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Nesle trabalho foram comparadas as biodisponibilidades de duas formulagdes
de comprimidos de atcnolol: Atenol, comprimidos 50 mg, (Laboratéric Wellcome ICI:;
formulagio de referéncia)  versus Angipress, comprimidos 50 mg  {(Laboratério

Biosintética: formulagiio teste), em dezoito voluntdrios sadios do sexo masculing,

O protacolo clinico constava de doijs periodos randdmicos, com intervalo de
quatorze dias entre as doses, aprovado pelo comité de ética do Hospital dc Clinicas da

UNICAMP.

Os voluntdrios, apés uma triagem, foram hospitalizados is 23 horas ao dia
anterior do estudo clinico sob Jejum e, as 7 horas do dia seguinte, iniciou-sc o ensaio
clinico. Os voluntdrios receberam uma dnica dosc de atenolol de cada formulagio. As
amostras dc sangue foram obtidas imediatamente anics ¢ a intervalos regulares, até 24

horas apés a administragio da droga.

A concentragio plasmidtica de atenolol foi determinada por HPLC com
detecgio fluorimétrica. Os parﬁmcti‘os farmacocinéticos obtidos de cada formulagiio de
atenolol foram: drca sobre a curva da concentragio plasmética em fungdo do lempo de O
ate 24 h (AUC.4)), concentragdo mdxima alcangada (Caax) € 0 tempo empregado para ser
alcangada (), meia vida de eliminagiio (1,,), constante de climinacio terminal de
primeira ordem (k,) € a drea sobre a curva cxirapolada ao infinito (AUCjp.... Todos os
pardmetros farmacocinéticos foram analisados por méiodos estatisticos paramétricos ¢
nao-paramétricos. As duas formulages dc comprimidos de atenolol nio apresentaram

difcrengas estatisticamenic significantes em biodisponibilidade,

Com basc nos resultados obtidos o de acordo com os requerimentos
cstipulados pela EU ¢ a FDA (EUA) as duas formulag@es foram consideradas

biocquivalenies, com referéncia tanto 3 velocidade quanto ao grau de absorgio.

Resumn it
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As drogas hd muilos anos, tem sido a forma mais usada de intervencio
teraplutica, disponivel aos médicos. A [€ nos produlos naturais, principalmente de plantas,
predominou até meados de 1920, O avaneo da quimica orgnica sintética tornou possivel a
sintese de moléculas antes naturats e a moderna inddstria farmacéutica comegou a se
desenvolver, Qs produtos naturais sio alc importantes no campo da farmacologia
terapulica, notavelmente na quimioterapia, mas as novas quimicas sintéticas sio, agora, as

origens de novas drogas.

A maioria das drogas hoje, sio [abricadas ¢ comercializadas por mais de uma
inddstria farmacéutica. O estudo deo biofarmdcia evidenciou bem que 0 método de producio
empregado ¢ a formulagiio final da droga pode aletar a sua biodisponibilidade. Por causa da
pletora de drogas contendo a mesma  guantidade  de ingrediente ativo, médicos,
farmacéuticos ¢ outros devem sclecionar  produtos que tenham efeito terapdutico

cquivaliente,

Entdo, o estudo comparativo dc biodisponibilidade de dois ou mais produtos de
drogas (biocquivaléncia) vem facilitar a cscotha de uma forina farmacéutica, além de
cooperar para a melhor assisténcia farmac@utica a0 paciente, principalmente em casos de
drogas descnvolvidas para o tratamento de docncas mais sérias, como por excmplo
antiarritmicos, ant-hipertensivos, antiepiléticos, antidiabélicos, etc. A escolha da forma
farmacéutica deve obedecer a um critério: asscgurar ao medicamento o mdximo de agio
com o minimo de inconvenientes, atentando s fungbes normais, a fim de que o
medicamento nio as prejudique. “Primun non nocere” que € 0 mais importante dos

aforismas de Hipéerates,

Capttulo [ - Introdupdo geraf 2



CONCEITOS

Bioequivaléncia: Equivalentes farmacéuticos sio considerados bioequivalentes
quando apresentam biodisponibilidade similar, isto ¢, ndo siio significativamente difercnics
quanto a velocidade ¢ cxtensio de absorgio, quando dados na mesma dosc molar o

estudados nas condigdes experimentais similares, seja em dose dnica ou em doses multipias.

Equivalentes farmacéuticos sio formas farmacéuticas que contém quantidades
idénticas do mesmo principio ativo, p'or exemplo: o mesmo sal ou éster da mesma espécie
teraplutica, cm idénticas formas farmacGuticas, mas nio necessariamente contendo os
1CSMmos ingrcdicntcs Imativos (excipiente), Apresentam  também requisitos  iguais na
larmacopéia, quanto 4 identidade, poténeia, qualidade ¢ purcza, uniformidade de conteddo ¢

velocidade de desintegragio e (ou) dissolugio.

Biodisponibilidade ¢ a velocidade ¢ cxtensio pela qual a substancia ativa oy a
molécula terapéutica de uma droga ¢ absorvida a partir de uma forma [armacéutica o torna

disponivel no sitio de agdo.

A biodisponibilidade dos produtos larmacEuticos pode ser muito varidvel. O
problema consistc em determinar a variagio na velocidade de absor¢do dos produtos que
pode ter uma conseqiiéneia teraplutica, devido a producdo de sintomas 6xicos ou 1
redugdio do efeito terapdutico, a exemplo do ocorrido com o cloranfenicol, fenitofna ¢

digoxina, na década de 60,

A liberagio de um fdrmaco, a partir de uma {orma farmacéutica, pede influenciar
a veloeidade e magnitude da absorgdio. A desinicgracio da forma de dosagem ¢ a dissolugio
possuem um papel relevanic na absor¢io do l'zifmacu, pois, a maior parte deles sio
absorvidos por difusio passiva. Os tesies de dissolugdo in vitro devem ter uma corrclacio
com os testes de dissolugio in vive, no trato gastroinlestinal, para muitas determinagdes de
biocquivaldncia ¢ biodisponibilidade clinica, obtendo com isso, uma redugdio nos custos ¢

lempo gasto no desenvolvimento de droga.
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A biodisponibilidade de um {irmaco pode ser influenciada por alguns [atores,

lats comao:
Falores Fisiologicos

As razdes pelas quais as pessous diferem cm suas respostas a droga siio vidrtas ¢
mctuem: causas gendticas, doengas, idade, luxo urindrio ¢ sanguinco ¢ uma varicdade de

fatores de cariter ambiental.

O tempo dc esvaziamento gdstrico tem grande influéneia na absorgiio de um
[drmaco, principalmente naquele que ¢ absorvido om  sftio especifico do  trato
gastrointestinal. No caso de fdrmacos que sdo absorvidos através do cpitélio gdstrico, a
absorgdo € bastante favorecida pela sua maior permanéncia no estdmago. Por isso, 0 uso
racional de voluntdrios cm Jejum em investigag@es clinicas tem sido para diminuir a
variabilidade na absorgio de droga, [WILSON & WASHINGTON, 1989]. A velocidade de
csvaziamento estomacal pode ser influenciado por estados de nervosismo, hiperacidez, acio

de outro [drmaco ¢ alimentacio

A presenga de alimento deve influcnciar a absor¢iio de virias drogas c pode
tanto aumentar, retardar ou diminui-la. A penicilina Ve G, Leofilina ¢ a eritromicina (ém sua
absorgdo reduzida pela presenga de alimento, mas csta presenga re- tarda retarda a absorgiio
de certas drogas como a digoxina, cimetidina o metronidazol [TOOTHAKER & WELLING,
19801, alimentos com alta concentragio de mﬁtzlis polivalentes, bem como, cdlcio, magnésio,

aluminio ¢ zinco inibem a absorgiio da tetracicling, [WILSON & WASHINGTON , 1989].

Os liguidos digestivos seeretados pela ingestio de alimento podc alicrar a
absorgdo de droga. O aumento da secregdo da bile, influenciada pela ingestdo de alimento,
com scus componentes tensoativos e solubilizantes pode acclerar a dissolugio e absorcio de

[drmacos lipossoltveis.

A biodisponibilildade ¢ afetada significantemente pelo chamado efeito de
primeira passagem, o qual reduz a fragdo do firmaco que chega na circulagiio. Esic efeito &

produzide pela metabolizacio do f{frmaco na parede intestinal e sistema microssomal

Capltulo § - Intradugdo geral 4



hepdtico. A fragio do fadrmaco intacta quc chega na circulagio sistémica pode ser baixa oy

(uase nula, como o que ocorre com o propranolol [DAY et al., 1979].

Fatores Farmacotécnicos

Estcs sdo 0s mais Imporianics tais como: formulagio larmacéutica, via de
administragdo da droga, drogas administradas concomilaniemente por que podem alelar
profundamente a biodisponibilidade dos fhrmacos numa forma larmacButica. A naturcza do
sal ou composto usado, sua velocidade de dissolugdo in vivo, tamanho das particulas ¢ scu
cstado [isico, propriedades hidréfilas ou lipGlilus de principio ativo, presenca de agentes
complexantes, competicio molecular pela absorcio, nas assoclagdes terapfuticas exercem
grande influneta na velocidade de dissolugiio dos firmacos no trato gastrointestinal, Exis(c
uma relagdo dircta entre a biodisponibilidade ¢ a velocidade de dissolugio. A forma
farmac@utica quc libera rapidamente scu firmaco, 3 medida que ocorre a dissolugiio, tende g3
uma melhor absor¢do do que aquclcq em quc a liberagio ocorre mais lentamente ¢ de
maneira incompleta. A adiciio de certos adjuvantes influi também na velocidade de absorgiio,

0 que € importante para a escolha de associages medicamentosas,

Transgressio terapéutica

As medicagBes prescritas nem sempre sao tomadas de modo correio pelo
paciente, O fato € que boa partc dos pacientes nio seguem de modo adequado as instrugdes
de como tomar scus medicamentos. Esta lransgressdo teraplutica pode  interferir na
biodisponibilidade do fdrmaco, habitualmente representada por dosagem errada, engano nos
intervalos de tempo ou seqiiéncia de medicamentos. Em pessoas idosas a transgressio
terapCutica ¢ mais acentuada devido 3 negligéneia e falta de meméria. Quando hd 1rés oy
mais medicamentos diferentes, a desobedidneia ¢ ainda maior, O médico deve saber

caracterizar a droga quanto, a tamanho, cor ¢ formato a fim de diversilicar, quando sio

h
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necessarios mais de um medicamento, E convenienle rebatizar os ‘remédios’ conforme os

objetivos descjados: ‘comprimidos para o coragio’, ‘comprimidos para pressio’, cic.

PARAMETROS PARA DETERMINAR A BIOEQUIVALENCIA

Para se determinar a biodisponibilidade ¢ cstabelecer a bioequivalénciu de

produtos de droga pode se aplicar os seguintes parimelros:
-Concenlragio mdxima atingida no plasma (Cyay)
-Tempo empregado para atin gir a concentragdo plasmética médxima {(Loax)
-Arca sob a curva de concentracdo de droga versus tempo (AUO)
-Mcia vida plasmdtica da droga (1,,2)
-Constantc de climinagio (k.)

-Velocidade de absor¢io C, /JAUC

Capitufo I - Introdugdo geral 6



CAPITULO I

Estudo de RBioequivaléneia de
daas formulacées comprimidos
de atenolol em volunit:irios
sadios do sexo masculino



I NTRODUCAO

O conceito de dois modelos de atividade de calecolamina foi primeiro descrito
por Langley & Dale. Em 1940, Ahlquist conceituou as agdes alfa o beta blogucadoras das
catecolaminas. Em 1950, Jumes Black introduziu o pronetalol ¢ o propranolol na terapéutica
da angina pectoris ¢ arritmias, Logo em seguida, compostos bloqueadores dos receptores 3
adrenérgicos foi observados nio s6 por screm inibidores competitivos do receptor 3
adrenérgico como  por possuirem agdo depressiva direta o atividade estabilizadora de
membrana. Compostos mais recentes como o pindolol, notou-se ter atividade agonista
parcial. O atenolol foi descrito subsequentemenie como um antagonista “cardioscletivo” oy

B adrenérgico seletivo (PRICHARD, 1988).

O atenolol € um antagonista scletivo de receplor §,-adrenérgico hidrofilico, sem
atividade simpatomimética intrinseca ou atividade estabilizadora de membrana (HERRY,
1977; HEEL et al.,, 1979: MAJID et al., 1979; FRISHMAN, 1982; EGGINGER, 1993), com
uma duragdo de atividade de ao menos 24 h (SCOTT et al., 1982; WADWORTH,
MURDOCH, BROGDEN, 199 1). Depois de muitos anos de uso clinico, o atenolol estd bem
cstabelecido, e ¢ uma opgio de tratamento de virias cnfermidades cardiovasculares, tais
como  hipertensio leve a moderada (DOUGLAS, JONES & CRUICKSHANK, 1976;
COOPE 1983) ¢ angina pectoris estivcl (ERIKSSEN, OSVIK, DEDICHEN, 1977;
FITZGERALD, 1979; GLAZIER et al.,1986). Entrctanto, cle também mostra ser cficaz no
tralamenlo  de  algumas  arritmias  cardiacag (HOMBACH, BRAUN, HOPP, 1981;
WADWORTH er al, 1991) ¢ tem sido associado com redugio de mortalidadc
cardiovascular em pacientes com hipertensio ¢ em pacientes com infarto  miocdrdico
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(CONWAY et af, 1976; CRUIKSHANK, 1988; ROSSI ¢f al., 1983; YUSUF, SLEIGHT,
ROSSI,1983). O atenolol cletivamente diminui g pressio arlerial em pacientes idosos com
hipertensdo ¢ em mulheres com hiperiensio, associada com gravidez (WADWORTH ¢¢ al.,

1991; COOPE, 1983).

H4 vdrias vantagens terapCutica ¢ diferengas farmacodindmicas entre as dro gas 3
blogueadoras, bem como, um menor efeito de drogas antagonistas selctivas de receptor B
adrenérgico sobre o mdsculo liso bronquial (DECALMER e¢¢ al., 1978; PRICHARD, 1988)
¢ no SNC devido 2 sua baixa solubilidade lipidica ¢ limitada penetracio no cérebro

(CRUIKSHANK, et al., 1980; WADWORTH et al,, 1991).

ApGs administragio oral, o atcnolol ¢ absorvido parcialmente, somente 509% da
“droga ¢ biodisponivel (MASON ¢f al, 1979, MACAINSH ¢r al, 1980;). O pico da
concentragao plasmdtica mixima & atingido de 2 a 4 horas apds a administragio [IRSHAID
etal, 1996]. O atenolol se liga pobremente a proteinas plasmdticas e apenas 5% da droga ¢
metabolizada no ligado (REEVES ¢¢ al., 1978: MASON ¢ al., 1979). Devido 3 sua
hidrossolubilidade (CRUIKSHANK, 1982), o atcaolol & climinado principalmente pelos rins
na forma inalterada (WARREN, WALER, MACAINSH, 1983: STSCHITZKY, 1993). O
cleito do regime de dosagem de 50, 100 ¢ 200 mg de atcnolol uma vez por dia, quando
comparado, nio mostrou nenhuma diferenga importante entre ag doses (MAJID et al., 1979,

SCOTT, et al., 1982).
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QUIMICA

Figura 1. Estrutura quimica do atenolol ¢ metoprolol (padrio interno)

O atenolol [4-(2—[1idr0xi—3-propnxi—aminc}-isopropil)-mcti] cul) amino] propoxi]
benzeno acetoamida], ¢ uma droga bdsica (pK.: 9.6) [HEEL, 1987], com um coeficicnte de

partigdo de 0.015 (n-octanol / tampfio com pH 7.4, i 37°C)

Todos os betabloqueadores, até hoje desenvolvidos, tém estrutura quimica
semelhanfe & do isoproterenol. A fig. 1 mostra a estrutura quimica do atenolol ¢ do
metropolol  (padrdo  interno).  Ambos apresentam - a - estrutura  fundamental  dos
betabloqueadores: a fenoxipropanolamina N-alquilada. A parte responsdvel pela afinidade
pelos receptores beta adrenérgicos € a cadeia alifitica lateral ¢ a hidroxila ligada ao carbono

beti.

O atenolol é comercialmente disponfvel como uma mistura racémico [(R,S) ou
rac-atenolol}, sendo a forma (-)S- o isémero ativo, enquanto ¢ enantidmero (+)R- possui
pouca ou nenhuma atividade farmacol6gica [EGGINGER ar al., 1993;]. A presenca de um

carbono assimétrico na sua estrutura molecular indica a presenca de dois isdémeros
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opticamenic  ativos (enantidmeros). Uma molécula que 1em a0 menos um par de
enantiémeros ¢ um composto chiral (ex. propranolol, verapamil, ibuprofeno, warfarina). A

mistura de enantidmeros em 1:1 é uma mistura racémica [TRIGGLE, 1995].

EFEITOS FARMACOLOGICOS

Hipertensao

O atenolol diminui os aumentos de pressdo sistélica e diastélica em todos os
graus de severidade (HARRY, 1977; SHANKS ¢t al., 1977, HEEL et al., 1979; PLOSKER
& CLISSOLD, 1992).

Estudos comparativos tem demonstrado que o atenolol quando administrado
oralmente, reduz a pressdo sanguinea nurma exlensao e proporgiio de pacientes similares s
doses terapéuticas de outros antagonistas de receptores B-adrenérgico (como acebutalol,
celiprolol, betaxolol, indenolol, metoprolol, nadolol, pindolol, propranolol, tertatolol),
inibidores de cnzima conversora de angiotcnsina (como, captopril, enalapril ¢ lisinopril),
antagonistas de cdlcio (como a amlodipina, diltiazem, felodipina, nifedipina ¢ ¢ verapamil),
doxasim ¢ allamctildopa (WADWORTH etal, 1991). Neste sentido, SOUCEK, PRASEK ¢
SPINAROVA (1993) rclataram uma queda acentuada da pressdo arterial e da frequéncia
cardfaca apds a primeira semana de tratamento de pacicntes hipertensos com atenolol, sem
ocorréncia de hipotensio ortostdtica. Assim, a maioria dos pacientes hipertensos respondem
favoravelmente ao tratamento com uma dose didria de 50 mg de atenolol, administrado
oralmente. Embora na pritica, doses maiorcs scjam empregadas com frequéncia, alguns
cstudos comparativos que utilizaram a vartagio da dose nio mostraram difcrengas
sxgmﬁcatwas no cfeito anti-hipertensivo observado entre as doses de 50 mg, 100 mg ¢ 200
mg, dmmlstrddde uma vez ao dia (DOUGLAS, JONES, CRUICKSHANK, 1976,
RASMUSSEN ¢t al., 1982; SCOTT et al., 1982: ROBERTSON ¢t af,, 1983)
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Angina pectoris

O atenolo! reduz cfetivamente a [requéncia destes episdios de angina ¢ o
consumo de trinitrato de glicerina em pacicntes com angina (RQY, DAY, SOWTON, [975).
Durante prova de esforgo na esteira, o atenolol reduziu os indices cletrocardiogrificos de
isquemia mjocdrdica, com dor ou sem dor, ¢ melhorou o tempo de exercicio (MAJID al.,
1979). Foi demonstrado que o atenolol & efetive cm reduzir a angina e episGdios 1Isquémicos
em pacientcs nos quais estas situagdes sio resultantes de um aumento da demanda ou
redugdo do suprimenio de oxigdnio, devido a constricgdo coronariana (GLAZIER ef al.,
1986). Os cpisédios de isquemia silenciosa sdo reduzidos com ou sem auments da
frequiéncia cardiaca precedendo o quadro (Glazier ef al., 1986). Portanto, os pacienics com
docnga isquémica cardfaca 18m uma melhora da angina apés tratamento com atcnolol. O
atenolol deve ser iniciado na dose de 50 mg/dia; esta podendo ser aumentada para 100
mg/dia, cmbora estudos de variagio da dosc, em geral, ndo tenha mostrado benelicios
maiores. No tratamento da angina, o atenolol é tio cfetivo quanto o propranolol, ¢ melhor
do quc a hiledipina ¢ nitratos (NEILL et al., 1981, DEANFIELD ¢t al., 1984). O atenolo!
pode ser associado de forma Segura com agenles anti-anginosos como os mono c dinitratos
(NEILL ef al, 1981) ¢ o antagonista de cilcio niedipina {Findlay, 1983]. Esiudos (ém
sugerido que em pacientes com angina estdvel scvcrh, a retirada abrupta de atenolol nao leva

a riscos maiores [Walker ef al., 1985 ¢ Eriksscn et al, 1977].

Arritmias Cardiacas

As arritmias supraventriculares o ventriculares podem responder 4o atcnolol
apesar de raramente ser a droga de escolha no (ratamento de arritmia ventricalar {ROSSI, et
al, 1983). Em pacientes com taquicardia  supraventricular paroxistica, o atenolol
mtravenoso (HOMBACH, ef al., 1981) pode ser usado agudamente para nterromper a
taquicardia, scguido de 50 - 100 mg/dia via oral, como tratamento profilitico (HEEL,
1979). O antagonista de cilcio verapamil ¢ comumente usado nesta situagdo, mas o atenolo]

nio deve ser dado nas 48 horas apds o verapamil ¢ vice-versa, O atenolol em doses baixas,
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25 - 50 mg/dia via oral, pode ser usado ¢m combinagdo com digoxina no controle da

[reqiiéncia ventricular,

Infarto do miocardio

Quando administrado precocemente no infarto do miocdrdio, o atenolol reduz
significantemente a frequéneia de extrassistoles ventriculares complexas (RAMSDALE,
FARAGHER, BENNET, 1982: YUSUF et al., 1983; CRUIKSHANK, 1988). Ainda mais, o
atenolol produz alivio da dor isquémica, em infarto agudo do miocdrdio. Este alivio coincide
com uma redugdo significativa na freqiidneia cardfaca ¢ na pressdo sistélica (YUSUF et al.,
1983). O atenolol reduz a mortalidade cardiovascular em pacientes com hipertensio ¢ cm

pacientes com infarto miocirdico (PRICHARD, 1988; WADWORTH ¢ al., 1991),

Hipertensio durante gravidez

O atenolol tem sido usado, com succsso, na hipertensdo arterial de mulheres
gravidas (PRICHARD, 1988; WADWORTH et al, 1991). A droga reduz de forma
significativa a pressdo arlerial, prevenindo a proteindria ¢ o numero ﬁe admissdes
hospntalarcs (THORLEY, MCAINSH, CRUIKSHANK, 1981). Nio hi efeitos adversos na
prole (RUBIN BUTTERS, CLARK, 1983, 1984, FABREGUES ef al., 1992, RANEM &
JOUPPILA, 1995)

Idosos

O atenolol, efetivamente, diminui a pressao arterial em pacientes idosos com
hipertensio (WADWORTH et al., 1991). Os pacientes idosos apresentam cfcilos adversos
similarcs aos dos pacicntes jovens (CRUIKS HANK, 1981 ¢ COOPE et al., 1983).
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Hipertensao Associada com Diabetes Mellitus

O atenolol ¢ preferivel aos beta bloqucadores nido scletivos para uso em
diabéticos, uma vez que ndo possui efcitos metabélicos mediados pelos receptores PBa.
adrenérgicos. Entretanto, o atcnolo) pode suprimir a taquicardia associada a hipoglicemia ¢
0s pacicnies diabéticos devem ser avisados quc ecsle sinal associado a hipoglicemia &
consideravelmente menor com atenolol do que com os beta-bloqueadores lipofilicos (RYAN
et al., 1983).
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BJETIVOS

Determinar a bioequivaléncia de  duas formulagdes de atcnolol (Atenol,
comprimidos, 50 mg do laboratérioc Wellcome IC [, como formulagio refcrencm versus
Angipress, comprimidos, 50 mg do laboraiério Biosintética, utilizado como formulagio
teste, baseada na comparagio dos valores obtidos dos pardmetros farmacocinéticos de cada

formulagao calculados a partir da medida dag concentragdes plasmdticas de atenolol].
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ATERIAIS E ETODOS

Foram selecionados dezoito voluntdrios do sexo masculino, com idade varfavel
entre 21 a 43 anos (média + EP: 30 % 6.0 anos), peso corporal de 55.6 a 96.2 kg (média £
EP:75.5 £ 11.5 kg), através de uma consulta médica realizada no ambulatério da unidade de
farmacologia clinica. Durante a triagem foram obtidas informagtes relativas i histéria clinica

¢ ao passado dos voluntdrios (anamnese) além de cxames [fsicos.

Na avaliagdo clinica, os dezoito voluntdrios selecionados nio apresentaram
sinais ou sintomas dc doengas cardfaca, hepdtica, renal, pulmonar, neurolégica,
gastrointestinal, hematolégica e psiquidtrica. Os resultados dos exames dos voluntdrios, tais
como, cletrocardiograma ¢ bioguimicos estavam dentro da faixa do normal, portanto,

corroborando o cstado de higidez:

* Hemograma completo ¢ velocidade de hemossedimentagio.
» Uréia ¢ creatinina séricas.
* Transaminases (glutamato - oxalacetato ¢ glutamato - piruvato)} , fosfatase alcalina,
Gama ghutamil transpeptidase ¢ bilirrubina.
» Glicemia de jejum.
* Proteinas totais ¢ albumina.
* S6dio, cloro e potdssio
¢ Urina I
* Protoparasilolégicos
Ap0s corroboragio da higidez dos voluntdrios, cles foram submetidos a uma

entrevista livee para avaliagio da sadde mental, bem como das condigdes emocionais para
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participar do ensaio clinico. Em seguida eles foram conscientizados da natureza do estudo ¢

ainda foram esclarccidas as davidas remancscentes. Os voluntdrios, logo apSs assinaram um

termo de consentimente para participarem do ensaio clinico. O protocolo clinico foi

aprovado pelo comité de Etica do Hospital das Clinicas da UNICAMP.

PROTOCOLO CLINICO

perfodos, com intervalo de “washout”

randomizacio mostrada a scguir:

Tabela 1. Tabela de randonizagio

O estudo clinico realizou-se por delincamento aleatério cruzado de dois

de quatorzc dias entre as doses, e segundo a tabela de

01

(2
03
04
05
(6
7
08
09
10
I1
12
13
14
15
16
17
18

Atenol

Angipress

Alenol
Angipress
Alcnol
Alenol
Angipress
Angipress
Angipress
Angipress
Angipress
Angipress
Angipress
Atenol
Atenol
Angipress
Angipress

Atcnol

Angipress
Atenol
Angipress
Atcnol
Angipress
Angipress
Alenol
Atenol
Atcnol
Atenol
Atenol
Atenol
Altenol
Angipress
Angipress
Alenol
Alenol

Angipress
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Os voluntdrios foram hospitalizados na véspera do incio do estudo ¢ tiveram

assisténeia de médicos ¢ enfermagem cspecializados.

Os individuos receberam dieta geral até as 23 horas, quando iniciaram o Jejum,

visando entdo o inicio do ensaio clinico previsto para s 7:00 h do dia seguinte.

ApéGs 8 horas de jejum, foi feita uma coleta de sangue imediatamente antes da
administragdo do atenolol. As outras coletas foram feitus ap6s administragio de uma tdnica
dose de 50 mg de uma das preparagdes de atenolol, o qual seguin rigorosamente a lista de

randomizagio (tabela 1). O medicamento foi adminisirado com 200 m] de dgua potdvel,

Os voluntdrios nio ingeriram qualquer alimento sélido até § horas apos a

administragio do atenolol; a partir de entdio, eles reccheram dieta geral,

Durantc o periodo de nternagdo, os voluntdrios ndo ingeriram  quaisquer
alimentos difercnics da dicta padrdo. A ingestio de liquidos foi permitida apés o almogo,

mas bebidas contendo xantinas (incluindo chd, calé e bebidas a base de cola) foram evitadas,

COLETA DAS AMOSTRAS DE SANGUE

As amostras de sangue foram coleladas através de “butterfly" heparinizado
mtroduzido em veia superficial do antcbrago do voluntdrio, imediatamente antes da
administracio de atenolol ¢ nos scguintes intervalos: 0.5, 1.0, 1.5, 2.0, 3.0, 4.0,5.0, 6.0, 8.0,
10.0, 12.0,18.0 e 24.0 horas apés a administracio das formulagdes. Foram coletados 10 ml
de sangue por amostra e foram colocados em tubos de vidros contendo EDTA devidamente
identificados. Prévio a cada coleta foram registrados os valores de pressdo arterial e

frequéncia cardiaca.

Depois da coleta as amostras foram centrifugadas a 3500 rpm por 10 minutos c
o plasma foi separado em tubo de vidros de 5 ml identificados e em seguida foi estocado no

freczer & -20°C, alé serem analisadas.
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ANALISES DAS CONCENTRACOES PLASMATICAS

As amostras de um dnico voluntirio foram analisadas no mesmo dia, cvilando
assim  variagdes interensaio. A concentragio plasmdlica de atenolol foi medida por
cromatografia liguida de alta eficiéneia (HPLC) do tpo fase reversa - par idnico e os picos

foram monitorados através de detector de fluorescéneia,

PREPARACAO DAS AMOSTRAS

A curva de calibragio foi preparada a partir da diluigio de uma solugiio “stock”
de atenolol [1000 ng/mi em metanol / dgua: 50 / 50 (v/v)] com plasma branco obtido dos

volunidrios, nas concentragdes de 20, 50, 100, 200, 500 ¢ 1000 nng/ml de atcnolol.

Foi pipetado 1 ml da amostra de plasma dos voluntdrios (em paralelo com os
pontos da curva de calibragiio) em um tubo de vidro. Em scguida foram adicionados 100 i
de uma solugio de metoprolol (padrido interno; § ug/ml em metanol / dgua 50 / 50 viv) ¢
mais 400 ul de uma solugio de hidréxide de sédio 0.25M para a alcalinizagdo do meio.
Apos uma rapida agitagio em vortex, foram adicionados 7 ml de uma mistura composta de
cicloexano / n-butanol (50/50 v/v). A mistura foi rigorosamente vortexeada por 3 min ¢
centrifugada & 3500 rpm por 10 min, A lasc orgénica foi transferida para oulro Lubo
contendo 500 ul de uma solugdo aguosa de HC1 0.1 M para ser re-extraido em meio dcido.
Em scguida o tubo foi agitado em vortex por mais 2 min ¢ centrifugado 3 3500 rpm por 1
min. A fase orginica foi desprezada e a fase aquosa foi evaporada a 37°C sob correnie de
nitrogénio. O residuo foi ressuspendido com 100 pl de fase mével e 50 ul foram injetados

RO cromaltografo.

CONDICOES CROMATOGRAFICAS

A fase movel cra constituida de uma mistura de acctonitrila / metanol / lampdo

fostato (NaH,PO, H,O 0.02 M) contendo 0.1% de dodecil sulfato de sédio (SDS) na
Capfinio i - 19

Esindy de Bioquivaléncia de duas Sormudagées comprinidos de atenclof om veluntdrios sadivs do sexe masculing




proporgdo 35/ 15/ 50 (v/v), respectivamente. A fase mével foi bombeada a um fluxo de 1
ml/min através de uma coluna Waters Cg # Bondapak 10 um, 3.9 x 300 mm, 2 temperatura
ambicnte. O cluato foi monitorado por fluorescéacia com excitagdo 4 240 nm ¢ emissio i
300 nm (atenuacio: 64). O sistema cromatogrifico cra constituido de uma bomba Waters
510 (Millipore, EUA) acoplado a um detector de [luorescéncia Shimadzu RF535 (Shimadzu,
Japio), ¢ o sinal de saida captado por registrador potenciométrico Bryans 28000 (Bryan

Southern Instruments, Gri Bretanha).

A quantificagio das amostras dos voluntdrios foi obtido por plotar as razdes da
altura do pico de atenolol / metoprolol com aquelas amostras de plasma branco contaminado
com guantidades conhecidas de atenolol (20, 50, 100, 200, 500 ¢ 1000 ng / ml) ¢ 8§00 ng de

metioprolol.

ANALISE ESTATISTICA E FARMACOCINETICA

As curvas individuais de concentragio plasmdticas de atenolo! em fung¢do do
tempo foram obtidas para cada uma das Tormulagf')cs. A concentragdo méxima atingida
(Cmax) € 0 tempo gasto para atingir a concentragiio plasmdtica méxima (tmax) foram obtidos a
partir de cada curva. A 4rea sob a curva da concentragio de atenolol vs. tempo de 0 - 24

horas (AUCo.54)) foi calculada pela regra dos trapézios.

A constante de eliminagio terminal de primeira ordem (k.) foi calculada alravés
da cquagiio de regressio linear entre o logaritmo da concentragdo € o tempo para os pontos
que descreviam a fase de eliminagio das curvas de concentragio vs. tempo. O tempo de
meia vida plasmdtica (1, ) foi calculado utilizando a equagio Lp=In (2) / k.. A extrapolagio
das AUCjo4) a0 infinito (AUC) foi realizado pela adigio do valor Cyy / k. as AUC 524
calculadas (onde Cpy = concentragdo plasmdtica 24 h apés dose, calculada a partr da

cquagio de regressio lincar obtida para estimar as k).

A biocquivaléneia entre ambas formulagdes foi avaliada através do cdleulo das

razbes mdividuais teste / referéncia para Cuay, AUCpa24, AUC, U1, k. e Coa/ AUC e as
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diferencas individuais teste - referéncia para lm , junto com as médias ¢ os intervalos de
confianga (IC) de 90%. A inclusio dos IC 90% para as razfes percentuais dentro do
intervalo 80 - 125%, e a inclusiio do valor “zero” dentro do IC 90% para as diferencas
foram analisadas empregando testes paramétrico (ANOV A para dados ndo transformados e
transformados por logaritmo) e nao-paramétrico (Icste de Wilcoxon de soma dos escores, de
acordo com HAUSCHKE et al, 1990). Para tais cdlculos, empregou-se o programa de

computador “Bioequivalence Program for two-Period Crossover Studies”, versio 3.4.

DROGAS E REAGENTES

Os comprimidos de 50 mg de atcnolol foram obtidos do laboratério Biosintética
(formulagiio teste, Angipress - 50 mg, lote: 94102701, validade: 10/99) e do laboratério
Wellcome ICI (formulagio de referéncia Atenol 50 mg, lotc: 48894, validade: 08/98).

Padrdes de atenolol metoprolol (padrio interno para HPLC), dodecil sulfalo
de sodio e acctonitrila (grau cromatogrifico) foram obtidos da Sigma Chemical. Co. (St.

Louts, MO, EUA).

Ciclocxano, n-butanol ¢ hidréxido de sédio (grau analitico) foram fornecidos
pela Casa da Quimica Inddstria ¢ Coméreio Ltda (SP, Brasil). Qutros reagentes, lais como
deido cloridrico e fosfato monobdsico hidratado, foram adquiridos da Merck Indistrias
Quimicas (RJ, Brasil). Metanol (grau cromatografico) {oi obtido do Laboratério Montecatini

Group (Milano, Itdlia).
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ESULTADOS

As duas [ormulagdes de atenolo! foram bem tolerados na dose administruda nos
voluntdrios. Nio houve qualquer refato de elcitos adversos ¢ os pardmetros bioguimicos

permanceeram inaltcrados ¢ dentro das [aixas de releréncia,

Uma queda minima na pressiio sistélica ¢ diastolica (aproximadamente 10 mmH i
cm posigllo supina) foi observada entre 8 ¢ 10 horas apds a administragio de atcnolol (gura
2), com ambas as formulagdes  apresentando perfis  similarcs.  Além disso, quando
comparados aos valores basais, nao loram observadas diferengas  estatisticamente

significantes na pressio sistélica e diastélica ¢ na frequéncia cardfaca, a qualquer (em po.

A figura 3 mostra um excmplo de cromatograma obtido pelo método de HPLC
descrito acima. Os tempos de retengdo foram de 5.5 ¢ 8 min para atenolol e metoprolol,
respectivamente. Com o método cmpregado, a menor concentragio plasmdtica quantificivel
de atenolol foi de 20 ng/ml {correspondenic a uma altura de pico com valor sinal / rufdo =
3). A curva de calibragio mostrou linearidade na faixa de 20 ng/ml & 1000 ng/ml, com
coeliciente de regressio maior ou gual & 0999, ¢ valores do intercepto nio
significantemente diferente de zero. Os valores dos cocelicicntes de variagdo (CV%) inter-
cnsaio foram 21.3, 10.5, 9.0, 4.4, 7.6, ¢ 2.2 % para concentragdes plasmiética de atenolol de
203, 50, 108, 200, 500 and 1000 ng/ml respectivamentc (niimero de replicatas cnire 14 ¢ 17
para cada conceniragiio). A varia¢do intra-cnsaio foi determinada por ensaio dc scis
replicatas de amostras plasmiticas de concentragdes de 55, 214, and 1081 ng/ml dentro de
uma mesma corrida ¢ os CV% oblidos foram 6.3, 2.6, ¢ 4.3% para cada concentragiio,

respeclivamente.
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As curvas das médias das concentragoes plasméticas de atenolol em fun¢do do
tcmpo obtidas apés a administracio oral de cada formulagdo de atenolol de 50 mg sdo

mostradas na figura 4.

A Tabela 2 mostra os valores das médias geomélricas € os intervalos de
conflanga de 90% para AUC 024, AUC, k, 15, Cuses © Con AUC, assim como os valores
das medianas de t... para cada form ulagdo

A Tabcla 3 mostra as andlises cstatisticas das razdes individuais teste / referéneia
para AUC0.04), AUC, ke, tp, Cinax ¢ Caa/ AUC, bem como a inclusiio dos IC 909 para as
mcédias geométricas dentro da faixa de biocquivaléneia de 80 - 125%. As diferengas
individuais de {,., cntre as formulagbes foram cstatisticamente diferentes de zero, como
mostrado pelo fato de que o IC 90% para dilcrengas individuais teste - referéncia nio incluiu

o valor zero,

Figura 2. Mcdidas dc pressio arterial (simbolos cheios) ¢ frequéncia cardiaca (simbolos
vazios) em funcio do tempo obtidos apds a administra¢iio oral de 50 mg dc atenolol
(circulos: Angipress; tridngulos: Atenol} em 18 voluntirios sadios no periodo das 24 h de

internagio,

o)
L]
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Figura 3. Exemplo de cromatograma obtido apés a injegio de:

Paincl a: plasma branco. Observe-se a auséneia de picos interferentes aos tcmpos de
retengio dos compostos de interesse. |

Painel b: amostra de plasma de voluntdrio coletada 6 h apds a administragdo de 50 mg de
alenolol {(Alenol; painel b). A concentragiio de atcnolol medida nesta amostra foi de 170
ng/ml.

Pico I: atenolol; pico II: metoprolol (padrio internoj,
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Figura 4. ConcentragSes plasmiticas (médias aritméticas = EP) de atenolol em fungio do

tempo para as duas formulagdes de atenolol (50mg) adminisiradas em 18 voluntirios sadios.

Angipress: quadrados vazios; Atenol: circulos chetos.
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Tabela 2. Pardmeiros farmacocinéticos de alcnolol obtidos apés a administra¢io de cada

uma das formulagdes de atenolol 50 mg nos 18 voluntdrios masculinos sadios.

AUC(O‘M) (Ilg h ml")

‘Média geométrica 2610 2561

1C 90% 2288 - 2977 2331 -2814
AUC (ngh ml'")

Média geométrica 2789 2721

1C Y% 2435 -3168 2479 - 2987
Cinux (ng/ml)

M¢édia geométrica 328 327

1C 9% 280 - 385 290 - 368
k.(h ™)

Média geométrica 0.137 0.134

IC 90% 0.127 -0.147 0.126 - 0.142
tz (h)

Média geométrica 5.0 5.1

IC 90 % 4.7-54 4955

tiax (h)

Mediana 3 2.5

Faixa 1.5-5 [-4
Cun/AUC (0')

Média geométrica 0.118 0.120
IC90% 0.108-0.128 0.112-0.129
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Tabela 3: Andlisc cstatistica das razoes individuais teste / referéneia de AUCg44, AUC, Cpa,

ke, tin , € Coad/ AUC, € das diferengas teste - referéneia de |

atenolol.

max €0tre ambas formula¢des de

AUCy. 20

razio % 99.6 88.1- 112.6 100.5 89.4- 112.6
AUC

razio % 99,7 88.1- 112.9 99.8 88.3 - 109.7
Crume

razio % 98.0 86.5-111.0 99.2 84.5 - 114.0
T (R T S W RS
razio % 97.2 89.2 - 105.8 98.6 90.2 -106.2
-
razio % 102.8 94.4- 1119 101.1 93.9- 1116
tiwx (h)
diferenca (h) 0.8% 03- .34 1.0 0.25- 1254
Cox/ AUC,g. o

razio % 97.8 90.6 - 105.5 98.1 91.9 - 106.0
*de acordo com HAUSCHKE et al, [1990);

**média aritmélca;

# 1C 90% para as diferengas individuais,
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ISCUSSAQ

O método de HPLC descrito neste trabalho ¢ similar a oulras metodologia
previamentc publicadas, como aquelas de YEE (1979), TEITELBAUM (1991). O método
utilizado provou ser de ficil execugio, simples, rdpido ¢ reproduzivel. O tempo de retengio
alcangado pelo padrio interno e o ndio aparecimento de picos tardios pemﬁtiu que todas as
amostras de um dnico voluntdrio fossem analisadas num mesmo dia de trabalho a fins de

evitar as variagdes inter ensaio.

A mistura dos solventes cicloexano / n-butanol utilizado em nosso método
apresentou os melhores resultados quando comparado com outros solventes ou misturas,
incluindo o heptano, diclorometano, acetato de etila ou metil-1-butanol. Entrctanto, a
capacidade de alta extragdo dessa mistura de solvente tornou necessdrio uma re-extragio cm
meio dcido a fins de se obter cromatogramas sem interféncia de compostos endégenos do
plasma. Solugdo de 4cido cloridrico 0.1 M provou ser mais apropriado para a re-extragio
dos compostos de intercsse do que outros dcidos tostados, tais como fosforico, sulfirico ou
acélico. A detecgiio dos picos de atenolol ¢ metoprolol por fluorescéneia apés a re-extragio
proporcionou um método suficienicmente sensivel (20 ng/ml) para alcangar os objelivos

desse estudo.

A adigdo de SDS (um reagente de par idnico hidrofobico) na fase movel,
resultou em uma resolugiio satisfat6ria dos picos do atenolol o mctoprolol, apesar da grande
similaridade estrutural e cromatogrdfica. Em nosso laboratério recentemente fizemos uso

dessa cstratégia para scparar adequadamentc a celirizina de seu derivado epoxi P026
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(MUSCARA ¢t al, 1995), ¢ no nosso conhecimento, o dnico método publicado de HPLC
de fasc reversa - par idnico para a separagiao de f-blogueadores em amostras de plasmi ¢

aquele descrito por SHEN e¢f gl (1992).

Como jd mencionado anteriormrate, o alenolol ¢ comercializado CoOmo mistura
racémica, sendo yuc somenic o Esﬁrlncro S ¢ o composto farmacologicamente  ativo.
Diferente de outros B-blogucadores (como por cxemplo o propranclol) no qual um dos
isdmeros interfere com a Jarmacocinética do outro isdmero, o atenolol nio apresenla
variagdo na farmacocinética de seus isdmeros, Desta forma, EGGINGER ¢t i, (1993) tem
demonstrado que o perfil farmacocinético do enantdmero ative (8) nio ¢ diferente quando ¢
administrado cada isdmero individualmente ou como mistura racémica. Esics resultados
Junto com o estudo de bioequivaléncia recentemente publicado por IRSHAID ¢t 4/, (1996),
autorizaram-nos para rcalizar uma avaliagio da bivequivaléncia de duas formulagdes de

atenolol com base na concentragio plasmitica da mistura racémica de atenolol.

A Tabela 2 mostra a média dos valores de AUC 024, AUC, Con, U, ke
Coad AUC ¢ Loy Tais valores foram similares para ambas lormulagdes ¢ [oi observado um
porlante grau do sobreposicio entre seus intervalos de conlianga de 90% para as médias
geométricas. Os valores obscrvados para (. buass AUC ¢ G, esliio de acordo com agucles
relatados por outros autores para cste tipo de formulagiio farmactutica (CLEMENT] et af.,
1994; BOYD ¢r al., 1989; MILLEr & GULRTIN, 1992, STOSCHITZKY ¢ al., 1993,
EGGINGER et al., 1993).

O valor médio de AUCjp.4 foi aproximadamente de 94% da AUC {cxLrapolada
a0 infinito} para ambas formulagdes, ¢ nenhum voluntdrio mostrou valores menorcs de 85%.
Isso permite o céleulo do grau de biodisponibilidade relative a pactir dos valores de AUC,.
241 de acordo com os requerinientos da Unidio Européia (EU), que estipula um minimo de

80% da AUC.

A tabela 3 mostra que os intervalos de conlanga de 90% das médias das razies
individuais de AUCjpa4, AUC, Cpan, ke, tiz ¢ Cu/AUC (apés a transformagio pelo

logaritmo) estiveram incluidos dentro da faixa de Blocquivaléneia de 80 - 125% quando
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analisados scja por métodos paramélico ou ndo paramétrico. As diferengas de ty,, foram
estatisticamente diferentes de zero, como mostrado pelos intervalos de confianga de 90%
obtidos por testes paramétrico e ndo paraméirico. Estes resultados mostram que ambas
formulac@es siio claramente biocquivdlcmcs para a extensdo de absorgio como requerido
pela US FDA (1985, 1993). Entretanto, os resultados obtidos nas diferengas individuais de
Lnax faz com que as conclusdcs sobre bloequivaléncia para a velocidade de absor¢io devam
ser mais discutidas. Apesar dc C,,, ¢ luax $CTCM  considerados como indicadores da
velocidade de absorgdo, muilos autores tem questionado a utilidade ¢ as limilaces desses
padmetros para decidir sobre o problema de biocequivaléncia, dados os cleitos que o
csquenia de amostragem tem sobre eles. Nesie sentido, ENDRENYT ¢t al, (1991) 1&m
demonstrado que Ca, nfio apenas rellete a velocidade de absor¢io, mas também g cxlensio,
como evidenciado pela alta correlagdo observada entre este parimtero ¢ AUC, ¢ propds a
razio Cuw/ AUC como melhor indicador dy velocklade de absorciio. Neste cstudo, a média
geométrica ¢ o intervalo de confianga de Y0% para as razies dividuais teste / referencia
para Co./AUC ou C, estiveram totalmente incluidos dentro da faixa de biocquivaléncia de
80 - 125%. Com base nesscs resultados, as conclustes sobre a presenga de biocquivaléneia
para velocidade de absor¢io seriam opostas aos resuliados observados com releréncia As
dilerengas significantes dos 1, entre ambas tormulagocs. Nos requerimentos da UE consta
que a importincia de 4, como um indice de velocidade de absor¢iio “somente faz sentido se
houver necessidade clinicamente relevante para a liberagio rdpida ou acio ou sinais de

relagdo entre concentragio c elcitos adversos™ {SALMONSON, 1996).

Como mostrado na Tabela 2, as medianas de t,,, para as duas formulacoes de
comprimidos de alenolol de 50 mg sdo 2.5 ¢ 3 h, com largos intervalos de valores (1 - 4 ¢
1.5 - § h para as formulagies referdncia o leste, respectivamente). Como j4 mencionamos,
quando os valores de pressio arterial ou frequéncia cardfaca foram comparados ndo foram
obscrvadas quaisquer diferengas significantes, apesar de ambas formulagdes terem causado
uma queda na pressio sanguinea. Considerando estas obscrvagtes, nés podemos concluir
quc que as dilerengas de 1, entre ambas J'orﬁm]ugﬁcs de atenolol (média 0.8 h) nio sio de

significincia clinica, mesmo quando administrado cronicamente em pacienics cardiacos.
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A Food and Drug administration dos Estados Unidos da América (US FDA,
1985), estabelece que a biodisponibilidade in vive de uma dada formulagio farmacéutica
pode ser deteminada pela medida dos niveis plasmdticos da molécula da droga, ingrediente
alivo ou metabolitos ativos em funcio do lempo, ou através da quantificacdo de algum

eleito farmacolégico agudo.

Neste  trabalho, avaliamos a  bioequivaléncia de  duas formulagoes  de
comprimudos de atenolol através da medide das concentraghes plasmdticas da droga em

fungiio do tempo, de acordo com as normas do FDA.

Concluir sobre a bioeguivaléneia de duas ou mais fomulagbes que contém a
mesma droga ¢ a mesma dosagem administradas pela mesma via consiste em comparar as
biodisponibilidades relativas. Entiio, a existéneia de bioecquivaléncia implica que nio deve
haver diferengas estatisticas cntre as formulagdes. Por isso sdo usados vidrios lestes
cslalisticos para comparar tais biodisponibilidades. O (ostes estatisticos paramétricos
geralmente assumem que os dados 18m uma distribuiciio normal. A ransformacio dos dados
de AUC, Coax ke € L pela aplicagiio da fun¢io logaritmo ¢ realizada, desse modo 0s dados

transformados distribucm-se normalmenie.

A andlisc de varidncia (ANOVA) (csta as fontes de variabilidade assim como sc

existem diferengas entre ¢ dentro dos tratamentos, os periodos de estudo ¢ os Zrupos.

O “Two One-sided Tests” (paramclrico: Schuirmann (19871, ndo-paramérico:
Hauschke et al., [1990]) ¢ 0 método usado para deteminar grandes diferencas (por excmplo
maior que 20%) cnlre as médias dos parimelros. Os intervalos de confianga sio estimados
para as médias das amostras, bascado na distribui¢ho de Student dos dados. Neste (este
requetido pelo FDA, o intervalo de contianga de 90% da razio das médias dos dois
produtos deve estlar dentro de +20% (STEINIJANS ef al., 1988) para medida da velocidade
¢ exlensdo de absorglio da droga. O limite inferior do intervaly de confianga de 90% para a
razdo das médias nio pode ser menor que 0.8(), enguanto gue o superior nio pode ser maior
que 1.20. Enldo o intervalo de confianga de 90% ¢ uma fungdo do tamanho da amostra e

varabilidade do cstudo, incluindo a vadabilidade inter ¢ intra-individuo.
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Bascados nestas consideragdes, ¢ de acordo com os resultados ohtidos,
podemos concluir que a formulagio testc Angipres ¢é btoequivalente A formulacio de

referéneta Atenol tanto para a velocidade quanto para a extensio de absorgio.
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UMMARY

The  bicavailability of (wo alenolol tablet formulations: Angipress  (from
Laboralérios Biosintética, SP, Brazil), and Atcnol (from Wellcome ICI Laboratory, SP,
Brazil) were compared in eighteen healthy male volunteers who received a single dosc of 50
mg of cach formulation, in an open randomized two period crossover lashion with a
[ourteen day washout interval between doses. Plasma samples were obtained over a 24 |
interval and atenolol concentrations were determined by HPLC with fluorimetric detection.
From the plasma atenolol concentration vs time curves, AUCjpaq; (arca under the
concentralion vs time curves from O to 24 h), Chax (maximum achicved concentration), Ly
(Lime to achieve Cay), s (lerminal Fﬁ'st order elimination half-life), k. (lerminal first order
climination constant) and AUC (arca under the concentration vs Lime curves cxtrapotated to
infmity) were obtained. All these variables were analyscd using both parametric and non-
parametric statistics. The two atenolol tablet brands did not show statistically significant
differcnces in bioavailability as asscsscd by analyscs of AUC24, AUC, Crags Ly L, and k.
values. Based on these results and on the United States Food and Drug Administration
(FDA) and the Europcan Union requeriments, we conclude that both formulations arc

biocquivalent.
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A NEXOS

ANEXO 1

Curvas individuais de concentragaco plasmatica de atenoclol em fungio do tempo e ¢

parimetros farmacocinéticos derivados.
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ANEXO I}

o Manuscrito submetido para publicacdo.
o Modelo de Termo de Consemimenm Esclarecido.

o Parecer do Comité de Elica.

Capinilo I -
Estudo de Rivquivaléacia de duas fornnlagdes comprimidas de atenelol mo voldinidrios sadios do sexo sscwl e

&4



To Prof Dr G. Hitzenberger

Editor-in-Chief

International Journal of Clinical Pharmacology and Therapeutics
Gesellschaft fiir Klinische Pharmakologie

Kinderspitalgasse 10/16

A-1090 Vienna / Austria

Campinas, 10 April 1997
Decar Profl Hilzenberg,

Plcase find enclosed three copics of the manuscript cntiled “Comparative
bioavailability of two atenolol tablet formulations in healthy male volunteers after a
single dose administration”, by Martins et al.,., togcther with a copy of the manuscript on
disketle (lile: atenol.doc; Word for Windows version 6.4}

We would like to submit this manuscript [or publication in the International Journal
of Clinical Pharmacology and Therapeutics.

It is worth meationing that this manuscript has been written in accordance with the
dircctions of the Editorial Board of the Journal for papers reporting biocquivalence studies,
which have been recently stated in the articlc *“To reject or not (o reject - recent cxperience
with hioequivalence papers”, by Hitzenberg and Steinijans.

I hope you lind the manuscript suilable for publication.
I look forward (o hear from you in due coursc.

Yours sincerely

Marcelo Nicolds Muscari, PhD.

Department ol Clinical Medicine,

Faculty of Mcdical Sciences, University Sio Francisce,
Av. Sio Francisco de Assis, 21!8

Braganga Paulista, 12900-000, SP, Brazil.

[ax:  55-19-2313947

Capitula If - 65
Estudo de Bioquivaléncia de duas formulacées comprimidos de atenolol em volastdrios sadios do sexo masculing



Comparative bioavailability of two atenolol tablet formulations in healthy male

volunteers after a single dose administration,

M. L. Martins', M. A. Pierossi’, L. A. Moraes', W. Ribeiro', E. Abbib Jr., G. B.
Mendes', A. Poli?, G. de Nucci' & M. N. Muscara’.

'Miguel Servet Clinical Pharmacology Unit, Department of Pharmacology, Faculty of
Medical Scicnces, UNICAMP, Campinas, SP; *Department of Pharmacology, Center of
Biological Scicnees, Federal University of Santa Catarina, Floriandpolis, SC; 3Dcparlr’ncnt of
Clinica] Medicine, Faculty of Medical Scicnces, University Sdo Francisco, Braganca

Paulista, SP, Brazil.

Author for correspondence:
Gilberto de Nucci, MD, PhD.

Av. Jesuino M. Machado, 415
Campinas, 13092-320, SP, Brazil.
fax: 55-19-2521516

¢-mail: denucci @ .dglnet.com.br

Capitulo {1 - . P

Estude de Bioguiveléncia de duns formulagies comprimidaes de atenolol em volunidrios sadies do sexo mascufing



Abstract, The bioavailability ol two atenolol tablet  formulations  (Angipress  [rom
Laboratérios Biosintética, and Atenol from Wellcome ICI Laboratory, Brazl) were
compared in cightecen healthy male volunicers who received a single 50 mg dosc of cach
atenolol formulation. The study was conducted [ollowing an open randomized two period
crossover design with a fourtcen day washoul intervai between doses. Plasma samples were
obtained over a 24 h interval and atenolol concentrations were determimed by HPLC with
(luorimetric detection. From the plasma alcnolol concentration vs time curves the [ollowing
pharmacokinetic paramecters were obtained: AUC o4 (arca under the concentration vs time
curves from O (o 24 h), k. (terminal elimination constant), b, (tcrminal first order elimination
hall-life), AUC (arca under the concentration vs time curves extrapolated to infinity), Chax
(maximum achicved concentration), tmax (ime 10 achicve Cpay) and Cou/AUC. All these
variables were analysed using both parametric and non-parametric statistics. Geometric
mecan Angipress / Alenol individual percent ratios were 99.6% for AUC 241, 99.7% lor
AUC, 98.0% for Cpux, 102.8% for Ly, 97.2% for k. and 97.8% for Cpa/ AUC, with all their
90% conlidence intervals within the bivequivalence range 80 - 125%, thus showing similar
patterns of absorption and disposition. Arithmetic mean for individual t,., differences was
(0.8 h, and the 90% confidence interval did not include the zero value. Based on these results
and in accordance with the European Union and the US Food and Drug Administration
bioequivalence requeriments we conclude that both aicnolol formulations are bioequivalent

for both the extent and the rate of absorpiion.

Key Words: atcnolol - bicavailability - human pharmacokinetics- high-performance liquid

chromatography.
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INTRODUCTION

Alcnolol [4-(2-hidroxy-3-propoxy-amino-isopropyl)-methyl ethyl) ammo] propoxy] benzene
acctamide] is a B-adrenergic sclective blocker without intrinsic partial agonist or membranc
stabilizing activity widely employed in the treatment of hypertension, angina pectoris and
cardiac arrhythmias {Heel, 1979; Majid, 1979; Frishman,1982).

It is commercially available as a racemic mixturc | (R,S) or rac-atenolol], being the (-)S-form
the active isomer, with no significant pharmacological activity reported for the (+)R-
cnantiomer [Egginger at al, 1993].

Atcnolol is a weak base (pK,: 9.6) [Heel, 1789], with a partition cocflicient of 0.015 (n-
octanol / buffer pH 7.4, 37°C). After an oral dosc administration, atenolol is incompletcly
absorbed (50% of the drug is bioavailable). It is poorly bound to plasma proteins and only
about 5% is mctabolized by the liver. Duc to its high hydrophilicity, atenolol is mainly
eliminated unchanged by the kidneys [Stschilzky, 1993].

The objectives of this study were to determine the relative bioavailability and to compare the
pharmacokinctic profiles of two commercial tablet formulations of 50 mg of atenolol:
Angipress from Laboratdrios Biosintética (lest formulation; ANG) and Atenol {rom

Welicome ICI Laboratories (reference formulation; ATE), in healthy male volunteers.
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METHODS

Clinical protocol

Eightcenl healthy male volunteers aged between 20 and 42 years (mean+ S.EM.: 29+ 1 yr),
height between 162 and 189 cm (177 £ 2 cm), weighing between 55.6 and 99.0 kg (76 £ 3
kg) and within 15% of the idecal body weigh, were scleeted for the study. All subjects gave
writlen informed consent, and the clinical protocol was approved by the Ethics Commiltec
of the Universitary Hospital.

The voluntcers were lree from significant cardiac, hepatic, renal, pulmonary, ncurological,
pastrointestinal, and hacmatological discases, as asscssed by physical and psychiutric
examination, ECG, and the following laboratory tests: blood glucose, urca, creatinine, AST,
ALT, alkalinc phosphatasc, gamma GT, totai bilirubin, sodium, potassium, uric acid,
chloride, hacmoglobin, hematocrit, total and differencial white cell counts, erythrocyte
sedimentation rate and routine urinalysis.

The study was conducted in an open randomized two period crossover fashion with a
fourtcen day washout period between doscs. During cach period, the volunteers were
hospitalized at 11:00 p.m. having already had a normal cvening meal, and after an overnight
fast they received at 7:00 am. a single 50 mg atenolol dose of each of the formulations:
Angipress tablets (lot N® 94102701, expiration date: 10/99; test [ormulation [rom
Laboratérios Biosintética, Brazil) or Atenol tablets (lot N 48894, expiration date: 08/98;
reference formulation from Wellcome ICI Laboratory, Brazil) along with 200 ml of tap
water. They were then fasied for 4 h following the drug admuinistration, after which a
standard lunch was consumed and an evening meal was provided [0 h after dosing. No other
food was permitled during the "in-housce™ period. Liquid consumptlion was permitied ad
libitiwm after lunch but xanthine containing drinks including tea, coffec and cola were

avoided.

Drug Analysis
Blood samples (10 mi) from a suitable antecubital vein were collected inte EDTA containing

tubes beforc and 0.5, 1, 1.5, 2, 3,4, 5, 6, 8, 10, 12, 18, and 24 h after the administration ol
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cach atcnolol formulation. The blood samples were centrifuged at 2,000 g for 10 nun at
room temperature and the plasma decanted and stored at -20°C until assayed for their
atenolol content. All samples from a single voluntecr were analyzed on the same day m order
1o avoid inter-assay variations. Plasma atenolol concentrations were measured by reversed-
pbasc ion-pair high-performance liquid chromatography with fluorimetric detection, using
the method described below,

To | ml of plasma (calibration curve and veoluntcer samples), were successively added 100
ul of the internal standard (8 pg/ml metoprolol in 50:50 mcthanol:water solution} and 400 ul
of .25 M sodium hydroxide solution. After a bricf vortex mixing, 7 ml of a 50% (v/v) n-
butanol / cyclohexane mixture were added and the extraction of the compounds of interest
was performed by voriex mixing during 3 min. The tubes were then centriluged at 2,000 g
for 10 min, and the organic phase transferred o another set of clean tubes to be back-
extracted with 500 pl of 0.1 M hydrochloric acid {vortex mixing during 2 min). The tubes
were then centrifuged (2,000 g during 1 min), the organic layer was discarded and Lhe
aqucous phasc was Lransferred to a clean tube to be cvaporaled to dryness in a water-bath at
37°C under a gentle stream of Nz, The residuc was dissolved with 100 pl of mobile phase,

and a 5 pi aliquot was injecled into the liquid chromatograph,

Chromatographic Conditions

The mobile phase consisted of a mixture of acctonitrilc / methanol / 0.02 M sodium
phosphate  buffer containing 0.1% sodium dodecyl sulphate (SDS): 35:15:50 (v/v),
respectively. The mobile phase was pumped at 1 ml/min through a Cis p-Bondapak columm
(5 1, 39 x 300 mm id.; Millipore-Waters, USA) at room temperature. Peaks were
monitored by {luorcscence with excitation and emission wavelengths sct at 240 and 300 nm,
respectively.

The chromatographic system consisted of a Waters 510 HPLC pump (Milliporc-Waters,
USA) with external pulse dampener (Supcleo, USA) coupled to a Shimadzu RF 535
fluorcscence monitor (Shimadzu, Japan), with the output signal recorderd on a Bryans

28000 chart recorder (Bryan Southern Instruments, UK).
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Pharmacekinetic and statistical analysis

The first-order terminal climination rate constant {(k.) was cstimated by linear regression
[rom the points describing the climination phase on a log-lincar plot. Hall-life (L) was
derived from this rale constant (tip = In(2) / k). The maximum obscrved plasma
coneentration {(Cuay) and the time taken o achicve this concentration (lues) were obtlained
directly from de curves. The areas under the atenolo] plasma concentration vs time curves
from 0 10 24 h (AUCg24) were calculated by applying the linear trapezoidal rule.
Extrapolation of these arcas to infinity (AUC) was donc by adding the value Cos f k. to the
calculated AUC|e2q) (where Gy = plasma concentration calculated from the log-lincar
regression cquation obtained for the estimation of k. 24 h alter dose).

Biocyuivalance between both formulations was assessed by calculating individual Cyy,
AUC0.24;, AUC, Lin, ke and Cua/ AUC ratios (lest / reference) and ooy differences (test -
re{crence) together with their mean and 90% confidence intervals (CI). The inclusion of the
90% CI for the ratios into the 80 - 125% range, and that of the zero value into the Y0% CI
for the differences were analyzed by using cither parametric (ANOVA for untransformed
and log-transformed data) and non parametric (Wiicoxon rank sum {est, according to

Hauschke ez al., [ 1990]) methods.

Materials

Alcnolol, (E)-metoprolol tartrate (internal standard), sodium dodecyl sulphate (SDS) and
HPLC grade acctonitrile were supplicd by Sigma Chemical Co. (St Louis, Mo, USA).
Analytical gradc cyclohexane, n-butanol and sodium hydroxide were obtained from CAQ
Indistria ¢ Comércio Lida, (Sdo Paulo, Brazil). Analytical grade hydrochloric acid and
monosodium phosphate were purchased from Merck Indistrias Quimicas (Rio de Janeiro,
RJ, Brazil). HPLC grade methanol was obtained {rom Montecatini Group (Milano, Italy).
The commercial atenolol test formulation Angipress tablets 50 mg (lot. 94102701) is
marketed by Laboratérios Biosintética, (So Paulo, Brazil) and the reference atenolol tablet
formulation Atenol 50 mg (lot. 48894) is markcted by Wellcome-ICI Laboratories (Sio

Paulo, Brazil).
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RESULTS

Both atenolol formulation were well tolered at the administered dose. No adverse clfccts
were reported and the biochemical parameters remained unchanged and within the reference
range. A discrete fall in both systolic and diastolic arterial pressurc (approximately 10 mmHg
in supinc position) was observed during the first 8 - 10 hours following atenolol
administration. However, both [0rmi11ati0ns showed similar profiles with no statistically
significant differences at any time (data not shown). No significant effect on heart rate was
obscrved }cilhcr at any time with respect Lo the basal vatue or between the formulations.
Figurc | shows typical chromatograms obtained by the HPLC method described. Retention
limes were 5.5 and 8 min for atenolol and metoprolol, respectively, Under the described
conditions, the lowest ¢uantificable atenolo] plasma concentration was 20 ng/ml (taken as
five times the signal / noise ratio valuc). The calibration curve was linear over the range 20
ng/ml to 1,000 ng/ml, with typical regression coc{ficients higher than or equal to 0.999, and
iniereept values not significantly different from zcro. Inter-assay variation values (as %CV)
were 21,3, 10.5, 9.0, 4.4, 7.6, and 2.2 % [or plasma atcnolol concentrations of 20, 50, 108,
200, 500 and 1000 ng/ml respectively (number of replicates between 14 and 17 for cach
concentration). Intra-assay variation was determined by assaying six replicates of atenolol
plasma samples of concentration 55, 214, and 1081ng/ml within the same run, and the
cocfficients of variation obtained were 6.3, 2.6, and 4.3% respectively.

The mcaﬁ atcnolol plasma concentration vs time profiles obtained after the single oral
administration ol cach atenolol 50 mg tablet formulation are shown in figure 2.

Table I shows geometric mean and 90% CI values for AUCg24), AUC, ke, 17z, Conx, and
Cua/ AUC, and median and range lor .. values obtamed for cach atenolol tablet
formulation.

Table 2 shows statistical analysis of the individual test / reference ratios of AUCp24), AUC,
Ke, Lz, Cox and Coa/ AUC, as well as the incluston of the 909% CI’s for the geometric means

into the biocquivalence range 80 - 125%. Individual L., differences were statistically
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dilferent from zero as showed by the fact that 90% Cl for individual test - reference

dilTerences did not include the zero value.

DISCUSSION

The HPLC method here described is similar to other previously published methodologics
[Yee, [979, Teilclbaum, 1991] and proved to be simple, last and reproducible. The retention
time of internal standard and the absence ol latc appearing peaks allowed the analysis of all
the samples [rom a single voluntcer within a working-day period.

In our hands, the mixture cyclohexane / n-butanol (50/5(); v/v) 10 extract atenolol and
metoprolo] from plasma gave the best results when compared with other solvents or
mixtures, including heptane, methylene chloride, dicthyl ether or methyl-1-butanol.
However, ‘duc (o the high exiraction capacily of this solvent mixture, a re-extraction step
was neeessary. The use of 0.1 M hydrochioric acid proved to be the more appropriale acid
to re-cxtract the compounds of the interest when compared with others (phosphoric,
sulphuric or acctic acid). The detection of the pcaks of interest by fluorescence after this
back extraction sicp rendered a sufficiendy sensitive mcthod (20 ng/ml} to achicve the
objectives of the study.

The addition of SDS (an anionic hydrophobic pairing ion) Lo the mobile phase, resulled in
the satisfactory resolution of the atenolol and metoprolol peaks, despite their high similarity
in structure and chromatographic behavior. We bave alrcady made use of this strategy for
the proper separation of cetirizine from its epoxy-derivative PO26 [Muscard ef al., 1995],
and Lo our knowledge, the only reversed-phase ion-pair HPLC method for the scparation of
scveral B-blockers in plasma samples is that described by Shen et al., [1992].

As mentioned above, commercial atenolol comprises the racemic mixture, being the (S)-
isomer the pharmacologically active compound. Differently from other f-blockers (as
propranolol), where one of the isomers interferes with the pharmacokinetics of the other
isomer, this is not the case with atenolol. Egginger et af., [1993] have demonstrated that the

pharmacokinctic profile of the active (S)-enantiomer is not different when administered
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cither alone or as a racemic atenolol mixture. This finding, together with recently published
atenolol bioeguivalence  studics [Irshaid er al, [996), support the evaluation of
bioequivalence based on plasma racemic alenolol concentrations

As shown in Table 1, mean AUC0.24;, AUC, Chan U, Key Crad AUC and tnax valucs were
similar for both formulations, and an important degree of overlapping was 6bscrvcd between
their Y0% CI for the geometric means. The observed tin and tya AUC, Chax values arc in
accordance with those reported by others for this type of pharmaceutical formulation
[Clementi et al., 1994; Boyd et al., 198i9; Miller and Guertin, 1992; Stoschitzky et al., 1993,
Egginger et al., 1993].

Mecan AUC0.24; was approximately 94% of mecan AUC for both atenolol formulations, and
no voluntcer showed any value below the 85% of AUC. This allows the calculation of the
relative extent of bioavailability (rom the AUCg4 valucs, in accordance to the European
Union (EU) statements {(minimum 80% of total AUC).

Table 2 shows that 90% CI of mean AUC 524, AUC, Chaxs ke, tin and G,/ AUC (afler the
!()g-lrané;formzlli(}Il of individual ratios) were included into the bioquivalence range, ic. 80 -
125%, when analyzed by cither parametric or non-parametric analysis. Individual 1.,
differences were statistically different from zero as shown by the 90% CI oblammed by
parametric and non-parametric (ests. These results mean that both formulations arc clearly
biocquivalent lor the cxtent ol absorption, as staled by the U.S. Food and Drug
Administration authoritics [1985, 1993]. However, the results obtained on individual 1y,
differences make that the conclusions on biocquivalence for the rate of absorption should be
more thoroughly discussed. Despile Crax and 1. being considered as indexcs of absorption
rale, many authors have questioned the uscfulness and the limitations of these parameters to
decide on a hiocquivalence problem, given the cllccts that the sampling schedule has on
them. In this way, Endrenyi et al., [1991] have demonstrated that Cuax not only reflects the
rate, but also the extent of absorption, as cvidenced by the high correlation observed with
the paramecter AUC, and proposed that the ratio Ch./AUC should better reflect the
absorption rate. In this study, geometric means and 90% CI for test/reference ratios for
cither Coa/ AUC or Cux alone were entirely included into the 80 - 125% range. Bascd on

these results, the conclusions on the presence of biocquivalence {or the rate of absorption
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arc in opposition with the finding of significant diffcrences observed in tua between the
formulations. The EU guidelines state that asscssment of tua, as an index ol rate of
absorptidn, “only makes sense if there is a clinical relevant ¢laim for rapid release or action
or signs for a relation o adverse effects” [Salmonson, 1996]. As shown in Table I, the
median (e values for two 50 mg atenolol tablet formulations are 2.5 and 3 h, with wide
intervals (1 - 4 and 1.5 - 5 h for the reference and test formulations, respectively). As already
mentioned, when the volunteer’s blood pressure or heart ratc values were compared no
significant diffcrences were observed at any time point, despite having both [ormulations
caused a decrease in blood pressure. Considering these observations, we can conclude that
the diffcrence in 4, between both formulations (mean .8 h) is not of clinical significance,
even when chronically administered to cardiac paticnts. Bascd on these considerations and
on the oblained results, we conclude that the Lest [ormulation Angipress is bioequivalent

with the reference Atenol for the rate and extent of absorption.
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Table 1

Lsiude de Bioguivaléncia de duns formulagdes comprimidos de fef eot vl

iy sadios o sexo mascd ine

‘| Parameter ANGIPRESS ATENOL
AUC g4 (ng hml )
Geom. Mean 2610 2561
9% CI 2288 - 2977 2331-2814
AUC (ng hml ")
Geom. Mean 2789 2721
9% CI 2455 -3168 2479 - 2987
Cnax (ng/ml)
Geom. Mean 328 327
90% CI 280 - 385 290 - 368
ko(h ™)
Geom. Mean 0.137 0.134
90% Cl 0.127 -0.147 0.126 - 0.142
tiz ()
Geom. Mean 5.0 5.1
9% % Cl1 4.7 - 54 4955
troa ()
Median 3 2.5
Range 1.5-5 1-4
Cuad AUC (h7)
Geom. Mean 0.118 0.120
9 % CI 0.108 - 0.128 0.112-0.129
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Table 2

ANG/ATE Parametric Non-parametric*

Geom. mean |90% Cl Point estimate 9% C1
AUC. 24
% ratio 99.6 88.1-112.6 100.5 89.4-112.6
AUC
% ratio 99.7 88.1- 1129 99.8 88.3 - 1097
Conax
% ratio 98.0 86.5-111.0 99.2 84.5-114.0
K.
% ratio 97.2 89.2- 105.8 98.6 90.2 -106.2
ti2
% ratio 102.8 94.4-1119 101.1 939-1116
tmax (h)
difference(h) ().8** 0.3-1.3# [.0 0.25 - 1.25%
Chax / AUC(g. o
% ratio 97.8 90.6- 105.5 98.1 91.9-106.0
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Legends to tables:

Table [: Mean pharmacokinetic parameters obtained from 18 healthy male volunteers after

the administration of cach 50 mg atenolol tablet formulation.

Table 1I; Statistical analysis of individual AUCg.24y, AUC, Chax , ke, tin , and Con/AUC
ratios and tuay differences betwcen both atenolol formulations. ANG = Angipress, ATE =
Atenol.

*according o Hauschke ef al.,. [1990]; **arithmetic mean; # 90% Cl for individual

dilferenceces.

Legends to figures:

Figurcl.- Examples ol obtaincd HPLC chromatograms. Panel (a): blank plasma showing the
abscensce of peaks at the retention times of the compounds of interest; panel b: plasma
sample withdrawn six hours afier the administration of 50 mg of atenclol Atenolol
concentration measured in this sample was [70 ng/ml. Peak I: atenolol; peak II: metoprolol

(intcrnal standard).

Figurc 2.- Plasma atenolol concentrations (mean £ SEM) versus time curves obtained from
18 healthy male volunteers after the single, administration of cach 50 mg atenolol tablel

formulation. (open circles: ATE; empty squarcs: ANG).
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ESTUDO DE BIOEQUIVALENCIA DE 2 PREPARACOES COMERCIAIS DE
ATENOLOL EM VOLUNTARIOS SADIOS

Responsdveis: Drs. Heitor Morcno Ir, Gun Birgitta Mendes ¢ Gilberto de Nucci

O abaixo-assinade ( Nome do voluntdrio, idade ¢ n HC ), declara que € de livic ¢
espontinea vontade que esid participando como voluntdrio do projeto de pesquisa supra-
citado, de responsabilidade dos médicos Heitor Moreno Jr, Gun Birgitla Mendes e Gilberto
de Nucci, da Unidade de Farmacologia Clinica - HC UNICAMP. O abaixo-assinado cstéd

cicnie que:

i - O objctivo da pesquisa ¢ verificar s¢ o comprimido ATENOLOL elaborado pelo
Laboratério BIOSINTETICA (atenolol 50 mg) atinge niveis plasméticos equivalenies ao
comprimido vendido comercialmente pelo Laboratdrio WELLCOME ICI (Atcnol 50 mg)

ii - Durantc o cstudo, serd internado duas vezes por 48 horas, com intervalo de 12 dias. Em
ambas as ocasides, serd administrado 01 (um) comprimido de 50 mg de alenolol por via oral
¢ coletadas 14 amostras de sanguc de 10 ml cada através de butterfly heparinizado cm cada
inlernacio.

iii - A participagio neste cstudo niio The acarrctard nenhum benelicio teraplutico.

iv - A administragiio oral de atenolol pode causar cfeilos colaterais como cxtremidades
frias, fadiga, diarréia, constipagao, impoténcia, parestesias, insdnia, sonhos. Além dos efcilos
citados, a administragio de qualquer medicamento pode causar reagdes idiossincriticas
imprevisiveis.

v - Serd submetido antes da primeira internagio ¢ apds a segunda internagiio aos scguintes
cxames laboratoriais: hemograma, transaminascs, fosfatase alcalina, bilirrubina total,
proteinas totais, uréia, creatinina, urina I, sédio, potdssio. cloro e eletrocardiograma,

vi - Obteve todas as informagdes necessdrias para poder decidir conscientcmente sobrc a
participagiio no relerido ensaio clinico.,

vii - Estd livre para intcrromper a participag¢do no cnsaio clinico a qualquer momento, a nio
ser que esta interrupgio seja contra-indicada por motivo médico.

vili - A interrupgio néio causard prejufzo ao scu atendimento, cuidado e tratamento pcla
cquipe da Unidade de Farmacologia Clinica.
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ix - Os resultados obtidos durante este ensaio scrio mantidos em sigiio, ¢ a Unidade de
Farmacologia Clinica ndo identificard o voluntdrio por ocasiao da cxposigio efou publicagdo
dos mesmos.

x - Durante o perfodo de 180 dias a partir da data da assinatura do mesmo, o voluntdrio
estard assegurado (Seguro de Vida em Grupo) pela empresa Vera Cruz Seguradora.

xi - A Unidade de Farmacologia Clinica o manterd informado cm relaglio ao progresso da
pesquisa, caso julguc a informagio relevantc para o voluntdrio.

xii - Caso haja surja alguma intercorréneia , deverd procurar o servigo de Pronto-Socorro do
Hospital de Clinicas da UNICAMP ¢ solicitar que o mesmo contacic os médicos

responsdveis pelo ensaio clinico.

xiii - Poderd contactar a Sceretaria da Comissdo dc Etica (fonc 8158) para apresentar
reeursos ou reclamacdces em relagio ao ensaio clinico..

xiv - E condigdo indispensdvel para participagdo no cnsaio clinico que esteja em boa sadde, ¢
portanto, ndo cstcja no momento sob tratamento médico ou fazendo uso de quaisquer
drogas ou medicagdes.

Campinas,

Assinatura do voluntirio
Dr Heitor Moreno Jr ( Assin.}
Dra Gun Birgitta Mendes ( Assin.)

Dr Gilberto de Nucci { Assin.)
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PROTOCOLO CLINICO

Serio selecionados 18 voluntdrios do sexo masculino, com idade de 18 a 40
anos, 0s quais licardo internados por um periodo total de 4 dias, divididos em 2 periodos de
48 horas, intercalados por 14 dias. Os voluntirios ndo terdo tomado nenhum outro
medicamento por 4 semanas anteriores A data de internagiio. A selegdio dos voluntdrios serd
realizada através de consulla médica, incluindo rigorosos anamnese e exame fisico, no
Ambulatério de Farmacologia Clinica, além de realizagiio de eletrocardiograma e exames

laboratoriais que corroborardo para a confirmagio do estado de higidez:

H

. Hemograma completo ¢ Velocidade de Hemossedimentagio
. Uréia ¢ creatinina séricas

. Transaminases, fosfatasc alcalina, gamma-GT ¢ bilirrubinas
. Glicemia de jejum

’ Proicinas totais ¢ Albumina

. Sodio , Cloro e Potdssio

. Urina [

. ProtoparasitolGgico

Uma vez avaliada a higidez, os voluntirios serio submelidos a uma entrevista
livre com duragdo dc 30 minulos para a avaliagio da satde mental, bem como condigdes
cmocionais para participar da investigagio. Apds isso, os voluntdrios terdo esclarecidas
todas as duvidas resiantes, ¢ caso concordem, assinardo o termo de consentimento ( modclo
ancxo ) para participagio no cstudo.

Os voluntdrios scrio internados na véspera do inicio do estudo e lerdo, desde
cntdo, assisténcia ¢ culdados médicos e dc cnfcrmagem especializados. Receberdo dicta
geral até as 23 horas, quando comegario jcjum visando o nicio do ensaio clinico previsto
para as 7 horas do dia seguinte. Apés as 8 horas de jejum, serd feita coleta de sangue (10 ml

) através de "bulterfly" heparinizado introduzido em veia superficial do antebrago do
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voluntdrio, imediatamente antes da administragio de 50 mg de uma das preparagdes de

Atenolol, e outras, aos scguintes intervalos a partir da administragio:

. 30 minutos

. 60 minutos

. 90 minutos

. 120} minutos
. 180 minutos
. 240 minulos
. 300 minutos
. 360 minutos
» . 480 minutos
. 60() minutos
. 720 minulos
. 1080 minutos
. 1440 minutos

Os voluntdrios permanccerio em jejum para solidos até 8 horas apés a
ingestdo do Atenolol; a partir de entdo, receberiio dicta geral,
No total serdo coletadas 28 amostras de sangue (14 em cada elapa) para dosagem
sérica de Atenolol.
Em cada fase, os voluntdrios reccherdo, por via oral, uma das scguintes

preparagdes [armacuticas de Atenolol:

Atenolol (Angipress) Laboratério Biosintética 50 mg

Atenolol (Atenol) Laboratdrio Wellcome ICI 50 mg

A concentragio plasmdtia de Atcnolol serd dosado por HPLC. Parimetros
farmacocinélicos tais como concentragio mdxima atingida (Cmax ), tempo para atingir a

concentragio mdxima (tma) ¢ drea sob a curva durante 24 horas ( AUC-24h ) serio
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calculados ¢ testes cstatisticos paramélricos ¢ nlo-paramétricos serdo realizados para
avalia¢do de possiveis diferengas significativas entre as duas preparagdes estudadas.
3 Trés dias apés o fmal do cstudo, os voluntdrios scrio reavaliados

clinicamente ¢ pelos mesmos exames subsididrios rcalizados nzi [ase pré-cstudo.

Os voluntdrios serdo ressarcidos pelas suas despesas ¢ prejuizos financeiros
no valor de R$ 90,00 (noventa) reais

Durantc um periodo de 6 mescs, a partir da data de inicio do estudo clinico,
os voluntdrios estariio sob cobertura de um Seguro de Vida em Grupo da Companhia Vera
Cruz, para casos de morte, invalidez permancale ¢ acidentes.

Em caso de aparccimento de algum cfeito colateral, os voluntdrios serio

avaliados ¢ medicados por um dos responsdveis pelo ensalo clinico.
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