS

Os parametros do equipamento utilizados foram:

- Fonte de ionizagdo por electrospray operando em modo positivo (ES+);

- MRM (Monitoramento de Reagdo Multipla): 408,80 > 237,60 e 418,60 > 342,60
para monitoramento do Besilato de Anlodipino e do Nimodipino,
respectivamente;

- Temperatura da fonte foi de 150°C e dessolvatagio de 300°C;

- Fluxo dos gases do cone e dessolvatacio foram 60 e 362L/h,
respectivamente;

- Valores de voltagem do capilar, cone e energia de colisdo foram,
respectivamente , 0,5 kV, 10,0 V e 10,0 eV para o Besilato de Aniodipino e 0,5
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kV, 15,0 V e 10 eV para o Nimodipino, tendo como pressao de Argdnio para a
dissociagio 2,5 x 10 = mbar.

6.15- Estabilidade das amostras

A estabilidade das amostras do plasma do controle de qualidade
(CQB,CQM,CQA) foram submetidas a testes de estabilidade a curto prazo (12
horas) a {emperatura ambiente; a estabilidade em 3 ciclos de congelamento e
descongelamento (-20°C por 24 horas, descongelamento natural a temperatura
ambiente; extraidas e analisadas e novamente congeladas a -20°C por 12 horas,
repetindo este procedimento por mais 2 vezes consecutivas) e a estabilidade de
longa duragao.

A estabilidade de longa duragao avaliou o comportamento do farmaco no
intervalo de tempo compreendido entre a coleta da primeira amostra e a analise
da Gitima amostra dos voluntarios, que, nesse estudo, utilizou as amostras
armazenadas a -20°C por um periodo de 72 dias, sendo esse tempo superior ao

especificado entre a primeira coleta e a ultima analise.

As amostras do plasma (CQB,CQM,CQA) submetidas a estabilidade curta,
congelamento-descongelamento e longa duragde foram quantificadas e
comparadas com amostras recém preparadas e os resultados demonstraram que
o Besilato de Anlodipino no plasma humano € estavel nas condigbes
mencionadas, com pequenos desvios dentro dos fimites 15% permitidos.(RDC
135, maio de 2003/ANVISA).

6.16- Analise farmacocinética e estatistica

A analise farmacocinética foi realizada com o apoio dos seguintes software

Excel versdo 97, Sistema SAS® (Statistical Analysis System) com versao 8.2.
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As analises estatisticas foram conduzidas apés transformacdo logaritmica
para os valores ASC, Cnax © Trax.

Foi empregada uma andlise de varincia (ANOVA) para o modelo de 2
periodos cruzados, sob os dados de ASC e Cpay, transformando logaritmicamente,
a qual considerou como modelo os efeitos de segiiéncia, voluntario dentro da
seqiiéncia, tratamento e periodo.

Foram calculados os pontos paramétricos e estimativas dos intervalos da
razdo T/R (formulacao teste / formulagao referéncia) para os valores ASC e Cmax
A bicdisponibilidade relativa da formulag@o teste versus referéncia foi avaliada
pelas razbes das médias geométricas (ponios estimados). O intervalo de
confianga de 90% serviu como estimativa de intervalo e foi determinado por
analises paramétricas {dois testes t unicaudais, com nivel de significancia 0,05).
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Os voluntarios receberam assisténcia e cuidados no pés-estudo, e 3 dias
apos a uitima coleta de sangue do ensaio foram realizados exames pos-estudo
laboratoriais, os mesmos mencionados no pré-estudo (selegdo), com excecao
sorologia e exame clinico fisico. Uma avaliagio clinica comparativa foi realizada e

apos confirmacéo de normalidade, os voluntarios receberam alta do estudo.

As queixas clinicas por parte dos voluntarios ndo apresentaram nenhuma
impiicag;éé na coleta dos dados e no resultado final do estudo clinico. Dessa forma,
o estudo transcorreu sem nenhum evento adverso serio, com o mesmo numerc de
voluntarios inclusos.

A curva de calibragdo foi gerada com seis parametros, contendo farmaco e
padrao interno, em triplicata, utilizando-se uma curva média, por meio das
replicas, para determinar as concentracdes do analito nas amostras.

Os calculos das concentragbes das amostras foram baseados em funcao
da curva de calibragdo construida para o farmaco analisado, no sistema de dados
do Mass Lynx 3.5, utilizando os padroes de calibracao. As fungbes de calibracéo
foram calculadas pelas razbes entre as areas dos picos do Besilato de Anlodipino
e do padrao interno Nimodipino. As concentraces do analito nas amostras foram
calculadas a partir da equacao de regressao linear da reta, obtida com a curva de
calibragac {concentracdc de Besilato de Anlodipino em funcgido das razdes das
areas).

O limite de quantificacao foi determinado por anélises da matniz biologica,
contendo concentracbes decrescentes do farmaco até o menor nivel quantificavel
com precisao e exatidao aceitaveis.

As tabelas 15A, 15B, 15C, 15D mostram as concentracdes plasmaticas
individuais dos medicamentos teste e referéncia.




A figura 4 representa a média das concentracfes plasmaticas do Besilato
de Anlodipino (teste e referéncia), e a tabela 16 demonstra as esiatisticas

descritivas dos parametros farmacocinéticos.

A partir do método analitico utilizado foram averiguadas sua confiabilidade e
adequabilidade pela validagao dos procedimenios e também foram confirmadas a
sensibilidade, especificidade, linearidade, acuracia, precis@o e reprodutibilidade,
conforme Resolucdo 899/03, da ANVISA.

A especificidade do método foi confirmada pelas analises das amostras
branco de plasma humano, obtidas de seis individuos, sendc plasma normal,
lipémico e hemolisado. Cada amostra branco testada, utilizando os procedimentos
de extracao e as condigbes cromatograficas propostas para avaliar interferéncia
no tempo de retencdo do farmaco, do metabdlito ou do padrao intemo e os
resultados foram comparados com aqueles obtidos com uma solugac aquosa do
analito a ser analisado em concentragao proxima ao Limite de Quantificacdo (LQ).
Os resultados obtidos mostraram que nao foram encontradas interferéncias

significativas, como apresentados nos cromatogramas da figura 5.

A detecgdo no espectrometro de massas no modo MS/MS3 operou com fonte
de ionizagdo por electrospray em modo positive (ES+), sendo o MRM
{(Monitoramento de Reagao Multipla) do analito e padréo interno demostrado na
figura 6.

A precisao e exatidao do método foram determinadas utilizando um lote com
amostras da curva de calibragdo, contendo o padrac e cinco amostras de cada
controle de qualidade (CQ-LQ, CQB, CQM, CQA).

7.1- Tabelas
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Tabela 15A: Concentragbes plasmaticas individuais do Besilato de Anledipino (produto
referéncia) dos voluntarios de 1 a 43.

Tk} vol.l vol.2 vol3 voL4 voL3 vol6 vol.7 volL8 vol9 | voll0 | volil | vol12 | voLi3
§:80 0,00 0,00 0,00 0.00 0.00 0.60 0,00 0,00 0,00 0,06 0,00 0,00 0,00
1:80 1,51 0,98 2,06 1,40 0,88 141 1,06 [.98 1,39 0,70 1,64 0,96 i,73
2:60 365 232 3.98 249 2,32 3,18 245 4,09 4,37 221 2.84 1,76 4,01
4:60 5,14 3,08 4.00 4,70 5,18 4.60 3,76 360 6,60 353 443 407 5,59
6:00 4,84 3.54 5,36 583 7,13 620 437 5,32 546 501 3,66 491 5,30
8:00 4,55 342 422 5,40 6,31 544 4,39 5,37 3.98 349 485 4,71 5,12
00 | 366 2,50 413 5,12 5,72 5,11 4.61 5,87 521 5,10 435 3,50 448
12:00 | 262 231 348 4,11 527 4 86 4.11 5,35 5,14 4,76 3.81 4,06 4,80
14:00 | 333 2.14 334 4,36 4,08 4,80 4,17 5,52 542 476 382 387 4.75
24:00 | 2,77 2,04 2,50 332 4,52 371 369 3,79 408 404 286 247 332
48:00 1.61 1,47 1,35 1,85 3,13 206 2,36 226 2,63 207 1,81 203 1.97
56:00 | 0,65 0,77 0,75 0,72 1,81 1,14 1,15 1,3¢ 124 0.89 0,80 094 0,77
126:00 | 042 0.58 0,52 0,43 1,41 0,79 0,82 0,97 0,79 0.45 0,53 0,84 0,57
144:00 | 033 0,48 0,31 0,30 1,03 0,57 0,61 0,79 0,52 0,31 0.31 0,59 038

Tabela 15B: Concentragdes plasmaticas individuais do
referéncia) dos voluntarios de 14 a 26.

Besilato de Anlodipino {produto

Ty | vol.i4 | vol15 | vol16 | vol17 | voll18 | voll% | vol28 | voi2l | vol22 | vol23 | vol24 | vol25 | vol2é
0:08 0,60 0,00 0,00 0,00 0.00 0,00 6.00 0.00 6.00 0,00 0,00 0,00 0,00
1:08 108 220 164 103 145 1,56 187 220 220 112 157 121 153
2:08 366 560 282 203 2,80 505 4,8 505 426 2,89 3.78 367 2593
4:00 3.69 5482 4,05 4,70 421 7.22 4,95 5,30 50 4,28 368 6,14 463
5:00 4,96 518 594 544 529 7,12 582 838 6,18 &41 481 6,14 7.98
8:00 499 459 588 6.17 852 73t 536 917 4,56 511 468 583 692
10:00 | 482 AL7 555 6,30 5,15 7,13 4.72 8,05 5,10 442 409 578 5,02
12:00 | 383 411 5,19 547 5.06 638 4,42 857 4 58 382 3.60 518 4.93
14:00 | 418 388 548 6,12 505 587 498 7,80 4,19 4,22 348 4,86 536
24:00 | 350 327 388 388 4,19 476 351 5,98 384 304 3401 374 371
48:00 153 181 18t 189 277 270 249 3,96 2.58 178 1A 278 3,18
86:00 | 055 0,70 0,59 0.90 131 112 098 148 13 086 062 146 1,60
120:00] 032 0,53 o041 0.60 0,96 0,70 0,88 1.09 180 041 042 107 140
144:00: 000 0,36 0.27 .36 0,74 0.44 048 0,76 068 0,31 029 0,76 0,95
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Tabela 15C; Concentragbes plasmaticas individuais do Besilato de Anlodipino (produto teste)
dos voluntirios de 1 a 13.

T(h) vol.l vol.2 vol3 vol4 vels vol6 vol7 vol§ vol9 | volll { wolll | voli2 | veli3

0:08 0,00 6.00 6,60 0,00 0,00 £,00 0.00 0,00 0,60 0,00 0,00 0,00 0,00

1:00 106 109 144 0,77 053 | 075 0,284 1,80 0.50 123 1.70 2,73 023

2:00 2.50 2,80 364 | 172 207 | 187 20 4,82 1,95 218 291 147 1,79

4:00 3,19 454 512 | 325 418 | 458 3.28 487 | 316 348 518 3.49 5,15

6:00 3.97 475 585 | 494 588 | 585 | 467 494 | 450 588 | 520 5,26 557

8:60 4,14 419 481 | 483 576 | 585 4,71 416 ! 460 533 6,34 513 581

10:00 3.69 352 | 482 | 447 569 | 549 | 455 : 232 | 476 530 588 4,54 5,07

12:00 331 3,18 370 | 438 5§56 | 513 421 4,19 491 4,87 548 4,05 481

14:00 3,24 342 380 | 400 527 + 432 442 361 443 549 534 4,12 4,79

24:00 2,57 2601 305 278 4,76 370 345 | 294 3,58 376 | 430 3.10 3,50

48:00 152 163 1.67 172 298 { 232 233 2,08 211 233 254 2,38 2,20

96:00 078 093 | 876 085 1.80 118 1,00 .85 1.00 0.79 102 1.03 0.31

120:60 | 052 | 070 049 0,52 160 098 0,78 080 0.42 045 0,77 0,72 0,56

144:80 041 | 054 0,34 034 131 0,60 0.50 0.29 0,34 0.30 048 081 0,30

Tabela 15D: Concentracbes plasmaticas individuais do Besilato de Anlodipino (produto teste}
dos voluntarios de 14 a 26.

Tih) volid | voll5 | vol16 | volL17 | voLi8 | vel19 | wol26 | vol21 | vol22 | vol23 ! vol24 | vol23 | vol2é

0:90 0,00 0,00 0,00 000 0.00 0,00 5,00 0.00 0,00 0,06 0,00 0,00 0.00

1:00 0,96 3.06 172 135 129 187 Q.70 162 157 118 1,10 258 4584

2:00 326 4,15 247 382 281 370 3N 477 | 424 280 286 581 212

4:00 254 528 537 536 | 456 5,95 444 712 5% 448 443 6,58 8,03

6:00 505 555 547 857 621 6,75 560 8,16 873 577 57¢ 662 7.67

8:00 505 560 653 659 11 6,96 507 971 5,84 5,08 551 764 5867

10:00 | 431 5 555 6,14 857 610 483 7.14 594 480 471 627 739

12:00 | 457 437 564 511 505 563 457 701 518 4,36 4563 558 4,12

14:00 | 464 | 423 5,38 5.85 526 5,17 510 6.84 553 | 404 | 405 527 555

24:00 1 308 387 428 412 458 4,73 3,75 570 4.26 295 2,80 576 4,65

48:00 | 147 189 229 238 3,05 271 Z46 4.14 275 180 166 349 2,98

§6:00 | 039 092 0.86 0.84 172 137 0,94 4,14 142 068 056 154 172

120:00 | 022 053 047 0,55 113 106 068 168 112 040 §37 138 144

144:00 | GO0 0.38 029 0,35 089 058 040 100 0,63 0.30 0,23 D97 0.82
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Figura 4: Média das concentragées plasmaticas vs tempo
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Tabeia 16: Estatisticas dos parametros farmacocinéticos

Anlodipino
Referéncia Teste
Parametros Média |Desvio Padrdo | Média | Desvio Padrao
{Amplitude) {Amplitude)
ASC (p1a4) 286.75 | 57.14 298.53 | 75.49
ASC (ging) 317.80 | 81.53 33119 | 96.77
Cmax 5.97 1.13 5.98 1.18
Tmax 6.00 8.00 7.00 8.00
ke 0.02 0.00 0.02 0.00
Tiz 37.36 | 26.23 3844 | 36.36
Anlodipino
Teste/Refréncia
Parametros Média (geométrica) 90% IC
ASC .ing 103.61% 99.56% a 108.35%
ASC (g.144) 103.86% 98.87% a 108.57%
Cmax 100.55% 95.98% a 105.33%
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Figura 5: A) Plasma branco normal, fote 16889/6; B) Plasma branco normal, lote 23534/2;
C) plasma branco normal, lote 37232/, D) Plasma branco normal, iote 19163/4; E) Plasma
branco lipémico, lote 32513/1; F) Plasma branco hemolisado, lote 34614/4,
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Figura 6: Espectrogramas analito + padrao interno
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Os genéricos representam uma classe de medicamentos com qualidade e
seguranga assegurada pelos estudos de bioequivaléncia, nos quais a
biodisponibilidade do farmaco € quantificada analiticamente por meic de amostras
de plasma humano, apos administracdo oral da droga.

O efeito terapéutico de um medicamento genérico € equivalente ao seu
respectivo medicamento inovador, garantindo a dosagem correta para as diversas
enfermidades, e € uma alternativa a terapias agudas e cronicas, sendo mais
acessivel devido aos menores valores monetarios.

As etapas do estudo, como selecdo dos voluntarios, internacéo e coleta de
amostras, quantificacdo plasmatica, avaliagdo estatistica dos resultados e
liberacdo final dos voluntarios ocorreram sem anormalidades, conforme estipulado
dentro das normas e regras para estudos de bioequivaléncia.

Na coleta das amostras dos voluntarios, houve atrasos relatados na tabela
3, porém, esses dados foram considerados nazs andlises estatisticas para
obtencdo dos parametros farmacocinéticos e nao interferiram na comparacéo das
curvas plasmaticas analisadas e nos resuitados do estudo.

Os voluntarios foram orientados antes e durante todo o estudo sobre os
objetivos e caracteristicas dessa pesquisa clinica e tiveram assisténcia medica
qualificada, garantindo a obtencéo das amostras de sangue e monitorizagao das
condicdes de satde dos mesmos.

O estudo clinico franscorreu dentro das expectativas, sem anormalidades e
apesar do surgimento de reacbes adversas, as mesmas nao estavam
relacionadas ao farmaco aniodipino, e sim a variagbes de alimentacao (periodo de
jejum), gue nao representam um estado habitual do voluntario. Assim, os
voluntarios, apés todos os intervalos de coleta das amostras e verificagio de

normalidade no poés-estudo, foram liberados.
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O envethecimenio da popuiacdo, com o aumento das doencas cronicas,
sendo que cerca de 40% da populagdo, com faixa etaria entre 55 e 60 anos
apresenta anormalidades cardiacas, sendo a hipertensdo arterial o principal
sintoma encontrado, ressaltando também inimeros casos de angina e
insuficiéncia cardiaca congestiva, gerando elevados gastos publicos com o setor
salide. A terapéutica cardiovascular disponivel no mercado famacéutico é
constituida de uma vasta classe de medicamentos, entre eles o grupo dos

diidropiridinicos, como o farmaco em estudo, anlodipino.

O método analitico utifizado foi baseado na quantificagéo da concentragao
ptasmatica do farmaco anlodipino por Yasuda (1996) e Carvalho et.al. (2001), os
quais utilizaram a cromatografia liquida acoplada a um sistema de espectrometria
de massa (LC-MS-MS).Yasuda usou o método de ionizacdo quimica a pressao
atmosférica para a producdoc de ions, e Carvalho realizou em seu experimento a
ionizac&o por eletrospray ion positivo, com LOQ de 0.014 ng/mlL e tempo de
retencdo (RT) de 4,5 minutos, e LOQ de 0,1 ng/mL e RT de 3.4 minutos,
respectivamente.

Luska (1997) adotou a cromatografia liquida com deteccdo ultra-violeta
(UV) na determinagdo do comportamento farmacocinético de anlodipino apés
administracgéo dnica. Neste experimento, obteve LOQ de 0,2 ng/mL com tempo de
retencdo muito alto (superior a 40 minutos). Esse mesmo autor, também realizou
deteccao por eletroforese com LOQ de 5,0 ng/mL e RT de 9,8 minutos. Sendo
assim, a cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massa, representa
um método dindmico e pratico para quantificagdo de substancias quimicas com
fluidos biologicos, com demonstragioc de rapidez na corrida analitica, alta
resolucio e eficacia. Por essas caracteristicas, as analises quantitativas das
amostras plasmaticas desse estudo de bicequivaléncia utilizou esse metodo
analitico.

A etapa analitica também prosseguiu normalmente, ndo relatando
inferferéncia nas amostras plasmaticas, como demonstrado no cromatograma

plasma branco, hemolisado e normal. O método analitico foi validado (inter-lote e

76



intra-lote) pela quantificacdo das concentragbes das amostras do controle de

qualidade e da concentragio do analito nas amostras em estudo.
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Considerando que os intervalos de confian¢a de 80% para as razdes entre
as médias geométricas de Cmax, ASC-144n), ASCiing relativas @ formulagio de
Anlodipino comprimido 10mg estao dentro dos intervalos estabelecidos pela RDC
135 (maio de 2003/ANVISA), conclui-se que a formulagdo de Besilato de
Anlodipino comprimido 10mg (Armow Farmacéutica, S.A) € bioequivalente a

formulagao Norvasc® comprimido 10 mg (Pfizer, Ltda).
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