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RESUMO

Foi desenvolvido um método rapido, sensivel, robusto e especifico para
determina¢do e quantificagio da felodipina, em plasma sanguineo humano por
cromatografia liquida acoplada com espectrometria de massas usando nimodipina como
padrdo interno. A felodipina foi extraida em plasma humano, utilizando o procedimento de
extragdo liquido/liquido com éter dietilico/hexano (80:20 v/v) como eluente. O método
inclui uma corrida cromatografica de 5 minutos usando uma coluna analitica Cs (100 mm x
4,6 mm d.i.) e a curva de calibragdo foi linear de 0,02 ng/mL a 10 ng/mL (r* > 0,994). A
precisdo entre as corridas, determinadas pelo desvio padriio relativo de replicatas dos
controles de qualidades, foi 5,7% (0,06 ng/mL), 7,1% (0,6 ng/mL) ¢ 6,8% (7,5 ng/mL). A
exatiddo entre as corridas foi + 0; 2,1 e 3,1% para as concentragdes acima mencionadas,

respectivamente.
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ABSTRACT

A rapid, sensitive, robust and specific method was developed for the determination and
quantitation of felodipine, in human blood plasma by liquid chromatography coupled with
tandem mass spectrometry using nimodipine as internal standard. Felodipine was extracted from
0.5 mL human plasma by use of a liquid/Tiquid procedure using diethyl ether/hexane (80/20: viv)
as eluent. The method included a chromatographic run of 5 minutes using a Cg analytical
column (100 mm x 4.6 mm i.d.) and the calibration curve was linear over the range from (.02
ng/mL to 10 ng/ml{® > 0.994). The between-tun precision, determined as relative standard
deviation of replicate quality controls, was 5.7% (0.06 ng/mL), 7.1% (0.6 ng/mL) and 6.8% (7.5
ng/mL). The between-run accuracy was + 0, 2.1 and 3.1% for the above-mentioned

concentrations, respectively.



1.INTRODUCAO
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1.1. ANTIHIPERTENSIVOS: BLOQUEADORES DOS CANAIS DE CALCIO

Quimicamente, os bloqueadores de canais de calcio se apresentam em trés classes,
benzotiazepinas, diidropiridinas, e fenilaquilaminas. Estes compostos tém um papel
importante no sistema cardiovascular, tais como, controle da pressio arterial e angina
pectoris (VUYLSTEKE et al., 2000). A felodipina é uma diidropiridina, antagonista dos
canais de calcio, utilizada extensamente como uma vasodilatora seletiva nas desordens
cardiovasculares, principalmente na hipertensio arterial (SALTIEL et al., 1988 e AZIE et
al., 1998). Este fdrmaco ¢ uma mistura racémica, quimicamente descrita como: etil metil
4(2,3-di hidrofenil)-1,4-di hidro-2,6-dimetil-3-5-piridinadicarboxilato ¢ com férmula
empirica C;sH9ClNO, (Physicians” Desk Reference, 2000).

Existem outros tipos de antihipertensivos como os: diuréticos, agentes
. simpaticoplégicos, vasodilatadores diretos e agentes que bloqueiam a produgiio ou acdo da

angiotensina (KATZUNG, 2002).

1.2. FARMACODINAMICA

1.2.1. Mecanismo de acéio

Ha varios tipos de canais de calcio, sendo que os mais importantes, em vista das
implicagdes terapéuticas sdo os canais dependentes de voltagens, dos quais os mais
estudados sdo: T, N e P, e o fundamental é o L (KATZUNG, 2002). Os antagonistas dos
canais de cdlcio atuam preferencialmente ou exclusivamente no canal L, sendo o principal
canal encontrado na musculatura lisa (RANG et al, 2003). Isto explica a sua auséncia de

efeitos depletores importantes sobre o sistema nervoso (RANG et al, 2003).
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Para entender melhor a agfio dos bloqueadores de canais de calcio sobre a

musculatura lisa, ¢ preciso se ter conhecimento da fisiologia de contraciio da musculatura
lisa vascular que ocorre, inicialmente, com um influxo de calcio intracelular, passando
pelos canais de célcio do tipo L operados por voltagem.

O calcio se liga 2 calmodulina formando um complexo célcio-calmodulina que
converte a enzima cinase de cadeias leves de miosina em sua forma ativa, fosforilando as
cadeias leves de miosinas que juntamente com a actina, promoverdo a confra¢do da
musculatura lisa vascular. Entdo, os bloqueadores dos canais de célcio (felodipina) agem
impedindo este influxo de calcio intracelular, e com isso nio ocorre a fosforilacio das
cadeias leves de miosina, promovendo o relaxamento da musculatura lisa vascular
(KATZUNG, 2002).

No processo extracelular, o célcio participa de numerosas fungdes essenciais, tais
como: coagulacio sanguinea, adesdo celular, manutencio da integridade do esqueleto e

regulagéio da excitabilidade extracelular (BROWN, 1991 e BROWN, 1999).
1.2.2. Acéo farmacologica

Os principais efeitos dos bloqueadores de canais de calcio ficam restritos as
musculaturas cardiaca e lisa (RANG et al, 2003). Porém a felodipina, apresenta maiores
cfeitos sobre a musculatura lisa vascular do que sobre a cadiaca (Physicians’® Desk
Reference, 2000).

Na musculatura lisa vascular, os antagonistas do célcio causam uma dilatagdo
arteriolar generalizada, mas no tem muito efeito sobre as veias. Afetam todos os leitos
vasculares, apesar de existirem consideriveis variagbes de efeitos regionais entre as
diferentes drogas. As dihidropiridinas produzem uma vasodilatag3o acentuada que gera uma
queda da press&o arterial, sem muitos efeitos diretos sobre o coragio enquanto que outros

antagonistas do calcio sdo menos seletivos (RANG et al, 2003).
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Qutros tipos de miisculo liso como s vias biliares, vias urinarias e ttero, também
sdo relaxados pelos antagonistas de célcio, especialmente as diidropiridinas, e isto pode ter

utilidade no tratamento de condigdes como a colica biliar (RANG et al, 2003).
1.3.FARMACOCINETICA

Todas as informagdes contidas sobre a felodipina do item 1.3 ao 1.12, seguem
Physicians’ Desk Reference (2000) e sdo referentes ao medicamento Splendil® (industria
Astra Zeneca) comprimidos de 2,5 mg.

A felodipina quando administrada por via oral, foi quase completamente absorvida e
sofreu extenso metabolismo pelo efeito de primeira passagem no figado. A
biodisponibilidade sistémica da felodipina foi aproximadamente de 20%, alcancando picos
de concentragbes médias de 2,5 a 5 horas. Ambos picos de concentragdes plasmaticas e
AUC (area sob a curva) aumentaram linearmente com doses acima de 20mg. Mais de 99%
da felodipina apresentou-se ligada s proteinas plasmaticas quando presente na corrente
sanguinia (Physicians’ Desk Reference, 2000).

Apods a administragdo oral da formulagio de felodipina de liberagio imediata, o
farmaco sofreu um declinio poli-exponencialmente com uma meia-vida média final de 11 a
16 horas. Os picos de concentragdes plasmaticas da felodipina no estado de equilibrio e na
sua diminui¢io alcangaram, ap6s a administragio de 10 mg da formulagio a voluntérios
sadios uma vez ao dia, 20 e 0,5 nmol/L, respectivamente. A diminuigdo das concentragdes
plasmaticas da felodipina na maioria dos individuos foi substancialmente abaixo da
concentragdo requerida para a metade do efeito maximo que faz reduzir a pressio sanguinea
(4-6 horas nmol/L para felodipina), por isso, n3io ¢ viavel a administragio uma vez ao dia

desta formulagio (Physicians’ Desk Reference, 2000).
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Para a formulagdo de felodipina de liberagiio prolongada, os picos de concentracdes
plasmaticas da felodipina no estado de equilibrio e na sua diminuigfio foram de 7 € 2
nmol/L, respectivamente, quando foram administrados 10mg da formulagio a voluntarios
Jovens e sadios. Apos administragsio de 20mg desta formulagio a pacientes hipertensos com
idade média de 64 anos, os valores obtidos foram 23 e 7 nmol/L.

Sendo o EC50 (concentracdio do farmaco que conduz a 50% do efeito maximo) para
felodipina de 4 a 6 horas nmol/L, uma dose de 5-10 mg deste firmaco em alguns pacientes
¢ uma dose de 20mg em outros, seria esperado um efeito antihipertensivo que persista por
24 horas (Physicians’ Desk Reference, 2000).

A concentragdio plasmatica de felodipina quando administrada via intravenosa
diminuiu tri-exponencialmente com meias-vidas médias de 4,8 minutos, 1,5 horas, e 9,1
horas. As médias das trés fases individuais para o total da AUC (area sob a curva) foram 15,
40 e 45%, respectivamente, na ordem de aumento da meias-vida (Physicians’ Desk
Reference, 2000).

O “clearance” plasmitico sistémico da felodipina em pessoas jovens sadias foi 0,8
L/minutos, e o volume aparente de distribuicio foi de 10 L/Kg (Physicians’ Desk
Reference, 2000).

Administrando-se '*C — felodipina marcada, via oral ou intravenosa em humanos,
aproximadarmente 70 % da dose radioativa foi recuperada na urina e 10 % nas fezes, sendo
que menos de 0,5 % da quantidade de felodipina intacta foi recuperada nas fezes ou urina.
Seis metabolitos foram identificados e nenhum teve atividade vasodilatadora significante
apos a administragio oral (Physicians’ Desk Reference, 2000).

Em pacientes hipertensos os picos médios de concentragbes plasmaticas no estado
de equilibrio foram 20% maiores do que apds uma tnica dose administrada. A resposta a
pressdo  sanguinea estd  correlacionada as  concentragdes plasmaticas  de

felodipina(Physicians’ Desk Reference, 2000).
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A biodisponibilidade da felodipina é influenciada pela presen¢a de alimento no
estdbmago, ou seja, quando administrada com uma dieta rica em carboidrato ou gorduras, o
Cmax (concentragio maxima) ¢ aumentada em 60% e a AUC (4rea sob a curva) nao é
alterada. Quando foi administrada ap6s uma refeicio leve (suco de laranja, torradas e
cereal), enfretanto, nio foi observado efeito na farmacocinética do farmaco. A
biodisponibilidade da felodipina foi aumentada em duas vezes quando ingerida
concomitantemente, com suco de uva, porém com suco de laranja nenhuma alteracdo foi

observada na sua cinética (Physicians’ Desk Reference, 2000).

1.4.EFEITOS RELACIONADOS A IDADE

As concentracdes plasmaticas de felodipina apds uma dose tnica e no estado de
equilibrio, aumentaram com a idade. O “clearance” médio em pacientes idosos hipertensos
de idade média de 74 anos foi de apenas 45 % do “clearance” obtido por voluntarios jovens
com idade média de 26 anos. No estado de equilibrio, a média da AUC (area sob a curva)
para pacientes jovens foi 39 % da AUC (area sob a curva) obtidos em pacientes idosos

(Physicians’ Desk Reference, 2000).

1.5.DISFUNCAO HEPATICA

Em pacientes com doenga hepiatica, o “clearance” da felodipina foi reduzido em
aproximadamente 60% daquele visto em voluntarios jovens normais (Physicians’ Desk
Reference, 2000).

A deficiéncia renal ndo alterou o perfil da concentracio plasmatica da felodipina.
Apesar de altas concentragbes de metabélitos estarem presentes no plasma devido a reducéo
da excregdo urindria, estes sfo inativos (Physicians’ Desk Reference, 2000).

Estudos em animais demonstraram que a felodipina atravessa a barreira hemato-

encefalica e a placenta (Physicians’ Desk Reference, 2000).
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1.6.EFEITOS CARDIOVASCULARES

Apds administraciio da felodipina ocorreu uma diminuigio da pressdo sanguinea
geralmente entre 2 a 6 horas. Durante administragio crénica, o controle da pressio
sanguinea permaneceu por 24 horas, com diminuigio da pressio sanguinea diastélica em
aproximadamente 40% a 50 %.

O efeito antihipertensive foi dose dependente e se correlacionou com a concentragio
plasmatica da felodipina (Physicians’ Desk Reference, 2000).

Durante a primeira semana de tratamento com a felodipina frequentemente ocorreu
um aumento reflexe na frequéncia cardiaca, e este aumento foi atenuado com o passar do
tempo (Physicians’ Desk Reference, 2000).

Durante a administraco crénica da felodipina foi visto um aumento da freqiiéncia
cardiaca de 5 a 10 batimentos por minuto e este aumento pdde ser inibido por agentes p-
bloqueadores (Physicians’ Desk Reference, 2000).

A felodipina quando administrada sozinha ou em combinacio com agentes f-
blogueadores ndo alterou o intervalo P-R do ECG (eletrocardiograma) e estudos clinicos e
eletrofisiologicos nfio mostraram efeito significante sobre a condugdio cardiaca (intervalos
P-R, P-Q ¢ H-V) (Physicians’ Desk Reference, 2000).

Estudos clinicos em pacientes hipertensos sem evidéncia de disfunciio ventricular
esquerda, nfo foi notado nenhum sintoma de efeito inoirépico positivo (Physicians’ Desk

Reference, 2000).
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1.7.EFEITOS RENAIS/ENDOCRINOS

A felodipina diminuiu a resisténcia vascular renal sendo que o nivel de filtragéo
glomerular permanecen inalterado. Durante a primeira semana de tratamento foram
observados leve diurese, natriurese e caliurese, mas nenhum efeito significante sobre os
eletrélitos séricos foi relatado durante tratamento de curta ou longa duraciio (Physicians’
Desk Reference, 2000).

Em estudos clinicos com pacientes hipertensos foi observado um aumento nos

niveis plasmaticos de noradrenalina (Physicians’ Desk Reference, 2000).

1.8. EFEITOS ADVERSOS E PRECAUCOES GERAIS

1.8.1. EFEITOS ADVERSOS

Em estudos controlados nos Estados Unidos e outros paises, aproximadamente 3000
pacientes foram tratados com formulagdes de felodipina de hberagdio imediata ou de
liberagdo prolongada. Os efeitos adversos mais comuns relatados com a felodipina
administrada como monoterapia na dosagem recomendada de 2,5 mg a 10 mg uma vez ao
dia, foram: edema periférico e cefaléia. O edema periférico foi geralmente leve, mas
relacionado a dose e & idade, resultando na interrupgio da terapia em aproximadamente 3%
dos pacientes inscritos. A interrupcio do tratamento devido a qualquer efeito adverso
ocorreu em aproximadamente 6% dos pacientes que receberam a felodipina, principalmente
por causa de edema periférico, cefaléia ou vermelhiddo (Physicians’ Desk Reference,
2000).

Os efeitos adversos ocorreram em 0,5 a 1,5 % dos pacientes que receberam
felodipina em todos estudos clinicos na dosagem recomendada de 2,5 mg a 10 mg uma vez
ao dia e eventos adversos sérios ocorreram em menor quantidade de pacientes. Os efeitos

adversos relatados foram:

18



Cardiovascular: Infarto no miocéardio, hipotensao, sincope, angina pectoris, arritmia,
taquicardia, batimentos prematuros;

Digestivo: Dor abdominal, diarréia, vémitos, boca seca, flatuléncia, regurgitacio
acida;

Hematolodgico: anemia;

Metabolismo: ALT aumentado;

Musculo-esquelético: artralgia, dor nas costas, dor nas pernas, dor nos pés, climbras

musculares, mialgia, dor em braco, dor em joelhos, dor em quadril, ins6mnia, ansiedade,

depressio, irritabilidade, nervosismo, sonoléncia, libido diminuida;

Respiratério: Dispnéia, faringite, bronquite, sinusite, epistaxe, infec¢iio respiratéria;
Pele: contusiio, eritema e urticéria;

Sensos especiais: Distirbios visuais;

Urogenitais: Impoténcia, frequéncia urindria, urgéncia urinaria, distria e poliuria;

Hiperplasia gengival: normalmente leve, ocorreu em < 0,5% dos pacientes estudos

controlados. Essa condi¢dio pode ser evitada ou diminuida com a melhoria da higiene dental

(Physicians’ Desk Reference, 2000).

1.8.2.PRECAUCOES GERAIS

1.8.2.1. Hipotensio

A felodipina, bem como outros antagonistas de cilcio podem ocasionalmente

provocar uma hipotenséo significante e raramente uma sincope. Esta hipotensiio pode levar

a uma taquicardia reflexa a qual, em individuos suscetiveis, pode provocar angina pectoris

(Physicians’” Desk Reference, 2000).
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1.8.2.2.Faléncia cardiaca

Apesar de estudos hemodindmicos agudos em um niimero pequeno de pacientes,
com faléncia cardiaca NYHA classe II ou III tratados com felodipina, ndo ter demonstrado
efeitos inotrépicos negativos, cuidados deve ser tomados ao se utilizar a felodipina em
pacientes com disfungdio cardiaca ou compromentimento da funcdo ventricular,

especialmente em combinagdo com B-bloqueador (Physicians® Desk Reference, 2000).

1.8.2.3.Pacientes idosos ou com funcio hepatica diminuida

Pacientes acima de 65 anos ou com queda da fungdio hepatica podem apresentar
clevadas concentragdes plasmaticas de felodipina, podendo responder a doses mais baixas
do farmaco, podendo responder a doses mais baixas do farmaco, portanto, recomenda-se
uma dose inicial de 2,5 mg uma vez ao dia.

Esses pacientes devem ter sua pressdo sanguinea monitorada cuidadosamente

durante o ajuste da dose do medicamento (Physicians’ Desk Reference, 2000).

1.8.2.4.Edema periférico

O edema periférico, geralmente leve € ndo associado 4 retencdo de liquido, foi o
mais comum efeito adverso observado em estudos clinicos. A sua incidéncia foi dose e
idade dependente. A freqiiéncia de edema periférico variou de aproximadamente 10% em
pacientes acima de 50 anos tomando 5 mg do farmaco diariamente a 30% em pacientes
acima de 60 anos de idade tomando 20 mg do mesmo diariamente. Este efeito adverso
geralmente ocorre dentro de 2 a 3 semanas do inicio do tratamento (Physicians’ Desk

Reference, 2000).
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1.9.INTERACOES MEDICAMENTOSAS

1.9.1.Agentes B-bloqueadores

Um estudo farmacocinético da felodipina juntamente com o metoprolol nio
demonstrou efeitos significantes na farmacocinética da felodipina, mas a AUC (area sob a
curva) e Cmax (concentragdo plasmatica maxima) do metoprolol foram aumentadas em

31% e 38 %, respectivamente (Physicians’ Desk Reference, 2000).

1.9.2.Cimetidina

Estudos farmacocinéticos com voluntirios sadios mostraram um aumento de
aproximadamente 50% na AUC, bem como, na C(max) da felodipina quando administrada
concomitantemente com a cimetidina (Physicians’ Desk Reference, 2000).

Uma interag3o clinica significante pode ocorrer em alguns pacientes hipertensos, por
1ss0, € recomendado que baixas doses de felodipina sejam usadas quando administrada

juntamente com a cimetidina (Physicians’ Desk Reference, 2000).
1.9.3.Digoxina
Quando a felodipina foi administrada concomitantemente com a digoxina em

pacientes com faléncia cardiaca, esta Gltima nio apresentou alteracfio significante em sua

farmacocinética (Physicians’ Desk Reference, 2000).
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1.9.4. Anti-convulsivante

Em um estudo de farmacocinética realizado, as concentracdes plasmaticas méximas
de felodipina foram consideravelmente mais baixas em pacientes epiléticos com terapia
anticonvulsivante crénica (ex: fenitoina, carbamazepina ou fenobarbital) do que em
voluntérios sadios. Em tais pacientes, a AUC da felodipina foi diminuida em 6 % em
relagdo ao observado em pacientes sadios. Sabendo-se de uma possivel interagdo clinica
significante, uma terapia antihipertensiva alternativa deve ser considerada nestes pacientes

(Physicians’ Desk Reference, 2000).

1.10.CARCINOGENESE, MUTAGENESE E QUEDA NA FERTILIDADE

Por 2 anos foi realizado um estudo de carcinogenicidade em ratos, recebendo
felodipina em doses de 7,7; 23,1 ou 69,3 mg/Kg/dia (28 vezes acima da dose humana
méxima recomendada sob o parametro mg/m?, baseando-se em pacientes com 50Kg), e um
aumento dose-relacionada na incidéncia de tumor benigno nas células intersticiais de
testiculos (tumor nas células de Leydig) foi observado em ratos machos tratados. Esses
tumores ndo foram observados em estudo similar em camundongos com doses acima 138.6
mg/Kg/dia (28 vezes a dose humana méxima recomendada sob parfmetro mg/m”,
baseando-se em pacientes com 50Kg). A felodipina nas doses empregadas no periodo de 2
anos estudo em ratos, mostrou diminuir a testosterona testicular e produziu um aumento do
hormdnio luteinizante sérico em ratos. O desenvolvimento de tumor nas células de Levdig é
possivelmente um efeito secundério destes horménios, o qual ndo foi observado em homens

(Physicians’ Desk Reference, 2000).
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Neste mesmo estudo com ratos foi observado um aumento dose-relacionada na
incidéncia de hiperplasia focal de células escamosas quando comparado com o controle
(ratos que niio receberam a droga) em esdfago de ratos machos e fémeas em todos os
grupos. Nenhuma patologia gastrica ou esofégica relacionada a droga foi observada em
ratos ou com administragdo cronica do farmaco em camundongos ou ciies (Physicians’
Desk Reference, 2000).

A felodipina nfo foi carcinogénica quando administradas em camundongos a doses
acima de 138,6 mg/Kg/dia (28 vezes a dose humana méaxima recomendada sob parimetro
mg/m°, baseando-se em pacientes com 50Kg) por periodos acima de 80 semanas em ratos
machos e 99 semanas em ratos fémeas (Physicians’ Desk Reference, 2000).

A felodipina n&o mostrou nenhuma atividade mutagénica in virro no teste de
mutagenicidade microbiana de Ames ou linfoma em ratos seguido de ensaio de mutagfo
(Physicians’ Desk Reference, 2000).

Nenhum potencial clastogénico foi observado in vivo no teste de micronticleos em
camundongos com doses orais acima de 2500 mg/Kg (506 vezes a dose maxima humana
recomendada sob o parametro mg/m’, baseando-se em pacientes com 50K g) ou in vitro em
ensaio de aberragdo cromossémica em linfécito humano (Physicians’ Desk Reference,
2000).

Um estudo de fertilidade, nos quais os ratos machos e fémeas receberam doses de
3.8; 9,6 ou 26,9 mg/Kg/dia, n3o mostrou efeito significante da felodipina na reproducio da
espécie (Physicians’ Desk Reference, 2000).

1.10.1.Efeitos Teratogénicos

Estudos em coelhas gestantes que receberam doses de 0,46; 1,2; 2,3; e 4,6
mg/Kg/dia (de 0,4 a 4 vezes a dose maxima humana recomendada sob o parimetro mg/m?,
baseando-se em pacientes com 50K g) mostraram anomalias digitais consistindo na redugio
do tamanho e grau de ossificagdo das falanges terminais em fetos. |
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A frequéncia e severidade das mudangas apresentaram-se dose-relacionada e foram
observadas também nas doses mais baixas. Essas mudancas ocorreram com outros
membros da classe diidropiridina e sio, possivelmente, resultados de comprometimento do
fluxo sanguineo uterino. Anomalias fetais similares nfio foram observadas em ratos que
receberam a felodipina (Physicians” Desk Reference, 2000).

Em um estudo de teratogenicidade com macacos cynomolgus nenhuma reducio no
tamanho de falanges terminais foi observada, mas uma posicio anormal de falanges distais

foi observada em aproximadamente 40% dos fetos (Physicians’ Desk Reference, 2000).

1.10.2.Efeitos ndo teratogénicos

Foi observado em ratos que receberam doses de 9,6 mg/Kg/dia (4 vezes 0 maximo
da dose humana recomendada sob o parimetro mg/m’, baseando-se em pacientes com
50Kg) e acima desta dose, um aumento na freqiiéncia de mortes fetais e pos-natais
(Physicians’ Desk Reference, 2000).

Um aumento significativo das glandulas mamarias, em excesso a0 aumento normal
para coelhas gestantes, foi encontrado em doses maiores ou igual a 1,2 mg/Kg/dia (igual ao
maximo da dose humana recomendada em uma base mg/m?). Esse efeito ocorreu apenas em
coelhas gestantes e regrediram durante a lactagio. Mudancas similares nas glindulas
mamarias nao foram observadas em ratos ou macacos (Physicians’ Desk Reference, 2000).

Nao ha estudos adequados e bem controlados em mulheres gravidas. Caso a
felodipina seja usada durante a gravidez, ou se a paciente torna-se gravida enquanto faz uso
deste medicamento, ela deve estar ciente do potencial de dano ao feto, das possiveis
anomalias digitais nas criangas, efeitos da felodipina sobre o parto e sobre as glandulas

mamarias de mulheres gestantes (Physicians’ Desk Reference, 2000).
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1.10.3.Amamentacio

Nio se tem conhecimento se a felodipina é secretada em leite humano, entdo, pelo
seu potencial para sérias reagdes adversas na crianca, a decisio de interromper a
amamentagao ou a administracio a droga, deve levar em consideragio a importincia da

droga para a mée (Physicians’ Desk Reference, 2000).

1.11.SUPERDOSAGEM

Doses orais de 240 ¢ 264 mg/Kg em camundongos machos e fémeas,
respectivamente, ¢ 2390 e 2250 mg/Kg em ratos machos e fémeas, respectivamente,
causaram letalidade significativa (Physicians’ Desk Reference, 2000).

A superdosagem pode causar uma vasodilatacio periférica excessiva com
hipotensio marcante e possivelmente uma bradicardia (Physicians’ Desk Reference, 2000).

Em caso de uma hipotenso severa, o tratamento sintomatico deve ser instituido e o
paciente deve estar na posi¢do supina com as pernas elevadas. A administrac3o de fluidos
mtravenosos pode ser Util para tratar hipotensio devido a superdosagem com antagonistas
de calcio. No caso de bradicardia, a atropina (0,5 mg a 1 mg) deve ser administrada
intravenosamente. Farmacos simpatomiméticos podem também ser administrados se o
médico julgar necessario. Nio foi estabelecido se a felodipina pode ser removida da

circulagdo com hemodialise (Physicians’ Desk Reference, 2000).
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1.12.DOSE E ADMINISTRACAO

A dose inicial recomendada é de 5 mg uma vez ao dia. Dependendo da resposta do
paciente, a dosagem pode ser diminuida para 2,5 mg ou aumentada para 10 mg uma vez ao
dia. Esses ajustamentos devem ocorrer geralmente em intervalos de nio menos que duas
semanas. Em estudos clinicos, doses acima de 10 mg diariamente mostraram um aumento
na resposta da pressdio arterial, mas um grande aumento na taxa de edema periférico e
outros efeitos adversos vasodilatadores ocorreram. A modificagdo da dosagem
recomendada ndo ¢ usualmente requerida em pacientes com queda da func@o renal
(Physicians’ Desk Reference, 2000).

Idosos (acima dos 65 anos de idade) ou pacientes com funcfio hepatica
comprometida podem apresentar concentracdes plasmatica mais elevadas de felodipina, no
entanto, uma dose inicial de 2,5 mg uma vez ao dia é recomendada (Physicians’ Desk

Reference, 2000).
1.13. BIODISPONIBILIDADE E BIODISPONIBILIDADE RELATIVA

Biodisponibilidade ¢ a medida da quantidade principio ativo, contida em uma
férmula farmacéutica, que chega 2 circulacio sanguinea e da velocidade na qual ocorre este
processo. Ela se expressa em relagio 4 administragio intravenosa do principio ativo
(biodisponibilidade absoluta) ou administragiio, por via oral, de um produto de referéncia
(biodisponibilidade relativa ou comparativa) (BRASIL, 2003).

A biodisponibilidade relativa ¢ definida como o quociente da quantidade e
velocidade de principio ativo que chega & circulagdio sistémica a partir da administracio
extravascular de um preparado e a quantidade e velocidade de principio ativo que chega 2
circulaglio sistémica a partir da administragio extravascular de um produto de referéncia

que contenha o mesmo principio ativo (BRASIL, 2003).
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1.14. ETICA

Este estudo foi submetido ao Comité de Etica em Pesquisa, da Faculdade de
Ciéncias Médicas - UNICAMP, sendo conduzido em complacéncia com os principios ICH-
GCP (International Conference on Harmonisation - Guideline For Good Clinical), e com os
principios éticos da Declaragio de Helsinque, conforme as exigéncias regulatoriais locais e
internacionais.

Todos voluntarios foram informados verbalmente e por escrito da natureza e
objetivo do estudo clinico através do termo de consentimento para os voluntarios.

Estas informages escritas aos voluntarios foram submetidas ao Comité de Etica,
sendo que uma copia do texto foi entregue aos voluntarios antes de obter-se a concordincia
para participagdo. O consentimento por escrito foi assinado e datado pessoalmente pelo
voluntirio e o médico que conduziu a discussio sobre o Termo de Consentimento

Informado.
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2.0BJETIVO
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O objetivo deste estudo foi desenvolver um método especifico, sensivel e rapido em
LC-MS-MS (cromatografia liquida acoplada 4 espectrometria de massas) para quantificar a
felodipina em plasma humano utilizando como padrio interno a nimodipina, avaliando a
razéo e extensdo da biodisponibilidade de uma formulagdo teste de felodipina (Felodipina
STADA® 2,5 mg retard — comprimidos) em comparaciio com o produto de referéncia
Modip® 2,5 mg (comprimidos), determinando se as duas formulaces sio bioequivalentes.

Foi também o objetivo deste estudo, a determinaciio da variabilidade intra-
individual utilizando parametros farmacocinéticos primarios AUC(0-1) e C(max) para uma
correta estimativa do tamanho da amostragem de estudos subseqiientes e caracterizar a

tolerabilidade e seguranga da formulago teste sobre condicdes controladas.
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3.MATERIAIS E METODOS
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3.1. ETAPA CLINICA
3.1.1. Caracteristicas do Estudo

Este projeto foi um estudo aberto, cruzado, monocéntrico, randomizado, dose
multipla, com dois periodos, dois tratamentos e duas seqiiéncias. A fase de
desenvolvimento do estado de equilibrio durou 4 dias em cada periodo de tratamento (com
coleta de sangue toda manh3). As coletas de sangue foram realizadas durante um periodo de
24 horas nos dias de avaliagdo do perfil farmacocinético. Os periodos de tratamento foram
separados por uma fase de “wash-out” (periodo de eliminag3o do farmaco) de 4 dias. Foram
selecionados para este estudo, dezesseis voluntirios sadios de ambos os sexos (8 homens ¢
8 mulheres), sendo uma mulher excluida por apresentar critério de exclusio. A
caracterizagdo dos pardmetros farmacocinéticos foi realizada apos administra¢@o em jejum.
Os tratamentos foram:

o Teste: Comprimido de Felodipina STADA® 2.5 mg retard (liberagdo prologada), dose
tnica por via oral durante 5 dias pela manha.
» Referéncia: Comprimido do Modip® 2,5 mg, dose Unica por via oral durante 5 dias pela

manhi.
3.1.2. Selecdo de doses no estudo

Utilizou-se dose miiltipla, sendo esperado que a dose administrada resultasse em
altos niveis de felodipina no sangue, o suficiente para a determinacdo analitica. Durante a
validagdo do meétodo analitico foi esperado um limite inferior de quantificagio para
felodipina de 10 pg/mL, mas foi obtido 20 pg/mL. Em um estudo prévio, a menor C(méx)
obtida apés doses de 10 mg de felodipina foi de 918 pg/mL, portanto, foi concluido que
uma dose didria de 2,5 mg de felodipina durante 5 dias seria suficiente para garantir

condi¢Oes apropriadas para quantificagfio da felodipina durante o estado de equilibrio.
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3.1.3. Populacio do estudo

3.1.3.1. Critérios de inclusiic dos voluntarios

Foram admitidos voluntérios de ambos os sexos, atendendo os seguintes critérios:

Origem étnica: caucaseana;

Idade entre 18 e 55 anos;

Indice de Massa Corporal (BMI) > 19 Kg/m? e < 27 Kg/m®;

Bom estado de saide (nenhum desvio significativo nos resultados de testes laboratoriais
e avaliagbes clinicas);

Concordéncia do voluntério com o termo de consentimento informado por escrito, apos
ter sido informado sobre os potenciais riscos ¢ beneficios da pesquisa, bem como sobre

o seguro realizado a favor dos voluntarios,

3.1.3.2. Critérios de exclusio dos voluntarios

Os voluntarios que apresentassem algum dos critérios citados abaixo seriam excluidos do

estudo. Sio eles:

Valores laboratoriais fora da faixa normalidade, a nfio ser que o desvio seja considerado
ndo significativo clinicamente pelo investigador;

Eletrocardiograma (12 derivagdes) patolégico;

Pressio sanguinea sist6lica inferior a 110 mmHg ou superior a 155 mmHg;

Press3o sanguinea distdlica inferior a 60 mmHg ou superior a 95 mmHg;

Niveis de hemoglobina anormalmente baixos (< 6.5 mmol/L = 10,47 g/dL [mulheres] e
< 7,6 mmol/L =,12,24g/dL [homens]);

Histdrico de infarto do miocardio;

Doenga cardiaca ou hematoldgica preexistente e/ou patologias que possam interferir

com a seguranga, torelabilidade, absor¢io e/ou farmacocinética do farmaco;
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Doenga renal ou hepatica preexistente e/ou patologia que possam interferir com a
seguranca, torelabilidade, absorgio e/ou farmacocinética do farmaco;

Doengas gastrointestinais preexistentes e/ou patologia que possam interferir com a
seguranga, torelabilidade, absor¢io e/ou farmacocinética do farmaco;

Doengas agudas ou crénicas que possam afetar a absor¢io ou metabolismo do farmaco
em estudo;

Dependéncia de 4lcool ou drogas;

Teste anti-HIV, HBs-Ag ou anti-HCV positivos;

Consumidores de ch4 ou café (mais de 400 mL/dia);

Fumantes;

Voluntarios que estejam seguindo dieta que possam afetar a farmacocinética da
medicagdo sob investigagdo (por exemplo, jejum, alimentagdio envolvendo um alto
contetido de fibras);

Mulheres gravidas ou que estejam amamentando;

Voluntarios suspeitos que nfo estejam seguindo as instrugdes;

Voluntarios que ndo sejam capazes de entender as instrucdes verbais ou escritas, em
particular, as relativas aos riscos e inconveniéncias a que eles estarfio expostos
participando deste estudo;

Voluntarios que doaram ou perderam mais de 200mL de sangue dentro dos 2 meses
anteriores ao inicio do estudo;

Participagio em estudos clinicos durante os tiltimos 2 meses anteriores ao inicio do
estudo;

Uso de qualquer medicac&io disponivel sistematicamente dentro de 4 semanas anteriores
a data prevista para a primeira administracio do tratamento, 2 menos que em funcdo de
sua meia vida, possa-se assumir que houve a completa eliminacio do farmaco e/ou seus

metabdlitos principais (exceto contraceptivos orais);

33



* Uso de medicamentos durante as iltimas 4 semanas antes da data prevista para a
primeira administragdo do tratamento, que possa influenciar a biotransformacio
hepatica (exemplos: barbitiricos, cimetidina, fenitoina, rifanpicina);

¢ Uso de medicamentos durante as 2 ultimas semanas que antecedem a data prevista para
a primeira administragio que possam afetar a absorcio (exemplos: laxativos,
metoclopramida, ioperamida, antidcidos, antagonistas de receptores H,);

* Reagdes alérgicas a felodipina ou a excepientes da preparagio farmacéutica;

* Voluntarios com alergias severas ou a miltiplas drogas.
3.1.4. PERIODOS DO ESTUDO
3.1.4.1. Periodo 0

E o periodo, com no méximo 21 dias, que antecede o primeiro estudo de
administragio do fdrmaco e compreende as avaliagdes de exame de pré-etudo.
Este periodo inclui também a admiss3o do voluntario pela manhi no primeiro dia do

estudo .
3.1.4.2 Periodo I

E o periodo que se inicia pela admissdo pela manh3 do voluntario até a sua primeira
hospitalizag@o na manhd do quarto dia de estudo.

Compreende a fase do desenvolvimento do estado de equilibrio do farmaco quando

¢ administrado a primeira parte de dose muiltipla, num periodo de 4 dias.
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3.1.4.3. Periodo 11

E o primeiro dia de petfil que se inicia no momento da hospitalizagio na noite do
quarto dia de estudo e se encerra na manh3 do sexto dia de estudo, quando duas amostras de
sangue s#o coletadas.

Portanto, o ponto exato de mudanga do perfodo II para o periodo III é 0 momento
apos a coleta da primeira amostra de sangue nesta manha.

Entre periodo II e 11 foi realizado o “wash-out” que compreendeu 4 dias.
3.1.4.4. Periodo III

E a fase de desenvolvimento do estado de equilibrio na segunda parte de dose
multipla realizado durante 4 dias e compreende do ponto em que é coletada a amostra de

sangue na manhd do décimo dia até o momento da segunda hospitalizagiio na noite do

mesmo dia.
3.1.4.5. Periode TV

E o segundo dia de perfil que vai desde a segunda hospitaliza¢io na noite do décimo
dia do estudo até o momento da coleta da tltima amostra de sangue na manhi do décimo
segundo dia.

3.1.4.6. Periodo V

Se inicia no momento dos exames pds-estudo até a dispensa do voluntario.
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3.2. PARAMETROS FARMACOCINETICOS UTILIZADOS

Os resultados de alguns parimetros farmacocinéticos sio utilizados como
indicadores de bioequivaléncia entre duas formulactes. So eles:

Parimetros primarios:

AUC(0-24 horas): Area sob a curva da concentragdo em funcéo do tempo, do momento da

administra¢do da dose até o final do intervalo de dose que foi de 24 horas (dia de perfil),
calculado de acordo com a regra trapezoidal, utilizando integragfio linear-log.

C(max}: Concentracdo maxima da droga apds a administragio dentro de cada intervalo de
dose, obtida diretamente dos dados.

Parametros secundarios:

C(min): Concentragio da droga ao final do intervalo de dose, no dia de perfil, obtido
diretamente dos dados.

T(max): Tempo para atingir a concentragdo méxima da droga, dentro do intervalo de dose,

obtido diretamente dos dados.

3.3. ETAPA ANALITICA

3.3.1. Produtos quimicos e Reagentes

A felodipina ¢ um p6 cristalino branco com uma massa molecular de 384.26 Da ¢
férmula molecular C,gH9CLNQ,.

Felodipina(l) € nimodipina(Il), foram obtidos na Cipla (India) ¢ Biosintética (Sao
Paulo, Brasil), respectivamente. Metanol e acetonitrila (classe HPLC) foram obtidas na J.T.
Baker (Phillipsburg, NJ, USA), éter dietilico ¢ hexano da Mallinckrodt, (Paris, K'Y, USA).
Acido férmico, classe analitica, foi comprada da Merck (Rio de Janeiro, Brasil). A dgua

ultrapura foi obtida de um sisterna de Elga UHQ (bucks, Reino Unido).
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O plasma foi obtido pela centrifugacio do sangue tratado com heparina sédica e

armazenado aproximadamente em -~ 70°C até a analise.

3.3.2. Preparo de padrées e controles de qualidades

As solugdes estoques de felodipina e nimodipina foram preparadas em metanol e
agua (50:50, v/v) em concentragdes de 1 mg/mL. As solugdes de trabalho de padriio interno
foram preparadas em acetonitrila € agua (50:50 v/v) em uma concentragio de 1 ng/mL. As
curvas de calibragdo para a felodipina foram preparadas em plasma humano branco nas
concentragdes de 0,02; 0,05; 0,10; 0,20; 0,50; 1,00; 2,00; 5,00 € 10,0 ng/ml e realizadas em
duplicata em cada andlise. Os controles de qualidades foram preparados em plasma branco
nas concentragdes de 0,06; 0,6 ¢ 7,5 ng/mL (QCA, QCB e QCC), respectivamente. Todas

as solugdes foram protegidas da luz usando uma folha de aluminio.

3.3.3. Preparo das amostras

Uma aliquota de 0,5 mL de plasma humano foi empregado para a extragiio liquido-
liquido (ELL) depots da adi¢o de 50 pl da solugio de padrio interno. Os tubos foram
homogeneizados por 20 segundos e exposto por 2 minutos i temperatura ambiente. Foram
adicionados 4 ml de éter dietitico e hexano (80:20, v/v) e homogeneizados por 40

segundos, transferindo a camada de solvente superior em tubos limpos.
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O solvente foi evaporado & 40°C sobre fluxo de nitrogénio continuo. Ao residuo
seco, foi adicionado 200 pL de fase movel acetonitrila e 4gua (80:20 v/v, com 10 mM de
acido foérmico) € homogenizado por 20 segundos. As amostras foram transferidas em

“microvials” de vidro, tampado e levado ao injetor automatico.

3.3.4. Condic¢oes da cromatografia liquida e espectrometro de massas

Um sistema de HPLC (Hewlett-Packard, Modelo 1100) contendo uma bomba
binaria (G1312A) foi usado para todas as analises. O sistema cromatogréfico consiste de
uma coluna analitica Cg (100 mm x 4,6 mm id, 3 um espessura de filme) e fase mével
isocratica de acetonitrila e dgua (80:20 v/v, com 10mM de 4cido férmico) em um fluxo de
0.8 ml/minuto. A coluna foi operada & temperatura ambiente ¢ um tempo presente no
“void” (tempo da injecdo da amostra até a sua detecgdio) de 1,02 minutos. A temperatura do
auto injetor (CTC Analytics, HTS PAL) foi mantida em 6.5°C e foi ajustado para um
volume de injeg@o de 40 ul das amostras a cada 5 minutos.

Estas amostras foram quantificadas num espectrdmetro de massas do tipo Sciex API
4000 triplo quadrupolo (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) equipado com um API
de fonte eletrospray operando em modo positive (ES+). O bloco da fonte de temperatura foi
em 650°C e a voltagem do eletrospray por capilaridade foi de 5.5 kV. O nitrogénio foi
usado como o gas de colisdo.

Os {ons monitorados em Monitoramento de Miltipla Reacio (MRM) sob estas

condi¢des sfio descritos na tabela 1.

Compostos Potencial de Energia de Colisdo Potencial de
desagrupamento (eV) colisdo de saida
) M)
Felodipina 56 17 16
(383,9->352,1)
Nimodipina 36 13 20
(419,1->343.2)

Tabela 1. Monitoragio em MRM (Monitoramento de Multipla Reagdo) os ions precursores da

felodipina e nimodipina
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O MRM m/z 383,9 — 352,1 e 419,1 — 343,2 foram utilizados para quantificacdo
da felodipina (analito) e nimodipina (padrfio interno), respectivamente. Os dados foram
adiquiridos pelo software Analyst (1.3.1, Applied Biosystems) e as curvas de calibragdes
para o analito foram construidas utilizando a relagéo area do pico da felodipina e do padriio
interno, através da regressio linear (1/x%), tornando-se menos quadratica. As relagSes da
area do pico da amostra desconhecidas foram interpoladas da curva de calibragio para

fornecer as concentracdes de felodipina.

3.3.5. Recuperaciio

Os experimentos foram conduzidos para avaliar a recuperagio com o método de
extragdo descrito anteriormente. A porcentagem de recuperagio foi calculada em cada
concentragio do padrdo (0.06, 0.60 e 7.50 ng/mL). Estas concentragdes padrdes foram
adicionadas no plasma branco antes da extracio e no solvente apds a extragio de um
plasma branco e foi comparada a relagio da 4rea do pico das duas amostras de plasma de

mesma procedéncia.

3.3.6. Estabilidade

As amostras de controle de qualidade (0.06, 0.60 e 7.50 ng/ml.) foram submetidas
a0 armazenamento em congelador a curto prazo (6 horas). Apés este periodo foi feito
degelo & temperatura ambiente, seguida da extracdio da amostra. O teste descrito &
denominado “short term”.

Foram também realizados trés ciclos de congelamento e degelo (freeze-thaw), com
as amostras de controle de qualidade (0.06, 0.60 e 7.50 ng/mL) nos periodos 24, 36 e 48
horas, sendo realizada extragio ap6s 48 horas do inicio do congelamento.

No teste do auto injetor (autosampler), as amostras de controle de qualidade (0.06,
0.60 ¢ 7.50 ng/ml) da primeira validagio foram submetidas ao armazenamento no injetor
automatico por 24 horas 4 8°C e apds este periodo, as amostras foram analisadas.
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Para o teste de congelamento a longo prazo (long term), as amostras de controle de
qualidade (0.06, 0.60 e 7.50 ng/ml) foram congeladas e ao final do estudo, as mesmas
sofreram degelo e foram extraidas.

O ultimo teste de estabilidade realizado foi o da solugfo mie (master solution), que
consistiu em duas etapas, primeiramente, a felodipina foi analisada como analito e a
nimodipina como padrio interno, e em seguida houve uma inversdo, a felodipina foi o
paddo interno e a nimodipina, o analito. As dilui¢des do analito e do padriio interno foram
realizadas em acetonitrila e 4gua (50:50,v/v).

A estabilidade foi avaliada quantificando-se a felodipina nas amostras processadas e

comparando-as com amostras recentemente preparadas.
3.3.7. Precisdo e exatiddo

As precisdes entre as corridas foram determinadas através dos desvios padrdes
relativos, RSD (%) = 100(SD/M) onde M ¢ a média das mesmas e o SD ¢é o desvio padrio.
A exatiddo fol avaliada pela porcentagem do erro relativo, RE (%) = (E - T).(100/T), onde

E ¢ a concentragdo determinada experimentalmente e o T € a concentracio tedrica.
3.3.8. Aplicacio do método

O metodo descrito anteriormente foi aplicado as amostras do plasma com felodipina
obtidas apés a administragio de dose muiltipla de 2,5 mg de um wmico comprimido
(Felodipina STADA® 2,5 mg, de teste e 2,5 mg, de referéncia Modip®) aos voluntarios
saudaveis de ambos 0s sexos.

As amostras do sangue com felodipina (4 mL) foram coletadas em solugio de
heparina nos tempos de 30 minutos, 1, 1.5, 2, 3, 3.5, 4, 4.5, 5, 6, 8, 10, 12, 16, 20 ¢ 24 horas
apos a administracio do medicamento. As amostras de sangue foram centrifugadas a 2000 x

g por 10 minutos 4 4°C e foram armazenadas & - 20°C até a analise.
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3.3.9. Outros métodos existentes

Diversos métodos analiticos baseados na cromatografia gasosa de alta resolucdio
(HRGC) principalmente com detector na captagdo de elétron (AHNOFF et al., 1987,
SOONS et al, 1990 ¢ NISHIOKA et al., 1991), cromatografia liquida de alta eficiéncia
(HPLC) (TOKUMA and NOGHUCHI, 1986, PATEL et al., 1998, LOPEZ et al., 2000 e
CARDOZA and AMIN, 2002), HRGC acoplada ao espectrémeto massas (HRGC-MS)
(AHNOFF and PERSSON, 1990, DRU et al, 1995 ¢ MAURER and ARLT, 1999) ¢ o
HPLC acoplaram ao espectrémeto massas (HPLC-MS) (LINDMARK et al, 2002) ¢
recentemente por HPLC acoplou ao espectrdmeto massas (HPLC-MS-MS) (KIM et al.,
2003) foram utilizados para a quantificagdo do felodipina no plasma. No entanto, estes
meétodos s3o laboriosos e incluem procedimentos tempo-consumo, como por exemplo no
método do HRGC-MS em que foi utilizado uma etapa de derivatizagio que aumentava a
quantidade da amostra para preparago e o custo do método também (DRU et al., 1995).

A quantificagdo das drogas nas matrizes bioldgicas por cromatografia liquida
acoplada ao espectrdmetro de massas (LC-MS-MS) est4 se tornando cada vez mais comum,
devido a maior sensibilidade do método e as melhorias destas técnicas especificas (MUCK,
1999 ¢ KOSTIANIEN et al., 2003). Como o objetivo deste estudo foi desenvolver um
método especifico, sensivel e rapido de LC-MS-MS (cromatografia liquida acoplada ao
espectrometro de massas) para quantifica¢io da felodipina no plasma humano utilizando a
nimodipma como o padrio interno, este procedimento foi sensivel o suficiente para
determinar as concentragdes de felodipina no plasma apés a administragio de comprimidos
de 2,5 mg uma vez ao dia, com a exatidio e a precisio, dentro do requerido em estudos de

bioequivaléncia.

41



4. RESULTADOS E DISCUSSOES
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4.1.Desenvolvimento de método

O espectro de massas positivo de Eletrospray para ambos os compostos (felodipina e
nimodipina) mostrou uma fragmentaggo similar (Figuras 1, 2 e 3) com os picos dos fons em
m/z 338 para a felodipina e em m/z 343 para a nimodipina. O espectro do fon produto de
MS/MS do [M + H]" para ambos os compostos mostraram que os fons principais dos

produtos s8o os mesmos dos picos dos fons observados no espectro do MS (Q1l-quadrupolo
1) (fig 1).
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Figura 1. Scan completo no espectro do massas (Q1-quadrupolo 1) de felodipina (A) e nimodipina (C) e seus
respectivos produtos (B and D).

Em ambos os compostos, a fragmentagio principal ocorreu, embora tenha havido
perda de partes das moléculas de alcool de grupos carboxilas, com formacgdo de ions

quetano (Figuras. 2 e 3).
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Nas dihidropiridinas analisadas, a perda de 4lcool etilico foi favorecido

energeticamente com relagdo ao alcool metil e o alcool 2-metoxi-etil foi energeticamente

favorecido em relagio o &lcool 1-metiletil (Figuras 2 e 3).

Figura 3

Figura 2
Figura 2. Proposta do caminho da fragmentagio no massas para felodipina.
Figura 3. Proposta do caminho da fragmentagio no massas para nimodipina.

Por apresentar picos de alta intensidade e nenhuma interferéncia ter sido detectada

nas amostras de plasma, as reagdes de transicgo 352,1 de m/z 383,9 (felodipina) e 343,2 de

m/z 419,1 (nimodipina) foram utilizadas no método.
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Com estas reagfes foi desenvolvido uma anilise especifica de LC-MS-MS para
determinar a felodipina no plasma humano com um limite da quantificagio (LOQ) validado
a 20 pg/ml e com um tempo de corrida menos de 5 minutos. Os cromatogramas de uma
amostra de LOQ séc mostrados no Figura 4, onde os tempos de retengfio da nimodipina e
felodipina foram 2.4 e 2.2 minutos, respectivamente.
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Figura 4. Cromatogramas em MRM (Monitoramento de Multipla Reagfio) do plasma branco humano
para felodipina e padrdo interno (A e C, respectivamente), cromatograma em MRM da felodipina em plasma
humano na concentrago final de 20 pg/mL (B) e cromatograma em MRM do padrio interno em plasma

humano (D).
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A escolba da nimodipina como padrio interno (IS) para a felodipina foi baseada na

presenca de grupos funcionais similares em ambas estruturas e a similaridade de

propriedades fisico-quimicas bem como sua similaridade no que diz respeito do peso

molecular e do comportamento quimico. Embora os isdtopos marcados com deutério sejam

mais favoraveis como padrdes internos do que analogos estruturais, sdo raramente

comercialmente disponiveis € a sua sintese ¢ cara. Este é também o argumento para a

felodipina deuterada.

4.2.Execuciio da analise

Os resultados de validag#io do procedimento analitico sfo resumidos na tabela 2. A

exatiddo e a precisfio do método foram avaliadas analisando amostras de controle da

qualidade (QCs). A curva de calibragio foi mostrou-se ser linear para a felodipina de 0.02 a

10 ng/mL (+* > 0.9970).
Concentracio Nominal (ng/ml.)
Parametro 0.02 0.06 0.60 7.50
Média encontrada 0.0216 0.0565 0.596 7.41
Intra- (n=8)(ng mL7)
grupo Precisdo (%) 20.0 4.9 4.4 3.7
Exatidio (%) 107.8 94.1 99.4 98.9
Média encontrada 0.0203 0.0559 0.588 7.47
Inter- (0 =3) (ng mL™")
grupo Precisdo (%) 17.3 7.4 5.9 4.8
Exatidio (%) 101.3 93.1 98.0 59.6

Tabela 2. Validacdes dos controle de qualidades (QC) com os tesultados de exatidio e precisio da

felodipina.

A recuperagdo da felodipina, calculada através das relagdes da area do pico do

extraido previamente plasma humano estabelecidos nas concentracdes finais de 0.06, 0.60 e

7.50ng/mL, foram de 107.6%; 103.9% e 99.3%, respectivamente.
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Para a nimodipina (0.06 e 0.60 ng/mL) as recuperagdes foram de 87.0% e 109.0%,
respectivamente. Nenhum efeito da matriz (plasma) foi observado nos resultados.

Entre e durante as corridas analiticas, a exatiddo e a precisdo (como resumida na
tabela 2) seguiram as exigéncias para procedimentos bioanaliticos conforme o regulamento
internacional Guidelines.

A especificidade do método analitico desenvolvido foi testada quantificando as
concentragdes da felodipina nas amostras do plasma no estado de equilibrio obtidas dos
voluntarios saudéveis apés dose mmiltipla de comprimidos de 2,5 mg de liberagdo
prolongada (um comprimido diariamente). O analito pdde ser quantificado com exatidgio e
precisdo em todas as amostras. As concentragdes médias da felodipina no plasma em

funcdio das curvas de tempo, quantificadas para ambos os produtos investigados sio

mostradas na Figura 5.
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Figura 5. Média da concentragdo de felodipina no plasma em 15 voluntrios humanos seguindo a
administragio oral simples de 2,5 mg.
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Os testes de estabilidade nio indicaram nenhuma degradacio significativa sob as
circunstancias descritas acima, incluindo investigacSes a longo prazo (42 dias, congeladas &

-20°C) do plasma humano exatamente nas concentragdes finais de 0,06 ¢ 0,60 ng/mL.

FELODIPINA . ® . ®
(em plasma) Felodipina STADA Modip
Parimetros Unidades Teste Referéncia
N=15 Média o Miédia
Geométrica (CV%) Geométrica (CV%)
AUC(0-1) H * ng/mL 7,51 (27,4) 7,54 30,4)
C(max) ng/ml, 0,710 {41,6) 0,643 (34,9)
C(min) ng/mlL 0,148 (24,4} 0,171 (32,8)
Média (SD) Média SD)
t{max) H 3,97 {1,83) 5,40 (2,28)
t(1/2) H 12,37 (9,16) 11,71 (3,40)

Tabela 3. Média dos pardmetros farmacocinéticos para 15 voluntarios ap6s a administracdo das

formulagdes teste (Felodipina STADA®) e referéncia (Modip®) de felodipina

4.3.Resultados farmocinéticos e estatisticos

As médias dos pardmetros farmacocinéticos calculadas no estudo estio dispostas nas
tabelas 4 e 5.

No estado de equilibio, a extensio da biodisponibilidade é representada pela AUC
no intervalo de dose (AUC (0 -24 horas)). Para este parimetro, as médias geomeétricas de
7.51 h*ng/ml e 7,54 h*ng/ml foram calculadas para as formulagdes teste e de referéncia,
respectivamente. As médias geométricas calculadas para a Cmax nas formulacdes teste e
referéncia foram 0,710 ng/ml e de 0,643 ng/ml, respectivamente.

O ponto estimado para C(max), foi 110,70%, e o intervalo da confianga (100,8% -
121,6%) encontrando-se dentro dos limites de aceitagiio de 80%-125%. O ponto estimado
para o parametro AUC(0 -24 horas) foi 99,69%, e com o intervalo da confianca (93,5% -
106,3%) encontrando-se claramente dento dos limites da aceitacdo de 80% - 125%. (tabela
4).
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Ponto estimado [%] | 90% intervalo de confianca [%)]
AUCHO-1) 99,69 93,47 - 106,32
C(max) 110,70 100,78 — 121,59

Tabela 4. Ponios estimados e 90 % de intervalo de confianga determinado para os parametros
primarios farmacocinéticos da felodipina; comparagdo dos parametros primérios do Teste (Felodipina
STADA®) e Referancia (Modip®).

Para o tamanho estimado de amostra dos estudos subseqiientes, a variagfo
intraindividual de AUC(0 -t) e C(max) foram considerados.

A avaliagio estatistica para a comparaciio do produto teste e referéncia foi realizada
uiilizando 0 modelo linear WinNonLin, considerando a formulago, o perfodo, a seqliéncia
(termos fixados) e o assunto dentro da seqiiéncia (termo aleatério/repetido) como os fatores
modelo. A variagdo residual correspondente (DF=13) para AUC(0 -24 horas) e C(max)
foram calculados como 0,009880 e 0,020965, respectivamente. As raizes quadradas
correspondentes expressadas em porcentagem foram utilizadas para estimar a variagio

intraindividual (variabilidade do intra-sujeito). Os resultados obtidos para a avaliacio intra-

mdividual estdo dispostos na tabela 5.

Variacio Intraindividual [%] Variacio Residual
AUC(0-7) 9,94 0,009880
C(max) 14,48 0,020965

Tabela 5. Variac8o intraindividual dos parimetros farmacocinéticos primérios e variacio residual
comparando os produtos Teste (Felodipina STADA®) e Referéncia (Modip®)
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5.CONCLUSAO
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Foi desenvolvido e validado, de acordo com as exigéncias do regulamento
Internacional Guidelines, um método de cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplado a
espectrometro de massas (LC-MS-MS) para a quantificagéio da felodipina em plasma
humano. Este método oferece importantes vantagens sobre outros métodos relatados
previamente, tals como: uma extra¢io simples da amostra, necessita somente de uma
extracdo liquido-liquido (ELL) sem procedimentos de re-extragiio, um tempo de corrida
mais rapido (5 minutos) e com maior sensibilidade em estudos de bioequivaléncia obtendo
um limite mais baixo de quantificagiio de 20 pg/mL (LOQ). Os resultados do desempenho
da analise indicaram que o método também foi preciso e exato o suficiente para a
determinag¢io de rotina da felodipina em plasma humano.

A comparagdio estatistica de ambas formulagGes de felodipina, sob condigBes de
jejum ap6s dose miltipla em estado de equilibrio, mostrou equivaléncia entre as
formulagdes teste (Felodipina STADA® 2.5 mg comprimidos de liberagdo prolongada) e
referéncia (Modip® 2,5 mg comprimidos), em relagio a concentragio méxima (Cmax)
como parametro para a razdo de biodisponibilidade e & 4rea sob a curva AUC(0-24 horas)
como parimetro para a extensio de biodispenibilidade.

Os resuitados da variabilidade intra-individual, utilizando o AUC(0-t) e C(méax)
como pardmetros farmacocinéticos primarios, mostraram que a felodipina nio pode ser
considerada uma droga altamente variavel sob condiges exercidas durante o estudo.

Ambos os tratamentos com formulagdes teste e referéncia, em geral, foram muito
bem tolerado € nenhum evento adverso foi relatado pelos voluntarios.

Assim, a bioequivaléncia entre a formulagio teste e a formulagio de referéneia foi
demonstrado através da semelhanga do comportamento farmacocinético entre as duas

formulacdes.
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Conformidade e/ou dados da concentracio da droga

Felodipina em Plasma
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FELODIPINA - ® @
(em plasma) Felodipina STADA Modip
Parimetros Unidades | Teste Referéncia
AUC(0-1) h * ng/ml 7,07 5,68
C(max) ng/mi 0,677 0,434
C(mmn) ng/mi 6,124 0,095
C(av) ng/ml 0,294 0,237
PTF % 187,8 143.0
t(max) h 1,0 3.5
(1/2) h 7,55 10,99
A 1/h 0,0918 0,0631
MRT h 9,15 9.89
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Felodipina em Plasma

Voluntdirio 2
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FELODIPINA Felodipina STADA® Modip®
{em plasma)
Parimetreos Unidades | Teste Referéncia
AUC(0-1) h * ng/ml 5,48 6,06
C{max) ng/mi 0,550 0,523
C(min) ng/mi 0,121 0,149
C(av) ng/mi 0,228 0,252
PTF % 187.8 1484
t(max) h 5,0 4,5
H1/2) h 12,14 12,09
A t/h 0,0571 0,0574
MRT h 9.65 998
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Felodipina em Plasma

Voluntirio 3
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FELODIPINA . .
(em piasn;a) Felodipina STADA® Modip®
Parimetros Unidades | Yeste Referéncia
AUC(0-1) k * ng/ml 10,25 9,24
C(max) ng/m} 0,946 0,869
C(min) ng/ml 0,167 0,135
C(av) ng/ml 0,427 0,385
PTF % 182,4 190,6
t(max) b 45 6,0
1(1/2) h 10,79 7.40
A 1/h ,0642 0,0936
MRT h 9,28 9,25
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Felodipina em Plasma

Voluntario 4
0.6- felodipina
0.5 .®
8 . ; -0~ Modip
O 1 R -
] 0.4- o h&,m--a ** Felodipina - STADA®
=4 j [ -~ N kY
g [
ES o3 P Y
8- Ry =S N
o “a \O
5 0.2 dj . ————
(&) SO0 “gq
ol T O
4 O e ~———a
0.1 %
0.0- &
T T T & 2 e I I T T I Ty T
96 72 48 -24 0 4 g 12 16 20 24
Tempo (h)
FELODIPINA Felodipina STADA® Modip®
{em plasma)
Parametros Unidades | Teste Referéncia
AUC(0-1) h*ngml | 5,92 6,65
C(max) ng/mi 0,463 (0,489
C(min) ng/mi 0,107 0,195
C(av) ng/ml 0,247 0,277
PTF 5% 1442 106,1
t{max) h 4.5 4,5
t(1/2) h 15,51 13,62
A i/h 0,0447 0,0509
MRT h 9,77 11,10
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Felodipina em Plasma

Voluntdrio 5
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Tempo (h)
FELODIPINA Felodipina STADA® Modip®
(em plasma)
Parimetros Unidades | Ieste Referéncia
AUC(0-1) h * ng/ml 9.44 11,40
C({max) ng/ml 0,803 0,883
C(min) ng/ml 0,191 0,250
C(av) ng/mi 0,394 0,475
PTF Yo 155,5 133,3
t(max} h 6,0 12,0
1(1/2) h 7,90 0,57
s 1/h 0,0877 0,1053
MRT h 8,73 11,15
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Felodipina em Plasma

Voluntério 6
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Tempo (h)
FELODIPINA Felodipina STADA® Modip®
{em plasma)
Parimetros Unidades | Teste Referéncia
AUC(0-1) h * ng/ml 11,41 11,36
C(max) ng/ml 1,200 1,030
C(min) ng/ml 0,173 0,223
Clav) ng/ml 0,475 0,473
PTF % 216,1 170.5
#{max) h 2.0 3.0
1(1/2) h 8,95 941
A I/h 0,0774 0,0737
MRT h 8,59 10,15
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Felodipina em Plasma

Voluntario 7
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Tempo (h)
FELODIPINA . & . &
(em plasma) Felodipina STADA Modip
Parimetros Unidades | Teste Referéncia
AUC(C-1) h * ng/ml 6,72 6,38
C{max) ng/ml 0,559 0,335
C(min) ng/ml 0,124 0,153
Ciav) ng/ml 0,280 0,266
PTF % 155,3 143,7
t{max) h 4,5 4,5
t(1/2) h 15,58 16,65
A 1/h 0.,0445 0,0416
MRT h 9,73 10,13
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Felodipina em Plasma

Voluntirio 8
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Tempo (h)
FELODIFINA Felodipina STADA® Modip®
(em plasma)
Parimetros Unidades | Teste Referéncia
AUC (0-1) b * ng/ml 11,25 9,89
C(max) ng/ml 1,120 0,713
C{min) ng/ml 0,201 0,236
C(av) ng/ml 0,469 0,412
PTF % 196,1 1157
t{max) h 2,0 4,0
t1/2) h 927 11,91
A i/h 0,0748 0,0582
MRT h 9,07 10,48
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Felodipina em Plasma
Voluntiric 9
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Tempo (h)
FELODIPINA Felodipina STADA® Modip®
(em plasma)
Parimetros Unidades | Teste Referéncia
AUC (0-1) h*ngml | 5,34 429
C(max) ng/mli 0,370 0,350
C{min} ng/ml 0,116 0,117
C(av) ng/ml 0,223 0,179
PTF % i14,1 130,3
t(max) h 1,5 4.5
1(1/2) h 9.26 11,83
A t/h 0,0749 0,0586
MRT h 16,25 10,80
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Felodipina em Plasma

Voluntario 10
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Tempo (h)
FELODIPINA - ® @
(em plasma) Felodipina STADA Modip
Pardmetros Unidades | Teste Referéncia
AUC (0-1) h * ng/ml 5,97 6,26
C{max) ng/m] 0,498 0,600
C(min) ng/ml 0,100 0,121
{av) ng/m! 0,249 0,261
PTF Y% 160,3 183,6
t(max) h 4,0 4,5
#(1/2) h 8.43 9,31
A 1/h 0,0822 0,0744
MRT h 9,37 9,74




Felodipina em Plasma

Voluntario 11
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Tempo (h)
FELODIPINA Felodipina STADA® Modip®
(em plasma)
Parimetros Unidades | Teste Referéncia
AUC (0-7) h * ng/ml 9,54 9,13
C(max) ng/ml 1,250 0,949
C(min) ng/mi 0,190 0,261
C(av) ng/ml 0,397 0,380
PTF % 266,83 180,8
t{max) h 4.5 4,5
H1/2) h 11,30 19,33
A t/h 0,0613 0,0359
MRT h 9,45 10,38
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Felodipina em Plasma

Voluntério 12
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Tempo (h)
FELOPIPINA .. ® s ®
(em plasma) Felodipina STADA Modip
Parimetros Unidades | Teste Referéncia
AUC(0-1) h * ng/ml 6,43 1,27
C{max) ng/ml 0,578 0,737
C(min) ng/ml 0,205 0,148
C(av) ng/mi 0,268 0,303
PTF % 1392 194,5
t(max) h 8.0 4.0
1(1/2) h 10,31 9,48
A 1/h 0,0672 0,0731
MRT h 10,11 9,38
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Felodipina em Plasma

Voluntério 14
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Tempo (h)
FELODIPINA Felodipina STADA® Modip®
(em plasma)
Pardmetros Unidades | Teste Referéncia
AUC(0-1) h * ng/ml 9,12 i1,39
C(max} ng/ml 1,190 0,966
C{min) ng/mi 0,156 0,238
Clav) ng/ml 0,380 0,475
PTF % 2722 153,3
t{max) h 4.5 4,5
t(1/2) h 6,45 9.48
A t/h 0,1075 0,0731
MRT h 8,75 991
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Felodipina em Plasma

Voluntario 15
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Tempo (h)
FELODIPINA - ® . ®
(em plasma) Felodipina STADA Modip
Parimetros Unidades | Teste Referéncia
AUC(0-1) h * ng/ml 5,86 6,41
Clmax) ng/mi 0,789 0,660
C(min) ng/ml 0,138 0219
Clav) ng/ml 0,244 0,267
PTF % 266.8 165,1
t{max) h 45 4,0
(1/2) h 7,99 14,37
A 1/h 0,0867 0,0482
MRT h 9,09 10,95
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Felodipina em Plasma

Voluntirio 16
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Tempo (h)
FELODIPINA Felodipina STADA® Modip®
(em plasma)
Parimetros Unidades | Teste Referéncia
AUC(0-1) h * ng/ml 6,83 6,48
C(max) ng/ml 0,480 0,425
C(min) ng/ml 0,164 0,144
C(av) ng/ml 0,284 0,270
PTF % 111,1 104,1
t(max) h 3,0 8,0
1(1/2) h 44,05 13,16
A 1/h 0,0157 0,0527
MRT h 9,85 10,37
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Felodipina em Plasma
VALORES MEDIOS
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Tempo (h)
FELODIPINA Felodipina STADA® Modip®
(em plasma)
Parimetros Unidades | Teste Referéncia
N=15 Meédias Médias
. CV% . CV%
Geométricas ( ) Geométricas ( )
AUC(0-1) h * ng/mi 7,51 (27.4) 7,54 (30,4)
C(max) ng/ml 0,710 (41,6) 0,643 (34,9
C(min) ng/ml 0,148 (24,4) 0,171 (32.8)
Clav) ng/ml 0.313 (27,4 0,314 (30,4)
PTF % 176,9 {29,0) 148,0 {20,6)
Média (SD) Média (SD)
t(max) h 3,97 (1,83) 5,40 (2.28)
(1/2) h 12,37 (9,16) 11,71 (3,40)
h 9,39 (0,50) 10,24 (0,58)
MRT
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