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RESUMO

O objetivo deste estudo foi avaliar a bioequivaléncia de duas formulacdes de
amlodipina em comprimidos ( Amlodipina® 5 mg comprimidos, Laboratério Teuto
Brasileiro Ltda., formulagdo teste ¢ Norvasc ® 5 mg, Laboratorios Pfizer Ltda., como
referéncia ) ap6s administragdo oral a 24 voluntarios adultos sadios de ambos os sexos.

O estudo foi aberto, randomizado com duas fases, onde os voluntarios receberam
uma dose Ginica de besilato de amlodipina 5 mg. As amostras de plasma foram obtidas
em um periodo total de 144 h. As concentragdes de amlodipina pla.sméticas foram
analisadas por um método baseado na cromatografia liquida acoplada ao espectrdmetro
* de massa usando como fonte de ionizacHo eletrospray fon positivo ( LC-MS-MS ) e
desipramina como padréio interno. Foram obtidos os seguintes pardmetros das curvas de
concentragio plasmatica x tempo: AUClast, AUCO-inf , AUCO0-144h and Cmax. O

intervalo estatistico proposto foi de 80 a 125% de acordo com o FDA

- xii -



ABSTRACT

The aim of this study was to assess the bioequivalence of two amlodipine
tablet formulations ( Amlodipine ® 5 mg tablet formulation elaborated by Laboratério
Teuto Brasileiro Ltda, Brazil as test formulation and Norvasc ® 5 mg tablet
formulation from Laboratorios Pfizer Ltda., Brazil as reference formulation ) after their

oral admistration to 24 healthy adult volunteers of both sexes.

The study was conducted using an open, randomized two-period crossover
design, in which twenty-four healthy volunteers received a single oral dose of
amlodipine besylate tablet 5 mg. Plasma samples were obtained over a 144 h period.
Plasma amiodipine concentrations were analysed by a method based on liquid
chromatography with positive ion electrospray ionization ( LC-MS-MS )} using
desipramine as internal standard. From the amlodipine plasma concentration vs time
curves, the following pharmacokinetic parameters were obtained: AUClast, AUCO-inf ,
AUC0-144h and Cmax. The statistical interval proposed was 80 to 125% according to
the US Food and Drug Administration Agency.
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INTRODUCAO

”A disponibilidade
e 0 acesso aos medicamentos
constituem parimetros que permitem
medir a qualidade dos servi¢os
de sainde
e constituem indicadores
sociais de justica e egiiidade

na distribuicio das riquezas de uma nac¢io”.

(Declaracio sobre Politicas Farmacéuticas dos Paises Andinos

Cartagena, Colombia, marco de 93).
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A adociio de uma politica de medicamentos genéricos, envolvendo a produgéo, a
garantia de qualidade, a prescriio, a dispensagdo e o uso dos mesmos € parte
fundamental de uma diretriz para promog¢io do uso racional de medicamentos em nosso
pais — uma das principais diretrizes preconizadas pela Organizagdo Mundial da Satide.

A politica de medicamentos genéricos € mais uma aliada para garantir &
populagiio o acesso a medicamentos de qualidade, com pregos bem mais baixos. Para
alcancar esse objetivo, é fundamental a participagio ativa e consciente dos profissionais
responsaveis pela prescri¢do e dispensagio de medicamentos — médicos, odontdlogos e

farmacéuticos.
Histérico: Medicamentos Genéricos

A industria de medicamentos genéricos teve origem na década de 60, sendo os
Estados Unidos o primeiro pais a adotar essa politica. '

Em 1962 o National Research Council of the National Academy of Sciences foi
instruido para avaliar cerca de 3 mil medicamentos. No entanto, somente em 1984
houve condicdes especificas para o crescimento da industria de genéricos. Elas foram
estabelecidas pelo Drug Price Competition and Patent Restoration Act, que determinou
mecanismos simplificados para o registro de versdes genéricas de todos os
medicamentos aprovados apds 1962, desde que apresentassem informagBes sobre sua
bioequivaléncia com o produto original, entre outras exigéncias. Os medicamentos
similares surgiram no Brasil apés 1971, quando o pais resolveu ndio reconhecer as
patentes de medicamentos (Conselho Regional de Medicina do Estado de Sdo Paulo -
CREMESP 2001; Conselho Regional de Farmacia do Estado de Sdo Paulo - CRF,
2001).

Com a sancfio, em 1996, da Lei de Patentes, voltou-se & situagéo anterior a 1971:
“medicamentos patenteados no exterior ¢ cuja patente ainda nfio havia vencido nfo
podem ser copiados, devendo esperar o prazo de vencimento da patente, que ¢ de 20
anos”.

Em 10 de fevereiro de 2000, cria-se, no Brasil, o medicamento genérico (Lei n°

9.787 ou Lei dos Genéricos), ja existente em varios outros paises.
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O medicamento genérico ¢ intercambiavel com o referéncia (geralmente, o
inovador) porque tem qualidade comprovada através de testes in vitro € in vivo ¢ ¢
considerado seu equivalente terapéutico, ou seja, tem a mesma eficicia clinica e o
mesmo potencial para gerar efeitos adversos em relagdo ao referéncia (STORPIRTIS,
1999).

Cabe ressaltar que a equivaléncia terapéutica, para a maioria dos casos, é
assegurada através da bioequivaléncia e constitui a base para a intercambialidade entre o
medicamento de referéncia e o genérico.

Os medicamentos similares, entretanto, nunca foram obrigados a comprovar
equivaléncia farmacéutica com o inovador.(STORPIRTIS, 1999).

S#o fatores que impulsionam a produgdo de genéricos: eficacia e baixo custo dos
genéricos (mais baratos que os medicamentos de marca); previséo de que 35 bithdes de
dolares em patentes de medicamentos expiram nos proximos anos; crescimento dos
custos de satide; envelhecimento da populagio, com aumento das doengas crdnicas, 0
que ocasiona elevados gastos publicos com o setor saude; dissemina¢do das novas e
custosas tecnologias médicas; decréscimo da mortalidade e aumento da perspectiva de
vida da populagfio (Conselho Regional de Medicina do Estado de S&o Paulo -
CREMESP, 2001; Conselho Regional de Farmicia do Estado de S#o Paulo - CREF,
2001).

De acordo com a Internacional Federation of Pharmaceutical Manufacturers
Association (IFPMA), associagdo internacional composta por produtores de
medicamentos do mundo inteiro, a implementagdo de uma politica de medicamentos
genéricos depende também dos niveis médios dos pregos dos medicamentos vigentes
em cada pais. Nos locais onde o custo médio dos medicamentos € mais acessivel, como
Franga, Egpanha e Itéli,a,. os genéricos niio tiveram muito sucesso, ja que grande parte da
populagio nesses locais tem acesso garantido aos remedios necessarios para oOs
tratamentos. Ja nos paises onde a indastria farmacéutica pratica precos muito altos,
como Estados Unidos, Inglaterra, Holanda e Alemanha, dentre outros, 0 mercado de
genéricos tem evoluido cada vez mais. E esse também o caso do Brasil (Conselho
Regional de Medicina do Estado de Sio Paulo — CREMESP, 2001; Conselho Regional
de Farmacia do Estado de Sdo Paulo - CRF, 2001).

15



Testes de Bioequivaléncia e sua Importincia para os Genéricos

A biodisponibilidade ¢ uma propriedade biologica, avaliada apds a
administragiio do medicamento no organismo por uma via extravascular, através da
determinacio de parimetros relacionados & absorgdo do farmaco. Ela se refere a
quantidade de firmaco absorvido a partir da forma farmacéutica administrada e 2
velocidade do processo de absorgio (UNITED STATES, 1998). Ou seja, indica a
velocidade e a extensdo da absorgo de um principio ativo em uma forma de dosagem, a
partir de sua curva de concentragdo vs tempo na circulagdio sistémica ou sua excregdo na
urina.

Por se tratar de um parimetro relacionado & absor¢do, ndo se aplica a farmacos
administrados por via intravascular, uma vez que O processo de absor¢do ndo ocorre
nesta via. A absorcdo ¢ a transferéncia do farmaco do local de administragdo para a
corrente sangiiinea. Assim, por definigdo, um farmaco administrado por via intravenosa
é 100% biodisponivel, isto &, toda a dose do farmaco € administrada diretamente na
corrente circulatoria e esta disponivel para interagir com os receptores € desencadear o

ofeito farmacologico (STORPIRTIS, 1999).
Partindo do principio de que a agao terapéutica de uma substancia ativa depende

da sua disponibilizagdo no local de agdio, numa concentragdo efetiva, durante um
periodo determinado, é previsivel que, na presenca de resultados farmacocinéticos

semelhantes, se obtenha uma agéo terapéutica equivalente.

Em outras palavras, se um mesmo individuo apresentar durante um periodo
adequadamente estabelecido, concentragdes plasmaticas semelhantes de um mesmo
farmaco, a partir de dois medicamentos, supdem-se que se observem efeitos similares.
Assim, a bioequivaléncia € um estudo comparativo entre as biodisponibilidades de dois
medicamentos que possuem a mesma indicagdo terapéutica e que s3o administrados
pela mesma via extravascular ¢ na mesma dose molar.

Dois medicamentos sdo considerados bioequivalentes quando ndo forem

constatadas diferencas estatisticamente significativas entre a quantidade absorvida e a

velocidade da absorgao.
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Cromatografia Liquida de Alta Performance

Embora o termo  cromatografia tenha sido primeiramente empregado em 1906, por
um botnico russo na separagio dos componentes de um extrato de folhas, somente na
década de 30 ¢ que esta técnica foi redescoberta e aperfeicoada .

Na década de 60 surge a Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia como a aplicagdo
de cromatografia liquida 4s teorias ¢ instrumentaces desenvolvidas originalmente para
a cromatografia gasosa: a eficiéncia de uma separagio aumenta com 2 diminuicdo do
tamanho da particula da fase estacionéria. Portanto a principal diferenca entre a
cromatografia classica ¢ o HPLC ¢é a utilizagho de fases estaciondrias com
microparticulas (10, 5 ou 3 p) esféricas, de preferéncia. Estas fases, por serem muito
_ menos perme4veis, tornaram necessaria 2 utilizagdo de bombas para a eluigio da fase
mével (LOUGH, 1995; WAINER, 1995; DEGANI ¢t al., 1997).

A wutilizagio destas movas fases estaciondrias, associada ao desenvolvimento da
instrumentaggio, levou esta técnica a uma melhor performance em termos de resolugio,
quantificaio e detecgio em um menor tempo de andlise.

O HPLC tem como base a eluicio de uma fase liquida moével sobre uma fase sélida
_estacionaria. A separacio das diferentes substiincias presentes no fluido biologico
analisado na fase movel, processa-se por interagdo com a fase estaciondria, através de
processos de partigio, adsor¢do ou troca iénica. Os dados obtidos apresentam-se como
alturas ou areas de picos da substincia eluida, em diferentes tempos, saindo
primeiramente da coluna aquela com menor intera¢do e por fim aquela com maior
interagdo com a fase estacionaria. A concentragdo de cada substncia € obtida pela
relagdo entre o analisado e o padrdo interno (LESLIE, 1994).

E necessario que as amostras sejam previamente tratadas antes de serem
injetadas no HPL.C. Utiliza-se como pré-tratamentos: precipitagéo de proteinas do soro
ou plasma, extragdo liquido-liquido € liquido-s¢lido. Adiciona-se , um padrdo interno a
amostra no inicio do processo para compensar perdas por transferéncia e variagdes de
volume nas diferentes etapas, uma vez que o método extrativo do analisado possa vir a
interferir na exatiddo, precisdo e seletividade do processo. A recuperagdo do analisado

ndo precisa ser necessariamente de 100%, mas a extensdo da recuperagéo do analisado e
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do padrdo interno deve ser consistente, precisa ¢ reprodutiva (LESLIE, 1994; UNITED
STATES, 2001).

O HPLC acoplado a espectrometria de massa € um método de separagio quimica
utilizado em testes de bioequivaléncia para anélise de firmacos em fluidos biologicos
com a finalidade de purificar o fluido biolégico avaliado para depois introduzir as
diferentes substincias separadas no dispositivo de andlise que € o espectrOmetro de
massas. (LESLIE, 1994; HOFFMANN, 1996). Sem esta etapa preliminar, muitas
amostras biologicas iriam produzir uma grande quantidade de picos ininterpretaveis,

devido & multiplicidade de substancias presentes.
Espectrometria de Massa

A espectrometria de massa iniciou-se com WIEN (1898) quando utilizou em
seus experimentos a deflecgio magnética para analise. THOMSON (1913) obteve os
primeiros espectros de massa (N2, 02, CO, CO2 e COCl,). Até hoje muitos
espectrdmetros de massa tém sido desenvolvidos de acordo com o esquema
fundamental de Wien.

O espectrOmetro € um equipamento que mede individualmente a massa de
moléculas que foram convertidas a ions, por exemplo moléculas que foram carregadas
eletricamente. A unidade de massa mais conveniente a ser utilizada ¢ Dalton, sendo que
1 Da = 1/12 da massa de um atomo do isétopo de carbono 12. Seguindo esta convencio
tem-se que o isotopo de carbono Ci tem exatamente 12 unidades de massa .

O espectrdmetro ndo mede a massa molecular diretamente, mas sim a proporgao
massa/carga dos ions provenientes das moléculas. A unidade geraimente utilizada para
este proposito € a unidade fundamental da carga, a magnitude da carga em um eléctron.
Como a carga em um fon é definida como um mimero z da unidade fundamental de
carga, a propor¢io massa — carga € tida como m/Zz . Em muitas situagdes, os ions
incontiveis na espectrometria de massa tem apenas 1 carga ( z = 1), assim o valor m/z €
numericamente igual & massa molecular (i6nica) em Da .

A amostra, a qual pode ser solida, liquida ou vapor, entra em uma camara de VACUO

através de um injetor. Dependendo do tipo de injetor e da técnica de ionizagio
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utilizada, a amostra pode ja estar na forma de ions em solugdo, ou pode ser ionizada
durante o processo de volatilizagdo.

Os ions na fase gasosa sdo classificados no analisador de massa de acordo com suas
razdes m/z para entdo serem coletados pelo detector. No detector o fluxo de ions €
convertido para uma corrente elétrica proporcional. O sistema de dados registra a
magnitude destes sinais elétricos como uma fungéo m/z e converte esta informagdo a um

espectro de massa (Figura 1).

Gas Phase lons lon Sorting fon Detectian

2 ' Vacuum Data
Infet PUMPS  Handling| Date System

Daia i g
Output

Mass Spectrum

Sample
infroductan

Figura 1. Componentes de um Espectrometro de Massa

O espectro de massa ¢ um grafico da intensidade do ion como uma fungdo da
razio massa-carga (m/z). Os espectros de massas sdo geralmente representados como
simples histogramas.

Para se obter espectros de massas de compostos presentes em uma mistura, 0s
componentes individuais devem ser separados primeiramente para entdo serem
analisados pela espectrometria de massa. Conforme visto anteriormente, a separagdo €
necessaria para se evitar uma identificagdo ambigua por causa de dois compostos
criarem espectros sobrepostos ou mesmo devido a um composto gerar muitos ions

fragmentos.
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Espectrometria massa - massa (MS/MS)

Conceitos e Principios

O conceito basico da espectrometria do tipo massa-massa (MS/MS) pode ser
descrito como a sele¢do de um ion pai no primeiro estigio da andlise, e entfio a analise
de ion (s) fitho (s), frequentemente formado(s) em um processo CID (dissociagio
induzida por colisdo), em um segundo estagio da anilise (KENERETH et al., 1988).

M% _3M% + Ms (ad

MY Yy MY & Mo (cq.2)

Das trés espécies da equacdo 1 (eq.1), apenas o ion filho atualmente € detectado.
Entretanto, como © primeiro analisador ¢ ajustado para deixar passar apenas o ion
precursor, a relagio da equagfio 1 determina implicitamente { pn ). O processo CID é
representado através da equagfio 2, sendo (N) o gas inerte utilizado para a colisio
(KENERETH et al., 1988).

Em resumo, no espectrOmetro de massa, a substincia € convertida em forma volatil,
introduzida em uma cimara de vacuo e, entdo ionizada. Os ions resultantes sdo
acelerados em um campo elétrico como um feixe, que ¢ defletido, em geral, pela
aplicagdo de um campo magnético transverso. O grau de deflex3o de ions individuais
depende da razéio de sua massa para sua carga (razfio m/z), sendo aqueles com maior
razdo m/z defletidos em menor grau. Ao final do equipamento encontra-se uma estreita
fenda, através da qual uma parte do feixe de ions passa a um detector, que mede sua
intensidade em um momento qualquer. Ao variar a poténcia do campo magnético, assim
também o feixe de ions (separado de acordo com suas razdes m/z), passa através da

fenda do detector em seqiiéncia, produzindo um espectro (Figura 2 e Figura 3).

21



PRE-FILTRO POS-FILTRO DIODO

| FOSFORO

1 |
‘!" ; 1 |
. w0 ' ' FoTO
l ) o— || VO || MULTI
| ) Ia PLICADO}
| i
L !
IR S

Z-SPRAY HEXAPOLO QUAﬁRU HEXA QUADRUPOLO DETECTOR
POLO POLO

Figura 2 Esquema do Espectrometro de Massa triplo quadrupolar
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Figura 3. Esquema de operagdo de analisadores quadrupolares

Fonte Ionizadora

Diferentes interfaces séo utilizadas no acoplamento entre a cromatografia liquida e a
espectrometria de massa, o que pode ser um problema, pois o espectrometro requer ions
em fase gasosa e as substancias normalmente analisadas pelo HPLC sdo compostos ndo
volateis (HOFFMANN et al.,1996). Tanto o eletrospray convencional quanto o z-spray,
parecem ser os métodos ideais de ionizag@o entre o HPLC e a espectrometria de massa.

Na ionizagdo por eletrospray, a fase mével € borrifada apés deixar o capilar, na
extremidade do qual existe uma diferencga de potencial de varios quilovolts. O tamanho
das goticulas é dependente da carga de cada uma, da natureza da fase movel, da
velocidade do fluxo e da diferenga de potencial.

As goticulas caminham contra um fluxo de nitrogénio, que as faz diminuir de

tamanho por evaporagdo do solvente, restando varias moléculas do analisado, que,
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carregadas eletricamente, vAo se separando até praticamente sobrarem fons isolados
(Figura 4), cuja carga depender do ntmero de sitios de ionizagdo de cada molécula em
questdo ou agregados eletricamente carregados (HOFFMANN et al., 1996).

A principal diferenca entre o eletrospray convencional e o z-spray estd na trajetoria
dos jons analisados (Figura 5 e Figura 6)

Enquanto que no eletrospray convencional a trajetéria dos ions descreve uma linha
reta desde o inicio do tubo de entrada da fonte até o orificio do skimmer, no z- spray, os
fons tragam wm movimento em “z” devido a prépria configuragdo geométrica da fonte e
das diferencas de potencial existentes (ddp). Devido a esta configuragéo da trajetoria em
“z” poucas moléculas neutras chegam até o segundo skimmer ( cone de extragdo) ¢

assim para o analisador de massa (Figura 7) (MICROMASS, 2000).
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Figura 4. Formag#o de fons em um eletrospray convencional
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Figura 7. Desenho esquematico do eletrospray do tipo Z-spray.
Decomposicio ionica ativada por colisdo (CID)

O método MS/MS requer a fragmentagdo dos ions precursores selecionados no
primeiro analisador para que o segundo analisador faga a analise dos ions produtos. A
base do processo CID pode ser descrita como: a) a colisio de um fon com o um gas
inerte promove um estado de excitagdo idnica ( devido a uma fragdo da energia de
colisdo ser transformada em energia interna); b) este aumento da energia interna faz

com que o ion torne-se instavel decompondo-se (KENERETH et al, 1988).

Analisadores de massa

Assim como ha uma grande variedade de fontes ionizadoras, hd também varios
tipos de analisadores de massa conforme visto anteriormente. As trés caracteristicas
mais importantes em um analisador s3o: o limite de massa superior, a transmisséo e a
resolugdo. O limite de massa determina o maior valor da razdo m/z que pode ser

medida. A transmissdo é a razdo entre o numero de fons que alcangam o detector e
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aqueles que sdo produzidos na fonte. O poder de resolugfio ¢ a habilidade de produzir
sinais distintos para dois ions de pequena diferenca de massa.

O quadrupolo é um dispositivo que usa a estabilidade das trajetérias para separar
ions de acordo com suas razdes m/z. Em um analisador de massa quadrupolar os tubos
ou hastes (polos) estdo dispostos equidistantemente de um eixo central imaginario na
forma de um quadrado (Figura 8).

Potenciais estaticos e alternados séo aplicados em oposigio aos pares de tubos
resultando assim, um campo elétrico flutuante. Os fons positivos ou negativos vindos da
fonte s3o injetados ao longo do eixo central do quadrupolo, que selecionara apenas os
ions de massa de interesse, permitindo que estes sejam filtrados para serem detectados
no analisador de massa. Portanto os ions de massa superior ou inferior aquela
selecionada serdo defletidos e perdidos nas laterais do aparelho. Esta selecéo € feita pela
variagio do potencial elétrico ou freqiiéncia; geralmente ¢ mais facil manter a
fregiiéncia constante ¢ alterar a voltagem. Pela alteragio do campo elétrico, as massas
de todos os ions formados podem ser escaneadas seqiiencialmente da maior para a
menor ou vice-versa originando assim, um espectro de massa (HOFFMANN et al.,
1996).

Modo de operagao MS-MS
MS1 CEL.COLISAO] MS2
ESPECTRO estético scanning
ION PRODUTO | selecdo massa precursor | apenas RF
ESPECTRO ION scanning passam estatico
PRECURSOR todas as selecao massa produto
MRM estatico massas estatico
selecdo massa precursor selecio massa produto
ESPECTRO scanning sincronizado scsnning sincronizade
CONSTANTE com MS2 com MS1
NEUTRO

Tabela 1. Caracteristicas basicas de 4 tipos de fungdes do modo MS-MS,
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Figura 8. Esquema do analisador quadrupolar

Firmacos Antagonistas do Calcio

Ha 20 anos atras os bloqueadores dos canais da caicio foram introduzidos na
farmacoterapia como vasodilatadores coronarianos para o tratamento de doengas
cardiacas coronarianas (FIECKENSTEIN, 1983).

As pesquisas foram conduzidas para o desenvolvimento de fairmacos que fossem
mais seletivos, com duragdo de agfio mais longa e com menor inotropismo negativo,
surgindo desta forma, os antagonistas dos canais de calcio de segunda geragio
(nitrendipina, nisoldipina, nimodipina, isradipina, felodipina, nicardipina e nivaldipina)
e posteriormente os de terceira geragdo (amlodipina, lacidipina, lercadinipina e
manidipina) As nio-diidropiridinas tem demonstrado um efeito inotropico negativo
mais pronunciado sobre o coragdo, uma vez, que se ligam de forma similar aos canais
de calcio tipo L cardiacos e vasculares (STEFFEN, 2004).

Enquanto o verapamil (fenilalquilamina) e o diltiazem (benzotiazepina), exibem
efeitos eletrofisiolégicos em fungio de um bloqueio adicional dos canais de calcio do
tipo T, as ditdropiridinas, cujo prototipo € a nifedipina, agem predominantemente
bloqueando os canais tipo L, induzindo assim, uma vasodilatagdo periférica
(GODFRAIND, 1986).

Por muito tempo se questionou a seguranga dos bloqueadores dos canais de

cilcio em pacientes com hipertensdo, e em particular com diabetes mellitus. Duas
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revisdes chegaram a conclusdes opostas com respeito & protegdo cardiovascular dos
bloqueadores dos canais de calcio comparados com diuréticos ou beta-antagonistas,
provavelmente devido a diferengas em relagéo aos critérios adotados para a triagem ¢ o
nimero de pacientes incluido nos estudos (BLOOD...,2000;, PAHOR,2000; STEFFEN,
2004) . STAESSEN et al. (2001), ao estudar os diversos farmacos antihipertensivos
percebeu que todas as drogas a longo prazo, tinham eficacia e seguranga semelhantes ¢
que os bloqueadores dos canais de calcio, protegiam mais contra derrame cerebral que
infarto do miocardio com um beneficio global cardiovascular se comparados a farmacos

antihipertensivos mais antigos.
Propriedades Farmacolédgicas

Os canats de calcio voltagem-dependentes sdo proteinas contendo dominios de
seqiiéncia homéloga dispostos em fileira no interior de uma tnica subunidade grande ou
de mltiplas subunidades menores também com seqiiéncia homéloga, que apresentam
regides hidréfobas que distendem a membrana formando um poro interno. Esta
subunidade formadora do canal é conhecida como a; , ha também outras subunidades

“associadas (o3 , B, v € 8 ) (CATTERALL, 1988). As diidropindinas ligam-se somente a
subunidade oy (Figura 9, Figura 10 e Figura 11).

Esses canais idnicos sdo divididos em trés subtipos: L, N e T baseados em suas
conduténcias e sensibilidade 2 voltagem (SCHWARTZ et al.,1988; TSIEN et al., 1988).
Apenas o canal do tipo L ¢é sensivel aos bloqueadores dos canais de clcio. Embora as
diidropiridinas se liguem a um local comum, os bloqueadores dos canais de calcio de
diferentes estruturas ligam-se a pontos distintos do canal L. Essa seletividade parece
surgir devido a abundincia dos canais L no mmisculo cardiaco e liso, sendo que os
fatores farmacocinéticos e o aumento da afinidade dos ligantes pelo canal quando a
membrana é despolarizada também parecem contribuir (MILLER, 1987).

As diidropiridinas podem ainda inibir as fosfodiesterases dos nucleotidios
ciclicos. Essa dupla agfo, inibi¢io do célcio citosolico e aumento da concentragdo dos
nucleotidios ciclicos, contribui para um maior efeito sobre o relaxamento vascular
(GOODMAN et al, 1990).
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Os Bloqueadores de Canal de Célcio tem por mecanismo de acio geral a
inibicdo do influxo de calcio na célula muscular lisa, por bloqueio competitivo com 0

Ca'? que entra pelos canais lentos voltagem dependentes (Sociedade de Cardiologia do

Estado de Sdo Paulo — SOCESP, 1994)

Figura 9. Esquema estrutural de um canal de célcio. (a) Estrutura molecular de um canal

de cilcio voltagem dependente (CCVD). Adaptado de VARADI e al. (1999). (b)
Rearranjo transmembrana proposto para um CCVD. Adaptado de CATTERALL (1988).
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A base cientifica portanto, para a incorporagio dos antagonistas do calcio na
terapéutica cardiovascular decorre, principalmente, do papel do calcio como ativador da
contragdo muscular ¢ da atividade especifica das células dos nos sinusal e A-V.

No miocardio o célcio se incorpora & troponina e reverte a inibigfo que o
complexo troponina-tropomiosina exerce sobre o acoplamento dos filamentos de actina
e miosina, etapa essencial para o inicio da contragdo muscular. Na musculatura lisa dos
vasos, 0 estimulo para este acoplamento faz-se pela ligag¢do do célcio com a
calmodulina. Por sua vez, a despolarizagfio das células do nd sinusal ¢ do nd A-V ¢
altamente dependente da corrente lenta de calcio (GOODMAN et al, 1990).

Usos Clinicos dos Farmacos Bloqueadores dos Canais de Calcio

Sio vasodilatadores de 1° escolha no tratamento da HAS. Também possuem
acdo anti-anginosa. O Verapamil e Diltiazem diferem das diidropiridinas pela agdo
depressora sobre o miocérdio (ROSSI e CUNHA, 1998). Os bloqueadorés dos canais de
calcio também sdo promissores numa ampla variedade de distarbios, inclusive
miocardiopatia hipertréfica, enxaqueca, fendmeno de Raynaud, preservacdo pés infarto
de tecido e aterosclerose. A escolha de um determinado farmaco bloqueador dos canais
de calcio deve ser feita com o conhecimento dos seus possiveis efeitos adversos

especificos, bem como de suas propriedades farmacolégicas (KATZUNG e
BERTRAM, 1994)

Efeitos Colaterais e Contra-indicacdes

Verapamil e Diltiazem: Constipagdo intestinal, mais comum do verapamil;
edema, cefaléia, mais freqiiente do diltiazem; nduseas, tonturas, dispnéia e astenia; Aggo
cardiodepressora, bradicardia. Verapamil nunca deve ser usado associado a beta-
bloqueador. Atenglio especial deve ser dada distirbios de condugfio pré existentes, a
insuficiéncia cardiaca ¢ ao uso de digitalicos.

Diidropiridinas: Taquicardia, cefaléia e rubor facial € triade presente em 10%
dos pacientes no inicio do tratamento. Podem causar ainda edema pré-tibial, nauseas,

tonturas e palpitagdes. A amlodipina possui menor grau destes efeitos devido sua agdo
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lenta e duradoura. Ndo causam depressdo miocardica. (Sociedade de Cardiologia do
Estado de S&o Paulo — SOCESP, 19%94)

Interacdes Medicamentosas

Os antagonistas dos canais de calcio podem aumentar o nivel sérico de digoxina,
com possibilidade de intoxicagio digitalica. O diltiazem, mais especificamente, pode
aumentar em cerca de 20% os niveis de digoxina. Além disso, verapamil e diltiazem
tém ago aditiva 4 digoxina em alguns aspectos farmacologicos, podendo desencadear
bradicardia sintomatica € bloqueios de condugio. '

Drogas neuropsiquistricas concomitantemente com antagonistas dos canais de
calcio podem resultar em interagdes importantes: o diltiazem inibe a catabolizagio do
anticonvulsivante carbamazepina e pode levar 3 toxicidade; o uso de barbitiricos, por
meio da ativagio das isoenzimas da citocromo monoxidase P450, diminui a
biodisponibilidade do diltiazem, da nifedipina e do verapamil; o verapamil e a
nifedipina aumentam a biodisponibilidade da fenitoina; o litio associado aos
antagonistas dos canais de cilcio (verapamil e diltiazem) tém sua concentragdo
aumentada, podendo levar a psicoses e rigidez corporea. Essa associagdo € problematica
¢ requer medidas freqientes do litio sérico (ROSSI ¢ CUNHA, 1998).

Qutras Interacioes Importantes

Aminofilina concomitantemente com o verapamil: pode levar & diminuigdo da
catabolizagiio hepatica da aminofilina e esta, eventualmente, atingir niveis téxicos.

Rifampicina e irerapamil ou diltiazem: praticamente existe inativagio da
atividade dos antagonistas dos canais de célcio, por catabolismo acelerado.

Ciclosporina pode ter os niveis séricos aumentados pelo verapamil e pelo
diltiazem, podendo atingir niveis toxicos.

FEritromicina, empregada em pacientes utilizando felodipina, pode acarretar
sintomas desagradaveis, como rubor e calor facial, por inibicdo do catabolismo dos

antagonistas dos canais de célcio.
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A cimetidina, aumenta as concentraces séricas da nifedipina e do diltiazem, por
meio da diminuic3o da catabolizagdo destes, podendo levar a niveis toxicos. (ROSSI e

CUNHA, 1998).

Amlodipina

Figura 12; Estrutura quimica da amlodipina

A amlodipina é um derivado 1,4 di-hidropiridinico, estruturalmente relacionado
com a nifedipina, que tem uma substituicio do grupo amino basico, que lhe confere

propriedades farmacocinéticas e farmacodinédmicas especificas (BURGES, 1985,1987).

Por ser um antagonista de canal de célcio de agio prolongada, ¢ usada no
tratamento da hipertensio arterial e angina pectoris (ARROW, BAEZ e FAULKNER,
1986).

Farmacologia Clinica

No homem, os efeitos dominantes da amlodipina sdo decorrentes da
vasodilatagio sistémica. Nos estudos de farmacocinética em voluntarios normotensos,
com doses de até 5 mg somente pequenas mudangas hemodinémicas foram
evidenciadas (WILLIAMS, 1988). Em hipertensos, doses didrias entre 2,5mg a Smg
produzem decréscimos dose-dependente na pressao arterial. A amlodipina diminui a
resisténcia vascular periférica sem causar taquicardia reflexa além de ser efetiva em

dose vnica no controle da hipertensio com queda da pressdo sistolica e diastdlica

33



(BURGES, 1987, MASON, 1989). Na terapia com amlodipina ocorre uma
vasodilatacdo renal, e¢ conseqiiente discreto aumento na filtracio glomerular. A
amlodipina causa também um aumento, dose-dependente, da duracfio do exercicio antes
do inicio da angina pectoris em pacientes com doenga arterial coronariana. Parte desta
melhora € devida a uma reducio das necessidades de oxigénio pelo miocéardio e parte
devido a uma vasodilatagdo das artérias e arteriolas coronarianas (BURGES, 1987). Nio
foi notado efetto da amlodipina no sistema renina-angiotensina ou 1o sistema nervoso
simpatico, ou alteragbes nas concentragbes de fator natriurético no homem
(ABERNETHY, 1990).

Farmacocinética

A amlodipina ¢ bem absorvida apés administragfio oral, com 60-80% da dose
oral alcangando a circulagfio sistémica. Os picos de concentragio plasmética sdo vistos
em tomo de 6-12 horas (média 7,6h) apds a sua administragio. Isto evita alteracles
plasmaticas rapidas presentes com outros antagonistas do calcio e conduz a uma baixa
incidéncia de efeitos colaterais (REID, 1988; WILLIAMS, 1988; OSTERLOH, 1989).

A amlodipina ¢ distribuida extensivamente por todo o corpo, tendo um volume
de distrbuicdo de 15 - 25 Vkg indicando distribui¢dio extensiva da droga nos tecidos
periféricos. Experimentos 7z vive indicam alta concentragio na membrana plasmatica
celular. E extensivamente ligada as proteinas plasmaticas (92-98%). A meia vida de
climinagio plasmatica varia de 30-60 h (média 35,7h) e isto € o resultado de um
clearance metabdlico baixo e uma extensiva distribui¢io nos tecidos penféricos.
(FAULKNER, 1986, REID, 1988, WILLIAMS, 1988; ABERNETHY, 1990).

A amlodipina atinge o estado de equilibrio plasmatico apos 7-9 dias de dose
tinica diaria (LAHER, 1988; REID, 1988).

A amlodipina é extensivamente metabolizada no figado ¢ menos de 10% ¢
excretada de forma inalterada na urina (REID, 1988).

Nio ocorre mudancas na disposi¢do de amlodipina em pacientes com doenga
renal (LAHER, 1988), mas o clearance total da droga esta dimmnuido em pacientes
idosos hipertensos (ABERNETHY, 1990) e individuos idosos sadios (ELLIOTT, 1988).
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Apresentacio Farmacéutica

Comprimidos de 5 mg ¢ 10 mg est8o disponiveis para uso clinico, (PFIZER,
UX) ¢ é a dosagem da qual estudos de biodisponibilidade foram derivados.

Posologia

Para o controle da hipertensio é recomendado 5 mg em Unica dose diaria. A
dosagem pode ser aumentada, se necessario, para até 10 mg ao dia. Doses semelhantes
sio administradas para o tratamento da angina pectoris estavel (MARTINDALE, 1993).

Efeitos Adversos

Como outros antagonistas de célcio, edema periférico e eritema ocorrem na
proporgio de 5 -10% dos pacientes, ruborizacio facial em 2-5% dos pacientes. Queixas
de fadiga ocorrem fregiientemente nos pacientes tratados com placebo (4,6% vs 2,9%),
cefaléia (8,1% em ambos grupos), vertigem (3% vs 3,4%). Existe evidéncia que esses
‘efeitos sio mais comuns em pacientes tratados com doses maiores do que 5 mg diaria
(OSTERLQH, 1989).

Neonatos, gestantes, aleitamento materno, criangas constituem grupos de risco
uma vez que os estudos nio foram concluidos até o momento, portanto a amlodipina
ndo deve ser prescrita nesses casos.

Doenga Renal - A farmacocinética da amlodipina ndo esta modificada em
individuos com prejuizo da funcio renal, efeitos clinicos nio foram avaliados (LAHER,
1988).
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Métodos Analiticos Empregados para Quantificar Concentracoes

Séricas de Amlodipina no Plasma

H4 varios métodos analiticos que podem ser utilizados para a quantificagdo em
fluidos biologicos de antagonistas de calcio dihidropiridinicos, como a amlodipina. Para
a quantificagio da concentragio plasmatica de amlodipina, YASUDA et al. (1996),
MARZO (2000) e CARVALHO et al. (2001) usaram como método analitico a
cromatografia liquida acoplada a um sistema de espectrometria de massa (LC-MS-MS).

Enquanto YASUDA et al. (1996) usou o método de ionizag&o quimica a pressio
atmosférica para a producio de jons (fonte ioniozadora - APCI), CARVALHO et al.
(2001) adotou em seu experimento 2 ionizagio por eletrospray jon positivo, obtendo-se
assim um LOQ de 0.14 ng/ml e RT = 4.5 min. e LOQ de 0.1 ng/ml; RT = 3.4 min.
respectivamente. Qutro método como a cromatografia em camada descrita por PANDYA
(1995), obteve um LOQ = 2.0 ng/ml enquanto que no método descrito por-JOSEFSSON
(1995), cromatografia liquida com detecgio amperométrica, o limite de quantificagdo foi
muito menor, determinando assim, maior sensibilidade do método (LOQ = 0.2 ng/ml; RT
= 8.5 min). MONKMAN (1995) através da cromatografia gasosa automatizada, obteve
como limite de quantificago e tempo de retengfio para seu experimento 0.5 ug/le 9.9
min respectivamente. A cromatografia liquida com detecgio UV foi utilizada por
LUKSA et al. (1997a) na determinagio do comportamento farmacocinetico dos
enantidmetros de amlodipina ap6s administraggio unica. Neste experimento LUKSA et al.
(1997a) obteve um LOQ de 0.2 ng/ml para um tempo de retengdo muito alto (maior que
40 min). O mesmo autor cita ainda um LOQ = 5.0 ng/ml e RT = 9.8 min para a detec¢do

por eletroforese (LUKSA et al.,. 1997 b).
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OBJETIVO

Avaliar se a formulagiio de besilato de amlodipina (comprimido) 5 mg
produzida pelo Laboratorio Teuto Brasileiro Ltda atinge niveis plasmaticos equivalentes
ao besilato de amlodipina comprimidos 5 mg do produto de referéncia-elaborado pelos
Laboratérios Pfizer Ltda. (Norvasc®), administrados em 24 voluntérios sadios adultos

de ambos 08 sexos.
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CASUISTICA

Vinte e quatro voluntarios sadios da ambos os sexos, adultos, com idade entre 21
e 41 anos, entre os 10% do peso corporal ideal, foram selecionados para o estudo. O
grupo masculino foi composto por 12 voluntdrios com idade entre: 27+ 6 anos. [21-38],
altura: 173.0£9.0 ¢m [162.0-195.0], peso: 72.4 & 10.0Kg [60.0-80.0]. O grupo feminino
foi composto por 12 voluntarias com idade entre: 30.6 = 7 anos [21-41], altura: 160.0 =
5 em [152-168] ¢ peso: 61.2+7 Kg [52.0-71.0].
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METODOLOGIA

Protocolo Clinico

Tipo de Estudo

Estudo aberto, randomizado, cruzado, onde os voluntarios recebem os

medicamentos teste e referéncia em dois periodos.

Delineamento do estudo

O desenho consistirdA de um estudo aberto, randomizado, aleatério, de 24
voluntirios sadios, adultos de ambos os sexos de 18 a 45 anos. Depois da selecio e
observado um periodo de pelo menos 2 semanas sem fazer uso de qualquer medicagio,
os voluntérios que forem considerados qualificados para participar do estudo, serfio
internados por dois perfodos de aproximadamente 26 horas, com pelo menos vinte € um

dias de intervalo entre os internamentos.
Populacio

Voluntérios sadios, adultos de ambos os sexos com idade de 18 a 45 anos. O
voluntario tem seu peso dentro de uma variagiio- de 10%, de acordo com sua altura ¢
estrutura Ossea
Medicamentos Teste e Referéncia
Besilato de Amlodipina (comprimido) 5 mg, Laboratério Teuto Brasileiro Ltda - teste

Besilato de Amiodipina (comprimido) 5 mg - Norvasc®, Laboratorios Pfizer Ltda -

referéncia
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Posologia

Os voluntérios receberdo em cada um dos periodos de internamento, por via oral
em dose linica, com um copo de dgua (200 mL), 5 mg de uma das formulagbes dos
seguintes produtos: Besilato de Amlodipina (comprimido) 5 mg, - Laboratério Teuto
Brasileiro Ltda; Besilato de Amlodipina (comprimido) 5 mg - Norvasc®, Laboratérios
Pfizer Ltda.

Local e Forma de Confinamento dos Voluntarios

Os voluntarios serfio confinados na Clinica S3o Lucas, que possui uma unidade
para ensaios clinicos. Esta unidade de ensaios clinicos dispSe de uma estrutura
assistencial propria que consiste de 24 leitos, 01 posto de enfermagem , 01 copa, Olsala
de expurgo, 01 sala de limpeza, 01 sala para guarda de materiais destinados.para ensaios
clinicos e farmacoclinicos, além de toda infra-estrutura para internamento de
voluntarios. Sua estrutura laboratorial possui equipamentos para processamento e
armazenamento de amostras biologicas.

Sera solicitado ao voluntario que se apresente, para internamento, na Clinica S&o
Lucas aproximadamente as 20:00 horas na noite anterior de cada periodo e que
permaneca na Unidade 12 horas apds a administracio da medicagio. Os voluntarios

terfio assisténcia e cuidados especializados durante todo o periodo do estudo.
Selecido do Voluntirio - Entrada do Veluntirio no Estude

Os voluntarios serdo aceitos no estudo somente se eles forem considerados
saudaveis como determinado pela historia meédica, exame fisico e os exames
laboratoriais que antecedem o inmicio do estudo. Os voluntirios realizardo
eletrocardiograma (ECG), na avaliagio inicial, pré-estudo, e ap6s o lltimo periodo de
internamento.

Uma vez avaliada a higidez, os voluntarios serfio submetidos a uma entrevista

livre para a avaliagiio da satide mental, bem como condigSes emocionais para participar
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da investigagdo, antes do inicio do estudo. ApoOs isso, os voluntérios terdo esclarecidas
todas as davidas restantes, e caso concordem, assinarfo o termo de consentimento para

participagdo no estudo.
Exames Laboratoriais

Os seguintes exames laboratoriais serdo realizados antes € ap0s o estudo: andlise
hematologica: hemoglobina, hematocrito, contagem total e diferencial de leucdceitos,
contagem de plaquetas; analise bioquimica: ureia, creatinina, bilirrubina total, proteina
total, albumina, glicose em jejum, fosfatase alcalina, SGOT, SGTP, colesterol total,
triglicérides, acido Grico, YGT; urina: sumario de urina (urina I); analise sorologica para:
hepatite B, hepatite C ¢ HIV, serfio realizados somente antes do estudo. Teste de

gravidez sera realizado no pré estudo para os voluntarios do sexo feminino.
Critérios de Inclusio

Os seguintes critérios devem ser satisfeitos para que o voluntario possa
participar do estudo: a) Homem ou mulher que néo esteja gravida, e tem de 18 a 45 anos
de idade; b) O voluntério tem seu peso dentro de uma variagéo de 10%, de acordo com
sua altura e estrutura Ossea; ¢) Foi submetido a uma histdria clinica ¢ exame fisico,
ECG, ¢ exames laboratoriais complementares ¢ considerado saudavel; d) Concordou
fivremente e assinou o termo de consentimento, apds todos os elementos essenciais do

protocolo terem sido esclarecidos, antes de qualquer procedimento.
Critérios de Exclusao

Qualquer um dos seguintes critérios excluira o voluntirio do estudo: a} Os
resultados dos exames laboratoriais complementares estdo fora dos valores considerados
normais (£10%), a menos que sejam considerados clinicamente irrelevantes; b) O
voluntério participou de qualquer estudo experimental ou ingeriu qualquer droga

experimental dentre dos trés meses do inicio deste estudo; c) Fez uso de medicacio
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regular dentro das 2 semanas que antecederam o inicio deste estudo, ou fez uso de
qualquer medica¢@o uma semana antes do inicic deste estudo; d} Foi internado por
qualquer motivo até 8 semanas antes do inicio deste estudo; ) Tem historia de abuso de
alcool ou drogas, ou ingeriu bebidas alcodlicas nas 48 horas que antecedem o pertodo
de interna¢o para iniciar o estudo; f) Tem historia de doenga hepatica, renal, pulmonar,
gastro-intestinal, epiléptica, hematologica ou psiquiatrica; tem hipo ou hipertensdo de
qualquer eticlogia que necessite de tratamento farmacologico; tem histdria ou teve
infarto do miocério, angina e/ou insuficiéncia cardiaca;g) O voluntario doou ou perden
450 ml ou mais de sangue dentre dos trés meses que antecederam ao estudoh) O
voluntirio ¢ mulher com teste positivo para gravidez; 1) O voluntéﬁo tem qualquer

condigdio que o impede de participar do estudo pelo julgamento do investigador.

Restric¢des e proibicdes

Todos os voluntirios devem chegar a clinica S3o Lucas tendo feito uma refei¢do
normal noturna (jantar). O inicio do ensaio clinico esta previsto para 7 horas do dia
seguinte.

_ Deverio permanecer em jejum a partir das 21:00 horas da noite do intemamento
até 03:00 horas apds a ingestdo da medicacdo, prevista para a manhd seguinte, quando
uma refeiq:z’io sera servida. Liquidos serfo permitidos ad libitum apos as refeicdes, mas
bebidas contendo xantinas (incluindo ché, café e cola) deverdo ser evitadas.

Nio sera permitido fumar durante o periodo de internamento. Consumo de
4lcool devera ser limitado durante o periodo de estudo e evitado completamente durante
as 48 horas que antecedem cada dose.

Medicagdes concomitantes deverfio ser evitadas, quando possivel. Qualquer

medicacio, devera ser registrada na folha apropriada.

Critérios para retirada do estudo

As seguintes condigBes devem ser consideradas como critérios de retirada do

estudo: voluntario ndo deseja continuar no estudo por razdes pessoais; efeitos adversos
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da droga do estudo; voluntario n2o deseja continuar no estudo por razdes outras que a
ocorréncia de eventos adversos da droga de estudo, por ex. indisponibilidade,
intolerdncia aos procedimentos do estudo; testes laboratoriais anormais julgados de

relevincia clinica, doenga intercorrente requerendo medicagéo.

Eventos Adversos

E de responsabilidade do investigador clinico documentar todas as experiéncias
adversas que ocorram durante o estudo.

Uma experiéncia adversa inclui qualquer alteragdo prejudicial, patologica ou
indesejada nas fungdes anatdmicas, fisicas ou metabdlicas conforme indicada pelos
sinais fisicos, sintomas e/ou alteragBes laboratoriais que ocorram em qualquer fase do
estudo clinico associada ou néo com o medicamento do estudo.

Todas as experiéncias adversas que ocorram apos o inicio do estudo devem ser
relatadas. Todas as experiéncias adversas subsegiientes, se ndo estiver sendo
administrado nenhum medicamento (isto €, durante o periodo de “wash out™), devem ser
registradas indiferentemente se sdo ou ndo consideradas relacionadas com o
medicamento.

Qualquer evento adverso ocorrendo durante o periodo de estudo sera registrado
em detalhes na pagina apropriada para relato de evento adverso . As perguntas
realizadas para saber se o voluntario teve algum evento adverso deverdo ser limitadas a
perguntas gerais, tais como: "Como vocé estia 7"

Ser4 solicitado aos voluntarios que relate qualquer evento adverso e quando isto
ocorreu. Serd também solicitado que notifique ao investigador se foi necessario usar

medicagdo adicional.
Procedimentos de Emergéncia

O Hospital tem local proprio, equipado com desfibrilador, monitor, oximetro,

respirador, material para pequena cirurgia e com medicagio de urgéncia para qualquer
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eventualidade. Além disso, conta em anexo com uma Unidade de Terapia Intensiva

(UTD).
Avaliacio da Causalidade

Devem ser empreendidos todos os esforgos pelo investigador clinico para
explicar cada experiéncia adversa e avaliar sua relagfio, se houver, com o medicamento
do estudo. Deve ser avaliada a causalidade usando as seguintes categorias: nio

relacionada, desconhecida, possivel ou sim.
Avaliacio do Voluntario

Qualquer voluntario com evento adverso serd seguido clinicamente e por estudos

laboratoriais (quando indicados) até que os pardmetros voltem ao normal.

Pos Estudo

Apos trés dias do final do estudo, os voluntérios serdo reavaliados clinicamente e

por exames laboratoriais subsidiarios realizados na fase pré-estudo.

Coleta de Sangue

Ap6s as 10 horas de jejum o ensaio tera inicio com uma coleta de sangue (8 mL)
imediatamente antes da administracio de 5 mg de uma das preparagdes de besilato de
amlodipina, através de "butterfly” heparinizado introduzido em veia superficial do
antebraco do voluntario, e outras coletas, aos seguintes intervalos a partir da
administracio: Zero; 1h; 2h; 4h; 6h; 8h; 10h; 12h; 14h; 24h; 48h; 96h; 120h e 144 apos
administracdo da droga.

No total serio coletadas 30 amostras de sangue, 14 em cada etapa, sendo 14 para
dosagem plasmitica de amlodipina e uma coleta de 25 ml para calibragdo do

equipamento analitico. A coleta das amostras sera feita através de cateter heparinizado
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introduzido em veia superficial do antebrago do voluntario. Um total de
aproximadamente 300 mL de sangue sera coletado durante os dois periodos do estudo,
incluindo o volume coletado para os exames pré e pos estudo. Apds a coleta de cada

amostra, o cateter sera lavado com 2 mL de solug@o de heparina sédica (SIU/mL).

Esquema do Estudo

Periodo pré-estudo

Historia Médica Eletrocardiograma
Exame Fisico Geral Exames Laboratoriais

Periodos (1, 2)

Tempo (h) Atividades Qutras atividades
0:00 Coleta de sangue PA, pulso, temperatura
1:00 Coleta de sangue PA, pulso, temperatura
2:00 Coleta de sangue PA, pulso, temperatura
4:00 Coleta de sangue PA_ pulso, temperatura
6:00 Coleta de sangue PA, pulso, temperatura
8:00 Coleta de sangue PA, pulso, temperatura

- 10:00 Coleta de sangue PA, pulso, temperatura
12.00 Coleta de sangue PA, pulso, temperatura
14:00 Coleta de sangue PA, pulso, temperatura
24:00 Coleta de sangue PA, pulso, temperatura
48:00 Coleta de sangue PA, pulso, temperatura
96:00 Coleta de sangue PA, pulso, temperatura

120 Coleta de sangue PA, pulso, temperatura
144 Coleta de sangue PA, pulso, temperatura

Periodo Pds-Estudo

Exame Fisico Geral FC ¢ PA Eletrocardiograma

Exames Laboratoriais

Tabela 2; Esquema experimental

Procedimentos para manipulacio das amostras.

O tempo atual de coleta de sangue seré registrada usando um relogio de 24

horas. O sangue sera centrifugado, o plasma retirado sera armazenado em frasco
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adequado a temperatura de (-20 °C) até a sua utilizaglio. Os frascos com plasma serdo

identificados com o nimero do voluntario, iniciais, nome do medicamento, periodo e
data do estudo.

Amostras de Retencio - Inventario

Serdio mantidas em local proprio, amostras de retengdo tanto da formulacdo teste
guanto da formulagfo referéncia. Essa amostras serdo mantidas até o prazo de validade
especificado na embalagem do produto. _

Sera realizado um inventirio dos medicamentos teste e referéncia em local

especifico para este fim.



Aspectos Eticos

Comité de Etica em Pesquisa

O projeto de pesquisa, com o protocolo experimental ¢ o termo de
consentimento, serdo submetidos ao Comité de Etica em Pesquisa da UNICAMP,
credenciado pelo CONEP - Conselho Nacional de Satide/MS. Qualquer mudanga no
protocolo, sera necessério a aprovagio do Comité.

O Estudo sera conduzido de acordo com a Declaraciio de Helsinki (1965) e as
revisdes de Tokyo (1975), Venice (1983) e Africa do Sul (1996), e a Resolugdo 196/96
€ 251/97 do CNS-MS.

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

Os voluntarios receberiio uma explanacio da natureza e dos objetivos do estudo.
Sera enfatizado que o estudo tem a finalidade de pesquisa, € que o voluntario nio
podera esperar que haja qualquer efeito terapéutico. O voluntario também entendera que
ele/ela ¢ livre para se retirar a qualquer momento do estudo sem que isto va causar
qualquer prejuizo no seu atendimento junto a Synchrophar.

Sera solicitado a cada voluntirio que, caso concorde, assine o termo de

consentimento para participar no estudo.
Confidenciabilidade

Os resultados do exame médico ¢ testes laboratoriais serfio registrados na folha
individual do voluntario. Toda a informacfo obtida durante o estudo referente ao estado
de sande do voluntario estard disponivel aos médicos do Hospital Universitario. Uma
cOpia dos exames laboratoriais realizados no pré e pos estudos podera sera fornecida aos

voluntérios.
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Etapa Analitica e Estatistica

Os critérios para realizagiio desta etapa sdo determinados pela Agéncia Nacional de

Vigildncia Sanitaria
Validac¢do da Metodologia Analitica

A determinagfio da adequabilidade e confiabilidade de um método analitico para a
realizagdo de um estudo de bioequivaléncia, é realizada através da averiguagéo de sua
sensibilidade, especificidade, linearidade, acurdcia, preciséo e reprodutibilidade,
levando-se ainda em conta a estabilidade dos compostos que estio sendo empregados.
Para esta certificagfio utilizam-se os seguintes parimetros e respectivos limites de

aceitagfo:

Especificidade: Busca-se a presen¢a de interferéncia, utilizando-se o procedimento
proposto para a extragiio de amostras. S#o utilizados 4 plasmas de diferentes individuos
colhidos em jejum, 1 plasma hiperlipémico e 1 plasma hemolizado. A especificidade €
comprovada pela determinagio de inexisténcia de interferéncia significativa, no tempo
de retengdo da droga, metabdlitos ou padrio interno, comparando-se visualmente os
cromatogramas obtidos com aquele produzido pela analise de uma solu¢ao aquosal do

farmaco em analise em concentracio proxima ao Limite de Quantificagio;

Sensibilidade: £ avaliada através do Limite de Quantificagio (LOQ), de forma a
considerar nio somente 2 sensibilidade em si, mas também em fungdo dos critérios de
precisfo e acuracia do método. O LOQ ¢ aprovado se forem satisfeitos os seguintes
critérios: a) Inexisténcia de interferéncia ou resposta 5 vezes maior que qualquer
interferéncia existente em brancos nos tempos de reteng@o em uso; b) Pico do analito
identificavel, claro, discreto com uma precisdo de 20%, calculada através do coeficiente
de variabilidade do valor quantificado para 5 aliquotas provenientes de um mesmo
controle padriio, bem como da correspondente duplicata da curva de calibragdo em uso.
¢) Acuracia de 80% a 120% em relago ao valor nominal da concentragdo do controle

padrio utilizado, bem como da correspondente duplicata da curva de calibracio em uso.
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Linearidade; B avaliada em funcdo da linearidade da curva de calibragio empregada. E
esta, € aprovada se forem satisfeitos os seguintes critérios:a) Pelo menos 4 de 6 padrdes
de cada concentragio nominal, incluindo o padrdo correspondente ao LOQ e o padrdo
de maior concentra¢gio, com desvio menor do que 15% da concentragio nominal em
pelo menos uma das duplicatas; b) Coeficiente de correlagdo da curva igual ou maior

que 0.98.

Precisdo e Acurdcia: Sio avaliadas a partir da quanfificagio de pelo menos 3
concentragdes padriio distintas (controles de qualidade QCA, QCB, QCC), determinadas
em fungdo da faixa de concentragdes esperadas, tomando-se como base 5 aliquotas de
cada conceniragio quantificadas durante uma unica cornda analitica (precisdo e

acuracia intra-lote).

Reprodutibilidade: A avaliagio se da a partir da determinag3o da precisdo e acuracia de

3 lotes provenientes de matrizes biologicas distintas (precisio e acuriria inter-lote)

A estabilidade dos compostos é determinada em fungdo do tempo necessirio para
preparagio das amostras e respectiva quantificagio, bem como das temperaturas de
armazenamento usualmente empregadas. Para sua realizagio sdo utilizadas duas
‘concentragBes distintas da droga a ser dosada, cujas amostras sfo submetidas aos
seguintes testes: a) Estabilidade no autosampler: Determina 2 estabilidade da droga e do
padrio interno em fase mével, na temperatura encontrada no autosampler, por periodo
de tempo igual ou superior a uma corrida analitica; b) Congelamento e
descongelamento: Determina a estabilidade da droga em plasma apds 3 ciclos de
congelamento por 24 horas e descongelamento em temperaturza ambiente; c)
Estabilidade de curto periodo em temperatura ambiente: Determina a estabilidade da
droga em plasma em temperatura ambiente, por periodo de tempo igual ou superior ao
necessario para o preparo de amostras para uma corrida analitica; d) Estabilidade de
longo periodo: Determina a estabilidade da droga em plasma na temperatura de
congelamento das amostras, por periodo de tempo igual ou superior ao primeiro dia de
coleta de amostras e o dia da analise da ultima amostra; e) Estabilidade das solugdes de

trabalho: Determina a estabilidade da droga e do padréo interno a partir das solugdes de
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trabalho preparadas, na temperatura em que sdo armazenadas, e por periodo de tempo

equivalente a sua utilizagio durante a condugdo do estudo.
Anilise Estatistica

De acordo com as Agéncias Reguladoras, os parametros AUC ¢ Cmax deverdo
ser analisados como as razdes dos logaritmos individuais transformados das drogas

teste/referéncia. Tmax serd analisados como diferenca individual: Teste - Referéncia.

Ambos testes paramétricos e niio paramétricos serdo aplicados para anélise das variaveis.
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Materiais ¢ Reagentes

Produtos Teste e Referéncia

Produto a ser testado Produto de referéncia

Nome Amlodipina Norvasc ®
Ativo Farmacéutico Besilato de amlodipina Besilato de anﬂodipina
Forma Farmacéutica Comprimido Comprimido
Namero de Lote 0427007 004-05026G
Concentragio 5 mg 5 mg
Validade 06/2003 09/2003
Fabricante Laboratorio Teuto Brasileiro | Laboratorios Pfizer Ltda

Ltda

Tabela 3. Descrigdio dos produtos teste ¢ referéncia a serem analisados
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Padrdes e Reagentes

Substincia Fornecedor
Desipramina — Padréo interno Sigma - USA
Amlodipina - Analise

Reagentes Fornecedor

Acetonitrila - HPLC
Dietil-éter - andlise

Solugio de aménia - analise
Acido Formico - anilise
Carbonato de sodio - analise
Bicarbonato de sddio - analise
Acido acético glacial - analise
nHexano - HPLC

Metil - alcoo] - analise

Agua purificada ~ sistemas Mili-Q

ou Elga UHQ

Plasma humano — prepara¢ﬁo das

curvas de calibragdo e controles de

qualidade

Nuclear — Brasil

Jand Quimica Ind. & Com. Ltda. Brasil
Synth - Brasil

Mallinckrodt — USA.

Mallinckrodt - USA

Mallinckrodt - USA

Quimica Moura - Brasil

Quimex - Brasil

J. T. Baker - Brasil

High Wycombe — Bucks — UK

Banco de Sangue do  Hospital
Universitario da Universidade de Sio|

Paulo - Brasil

Tabela 4. Relagho dos Teagentes a serem Wilizados
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Equipamentos

Pipetas ajustaveis — 100,200 ¢ 1000uL

Voértex mixer — Fisher Vortex Genie 2

Ponteiras de plastico — LabT1ps- 5 a 200 uL ¢ de 200 a 1000 uL

Coluna analitica 4 mem — 150 x 4,6 mm de didmetro interno - Genesis C18

Pré-coluna 4mcm — 10x4 mm de didmetro interno — Waters X-Terra C8 1.0x4.6 mm

didmetro interno

Tubos de teste de vidro — descartaveis — 120x11 mm
Pipetas “Pasteur”- 5,75” ou capilares — 9”

Tubos “Eppendort”

Vials de vidro - autosampler- 1,1 CTVG e tampas
Potenciémetro Quims - Q400P

Centrifuga multiplas velocidades, refrigerada — GPS
Sisterna HPLC — LC-IOAD e auto injetor - MXY01-01B
Espectrdmetro de massa — Quattro Ultima

MassLynx — software de analise versdo 3.5

Tabela 5. Relacgiio dos equipamentos empregados.
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Preparo das Solucdes Padrio de Amlodipina

Concentracio Volume e Concentracio da solugio fonte Volume de Volume Fator de
Final diluente total corregiio
A | 1000 ug/mL 1.0mL Da master -1.0mg/mL 90 10 10
B | 10.0pg/mL 1.0 mL De A -100.0pg/mL 9.0 10 10
C 1.0 pg/ml. 1.0 mL De B -10.0pg/mb 2.0 10 10
D 200 ng/mL 2.0mL De C - 1.0pg/mL 8.0 10 5
E 150 ng/mL 1.67 mL De C - 1.0pg/mL 8.33 - 10 6.667
F 100 ng/mL 1.0 mL De C - 1.0pg/mL 2.0 10 10
G 30 ng/mi 0.5mL De C - 1.0pg/mL 9.5 10 20
H 20 ng/mL 1.0 mL De D -200ng/mL 2.0 10 10
1 10 ng/mL 1.0 mL De F- 100 ng/mL 2.0 10 10
J 5 ng/mL 1.0mL De G - 50 ng/mL 90 10 10
K 3 ng/mL 3.33 ml. Del-10 ng/mL 6.67 10 3.33
L 2 ng/mL 1.0 mL De C - 10 ng/mL 9.0 10 10
M 1 ng/ml. 1.0 mL De C - 10 pg/mL 9.0 10 10

Tabela 6. Preparo das solugdes padrio de Amlodipina

Preparo das Solugdes Padrao de Desipramina

Pesou-se 50 mg de desipramina para um volume total de 50 mL de solugdo de

metanol/ 4gua (50:50 v/v), obtendo-se concentragdo de 1.00 mg/mL.

Preparo da Selugao da Fase Mével : 60% CH3CN, 40% H20 + 10 mM

acido férmico

Preparou-se uma solugio de acido formico pipetando-se 0.460 mlL de acido

formico em uma proveta contendo 400 ml. de 4gua e acetonitrita (600 mL). Misturou-
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se cuidadosamente a solugdo. O preparo deve ser feito em capela para exaustdo de

vapores.
Preparo da Solucio Tampiao de Carbonato

Preparou-se 1 M de solugio de carbonato pela dissolugio de 106 g de carbonato
de sadio em 4gua até 1 L. Preparou-se uma solugdo de bicarbonato a 1 M pela
dissolucdo de 84 g de bicarbonato de sodic em dgua até um volume de 1 L. Misturou-se
40.5 mL da solugfio de bicarbonato com 9.5 mL da soluciio de carbonato em um frasco
volumétrico de 200 mL. Completou-se o volume com égua,- misturando-se

cuidadosamente.

Preparo da Solugio de Acetonitrila a 20% + 10mM de acido f6 rmico

Pipetou-se 0.460 mL de acido formico em uma proveta de capacidade para 100
mL, contendo 800 ml de dgua e 200 mL de acetonitrila. A solugdo foi cuidadosamente

homogeinizada em capela para exaustio de vapores
Preparo da Solucio de Eter dietilico/Hexano (80:20)

Foram adicionados 20 mL de hexano em 80 mL de éter dietilico em proveta de
100 mL.

Preparo das Curvas de Calibraciio e Controles de Qualidade

As solugdes estoque de amlodipina foram preparadas em duplicata em metanol-
agua (50:50 v/v) em concentragio de 1 mg/mL. Pesou-se 50 mg de amlodipina para um
volume total de 50 mL de solugdo. Essa solugio foi diluida em plasma branco humano
para se obter as seguintes concentragdes: 0.1, 0.2, 0.5, 1.0, 2.0, 5.0, 10.0, and 20.0
ng/mlL. |
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As amostras para controle de qualidade foram preparadas em plasma branco
humano para se obter as seguintes concentrages:
0.3, 2.0 e 15.0 ng/mL. {QCA, QCB, e QCC, respectivamente independente das curvas
de calibrag@o.

Preparo das Amostras Sangiiineas

Apos as 10 horas de jejum coletou-se uma amostra de sangue (8 mL)
imediatamente antes da administracio de 5mg de uma das preparaces de besilato de
amlodipina, através de "butterfly” heparinizado introduzido em veia superficial do
antebrago do voluntirio, e outras coletas, aos seguintes intervalos a partir da
- administragfio: Zero; 1h; 2h; 4h; 6h; 8h; 10h; 12h; 14h; 24h; 48h; 96h; 120h e 144 apds
administracio do farmaco.

As amostras foram acondicionadas em tubos de vidro contendo anticoagulante e
centrifugadas a 2500 g por 10 minutos em temperatura ambiente. O plasma foi

decantado, removido e armazenado a ~20 °C até a andlise.

" Anilise do Firmaco nas Amostras

Todo plasma humano congelado foi previamente descongelado em temperatura
ambiente e centrifugado a 2000 g por 5 minutos a 4 °C para precipitagdo dos solidos.
300 pi. da soluglio do padrio interno — desipramina S ng/ml. em tampéo carbonato pH
9.0 - foi adicionado a 300 pL da aliquota da amostra de plasma.

A mistura foi encaminhada para o “vortex-mix” por aproximadamente 10
segundos, € os compostos de interesse foram extraidos com 4 mL de dietil-éter/hexano
(80:20 v/v). A mistura foi novamente levada ao “vortex-mix” durante 40 segundos e a
fase organica foi evaporada sob fluxo de N2 a 37 °C. Os residuos secos foram
reconstituidos com 100 L da fase mével ( 60% CH3CN; 40% H20; + 10 mM écido
formico) . A nova solugiio foi transferida para vials que foram fechados ¢ colocados em

bandejas do autosampler .

56



Condi¢des Cromatograficas

A temperatura do injetor automatico foi mantida a 40°C e uma aliquota (30 pL)
de cada extragéio do plasma foi injetado no sistema . Os compostos foram eluidos pelo
pumping da fase mével com fluxo de 0.4 mL/min. A pressdo do sistema esteve entre 35
— 45 bar e o tempo de corrida total foi de 6.5 min.

Um split do eluante da coluna de aproximadamente 1:10 foi incluido de forma
que apenas 40 pL/min entrasse no especirdmetro de massa. A temperatura do

autosampler foi mantida entre 22 - 25 °C.

Condicdes da Espectrometria de Massa

Para ambas, amlodipina ¢ desipramina, a voltagem do capilar, o tempo de
permanéncia, a energia do cone e a pressgo do gas (argdnio) foram 3.5kV, 055,10 Ve
7.4 x 10-4 mbar, respectivamente.

A energia de colisdo foi 10 eV para amlodipina e 15 eV para seu padrdo interno.
Estabilidade

A estabilidade das amostras do plasma do conirole de qualidade foram
submetidas a testes de estabilidade e as concentragdes de amlodipina foram mensuradas
e comparadas com as amostras frescas preparadas. A significncia dos resultados

obtidos foi analisada pelo Student s t-test (p>0.05).

Farmacocinética

A constante de eliminagio de primeira ordem (Ke) foi estimada pela regresséo
linear dos pontos da fase de eliminagdo em grafico linear-log. A meia vida de eliminagfio
(t 1/2) foi obtida pela equagio t % = In(Z)’ke, onde In ¢ o logaritmo neperiano. A

concentragdo plasmatica méxima (Cmax) © O respectivo tempo para atingir esta
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concentra¢do (Tmax) foram obtidos diretamente das- curvas. As areas sob a curva da
concentra¢o plasmitica em relagio ao tempo, de zero até a uUltima concentragio
detectada (ASC .) foram calculadas pela aplicagdo da regra trapezoidal. Extrapolagdo
dessas areas para o infinito (ASC o.qr) foi feita pela adigdo do valor de Ctke as ASCo.
calculadas, onde Ct é a Gltima concentragdo plasmética do farmaco detectada apds a

administracdo deste.

58



RESULTADOS

O estudo foi realizado com vinte e quatro voluntarios sadios de ambos 0s sexos,
sendo 12 homens e 12 mulheres, considerados sadios através de exames medicos e
laboratoriais. As amostras de sangue foram colhidas previamente & administragdo e até 144
horas apés, em intervalos pré-determinados. Um total de 672 amostras foram submetidas a

quantificagio.

Resultados clinicos:

Ambas formulacdes foram bem toleradas pelos voluntirios na dose administrada.
Apenas 7 voluntarios, 4 homens e 3 mulheres, queixaram-se de dores de cabega e uma
voluntaria queixou-se de dor de estdmago. Nenhuma alteraciio significante dos pardametros

bioquimicos foi observada.

Resultados analiticos quanto & espectrometria de massa:

Os espectros de massa totais da amlodipina ¢ desipramina mostraram moléculas
precursoras protonadas, [M-H]+, de m/z 409 e 267, respectivamente. O ion produto mais
abundante no espectro foi m/z 238 para amlodipina ¢ para a desipramina o ion mais
abundante resultante da fragmentagio foi m/z =72. As estruturas propostas para os ions
produtos podem ser vistas na figura 13 e os espectros de massa podem ser visualizados

através do grafico 3 A, 3B ¢ 3C.
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Figura 13. Rota proposta para a dissociagdo da amlodipina e da desipramina durante o processo de

fragmentagio induzida por colisdo

Nenhum pico foi observado no espectrograma do plasma humano branco sob as

condicbes de ILC-MS-MS descritas anteriormente (grafico 1 e grafico 2). Os
espectrogramas das amostras s&o mostrados no grafico 5, onde onde ser observado o tempo

de retencdo para amlodipina e desipramina de 3.6 ¢ 3.9 min. respectivamente.
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Grafico 1: Espectrograma MRM branco. Demonstra a especificidade do método uma vez, que ndo ha
qualquer sinal significativo de interfernte presente proximo ao tempo de retengfo do padriio interno e do
analito (circulos vermelhos) respectivamente.
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Gréfico 2. Espectrogramas padrdes para zero (plasma branco + Desipramina). Mesmo apés a adi¢do do
padrdo interno ao plasma branco ndo houve qualquer alteragdo quanto ao espectrograma, ficando o canal do
analito inalterado (circulo vermelho) ou seja, o padrdo interno ndo interfere na quantificagio da amlodipina
nas amostras de plasma.
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Grafico 3(A,B.C). Espectros de massa amlodipina: 3 A (ion precursor) e 3B (ion produto) e desipramina: 3C. Os espectros
de massa totais da amlodipina ¢ desipramina mostraram moléculas precursoras protonadas, [M-H]+, de m/z
409 e 267, respectivamente. O ion produto mais abundante no espectro foi m/z 238 para amlodipina ¢ para a
desipramina o ion mais abundante resultante da fragmentagdo foi m/z =72 (setas vermelhas)
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Gréfico 4. Espectrogramas Plasma branco normal, lip€émico e hemolizado. através deste grafico se percebe a
auséncia de interferentes em relagio ao tempo de retengdo do analito e seu padrio interno (circulos
vermelhos), nas diversas situagdes de plasma que podem aparecer durante o estudo.
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15.00 ng/ml VB269
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Grafico 5(A,B,C) : Espectrogramas analito com padrio interno nas concentra¢des 0,1ng/ml; 2,0ng/ml e
15ng/ml. Variando-se as concentracGes do analito, os resultados permanecem inalterados quanto ao tempo de
retengdo do analito(RT= 3.6) e do seu padrio interno, desipramina (RT= 3.9), caracterizando-se a boa
reprodutibilidade do método.
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Grifico 6: Curva Concentragfio Plasmatica vs Tempo.
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A curva de calibragiio mostrou boa linearidade com 0.1 — 20ng/mL de amlodipina,
onde o coeficiente de correlagdo médio ( r) foi maior que 0.998.

A precisdo e a acuracia dos controles de qualidade podem ser observados nas tabelas

7e8
O limite inferior de quantificaciio (LOQ) foi de 0,1 ng/ml para a amlodipina.

Mda L Q108 | Q174 | Q2 | 204 | 154
Desvopad@o | Q08 | Qo018 | Qo8 | QOe2 | QU2
Qeidertedeaizio@) (4 79 | 91 | 61 | 31 | 37
ameeanOI0y.. . L . P -

Tabela 7. Acurdcia e precisio intra lote

LOQ/CQ |Concentragdo média Inter-ensaio precisdo e acuracia
(ng/ml)
Amostras |ensaiol [ensaio2 |ensaio3 | média | CV(%)| acuracia Desvio
padrio
QL1 0,105 | 0,113 | 0,108 | 0,109 | 3,6 108,8 0,004
QL2 0,174 | 0,191 | 0,183 | 0,183 | 4,7 91,3 0,009
IQCA 0,302 | 0,295 | 0,299 | 0,299 | 1,1 99,5 0,004
IQCB 2,04 | 2,02 | 1,76 | 1,940 | 80 97,0 0,156
1QCC 154 | 152 | 13,3 |14600] 8,1 97.6 1,159

Tabela 8. Acurdcia ¢ precisdo inter lote.
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A recuperaco da amlodipina pode ser verificada através da tabela 9.

Concentragio da Recuperacio Ccv
amostra Extraida | N&o extraida % %
ng/mi
Amlodipina 0.3 6777 7377 91.9 7.9
2.0 41510 44107 94.1 10.9
15.0 293967 353739 53.1 6.5
Desiprami 3.0 38361 45707 83.9 7.2
na

Tabela 9. Recuperagio da amlodipina .o=5

A anglise da estabilidade foi desenvolvida com amostras do controle de qualidade

nas concentragdes 1,0 ng/ml e 10,0 ng/ml. Néo foi observada nenhuma degradacdo das

amostras significante.

A tabela 10 mostra pardmetros farmacocinéticos médios obtidos de 24 voluntarios

apés administracdo de Smg de amlodipina em comprimido.

A analise estatistica dos par@metros de bioequivaléncia e seus intervalos de confianca

estdo descritos na tabela 11. Enquanto que a curva da concentragio plasmatica média de

amlodipina vs tempo € mostrada no grafico 6.

o7




Amlodipina
Norvasc® Amlodipina teste
Meédia  Desvio padric |{Média Desvio padrio
AUC, ¢ (mg*h)/mL) 114.0 347 1139 348
AUC e 1332 5538 1317 46.6
AUC 4 0-14ah) (ng *nymLy | 116.7  34.7 116.5 35.0
Crnax(ng/mL) 26 06 2.8 0.9
T1n@m) 46.6 120 46.7 119
T macc(h) — média 60 (40-240) | 60  (4.0-12.0)
Tabela 10. Parimetros Farmacocinéticos
Amlodipina / Parametros Pardmetros Nao
| Geométricos Geométricos
Norvasc® Média 90% IC Média 90% IC
AUC st % raziio 995 | 93.6 1057 | 998 | 92.7 106.7
AUC ¢ % razio 992 1926 1063 | 100.0 | 929 106.0
AUC ;1 (0-144h) % razdo 995 1935 1058 | 1006 | 92.6 1073
Crnax % razéo 106.8 [ 100.0 114.0 | 1058 |100.2 111.8

Tabela 11, Pardmetros Estatisticos
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DISCUSSAO

Ao compararmos todos os métodos descritos anteriormente para a determinagio
de amlodipina em fluidos bioldgicos, pode-se notar que o método analitico escolhido no
comrente estudo, fol adequado uma vez ter apresentado bons resultados em relagfio a
especificidade, acuracia e tempo de retengfo. YASUDA et al. (1996) concluiu que a
cromatografia liquida com detecgo por espectrometria de massa torna-se o método que
apresenta maior vantagem em relagdo a outros, como o que utiliza o sistema
amperométrico para a detecgiio, uma vez que neste Ultimo é dificil se manter toda a
instrumentacio eletricamente estivel, ou ainda no caso da cromatografia gasosa com
detecgdio por eletro-captura onde ha problemas com estabilidade térmica e derivacio das
amostras. Percebe-se ainda que, os métodos utilizando detecgfio amperomeétrica,
eletroforese, ultra-violeta ou mesmo cromatografia gasosa obtiveram tempos de
retengdo muito longos, vanando de 8,5 min. a 40 min., tornando assim a anélise muito
longa, principalmente se pensarmos na utilizagdo de uma bateria de aproximadamente
600 amostras a serem analisadas, que foi o caso deste estudo.

Quanto aos espectros de massa totais da amlodipina e desipramina, estes
coincidem com os resultados obtidos por YASUDA et al.(1996) sendo que o ion
produto mais abundanie no espectro para a amlodipina, conforme pode ser visto no
grafico 3B, foi obtido por um mecanismo pouco comum de fragmentagio. Para a
desipramina, foi observado o ion produto mais abundante m/z = 72, como demonstrado
através do grafico 3C. CARVALHO et al.(2001) descreveu uma outra rota para a
mesma fragmentacdo da desipramina, onde o ion mais abundante apresentou m/z = 236.

O gréifico 5 demonstra a boa reprodutibilidade do método, pois mesmo se
variando as concentragdes do analito, os resultados permanecem inalterados quanto a
caracteriza¢do do tempo de retengdo do analito ¢ do seu padriio interno, desipramina.

A relagdo concentragio plasmatica vs tempo, traduzida através do grafico 6,

mostra as Cmax Teste e Referéncia como sendo equivalentes (ap6s calculo do IC).
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Quanto aos pardmetros que definem a bioeqﬁivaléncia entre dois medicamentos,
Cmax e Tmax, os valores foram similares aqueles relatados por YASUDA et al (1996) e
CARVALHO et al (2001).

Em relagio & tolerdncia da amlodipina, sabe-se que a relagdo dos sintomas
apresentados pelos voluntarios com o farmaco € desconhecida. Geralmente, esses
sintomas relatados estdo mais associados ao periodo de jejum que os voluntarios sio

submetidos.
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CONCLUSAO

Considerando-se os resultados obtidos e os critérios que asseguram a bioequivaléncia
entre dois medicamentos, pode-se concluir que a formulagfo teste de amlodipina é

bioequivalente a formulacgdo referéncia quanto a taxa e extens3o da absorcéo.
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ANEXO 1.

Randomizacio
Estudo de Bioequivaléncia de Duas Formulacoes de Besilato de
Amlodipina(comprimido) em Voluntirios Sadios de Ambos os Sexos

Sequéncia de Administragdes

Voluntarios Periodo | Periodo I
01 Besilato de Amlodipina Norvasc®
02 Norvasc® Besilatc de Amlodipina
03 Besilato de Amiodipina Norvasc®
04 Norvasc® Besilato de Amlodipina
05 Besilato de Amlodipina Norvasc®
06 Norvasc® Besilato de Amlodipina
07 Norvasc® Besilato de Amiodipina
08 Besilato de Amlodipina Norvasc®
09 Norvasc® Besilato de Amlodipina
10 Besilato de Amiodipina Norvasc®
11 Besilato de Amlodipina Norvasc®
12 Norvasc® Besilato de Amlodipina
13 Norvasc® Besilato de Amledipina
14 Besilato de Amlodipina Norvasc®
15 Norvasc® Besilato de Amlodipina
16 ‘Besilato de Amiodipina Norvasc®
17 Norvasc® Besitato de Amlodipina
18 Norvasc® Besilato de Amlodipina
19 Besilato de Amiodipina Norvasc®
20 Besilato de Amlodipina Norvasc®
21 Norvasc® Besilato de Amlodipina
22 Besilato de Amlodipina Norvasc®
23 Noirvasc® Besilato de Amlodipina
24 Besilato de Amlodipina Norvasc®
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Concentracoes Plasmaticas Individuais

ANEXO 2,

Tabela 1
Voluntario 1 2 3 4
Hora |Norvasc® Amlodipina [ Norvasc® Amlodipina |Norvasc® Amiodipina | Norvasc® Amilodipina
0.0 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
1.0 0.360 0.257 0.141 0.286 0.469 0.499 0.729 0.816
2.0 0.947 0.675 0.599 0.630 0.580 0.811 1.49 2.02
4.0 1.99 1.85 2.08 1.60 1.70 1.47 3.66 3.96
8.0 2.00 1.40 2.62 4.71 2.76 2.56 3.13 4.13
8.0 1.66 1.26 1.82 2.34 2.70 2.08 2.98 3.55
10.0 1.64 1.25 1.68 2.35 2.07 1.90 2.30 2.58
12.0 1.58 1.23 1.66 1.51 1.97 1.84 2.16 2.81
14.0 1.79 1.29 163 1,52 2.01 1.99 1.79 2.58
24.0 1.18 0.967 1.25 1.20 1.50 1.20 1.84 2.05
48.0 0.775 0.582 0.717 0.727 0.937 0.780 1.07 1.58
96.0 0.306 0.260 0.238 0.231 0.339 0.353 0.507 0.668
120.0 | 0.192 0.159 0.187 0.169 0.270 0.260 0.387 0.517
144.0 | p.169 n.a. 0.102 n.a. 0.207 0.201 0.220 0.410
5 6 7 8
0.0 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
1.0 0.506 0.578 0.242 0.149 0.140 0.361 0.270 0.797
2.0 1.21 0.903 0.450 0.524 0.220 0.746 0.845 1.82
4.0 2.20 2.04 1.40 1.71 0.75 1.70 2.35 3.10
6.0 1.95 1.81 1.87 1.64 2.53 3.33 2.1 2.57
8.0 1.83 1.32 1.58 1.57 1.85 1.75 1.96 217
10.0 1.45 1.29 1.18 1.11 2.09 1.86 1.97 1.75
12.0 1.42 1.09 0.97 1.09 2.39 1.70 1.77 1.71
14.0 1,38 1.37 1.16 1.34 1.36 1,70 1.60 1.84
24.0 1.37 1.08 0.719 0.980 1.32 1.33 1.42 1.44
48.0 1.00 0.641 0.510 0.605 0.708 0.913 1.03 0.986
86.0 0.362 0.280 0.262 0.294 0.366 0.358 0.318 0.362
120.0 | 0.240 0.230 0.178 0.208 0.286 0.259 0.392 0.314
144.0 | 0.235 0.125 0.257 0.167 | 0.166 0.178 0.187 0.199
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Concentracdes Plasmaticas Individuais

ANEXO 2.

Tabela 2
Voluntario 9 10 11 12
Hora [Norvasc® Amlodipina | Norvasc® Amilodipina |Norvasc® Amiodipina | Norvasc® Amlodipina
0.0 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
1.0 0.241 0.295 0.233 0.133 0.468 0.408 0.552 0.392
2.0 0.608 0.676 0.562 0.598 1.25 1.21 1.40 1.08
4.0 1.29 1.29 1.87 1.67 2.56 1.97 265 2.07
6.0 1.45 1.66 1.57 1.52 275 3.68 260 1.90
8.0 1.35 1.28 1.36 1.72 214 1.92 1.78 1.70
10.0 1.10 1.15 1.38 1.58 2.61 1.68 1.59 1.52
12.0 1.04 1.13 1.05 2.00 1.61 1.45 1.40 1.55
14.0 0.27 1.26 1.29 1.98 2.06 1.64 1.44 1.58
24.0 0.771 0.987 1.07 0.900 1.38 1.59 1.49 1.02
48.0 0.601 0.633 0.721 0.701 0.874 1.09 0.828 0.698
96.0 0.247 0.314 0.326 0.324 0.441 0.631 0.310 0.262
120.0 | 0.170 0.201 0.203 0.243 0.304 0.417 0.236 0.204
1440 | 0.118 0.123 0.178 0.168 0.183 0.356 0.237 0.137
13 14 15 18
0.0 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
1.0 0.243 0.000 1.05 1.30 0.375 0.459 0.216 0.328
20 0.663 0.533 2.30 2.82 0632 0.750 0.545 0.992
40 2.63 1.96 3.52 4.38 1.97 2.09 1.89 2.26
6.0 2.04 2.37 273 2.89 2.03 2.15 2.73 3.13
8.0 1.75 1.95 2.44 222 1.44 1.48 2.39 2.48
10.0 1.48 166 1.81 1.90 1.42 1.60 2.21 2.29
12.0 1.80 1.86 1.22 2.37 1.58 1.54 1.82 1.84
14.0 1.27 1.21 1.45 1.70 1.29 1.51 2.12 2.04
24.0 2.70 1.33 1.38 1.56 117 1.43 1.91 1.62
48.0 0.661 0.662 0.941 0.930 0.860 1.26 1.25 1.20
96.0 0.267 0.262 0.325 0.318 0.408 0.685 0.777 0.668
120.0 | 0.238 n.a. 0.206 0.411 0.364 0.701 0.476 0.479
144.0 0.141 0.200 0.148 0.165 0.360 0.367 0.470 0.371
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ANEXO 2,
Concentracoes Plasmaticas Individuais

Tabela 3
Voiuntario 17 18 19 20
Hora |Norvasc® Amlodipina |Norvase® Amlodipina |Norvasc® Amlodipina | Norvasc® Amlodipina
0.0 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
1.0 0.342 0.492 0.506 0.788 0.299 0.268 0.553 0.401
2.0 1.07 1.31 1.086 1.47 0.613 0.469 0.859 0.692
40 243 2.55 208 243 1.95 2.03 2.37 2.42
6.0 1.71 2.22 217 210 2.49 248 2.25 2.28
8.0 1.71 2.00 1.82 1.81 222 2.37 217 2.13
10.0 1.38 1.41 2.05 1.64 2.18 2.21 2.02 2.01
12.0 1.57 1.41 1.51 1.31 2.05 2.1 1.85 2.10
14.0 1.41 1.25 1.56 1.39 1.91 1.95 2.06 2.01
24.0 1.09 1.11 1.29 1.24 1.39 1.44 1.50 1.50
48.0 0.685 0.624 0.937 0.646 1.01 0.939 1.06 0.995
96.0 0.303 0.330 0.381 0.238 0.440 0.546 0.473 0.556
120.0 | 0.195 0.181 0.189 0.190 0.311 0.297 0.348 0.388
1440 | 0147 0.108 0.137 0.000 0.207 0.221 0.242 0.317
21 22 23 24
0.0 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
1.0 0.638 0.452 0.640 0.665 1.18 0.693 0.637 1.13
2.0 0.930 0.757 1.08 1.01 1.85 3.03 2.34 1.56
4.0 1.66 2.18 2.58 1.61 2.90 3.68 2.51 2.81
6.0 2.68 2.16 3.11 2.95 3.1 3.59 2.67 2.77
8.0 1.65 1.92 3.00 2.24 3.91 4.31 3.02 2.45
10.0 160 1.56 2.55 2.21 2.74 4 .41 262 258
12.0 162 1.88 234 1.95 2.33 3.30 2.47 3.24
14.0 1.56 1.57 2.20 2.23 2.21 3.02 1.97 237
24.0 1.26 1.48 2.16 1.83 1.76 1.84 218 2.1
48.0 0.862 0.721 2.03 1.37 1.42 1.42 1.11 1.42
96.0 0.314 0.308 1.17 0.826 0.668 0.459 0.567 0.730
120.0 | p.242 0.171 0.880 0.767 0.450 0.312 0.532 0.513
144.0 | 0.118 0.137 0.976 0.589 0.358 0.216 0.325 0.434
* Para g andlise estatisfics, fodos os pontos ndo disponiveis foram intemolados.  Zeros s3o zeros reais ou ndo
quantificaveis

“* Concentragéo: ng/mL
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ANEXO 3.
Dados da Validacdao Analitica

Linearidade da Curva de Calibracio

Compound 1 name: Amiodiplna,  Method Flle: 3802003
Coafficient of Deterriination. 0.338765

Calibraticn curve: 0.0955451 "X+ -0.00177 191

Response type: imlamnnl Std { Ref 2 ), Area * £ iS5 Cong, FiSArer )
Curye type: Linear, Qrign: Exclude, Weighting: 140 Axs frans. Nons

1.98- ¥
Response
X
R e RN AN~ SRRV 100 120 180 160 T e
Validaciio da Curva de Calibracio
Concentracio
Concentragdo nominal Quantificada Acuracia Anglito Concentragio
(ng/mL) {ng/mL) % aprovado ? Aprovada ?
0,100 0.108 92.6 Yes Yes
0.108 92.6 Yes
0.200 0.199 1005 Yes Yes
0.183 109.3 Yes
0.500 0.48 104.2 Yes Yes
0.492 1016 Yes
1.00 0.954 104.8 Yes Yes
1.02 97.9 Yes
2.00 2.05 974 Yes Yes
2.04 97.9 Yes
5.00 481 104.0 Yes Yes
4.99 100.3 Yes
100 9.83 101.7 Yes Yes
16.1 994 Yes
20.0 198 101.3 Yes Yes
20.5 97.5 Yes
Coeficiente de correlacio: 0.998246
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ANEXO 4,

Dados da Validacio Analitica

Defini¢cdo das Amostras do Controle de Qualidade

Tipo CQ Cadigo Definigio da série Valor Definido
cQ
AmostraCQ LOQ | QL1 Mesma concentragio do LOQ 0.1 ng/mL
AmostraCQLOQ | QL2 Mesma concentracio do LOQ 0.2 ng/mL
Amostra CQ baixa | QCA ~3IxLOQ ' 0.3 ng/mL
Amostra CQ média | QCB Média entre 0 CQ mais afto e 0 mais baixo 2.0 ng/mL
Amostra CQ alta Qcc 75% -~ 80% do mais afto padréo de calibragio 15.0 ng/mL
ou o mais alto valor da concentragio
antecipada

Validacie do LOQ
Lista de validagdo ID Vo1
e asa ST 6T T
Medida [c] Precisdo individual (%)
(ng/m0)
21 0.103 103.0
22 0,091 91.0
23 0.103 103.0
24 0.117 117.0
25 0.114 114.0
26 0.094 94.0
27 0.108 108.0
28 0.111 1110
Média (ng/mL) 0.105
Precisao (CV%) 8.8
Acuracia (%) 951
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ANEXO S,
Parametros Estatisticos

Chax parametric analysis of In-transformed data

ANOVA for differences between treatments after In-transformation:
P=0.1

Power=1.0

Geometric Means Ratio = 106.8% of Norvasc® mean.
90% Confidence interval for mean treatment ratio: 100.0-114.0%.

Two one side T-test for In-transformed values:

P[0.80<r<1.25] = 1.0
Pr<=0.80] = 0.0
P[r>=1.25] = 0.0

(Geometric Means Ratio = 99.9% of Period 1
90% Confidence interval for mean period ratio: 93.6-106.7%

Cmax non-parametrib analysis of in-transformed data

Point Estimate = 105.8% of Norvasc® mean.
80% Confidence interval for mean {reatment ratio = 100.2-111.8%

AUC,, parametric analysis of In-transformed data

ANOQVA for differences between treatments after In-transformation:
P>0.30

Power =1.0

Geometric Means Ratio = 99.5% of Norvasc® mean.
90% Confidence interval for mean treatment ratio: 93.6-105.7%.

Two one side T-test for In-transformed values:
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P[0.80<r<1.25] = 1.0
P[r<=0.80] =
P[r>=1.25] =

Geometric Means Ratio = 103.6% of Period 1
90% Confidence interval for mean period ratio: 97.5-110.1%

AUC.« non-parametric analysis of In-transformed data

Point Estimate = 99.8% of Norvasc® mean.
90% Confidence interval for mean treatment ratio = 92. 7-106 7%

AUCq.144n parametric analysis of In-transformed data

ANQVA for differences between treatments after In-tranéfofmation:
P>0.30

Power = 1.0

Geometric Means Ratio = 99.5% of Norvasc® mean.
90% Confidence interval for mean treatment ratio; 93.5-105.8%.

Two one side T-test for In-transformed values:

P[0.80<r<1.25} = 1.0
Plr<=0.80] =
P[r>=1.25] =0.0

Geometric Means Ratio = 103.8% of Period 1
90% Confidence interval for mean period ratio: 97.6-110.3%

AUCq444n non-parametric analysis of In-transformed data

Point Estimate = 100.6% of Norvasc® mean.
80% Confidence interval for mean treatment ratio = 92.6-107.3%
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AUC,s parametric analysis of In-transformed data

ANOVA for differences between treatments after In-transformation:
P>0.30
Power = 1.0

Geometric Means Ratio = 99.2% of Norvasc® mean.
90% Confidence interval for mean treatment ratio: 92.6-106.3%.

Two one side T-test for In-transformed values:

P[0.80<r<1.25] = 1.0
P[r<=0.80] =0.0
P[r>=1.25] = 0.0

Geometric Means Ratio = 103.4% of Period 1
90% Confidence interval for mean period ratio: 96.5-110.8%

AUC;snon-parametric analysis of In-transformed data

Point Estimate = 100.0% of Norvasc® mean. |
90% Confidence interval for mean treatment ratio = 92.9-106.0%
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ANEXO 6.

Ajuste Instrumental

Acquisition Experiment Report
File:d:\projects\gdn3602.pro\data\3602qcs045 raw

Header

Acquired File Name: D:\Projects\GDN3602. PRO\Data\3602QCS045
Acquired Date: 23-Feb-2002

Acquired Time: 17:18:20

Job code: GDN36/02

Task code: ER/DR

User Name:

Laboratory Name:

Instnunent: QUATTROULTIMA
Conditions: RB

Submitter: PG

SamplelD:

Bottle Number: Tray01:53
Description: QCC-15.00 ng/ml

Instrument Calibration
Parameters

MS1 Staticc  None
MS1 Scanning; None
MS1 Scan Speed: None
MS2 Staticc  None
MS2 Scanning: None
MS2 Scan Speed: None
Calibration Time: 09:25
Calibration Date: 08/03/99
Coefficients

MS]1 Staticc  None
MRS2Z Static;.  Nome
Function1: None

Parameters for D:\Projects\GDN3602 PROVACQUDB\3602 . EXP
Prescan Statistics:
Initial Average Intensity 51.0981

Initial Average Std Dev 14.5454
Bunch Zero Level 0.8623
Bunch Std Dev 0.4008
Bunch Threshold 3.2067
Spike Removal Std Dev 9.7487

Instroment Parameters - Function 1:
Polarity ES+

Calibration Static 2

Capillary (kV) 320 3.15

Cone (V) 20 13
Hex 1 (V) 1.0
Aperture (V) 1.0
Hex 2 (V) 1.0
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Source Temperature (°C) 150 149
Desolvation Temperature (°C) 350 349
Cone Gas Flow (L/Hr) 46
Desolvation Gas Flow (L/Hr) 652
LM 1 Resolution 10.0

HM 1 Resolution 10.0

on Energy 1 2.0

Entrance 30 =635
Collision 0 -16

Exit 120 =136

LM 2 Resolution 10.0

HM 2 Resolution 10.0

lon Energy 2 2.0

Multiplier (V) 950 -766

ACE Experimental Record
e RN method parameters  --enee-- e
Method:default
/fDuplication of PAL local LC-Inj cycle
syringe: 100ul
LC-Inj

Air Volume (ul) 0

Pre Clean with Solvent 1 0

Pre Clean with Solvent 2 0

Pre Clean with Sample 0

Filling Speed (ul/s) 3

Filling Strokes 1

Inject to LC Vivl

Injection Speed (pl/s) 100

Pre Inject Delay (ms) 500

Post Inject Delay (ms) 500

Post Clean with Solvent1 2

Post Clean with Solvent2 2

Vatve Clean with Solvent1 2

Valve Clean with Solvent2 2
oCo
End of experimental record.
Function 1
Scans in function: 309
Cycle time (secs): 0.530

Inter Channel delay (secs):0.03

Retention window (mins): 0.000 to 5.500

Tonization mode: ES+

Data type: SIR or MRM data

Function type: MRM of 2 channels

Chan Reaction Dwell(secs) Cone Volt. Col. Energy
1:267.54>7231 0.50 10.0 15.0

2 :409.65 > 238.38 050 100 100
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ANEXO 7.

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
Para o Estudo de bioequivaléncia de duas formulacdes de Besilato de

Amlodipina (comprimido) em voluntirios sadios

Vocé estd sendo convidado a participar de um projeto de pesquisa. Sua participagdo €
importante, porém, vocé no deve participar contra a sua vontade. Leia atentamente as
informagbes abaixo ¢ faga qualquer pergunta que desejar, para que todos os procedimentos
desta pesquisa sejam esclarecidos. -

Responsaveis: Drs Eduardo Abib Janior, Moisés Luis Pirasol Vanunci e Ronilson Agnaldo

Moreno.
O abaixo-assinado, , anos,
RG »° declara que é de livre e espontinea vontade que esta

participando como voluntario do projeto de pesquisa supracitado, de responsabilidade dos
médicos/pesquisadores: Eduardo Abib jinior, Moisés Luis Pirasol Vanunci e Ronilson
Agnaldo Moreno, da Synchrophar Assessoria e Desenvolvimento de Projetos Clinicos. O

abaixo-assinado esta ciente que:

NATUREZA E PROPOSITO DO ESTUDO

1. O objetivo da pesquisa é verificar se 5mg de besilato de amlodipina comprimido
(Laboratério Teuto Brasileiro Ltda) atinge niveis plasmaticos equivalentes a 5Smg de

besilato de amlodipina comprimido (Norvasc® - Pfiser).

PROCEDIMENTOS A SEREM REALIZADOS E RESPONSABILIDADES

2. Antes de sua participaciio no estudo e ap6s a sua participagiio voce sera convidado a ir &
Synchrophar para verificacdo da sua condi¢do de saide. Vocé serd examinado por um
médico que lhe fard um exame completo, medindo o seu pulso, sua temperatura, sua

pressdo arterial. Também sera feito um exame eletrocardiografico (exame do coragio). 0
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médico lhe perguntara se vocé teve ou tem alguma doenga e se vocé faz uso de algum
medicamento. Durante a visita serio coletadas amostras de sangue, urina e fezes para
exames laboratoriais. Os exames laboratoriais incluem hemograma completo (hemoglobina,
hematdcrito, contagem diferencial de globuios brancos, contagem de glébulos vermelhos e
plaquetas), bioquimica sanguinea (glicose no sangue, proteinas totais, albumina,
transaminases oxalacética e piravica, gamaglutamil trasnferase, creatinina, uréia, acido
urico, colesterol e triglicérides); exame sumario de urina (Urina I). Exames para a hepatite
B ¢ C ¢ para AIDS (HIV 1 ¢ HIV2), no sangue, exame de fezes, serfio feitos somente no
pré estudo.

3. Durante o estudo, serfo intemados duas vezes por 26 horas cada periodo, com intervalo
minimo de 21 dias. Em cada internamento: a) sera administrado 5 mg de besilato de
amlodipina na forma de comprimidos acompanhado de 200mL de agua sem gas; b) serdo
coletadas 14 amostras de sangue de 6 mL, cada, através de agulha introduzida em veia
superficial para a dosagem do medicamento e mais uma amostra de 25 mL antes da
administracdo da medicagio para o controle de qualidade do método analitico (método que
dosa a medicagdo no sangue); ¢) em intervalos regulares, sera verificada sua pressdo, pulso
e temperatura; d) sero também servidas refei¢des padronizadas (almogo, lanche da tarde ¢
jantar, no dia de administragio do medicamento) ou bebidas em horérios preestabelecidos.
A duragio total de sua participagio na pesquisa.esta estimada em 30 dias, a contar da

primeira internacio, apds o processo de selegdo.

RESPONSABILIDADES

4. E condigdo indispensével, para participagiio no ensaio clinico, que esteja em boa saiide e,
portanto, nio esteja no momento sob tratamento médico ou fazendo uso de quaisquer
drogas ou medicagdes. Algumas regras deverdo ser seguidas para sua participagio no
estudo: a) ndo pode ser dependente de drogas ou élcool e caso o investigador tenha alguma
suspeita, podera solicitar exame de urina para detecgéo do uso de drogas; b) ndo pode ter
doado sangue ou plasma dentro dos trés meses que antecedem o estudo ou ter doado 1500

mL {(um litro ¢ meio) no periodo de um ano antecedendo o estudo; ¢) ndo pode tomar
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bebidas contendo cafeina e xantinas (chocolate, café, cha, coca-cola, etc) nas 48 horas que

antecedem as internacdes até a Gltima coleta.

5. E ainda de responsabilidade do voluntario em relagdo a sua participagio no ensaio
clinico: a) comparecer as internag¢des nas datas e horarios informados; b) permanecer em
jejum pelo tempo previsto (pelo menos 10 horas) em cada internagdo; ¢) tomar toda a
medicacio prevista, d) Ingerir toda a alimentac8io ¢ liquidos que tenham sido previstos; d)
retornar & Unidade na data, horario e local combinado para realizagiio da consulta e exames
de alta, independentemente de haver sido interrompida sua participagéo no estudo ou de sua
desisténcia.

POSSIVEIS RISCOS E DESCONFORTOS

6. A administragio oral de besilato de amlodipina de maneira continuada pode causar
efeitos colaterais como cefal€ia (dor de cabega), edema (inchago), nauseas _(énsia), tonturas,
rubor e cansaco fisico. Entretanto o aparecimento de efeitos indesejaveis apos
administragio de dose Unica de besilato de amlodipina tem menor probabilidade de
aparecer. Além dos efeitos citados, a administragiio de qualquer medicamento pode causar
reagdes imprevisiveis.

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

problemas.

BENEFICIOS OU COMPENSACOES

7. A participagdo neste estudo, que € de carater experimental, nfio tem objetivo de submeté-
lo a um tratamento terapéutico, conseqiientemente, ni0 se espera que a participagdo no
estudo traga qualquer beneficio em fungfo do tratamento. Tampouco estdo previstos
quaisquer procedimentos ou tratamentos alternativos, 2 ndo ser seu atendimento e
tratamento em fungdo de alguma possivel intercorréncia relacionada ao estudo.
INTERCORRENCIAS

8. Se vocé sofrer algum maleficio em decorréncia direta de sua participagdo no estudo,

vocé recebera tratamento, sem qualquer custo. Ndo haverds no entanto qualquer
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compensacio de ordem financeira em fungdo do ocorrido, a ndo ser que a condigao faga jus
da indenizag@io prevista no Seguro de Vida em Grupo mencionado abaixo. Contudo, ao

assinar este termo, vocé ndo estd renunciando qualquer direito legal que vocé possui.

9. Durante o periodo de 180 dias a partir da data da assinatura deste termo, o voluntario
estard assegurado (Seguro de Vida em Grupo) pela empresa Executivos Seguros (Sul
América Aetna).

RESSARCIMENTO

10. De acordo com valores previamente estabelecidos R$ 380.00 (trezentos e oitenta reais),
os voluntarios serdo ressarcidos das despesas e tempo despendido na realizagdo do
supracitado estudo clinico apés a consulta de alta. Caso desista ou seja dispensado antes do
estudo ser finalizado o voluntério receberd proporcionalmente ao tempo despendido, no
final do estudo. Entende também que a desisténcia ou dispensa antes do comparecimento
para a primeira internag8o ndo d4 direito a ressarcimento.

Estima-se que durante o periodo de sua participagio no Estudo os voluntarios terdo como
despesa apenas os gastos de deslocamento da residéncia ou trabalho até a Hospital para
internacdo, coletas dos exames e consultas, perfazendo um total estimado de 08 visitas.
Ainda deve ser previsto eventuais visitas posteriores para acompanhamento dos eventos

adversos. O ressarcimento destas despesas ja esté incluido no valor estabelecido no item a
(parag 13).

PARTICIPACAO VOLUNTARIA

11. Sua participagio é voluntaria e que tem a liberdade de desistir ou interromper a
participagdo neste estudo no momento que desejar. Neste caso, vocé deve informar
imediatamente sua decisdo ao pesquisador ou a um membro de sua equipe, sem necessidade

de qualquer explicagio.

12. Obteve todas as informagBes e esclarecimentos necessarios para poder decidir

conscientemente sobre a participagZo no referido ensaio clinico.
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Independente de seu desejo ¢ consentimento, sua participagio no ensaio clinico podera ser
interrompida, em fungdo a) da ocorréncia de eventos adversos; b) da ocorréncia de qualquer
doenga que, a critério médico, prejudique a continuagiio de sua participagdo no estudo; c)
do nfo cumprimento das normas estabelecidas; d) de qualquer outro motivo que, a critério
médico, seja do interesse de seu proprio bem estar ou dos demais participantes; e) da

suspensdo do Estudo como um todo.

13. A Synchrophar manter-lo-4 informado, em tempo oportuno, sempre que houver alguma
informagdo adicional que possa influenciar seu desejo de continuar participando no estudo
e prestara qualquer tipo de esclarecimento em relagdio ao progresso da pesquisa, conforme

sua solicitagéo.
DIVULGACAO DE INFORMACOES QUANTO A PARTICIPACAO NO ESTUDO

14. Os registros que possam identificar-lo serfo mantidos em sigilo, a ndo ser que haja
obrigagdo legal de divulgagio. A Synchrophar ndo identificard o voluntario por ocasido da
publicagio dos resultados obtidos.

Contudo, ofs) monitor(es) do Estudo, auditor(es), membros do Comité de Ftica ¢ Pesquisa
Clinica, ou autoridades do(s) orgdo(s) regulamentar(es) envolvido(s) terdo direito de
acesso aos registros originais de dados clinicos de sua pessoa, coletados durante a pesquisa,
na extensdo em que for permitido pela Lei e regulamentages aplicaveis, com o propdsito
de verificar os procedimentos e dados do ensaio, sem no entanto violar a condi¢do de que
tais informagBes sdo confidenciais. Ao assinar este Termo de Consentimento Livre e

Esclarecido, vocé esta também autorizando tal acesso, mesmo se vocé se retirar do Estudo.

CONTATOS E PERGUNTAS

15. Caso surja alguma intercorréncia, deverd procurar a Synchrophar Ass. e Desenv. de
Proj. Clinicos pelo telefone 3233 7300 e solicitar que a mesma constate os médicos
responsaveis pelo ensaio clinico ou entdio entrar em contato diretamente com os mesmos

nos telefones indicados no final deste Termo de Consentimento.
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16. Poderd contatar o Dr. Eduardo Abib Iinior para receber informacBes adicionais,
relacionadas & pesquisa ou quanto aos seus direitos como voluntério.
17. Podera contatar a Secretaria do Comité de Etica em Pesquisas da UNICAMP fone

3788-8936 para apresentar recursos ou reclamagdes em relagdo ao ensaio clinico.

Eu, por fim, declaro que li cuidadosamente todo este documento denominado Termo de
Consentimento Livre ¢ Esclarecido e que, ap0s, tive nova oportunidade de fazer perguntas
sobre o conteddo do mesmo o também sobre o Estudo e recebi explicagdes que
responderam por completo minhas diividas. e reafirmo estar livre e espontaneamente
decidindo participar do Estudo.

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

Ao assinar este Termo de Consentimento estou autorizando o acesso as minhas informagdes
de saide aos membros da equipe ¢ a monitores, auditores, membros do Comité de Etica em
Pesquisa e membros de 6rgos regulamentares envolvidos, nas condigdes estabelecidas no

item XV, acima

Ao assinar este Termo de Consentimento eu nfio renunciei qualquer direito legal que eu

venha a ter ao participar deste Estudo.

Campinas, de

| Assinatura do Voluntario
Numero do Voluntario Nome do Voluntario Data
Telefone Assinatura Data

Dr. Eduardo Abib Janior (19) 9792 2913; (19) 3253 6164
Dr. Moisés Luis Pirasol Vanunci (19) 3295 7699
Dr. Ronilson A Moreno (19) 3272-0026; (19) 9773 8489
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ANEXO 8.

Registro de Eventos Adversos

Voluntario n°: Iniciais do Voluntéario:
Eventos Adversos
Efeitos adversos durante o estudo? ( ) Sim ( ) Nao

Descrigdo | Data de inicio Severidade Afribuida a droga? | Agéo
Leve Mod. Sev. | Sim Pos Nao Des | adotada

1. () () O) () () O) ()
2. () () Ol () ) ) ()
3. () () () (y () ()Y ()

Mod. = Moderada Sev. = Severa Pos. = Possivel Des = desconhecida

Comentarios

MEDICAGAO PARA TRATAMENTO DE EVENTOS ADVERSOS

Voluntario n°; Iniciais do Voluntario:

Medicacéo

Se o voluntario teve qualquer efeito adverso que necessitou uso de drogas
para tratamento, abaixo encontra-se todas as informago6es correspondentes

NCO do | Droga administrada Via Dosagem Total dose
efeito | (nome generico ou |(oral, IV, IM.) | (mg/dose, n®¢ [@dministrada
adverso comercial) doses/dia) (mg)
1
2
3
Comentarios
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ANEXO 9.
Defini¢coes de experiéncias adversas

(EVENTO)
Intensidade
Leve Experiéncia adversa facilmente tolerada
Moderada |Experiéncia adversa desagradavel o bastante para interferir na
atividade cotidiana
Severa Experiéncia adversa que impossibilita a realizacao da atividade

cotidiana normal

Relacionamento Suposto com A Droga Experimental

Nao A experiéncia adversa definitivamente ndo esta relacionada a
droga em teste.

Desconheci [Ha outras causas mais provaveis e nao ha suspeitas de que a

da droga seja a causa. .

Possivel N&o foi demonstrado um relacionamento de causa e efeito direto
entre a droga e a experiéncia adversa, porém, ha uma
possibilidade razoavel de que a droga esteja envolvida.

Sim Ha um reiacionamento direto de causa e efeito entre a experiéncia
e a droga em estudo.

EVENTO ADVERSQ SERIO

E qualquer experiéncia

a qual é fatal

a qual pde a vida em risco
a qual debilita/incapacita

a qual resulta

em hospitalizacdo

a qual o pesquisador interpreta como séria ou que sugere um risco, contra-
indicagdo, efeito colateral ou precaucdo significativa(o) que possa estar
associada(o) ao uso da droga e que deve ser relatada como séria.

Quaisquer experiéncias (evento) adversas sérias que ocorram a gualquer tempo
durante o estudo clinico dentro de cinco meia-vidas, desde a ultima dose da
medicac&o em estudo, estejam ou ndc relacionadas com a medicago em estudo,
devem ser relatadas pelo investigador clinico. Caso ocorra uma experiéncia
adversa séria, entre em contato com ¢ coordenador efou monitor do estudo
imediatamente (em até 24 horas).
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ANEXO 10.
Manuscript Submission

De: Brazilian Journal of Medical and Biological Research

Para: Synchrophar
Data: 05/08/2004 09:21

Assunto: Re: Manuscript Submission
Prezado Dr. Ronilson Moreno,,

Recebemos e agradeceimnos seu e-mail encaminhando o manuscrito "Determination of amlodipine
in human plasma by High-Performance Liquid Chromatography coupied to tandem mass
spectrometry in a bioequivalence study”

Brevemente encaminharemos informagdes sobre o registro do trabalho.
Atenciosamente,

Ricardo Wesley Martins

Brazilian Journal of Medicat and Biological Research
Faculdade de Medicina de Ribeiréo Preto, USP

Av. Bandeirantes 3900 :
14048-900 Ribeirdo Preto, SP, Brasil

fax: 55+16+633-3825

e-mail: bjournal@fmrp.usp.br

Versdo On Line - hitp:/imww.scielo.br/bjmbr
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